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Nur der Mensch, der sich innerlich dem Unhell aussetzt,

kann erfahren, was ist, und den Antrieb gewinnen, es zu andern.

Karl Jaspers
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Einleitung 1

1 Einleitung

Am 26. Juni 2000 wurde bekanntgegeben, dal3 das menschliche Genom erstmals vollsténdig
durchsequenziert ist (Nature (2001) Vol. 409 (Issue 6822); Science (2001) Vol. 291 (Issue
5507)). Voraussetzung fur diese Arbeiten war die Entwicklung neuer biotechnologischer
Methoden und Technologien in den vergangenen 30 Jahren.

Durch die Kenntnis der Sequenz des menschlichen Genoms soll es leichter werden, die mole-
kulare Grundlage der Entstehung von Krankheiten aufzukléren und neue Ansatzpunkte fir
eine Therapie zu finden (Baba, 2001).

Zu den Therapieformen der Zukunft werden neben gentherapeutischen Strategien und dem
tissue engineering, auch mittlerweile ,klassische” Pharmazeutika wie niedermolekulare Sub-
stanzen und rekombinante Proteine gehdren. Diese werden gegen neue Ziele — sogenannte
targets — wie beispielsweise Rezeptormolekile gerichtet und in ihrer Funktionalité und
Stabilitét modifiziert sein. Durch die bereits zur Verfigung stehenden und noch zu
entwickelnden Methoden befindet sich die klassische Medizin in einem Wandel hin zur mole-

kularen Medizin mit individualisierten Therapiestrategien.

Fir einen zielgerichteten Transport eines Biopharmazeutikums ist die Kombination eines
therapeutisch relevanten Proteins mit einem sogenannten fargeting-Modul erforderlich. Das
kann beispielsweise ein Antikorper oder Antikorperfragment sein, das gegen ein spezifisches
Oberflachenantigen auf einer zu behandelnden Zielzelle gerichtet ist. Fir die Therapeutika
bedeutet dies, dal3 es sich meist um Mehrkomponenten-Systeme handelt, bei denen eine
Targeting-Funktion mit einer Effektorfunktion gekoppelt ist. In Abschnitt 1.1 dieser
Einleitung wird daher auf die Mdglichkeiten zur Herstellung bifunktioneller und bispezifischer
Antikorper-Konjugate eingegangen.

Um rekombinante Proteine als Therapeutika einsetzen zu kdnnen, missen sie zum einen in
ausreichender Menge hergestellt werden kénnen und eine méglichst hohe Reinheit (Homoge-
nitét) aufweisen. Letzteres ist ebenfalls eine Voraussetzung fir die Charakterisierung von
Proteinen mit Hilfe spektroskopischer Methoden. Die Herstellung heterologer Proteine in
rekombinanten Escherichia coli ist Stand der Technik und fuhrt haufig zur Akkumulation des
Zielproteins in Form von unldslichen Proteinaggregaten im Cytosol (Marston, 1986). M6g-
lichkeiten zur Renaturierung von Proteinen mit dem Schwerpunkt auf den Matrix-
unterstiitzten Verfahren werden in Abschnitt 1.2 der Einleitung vorgestellt.



2 Einleitung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wird ein spezifisches Assoziations- und Kopplungsverfahren
angewendet und eine neuartige chromatographische Analysemethode vorgestellt, basierend
auf der Wechselwirkung komplementér geladener polyionischer Fusionspeptide. Die theoreti-
schen Grundlagen dieser Strategie sind zum einen die elektrostatische Wechselwirkung, auf
die in Abschnitt 1.3 eingegangen wird, und zum anderen die kovalente Chromatographie unter
Berticksichtigung der Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen, die in Abschnitt 1.4 erlautert wird.
Nachfolgend werden die Proteine, die im Rahmen dieser Dissertation mit Hilfe gentechnologi-
scher Methoden modifiziert wurden, vorgestellt (Abschnitt 1.5), um dann auf die
Problemstellung der vorliegenden Arbeit einzugehen (Abschnitt 1.6).

Vor der Verwendung rekombinant hergestellter Proteine als Diagnostika und Therapeutika
mul3 eine Vielzahl von Anforderungen erfillt werden. In der vorliegenden Doktorarbeit wird
eine Strategie vorgestellt werden, die eine effiziente Herstellung, Reinigung und gerichtete
Assoziation von Proteinen ermdglicht und somit eine Grundlage fur die Entwicklung neuer
Therapeutika liefert.

1.1 Bispezifische Antikorper und bifunktionelle Antikorper(fragment) -
Enzym-Konjugate

Die technologischen Fortschritte der vergangenen 10 Jahre haben Antikorper zu einer bedeu-
tenden Substanzklasse der sogenannten Biotherapeutika werden lassen. Insbesondere seit die
Produktion humanisierter Antikorper moglich ist (Steplewski ef al., 1988; Jolliffe, 1993; Hurle
und Gross, 1994; Sandhu, 1994; Velders et al., 1994), finden sich Anwendungsgebiete in der
Onkologie (Weiner, 1999; Segal et al., 1999) sowie in der Behandlung von Infektionskrank-
heiten und Autoimmunerkrankungen (Deo ef al., 1997).

Jedes Immunglobulin der Klasse G ist per se bifunktionell: Uber die variablen Doménen Fv
wird spezifisch das jeweilige Antigen erkannt und Uber die konstanten Doménen CH2 und
CH3, die den Fc-Tell bilden, erfolgt die Aktivierung des Immunsystems. Durch Kopplung
zweier Antikorper(fragmente), die gegen zwel verschiedenen Antigene gerichtet sind,
entstehen bispezifische Antikorper. Konstrukte aus einem Antikorper(fragment) und einem
heterologen Fusionsanteil werden als bifunktionelle Antikorper bezeichnet. Fusionspartner
sind dabei beispielsweise Enzyme, Toxine, ein radioaktiv markiertes Molekil oder eine
Multimerisierungsdoméne. Durch Konjugation mit viralen oder nicht-viralen Vektorsystemen
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soll ein Zelltyp-spezifisches targeting in der Gentherapie ermoglicht werden (Dachs et
al.,1997).

Das potentielle Hauptanwendungsgebiet bispezifischer Antikorper ist die Tumordiagnose und
-therapie. Der eine Tell des bispezifischen Konstruktes erkennt dabei ein Antigen (TAA =
Tumor assoziiertes Antigen), das Uberproportional haufig auf der Oberflache von Tumorzellen
prasentiert wird, wahrend der andere Teil zur Vermittlung einer Effektorfunktion dient. Diese
ist hdufig die Aktivierung cytotoxischer T-Zellen Uber die Bindung an das CD3 und/oder
CD28 Antigen. Desweiteren existieren Ansdtze, Uber bifunktionelle Konstrukte radioaktive
Substanzen (Goldenberg et al., 1995; Wilder et al., 1996) oder Enzyme, die Vorstufen von
cytotoxischen Substanzen in ihre aktive Form UberfUhren - sogenannter Prodrug Approach
oder ADEPT (antibody directed enzyme prodrug therapy) (Han und Amidon, 2000) - , zu
Tumorzellen zu dirigieren. Eine weitere Moglichkeit, gezielt Tumorzellen zu zerstoren, sind
die Immuntoxine. Hierbel handelt es sich meist um die direkte Fusion eines tumorspezifischen
Antikorperfragmentes mit dem die Zelltétung vermittelnden Teil eines Toxins, wie beispiels-
weise das Diphterie-Toxin oder das Pseudomonas-Exotoxin (Gottstein ef al., 1994; Reiter und
Pastan, 1996; Brinkmann, 1996; 2000).

Die Ubersichtsartikel von Gavilondo und Larrick (2000) sowie von Hudson (1999) und
Koelemij et al. (1999) enthalten Beispiele fur bispezifische Antikorper, die bereits in Klini-
schen Studien eingesetzt werden. Einige der vorgestellten Antikorper-Konjugate sind in
Tabelle 1.1 unter Berlicksichtigung des jeweiligen targeting-Moduls und der Effektorfunktion
zusammengestel|t.

Neben dem Einsatz bispezifischer bzw. bifunktioneller Konjugate gelangen zunehmend auch
trispezifische Konstrukte ins Blickfeld der Forschung. Diese Konstrukte erméglichen
entweder eine genauere Adressierung oder steigern die Effektorfunktion z. B. durch
gleichzeitige Bindung an CD3 und CD28 auf T-Zellen. Vor kurzem wurde ein trifunktioneller
bispezifischer Antikorper von der Firma Trion Pharma entwickelt. Er enthdlt die beiden
Antikorper removabO (anti-EpCAM ~ anti-CD3) und rexomabO (anti-Her2/nen = anti-CD3)
und dient zur ex vivo Reinigung von Stammzellpréparaten begleitend zur Hochdosis-
Chemotherapie bei Brustkrebs und anderen epithelialen Tumoren. Das Konjugat besteht zur
einen Halfte aus Maus- und zur anderen Halfte aus Ratten-lmmunoglobulin. Uber den Fc-Teil
der Immunoglobuline erfolgt die Aktivierung von Makrophagen, dendritischen Zellen und
natiirlichen Killerzellen. Makrophagen stimulieren ihrerseits T-Zellen (Zeidler et al., 2000;
http://trionpharma.de).
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Tab. 1.1: Beispicle fiir bispezifische/bifunktionelle Antikdrper-Konjugate in vorklinischen und klinischen Phasen der Stufe I bis III

Antikorper- Effektormodul targeting Modul ~ Anwendungsgebiet(e) klinische Referenz
Konstrukt z.B. TAA® Phase
MOv18-Konjugat  T-Zellen tiber CD3" MOv18 Ovarialtumore Il bzw. Canevari ef al., 1995; 1997,
bzw. Radionuklide (7, I van Zanten-Przybysz et al.,
57 oder '*1) 2001
90Y-Lympho- Rhenium-188 oder keine Angabe Non-Hodgkin-Lymphome I Immunomedics/USA
Cide™ chemotherapeutische (http://www.immunomedics.com)
Agentien
MDX-210 Monozyten/Makrophagen HER-2/neu Brust-, Ovarial-, Prostata-, I Medarex/ Novartis
tiber CD64 (FcyRI) Nieren-, Darm-, Hirntumore Valone ef al., 1995a,b; Keler et
al., 1997
Pentacea' Radionuklide CEAT kleinzelliges Bronchialkarzinom /I IBC Pharmaceuticals, 2001
(http://www.pslgroup.com/dg/18D
452 htm)
anti-Tac(Fv)-PE38  Pseudomonas Exotoxin  anti-Tac Haarzell-Leukdamie, Lymphome I Robins et al., 2000
(LMB-2) (=anti-CD25)
anti-CD64 oder polymorphkernige Zellen CD20 oder CD20: Lymphome IIMund I Segal er al., 1999;
anti-CD16 x anti-  iiber CD64 (FcyRI) oder ~HER-2/neu HER-2/neu: Brustkrebs, Ovarial- van Ojik und Valerius, 2001
CD20 oder anti- NK*-Zellen iiber CD16 tumore, Darmkrebs, Prostata-,
HER-2/neu (FcyRIII) Nieren-, Magenkrebs, Tumore der
Bauchspeicheldriise
anti-CD3 x anti- T-Zellen tiber CD3; CD19 Non-Hodgkin-Lymphome Mausmodell Cochlovius ez al., 2000a,b
CD19 zusitzliche Aktivierung
tiber CD28
anti-CD64 x anti-  polymorphkernige Zellen CD19 Non-Hodgkin-Lymphome Mausmodell Honeychurch ef al., 2000

CD19 tiber CD64 (FcyRI)

Tumor assoziiertes Antigen, ~ clustered differentiation '

e . e + s
carcinoembryonic antigen, * natural killer
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Die zur Zeit in klinischen Studien eingesetzten Antikorper werden in der Regel in eukaryonti-
schen Zellkulturen produziert. Da fir den spéteren therapeutischen Einsatz grofiere Mengen
der rekombinanten Proteine bendtigt werden, sollten diese mit mdglichst einfachen, kosten-

gunstigen Verfahren produziert werden.

Methoden zur Herstellung bispezifischer Antikorper sind (vgl. Reviews von Fanger et al.,

1992; Cao und Suresh, 1998; Segd et al., 2001):

- die chemische Quervernetzung durch bifunktionelle Reagentien (Brennan et al., 1985;
Glennie et al., 1987; Stevenson et al., 1989);

- die Isolierung aus Hybrid-Hybridoma (Quadroma)-Zellkul turiberstanden (Milstein und
Cuello, 1983; Suresh et al., 1986);

- die gentechnologische Herstellung von Fusionsproteinen durch direkte Fusion zweier
Antikoérperfragmente zu sogenannten Diabodies (Winter und Milstein, 1991; Holliger
et al., 1993; Kranz et al., 1995; Schmidt et al., 1996; Thirion et al., 1996);

- die gentechnologische Herstellung von Konjugaten durch Anfiigen von Heterodimeri-

sierungs-/Oligomerisierungsmodulen (Plickthun und Pack, 1997).

Die chemische Quervernetzung kann zu einem Funktionsverlust der beteiligten Proteine
fuhren. Die Isolierung bestimmter bispezifischer Antikorperfragmente aus Quadromazell-
kulturGibersténden ist sehr aufwendig, da ein Gemisch aller moglichen Kombinationen der
beiden Varianten der leichten und schweren Ketten vorliegt.

Moderne gentechnologische Methoden hingegen ermdglichen die gezielte Modifizierung von
Antikorpern, so dal3 bispezifische Konstrukte sowohl in eukaryontischen als auch
prokaryontischen Zellen produziert werden kénnen. Aktuelle Ubersichtsartikel zur Herstellung
von bispezifischen Antikérpern und bifunktionellen Konstrukten durch gentechnische

Methoden wurden von Tomlinson und Holliger (2000) sowie von Carter (2001) veroffentlicht.

Neben der direkten Fusion von zwei scFv-Fragmenten zu diabodies oder von einem Antikor-
perfragment und einem Enzym oder Toxin wurde das Anfligen spezifischer Assoziationsmo-

dule a's aternative Strategie untersucht.

In diabodies ist die variable Doméane der leichten Kette eines Antikorperfragmentes A (V. A)
mit der variablen Doméne der schweren Kette eines anderen Antikorperfragmentes B (VB)

fusioniert und umgekehrt ist VB mit VA fusioniert. Beide Konstrukte werden simultan in
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Escherichia coli exprimiert und lagern sich in spezifischer Weise zusammen. Durch geeignete
Wahl des Linkerpeptides zwischen den variablen Doménen ist die Bildung von triabodies und
tetrabodies moglich (Holliger et al., 1993; Gruber et al., 1994; Mallender et al., 1994; Raag
und Whitlow, 1995; Holliger und Winter, 1997). Einen anderen Ansatz wahlten Kranz et al.
(1995 ) und Carter et al. (1995), in dem sie zwei scFv-Fragmente direkt miteinander zu einem
Tandem-Antikorper fusionierten.

Allerdings sind der Herstellung von grof3eren heterologen Fusionsproteinen in rekombinanten
Escherichia coli Grenzen gesetzt. Haufig sinkt die Ausbeute an heterologem Protein mit
zunehmender Zahl der Untereinheiten oder Domanen (Skerra und Pluckthun, 1991),
insbesondere dann, wenn die Ausbildung von Disulfidbricken fur die native Struktur und
Funktionalitét des Proteins erforderlich ist. Die Sekretion rekombinanter Proteine ins Peri-
plasma ist haufig bei Mehr-Doménen-Proteinen ineffizient (Skerra und Pluckthun, 1991).
Stattdessen erfolgt die Gewinnung des funktionellen Proteins nach in vitro Faltung, die flr
einzelne Antikorperfragmente gut dokumentiert ist (Buchner und Rudolph, 1991; Glockshuber
et al., 1992).

Durch Anfligen eines zusétzlichen Cystein-Restes an den C-Terminus von scFv-Fragmenten
konnen diese nach separater Expression Uber eine Disulfidbriicke in vitro kovaent miteinander
verbunden werden (Cumber et al., 1992; Kipriyanov, 1994). Die Spezifitét der Kopplung kann
dadurch erreicht werden, dal3 das C-terminale Cystein mit einer Heterodimerisierungsdomane
kombiniert wird (de Kruif und Logtenberg, 1996).

Das Uber Heterodimerisierungsdoméanen gebildete Assoziat sollte ausreichend stabil sein.
Dabel sollte weder die Funktionalitét noch die Struktur der Fusionspartner beeintrachtigt
werden. Desweiteren sollte die Heterodimerisierungsdomane mit der Sekretion bzw.
Renaturierung der Fragmente kompatibel sein. Fir eine effiziente Expression und gute
Lodlichkeit der Konstrukte sind eher kurze, hydrophile Fusionspeptide geeignet, die
gleichzeitig stabil gegeniiber proteolytischem Abbau sind.

Eine Dimerisierung von scFv-Fragmenten kann durch Fusionierung mit konstanten Doménen
der Immunoglobuline erreicht werden (Muller at a., 1998; Schoonjans et al., 2000). Eine Spe-
zialfal ist die "Druckknopf-Methode" (knobs-into-holes), die von Ridgway et al. (1996) ver-
wendet wurde: Durch Einfligen gezielter Mutationen in der Kontaktflache der beiden zu
assoziierenden CH3-Doméanen wird die Heterodimerisierung beginstigt (AK1-knob-hole-
AK?2). Merchant er al. (1998) verwendeten die Methode, um vollstandiges bispezifisches
humanes IgG herzustellen.
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Neben den von Immunglobulinen abgeleiteten Assoziationsdomanen wurden amphiphile
Helices oder Vier-Helix-Bundel (Pack und Pluckthun, 1992; Kostelny et al., 1992; O’ Shea et
al., 1989; 1992; 1993) zur bevorzugten Heterodimerisierung von Antikorperfragmenten
eingesetzt. Vorbild fur die verwendeten Heterodimerisierungsdoménen sind Assoziations-
doménen von Transkriptionsfaktoren. In diesem Zusammenhang wurden insbesondere
amphiphile Helices, die durch Expression der Gene fos und jun und davon abgeleiteter
Sequenzen hergestellt werden, untersucht. Amphiphile Helices bestehen meist aus 28 bis 40
Aminosaureresten und enthalten die regelmallige Wiederholung hydrophiler und hydrophober
Reste von 7 Aminosauren der Form (a-b-c-d-e-f-g),. Die Positionen a und d werden meist von
hydrophoben Aminosiureresten besetzt, die in der Sekundérstruktur eine hydrophobe
Kontaktfl&che bilden.

O’ Shea et al. (1989) verwendeten synthetische coiled coils, die von Jun und Fos bzw. vom
GCN4-Leucin-Zipper abgeleitet wurden und bel einer Konzentration von 10 uM im Ansatz
Dimere bildeten. Durch de novo-Design wurden geladene Aminosdurereste in die Heptaden
eingefugt, die durch elektrostatische AbstoRung eine Homodimerisierung verhinderten
(O'Shea et al.,, 1993). Problematisch bei der Verwendung von coiled coil-Heterodimeri-
sierungsdoméanen ist die Anfaligkeit der sie codierenden cDNA-Sequenzen fur Mutationen
(Pack, 1994) und die Empfindlichkeit gegentiber proteolytischem Abbau (Arndt et al., 2000).
Zudem neigen die vom Jun-Zipper abgeleiteten Doméanen zur Homodimerisierung (Smeal et
al., 1989; O’ Shea et al., 1989; Schuermann et al., 1991). Von Pack und Plickthun (1995)
wurden antiparallel assoziierende Vier-Helix-Bundel-Motive zur gezielten Tetramerisierung
geplant. Anstelle der Tetramerisierung wurde eine bevorzugte Dimerisierung der Konstrukte
festgestellt. Es wird vermutet, dald3 dieses sterische und/oder energetische Grinde hat.
Untersuchungen zur Stabilitét dieser im Periplasma von Escherichia coli assoziierten scFv-
Fragmente wurden nicht durchgefihrt. Allerdings wurde eine gesteigerte funktionelle Affinitét
der Mini-Antikorper gefunden (Pack, 1994). Durch gezieltes library-versus-library screening
wurden die von coiled coil-Motiven abgeleiteten Dimerisierungsmodule als Fusionsproteine
mit DHFR-Fragmenten in vivo optimiert (Arndt et al., 2000). Dadurch liegen Angaben zur
Stabilitét der Uber coiled coils Qebildeten Assoziate vor. Diese haben ene

Dissoziationskonstante von 24 nM.

Neben den von konstanten Antikérperdomanen oder von coiled coils abgeleiteten Heterodime-
risierungsdomanen werden im folgenden noch weitere Beispiele fur Assoziationsdoméanen
kurz vorgestellt:
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Sonderfélle sind die Tetramerisierungsdoméane des p53-Molekiils (Rheinnecker et al., 1996;
Willuda et al., 2001), das Calmodulin und Calmodulin-Bindepeptid, z. B. Mastoparan (Neri et
al., 1995) sowie die Fusion von Antikorperfragmenten mit Protein A aus Staphylococcus
aureus (Sanna et al., 1995; Andrade et al., 2000). Bei groferen Assoziationsdomanen besteht
die Gefahr der Interaktion mit dem Fusionspartner. Dartber hinaus ist die Expression
erschwert oder der Fusionspartner kann eine Immunreaktion hervorrufen. Im Fall von Protein
A ist die Bindung spezifischer Antikorperfragmente nicht stabil, da eine Kompetition durch
Antikorper im Serum erfolgen kann.

Die Fusion mit zwel komplementéren Bruchstiicken eines Enzyms z. B. mit dem S-Protein
und S-Peptid der humanen Ribonuklease A (Dubel, 1999) oder die Verwendung der
Streptavidin/Biotin-Wechselwirkung fuhrt ebenfalls zu Heterodimeren bzw. Oligomeren. Die
Biotinylierung kann dabei entweder chemisch oder durch Fusion mit dem E. coli-Protein
BCCP, das in vivo biotinyliert wird (Weiss et al., 1994; Dubd et al., 1995; Zhu et al., 1998;
Koumarianou et al., 1999), erfolgen. Desweiteren kann die gerichtete Assoziation von zwei
Antikoérperfragmenten durch Hybridisierung komplementérer Oligonukleotidstrénge erreicht
werden (Chaudri et al., 1999). Die Oligonukleotide wurden zuvor chemisch an die jeweiligen
Proteine gekoppelt.

1.2 Moglichkeiten zur Matrix-unterstiitzten Renaturierung von Proteinen

Die Herstellung heterologer Proteine in Escherichia coli kann unter standardisierten
Kultivierungsbedingungen erfolgen und stellt eine kostenguinstige Alternative zur Produktion
beispielsweise in tierischen Zellkulturen dar. Bei Verwendung tierischer Zellkulturen ist
héufig fotales Kélberserum im Kultivierungsmedium enthalten, so dal3 Probleme mit viralen
oder nicht-viralen Kontaminationen auftreten konnen.

Die Uberexpression heterologer Gene in Escherichia coli fihrt haufig zur Akkumulation der
Proteine in Form von Aggregaten (Marston, 1986). Die Bildung dieser sogenannten inclusion
bodies ist haufig erwiinscht, insbesondere wenn das Genprodukt toxisch fir den Wirtsstamm
ist oder sehr grof3e Mengen des rekombinanten Proteins bentétigt werden. In der aggregierten
Form ist das Protein weitgehend vor proteolytischem Abbau geschiitzt (Enfors et al., 1990).
Die Isolierung der inclusion bodies aus den Zellen ist ein erster effizienter Reinigungsschritt
(Marston, 1986). Diese bestehen zu 95 % aus Protein (De Bernardez Clark und Georgiou,
1991), wobei das rekombinante oder Uberexprimierte Protein den gofen Anteil hat. Im
weiteren folgen die Solubilisierung des aggregierten Materials durch chaotrope Agentien,
meist in Kombination mit Reduktionsmitteln. Die Uberfiihrung des entfalteten Proteins in
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seine native bzw. funktionelle Konformation, die Renaturierung bzw. Reaktivierung, wurde in
den vergangenen zwei Dekaden an zahlreichen Proteinen intensiv untersucht (Reviews:
Jaenicke, 1995; De Bernardez Clark et al., 1999; Misawa und Kumagai, 1999). Fir das
Entfernen des Denaturierungsmittels und das Uberfilhren des Proteins in eine fir seine native
Konformation geeignete Umgebung wurden verschiedene Strategien entwickelt. Die mit
Abstand am haufigsten verwendete Methode ist die Renaturierung durch Verdinnung. Hierbei
wird das denaturierte Protein in einen fur die Faltung geeigneten Renaturierungspuffer
Uberfiihrt. Da als Konkurrenzreaktion zur Faltung die Aggregation von partiell gefalteten oder
entfalteten Molekllen auftritt (Zettimeild et al, 1979; Kiefhaber et al., 1991), kann die
Renaturierung durch Verdiinnen nur bei sehr niedrigen Proteinkonzentrationen im Bereich von
10 pg/ml bis 100 pg/ml angewendet werden. Das fihrt zum Arbeiten mit sehr grof3en
Volumina.

Alternativen, wie beispielsweise die Renaturierung durch Dialyse (Maeda et al., 1996; Han et
al., 1997; Grauschopf, 2000), Gelfiltration (Werner et al., 1994; Chaudhuri et al., 1996;
Muller und Rinas, 1999; Fahey et al., 2000) oder hydrophobe Interaktionschromatographie
(Geng und Chang, 1992) sind bisher nur an wenigen Proteinen untersucht worden und erfor-
dern in der Regel eine spezielle Faltungscharakteristik.

In den letzten Jahren wurden in zunehmendem Malle Methoden zur Matrix-unterstiitzten
Renaturierung von Proteinen angewendet. Wurden in den Anfangen die zu faltenden Proteine
noch durch kovalente Verknipfung mit einer Gelmatrix immobilisiert (Sinha und Light, 1975;
Mozhaev, 1979; Horowitz und Bowman, 1987; Hayashi et al., 1994), so werden nun in erster
Linie Fusionspeptide, die bisher lediglich als Reinigungstags verwendet wurden, eingesetzt.
Beispiele sind der Higtidinzag, die Cellulosebindedomane und polyionische Fusionspeptide,
auf letztere wird auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit ndher eingegangen.

Fur die weitere Verwendung des renaturierten Proteins ist es haufig erforderlich, dal3 die Affi-
nitétsdomane bzw. das Fusionspeptid entfernt werden. Das kann durch Einfligen geeigneter
Proteaseschnittstellen wie beispielsweise fir Enterokinase (Prickett et al., 1989), Thrombin
(Hummel et al., 1989) oder Factor Xa (Naga und Thogersen, 1984) erfolgen, durch Saureka-
talyse (Negro et al, 1997) oder Metdlionen (Humphreys et al, 1999) oder durch
sel bstspl el Rende A minosauresequenzen (Xu et al., 2000) .

Im folgenden werden nun die M6glichkeiten und Grenzen der Matrix-unterstiitzten Renaturie-

rung an einigen Beispielen erlautert:
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Matrix-unterstiitzte Renaturierung durch kovalente Immobilisierung

Durch kovalente Immobilisierung bei geringer Beladungsdichte der Matrix konnten insbeson-
dere einige Proteasen erfolgreich mit hohen Ausbeuten renaturiert werden (Sinha und Light,
1975; Hayashi et al., 1994). Die rd&umliche Trennung der zu faltenden Proteinmolekiile ver-
hindert zum einen die Aggregation und zum anderen die Autoproteolyse. Hayashi et al. (1994)
beschrieben die Renaturierung von prozessiertem Subtilisin, das an Agarose-Partikeln
kovalent immobilisiert wurde. Nachteil dieser Renaturierungsmethode ist die schwierige und
bisweilen unmdgliche Abldsung des renaturierten Proteins vom Gelmaterial und damit ver-
bunden die fehlende Regenerierbarkeit des Gelmaterials.

Matrix-unterstiitzte Renaturierung durch Immobilisierung iiber einen Histidintag

Eine im Zusammenhang mit der Matrix-unterstitzten Renaturierung haufig eingesetzte
Methode ist die nicht-kovalente Immobilisierung durch Wechselwirkung eines Histidinzags
mit einem Metallionen-Chelat-Komplex des Gelmaterials (Sinha, 1994; Holzinger et al., 1996;
Negro et al., 1997; Shi et al., 1997; Glansbeek et al., 1998; Rogl, 1998; Zahn et al., 1999;
Zouhar et al., 1999). Der Histidintag (hdufig bestehend aus sechs Histidinresten) ist dabel
entweder mit dem Amino- oder Carboxyl-Terminus des zu faltenden Proteins fusioniert. Eine
Vielzahl von Proteinen - sowohl monomere als auch oligomere mit oder ohne Disulfidbriicken
- wurden durch Affinitdtschromatographie mit immobilisierten Metalionen renaturiert.
Beispiele sind das monomere humane Prionprotein mit einer Disulfidbriicke (Zahn et al.,
1997), die extrazellulare Doméne des TGF-b-Rezeptors vom Typ Il mit 6 Disulfidbriicken
(Glansbeek et al., 1998), rekombinantes humanes TIMP-3 mit 6 Disulfidbrticken (Negro et al.,
1997), Membranproteine aus Chloroplasten (Rogl et al, 1998), die ATP:IRNA
Nukleotidyltransferase (Shi et al., 1997) sowie eine homodimere b-Glucosidase aus Mais
(Zouhar et al., 1999). Das Denaturierungsmittel wird in vielen Féllen durch Diayse des
Gelmaterials gegen Renaturierungspuffer entfernt. Angaben zur Renaturierungsausbeute
fehlen haufig. Ein Nachteil der Renaturierung an einer Affinitatsmatrix mit immobilisierten
Metallionen koénnte die unspezifische Bildung von Disulfidbriicken durch Oxidation freier
Cystein-Reste in Gegenwart von Sauerstoff sein.

Matrix-unterstiitzte Renaturierung durch Immobilisierung iiber eine Cellulosebindedomdine

Affinititatstags, die haufig fur die Reinigung rekombinanter Proteine verwendet werden, wie

beispielsweise Glutathion-S-transferase, b-Galactosidase, Thioredoxin, Maltose-Bindeprotein,
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Protein A aus Staphylococcus und die meisten Cellulose- oder Chitinbindungsdomanen, sind
im denaturierten Zustand nicht funktionell und stehen damit fir eine Immobilisierung des
Fusionsproteins nicht zur Verfigung. Eine Ausnahme stellt die Cellulose-Bindedoméne aus
Clostridium thermocellum dar. Diese interagiert noch in Gegenwart von 6 M Harnstoff mit
einer Cellulose-Matrix. Berdichevsky er al. (1999) beschrieben die Rickfaltung von scFv-
Antikorpern, die mit dieser Cellulose-Bindedoméane fusioniert wurden, an einer kristallinen
und einer amorphen Cellulose-Matrix. Problematisch bel diesem Verfahren ist die unspezifi-
sche Bindung weiterer Fremdproteine an den Ruckfaltungstrager, so dald3 zundchst keine
simultane Reinigung moglich war, sowie die harschen Bedingungen, die fur die Ablésung des
funktionellen Proteins verwendet wurden (100 mM NaOH). Daher wurde das Fusionsprotein
mit einer Thrombinspaltsequenz versehen, die es ermdglicht, das funktionelle Antikorper-
fragment im Matrix-gebundenen Zustand von der Cellulose-Bindedoméne abzuspalten und

nachfolgend die Matrix zu regenerieren.

Matrix-unterstiitzte Renaturierung durch Immobilisierung iiber ionische Wechselwirkungen

Die Ruckfaltung von Proteinen an einem lonenaustauscher wurde erstmals 1986 von
Creighton beschrieben. Hierbei erfolgte die reversible Immobilisierung des entfalteten
Proteins Uber geladene Aminosduren der Primérsequenz. In Abhangigkeit vom Ladungs-
zustand der entfalteten Proteinkette wurde die Ruckfaltung an Anionen- bzw. Kationenaus-
tauschern durchgefuhrt. Es wurden Uberwiegend Tragermaterialien auf Cellulosebasis
verwendet, meist mit funktionellen Gruppen schwacher |onenaustauscher wie Carboxymethyl-
(CM) bzw. Diethylaminoethyl (DEAE)-Gruppen. Wahrend Cytochrom ¢ und Ovalbumin mit
hohen Ausbeuten am lonenaustauscher renaturiert werden konnten, waren die Ausbeuten an
funktionellem a-Lactalbumin und Lysozym sehr gering und blieben weit hinter denen, die bel
Renaturierung in Losung erreicht werden konnen, zuriick. Desweiteren konnte der Trypsin-
Inhibitor aus Rinderpankreas (BPTI), der in der nativen Konformation drei Disulfidbriicken
enthdlt, erfolgreich in Gegenwart eines oxido-shuffling-Systems am Trager reaktiviert werden.
Aus den Ergebnissen von Creighton (1986) kann gefolgert werden, dal3 das |onenaustau-
schermaterial einen signifikanten Einfluld auf die Renaturierungsausbeute hat. Hierbei spielen
sowohl das Trégermaterial, das moglichst hydrophil sein sollte, um hydrophobe Interaktionen
mit der partiell gefalteten Polypeptidkette zu vermeiden, als auch die funktionelle Gruppe eine
entscheidende Rolle. Eine Optimierung muf3 fir das jeweilige Protein empirisch erfolgen. Die
Immobilisierung des entfalteten Proteins wurde in nichtionischen Denaturierungsmitteln wie
beispielsweise Harnstoff durchgeftihrt. Fur die Renaturierung konnen ausschliefdlich Losungen
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mit geringer lonenstarke verwendet werden. Creighton ging davon aus, dal3 bei der Faltung
einiger Proteine die Aushildung von ionischen Wechselwirkungen nicht entscheidend ist. Im
Gegenteil, durch die Immobilisierung Uber ionische Wechselwirkungen wirde vielfach eine
Stabilisierung erreicht. In @hnlicher Weise renaturierten Suttnar et al. (1994) ein Fusions-
protein bestehend aus einem Protein des humanen Papillomavirus und einer Polymerase des
Bacteriophagen MS2. In diesem Zusammenhang wird auf die simultane Reinigungswirkung
des dargestellten Renaturierungsverfahrens hingewiesen.

Einen anderen Ansatz verfolgten Stempfer et al. (1996a), der auch im Rahmen dieser Doktor-
arbeit in modifizierter Form verwendet wurde. Durch Fusion des zu faltenden Proteins mit
einem Peptid aus 6 positiv geladenen Aminoséuren erfolgte eine gezielte Immobilisierung der
entfalteten Proteinkette. Die Renaturierung wurde in Lésungen mit ener lonenstérke
durchgefiihrt, bel der ausschliefdich die ionische Interaktion des polyionischen
Fusionspeptides mit den funktionellen Gruppen des Tréagers moglich ist. Dadurch sollten
Wechselwirkungen geladener Aminosauren des Proteins mit dem lonenaustauscher verhindert
werden. Aus der Salzabhéngigkeit der Reaktivierung von a-Glucosidase mit Hexaarginin-
fusionspeptid leiteten Stempfer et al. (1996a) dasin Abbildung 1.1 dargestellte Schema ab.

OmM NaCl 30 - 40 mM NaCl = 100 mM NaCl

I
r

Abb. 1.1: Schema der Matrix-unterstiitzten Renaturierung nach Stempfer et al. (1996a)
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Als Modellprotein wurde neben a-Glucosidase aus Saccharomyces cerevisiae (Stempfer et al.,
1996a) auch ein 106 kD-Fragment der IgA-Protease aus Neisseria gonorrhoeae (Stempfer et
al., 1995; Bachmann, 1997) untersucht. Es wurde gezeigt, dal3 die Reaktivierungsausbeute
empfindlich von der Wahl des lonenaustauschermaterials, der lonenstérke im Renaturierungs-
ansatz und der Beladung des Gelmaterials abhangt. Wahrend Heparin-Sepharose und Heparin-
Agarose fir die Reaktivierung der a-Glucosidase geeignet waren, wurden mit Fractogel EMD

SO3 650 M nur geringe Reaktivierungsausbeuten erzielt. Dieses wurde auf die Hydrophobi-

zitét des Tragermaterials zurtickgefuhrt, das mit der partiell gefalteten Polypeptidkette Uber
hydrophobe Wechselwirkungen interagiert und somit einer Reaktivierung entgegenwirkt.

Weitere Varianten der Riickfaltungschromatographie

Neben den bereits vorgestellten M6glichkeiten der Matrix-unterstiitzten Renaturierung wurden
weitere Verfahren unter dem Oberbegriff , Rlckfaltungschromatographie® (refolding chro-
matography) beschrieben, bei denen nicht das zu faltende Zielprotein an einem Tréger immo-
bilisiert wird, sondern sogenannte Faltungshelferproteine (Altamirano et al., 1997) oder Fal-
tungskompartimente (refolding cages, wie beipielsweise Liposomen) (Y oshimoto und Kuboi,
1999). Erste Ansétze in dieser Richtung wurden 1997 von Altamirano et al. beschrieben.
Hierbei wurden Fragmente von GroEL - sogenannte Minichaperone - an einem Tragermaterial
kovalent immobilisiert und hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Reaktivierung bzw. Renaturierung
verschiedener Proteine untersucht. In Gegenwart des Minichaperones konnte die Aggregation
verschiedener Proteine verhindert und somit die Renaturierungsausbeute, verglichen zur Re-
naturierung in Losung, gesteigert werden. Dieses Verfahren der Rickfaltungschromatographie
ist allerdings nur fur Proteine, die als Substrate fir GroEL fungieren, geeignet. Eine Weiter-
entwicklung dieses Verfahrens wurde dadurch erreicht, dal3 neben dem Minichaperon noch
weitere Faltungshelferproteine (,Foldasen”) immobilisiert wurden. In Gegenwart eines
Minichaperones abgeleitet von GroEL, der Thiol-Oxidase DsbA und einer Peptidyl-Prolyl-cis-
trans-1somerase konnte ein Scorpion-Toxin, das 4 Disulfidbriicken enthélt und in Lésung nur
mit sehr geringen Ausbeuten renaturierbar ist, erfolgreich in eine funktionelle Struktur
Uberfihrt werden (Altamirano et al., 1999). Dong et al. (2000) immobilisierten das gesamte
GroEL-Tetradecamer und untersuchten die Rickfaltung von Lysozym in Gegenwart und Ab-
wesenheit von ATP im Renaturierungspuffer. Das gleiche Modellprotein verwendeten Y oshi-
moto und Kuboi (1999), um die oxidative Faltung mit Hilfe immobilisierter Liposomen zu
untersuchen. Hierbel wird die Chaperon-ahnliche Eigenschaft der Liposomen ausgenutzt,

reduziertes, partiell gefaltetes Lysozym zu binden. Dabel erreicht das reduzierte Protein-
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molekldl eine nativ-dhnliche Konformation, ohne mit benachbarten Polypeptidketten zu
aggregieren. Nach Elution findet die Ausbildung der Disulfidbriicken statt.

1.3 Elektrostatische Wechselwirkungen

Im Fale der Matrix-unterstitzten Renaturierung von Proteinen mittels polyionischer
Fusionspeptide erfolgte die Immobilisierung durch die ionische Wechselwirkung mit einer
geladenen Matrix. lonische Wechselwirkungen gehéren zur Gruppe der elektrostatischen
Wechselwirkungen.

Elektromagnetische Wechselwirkungen sind im molekularen Bereich von grofiter Bedeutung.
Sie sind die Grundlage aller kovalenten und nicht-kovaenten Wechselwirkungen. Im Falle
der elektrostatischen Wechselwirkungen wird das deutlich. Hierbei interagieren die positiven
Ladungen des Kerns mit Elektronen gemal? dem Coulomb’ schen Gesetz (Atkins, 1987), dabel
wird die zwischen ihnen wirkende elektrostatische Kraft £ mit Gleichung (1) beschrieben:

F = q1 X9 (1)
4p %) e, X+

Hierbel sind ¢; und ¢, die Ladungen, » der Abstand, e, die Dielektrizitdtskonstante des
Vakuums und e, die relative Dielektrizitdtskonstante der Umgebung, in der sich die Ladungen
befinden.

Strenggenommen mifdten diesem Gesetz zufolge jeder Kern und jedes Elektron einzeln
betrachtet werden. In die Schrédinger Gleichung eingesetzt, ergibt sich unter Anwendung der
Methoden der Quantenmechanik eine Lésung fur die Konfiguration des interessierenden
Kerns. Diese Methode ist fur Proteine nicht anwendbar. Stattdessen wird in den verwendeten
Modellen die Wechselwirkungen zwischen Atomen betrachtet, ohne explizit auf die
Elektronen des Systems einzugehen. Hierbei wird Ublicherweise die formale Ladung von
Proteinen oder Aminosaureresten betrachtet (Gilson, 1995). Formale Ladungen geben dartber
Auskunft, ob eine chemische Gruppe in ionisierter Form vorliegt, z.B. ob ein Atom oder eine
Gruppierung von Atomen ein Elektron erhalten oder abgegeben hat.

Elektrostatische Wechselwirkungen in Proteinen konnen nicht direkt gemessen werden.

H&aufig werden sie theoretisch vorausberechnet mit Hilfe der Gleichgewichtsdissoziations-
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konstanten (pK-Werte) der einzelnen ionisierbaren Gruppen des Proteins (Bashford et al.,
1993; Antosiewicz et al., 1994; Juffer, 1998; Perez-Canadillas et al., 1998). Sehr haufig
unterscheiden sich die pK-Werte der titrierbaren Gruppen in Proteinen betrachtlich von denen
der freien Aminosauren oder Modellverbindungen in Lésung (Kao et al., 2000). Darlber
hinaus, unterliegen die Protonierungs-/Deprotonierungsgleichgewichte von zwel oder mehr
titrierbaren Gruppen nicht den klassischen Henderson-Hasselbalch- oder Linderstroem-Lang-
Gleichungen.

Eine Moglichkeit zur theoretischen Beschreibung der 1onisationsgleichgewichte in Proteinen
basiert auf dem makroskopischen (di-elektrischen) Modell (Karshikov et al., 1992). Das
native Proteinmolekdl wird dabel as Mikrophase mit geringer Dielektrizitétskonstante in
einem Medium mit hoher Dielektrizitdtskonstante betrachtet. Durch bestimmte
Differenzierung kann fur dieses System die Poisson-Boltzmann-Gleichung numerisch gel6st
werden (Karshikoff, 1995). Der Ladungszustand der einzelnen titrierbaren Gruppen kann
dabel durch dtatistische mechanische Berechnungen und/oder Monte-Carlo-Simulation
bestimmt werden (Fushiki et al., 1991).

Salzbriicken

Positiv geladene Seitenketten von Lysin oder Arginin kdnnen eine Wechselwirkung mit
negativen Ladungen von Asparagin- oder Glutaminsaure eingehen. Diese Wechselwirkung
wird as Salzbriicke bezeichnet. Salzbriicken kommen vorwiegend an der Proteinoberflache
vor. Eine Ausnahme stellt eine interne Salzbriicke da, die fir den katalytischen Mechanismus
eines Enzyms eine Rolle spielt, beispielsweise die katalytische Triade der Serinproteasen
(bestehend aus Asp-His-Ser) (Stryer, 1990).

Wasserstoffbriicken

Zu den elektrostatischen Wechselwirkungen gehdren neben den ionischen Wechselwirkungen
(Salzbruicken) die Wasserstoffbrickenbindungen

Wassermol ekiile bilden ein Netzwerk von Wasserstoffbriickenbindungen aus. Diese Bindung
ist normalerweise etwa 2.8 A lang (von Sauerstoffatom zu Sauerstoffatom) (Stryer, 1990).
Diese Lange ist das Ergebnis des Entgegenwirkens stabilisierender Faktoren und der
Abstol3ung zwischen den Sauerstoffatomen, wenn diese ndher zusammengebracht wirden.

Wasserstoffbriickenbindungen sind weitaus schwécher a's kovalente Bindungen. Ein typischer
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Wert fur die Stabilisierung einer Wasserstoffbriickenbindung ist etwa 6 kcal/mol im Vergleich
zu mehreren hundert kcal/mol fir kovaente Bindungen. Wasserstoffbrickenbindungen
koénnen daher leicht gebildet und wieder gel6st werden.

1.4 Kovalente Chromatographie und Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen

Der Begriff kovalente Chromatographie unter Ausbildung einer Disulfidbriicke wurde von
Brocklehurst er al. (1973) geprégt. Das Grundprinzip besteht darin, dal3 zunéchst
Thiolgruppen Uber einen aliphatischen Linker an eine Matrix gekoppelt werden. Die
Thiolgruppen werden durch Reaktion mit 2, 2'-Dithiopyridin in gemischte Disulfide tberfihrt.
Mit dieser aktivierten Matrix reagieren Thiolgruppen des zu reinigenden Proteins unter
Ausbildung einer kovaenten Bindung. Fremdproteine, die keine Thiolgruppen enthalten,
interagieren nicht mit der Matrix. Die Elution des reversibel kovalent immobilisierten Proteins
erfolgt in Gegenwart eines niedermolekularen Reduktionsmittels wie beispielsweise
Dithiotreitol (DTT). Als Matrix wurde Sepharose verwendet. Die thiolhaltige funktionelle
Gruppe wurde durch Kopplung von Glutathion Gber den Amino-Terminus an Bromcyan-
aktivierte Sepharose erhalten. Das Verfahren wurde an der Reinigung von Papain aus Papaya
Latex untersucht.

Eine modifizierte Variante der kovalenten Chromatographie beschrieben Carlsson et al.
(1975). Als Matrix wurde Mercaptohydroxypropylether-Agarose verwendet. Die untersuchten
Proteine (a-Amylase und a-Chymotrypsin) wurden mit Thiolgruppen versehen (Reaktion mit
2-Iminothiolan) und reagierten wiederum mit einer mit Dithiopyridin aktivierten Matrix.
Immobilisierte a-Amylase wurde fur die Stérkehydrolyse verwendet. Nach Aktivitéatsverlust
konnte das Gelmaterial regeneriert und erneut mit Enzym beladen werden.

Laurell et al. (1983) verwendeten die kovalente Chromatographie zur Isolierung von a-
Antitrypsin und anderen Plasmaproteinen mit reaktiven Thiolgruppen. Als Matrix wurde eine
Sepharose verwendet, an die nach Bromcyan-Aktivierung k-Ketten von Antikérpern
irreversibel gekoppelt wurden. Das freie Cystein der k-Kette war an den Thiol-Disulfid-
Austauschreaktionen mit den zu reinigenden Proteinen beteiligt. Da die Geschwindigkeit der
Thiol-Disulfid-Austauschreaktion von den pKi;Werten der Cysteinreste und damit deren
Microumgebung abhangt (Shaked er al., 1980; Snyder et al., 1981), ist es moglich, durch
geeignete Wahl der Reduktionsmittel im Eluenten Proteine selektiv von der Matrix abzul 6sen.
Im vorliegenden Fall konnten die thiolhaltigen Proteine al-Antitrypsin, Prealbumin und

Albumin effektiv voneinander getrennt werden. Es wurde vermutet, dal3 die
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Aminosaureseitenketten in  unmittelbarer Nachbarschaft zum Cystein die Reaktivitét
signifikant beeinflussen. Wahrend dem aktivierten Cystein-Rest der k-Kette ein
Glutaminsdure-Rest benachbart war, grenzten an die Cystein-Reste der gereinigten Proteine
entweder zwei, ein oder keine Aminosaurereste mit positiven Ladungen. Aus den Ergebnissen
wurde gefolgert, dal3 die elektrostatische Wechselwirkungen von Aminosaureseitenketten in
unmittelbarer Nachbarschaft der reagierenden Cystein-Reste beriicksichtigt werden sollten,
um die Selektivitét der kovalenten Chromatographie zu erhdhen.

Der Einflul3 benachbarter Aminosdurereste auf den Thiol-Disulfid-Austausch wird im
nachfolgenden erlautert.

Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen

Die Reaktivitdt von Cystein-Resten ist abhangig von ihrer Umgebung. Thiol-Disulfid-
Austauschreaktionen haben eine zentrale Bedeutung in der Proteinfaltung und sind an vielen
Stoffwechselreaktionen beteiligt. Dazu gehtren Elektronen-Transfer-Reaktionen und die
Regelung der enzymatischen Aktivitét (Gilbert, 1990). Beispielsweise unterscheidet sich der
pKa.-Wert des reaktiven Cystein-Restes (N-terminales Cystein in der Sequenz C-X-X-C)
unterschiedlicher Oxidoreduktasen der Thioredoxin-Familie betrachtlich (Mdssner et al.,
2000). Inshesondere die beiden Aminosduren zwischen den Cystein-Resten des aktiven
Zentrums beei nflussen das Redoxpotential (Grauschopf et al., 1995).

In Abbildung 1. 2 ist eine Thiol-Disulfid-Austausch-Reaktion schematisch dargestellt.

T

] /3 d d q;zR3
R1—Snuc + — Sy Rl_sn'l]'él =lg

R2

RI—Snuc— 5= R2 + R3—Sjg

Abb. 1.2: Schemader Thiol-Disulfid-Austausch-Reaktion

An der Thiol-Disulfid-Austausch-Reaktion sind im wesentlichen drei Schwefelatome beteiligt.
Zum einen das Thiolat-Anion, das as Nucleophil (S.c) fungiert. Es greift die Disulfidbriicke
zwischen dem zentralen Schwefelatom (Seen) und dem Schwefelatom (Sg), das mit der
Abgangsgruppe (Rs) verbunden ist, an. Im Ubergangszustand ist die negative Ladung des
Thiolat-Anions partiell auf die beiden anderen beteiligten Schwefelatome verteilt. Da an der
Reaktion negativ geladene Spezies beteiligt sind, wird die Reaktivitdt durch elektrostatische
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Einfluigréfzen bestimmt. Das kdnnen zum einen benachbarte Ladungen sein und zum anderen
induktive Effekte, die die Elektronenverteilung des Schwefelatoms verandern. Der pK.-Wert
der meisten in Proteinen vorkommenden Cystein-Reste liegt im Bereich zwischen 8 und 9
(Gilbert, 1990), so dal die Thiolgruppen der Cystein-Reste unter physiologischen Bedingun-
gen nur zu einem geringen Anteil ionisiert sind. Mit zunehmendem pK,-Wert nimmt die
Geschwindigkeit der Thiol-Disulfid-Austauschreaktion ab. Negative Ladungen in der
Nachbarschaft des Thiolat-Anions destabilisieren dieses, wahrend positive Ladungen die
Reaktionsgeschwindigkeit der Austauschreaktion erhohen. Bulg ez al. (1998) untersuchten die
Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen von 16 Modellpeptiden mit unterschiedlichen Oxidations-
mitteln (Disulfid-Reagentien) wie Cystin, 2-Hydroxyethyldisulfid und GSSG. Die Modell-
peptide und Disulfid-Reagentien unterschieden sich in ihren elektrostatischen Eigenschaften.
Die Reaktionsgeschwindigkeit von positiv geladenen Peptiden mit negativ geladenem GSSG
nimmt mit zunehmender lonenstérke im Ansatz ab. Das deutet darauf hin, dal? elektrostatische
Wechsaelwirkungen die Geschwindigkeit von Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen beein-

flussen.

1.5 Vorstellung der Modellproteine

1.5.1 a-Glucosidase PI aus Saccharomyces cerevisiae

Die a-Glucosidase Pl (Maltase; E.C. 3.2.1.20) ist eine von zwel von Kopetzki et al. (1989a)
aus dem industriell verwendeten Saccharomyces-cerevisiae-Stamm BY 85 isolierte 1soform
der a-Glucosidase. Beide Isoformen unterscheiden sich, bedingt durch drei Aminosiure-
austausche, in ihrem isoel ektrischen Punkt.

Die a-Glucosidasen sind Exoglycosidasen. Sie katalysieren die Hydrolyse von terminaen,
1,4-verknupften a-D-Glucoseresten am nicht-reduzierenden Ende kurzkettiger Oligosaccha
ride. Dabel wird a-D-Glucose freigesetzt. Neben dem natlrlichen Substrat Maltose
hydrolysieren sie Saccharose und in geringem Male Maltotriose. Daher wurde a-Glucosidase
Pl in einem klinischen Diagnoseverfahren zum Nachweis der humanen Amylase-Aktivitét im
Speichel bzw. in der Bauschspeicheldriise eingesetzt. Hierbei entsteht als Zwischenstufe p-
Nitrophenylmaltotriose, die von a-Glucosidase hydrolysiert wird (Hagele et al., 1982). Die
Spaltung b-glycosidischer Bindungen durch a-Glucosidasen ist bisher nicht bekannt.
Verglichen mit der Affinitét zu Maltose ist die Affnitét der a-Glycosidasen zum synthetischen
Substrat p-Nitrophenyl-a-D-glucopyranosid (p-NPG) etwa 300fach héher (Needleman et al.,
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1978). Substanzen, die SH-Gruppen blockieren, inhibieren die Enzymaktivitdt der a-
Glucosidase. Dieses 183t auf eine essentielle SH-Gruppe im aktiven Zentrum schlief3en
(Halvorson und Ellias, 1958; Halvorson, 1966).

Die a-Glucosidase Pl aus Saccharomyces cerevisiae ist @in monomeres, cytoplasmatisches
Enzym mit einem Molekulargewicht von 68 kD und funf frelen Cystein-Resten. Es ist nicht
glycosyliert. Das Aktivitétsoptimum liegt im Neutralbereich.

Die Struktur der im Rahmen dieser Dissertation verwendeten a-Glucosidase ist bislang nicht
aufgeklart. Sequenzhomologien zu a-Amylasen, die 1,4-a-D-glycosidische Bindungen
hydrolysieren, lassen vermuten, dal3 ein (a/b)s-barrel as Super-Sekundarstrukturelement
vorhanden ist. Vermutlich ist in die katalytische N-terminale (a/b)s-barrel-Domane eine
weitere kleinere Domane zwischen dem dritten b-Faltblattstrang und der dritten a-Helix des
(a/b)g-barrels eingefligt (Svensson, 1988; McGregor und Svensson, 1989; Jerspersen et al.,
1991). In Abbildung 1.3 ist exemplarisch die Struktur der a-Amylase aus Hordeum vulgare
(Gerste) dargestellt (Kadziola et al, 1994; PDB-Eintrag: 1AMY). Erkennbar ist die
charakteristische (a/b)s-barrel-Supersekundarstruktur.

Abb. 1.3: Strukturmodell einer a-Amylase aus Hordeum vulgare (Gerste) mit der charakteristischen
(a/b)g-barrel-Supersekundérstruktur (Kadziola et al., 1994)

1.5.2 MAK33

Der monoklonale Antikdrper MAK33 aus Maus ist gegen humane dimere Creatinkinase
(E.C. 2.7.3.2) des Skelettmuskelgewebes gerichtet. Bindet MAK33 an die dimere Form des
muskelspezifischen Isoenzyms (CK-MM), so wird die Creatinkinase-Aktivitdt um 80 %
verringert (Buckel et al., 1987).



20 Einleitung

Creatinkinase ist ein intrazelluléres dimeres Enzym, das die ATP-abhangige Phosphory-
lierung von Creatin katalysiert und aus zwel Untereinheiten besteht. Es existieren drei
Isoenzyme, die sich aus den Untereinheiten M (muscle; Muskel) und B (brain; Gehirn)
zusammensetzen: 1. CK-BB kommt vor allem im Gehirn vor. Die Konzentration von CK-BB
ist im Serum nach einem Schlaganfall (Apoplexie), einem epileptischen Anfall und bel
chronischer Niereninsuffizienz erhéht. 2. CK-MB kommt vor allem im Herzmuskel vor, und
die Konzentration ist im Serum nach einem Herzinfarkt erhdht mit einem Anteil von >10 %
an der Gesamt-Creatinkinasekonzentration. 3. CK-MM kommt hauptséchlich im Skelett-
muskel vor. Die CK-MM-Konzentration ist bei Muskelerkrankungen (z. B. progressive
Muskeldystrophie) und Muskelschadigungen (z. B. nach Injektionen) erhdht (Hildebrandt,
1998).

In der klinischen Diagnostik des Herzinfarktes wird bei der Bestimmung der CK-MB in der
Regel eine Mischung von Antikdrpern, die die CK-MM zu fast 100 % inhibieren, eingesetzt.
Dabei wird allerdings die CK-MB ebenfals zu 50 % inhibiert. MAK33 stellt in diesem
Zusammenhang eine Ausnahme da, da er ausschliefdlich die Aktivitat der CK-MM hemmt.
Nachteil des monoklonalen Antikorpers ist alerdings die fur klinische Anwendungen
insgesamt zu geringe inhibierende Wirkung.

Nachdem Buckel er al. (1987) die Klonierung der cDNA von MAK33 beschrieben haben,
wurde der Antikorper zu einem Modellprotein, an dem die rekombinante Expression und
Rickfaltung eines Immunglobulins der Klasse k/IgG1 untersucht wurde.

Neben Ansétzen, die cDNA der schweren und leichten Kette funktionell in tierischen Zellen
(COS- und CHO-Zéllen) zu exprimieren (Weidle et al, 1987), wurde die heterologe
Uberexpression in rekombinanten Escherichia coli durchgefuihrt (Bucheler, 1989; Buchner
und Rudolph, 1991). Das Fd-Fragment der schweren Kette von MAK33 (bestehend aus der
variablen und der 1. konstanten Doméane) wurde als LacZ-Fusion unter der Kontrolle eines
lac-Promotors rekombinant in Escherichia coli mit eéinem Antell von bis zu 27 % am
Gesamtzellprotein produziert (Bucheler, 1989). Separat wurde die cDNA der leichten Kette in
Escherichia coli exprimiert (Buchner und Rudolph, 1991). Beide Polypeptidketten
akkumulieren im Cytosol in Form von inclusion bodies (I1BS). Die Isolierung dieser IBsist ein
erster effizienter Reinigungsschritt. Nach Ldsen der Aggregate des Fd-Fragments bzw. der
leichten Kette unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen konnte das Fab-
Fragment von MAK33 in Gegenwart eines oxido-shuffling-Systems mit Ausbeuten von 40 %
renaturiert werden (Buchner und Rudolph, 1991). Die Reaktivierung des gesamten
Antikorpers MAK 33 gelang mit sehr geringen Ausbeuten (<1%).
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Die Renaturierung des Fab-Fragmentes von MAKS33 wurde hinsichtlich der Kinetik,
maoglicher Faltungsintermediate und des Einflusses von Faltungshelferproteinen wie PP
(Prolin-cis/trans-1somerasen), PDI (Proteindisulfidisomerasen) oder GroEL eingehend
charakterisiert (Lilie et al., 1993; Lilie et al., 1994; Lilie et al., 1995a,b; Lilie und Buchner,
1995).

Die oxidative Faltung in vitro verlauft sehr langsam. Dabei erfolgt die Ausbildung korrekter
Disulfidbricken Uber den gesamten Zeitraum der Renaturierung. Die Rekonstitution des
oxidierten Fab-Fragmentes wird durch Prolin-cis-trans-1somerisierungen bestimmt (Lilie et
al., 1993).

Vor kurzem wurde die Kristallstruktur des Fab-Fragmentes von MAK33 mit einer Auflésung
von 2.9 A aufgeklart (Augustine et al., 2001). In Abbildung 1.4 ist ein Strukturmodell des
Antikorperfragmentes dargestellt.

Abbildung 1.4: MOLSCRIPT-Modell des Fab-Fragmentes von MAK33 (Augustine et al., 2001). Die
leichte Kette k (links) ist in gelb dargestellt, das Fd-Fragment (rechts) in griin.

Erkennbar sind die leichte Kette k und das Fd-Fragment, die vier charakteristische
Immunglobulin-Doménen bilden. Jede Doméne ist durch ene b-barrel Struktur
gekennzeichnet und besteht aus zwei b-Faltbléttern, die durch eine interne Disulfidbriicke
miteinander verbunden sind. Die CDR-Loops der leichten und schweren Kette, die die
Antigenerkennung vermitteln, sind mit L1-L 3 bzw. H1-H3 bezeichnet.
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1.6 Problemstellung

Ausgehend von den Arbeiten von Holl-Neugebauer (1992) sowie Stempfer et al. (1996a,b)
sollte im Rahmen dieser Dissertation die Anwendung polyionischer Fusionspeptide fur die
Reinigung, Renaturierung und die gerichtete Assoziation von Proteinen untersucht werden.
Zunédchst sollten sowohl Varianten der a-Glucosidase mit unterschiedlichen N- und C-
terminalen Fusionspeptiden hergestellt werden, als auch ein Antikérperfragment von MAK 33
mit polyionischen Fusionspeptiden versehen werden. Im Gegensatz zu vorangegangenen
Arbeiten enthielten die Fusionspeptide neben der Abfolge geladener Aminosduren zusétzlich
einen Cystein-Rest. In diesem Zusammenhang sollte ein moglicher Einfluf3 dieses zusétzlichen
Cysteins auf die Renaturierung eines Proteins, fur dessen Funktionalitdt die Ausbildung der
nativen Disulfidoricken essentiell ist, untersucht werden. Das Fab-Fragment, dessen
Renaturierungscharakteristik eingehend untersucht wurde (Buchner und Rudolph, 1991; Lilie
et al., 1994), wurde aus diesem Grunde als M odellsystem gewahlt.

Fur die Charakterisierung der Proteine mit polyionischen Fusionspeptiden, die im analytischen
Mal3stab durch N-terminale Sequenzierung bzw. proteolytische oder chemische Spaltung und
anschlief3ende HPLC/MS erfolgen kann, sollte eine préparative Affinitdtschromatographie
entwickelt werden. Hierbel sollte sowohl die Eigenschaft der geladenen Aminosduren, Uber
ionische Wechselwirkungen mit einer Matrix zu interagieren, ausgenutzt werden, als auch die
Maoglichkeit Uber das Cystein eine koval ente Bindung auszubilden.

Der Hauptteil der vorliegenden Arbeit beschéftigt sich mit der Anwendung entgegengesetzt
geladener Fusionspeptide als neuartige Dimerisierungsmodule, die eine gerichtete Assoziation
und kovalente Verbriickung von Proteinen erméglichen. Ein mogliches Anwendungsgebiet ist
die Herstellung bifunktioneller Konjugate, die fur Diagnostik und Therapie von Bedeutung
werden konnten. Vorliegende Strategien zur Bildung von bispezifischen Antikorpern oder
Antikorper-Enzym-Konjugaten, wie beispielsweise durch chemische Kopplung, fiihren zu
einem inhomogenen Material. Daher wurde versucht durch de novo-Design Dimeri-
sierungsdomanen fir eine gerichtete Assoziation zu entwickeln. Hierzu gehoéren coiled coils
oder amphiphile Helices. Diese werden als Fusionen mit Proteinen héaufig nicht stabil
exprimiert oder neigen zur Trimerisierung und Tetramerisierung.

Polyionische Fusionspeptide konnten hier eine attraktive Alternative darstellen, zuma sie
aufgrund ihrer Multifunktionalitét ein weites Anwendungsspektrum eréffnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Geriite

AKTApurifier 100 bzw. AKTAexplorer 100
mit Fraktionskollektor Frac-900

und Prozef3steuerung mittels

UNICORN Control Software (V. 3)
Analytische Ultrazentrifuge Optima XL-A
BioCad Workstation

Biofuge Fresco

Certomat BS-T-Schiittelinkubator

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Beckman, Miinchen

Perseptive Biosystems, Wiesbaden
Heraeus, Hanau

B. Braun Biotech, Melsungen

Circulardichroismus Spectrometer Modell 62A DS AVIV, Lakewood, USA

Digital pH-Meter pH 525
Elektroporationsgerdt Gene Pulser |1

mit Pulse Controller Plus

ELISA-Pipettiergerét ES22 mit Photometer 4010
und Steuereinheit Interface 4010 (Epson HX20

Mikrocomputer, Software: Digimed)
Gaulin-Hochdruckhomogenisator Lab 60

Gaulin-Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40

Gefriertrocknungsanlage Modell Beta 1-16

Gelelektrophoreseapparatur GNA-100 submarine
unit mit electrophoresis power supply EPS 200

bzw. EPS 600

Gelelektrophoreseapparatur SE 250 mighty
small Il mini-vertical unit fir zwel 10cm”
8cm Gele

Geltrocknungsanlage Drygel Sr

slab gel dryer Modell SE 1160 und

mit Membranvakuumpumpe CV C2
Horizontal schiittler Polymax 1040

HT Multitron Inkubationsschittel maschine
K Uvettenschleuder

WTW, Weilheim

BioRad, Miinchen

Boehringer Mannheim
APV, Liibeck

APV, Liibeck

Martin Christ, Osterode

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Hoefer Scientific Instruments, San
Francisco, USA

Vaccuubrand, Wertheim
Heidolph, Schwabach

Infors, Bottmingen, Schweiz

ITS, Hattersheim
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Li- CorO-Sequenzi ergerdt Modell 4000
MinicoldLab2203

Omn-E Thermocycler

Semidry Blotapparatur Hoefer SemiPhor

Schwingmuhle HM 2000
Tangentialfluf¥filtrationssystem ProVario-3
Thermomixer comfort

Tischautoklav GTAS0

TRIO-Thermoblock
Trockenschrank Function Line
Ultra-Turrax T25

UVIKON-Spectrophotometer 942
mit Thermostat E10

und Kuvettenmagnetrihrer Variomag
Telemodul 40 S

Varioklav Dampfsterilisatoren
Vertikalschittler Typ 3025
Vortex-Genie 2

Waagen Sartorius MC1, MC210S und BP4100

Zentrifuge Avanti J-20, Avanti J-25 und
Avanti J-30I
Zentrifuge Sorvall RC 5C Plus

MWG BIOTECH, Ebersberg

Boehringer Mannheim, Mannheim
Hybaid-AGS, Heidelberg

Hoefer Scientific Instruments,

San Francisco, USA

Retsch, Haan

Pall-Gelman, Dreieich

Eppendorf, Hamburg

Medizin und Labortechnik Fritz Gossner,
Hamburg

Biometra, Gottingen

Heraeus, Hanau

Janke & Kunkel, IKA Labortechnik,
Staufen

Bio-Tek Kontron Instruments, Neufahrn

medingLab, Freital

H + P Labortechnik, Oberschleiftheim
H + P Labortechnik, Oberschleiftheim
GFL, Burgwedel

Scientific Industries, Bohemia, USA

Sartorius, Gottingen

Beckman, Miinchen

DuPont, Newton, USA

2.1.2 Chemikalien, Molekulargewichtsstandards und Referenzproteine, Kits,

Reagenzien und Enzyme, Peptide, sonstiges Material

Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben waren ale Chemikalien vom Reinheitsgrad p.a.. Losungen

wurden in Wasser der Qualitét MilliQ angesetzt.

ABTS-Tabletten

30 % Acrylamid / 0,8 % Bisacrylamid-Ldsung

Acetonitril (HPLC-grade)

Roche Diagnostics, Mannheim
Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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Agar-Agar

Agarose electrophoresis grade

Ammoniak (25%ig)

Ammoniumchlorid

Ammoniumperoxodisulfat

Ampicillin

Arginin

Borsaure

Bradford-Reagenz

Bromphenolblau

Calciumchlorid

Citronensdure

Coomassie Brillant Blau G250

Cobaltchlorid

Cystein

Diammoniumcitrat

Diammoniumsulfat

Dikaliumhydrogenphosphat

Dinatriumhydrogenphosphat

Dinatriumsulfat

5, 5'-Dithiobis(2-nitrobenzoesdure) (DTNB)

Dithiothreitol (DTT)

ECL-Reagenz

Eisenchlorid

Essigsdure (96%iQ)

Ethanol

Ethidiumbromid (2,7-Diamino-10-ethyl-9-
phenyl-phenanthridiniumbromid)

Roth GmbH, Karlsruhe

ICN, Meckenheim

Merck, Darmstadt

Riedel-de-Haén, Seelze

Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Ajinomoto C., Inc., Tokyo, Japan
Roth GmbH, Karlsruhe

BioRad, Miinchen

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Riedel-de-Haén, Seelze

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

ICN, Meckenheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
ICN, Meckenheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA, freie Saure) ICN, Meckenheim

Ethylenglykol

Gelatinehydrolysat (Blocking Reagenz)
Glucose

Glutathion oxidiert, reduziert

Glycerin

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Penzberg

ICN, Meckenheim
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Glycin

Guanidiniumhydrochlorid (C-grade)
Harnstoff

Hefeextrakt

| sopropyl-b-D-thiogal actopyranosid
Jodacetamid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaiumhydroxid

Kanamycin

Kupfersulfat

Lactose fur die Mikrobiologie
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Methanol (HPLC-grade)

ICN, Meckenheim

Nigu Chemie GmbH, Waldkraiburg
Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Biomol GmbH, Hamburg

ICN, Meckenheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Nestlé, Frankfurt/M.

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

2-Morpholinoethansulfonsdure Monohydrat (MES)ICN, Meckenheim

Natriumacetat

Natriumazid
Natriumcarbonat, wasserfrei
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat

Natriumethylendiamintetraacetat (Na-EDTA)

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumthiosul fatpentahydrat
p-Nitrophenyl-a-D-glucopyranosid
Phosphorsaure (85%iQ)
PLURIOL® P2000
Polyethylenglykol 35 000
2-Propanol

Salzsaure (37%iQ)

Silbernitrat fur Proteinfarbung

ICN, Meckenheim

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

ICN, Meckenheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Riedel-de-Haén, Seelze

Amresco, Solon, USA
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

BASF, Ludwigshafen/Rhein

Fluka, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth GmbH, Karlsruhe
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Thiamin

t-Octyl phenoxypolyethoxyethanol (Triton X-100)

Trichloressigsaure

Trifluoressigsaure
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan (Tris)
Trypton-Pepton (pankreat. Verdau von Casein)
Tween 20

Zinksulfat

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Fluka-Chemica, Neu-Ulm
AppliChem, Darmstadt

ICN, Meckenheim
Beckton-Dickinson, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Fluka-Chemica, Neu-Ulm

Molekulargewichtsstandards und Referenzproteine

1 kb-DNA-Leiter

10 kD-Protein-Marker

a-Glucosidase PI Wildtypprotein (gereinigt,
Uberexprimiert in Saccharomyces cerevisiae

ABYSMALS8]1)

Fab<MAK33>, authentisch aus Maus (Aszites)

Kaleidoscope Prestained Standard

Low Molecular Weight Marker

Lysozym aus Huhnereiweil3 (E. C. 3.2.1.17;
47 000 unitsmg Feststoff)

MAK33

Rinderserumalbumin (Fraktion V)

Kits

CK NAC in vitro Diagnosticum
ECL-Detektionskit

GFX Gelband Purification Kit

Qiagen Mini Prep (Plasmid Purification Kit)
Qiagen Nucleotide Kit

Sequi Therm EXCEL™ 11

DNA-Sequenzier Kit LC (fur 25-41 cm Gele)

Gibco-BRL, Eggenstein
Gibo-BRL, Eggenstein

Roche Diagnostics, Penzberg
Roche Diagnostics, Penzberg
BioRad, Miinchen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Roche Diagnostics, Penzberg

Boehringer Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Epicentre Technologies, Madison, USA
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Reagenzien und Enzyme

V erwendete Polymerasen:

Expand™ High Fidelity PCR System Roche Diagnostics, Mannheim
Pfu-DNA-Polymerase Promega, Mannheim
Pwo-DNA-Polymerase Roche Diagnostics, Mannheim
Tag-DNA-Polymerase Promega, Mannheim
Restriktionsendonukleasen: New England BioLabs, Frankfurt/M.

Ndel, Hindlll, BamH1, Ncol, EcoR|, EcoRV, Avrl|
incl. entsprechende Puffer flr Einzel- und Doppel-
restriktionsspaltungen

Weitere Enzyme und Proteine:
Anti-Maus-1g-Peroxidase Hybridoma-Screening

Reagenz (lyophilisiertes Immunglobulin,

stabilisiert) Roche Diagnostics, Mannheim
biotinylierte humane Creatinkinase (CK-MM)

Skelettmuskel-1soenzym Roche Diagnostics, Penzberg
Blocking Reagenz (Gelatinehydrolysat) Roche Diagnostics, Mannheim
Benzonase” purity grade Il (>90%) (250 U/pl) Merck, Darmstadt
Desoxyribonuclease | (aus Rinderpankreas) Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Shrimps Alkalische Phosphatase USB, Cleveland OH., USA
T4-DNA-Ligase (1 U/pl) New England BioLabs, Frankfurt/M.
T4-DNA-Ligase (1 U/pl) Gibco-BRL, Eggenstein

Peptide

AlaCysLysLysLysLysLysLysLysLysAla (ACK8A)
(Cystein mit S-tert-Butyl-Rest modifiziert) Frau Dr. B. Hartrodt, Universitdt Halle

AlaCysGluGluGluGluGluGluGluGluGluGlu
(ACEL0) Herr Dr. J. Faust, Universitdit Halle
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Sonstiges Material

Autoradiographiefilm Retina XBD

INTAS, Gottingen

BioTrace' Nitrocellulosemembran (0,45 um)  Pall-Gelman, Dreieich

BioTrace'" PVDF Transfermembran (0,45 um)  Pall-Gelman, Dreieich
Dialyseschléauche Spectropor MCWO 6000-8000 Roth GmbH, Karlsruhe

Glasperlen, 0,25-0,50 mm
pH-Indikatorstdbchen

Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Zentrifugalkonzentratoren (Macrosep; Pall-Gelman, Dreieich

MCWO 30 kD)
2.1.3 Plasmide und Vektoren

2.1.3.1 Ausgangskonstrukte

pBT111

pKK177-3/C-GlucPI_ARG6

pUC118/16/8 (p10169)

Derivat des Plasmids pKK223-3 (Brosius et al., 1981),
das die cDNA der leichten Kette (k) von MAK33 (Buckel
et al, 1987) enthdlt (Rudolph et al, 1994) (Roche
Diagnostics, Penzberg); Amp'; tac-Promotor

Plasmid zur Expression der a-Glucosidase Pl (Kopetzki
et al, 19898) aus Saccharomyces cerevisiae mit C-
terminalem Fusionspeptid Gly-Args (Stempfer et al.,
1996b) (Roche Diagnostics, Penzberg); Amp'; tac-
Promotor

(pUC118; Vieira und Messing, 1987) Derivat des
Plasmids pUCS8, das der Expression der schweren Kette
(01-Typ) des Antikorpers MAK33 <CK-MM> mit einer
N-terminalen Extenson von acht Aminosduren -
entsprechend der  Klonierung als LacZ-Fusion -
(Sequenz: MTMITDSK-g-Kette) dient; Amp' (Bicheler,
1989)
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pET-11a (Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden); Amp'; T7lac-
Promotor
pUBS520 codiert den |%Repressor und seltene argU tRNAS

(Brinkmann et al., 1989); Kn'

2.1.3.2 Selbsterstellte Konstrukte

Plasmide (Amp"; T7lac-Promotor) zur Expression der cDNA des Fd-Fragmentes von MAK33
mit C-terminalen polyionischen Fusionspeptiden der Sequenz X,0SerCysPro, wobel X
entweder Arg, Asp oder Glu bedeutet:

pET-11a/FdR10C

pET-11a/FdD10C

pET-11a/FdE10C

Plasmid zur Expression der cDNA des Fd-Fragmentes von MAK33 unter der Kontrolle des
T7lac-Promotors ohne C-terminales Fusionspeptid

pET-11a/FdO0

Plasmide (Amp'; tac-Promotor) zur Expresson der cDNA der a-Glucosidase Pl aus
Saccharomyces cerevisiae mit unterschiedlichen C- oder N-terminalen Fusionspeptiden:
pKK177-3/a-Gluc_R10C

pKK177-3/a-Gluc_E10C

pKK 177-3/R10C-a-Gluc

pKK177-3/CR10-a-Gluc

Bel den Konstrukten mit C-terminalem Fusionspeptid wurde ein Glycin-Rest zwischen die
letzte Aminosdure der a-Glucosidase-Sequenz und die Fusionspeptide eingefugt. Im Anschlufd
an die C-terminalen geladenen Aminosauren folgten ein Cystein-, ein Glycin- und ein Prolin-
Rest. Die N-terminalen Konstrukte enthielten zusétzlich die ersten funf Aminosduren der a-

Glucosidase (Met-Thr-lle-Ser-Asp) vor der polyionischen Sequenz.

Plasmid zur Expression der cDNA des Wildtypproteins der a-Glucosidase Pl :
pKK177-3/a-Gluc_0
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2.1.4 Oligonukleotide

Sequenzierprimer (MWG Biotech, Ebersberg):
am 5 Ende mit Farbstoff IRD41" bzw. IRD800 markiert fiir Infrarot-Detektion

T7-Promotor: 5-TAA TACGACTCA CTA TAG GG-3
internfdFw : 5-CCG TAG TTA CCA TAG TAG GC-3'
internfdRv : 5- CAG TCT GAC CTC TACACT CTG-3
kappaFwSa: 5- GGT GCT GGG ACCAAG CTG G- 3
kappaRvSq: 5- CAC GAC TGA GGC ACC TCCAG- 3

pKK177 BamH]I: 5- GGA TCCAGC TTA TCG ACT GC-3
aGlucEcoRI-1600: 5- GAG TAC GGA GAC AAG ACG CTG-3

Sequenzen der verwendeten PCR-Primer

Primer zur Mutagenese des Fd-Fragmentes von Fab<MAK33>:

5’ -Primer fir das Umklonieren des Fd-Fragmentesin pET11a
NT_Ndel Fd

5-GCG TTA GCC ATA TGA CCA TGA TTA CGA ATT CCC GG-3

3'-Primer fur C-terminal modifizierte Fd-Konstrukte

CT_FdR10SCP

5-CAT AGT CCCAAGCTT TTA CGG GCA AGA ACG ACG GCG GCG GCG ACG GCG
ACG GCG GCG ACC ACA ATC CCT GGG CAC AAT-3

CT_FdD10SCP
5-CAT AGT CCC AAG CTT TTA CGG GCA AGA ATC ATC GTC ATC ATC ATC ATC
GTC GTC ATC ATC ACC ACA ATC CCT GGG CAC AAT-3

CT_FdJE10SCP
5- CAT AGT CCC AAG CTT TTA CGG GCA AGA CTC TTC TTC CTC CTC CTC TTC
CTC CTC TTC ACC ACA ATC CCT GGG CAC AAT-3'
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3-Primer fur Fd-K onstrukte ohne C-terminale Extension
CT _FdO
5-CAT AGT CCCAAGCTTTCA TTA ACCACA ATCCCT GGG CACAATTTT C-3

Primer zur Mutagenese der a-Glucosidase:

3-Primer fur N-terminal modifizierte Konstrukte

a-Gluc_Hindlll_0

5-AAA CAGAAGCTTATTACCCTT TGA CCA GGT AGATTCTACC-3

5 -Primer fr N-terminal modifizierte Konstrukte

MTISDR10C-a-Gluc

5- AAA CGG ATA TCC GAT CGC CGA CGT CGC CGG CGT CGT CGA CGT CGA TGT
ACT ATT TCT GAT CAT CCA GAA ACA GAA CCA AAGTG-3

MTISDCR10-a-Gluc
5- AAA CGG ATA TCC GAT TGT CGC CGA CGT CGC CGG CGT CGT CGA CGT CGA
ACT ATT TCT GAT CAT CCA GAA ACA GAA CCA AAGTG-3

5-Primer fur C-terminal modifizierte Konstrukte
AG5-Eco1600
5-CTA AAG AGT ACG GAG ACA AGACGCTGTTTG C-3

3’ -Primer fir C-terminal modifizierte Konstrukte

AG3-R10CGP

5- AAA CAGAAGCTT ATT ATG GTC CACATC GAC GTC GAC GAC GCC GGC GAC
GTC GGC GCC CTT TGA CCA GGT AGA T-3

AG3-E10CGP
5- AAC AGA AGC TTA TTA TGG TCC ACA CTCTTCCTC TTCCTC TTC CTC TTC
CTCTTCCCCTTT GAC CAG GTA GAT TCT-3
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2.1.5 Mikroorganismen

Die verwendeten Mikroorganismen sind in Tabelle 2.1 zusammengestellt.

Tabelle 2.1: Verwendete Mikroorganismen. Die Bedeutung der Abklrzungen des Genotyps kann
Bachmann (1983) entnommen werden.

Stamm Genotyp Referenz Bezugsquelle

E. coli XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 Bullock et al., Stratagene, La
hsdR17 supE44  relAl lac[F 1987 Jolla, USA
proAB lacl? ZDM15 Tn10 (7et')]

E. coli BL21(DE3) F ompT hsdSs (rg" mg’) gal dem Studier und Calbiochem-
(DE3) Moffatt, 1986 Novabiochem,
Bad Soden
E. coli C600 F eld (McrA) hsdR (& m¢) Huynhetal., Stratagene, La
(BNN93) supEd4 thr-1 leuB6 thi-1 lacY1 1985 Jolla, USA
fhuA21 mcrB
EcoB lon Donch und Roche
Greenberg, 1968 Diagnostics,
Penzberg

2.1.6 Zusammensetzung hiufig verwendeter Puffer und Losungen

Puffer und Losungen fiir die Molekularbiologie:

50fach TAE-Puffer 2 M Tris-Acetat, 50 mM EDTA, pH 8,0
(wurde a's 1fach Puffer fur die Herstellung und
Elektrophorese der Agarosegele und fir die

Ethidiumbromid-Féarbel 6sung verwendet)

DNA-Probenauftragspuffer 50 % (v/v) Glycerin in 1fach TAE-Puffer
0,0025 % (w/v) Bromphenolblau

10fach TBE-Puffer fur die Sequenzierung 890 mM Tris, 890 mM Borsaure, 20 mM EDTA
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Losungen und Medien fiir die Kultivierung von Mikroorganismen:
Luria-Bertani-Broth (LB-Medium) 10 g/l Trypton-Pepton
59/l Hefeextrakt

59/l Natriumchlorid

flr Expressionstests Zusatz von 20 g/l Glucose aus separat autoklavierter 20 %(w/v)iger

Stamml dsung.
LB-Agar LB-Medium + 15 g/l Agar-Agar
SOB-Medium 20 o/l Trypton-Pepton

5 o/l Hefeextrakt
05 dl Natriumchlorid
separat autoklaviert
anschlief3end Zusatz von jeweils separat autoklavierten MgCl2-und MgSO4-L 6sungen:
10 mi/I1 M MgClo
10 ml/I1 M MgSO4
und Zusatz von 20 ml/l 20 % (w/v) Glucose (separat autoklaviert) ergibt das SOC-Medium

Stammldsungen der Antibiotika:

100 mg/ml Ampicillin in H20 bidest. (Millipore) sterilfiltriert, gelagert bel -20°C,
Arbeitskonzentration: 100 pg/ml

35 mg/ml Kanamycin-Stammldsung, sterilfiltriert, gelagert bei -20°C, Arbeitskonzentration:
70 pg/mi

Medien fiir die Bioreaktorkultivierungen:

Mineralsalzmedium (Ansatzvolumen: 8l):

14 mM NapS04, 18,7 mM (NH4)2S04, 9,3 mM NH4Cl, 84 mM KoHPO4, 26 mM NaH2PO4,
4,4 mM (NHg)2-H-Citrat

Der pH-Wert wurde mit 10 M Natriumhydroxidldsung auf 7,0 eingestellt.
Glucosestammlosung fiir die 1. Wachstumsphase:

Separat wurden 160 g Glucose in 600 ml H,O gelost und autoklaviert. Mit dieser Ldsung

wurde zu Kultivierungsbeginn eine Konzentration von 20 g Glucose/l eingestellt.
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Spurenelementlosung (2 ml/l wurde dem Medium nach separatem Autoklavieren zugefgt):
3,4 mM CaCly, 0,63 mM ZnS0O4, 0,59 mM MnSO4, 54 mM EDTA, 61,8 mM FeCl3,

0,63 mM CuSOg4, 0,8 mM CoCl2
Feedinglosung:
Es wurde eine Losung aus 330 g Glucose/400 ml hergestellt und autoklaviert. Diese Lésung

wurde mit 50 ml einer separat autoklavierten Minerasalzlosung (140 mM Nay,SO,4, 190 mM
(NH /)5S0, 93 mM NH4CI, 840 mM K,HPO,, 260 mM NaH,PO,4, 44 mM (NH,),-H-Citrat)
versetzt. Durch Sterilfiltration wurden 1 ml 1 M MgSOy4-L6sung und 5 ml Spurenelemente-

|6sung zugesetzt.

Puffer und Losungen fiir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese:

5fach SDS-Probenauftragspuffer 250 mM Tris-HCI, pH 6,8
10 mM EDTA
5 % (w/v) SDS
50 % Glycerin

0,005 % Bromphenolblau
Fur Gele unter reduzierenden Bedingungen wurde der SDS-Probenauftragspuffer mit 10 mM
DTT versetzt.

5fach SDS-Gelelektrophoresepuffer 125 mM Tris
1,25M Glycin
17,5 mM SDS
pH 8,3
4fach Trenngel puffer 1,5M Tris-HCl, 0,8 % SDS, pH 8,8
4fach Sammelgel puffer 0,5M Tris-HCI, 0,8 % SDS, pH 6,8
Férbel6sungen nach Fairbanks et al. (1971) fur Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamid-
gelen:
Losung A: 25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsaure, 0,05 % (w/v) Coomassie
Brillant Blau G250
Losung B: 10 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsaure, 0,005 % (w/v)

Coomassie Brillant Blau G250
Losung C: 10 % (v/v) Essigsaure, 0,002 % (w/v) Coomassie Brillant Blau G250
Entférbel 6sung: 10 % (v/v) Essigsaure
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2.1.7 Verwendete Chromatographiematerialien und -siulen

lonenaustauschchromatographie:

POROSO HS (PerSeptive Biosystems, Wiesbaden); Saulenvolumen: 1,7 ml

POROSO HQ (PerSeptive Biosystems, Wiesbaden); Saulenvolumen: 1,7 ml
Q-Sepharose fast flow (Boehringer Mannheim); S&ulenvolumen: 35 ml
S-Sepharose fast flow (Boehringer Mannheim); Saulenvolumen: 23 ml
Resource Q (Admersham Pharmacia, Freiburg); Sdulenvolumen: 6 ml
Resource S (Amersham Pharmacia, Freiburg); Sdulenvolumen: 6 ml
Fractogel DEAE (M) (Merck, Darmstadt)

Fractogel TMAE (M) (Merck, Darmstadt)

Fractoprep DEAE B-789 (S) (Merck, Darmstadt, Forschungsmuster)

Gelfiltration:

Superdex 75 HR 10/30 und HiLoad 26/60 Superdex 75 pg (Admersham Pharmacia, Freiburg)
TSKgel G2000SWX | (TosoHaas, Stuttgart) Gelfiltrationssaule fir Proteine im Bereich von 5
bis 100 kD

Reversed Phase:
Reversed Phase C18 (Macherey-Nagel, Diiren)
Poros® H1 RP C4 (PerSeptive Biosystems, Wiesbaden)

Trdgermaterial fiir kovalente lonenaustauschchromatographie:

CNBr-aktivierte Sepharose fast flow (Amersham Pharmacia, Freiburg)
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Klonierung und Sequenzierung

Restriktionsspaltungen, Plasmidisolierungen, Ligationen und gelelektrophoretische Trennung
von DNA wurden nach den Methoden von Ausubel et al. (1997) durchgefihrt. Plasmid-DNA
fur Klonierungen wurde mit dem Qia Prep Spin Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. DNA-
Fragmente wurden aus Agarosegelen mit dem GFX gel band purification kit (Amersham
Pharmacia, Freiburg) euiert. Transformationen wurden entweder durch Elektroporation mit
einem "Gene Pulser” oder durch Transformation in chemisch-kompetente Zellen nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Die DNA-Sequenz aller zu exprimierenden Konstrukte wurde nach der K ettenabbruchmethode
von Sanger et al. (1977) untersucht. Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde dabel unter
Verwendung von IRD41 bzw. IRD800-markierten Oligonukleotiden mit dem SequiTherm
Excel Il DNA sequencing kit LC (fir 25-41 cm Gele) an einem Li-Cor-DNA-Sequencer 4000
durchgefhrt.

2.2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Mullis er al., 1986) wurde bei Verwendung von
Oligonukleotidsequenzen mit einer Lange uUber 60 Nukleotide mit der Tag- und mit der
Expand™ High Fidelity-Polymerase durchgefiihrt. Das Aufschmelzen der Template DNA
erfolgte dabei fur 5 min bel 95 °C. Nachfolgend wurde 30 mal folgende Reaktionsabfolge
wiederholt: 1. Anlagerung der Primer bei 52-64°C, 2. Polymerase-Reaktion bei 72°C 2-3 min
und 3. Denaturierung bei 95°C fir 45 sec.

2.2.2 Konstruktion der Expressionsvektoren
2.2.2.1 Vektoren zur Expression der cDNA des Fd-Fragmentes von MAK33 mit

unterschiedlichen Fusionspeptiden

Ausgehend von dem Plasmind pUC118/16/8, auf dem die schwere Kette g des Antikorpers
MAK33 codiert war, wurde die Gensequenz des Fd-Fragmentes (variable Doméane und erste
konstante Doméne, 702 bp) mittels Polymerase-Kettenreaktion (Mullis et al, 1986)
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amplifiziert. Mit Hilfe der fur die Amplifikation verwendeten Primer wurde am 5-Ende der
codierenden Sequenz eine Ndel-Restriktionsschnittstelle unmittelbar vor dem Startcodon ATG
des Gens eingeflgt. An das 3-Ende wurde die Sequenz, die die unterschiedlichen
polyionischen Fusionspeptide codiert, ein Stopp-Codon (TAA) sowie eine Hindlll-
Restriktionsschnittstelle angeftigt. Als 3'-Primer wurden 4 verschiedene Varianten verwendet,
durch die Fusionspeptide X ,SCP codiert wurden. Hierbel bedeutet X entweder Arginin (R),
Lysin (K), Glutaminsdure (E) oder Asparaginsaure (D).

Nach Restriktionsverdau der gereinigten amplifizierten Fragmente mit Ndel und Hindlll
erfolgte die Insertion in den ebenfals mit Ndel und Hindlll geschnittenen Vektor pET-11a

Dieser Vektor dient zur Expression des Fusionsgens unter der Kontrolle des T7/ac-Promotors.

Hind 111 (30)

BanH | (252)

Nco | (320)
Nde 1 (778)

FdE10C 2\ T7-Promotor

Ap (5070-5888)

PET-11a/FAE10C
6095 bp Abb. 2.1: Plasmidkarte des Expressionsvektors
PET-11a/FJE10C. Die Klonierung des PCR-
Fragmentes erfolgte Uber die Restriktionsschnitt-

stellen Ndel und Hindlll.

ori lacl (1254-2333)

2.2.2.2 Vektoren zur Expression der a-Glucosidase-cDNA mit N-terminalen

Fusionspeptiden

Ein 1752 bp-Fragment, das die a-Glucosidse PI codiert, wurde mit Hilfe der jeweiligen 5'-
Primer (MTISDR10C-a-Gluc bzw. MTISDCR10-a-Gluc) und des 3-Primers a-
Gluc_HindIll_0 ausgehend von dem Plasmid pKK177-3/C-GlucPl_Arg6 amplifiziert. Die 5’ -
Primer waren dabel so konzipiert, dald3 sie eine EcoRV-Restriktionsschnittstelle und eine
Wiederholung der Aminosdurereste 2 bis 4 (Thr-l1le-Ser-Asp) der a-Glucosidase enthielten,
sowie die polyionische Sequenz bestehend aus Argininresten und einem zusétzlichen Cystein-
Rest codierten. Der 3'-Primer hybridisierte mit der cDNA-Sequenz unmittelbar vor der
Sequenz, die fir die C-terminale polyionische Extension Arge codiert. Auf diese Weise
wurden zwei Stopp-Codone, sowie eine Hindlll-Restriktionsschnittstelle angefugt und die C-
terminale Extension entfernt. Nach Restriktionsverdau des Fragmentes mit EcoRV und Hindl ||
erfolgte die Religation in den ebenfalls mit EcoRV und Hindlll behandelten Vektor pKK177-
3/C-GlucPI_Arg6.
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BamH | (2) Tac-Promotor
Eco RV (271)

Avrll (1008)
R10C-alpha-Gluc

pKK 177-R10C-alpha-Gluc |
‘ 4675 bp

Abb. 2.2: Plasmidkarte des Expressionsvektors pKK177-
R10C-a-Gluc. Die Klonierung erfolgte Uiber die Restriktions-

EcoRI (1902) schnittstellen EcoRV und HindllI.
Hind III (2062)

2.2.2.3 Vektoren zur Expression der a-Glucosidase-cDNA mit C-terminalen
Fusionspeptiden

Ausgehend von dem Plasmid pKK177-3/C-GlucPl_Arg6 wurde ein 121 bp-Fragment mit
Hilfe der Oligonukleotide AG5-EcoR1600 und der 3 -Primer (AG3_R10CGP und
AG3_E10CGP) amplifiziert. Die 3 -Primer codierten dabei das polyionische Fusionspeptid
Arg;oCGP bzw. Glu,CGP und enthielten zwel Stopp-Codone (TAA und TAA) und eine
Hindlll1-Restriktionsschnittstelle. Nach Restriktionsverdau mit EcoRl und Hindlll wurde das
Fragment in den Vektor pKK177-3/C-GlucPI_Arg6 religiert.

BamH | (2)

Tac-Promotor
Eco RV (271)

pKK177-alpha-GlucR10C | 4v !l (1005)
‘ 4666 bp # aphaGlucR10C

Ap Abb. 2. 3: Plasmidkarte des Expressionsvektors

. EcoR1(1899) pKK177-a-GlucR10C. Die Klonierung erfolgte
Hin d III (2059) Ubel’ d|e ReS:I’I ktIOI’lSSChnI'[tS[el Ien EcoRlI Und Hindlll.
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2.2.3 Stammbhaltung und Kultivierung von Mikroorganismen

2.2.3.1 Stammhaltung und Anzucht von Mikroorganismen

Die Stammhaltung von Mikroorganismen erfolgte as Glycerinkulturen bei -80°C. Hierzu
wurden 600 pl einer Ubernachtkultur mit 400 pl 40 %(v/v)iger Glycerinlésung vermischt und
in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Anzucht von Mikroorganismen wurde in 100 ml-
Schittelkolben mit 20 ml LB-Medium und den entsprechenden Antibiotika auf einem
Horizontalschittler bei 130 rpm und 37°C Uber Nacht durchgefihrt. Das LB-Medium wurde
entweder mit einer Kolonie von der Agarplatte einer Transformation oder ausgehend von einer
Glycerinkultur angeimpft.

Expressionstests im 20 ml-Malstab wurden auf LB-Medium, supplementiert mit den
entsprechenden Antibiotika und 2 % Glucose, bei 37°C und 130 rpm durchgefiihrt. Hierzu
wurde das Medium mit einer Ubernachtkultur 1:100 angeimpft und bis zu einer optischen
Dichte (ODgoo nm) Von 0,5 bis 0,8 kultiviert. Die Induktion erfolgte durch Zugabe von IPTG in
einer Endkonzentration von 1 mM.

2.2.3.2 Kultivierungen zur Gewinnung von loslichem Protein

Fur die Produktion der a-Glucosidase-Varianten als |6sliches Protein wurde die Methode von
Kopetzki et al. (1989b) verwendet. Hierbel wird durch limitierte Induktion in Gegenwart von
0,5 % Lactose, bei abgesenktem pH-Wert (pH 5,0) und niedriger Temperaturen (24°C), die
Bildung der a-Glucosidase in 16slicher Form beginstigt.

Die Expression der a-Glucosidase-Genkonstrukte pK K177-3/a-GlucE10C, R10C-a-Gluc und
a-GlucR10C wurde nach Transformation in den Lactose-Permease-defizienten Stamm E. coli
C600 pUBS520 folgendermalien durchgefihrt:

750 ml LB-Medium (mit den entprechenden Antibiotika und 2 % Glycerin versetzt) wurden
mit einer stationdren Ubernachtkultur 1:100 angeimpft und auf einem Horizontalschiittler bei
150 rpm und 37°C bis zum Erreichen einer optischen Dichte (ODegy nm) von 1,0 bis 1,2
inkubiert. Nach Absenken der Kultivierungstemperatur auf 24°C erfolgte die Induktion durch
Zugabe von 750 ml LB-Medium pH 5,0 (vor dem Autoklavieren mit 3 M Phosphorsdure
eingestellt) mit 2 % Glycerin und von Lactose in einer Endkonzentration von 0,5 %. Eswurde
weitere 6 h bei 150 rpm und 24°C inkubiert. Anschliefend wurde die Biomasse durch
Zentrifugation sedimentiert (5000 rpm, 15 min, 4°C, Rotor JLA 8.1000, Beckman), in 10 mM
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K,HPO,/KH,PO,4, 10 mM EDTA, pH 6,8 resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die Lagerung
der Zellpellets erfolgte bei -80°C.

2.2.3.3 Bioreaktorkultivierungen

Bioresktorkultivierungen wurden in einem Biostat ED (Arbeitsvolumen: 10 |; Braun,
Melsungen) mit digitalem Mef3- und Regelsystem DCU und dem Prozef3deitsystem MCFSwin
durchgefuihrt. Die Kultivierung erfolgte dabei nach dem Fedbatch-Verfahren auf
Mineralsalzmedium nach Teich et al (1998). Es wurden 8 | Medium folgender
Zusammensetzung angesetzt: 14 mM NaSO,4, 18,7 mM (NH4)2SO4, 9,3 mM NH4Cl, 84 mM
KoHPO4, 26 mM NaH,PO4 4,4 mM (NHg).-H-Citrat. Der pH-Wert wurde mit 10 M
Natriumhydroxidlosung auf 7,0 eingestellt. Das Medium wurde im Bioreaktor 60 min bel
121°C und 1 bar Uberdruck autoklaviert. Separat wurde eine Glucosel 6sung autoklaviert, mit
der zu Beginn der Kultivierung eine Konzentration von 20 g Glucose/l eingestellt wurde.
Zusétzlich wurde das Medium mit 0,1 g/l Thiamin, 2 ml/l 1 M MgSO,-L6sung sowie den
jeweiligen gel6sten Antibiotika und 2 mi/l Spurenelementldsung versetzt. Das Medium wurde
mit einer Ubernachkultur auf Mineralsalzmedium angeimpft, so daf3 eine optische Dichte
ODsyp nm von 0,1 zu Beginn der Kultivierung vorlag. Nach vollsténdigem Verbrauch der
Glucose (Kontrolle mit Glucosestdbchen (Merck, Darmstadt), sowie schlagartiger Anstieg des
pO,) wurde die Kultivierung durch Zugabe einer Feedinglosung fortgesetzt. Dadurch wurde
eine konstante Wachstumsrate von 0,11 h* vor der Induktion und von 0,08 h* nach Induktion
eingestellt. Fur die pH-Wert-Regelung wurde 25%ige Ammoniaklosung verwendet, als
Antischaummittel eine 50%ige Polypropylenglykollosung (PLURI OL® P2000, BASF,
Ludwigshafen). Bei Erreichen einer optischen Dichte von etwa 60 wurde durch Zugabe von
0,4 mM IPTG induziert und weitere 3 h bei 37°C kultiviert. Unter diesen Bedingungen wurde
eine ODsgo nm VON etwa 80 erreicht. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (5000 rpm, 4°C,
15 min, Rotor JLA 8.1000, Beckman) sedimentiert. Die Biofeuchtmasse wurde bei -80°C
gelagert.

2.2.4 Proteinchemische Methoden
2.2.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte nach der Methode von
Laemmli (1970). Es wurden selbstgefertigte Gele mit einem Acrylamidgehalt von 10 %
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(Trenngele fur die a-Glucosidase-Varianten und Assoziationsansétze) und 12 % (Trenngele
flr die Fab-Fragment-Varianten) verwendet. Die Trenngele wurden jeweils mit einem 6%igen
Sammelgel Uberschichtet.

Die Proben wurden je nach Konzentration mit 1fach bis 5fach SDS-Probenauftragspuffer
versetzt und 5 min bei 95°C inkubiert. Proben, die unter denaturierenden, nicht-reduzierenden
Bedingungen analysiert wurden, wurden zuvor mit einem 10 bis 100fachen molaren
UberschuB lodacetamid (bezogen auf die Konzentration freier Cysteing) in 100 mM Tris-HCI,
pH 8,5 fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Auf diese Weise werden freie Cystein-Reste,
wie sie beispielsweise durch das Redoxsystem eingetragen werden, durch Carboxyamido-
methylierung blockiert. Die aufgetrennten Proteine wurden entweder nach der Methode von
Fairbanks et al. (1971) mit Coomassie Brillant Blau G250 oder mittels Silberfarbung
(Heukeshoven und Dernick, 1988) detektiert. Die densitometrische Auswertung der Gele
wurde mit dem Programm Phoretix 1D Quantifier (Version 4.01; NonLinear Dynamics Ltd.)
durchgefihrt. Als Molekularmassenstandards diente zum eine eine 10 kD-Leiter (Gibco-BRL)

und zum anderen das LMW electrophoresis calibration kit (Amersham Pharmacia, Freiburg).

2.2.4.2 Western Blot

Der Transfer von Proteinen auf eine Membran (Towbin, 1979) erfolgte im Anschluld an die
gelelektrophoretische Auftrennung (vgl. 2.2.4.1) nach der Methode von Kyhse-Andersen
(1984) in einer Semidry-Blotting-Apparatur (Amersham Pharmacia, Freiburg) fur 1 h bel 100

V und 1 mA/cm? Membranflache. Fir die immunol ogische Detektion wurden die Proteine auf
eine Nitrocellulosemembran (Biotrace™ NC Transfermembran aus reiner Nitrocellulose,
Poren-grol3e: 0,45 um, Pall Gelman, Dreieich) Ubertragen, fur den Nachweis mittels N-
terminaler Sequenzierung auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran (Biotrace™ PVDF

Transfermembran, Porengréfe: 0,45 pum, Pall Gelman, Dreieich).

Blot fiir Immunodetektion

Der Puffer fur die Ubertragung von Proteinen auf Nitrocellulose-Membran hatte folgende
Zusammensetzung: 20 mM Tris, 150 mM Glycin, 0,7 mM SDS pH 8,5, 20 % Methanol. 3
Lagen Whatman 3 MM-Papier wurden mit Puffer getréankt, darauf wurde das SDS-Gel gelegt
und mit der Nitrocellulosemembran bedeckt. Es folgten drei Lagen Whatman 3 MM-Papier.

Nach dem Proteintransfer wurden freie Bindungsstellen auf der Blotmembran durch
Inkubation fir 3 h bei 4°C in einer 5 %(w/v)igen Magermilchlosung in TBS-T-Puffer (20 mM
TrissHCI, pH 7,6, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween 20) blockiert. Anschlief?end wurde die
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Membran in einer Lésung des Hybridoma Screening-Reagenzes (Roche Diagnostics) fur 3 h
bei 4°C belassen. Das Peroxidase-Konjugat wurde dabei in einer Verdinnung von 1:1000 in
TBS-T-Puffer eingesetzt. Die Membran wurde 5mal mit TBS-T-Puffer (jeweils 5 min)
gewaschen (20°C). Mit Hilfe einer chemilumineszierenden Reaktion mit dem ECL-
Detektionssystem  (Amersham  Pharmacia, Freiburg) wurden die Fab-Fragmente
nachgewiesen. Dabei wurde die Membran auf einem Retina XBD Rontgenfilm (INTAS,

Gottingen) fur 30 sec bis 5 min exponiert.
Blot fiir N-terminale Sequenzierung

Fur die N-terminale Sequenzierung wurden die Proteine auf eine PV DF-Membran Ubertragen.
Die PVDF-Membran wurde zunéchst 5 min in Methanol inkubiert. Als Transferpuffer wurde
50 mM Borsdure/NaOH, pH 9,0, 20 % (v/v) Methanol verwendet. Zum Farben der
Proteinbanden wurde die Blotmembran 30 sec bis 1 min in 1 % (v/v) Essigsaure, 10 % (v/v)
Methanol, 0,1 % Coomassie Brillant Blau G250 inkubiert und anschlief3end mit 10 % (v/v)
Essigsaure, 30 % (v/v) Methanol entfarbt.

2.2.4.3 Proteinbestimmung

Konzentrationsbestimmungen gereinigter Proteine in Loésung wurden mittels UV-
Absorptionsspektroskopie an einem UVIKON-UV-Spektrophotometer 492 durchgefihrt.
Nach dem Lambert-Beer’ schen Gesetz kann aus der Extinktion Eyg nm bel einer Wellenlénge

von 280 nm, dem molaren Extinktionskoeffizienten e, in M™ cm™* und der Schichtdicke

der verwendeten Kivette d in cm, die Konzentration der ProteinlGsung ermittelt werden:
E280nm = €280nm X Xd (2

Der molare Extinktionskoeffizient ey ., des Proteins ergibt sich dabel aus der Summe der mit

den spezifischen molaren Extinktionskoeffizienten gewichteten Anzahl » an Tryptophan- und

Tyrosin-Resten sowie an Disulfidbriicken (Wetlaufer, 1962):

€280 um = 5690 M-L Cm-l' NTryptophan + 1280 M-L Cm-l' NTyrosin +610 M-L Cm-l' Npisulfidbriicken (3)
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Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration wurden folgende molare Extinktions-
koeffizienten zu Grunde gelegt:

Fab-Fragment und Derivate €50 m = 80000 M- cm™

a-Glucosidase und Derivate €50 m = 146 880 M cm™
Heterodimer aus FabE10C und a-GlucR10C
bzw. aus FabE10C und R10C-a-Gluc €500 = 104 680 M- cm™

Die Proteinkonzentration von Rohextrakt-L dsungen und solubilisierten inclusion bodies wurde
nach der Methode von Bradford (1976) bestimmt. Hierbei wurde das colorimetrische
Nachweisverfahren der Fa. BioRad nach den Angaben des Herstellers verwendet. Als
Referenzproteine wurden Rinderserumalbumin (fir Rohextrakt), authentisches Fab-Fragment
aus Maus (fur solubilisierte inclusion bodies der k-Kette und der Fd-Derivate) sowie das
Wildtypprotein der a-Glucosidase (fir solubilisierte inclusion bodies der a-Glucosidase-
Derivate) in Abhangigkeit von der zu untersuchenden Proteinldsung unter denaturierenden,
reduzierenden oder nativen Bedingungen im Konzentrationsbereich zwischen 0,05 mg/ml bis

1 mg/ml eingesetzt.

2.2.4.4 Bestimmung freier SH-Gruppen

Die Bestimmung freier SH-Gruppen in Peptiden und Proteinen wurde nach der Methode von
Ellman (1959) durchgeftihrt. DTNB (5,5 -Dithiobis(2-nitrobenzoesaure)) reagiert bel pH-
Werten Uber 8 quantitativ mit den zuganglichen SH-Gruppen unter Freisetzung von 3-
Carboxy-4-nitro-thiophenolat. Dieses wird bei einer Wellenlange von 410 nm photometrisch
bestimmt und mit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten von e = 13600 M™* cm™ bei
pH 8,0 quantifiziert.

Bestimmungen unter nativen Bedingungen wurden in 100 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 8,0
durchgefihrt, unter denaturierenden Bedingungen wurde der Puffer mit Guanidiniumhydro-
chlorid in einer Endkonzentration von 4 M versetzt.
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2.2.4.5 Bestimmung der enzymatischen Aktivitit von a-Glucosidase

Die Bestimmung der a-Glucosidase-Aktivitét erfolgte nach der Methode von Halvorson
(21966) mit p-Nitrophenyl-a-D-glucopyranosid (p-NpG) als Substrat. Hierbei katalysiert a-
Glucosidase die Hydrolyse des Substrates unter Bildung von p-Nitrophenol und Glucose. Die
zeitliche Anderung der p-Nitrophenolkonzentration ist dabei proportional zur zeitlichen
Anderung der Extinktion bei einer Wellenlange von 405 nm. Diese wurde mit dem UVIKON-
Spectrophotometer 492 bestimmt. Aus der Anderung der Extinktion in Abhangigkeit von der

Zeit wurde die volumenbezogene a-Glucosidase-Aktivitéat ermittelt:

dE 405nm/At ¥/ 70
€405nm xd ><VPr obe

(4)

volumenbezogene a-Glucosidase-Aktivitit [U/ml] =

Hierin bedeuten dE.gs /dt die zeitliche Anderung der Extinktion bei einer Wellenldnge von
405 nm, Vr,, das Volumen des Testansatzes in ml, eys ,,, der Extinktionskoeffizient von p-

Nitrophenol (7,8 cm?/umol), d die Schichtdicke in cm und ¥p,.;. das Probevolumen der zu

untersuchenden Proteinldsung in ml.

Unter Berlicksichtigung der Proteinkonzentration cp.eix I mMg/ml  der untersuchten

Proteinldsung wird die spezifische Aktivitét erhalten als:

volumenbezogene Enzymaktivitdit/U/ml]

(5)
€ protein [Mg/mi]

spezifische Enzymaktivitdt [U/mg] =

Die Einheit 1 Unit entspricht hierbel derjenigen Enzymmenge, die die Umsetzung von 1 pmol
p-NpG pro Minute unter Standardreaktionsbedingungen (100 mM K,HPO,/KH,PO,, pH 6,8,
30°C, in gerthrten Klvetten) katalysiert.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, das seit 1972 anstelle der "unit” das "katal” (kat) als
Sl-Einheit empfohlen wird (Lottspeich und Zorbas, 1998). 1 katal ist digjenige Enzymmenge,
die 1 mol Substrat pro Sekunde umsetzt. 1 Unit entspricht etwa 16,67 nkat. Im Rahmen dieser
Arbeit wird durchweg die Einheit "unit” fur die Enzymaktivitat verwendet.

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitét wurde in einem Gesamtvolumen von 2 ml in
Gegenwart von 2 mM p-NpG in 100 mM K,HPO4/KH,PO,, pH 6,8 bel 30°C in rihrbaren
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Kuvetten (optisches Glas, Hellma) durchgefihrt. Die Substratlosung wurde taglich frisch
angesetzt. Das Probevolumen betrug in der Regel 50 pl.

Ky-Wertbestimmung

Der K,,-Wert einer enzymatischen Reaktion entspricht der Substratkonzentration, bei der die
Reaktionsgeschwindigkeit halbmaximal ist. Mit Hilfe des K,, -Wertes kann ein Enzym-
Substrat-Paar charakterisiert werden. Die a-Glucosidase-Aktivitét wurde in Abhangigkeit von
der p-NpG-Konzentration bestimmt. Dazu wurde die Substratkonzentration im Bereich
zwischen 10 uM und 5 mM varriiert. Die Proteinkonzentration betrug in der Regel 10 pg/ml.
Aus der Auftragung der Enzymaktivitdt in Abhangigkeit von der Substratkonzentration
wurden mittels nicht-linearer Regression unter Verwendung der Michaelis-Menten-Gleichung
der K,~Wert und die maximale Enzymaktivitéat ermittelt:

Edype XS]

EA [U/ml] = TS

(6)

Unter Berlcksichtigung der Proteinkonzentration wurde aus der maximalen
volumenbezogenen Enzymaktivitét die maximale spezifische Enzymaktivitét berechnet.

Um einen direkten Vergleich mit der a-Glucosidase-Aktivitét im Antikorper-Enzym-Konjugat
zu ermoglichen, wurden die spezifischen Enzymaktivitdten nicht in der Einheit "U/mg”,
sondern in ”U/nmol” angegeben.

2.2.4.6 ELISA zum Nachweis von funktionellem Fab-Fragment

Mittels ELISA nach der Methode von Buchner und Rudolph (1991) sowie nach Schmidt und
Buchner (1992) wurden das funktionelle Fab-Fragment von MAK33 und die Derivate
quantifiziert. Bei diesem immunologischen Nachweisverfahren wurden LoOsungen des
rekonstituierten Antikérperfragmentes in Gegenwart von biotinylierter Creatinkinase-MM
(dimeres Isoenzym aus menschlichem Skelettmuskel) in mit Streptavidin beschichteten
Reaktionsgefallen inkubiert.  Funktionelles  Antikorperfragment wurde Uber die
Biotin/Streptavidin-Wechselwirkung des Antigens an den Gefal3wanden immobilisiert. Nach
Auswaschen des nicht gebundenen Materials wurde das Hybridoma-Screening-Reagenz

(Roche Diagnostics, Mannheim) zugegeben. Die photometrische Detektion erfolgte mit dem
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chromogenen Peroxidase-Substrat ABTS bei einer Wellenldnge von 405 nm. Parallel zu den
Testansatzen wurden Referenzproben des authentischen Fab-Fragmentes im Konzentrations-
bereich zwischen 10 und 170 ng/ml mitgefihrt. Samtliche Ansitize wurden as
Doppel bestimmung durchgefihrt.

In Streptavidin beschichteten Geféalzen (Enzymun-Test Streptavidin Tubes, Bindungskapazitét
14-15 ng Biotin/Rohrchen, Roche Diagnostics, Mannheim) wurden 100 pl der
Antikorperfragmentldsung bzw. der Referenzltsung vorgelegt und zusammen mit 1 ml der
Antigenl6sung (50 pg biotinylierte Creatinkinase-MM/100 ml H,O MilliQ versetzt mit 5 %
Blocking-Reagenz) 1 h bel Raumtemperatur inkubiert. Anschlief?end wurden die Kavitéten
dreima mit je 1 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 gespult und mit 1 ml Peroxidase-K onjugatl dsung
(100 ul Hybridoma-Screening-Reagenz/100 ml POD-Konjugat-Puffer; der POD-Konjugat-
Puffer enthdt: 100 mM Na,HPO,/NaH,PO,, pH 7,5, 50 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 0,1 %
Tween 20, 1 % Blocking Reagenz) gefillt. Nach 1-stindiger Inkubation bel Raumtemperatur
erfolgte erneut 3maliges Waschen mit je 1 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 und anschlief3end die
Zugabe von 1 ml ABTS-Loésung (2 Tabletten a 50 mg ABTS auf 100 ml Puffer der
Zusammensetzung: 3,25 mM Natriumperborat, 39,8 mM Citronenséure, 60 mM Na,HPO,, pH
44 - 45). Nach 3 h Inkubation bel Raumtemperatur wurde die Extinktion bel einer
Wellenlange von 405 nm in einer DurchfluRkivette (d = 0,5 cm) bestimmt. Samtliche
Waschschritte und die Bestimmung der Extinktion wurden vollautomatisch mit dem ELISA-
Pipettiergerét ES 22 (Boehringer Mannheim) durchgefihrt.

2.2.4.7 Creatinkinase-Hemmtest

Die Antigenbindungsstelle von MAK33 erkennt ein Epitop der skelettmuskelspezifischen
dimeren humanen Creatinkinase. Durch Bindung an das Epitop wird die enzymatische
Aktivitét um 80 % gehemmt (Buckel ef al., 1987). Die Aktivitét der Creatinkinase wurde mit
Hilfe des gekoppelten enzymatischen Tests CK NAC in vitro Diagnosticum (Roche
Diagnostics, Mannheim) bestimmt (Bergmeyer, 1983). Dabei setzt die Creatinkinase
Creatinphosphat und ADP zu Creatin und ATP um. Um eine spektroskopisch nachweisbare
Reaktion zu erhalten, wird das entstandene ATP von der Hexokinase zur Phosphorylierung
von Glucose zu Glucose-6-Phosphat verbraucht. Glucose-6-Phosphat wird von der Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase unter Bildung von NADPH + H™ aus NADP" zu Gluconat-6-
Phosphat oxidiert. Aus der zeitlichen Anderung der Extinktion bei 365 nm kann die Aktivitat
der Creatinkinase ermittelt werden.
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Dazu wurden 5 pl einer Creatinkinase-Stammldsung (25 pg/ml) mit Antikorperfragment-
Losung versetzt und auf ein Endvolumen von 50 pl mit POD-K onjugat-Puffer (vgl. Abschnitt
2.2.4.6) aufgefullt. Die Konzentration des Antikorperfragmentes im Testansatz wurde dabel
zwischen 6 nM und 200 nM variiert. Der Ansatz wurde 1 h bel Raumtemperatur inkubiert.
20 pl des Ansatzes wurden zu 320 pl des CK NAC-Monotestsystems gegeben. Die Anderung
der Extinktion bei 365 nm wurde in einem Spectrophotometer (4dmersham Pharmacia,
Freiburg) mit auf 30°C temperiertem Kivettenhalter Uber einen Zeitraum von 6 min erfalt.
Aus der Auftragung der zeitlichen Extinktionsdnderung dE/dt in Abhangigkeit von der
Antikérperkonzentration ¢ wurde die Dissoziationskonstante Ky fir den Antikorper-Antigen-
Komplex durch nicht-lineare Anpassung von Gleichung (7) an die experimentellen Daten
ermittelt.

E:&EEQ_%@'EO' gﬂ;EQ QV(C+Ag0+Kd)'\/(C+Ag0+Kd)2'4>‘CxAg0 %
dt  edt g éedtzb edtﬂmina 2xAg

Hierin bedeuten dE/dt die enzymatische Aktivitét der Creatinkinase. (dE/dt), entspricht der
enzymatischen Aktivitdt ohne Zusatz von Antikérperfragment, (dE/dt),, der Restaktivitét bei
Wechselwirkung samtlicher Antigenmolekile mit Antikorperfragmenten. Ag, it die
Creatinkinasekonzentration im Testansatz wahrend der Komplexbildung (31.25 nM) und ¢ die

molare Konzentration des eingesetzten Antikorperfragmentes.

2.2.4.8 Herstellung des Rohextraktes zur Isolierung von loslichem Protein

20 g Biofeuchtmasse (E. coli C600 pUBS520 pKK177-3/a-Gluc-Varianten) wurden in 100 ml
10 mM K,HPO4/KH,PO,, 10 mM EDTA, pH 6,8 resuspendiert. Der Zellaufschlul3 erfolgte
mittels Hochdruckhomogenisation mit dem MicronLab 40 (4PV, Liibeck) bei einem Druck
von 800 bar. Es wurden zwei Passagen durchgefiihrt. Anschlief3end wurde die Suspension mit
1 M MgCl, -Ldsung versetzt, so dald eine Endkonzentration von 15 mM vorlag. Es folgte eine
Benzonase-Behandlung (5 U/ml Suspension) bei 4°C fir 30 min. Nachfolgend wurden
unlésliche Zellbestandteile durch Zentrifugation (75 000 g, 4°C, 1,5 h) abgetrennt. Der
Uberstand - der sogenannte Rohextrakt - wurde nach Filtration durch einen
Spritzenvorsatzfilter mit 0,2 pm Membran auf eine lonenaustauschchromatographiesaule
aufgetragen (vgl. Abschnitt 2.2.5.1).
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Im analytischen Mal3stab erfolgte der Zellaufschlul? mit einer Schwingmuhle (Retsch, Haan)
nach Zusatz von Glasperlen. Dazu wurde 1 ml Kultursuspension bei 5000 rpm, 4°C, 3 min
zentrifugiert und anschlief3end in 500 pl 10 mM K,HPO4,/KH,PO,, 10 mM EDTA, pH 6,8
resuspendiert. Nach Zusatz von 0,5 g Glasperlen (Korngrof3e: 0,25-0,50 mm) wurde die
Suspension bei 4°C 10 min in einer Schwingmuhle bei 80 % der maximalen Amplitude
behandelt. Die aufgeschlossenen Zellen wurden bei 13000 rpm und 4°C 20 min sedimentiert.
Der Uberstand wurde auf enzymatische Aktivitat untersucht und einer Proteinbestimmung
zugefiihrt. Ein Aliquot des Uberstandes wurde in SDS-Probenauftragspuffer verdinnt, so dal?
die Proteinkonzentration bei 2 mg/ml lag. Die unl¢sliche Fraktion nach Zellaufschlufd wurde
ebenfalls in SDS-Probenpuffer aufgenommen, so dal3 bezogen auf die eingesetzte Biomasse
eine Proteinkonzentration von 2 mg/ml vorlag.

2.2.4.9 Isolierung von inclusion bodies

Die Isolierung der inclusion bodies erfolgte nach Rudolph ez al. (1997). 100 g Biofeuchtmasse
(modifiziertes Fd-Fragment von MAK33 und a-GlucosidaseE10C) bzw. 200 g Biofeucht-
masse (k-Kette) wurden in 500 ml bzw. 1000 ml 100 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,0
resuspendiert und mittels Ultraturrax (10000 rpm) auf Eis homogenisiert. Es folgte eine
Behandlung mit 1,5 mg Lysozym/g Biofeuchtmasse fir 30 min bei 4°C. Der Zellaufschluf3
erfolgte durch Hochdruckhomogenisation. Bei Volumina kleiner as 600 ml wurde der
Zellaufschlul? am Hochdruckhomgenisator MicronLab 40 (4PV, Liibeck) mit einem Druck
von 1200 bar und 2 Passagen durchgefuhrt. Grof3ere Volumina der Zellsuspension wurden im
semikontinuierlichen Betrieb mit dem Hochdruckhomogenisator Lab 60 (APV, Liibeck) bel
einem Druck von 600 bar mit 3 Passagen behandelt. Im Anschlul® an den Zellaufschlul® wurde
die Suspension mit einer 1 M MgCl,- Lésung versetzt, so dal3 eine Endkonzentration von
3 mM vorlag. Es folgte eine Behandlung mit Desoxyribonuklease | (10 pg/ml) fir 30 min bel
Raumtemperatur bzw. 60 min bel 4°C. Nachfolgend wurde die Suspension mit dem 0,5fachen
Volumen einer Lésung bestehend aus 60 mM EDTA, 6% Triton-X-100 und 1,5 M NaCl in
100 mM Tris-HCI, pH 7,0 versetzt und 30 - 60 min bel 4°C inkubiert. Durch Zentrifugation
(34 000 g, 30 min, 4°C) wurden die |6sliche Fraktion der Suspension von der unléslichen, die
inclusion bodies enthaltenden Fraktion getrennt. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet
wurde 3 mal mit Puffer gewaschen. Dazu wurde die unlésliche Fraktion mittels Ultraturrax in
100 mM TrissHCI, 20 mM EDTA, pH 7,0 resuspendiert und anschlief3end zentrifugiert
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(75000 g, 10 min, 4°C). Nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet entweder sofort
solubilisiert (vgl. Abschnitt 2.2.4.10) oder bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.4.10 Solubilisierung von inclusion bodies

Solubilisierung der inclusion bodies der Ketten des Fab-Fragmentes

Die Solubilisierung der inclusion bodies der Ketten des Antikorperfragmentes erfolgte mit
6 M Guanidiniumhydrochlorid in 100 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 100 mM DTT, pH 8,5 fur
2-3 h bei Raumtemperatur oder bei 4°C Uber Nacht. Dazu wurden jeweils 5 bis 20 mg IB-
Material in 5 ml Solubilisierungspuffer resuspendiert und mittels Ultraturrax homogenisiert.
Nach der Solubilisierung wurde der pH-Wert der Suspension mit 0,5 M HCI-Ldsung auf 3,5
eingestellt und die Suspension 10 min bel 75 000 g und 4°C zentrifugiert. Zum Entfernen des
DTT wurde der Uberstand der solubilisierten 1Bs gegen 4 M Guanidiniumhydrochlorid pH 3,5
bei 4°C dialysiert.

Nach der Dialyse wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford (vgl. Abschnitt 2.2.4.3)
durchgefuihrt. Dabei diente reduziertes, denaturiertes Fab-Fragment as Referenzprotein. Die
Zahl freler Cystein-Reste wurde nach der Methode von Ellman (vgl. Abschnitt 2.2.4.4)
ermittelt. Die solubilisierten inclusion bodies wurden unmittelbar in Renaturierungsversuchen

verwendet.

Solubilisierung der inclusion bodies der a-Glucosidase-Variante a-GlucE10C

Die inclusion bodies der a-Glucosidase-Variante a-GlucE10C wurden mit 8 M Harnstoff in
10 mM K,HPO4/KH,PO,, 1 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 7,0 fir 1 h bei Raumtemperatur
solubilisiert. Nach Zentrifugation (75 000 g; 10 min; 4°C) wurde die Proteinkonzentration im
Uberstand nach Bradford (1976) bestimmt. Hierbei wurde das Wildtypprotein der a-
Glucosidase als Referenzprotein eingesetzt. Die Proteinldsung wurde entweder fir
Renaturierungsansétze verwendet oder auf eine Anionenaustauschchromatographiesaule (vgl.
Abschnitt 2.2.5.1) aufgetragen.
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2.2.4.11 Renaturierung durch Verdiinnung

Die Renaturierung durch Verdinnung erfolgte ausgehend von einer Stammldsung der
solubilisierten inclusion bodies, die in eéinem Verhdltnis von 1:100 zum vortemperierten
Renaturierungspuffer unter starkem RiUhren hinzugegeben wurde. Die Untersuchungen zur
Optimierung der Renaturierungsausbeute der Fab-Derivate wurden in 2 ml-Reaktionsgefalien
durchgefuhrt. In samtlichen Puffern, in denen ein Redoxsystem verwendet wurde, wurde vor
Zugabe der Redoxkomponenten der Sauerstoff durch Einleiten von N,-Gas verdrangt.
Glutathion in reduzierter und oxidierter Form wurden dem Renaturierungspuffer, ausgehend
von jeweils frisch angesetzten Stammlésungen, in denen der pH-Wert mittels pH-Stabchen
kontrolliert wurde, zugesetzt.

Zur Optimierung des Verhdltnisses von leichter Kette und Fd-Fragment im
Renaturierungsansatz wurden, ausgehend von hoher konzentrierten StammlGsungen der
solubilisierten inclusion bodies, Verdinnungen in 4 M Guanidiniumhydrochlorid, pH 3,5
angelegt. Nach 1:100-Verdinnung dieser Solubilisate mit unterschiedlichem Gehalt an beiden
Ketten war somit die Guanidiniumhydrochloridkonzentration in allen Ansétzen identisch.
Funktionelles Fab-Fragment wurde mittels ELISA (vgl. Abschnitt 2.2.4.6) bestimmt. Dazu
wurde dem Renaturierungsansatz 100 pl Probe entnommen und entweder mit Trypsin
behandelt, oder freie Cystein-Reste wurden durch Carboxyamidomethylierung mit
|lodacetamid modifiziert.

Vorbehandlung von Proben fiir die immunologische Detektion mittels ELISA

Fur die Trypsinbehandlung wurden 100 pl des Renaturierungsansatzes mit 50 pl ener
Trypsinlosung der Konzentration 1 mg/ml versetzt und bis zur Analyse mittels ELISA auf Eis
inkubiert. Vor der Verwendung im ELISA wurde der Ansatz durch Zugabe von 850 ul 100
mM Tris-HCI pH 7,0 verdinnt.

Fur die Bestimmung der Renaturierungskinetik wurden zum jeweiligen Probenahmezeitpunkt
freile Cystein-Reste durch Behandlung mit lodacetamid blockiert. Hierzu wurde 100 ul
Renaturierungsansatz mit 50 pl einer 200 mM lodacetamidstammidsung in 1 M Tris-HCI,
2mM EDTA, pH 8,5 versetzt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, mit 850 pl 100 mM
Tris-HCI pH 7,0 versetzt und bis zur Analyse auf Eis gelagert.
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Fur praparative Zwecke wurde die Renaturierung des Antikorperfragmentes im 5 [-Mal3stab
unter optimierten Bedingungen (1 M Tris-HCI pH 8,0, 2 mM EDTA, GSSG/GSH = 5:1 (2,4
mM GSSG, 0,6 mM GSH), 10°C, 250 h) durchgeftihrt. Das Fd-Fragment wurde im Falle von
FabR10C im 5fachen, im Falle von FabE10C bzw. FabD10C im 8fachen molaren Uberschul?
zur k-Kette eingesetzt. Die Konzentration der k-Kette war zu Beginn 5 pg/ml und wurde im

Abstand von 24 h sukzessive um 5 pg/ml gesteigert auf eine Endkonzentration von 20 pg/ml.

Die Renaturierung des Wildtypproteins der a-Glucosidase und der Variante a-GlucE10C
erfolgte durch 1:100-Verdinnung der Solubilisate in Renaturierungspuffer (10 mM
K,HPO,KH,PO,4, 1 mM EDTA, pH 7,6) bel 10°C. Soweit nicht anders angegeben wurde eine

Proteinkonzentration von 10 pg/ml im Renaturierungsansatz verwendet.

2.2.4.12 Matrix-unterstiitzte Reaktivierung

Untersuchungen zur Matrix-unterstiitzten Reaktivierung wurden in modifizierten 1 ml
Microspin-Gefélien, die Ublicherweise zur Plasmidisolierung verwendet werden, durch-
gefuhrt. Dazu wurde das Anionaustauschermaterial des Herstellers (DEAE-Gruppen an Silica-
Partikeln) entfernt, um lediglich das Gefal3 mit Fritte verwenden zu konnen. Dieses Hilfsmittel
fir die Matrix-unterstiitzte Renaturierung wurde von Stephan Wawra im Rahmen seines
Forschungsgruppenpraktikums am Institut fir Biotechnologie entwickelt. Es ermdglicht das
effiziente Entfernen der Harnstoffldsung vom denaturierten Matrix-gebundenen Protein durch
Zentrifugation (3000 rpm; 2 min) und die Reaktivierung der a-GlucosidaseE10C durch
Waschen des Gelmaterials mit Renaturierungspuffer.

Es wurden unterschiedliche Anionenaustauschermaterialien verwendet: Q-Sepharose und
Fractogdl TMAE as starke Anionenaustauschermaterialien sowie Fractogel DEAE und
Fractoprep DEAE (letzteres freundlicherweise von der Fa. Merck zu Forschungszwecken zur
Verfligung gestellt) als schwache Anionenaustauschermaterialien. Soweit nicht anders
angegeben wurde das Gelmaterial (5 pl) in einem Volumen von 500 pl resuspendiert und mit
1 mg Protein/ml beladen. Fir die Denaturierung wurde eine Lésung aus 8 M Harnstoff in 10
mM K,HPO,/KH,PO,, 1 mM EDTA, 2mM DTT, pH 7,0 verwendet, fir die Reaktivierung 10
mM K,HPO4/KH,PO,, 1 mM EDTA, pH 7,6 versetzt mit Natriumchlorid, so daf3 sich
Endkonzentrationen im Bereich von 0 bis2 M ergaben.

Zur Denaturierung wurden die Ansédtze 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, zur Reaktivierung
wurden die Ansétze bei 10°C fur 24 bis 48 h inkubiert.
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Zur Ablésung des reaktivierten Proteins wurde soweit nicht anders angegeben 1 M NaCl in
10 mM K,HPO4/KH,PO,, 1 mM EDTA, pH 7,6 verwendet. Dazu wurden die Ansétze 24 h bel

10°C inkubiert.
Bestimmung der Reaktivierungskinetik

Die Kinetik der Reaktivierung von a-GlucE10C im immobilisierten und freien Zustand wurde
bei 10°C in 10 mM K,HPO4/KH,PO,, 1 mM EDTA, pH 7,6 untersucht. Als Referenz wurde
eine Probe, die unter gleichen Bedingungen inkubiert, jedoch nicht denaturiert wurde,
verwendet.

Die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante der Reaktivierung von a-Glucosidase

erfolgte unter der Annahme einer Reaktionsordnung von 1 nach folgender Gleichung:

Ausbeute[%] = Ausbeute,, ;. [Yo] X 1- e k>¢) (8

Hierin ist £ die Konstante der geschwindigkeitsbestimmenden Reaktion, t die Zeit in sec,
Ausbeute[%] die Ausbeute zum jeweiligen Probenahmezeitpunkt und Ausbeute,..[%] die

maximal erreichbare prozentuale Ausbeute.

2.2.4.13 Konzentrierung von Proteinlosungen

Proteinldsungen mit einem Volumen grof3er als 1000 ml wurden mittels Querstromfiltration an
dem Minisette-TangentialfluRsystem ProVario3 (Pall-Gelman, Dreieich) nach der
Anleitung des Herstellers aufkonzentriert und gegebenenfalls umgepuffert. Es wurde eine
Omega-Membrankassette (modifizierte Polyethersulfon-Membran fur geringe Proteinbindung,
open channel-Konfiguration) mit einer Trenngrenze von 30 kD verwendet. Die effektive
Filterflache betrug dabei 0,07 .

Fir das Konzentrieren von ProteinlGsungen mit einem Volumen zwischen 3 und 15 ml wurden
Macrosep-Zentrifugenkonzentratoren (Pall-Gelman, Dreieich) mit einer Trenngrenze von
30 kD nach Anleitung des Herstellers verwendet.

Proteinldsungen mit einem geringeren Volumen wurden in einem Dialyseschlauch in PEG
35000 bei 4°C fur 2 - 3 h gelagert.
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2.2.4.14 Assoziation von Proteinen

Die Assoziation von Proteinen mit entgegengesetzt geladenen polyionischen Fusionspeptiden
erfolgte soweit nicht anders angegeben in 20 mM TrissHCI, 2 mM EDTA, 0,6 mM GSH,
24mM GSSG, pH 7,5 bei 20°C fur 16 h. Dabel lagen die Proteine in &guimolaren
Konzentrationen von jeweils 1-3 uM im Ansatz vor. Vor Zugabe der Redox-Komponenten
zum Assoziationspuffer wurde dieser mit N,-Gas behandelt.

2.2.4.15 Kg-Wert-Bestimmung der Assoziationsreaktion

In Gegenwart eines Redoxsystems ist die Assoziation zweier Proteine Uber komplementér
geladene Fusionspeptide mit zusétzlichem Cystein-Rest reversibel:

P1 E10C + P2 _R10C Chiméare ©)

Nach dem Gesetz von der Erhatung der Masse gilt fur die Konzentration der
Ausgangskomponenten P1_E10C bzw. P2_R10C:

[P1 _EI10C] = [P]1 EI10C],- [Chimdre] (10)
und
[P2 RI0OC] = [P2 R10C],— [Chimdire] (11)

Die Dissoziationskonstante K4 der Reaktion ist definiert als:;

_(rp1_EI10C], - [Chimire]){[P2_RIOC], - [Chimire])
Kgq = .
[ Chimdire |

(12)

Der Antell der Chimare wurde in Abhangigkeit vom molaren Verhdltnis x der beiden
Ausgangskomponenten bestimmt. Im vorliegenden Fall wurde /PI _E10C], variiert und
[P2_R10C], konstant gehalten:

_ [Pl _EI0C],
[P2_RIOC],

(13)
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Aus den Gleichungen (12) und (13) kann die Abhangigkeit der Chimérenkonzentration vom
molaren Verhéltnis der Ausgangskomponenten durch folgenden Zusammenhang beschrieben

werden;

[Chimre] = - xX[P2_R10C],? (14)

[P2_RIOC]yX(1+x)+Kg J([PZ_R]OC]O X1+x)+Kq)?
2 4

Im vorliegenden Fall war die Konzentration der R10C-a-Gluc konstant, so dal3 /P2 R10C]y =
1puM.

2.2.4.16 Bifunktionalititsassay

Der simultane Nachweis der antigen-bindenden Eigenschaften des Antikorperfragmentes
FabE10C und der enzymatischen Aktivitét der a-Glucosidase mit Decaargininfusionspeptid
im konjugierten Zustand erfolgte in einem modifizierten ELISA, der im Rahmen dieser Arbeit
entwickelt wurde. Dazu wurde das Konjugat bzw. die Einzelkomponenten zunéchst mit dem
biotinylierten Antigen Creatinkinase (CK-MM) in mit Streptavidin beschichteten
Reaktionsgefalien 1 h bei 20°C inkubiert. Das Antigen wurde dabei in der in Abschnitt 2.2.4.6
beschriebenen Konzentration eingesetzt. Nachfolgend wurden die Ansdize in den
Reaktionsgefallen dreimal alternierend mit Niedrigsalz- (20 mM TrissHCI, 2 mM EDTA,
pH 7,5) und Hochsalzpuffern (20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 1 M NaCl, pH 7,5) und
anschlief?end zweimal mit 100 mM K;HPO4KH,PO., pH 6,8 gewaschen. Die Detektion
erfolgte mit p-Nitrophenyl-a-D-glucopyranosid, das artifizielle Substrat der a-Glucosidase.
Dazu wurde der immobilisierte Komplex 1 h bei 30°C in Gegenwart von 1 ml 2 mM p-NpG in
100 mM Ky;HPO4/KH2PO4, pH 6,8 inkubiert und nachfolgend die Extinktion bel einer
Wellenldnge von 405 nm bestimmt.

2.2.5 Chromatographische Methoden
Samtliche chromatographischen Reinigungen wurden bei 4°C durchgefhrt.

2.2.5.1 Ionenaustauschchromatographie

Mit Hilfe der lonenaustauschchromatographie kénnen Proteine aufgrund unterschiedlicher
elektrostatischer Wechselwirkungen mit einer entgegengesetzt geladenen Matrix voneinander
getrennt werden. Die Stérke der Bindung eines Proteins an einen |onenaustauscher hangt dabel
von pH-Wert und lonenstérke des Puffers, dem isoelektrischen Punkt des Proteins und der
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Dichte der Ladungen auf der Matrix ab. Die Elution kann entweder durch die Erh6hung der
lonenstérke oder durch Anderung des pH-Wertes der mobilen Phase erreicht werden.

Reinigung von loslicher a-Glucosidase aus dem E. coli-Rohextrakt

Die Reinigung der a-Glucosidase-Varianten mit N- bzw. C-terminalem geladenem
Fusionspeptid aus dem E. coli-Rohextrakt erfolgte mittels |onenaustauschchromatographie
unter reduzierenden Bedingungen (Zusatz von 2 mM DTT in alen Puffern).

Fir die Reinigung der Varianten mit positiv geladenem Fusionspeptid wurde ein starker
Kationenaustauscher verwendet (Resource S, Amersham  Pharmacia,  Freiburg;
Saulenvolumen: 6 ml), der in 10 mM K,HPO4,/KH,PO,4, 10 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 6,8
aquilibriert wurde. Das Gelmaterial wurde mit maximal 160 mg Gesamtprotein/ml beladen.
Die Elution erfolgte bel einer Flul3rate von 6 ml/min in einem linearen Gradienten von 100 auf
500 mM NaCl in 10 mM K,HPO4/KH,PO,4, 10 mM EDTA, pH 6,8 Gber 20 Saulenvolumen.
Die C-terminal modifizierte a-Glucosidase-Variante eluierte bei einer Salzkonzentration von
460 mM NaCl, die N-terminal modifizierte Variante bel 410 mM NaCl.

Zum Enfernen von DNA, die mit den positiv geladenen Fusionspeptiden interagiert, wurden
die Fraktionen, in denen a-Glucosidase-Aktivitdt nachgewiesen wurde, mit Benzonase
versetzt. Dazu wurde die Natriumchloridkonzentration der Proteinldsungen mit einer
2 M NaCl-Stammldsung in 10 mM K;HPO4/KH,PO,, pH 6,8 auf etwa 1 M NaCl eingestellt.
Die Benzonasebehandlung wurde in Gegenwart von 15 mM MgCl, be 4°C fur 16 h
durchgefuihrt. Fur die Behandlung von 1 mg Protein wurden 250 U Benzonase verwendet.
Nachfolgend wurden die Proteinlésungen mittels Macrosep-Zentrifugenkonzentratoren mit
einer Membran der Trenngrenze 30 kD konzentriert und entweder gegen 10 mM
K,HPO,/KH,PO,, 10 mM EDTA, pH 6,8 diaysert oder mittels Gelfiltration von
niedermolekularen Verunreinigungen separiert.

Die Renigung der a-GlucosidaseE10C erfolgte an einem starken Anionenaustauscher
(Resource Q, Amersham Pharmacia, Freiburg; Saulenvolumen: 6 ml). Die Saule wurde in
10 mM K,HPO,KH,PO,, 10 mM EDTA, pH 6,8 aquilibriert und bel einer Flul¥rate von
1 ml/min mit maximal 50 mg Gesamtzellprotein/ml Gelmaterial beladen. Nachfolgend wurde
mit 20 Saulenvolumen 20 mM MES, 20 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 5,6 bei einer Flurate
von 6 ml/min gewaschen. Die Elution erfolgte in einem linearen Gradienten Uber
20 Saulenvolumen von 0 auf 300 mM NaCl in 20 mM MES, 10 mM EDTA, 2 mM DTT,
pH 5,6. Unter diesen Bedingungen eluierte die a-GlucosidaseE10C bei 180 mM NaCl. Es
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wurden 1,8 ml Fraktionen in Gefélen gesammelt, in denen jeweils 200 pl 100 mM
K,HPO,/KH,PO,, pH 6,8 vorgelegt wurde.

Fraktionen mit a-Glucosidase-Aktivitat wurden vereinigt, gegen 10 mM K,HPO4,/KH,PO,,
10 mM EDTA, pH 6,8 diaysiert, gegebenenfalls mittels Macrosep-Zentrifugenkonzentratoren

aufkonzentriert und bis zur weiteren Verwendung bel -20°C gelagert.

Reinigung von solubilisierten inclusion bodies der a-Glucosidase unter denaturierenden

Bedingungen

Solubilisierte  inclusion  bodies der a-Glucosidase-VarianteE1I0OC  wurden  unter
denaturierenden Bedingungen an Q-Sepharose fast flow (Boehringer Mannheim) vorgereinigt
und nachfolgend fir Renaturierungsexperimente verwendet (vgl. Abschnitte 2.2.4.10 und
2.2.4.11). Die selbstgepackte Saule (Sulenvolumen: ca 25 ml) wurde in 7,5 M Harnstoff,
10 MM K,HPO4/KH,PO,4, 10 mM EDTA pH 6,8 bei einer Flurate von 5 ml/min an ener
HiLoad-Chromatographieanlage  (Amersham  Pharmacia, Freiburg) &aquilibriert. Das
Gelmaterial wurde mit maximal 20 mg Gesamtprotein/ml beladen. Die Elution erfolgte in
einem linearen Gradienten Uber 15 Saulenvolumen von 0 mM NaCl auf 1 M NaCl in 7,5 M
Harnstoff, 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 10 MM EDTA, pH 6,8.

Das Eluat wurde unmittelbar in Renaturierungsversuchen verwendet.
Reinigung reaktivierter a-GlucosidaseE10C und renaturierter Fab-Derivate

Reaktivierte a-GlucosidaseE10C wurde an einer Resource Q-Saule (Amersham Pharmacia,
Freiburg) aufkonzentriert. Die Saule wurde in 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 10 mM EDTA, pH
6,8 aquilibriert. Die Elution erfolgte in einem linearen Salzgradienten von 0 auf 500 mM NaCl
in 10 mM K,HPO4/KH,PO,4, 10 mM EDTA, pH 6,8 Uber 10 Saulenvolumen. Unter diesen
Bedingungen eluiert das C-terminal modifizierte Enzym bel 270 mM NaCl.

Renaturiertes FabE10C und FabD10C wurde entweder an einer Resource Q- (Amersham
Pharmacia, Freiburg; Sdulenvolumen: 6 ml) oder an einer POROSP HQ-Saule (Perseptive
Biosystems, Wiesbaden; Saulenvolumen: 1,7 ml) aufgereinigt. Das Gelmaterial wurde in
20mM TrissHCI, 2 mM EDTA, pH 7,5 &quilibriert. Die Elution erfolgte in einem linearen
Salzgradienten von 0 auf 1 M NaCl in 20 mM TrissHCl, 2 mM EDTA, pH 7,5 Uber
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20 Saulenvolumen. Unter diesen Bedingungnen eluierten die Fab-Derivate in Gegenwart von
240 mM-260 mM NaCl.

Peptidanalytik nach Kopplung an CNBr-Sepharose

Die Ermittlung der Kopplungsausbeute der synthetischen Peptide ACK8A und ACE10A an
CNBr-aktivierte Sepharose fast flow erfolgte mittels lonenaustauschchromatographie an
POROS® HS bzw. POROS HQ in 20 mM Borat/NaOH, pH 8,0. Es wurden Proben der
eingesetzten Peptidltsung vor und nach Inkubation in Gegenwart des Gelmaterials analysiert.
Die Elution erfolgte in einem linearen Gradienten von 0 auf 1 M NaCl in 20 mM Borat/NaOH,
pH 8,0 tber 20 Saulenvolumen (S&ulenvolumen: 1,7 ml). Die Peptidkonzentration wurde Uber
die Zahl der freilen Cystein-Reste (vgl. Abschnitt 2.2.4.4.) bestimmt. Im Fall von ACK8A
wurde die Probe vor Analyse mittels lonenaustauschchromatographie mit 100 mM DTT
behandelt, um die S-zert-Butylschutzgruppe abzuspalten.

Trennung der Chimdren von den Ausgangskomponenten zur Gewinnung der Edukte fiir eine

Reassoziation

Neben der Analyse und préparativen Reinigung der Chimére mittels Gelfiltrationschromato-
graphie (vgl. Abschnitt 2.2.5.2) wurden Assoziationsansdtze ebenfalls durch lonenaustausch-
chromatographie an POROSC HS und POROS® HQ untersucht. Ziel dieser Experimente war
es, die nicht-assoziierten Komponenten des Ansatzes hinsichtlich ihrer Interaktionen mit dem
lonenaustauschermaterial zu charakterisieren und fur eine Reassoziation zu isolieren.
Trennungen der Chiméren von den Einzelkompoennten wurden an POROS® HS und POROS®
HQ-Saulen durchgefiihrt. Die Sdulen wurden an einer BioCad Workstation (Perseptive
Biosystems) in Serie geschaltet, so dal’ eine Bindung der Einzelkomponenten ausgehend von
einem Assoziationsansatz an die entsprechenden lonenaustauschermaterialien moglich war.
Die Saulen wurden in 20 mM TrissHCI, 2 mM EDTA, pH 7,5 aquilibriert. Wahrend der
Elution im linearen Salzgradienten wurden die Saulen separat mit einer Flul3rate von 3 ml/min
betrieben.

Fur die POROS® HQ-Saule wurde ein linearer Salzgradient von O auf 500 mM NaCl in
20mM Tris-HCI, pH 7,5 Uber 20 Saulenvolumen verwendet. Von der POROS® HS-Saule
erfolgte die Elution mit einem linearen Salzgradienten von 0 auf 1 M NaCl Uber 20

Saulenvolumen. Die Fraktionsgrofie war 500 pl.
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2.2.5.2 Gelfiltrationschromatographie

Die Gdlfiltrationschromatographie wurde zu analytischen Zwecken mit einer TSKgel 2000-
Saule (Toso Haas) und zu praparativen Zwecken mit der Superdex 75 pg prep grade-Saule
(Amersham Pharmacia, Freiburg) &uilibriert in 50 mM NaHPO,/NaH,PO,, 150 mM NaCl,
pH 7,0 durchgefihrt.

Analytische Gelfiltrationschromatographie

Die Charakterisierung der Assoziationsreaktion von Proteinen mit komplementér geladenen
Fusionspeptiden erfolgte sowohl mittels SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese als auch mittels
analytischer Gdfiltration an TSKgel 2000 SWy, (Saulenvolumen: 14,6 ml). Die
Gelfiltrationssule wurde mit einer Flurate von 0,75 ml/min an einer BioCad Workstation

(Perseptive Biosystems) betrieben.
Prdparative Gelfiltrationschromatographie

Fur die préparative Gelfiltrationschromatographie wurde eine Superdex 75 pg prep-Saule
(Saulenvolumen: 120 ml) verwendet. Die Saule wurde mit einer Fluf¥rate von 1 ml/min
betrieben. Das maximale Auftragsvolumen war 2 ml.

Sowohl die analytische as auch die praparative Gelfiltrationssaule wurden mit MAK33 (150
kD), dem Fab-Fragment von MAK33 (50 kD) und a-GlucosidaseWT (68 kD) kalibriert.
Dabei eluiert MAK33 im Ausschluf3volumen mit einem Elutionsvolumen von 52 ml von der
Superdex 75 pg prep-Saule bzw. mit 6,7 ml von der TSKgel G2000-Sdaule. Das
Antikorperfragment und die a-Glucosidase haben sehr dhnliche Retentionszeiten und eluieren
bei 63,9 bzw. 63,7 ml von der Superdex 75 pg prep-Saule bzw. bel 8,3 ml und 8,2 ml von der
TSKgel G2000-Saule.

2.2.5.3 Reversed Phase-HPLC

Die Reinheit von Proben der a-Glucosidase-Varianten wurde mittels Reversed Phase-HPLC
an ener POROS® HRI1-Siule (C4) analysiert. Die Saule wurde in H,O mit 0,1 %

Trifluoressigsdure (TFA) aquilibriert. Es wurden 10 bis 25 pg Protein injiziert. Die Elution
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erfolgte in einem linearen Gradienten von 10 % auf 80 % Acetonitril in H,O mit 0,1 % TFA
Uber 30 min bel einer Flurate von 1 ml/min.

Das Peptid ACKB8A, das fur die Herstellung der kovalenten Affinitdtschromatographie-
materialien verwendet wurde, wurde mittels Reversed Phase-HPLC an einer C18-Sdule
(Macherey und Nagel, Diiren) gereinigt und fur die massenspektrometrische Charakterisierung
fraktioniert. Elutionsbedingungen: Flurate: 0,5 ml/min, linearer Gradient von 0 % Acetonitril
auf 50 % Acetonitril in HO mit 0,1 % TFA Uber 30 min.

2.2.5.4 Kovalente Affinititschromatographie an Sepharose-ACKS8A

Fur die préparative Charakteriserung von Proteinen mit C-terminalem polyionischen
Fusionspeptid wurde im Rahmen dieser Arbeit eine neue Form der kovalenten
Affinitatschromatographie entwickelt. Uber die Wechselwirkung entgegengesetzt geladener
polyionischer Peptide und die Ausbildung einer Disulfidbriicke sollten dabei gezielt Proteine
mit vollsténdigem Fusionspeptid gereinigt werden.

Durch Kopplung des Lysinpeptides ACK8A (vgl. Abschnitt 2.2.8) an Bromcyan-aktivierte
Sepharose fast flow (Amersham Pharmacia, Freiburg) wurde das Saulenmaterial fur die
Affinitdtschromatographie hergestellt. 2 ml Matrixmaterial wurden in eine C10-Saule mit
Adapter nach Angaben des Herstellers (dmersham Pharmacia, Freiburg) gepackt. Das obere
Drucklimit dieser Saule betrug 0,4 MPa, die maximale Flurate 1 ml/min.

Zur Vorbereitung der Affinitdtschromatographie wurden die Cysteinreste der Peptidsaule
zunéchst mit DTT reduziert und anschlief3end durch Inkubation in Gegenwart von GSSG in
gemischte Disulfide Uberfihrt. Hierzu wurde die Saule in Puffer AO (6 M
Guanidiniumhydrochlorid, 100 mM TrissHCl, 2 mM EDTA, pH 8,5) &quilibriert (max.
Flul¥rate: 0,5 ml/min), anschlieffend wurden 10 ml 100 mM DTT in Puffer AO aufgetragen
(Fluérate: 0,2 ml/min) und nachfolgend 10 ml 100 mM GSSG in Puffer AO (Fluf¥rate: 0,2
mi/min).

Die préparative Feinreinigung bzw. Charakteriserung der Proteine mit C-terminalem
Polyglutamtzag wurde in 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 7,5 (Puffer A1) durchgefihrt.
Hierzu wurden maximal 500 pg Protein/ml Gelmaterial bel einer FluRrate von 0,5 ml/min
aufgetragen. Anschlief3end wurde die Séule weitere 16 h mit einer Flul3rate von 0,3 ml/min mit
Puffer A1 betrieben.
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Proteine, die lediglich Uber ionische Wechselwirkungen mit dem Saulenmaterial interagieren,
wurden in einem linearen Gradienten von 0 auf 500 mM NaCl tber 10 Saulenvolumen und
nachfolgend mit 5 Saulenvolumen 2 M NaCl eluiert (Puffer A2: 20 mM TrissHCI, 2 mM
EDTA, 2 M NaCl, pH 7,5, Flu¥rate: 1 ml/min). Im Anschluf? an die Elution unter nicht-
reduzierenden Bedingungen wurde die Saule in Puffer A1 reaquilibriert.

Die Elution des Zielproteins erfolgte unter reduzierenden Bedingungen in Gegenwart von
25 mM L-Cystein in Puffer A1 und Puffer A2. Fir das FabE10C-Fragment wurde L-Cystein
in einer Konzentration von 10 mM verwendet. Zusétzlich wurden unter Niedrigsalzbedingun-
gen 2 ml 50 mM DTT in Puffer A1 (bzw. 10 mM DTT in Al beim FabE10C-Fragment) bei
einer FuRrate von 1 ml/min aufgetragen. Mit diesem DTT-Puls sollten zum einen
verbleibende gemischte Disulfide reduziert und somit GSH entfernt werden und zum anderen
Fremdproteine, die ausschliefdlich tber Disulfidbriicken mit der Matrix interagieren, abgel 6st
werden. Die Elution der Proteine mit vollstdndigem polyionischen Fusionspeptid erfolgte in
einem linearen Gradienten von O auf 500 mM NaCl Uber 10 Saulenvolumen bei einer
Konzentration von 140 mM NaCl.

Die Peptidsdule wurde in 20 % Ethanol bei 4°C gelagert. Dabei lagen die Cystein-Reste als

gemischte Disulfide vor.

2.2.6 Kooperativitit der Bindung polyionischer Fusionspeptide an Ionenaustauscher-

materialien

Ausgehend vom sigmoidalen Verlauf der Sauerstoffbindungskurve des Hamoglobins
entwickelte Hill (1910) ein empirisches Anpassungsverfahren (zitiert in: Levitzki, 1997). Mit
Hilfe dieses Verfahrens kann die kooperative Wechselwirkung zwischen zwel Bindungs-
partnern beschrieben werden. Positive K ooperativitét bedeutet dabel, dal? die Ausbildung einer
Wechselwirkung die Tendenz zur Ausbhildung weiterer Wechselwirkungen steigert. D.h. die
Affinitét der beiden Bindungspartner bzw. die Affinitat zur Bindung weiterer Liganden wird
erhoht. Die experimentellen Daten werden dabei mit folgender Gleichung beschrieben:

- (15)

y=1
atx

Im vorliegenden Fall der Wechselwirkung zwischen polyionischen Fusionspeptiden und einer
lonenaustauschermatrix sind dabel verschiedene Gleichgewichte zu berticksichtigen. Die
anionischen Fusionspeptide gehen Wechselwirkungen mit der positiv geladenen Matrix und

mit Na'-lonen ein. In Abwesenheit (berschiissiger monovalenter Gegenionen ist die
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Interaktion von Peptid und Polyanion die stabilste. Nur durch diese Bindung ist eine
Kooperativitét zu erwarten. Der Exponent n ist eine Konstante, mit der die Kooperativitét
charakterisiert werden kann. Die kooperative Elution ist auf die Kompetition der
Uberschiissigen Gegenionen Na“ und CI" um Bindungsstellen am Fusionspeptid und an der
Matrix zurtickzufthren. Mit Hilfe des Exponenten n sollten Rickschlisse auf die Anzahl
monovalenter lonen moglich sein, die fur die Elution erforderlich sind. Die Konstante aist in
dem ursprunglichen Anpassungsverfahren nach Hill die Dissoziationskonstante fur den
betrachteten Komplex. Dabei wird die Bindung in Abhangigkeit von der Ligandenkonzentra-
tion analysiert. Im vorliegenden Fall wird die Bindung des Liganden in Abhangigkeit von der
Konzentration der Kompetitoren untersucht. Als Kompetitoren sind sowohl Na'- as auch CI'-
lonen zu betrachten. Diese kdnnen in unterschiedlichem Mal3e fur die Elution verantwortlich
sein. Daher kann die Konstante a nicht a's einfache Dissoziationskonstante betrachtet werden,
sondern vielmehr als zusammengesetzte Konstante, die die Gleichgewichte aler
monovalenten lonen berticksichtigt. Da die monovalenten lonen als Kompetitoren wirken,
kann a as Kompetitionskonstante bezeichnet werden (Bachmann, 1997). In Abhangigkeit von
der Kompetitorkonzentration wird das normierte Mef3signal y erfald. Hierbel bedeutet y =
100 % die vollstandige Bindung des Fusionsproteins a-GlucE10C an die Matrix undy = 0 %

die vollsténdige Ablésung des Proteins von der Matrix.

2.2.7 Massenspektrometrie von Peptiden mit MALDI

Die polyionischen Peptide ACK8A bzw. ACE10A die fir die Herstellung der Affinitéts-
chromatographiesdulen verwendet wurden, wurden mittels MALDI-TOF-Massenspektrome-
trie an einem REFLEX Spektrometer (Bruker-Franzen Analytik, Bremen) charakterisiert.

Die massenspektrometrische Analyse wurde freundlicherweise von Frau Dr. A. Schierhorn
(Forschungsstelle ”Enzymologie der Proteinfaltung” der Max-Planck-Gesellschaft, Halle)
durchgefhrt.

2.2.8 N-terminale Sequenzierung

Die ldentitdt der gereinigten Proteine und die Vollstandigkeit der N-terminal modifizierten
Konstrukte wurde nach Proteintransfer auf PVDF-Membran mittels N-terminaler
Sequenzierung untersucht. Durch automatischen Edman-Abbau mit einem Applied
Biosystems 476A Gasphasen-Sequencer (4pplied Biosystems, Forster City, USA) wurden
jeweils die ersten 6 bis 7 Aminosauren identifiziert.
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Die Sequenzanayse wurde freundlicherweise von Herrn Dr. K. P. Riicknagel (Forschungs-
stelle ”Enzymologie der Proteinfaltung” der Max-Planck-Gesellschaft, Halle) durchgefiihrt.

2.2.9 Kopplung von Peptiden an CNBr-aktivierte Sepharose

1 g lyophilisierte CNBr-aktivierte Sepharose fast flow (Amersham Pharmacia, Freiburg)
wurde 30 min in 10 ml 1 mM HCI-L6sung bei 4°C inkubiert. Das gequollene Gelmaterial (ca.
3 ml) wurde zundchst mit 15 Gelvolumen (ca. 50 ml) eisgekihlter 1 mM HCI-Ldsung
gewaschen und nachfolgend mit 50 ml 20 mM Borat-Puffer, pH 8,3 &quilibriert. Fur die
Kopplung der ACK8A-Peptide wurden 5 mg Lyophilisat in 1Iml 20 mM Borat/NaOH, pH 8,3
gelost. Der pH-Wert wurde kontrolliert und gegebenenfalls mit 0,1 M NaOH eingestellt. Es
wurden 10 ml einer Suspension aus ca. 3 ml gequollenem Gelmaterial und 660 nmol geldstem
Peptid in 20 mM Borat/NaOH, pH 8,3 furr 16 h auf einem Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert.
Anschlief3end wurde das Gelmaterial mittels Zentrifugation (1000 g; 5 min; 4°C) sedimentiert.
Der Uberstand wurde fiir die Bestimmung der Kopplungsausbeute aufbewahrt. Restliche
aktivierte Gruppen des Gelmaterials wurden durch Inkubation in 10 ml 1 M Ethanolamin in
100 mM Borat/NaOH, pH 8,0 fiir 4 h bei Raumtemperatur inaktiviert (Uberkopfschiittler).
Die ACK8A-Sepharose wurde 9mal abwechselnd mit 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 8,0 und
50 mM Tris-Glycin, 1 M NaCl, pH 4,0 gewaschen und bis zur weiteren Verwendung in 20 %
Ethanol bei 4°C gelagert.

NH

OH  BrCN, pH 10-11 O—C=N  NH,R pH8 O—yi—NHR

OH O—C=N j O—C—NHR
I

Abb. 2.4: Schema der Kopplung von Peptiden tUber primare Aminogruppen an CNBr-aktivierte
Sepharose

2.2.10 Analytische Ultrazentrifugation

Messungen des Sedimentationsgleichgewichts wurden in der analytische Ultrazentrifuge
Optima XL-A (Beckman Instruments, Palo Alto) durchgefihrt. Hierzu wurden
Doppelsektorzellen in einem An60Ti-Rotor bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit von
8000 rpm bel 20°C verwendet. Es wurden Proteinldsungen mit Konzentrationen im Bereich
von 0,04 bis 0,1 mg/ml in 50 mM NaH,PO4#/N,HPO,, 150 mM NaCl, pH 7,0 untersucht. Die

experimentellen Daten wurden mit Hilfe der Software des Herstellers analysiert.
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2.2.11 CD-Spektroskopie

Fern-UV-CD-Spektren wurden bel 22°C in einem AVIV 62A DS Spectropolarimeter (4V1V,
Lakewood, N. J.) aufgenommen. Es wurde eine Quartzkivette (Hellma) mit einer Schichtdicke
von 0,1 cm verwendet. Die Spektren wurden 10 ma akkumuliert, dabei betrug die
durchschnittliche Mef3zeit pro Mef3punkt 5 s bei einer Spaltbreite von 1 nm. Die Spektren
wurden in einem Bereich von 200 bis 250 nm bei einer Proteinkonzentration von 120 pg/ml in
50 mM NaH,PO,/N,HPO, 150 mM NaCl, pH 7,0 ermittelt und um den Puffer-Anteil

korrigiert. Die molare Elliptizitét Q4 Wurde nach Schmid (1997) berechnet:

_ QX00XM,

i _ Qx00>M,
molar =~ 000

(16)
Hierin bedeuten Q die gemessene Elliptizitét in mdegree korrigiert um die Elliptizitdt des
Puffers, M, die molare Masse des Proteins, ¢ die Proteinkonzentration in mg/ml und & die
Schichtdicke der Kuvette in cm. Der Faktor 100 resultiert aus der Umrechnung der
Konzentration von mol/l in dmol/cm®. Der Faktor 1000 ergibt sich aus der Umrechnung der
Einheit der gemessenen Elliptizitét von mdegree in degree. Die Einheit der molaren Elliptizitét
ist degree* cm”* dmol ™.

Berechnungsgrundlage waren folgende molare Massen der verwendeten Proteine:

M, (FabE10C) = 52 372, M, (R10C-a-Gluc) = 70 228 und M, (a-GlucR10C) = 69965. Die

molare Massen der Chiméren ergaben sich additiv aus den Einzelkomponenten.

2.2.12 Lyophilisation von Proteinproben

Fir die Bestimmung der Konzentrationsabhangigkeit der Reaktivierungsausbeute der a-
GlucosidaseE10C in Lésung war es erforderlich eine 2,5 mg/ml Losung mittels Lyophilisation
zu konzentrieren. Hierzu wurden 2 ml Proteinldsung gegen 50 mM Acetat-Puffer, pH 5,8
dialysiert und anschlief?end in der Gefriertrocknungsanalge Christ Beta 1-16 (Christ
Gefriertrocknungsanlagen, Osterode) bei einer Arbeitstemperatur von 25°C lyophilisiert. Das
Lyophilisat wurde in Solubilisierungspuffer (8 M Harnstoff in 10 mM K;HPO4/KH2PO.,,
1 mM EDTA, 2mM DTT, pH 7,0) aufgenommen.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden polyionische Fusionspeptide hinsichtlich mdglicher
biotechnologischer Anwendungen untersucht. Als polyionisches Fusionspeptid wird im
folgenden eine Sequenz von 10 gleichartig geladenen Aminosdureresten und einem
zusétzlichen Cystein-Rest bezeichnet, die gentechnisch mit einem Protein verbunden wurde.
Als Fusionspartner wurde zum einen a-Glucosidase Pl aus Saccharomyces cerevisiae und
zum anderen das Fab-Fragment des monoklonalen Antikorpers MAK 33 verwendet.

Sowohl der Einflu der Fusionspeptide auf die Herstellung und Funktionalitét der
rekombinanten Proteine wird beschrieben als auch ihre Bedeutung fir eine effiziente

Reinigung, Renaturierung und gerichtete Assoziation.

3.1 Herstellung und Reinigung von Proteinen mit polyionischen

Fusionspeptiden

Zur Analyse der verschiedenen Fragestellungen werden vorwiegend vier Konstrukte néher
charakterisiert. Diese sind in Abbildung 3.1.1 schematisch dargestellt und mit der
entsprechenden Nomenklatur versehen.

EEEEEEEEEESCP

o e
- El FAE10C

MTISDRRRRRRRRRRC
o-Glucosidase R10C-0t-Glug
RRRRRRRRRRCGP
c-Glucosidase D a-GlucR 10C
| EEEEEEEEFECGP
o-Glucosidase D a-ClucE10C

Abb. 3.1.1: Schematische Darstellung der Proteine mit polyionischen Fusionspeptiden
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Das Antikorperfragment FabE10C wurde durch eine C-terminale Extension des Fd-
Fragmentes von 10 Glutaminsdure-Resten und einem Cystein-Rest erstellt. Das Fd-Fragment
besteht aus der variablen und der ersten konstanten Doméne der schweren Kette von MAK33.

Desweiteren wurden drei Varianten der a-Glucosidase untersucht. Davon enthielt eine ein N-
terminales und eine ein C-terminales Fusionspeptid bestehend aus 10 Arginin-Resten und
einem zusétzlichen Cystein-Rest bezeichnet als R10C-a-Gluc bzw. a-GlucR10C. Die dritte
Variante der a-Glucosidase wurde am C-Terminus durch Anfiigen eines Decaglutaminsdure-
tags mit zusatzlichem Cystein modifiziert und wird im folgenden als a-GlucE10C bezeichnet.

Zum Schutz vor Abbau durch Exoproteasen wurden ale in der vorliegenden Arbeit

verwendeten C-terminalen Fusionspeptide mit einem Prolin-Rest as terminale Aminosaure
versehen (Skerra et al., 1991).

3.1.1 Herstellung und Reinigung von Varianten des Fab-Fragmentes mit polyionischem

Fusionspeptid

Das Fab-Fragment von MAK 33 wurde durch Anfligen eines polyionischen Fusionspeptides an
den C-Terminus des Fd-Fragmentes modifiziert. Aus Arbeiten von Blcheler (1989) war
bekannt, dal? das Fd-Fragment als LacZ-Fusion (ersten 8 Aminosduren der 3-Galactosidase) in
rekombinanten Escherichia coli mit hohen Ausbeuten in unldslicher Form hergestellt werden
kann. Zur weiteren Steigerung der Ausbeute an heterologem Protein wurde eine
Umklonierung in ein pET-System durchgefuhrt. Dadurch wurde das Gen, das das Fd-
Fragment kodiert, unter der Kontrolle eines T7/ac-Promoters exprimiert. Gleichzeitig wurden
Sequenzen an das 3'-Ende des Gens angefigt, die fur unterschiedliche polyionische
Fusionspeptide kodieren. Als geladene Aminosauren wurden entweder 10 Glutaminsaure-,
Asparaginsdure- oder Arginin-Reste verwendet. Zusétzlich enthielt jedes Fusionspeptid einen
Cystein-Rest. Exemplarisch ist in Abbildung 3.1.2 das Fd-Fragment mit Deca
glutaminsdurefusion schematisch dargestellt.

Die Expression der modifizierten Gensegquenzen erfolgtein E. coli BL21(DE3) pUBS520 nach
Induktion mit 1 mM IPTG. Der Anteil des Fd-Fragmentes am Gesamtzellprotein wurde
densitometrisch an Coomassie-gefarbten SDS-Gelen bestimmt und betrug fir die einzelnen
Varianten: nicht-modifiziertes Fd-Fragment 29 % , FAR10C 47 % und FAE10C 24 % (vgl.
Abbildung 3.1.2 A) bel Kultivierung auf LB-Medium supplementiert mit 2 % Glucose. Aus
Abbildung 3.1.2 B-C kann die Bildung von FAR10C bzw. FAE10C bei Kultivierung von
E. coli BL21(DE3) pUBS520 auf Mineralsalzmedium supplementiert mit 2 % Glucose
entnommen werden. Dabei wurde FAR10C mit einem Anteil von 42 % und FAE10C mit
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einem Anteil von 34 % am Gesamtzellprotein gebildet. Separat wurde die leichte Kette k von
MAKS33 in EcoB pUBS520 hergestellt (Abbildung 3.1.2 D). Die Expression der cDNA
erfolgte hier unter der Kontrolle des tac-Promotors und fihrte zu einem Anteil der k-Kette am
Gesamtzellprotein von ca. 9 %. Dieses enspricht dem in der Literatur beschriebenen
Expressionsniveau (Blcheler, 1989). Die Identitét der Banden wurde mittels Western Blot und
immunologischer Detektion mit einem Anti-Maus-1gG-spezifischen Antikorper-Peroxidase-

Konjugat nachgewiesen.
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Abb. 3.1.2: Expression der cDNA, die die Derivate des Fd-Fragmentes von MAK33 und die k-Kette
codiert, in Escherichia coli BL21(DE3) pUBS520 bzw. in EcoB pUBS520. 12%iges Gel nach SDS-
PAGE unter reduzierenden Bedingungen und Coomassie-Farbung. Aufgetragen wurden jeweils 20 ug
Gesamtzellprotein vor und nach Induktion. A. Expressionstest der Fd-Konstrukte von MAK33 in
E. coli BL21(DE3) pUBS520 auf LB-Medium supplementiert mit 2 % Glucose bei 37°C: (1)
Proteinmarker, (2) MAK33, (3) Fab-Standard, (4) nicht modifiziertes Fd-Fragment vor Induktion und
(5) 3 h nach Induktion, (6) FAR10C vor und (7) 3 h nach Induktion, (8) FAE10C vor und (9) 3 h nach
Induktion. B. Expression von FAR10C auf Mineralsalzmedium mit Glucose as alleiniger Kohlenstoff-
quelle wahrend der Bioreaktorkultivierung von BL21(DE3) pUBS520: (1) Proteinmarker, (2)
MAKS33-Standard, (3) Gesamtzellprotein vor Induktion, (4) Gesamtzellprotein 3 h nach Induktion. C.
Expresson von FdE10C auf Mineralsalzmedium: (1) Proteinmarker, (2) Fab-Standard, (3)
Gesamtzellprotein vor und (4) 3 h nach Induktion. D. Expression von pBT111 (k-Kette) in EcoB
pUBS520 auf LB-Medium: (1) Proteinmarker, (2) Fab-Standard, (3) Gesamtzellprotein vor und (4) 3 h
nach Induktion.

Auffallend ist das hohe apparente Molekulargewicht der modifizierten Fd-Fragmente im
Vergleich zur k-Kette und zum reduzierten authentischen Fab-Fragment, das aus den SDS
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Gelen ermittelt werden kann. Der Laufunterschied kann nicht alein mit der Zunahme des
Molekulargewichts durch das Anfligen des polyionischen Fusionspeptides erklart werden.
Vermutlich ist die verénderte Interaktion mit den SDS-Molekillen ebenso in Betracht zu
Ziehen.

Beide Ketten des Fab-Fragmentes fielen als unlésliches Protein im Cytosol an. Die Isolierung
dieser inclusion bodies nach der Methode von Rudolph et al. (1997) stellt einen ersten
effizienten Reinigungsschritt dar. Abbildung 3.1.3 zeigt die inclusion body-Pr8parationen der
leichten Kette k und der Fd-Fragmente nach Solubilisierung in 6 M Guanidinium-
hydrochlorid.

50 KD
40 KD -
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Abb. 3.1.3: 12%iges Gel nach SDS-PAGE der solubilisierten inclusion bodies der k-Kette und der
FdX-Fragmente unter reduzierenden Bedingungen; Coomassie-Farbung. (1) Proteinmarker, (2) Fab-
Fragment von MAK33, (3) Solubilisat der k-Kette, (4) Solubilisat des FAR10C-Fragmentes, (5)
Solubilisat des FAE10C-Fragmentes.

Die Renaturierung erfolgte durch Verdinnung. Zur Optimierung der Renaturierungsausbeute
wurden folgende Parameter variiert:

- Verhdtnis von leichter Kette und FdX-Fragment (Abb. 3.1.4)

- Redoxsystem (GSH:GSSG; Gesamtglutathionkonzentration) (Abb. 3.1.5)

- Proteingesamtkonzentration im Ansatz (Pulsexperimente) (Abb. 3.1.6)

- Renaturierungszeit (Abb. 3.1.7)

Buchner und Rudolph (1991) sowie Lilie et al. (1994) untersuchten den Einfluld
unterschiedlicher Parameter auf die oxidative Renaturierung von authentischem und
rekombinant in Escherichia coli hergestelltem Fab-Fragment. Die Renaturierung der
modifizierten Fab-Fragmente erfolgte in Anlehnung an die aus vorliegenden Arbeiten
entnommenen Renaturierungsparameter und wurde fur die einzelnen Derivate optimiert.
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Einflufs des Verhdltnisses von leichter Kette und Fd-Fragment

Die inclusion body-Pr8parationen der Fd-Fragmente enthielten noch Fremdprotein. Der Anteil
der schweren Kette am Gesamtprotein wurde densitometrisch bestimmt und umfal3t fir die
FAR10C-Variante 85 % und fur die FAE10C-Variante 50 %. Unter Beriicksichtigung dieser
Werte und der Gesamtproteinkonzentration des Solubilisates wurde die Konzentration der Fd-
Fragmente ermittelt.

Bel der Renaturierung von Antikorperfragmenten kann die Aggregation einer der beiden
Ketten die Ausbeute erheblich mindern. Bekannt ist, dal? die k-Kette in Ldsung in isolierter
Form renaturiert werden kann, wohingegen haufig die schwere Kette bzw. das Fd-Fragment
zur Aggregation neigen (Buchner, 1987). Daher wurde die Renaturierungsausbeute des
FabE10C und des FabR10C in Abhangigkeit vom Verhdltnis des Fd-Fragmentes und der
leichten Kette untersucht. Die Renaturierung erfolgtein 1 M Tris-HCI, 2 mM EDTA, 0,6 mM
GSH und 2,4 mM GSSG, pH 8,0 bei 10°C fur 70 h. Die Konzentration der k-Kette im Ansatz
war 5 pg/ml. Das molare Verhdltnis von Fd-Fragment und k-Kette wurde zwischen 0,5 und
20 variiert. In Abbildung 3.1.4 ist die relative Reaktivierungsausbeute nach 70 h bei 10°C in
Abhangigkeit vom molaren Verhdltnis (FdX/K) fur beide Varianten dargestelit.
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Abb. 3.1.4: Relative Renaturierungsausbeute von FabE10C (@) und FabR10C (A) in Abhangigkeit
vom molaren Verhdtnis von Fd-Fragment und k-Kette. Die Renaturierung erfolgte in 1 M Tris-HCI,
2mM EDTA, 24 mM GSSG, 0,6 mM GSH, pH 8,0 fur 70 h bel 10°C. Die Konzentration der k-Kette
war 5 pg/ml (200 nM). Die Konzentration des funktionellen Fab-Fragmentes wurde mittels ELISA
(vgl. Abschnitt 2.2.4.6) bestimmt. Die Renaturierungsausbeute wurde auf den hochsten Wert der
Renaturierungsausbeute von FabE10C bei 20fachem molaren Uberschul des Fd-Fragmentes normiert.
Dieser lag nach 70 h Renaturierungszeit bei 10 %.

Aus Abbildung 3.1.4 geht hervor, dal3 hochste Renaturierungsausbeuten bei einem 4fachen
molaren UberschuR von FAR10C bzw. 8fachen molaren Uberschul? von FAE10C erzielt
wurden. Dieses Verhdtnis wurde fir weitere Renaturierungsexperimente verwendet.
Auffallend ist die geringe Renaturierungsausbeute von FabR10C und die Abnahme der
Renaturierungsausbeute mit zunehmender Konzentration des FAR10C-Fragmentes im Ansatz.



70 Ergebnisse

Diese kann moglicherweise auf die bevorzugte Aggregation des Fd-Fragmentes nach
Interaktion des positiv geladenen Fusionspeptides mit DNA im Renaturierungsansatz
zurtickgefuhrt werden. Nach Bindung an DNA erfolgt eine lokale KonzentrationserhGhung.
Ahnliches wurde fiir das negativ geladene FAE10C-Fragment nicht beobachtet.

Einflufs des Redoxsystems

Fir die Ausbildung der nativen Struktur des Fab-Fragmentes ist die Bildung der richtigen
intramolekularen und intermolekularen Disulfidbriicken entscheidend. Da mit dem
polyionischen Fusionspeptid ein weiterer Cystein-Rest an die Primérsequenz des Fd-
Fragmentes angefligt wurde, sollte zun&chst die Frage geklart werden, ob dieser einen Einfluld
auf die Ausbeute an funktionellem Fab-Fragment hat.
Dazu wurden nicht modifiziertes Fab-Fragment, FabE10C und FabR10C in Gegenwart
unterschiedlicher Verhdltnisse an reduziertem zu oxidiertem Glutathion renaturiert. Die
Glutathiongesamtkonzentration war dabei konstant 3 mM.
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Abb. 3.1.5: Reative Renaturierungsausbeute von unterschiedlichen Fab-Varianten in Abhangigkeit
vom Verhdltnis des oxidierten zu reduzierten Glutathions. Die Glutathiongesamtkonzentration war
dabei konstant 3 mM. Die Renaturierung wurde wie in Abb. 3.1.4 mit optimalem k/FdX-Verhaltnis
durchgefuhrt. Nach 50 h wurde die Ausbeute mittels ELISA bestimmt. Die Werte wurden auf die
hochste Ausbeute (FabE10C: 7,4 % nach 50 h bei 10°C) normiert.

Aus Abbildung 3.1.5 geht hervor, da’3 die Renaturierung unter leicht oxidierenden
Bedingungen GSH?/GSSG = 10* M (24 mM GSSG/0,6 mM GSH) zu bevorzugen ist.
Hierbel ist die Renaturierungsausbeute des mit Glutamatfusionspeptid versehenen Fab-
Fragmentes doppelt so hoch wie die des nicht modifizierten Antikdrperfragmentes. Auffallend
ist die geringe Renaturierungsausbeute des FabR10C im Vergleich zu den anderen Fab-
Fragmenten. Die Variation der Gesamtglutathionkonzentration zwischen 2 und 5 mM bel
konstantem GSH?/GSSG-Verhaltnis hatte keinen EinfluR auf die Reaktivierungsausbeute
(Daten nicht gezeigt).
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Erhohung der volumenbezogenen Renaturierungsausbeute durch Pulsen

Nachteile der Renaturierung durch Verdinnen sind das Arbeiten mit grof3en Volumina und
die geringe Proteinkonzentration. Im Fall des Fab-Fragmentes liegt diese bei 10 pg/ml
bezogen auf das zu renaturierende Fab-Fragment. Eine Mdoglichkeit, die volumenbezogene
Ausbeute zu erhohen, ist die Pulsrenaturierung. Hierbei wird dem Renaturierungsansatz in
einem zuvor ermittelten zeitlichen Abstand mehrfach denaturierte Proteinlésung zugesetzt.
Bereits gefaltete Proteinmolekile bzw. stabile Faltungsintermediate aggregieren dabel nicht
mit dem hinzugefugten Protein. Die Zugabe von denaturiertem Protein wird dadurch begrenzt,
dad3 entweder bei hohen Proteinkonzentrationen Aggregation einsetzt bzw. da3 die
Restkonzen-tration an Denaturierungsmittel im Ansatz eine weitere Renaturierung verhindert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde fir das nicht modifizierte Fab-Fragment sowie fir die beiden
Derivate FabE10C und FabR10C Untersuchungen zur Renaturierung durch Pulsen
durchgefihrt. Im zeitlichen Abstand von 50 h wurde die Konzentration an zu renaturierendem
Fab-Fragment jeweils um 10 pg/ml erhéht. Vor jeder Zugabe wurde die Renaturierungs-
aushbeute mittels ELISA bestimmt. In Abbildung 3.1.6 sind die relativen Renaturierungs-
ausbeuten bezogen auf den Maximalwert der Ausbeute von FabE10C von 24,3 % bei
40 pg/ml im Ansatz dargestellt. Die gesamte Versuchsreihe wurde als Dreifachbestimmung
durchgefhrt.
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Abb. 3.1.6: Pulsexperimente: Relative Renaturierungsausbeute von FabE10C (@), nicht-
modifiziertem Fab () und FabR10C (A) in Abhangigkeit von der maximalen Konzentration an
FabX im Ansatz. Im zeitlichen Abstand von 50 h wurde zum Renaturierungsansatz Solubilisat des
FdX-Fragmentes und der k-Kette hinzugegeben, so dal3 die Konzentration an maximal renaturier-
barem Fab-Fragment jeweils um 10 pg/ml gesteigert wurde. FAE10C und FdR10C wurden in
entsprechend optimiertem Uberschul? eingesetzt. Die Renaturierung wurde in 1 M TrissHCI, 2 mM
EDTA, 24 mM GSSG, 0,6 mM GSH, pH 8,0 bei 10°C durchgefuhrt. Funktionelles Fab-Fragment

wurde mittels ELISA bestimmt. Angegeben ist die Standardabweichung vom Mittelwert von drel
parallelen Renaturierungsansdtzen unter Annahme einer Gaul3schen Normalverteilung der Fehler.

Aus Abbildung 3.1.6 geht hervor, dai3 die Fab-Variante mit Polyglutaminsaurefusionspeptid
mit ahnlichen Ausbeuten renaturiert werden kann wie das nicht-modifizierte Fab-Fragment.
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Auffallend ist wiederum die relativ geringe Renaturierungsausbeute des FabR10C-
Fragmentes.

Zur Steigerung der Renaturierungsausbeute des FabR10C-Fragmentes wurden Untersuchun-
gen durchgefihrt, in denen das modifizierte Fd-Fragment an einer entgegengesetzt geladenen
Matrix (Heparin-Sepharose) immobilisiert wurde. Dazu wurden sowohl die leichte Kette a's
auch das Fd-Fragment gegen 8 M Harnstoff, pH 4,0 diaysiert. Die Rickfaltung sollte durch
Zusatz von 50 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 2,4 mM GSSG, 0,6 mM GSH, pH 8,0 und der
denaturierten leichten Kette initiiert werden. Die Matrix-unterstiitzte Renaturierung wurde in
Gegenwart unterschiedlicher Zusétze zum Renaturierungspuffer wie Ethylenglykol und
Glycerin durchgefiihrt. Nach Abldsen des Fab-Fragmentes mit 1 M NaCl in 1 M Tris-HCl,
2mM EDTA, pH 8,0 konnte jedoch kein funktionelles FabR10C-Fragment nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt).

Renaturierungskinetik

Die oxidative Renaturierung des Fab-Fragmentes wurde eingehend von Buchner und Rudolph
(1991) sowie Lilie et al. (1994) charakterisiert. Die Renaturierung erfolgt sehr langsam Uber
einen Zeitraum von 200-250 h. Wéhrend der gesamten Zeit findet die Bildung korrekter
Disulfidbriicken statt.
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Abb. 3.1.7: Zeitlicher Verlauf der oxidativen Renaturierung von FabE10C (@) und FabR10C (A) in
1 M Tris-HCI, 2 mM EDTA, 2,4 mM GSSG, 0,6 mM GSH, pH 8,0, 10°C, ¢, = 5 pg/ml, optimierter
Anteil an FdX-Fragment.

Aus Abbildung 3.1.7 ist ersichtlich, dafd auch die Renaturierung von FabE10C einer sehr
langsamen Kinetik unterliegt. Maximale Renaturierungsausbeuten von etwa 25 % werden erst
nach einer Renaturierungszeit von 200 - 250 h erreicht. Somit ist die Renaturierungskinetik
von FabE10C &hnlich der des nicht-modifizierten Antikorperfragmentes.
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Da das FabR10C-Fragment nur in sehr geringen Ausbeuten in funktioneller Form gewonnen
werden konnte, wurde es in weiteren Experimenten nicht verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ebenfals eine Variante des Fab-Fragmentes mit
Polyaspartatfusionspeptid (FabD10C) erstellt. Diese Variante wies ahnliche Eigenschaften
beziiglich Expression und Renaturierungsausbeute wie FabE10C auf.

Fir praparative Zwecke wurde FabE10C im 5 |-Malistab bei 8fachem molaren Uberschul? des
FAE10C-Fragmentes gegentber der k-Kette in 1 M Tris-HCI, 2 mM EDTA, 0,6 mM GSH,
2,4 mM GSSG, pH 8,0 bel 10°C Uber 250 h renaturiert. Die maximale Konzentration an
renaturierbarem FabE10C wurde dabei im zeitlichen Abstand von 50 h von angfangs
10 pg/ml stufenweise (vgl. Renaturierung durch Pulsen) auf 40 pg/ml erhoht. Unter diesen
Bedingungen wurden Renaturierungsausbeuten von 25 % erreicht. Nach Zentrifugation (2 h,
4°C, 6000 rpm, Rotor JLA 8.1000, Beckman) wurde der Renaturierungsansatz mittels
Querstromfiltration von 5 | auf 100 ml aufkonzentriert und gegen 20 mM Tris-HCI, 2 mM
EDTA, pH 8,0 dialysiert. Die konzentrierte Proteinl6sung wurde zentrifugiert (75 000 g, 20
min, 4°C) und auf einen Anionenaustauscher aufgetragen. Die Chromatographie wurde an
einer Resource Q-Saule (Saulenvolumen: 6 ml) durchgefihrt. Das Saulenmaterial wurde mit
10 mg Gesamtprotein beladen. Die Elution erfolgte in einem linearen Gradienten Uber 20
Saulenvolumen von 0 auf 500 mM NaCl in 20 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA, pH 8,0 bel einer
Flu3rate von 6 ml/min. In Abbildung 3.1.8 A ist das Elutionsprofil von FabE10C an Resource
Q dargestellt.

Aus Abbildung 3.1.8 geht hervor, da3 das funktionelle FabE10C-Fragment bei einer
Leitfahigkeit des Eluenten von 23,5 mS/cm eluiert. Das entspricht einer Konzentration von
etwa 260 mM NaCl. Durch die Chromatographie kann das disulfidverbriickte FabE10C-
Fragment effizient von hohermolekularen disulfidverbriickten Aggregaten der FAE10C-K ette
getrennt und zur Homogenitét gereinigt werden (Abb. 3.1.8 C). Die SDS-PAGE zeigt, dal3 die
interchenare Disulfidbriicke von FabE10C quantitativ ausgebildet wurde. Anhand des UV-
Spektrums ist ersichtlich, da3 FabE10C weder durch Proteinaggregate noch durch andere
Verunreinigungen wie Nukleinsiuren kontaminiert ist. Dariber hinaus bestent Uberein-
stimmung zwischen der durch UV-Absorption und mittels ELISA bestimmten Protein-
konzentration. Daraus ergibt sich, dal3 das gereinigte FabE10C keinen Anteil an 16slichem,
aber nicht-funktionellem Protein enthélt.
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Abb. 3.1.8: Renigung des renaturierten FabE10C mittels lonenaustauschchromatographie.
A. Elutionsprofil von FabE10C an Resource Q (Elutionsbedingungen vgl. Text.). B. 12%iges SDS-Gel
nach Coomassie-Farbung. Bahn 3-6 unter nicht-reduzierenden Bedingungen, Bahn 1, 2, 7-12 unter
reduzierenden Bedingungen. (1) und (7) MAKS33-Standard, (2) und (8) Proteinmarker, (3) und (9)
konzentrierter Renaturierungsansatz vor Resource Q, (4) und (10) sowie (5) und (11) Fraktionen mit
funktionellem Fab-Fragment, (6) und (12) hohermolekulare disulfidverbriickte Aggregate des
FAE10C-Fragmentes, Elution bei ca. 400 mM NaCl. C. 10%iges Gel nach SDS-PAGE unter nicht-
reduzierenden Bedingungen und Silberférbung. (1) Proteinmarker, (2) 1 pg FabE10C. D. UV-

Absorptions-spektrum von 310 pg/ml FabE10C.
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Aus 100 g Biofeuchtmasse von E. coli BL21(DE3) pUBS520 pET-11a FAE10C und aus
100 g Biofeuchtmasse von EcoB pUBS520 pBT111 (k-Kette) konnten 30-45 mg natives,
gereinigtes FabE10C gewonnen werden. Die Renaturierungsausbeute lag bei 25 %. Die
Verluste bei der Aufkonzentrierung mittels Querstromfiltration und der Dialyse waren mit
2 % sehr gering. Der Verlust bei der chromatographischen Reinigung mittels Resource Q lag
zwischen 20 und 35 %. Durch diesen Chromatographieschritt wurde das FabE10C-Fragment
zur Homogenitét gereinigt.

3.1.2 Herstellung und Reinigung von Varianten der a-Glucosidase mit polyionischem

Fusionspeptid

Ausgehend von der cDNA einer Variante der a-Glucosidase mit C-terminalem Hexaarginin-
tag (Stempfer et al.,, 1996b) wurden unterschiedliche Expressionskonstrukte erstellt. Als
Expressionsvektor wurde pKK177-3 verwendet, so dal3 die Expression des a-Glucosidase-
Gens unter der Kontrolle eines fac-Promotors erfolgte. Die Klonierungsstrategie kann dem
Kapitedl Materia und Methoden entnommen werden. Aus Arbeiten von HOll-Neugebauer
(1992) war bekannt, dal3 das Anfligen eines C-terminalen positiv- oder negativ-geladenen
Fusionspeptids keinen Einfluld auf die enzymatische Aktivitdt der a- Glucosidase hat. Die
dabel verwendeten Fusionspeptide bestanden aus maxima 10 Arginin-Resten bzw. 7
Glutaminsaure-Resten und enthielten keinen zusétzlichen Cystein-Rest.

In Anlehnung an Stempfer et al. (1996b) wurde eine N-terminal modifizierte Variante der a-
Glucosidase mit einem Decaarginin-fag entwickelt. Dabei wurde der N-Terminus der a-
Glucosidase um die Sequenz MTISDR10C verlangert. Die ersten funf Aminosduren
entsprechen dem Anfang der a-Glucosidase-Primérsequenz und sollten die Expression des
Gensin Escherichia coli gewahrleisten.

Herstellung der a-Glucosidase-Varianten als losliches Protein

Die Expression samtlicher Genkonstrukte der a-Glucosidase erfolgte zundchst in Escherichia
coli C600 pUBS520 nach Kopetzki et al. (1989b). Durch limitierte Induktion in Gegenwart
von 0,5 % Lactose bel niedrigem pH-Wert (pH 5,0) und niedriger Temperatur (24°C) fallen
dabel etwa 90 % des gebildeten Enzyms in léslicher From im Cytosol an. Der Antell des
rekombinanten Proteins am Gesamtzellprotein betragt etwa 5 %. In Abbildung 3.1.9 A und B
ist die Auswertung der Expressionstests mittels 10%iger SDS-PAGE dargestellt. Zum
Vergleich ist die Bildung des Wildtypproteins der a-Glucosidase in E. coli C600 pUBS520
pKK177_a-GlucO abgebildet.
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Abb. 3.1.9: 10%iges SDS-Gel nach Coomassie-Farbung zur Auswertung der Expressionstests von
E. coli C600 pUBS520 pKK177_a-Gluc. Die Kultivierung erfolgte nach Kopetzki et al. (1989b).
A. Aufgetragen sind jeweils 20 pg Gesamtzellprotein vor und nach Induktion der Genexpression. (1)
Proteinmarker; (2) a-Glucosidase-Wildtypprotein, gereinigter Standard; (3) C600 pUBS520
pKK177_a-GlucO vor Induktion und (4) 3 h nach Induktion; (5) C600 pUBS520 pKK177_a-
GlucR10C vor Induktion bzw. (6) 3 h nach Induktion. B. Praparation von |6slichem Protein. (1)
Proteinmarker; (2) a-Gluc-WT; (3) 20 ug Gesamtzellprotein C600 pUBS520 pKK177_a-GlucR10C 6
h nach Induktion; (4) 16dliche Fraktion nach Zellaufschlul3. Die unlésliche Fraktion, die lediglich
E.coli-Membranproteine enthielt, ist nicht abgebildet.

In Abbildung 3.1.9 A ist jeweils das Gesamtzellprotein vor und nach Induktion der
Expression des heterologen Gens dargestellt. In Abbildung 3.1.9 B ist exemplarisch fir a-
GlucR10C der Anteil der a-Glucosidase im Gesamtzellprotein und in der [6slichen Fraktion
dargestellt. Erkennbar ist, dal3 die a-Glucosidase Uberwiegend in 16slicher From vorliegt. In
Tabelle 3.1.1 ist die spezifische a-Glucosidase-Aktivitét der untersuchten Varianten in der
|6slichen Fraktion nach Expressionin E. coli C600 pUBS520 zusammengestel|t.

Tabelle 3.1.1: Spezifische a-Glucosidase-Aktivitét in der l6slichen Fraktion nach Expression der
verschiedenen a-Glucosidase-Konstrukte in E. coli C600 pUBS520 auf LB-Medium supplementiert
mit 2 % Glycerin. (Induktion mit 0,5 % Lactose, Kultivierung bei 24°C, pH 5,0, 6 h); Aktivitatstest
unter Standardbedingungen mit p-NpG (vgl. Abschnitt 2.2.4.5); Proteinbestimmung nach Bradford
(1979)

a-Glucosidase- spezifische enzymatische
Variante Aktivitdt im Rohextrakt
[U/mg]
a-Glucosidase-WT 8,6
R10C-a-Gluc 0,3
a-GlucR10C 52

a-GlucE10C 8,9




Ergebnisse 77

Aus Tabelle 3.1.1 ist ersichtlich, dal3 die Bildung der a-Glucosidase mit C-terminalem
Decaglutamatfusionspeptid der des nicht-modifizierten Enzyms entspricht. Im Vergleich dazu
erreicht die spezifische Aktivitdt im Rohextrakt der Variante mit C-terminalem Deca-
argininfusionspeptid etwa 60 % der spezifischen Aktivitét, die im Rohextrakt nach Bildung
des Wildtypproteins bestimmt wurde. Das Expressionsniveau der N-terminal modifizierten a-
Glucosidase R10C-a-Gluc ist signifikant geringer. Die spezifische Aktivitét im Rohextrakt
dieser Variante unterscheidet sich um den Faktor 20 bis 30 von der in den Rohextrakten der
tbrigen Konstrukte. Zusétzlich wurde eine Variante der a-Glucosidase mit N-terminalem
Decaargininfusionspeptid untersucht, bei der der Cystein-Rest vor der polyionischen Sequenz
eingefugt wurde (CR10-a-Gluc). Die spezifische Aktivitéat im Rohextrakt dieser Variante war
nochmals um den Faktor 10 geringer als die von R10C-a-Gluc.

Reinigung der a-Glucosidase-Varianten aus dem Rohextrakt

Die Reinigung der a-Glucosidase-Varianten aus dem Rohextrakt erfolgte an den zum
jeweiligen Fusionspeptid komplementdr geladenen lonenaustauschern. Die a-Glucosidase-
Varianten mit positiv geladenen N- oder C-terminalen Fusionspeptiden lagen nach dem ersten
Reinigungsschritt an einer Resource S-Saule zu 80-88 % rein vor. In Abbildung 3.1.10 A ist
ein entsprechendes Reinigungsgel der a-GlucR10C dargestellt.
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Abb. 3.1.10: A. 10%iges SDS-Gd von Proben der Aufarbeitung des Rohextraktes von a-GlucR10C
an Resource S. (1) Proteinmarker; (2) a-Glucosidase-WT; (3) Rohextrakt; (4) Durchlauf von Resource
S; (5) Eluat von Resource S. B. UV-Spektrum der a-GlucR10C nach Benzonasebehandlung und
Dialyse gegen 10 mM K;HPO/KH,PO,, 10 mM EDTA, pH 6,8; Chrotein = 0,2 mg/mil.

Die Fraktionen der lonenaustauschchromatographie mit hdchster spezifischer a-Glucosidase-
Aktivitdt wurden vereinigt. Um DNA, die mit dem positiv geladenen Fusionspeptid
interagiert, zu entfernen, wurde die Proteinlésung mit Benzonase in Gegenwart von 15 mM
MgCl, behandelt (16 h bei 4°C). Zur Abtrennung niedermolekularer Bestandteile wurde eine
Gefiltration an Superdex 75 bzw. eine Ultrafiltration unter reduzierenden Bedingungen mit
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einer Membran der Trenngrenze 30 kD durchgefiihrt. Das UV-Spektrum der gereinigten a-
GlucR10C ist Abbildung 3.1.10 B zu entnehmen. Bel dieser Reinigungsstrategie wurden aus
10 g Biofeuchtmasse 3,6 mg gereinigtes Enzym mit einer spezifischen Aktivitdt von 135
U/mg erhalten.

Die Reinigung der a-GlucosidaseE10C mittels Anionenaustauscher wurde an einer Resource
Q-Séaule durchgefiihrt. Dabei wurde der Rohextrakt bei einem pH-Wert von 6,8 auf die Saule
aufgetragen. Eine pH-Wert-Anderung von pH 6,8 auf pH 5,6 fuhrte zur Elution von
Fremdproteinen. Da starke pH-Wert-Anderungen zu einem Aktivitétsverlust der a-
Glucosidase fiuhren, erfolgte die Elution des Zielproteins nicht durch weitere pH-Wert-
Absenkung, sondern in einem linearen Salzgradienten von 0 auf 500 mM NaCl bei pH 5,6
(Daten nicht gezeigt). Bel dieser Reinigungsstrategie wurden aus 10 g Biofeuchtmasse 1,1 mg
aktives Enzym mit einer spezifischen Aktivitat von 100 U/mg erhalten.

Herstellung der a-GlucE10C in Form von inclusion bodies und Renaturierung durch

Verdiinnung

Als Alternative zur 16slichen Expression wurde die Herstellung der a-Glucosidase Variante
a-GlucelOC in Form von inclusion bodies in Escherichia coli EcoB untersucht. Hierbei
erfolgte die Kultivierung auf Mineralsalzmedium mit 2 % Glucose bei 37°C und die
Induktion in Gegenwart von 1 mM IPTG (Abb. 3.1.11 A). Nach Isolierung der inclusion
bodies und Solubilisierung in 8 M Harnstoff wurde die a-GlucosidaseE10C an Q-Sepharose
unter denaturierenden Bedingungen vorgereinigt (Abb. 3.1.11 B). Hierdurch konnten DNA
und Fremdproteine effektiv aus dem Solubilisat entfernt werden. Mittels Renaturierung durch
Verdinnung in 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 1ImM EDTA, pH 7,6 bei einer Proteinkonzentration
von 10 pg/ml wurde die a-GlucosidaseE10C mit Ausbeuten von 60 % reaktiviert. Der
Renaturierungsansatz wurde mittels Querstromfiltration aufkonzentriert und erneut auf einen
Anionenaustauscher aufgetragen (Resource Q). Hierdurch wurde das Vorhandensein eines
negativ geladenen polyionischen Fusionspeptides nach der Renaturierung bestétigt und durch
geeignete Wahl des Gradienten eine zusétzliche Aufkonzentrierung erreicht. In Abbildung
3.1.11 C ist ein 10%iges SDS-Gel nach Silberféarbung dargestellt, das die Homogenitét der
Préparation dokumentiert. Mit dieser Reinigungsstrategie wurden aus 100 g Biofeuchtmasse
45 mg aktives Enzym mit einer spezifischen Aktivitat von 145 U/mg erhalten.
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Abb. 3.1.11: Expression und Reinigung von a-GlucE10C. A. 12%iges SDS-Gel nach Coomassie-
Férbung. Expression der a-GIucE10C in E. coli EcoB pUBS520 durch Kultivierung auf Mineralsalz-
medium supplementiert mit 2 % Glucose bei 37°C. Die Induktion erfolgte in Gegenwart von 1 mM
IPTG. (1) Proteinmarker, 20 ug Gesamtzellprotein (2) vor Induktion sowie (3) 3 h und (4) 6 h nach
Induktion. B. 10%iges SDS-Gel nach Coomassie-Farbung. Praparation der inclusion bodies und
Vorreinigung unter denaturierenden Bedingungen. (1) Proteinmarker, (2) 3 pg a-Gluc-WT, (3)
[6sliche Fraktion nach Zellaufschluf3, (4) unldsliche Fraktion nach Zellaufschluf3, (5) solubilisierte
inclusion bodies, (6) Eluat bei Vorreinigung der inclusion bodies an Q-Sepharose unter
denaturierenden Bedingungen in 7,5 M Harnstoff. C. Homogenitét der Proteinpréparation. 10%iges
SDS-Ged nach Silberfarbung. (1) Proteinmarker, (2) 1 g a-GlucEl0C nach Renaturierung und
Aufkonzentrierung mittels Querstromfiltration und Resource Q.

Charakterisierung der a-Glucosidase-Varianten mit Fusionspeptid

Die Reinigung der a-Glucosidase-Varianten mittels lonenaustauschchromatographie war ein
erster Hinwels auf das Vorhandensein eines geladenen Fusionspeptides. In Tabelle 3.1.2 sind
die Leitfahigkeit im Eluat und die entsprechende Natriumchloridkonzentration fur die
untersuchten Konstrukte und verwendeten lonenaustauschermaterialien zusammengestellt.
Dartiber hinaus werden die Elutionscharakteristika der a-Glucosidase-WT an beiden
Saulenmaterialien aufgefuhrt.

Tabelle 3.1.2: Wechselwirkungen der a-Glucosidase-Varianten mit den entsprechenden |onenaus-
tauschermateriaien: Leitfahigkeit des Eluates und entsprechende Natriumchloridkonzentration. Die
Saulen wurden jeweils in 10 mM K,HPO,/KH,PO,,10 mM EDTA, pH 6,8 aquilibriert. Die Flul¥rate
war 6 mi/min. Die Elution erfolgte in einem linearen Salzgradienten von 0 auf 500 mM NaCl Uber 20
Saulenvolumen.

Variante | onenaustauscher Leitfahigkeitim Eluat  NaCl-Konzentration im
[mS/cm] Eluat [mM]
a-Gluc-WT Resource S keine Interaktion 0
R10C-a-Gluc  Resource S 38 410
a-GlucR10C Resource S 41 460
a-Gluc-WT Resource Q 6 10

a-GlucE10C Resource Q 24,5 260
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Fir einen Nachweis der ldentitét der Fusionspeptide wurden weitere Untersuchungen
durchgefuihrt. Die N-terminal modifizierte Variante der a-Glucosidase konnte durch N-
terminale Sequenzierung identifiziert werden. Mehr as 90 % des eingesetzten Proteins hatten
einen vollstandigen N-Terminus. Dieser war bel Lagerung des gereinigten Proteins bei 4°C
Uber einen Zeitraum von mindestens drei Wochen stabil. Fir die Charakterisierung der C-
terminal  modifizierten Varianten wurde eine modifizierte Form der kovalenten
Chromatographie entwickelt, auf die in Abschnitt 3.3 ndher eingegangen wird.

Neben der Identitdt und der Stabilitdt der Fusionspeptide war ihr EinfluR auf die
Funktionalitét der Fusionspartner von Interesse. Daher wurde die enzymatische Aktivitét der
a-Glucosidase-Varianten untersucht und mittels Kj~-Wert und spezifischer Aktivitét
charakterisiert. In Tabelle 3.1.3 sind die Ergebnisse fur die enzelnen Varianten

zusammengestel|t.

Tabelle 3.1.3: Charakterisierung der enzymatischen Aktivitdt der a-Glucosidase-Varianten mit Hilfe
der Ky-Werte und der spezifischen Aktivitét fur das artifizielle Substrat p-Nitrophenyl-a-D-
glucopyranosid unter Standardbedingungen (100 mM K,HPO/KH,PO, pH 6,8; 30°C). Die
Proteinbestimmung erfolgte durch UV-Spektroskopie. Alle enzymkinetischen Messungen wurden as
4fach Bestimmung durchgefihrt.

Variante Ku-Wert [uM] spezifische Aktivitat [U/mg]
a-Gluc-WT 190+ 15 140+ 10
R10C- a-Gluc 210+ 10 140+ 10
a-GlucR10C 200+ 10 135+ 15
a-GlucE10C 195+ 10 145+ 10

Aus Tabelle 3.1.3 geht hervor, dal3 die enzymatischen Eigenschaften der a-Glucosidase
gegenlber dem artifiziellen Substrat p-Nitrophenyl-a-D-glucopyranosid durch die Fusion mit
einem polyionischen Fusionspeptid, das ein zusétzliches Cystein enthalt, nicht verandert
werden. Die spezifische Aktivitét entspricht dabei im Rahmen der Mef3genauigkeit dem in der
Literatur beschriebenen Wert von 150 U/mg (Halvorson et al., 1966; Needleman et al., 1978).
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3.2 Matrix-unterstiitzte Reaktivierung von a-GlucosidaseE10C

Als Alternative zur Renaturierung in Lésung wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals die
Renaturierung eines Proteins mit einem negativ geladenen Fusionspeptid an ener
Anionenaustauschermatrix untersucht. In Analogie zu den Arbeiten von Stempfer et al
(1996a) wurde a-Glucosidase als Modellprotein verwendet. Bei diesem monomeren Protein,
das funf freie Cystein-Reste enhdlt, kann die Reaktivierung Uber die enzymatische Aktivitat
einfach und schnell bestimmt werden.

Stempfer et al. (1996a) beschrieben die Matrix-unterstiitzte Reaktivierung von a-Glucosidase-
Varianten mit C- bzw. N-terminalem Hexaargininfusionspeptid an unterschiedlichen
Kationenaustauschermaterialien. Dabei erwies sich Heparin-Sepharose als besonders
geeignetes Material. Die Reaktivierungsausbeute war signifikant von der lonenstdrke im
Ansatiz abhdngig und maxima in Gegenwart von etwa 30-40 mM NaCl im
Resaktivierungspuffer.

Die Untersuchungen zur Matrix-unterstiitzten Renaturierung der a-GlucosidaseE10C

beriicksichtigten folgende Aspekte:

- Bindungsexperimente zur Charakterisierung der Interaktion zwischen Gelmaterial und
enzymatisch aktivem Enzym;

- Einfluf3 der lonenstarke auf die Ausbeute der Matrix-unterstiitzten Reaktivierung und
der Reaktivierung in Lésung;

- Einfluf der Matrixbeladung auf die Reaktivierungsausbeute;

- Reaktivierungskinetik im freien und immobilisierten Zustand.

Ziel dieser Untersuchungen sollte es sein, das fir eine Reaktivierung der a-GlucE10C am
besten geeignete Trégermaterial zu ermitteln und an diesem die Reaktivierungsausbeute
insbesondere durch Variation der Beladung zu optimieren.

Parallel dazu wurden Untersuchungen zur Renaturierung der modifizierten a-Glucosidase-
Variante a-Gluce10C in Losung durchgefuhrt, sowie die Matrix-unterstiitzte Renaturierung

der a-Glucosidase-WT an den Anionenaustauschermaterialien untersucht.

Faktoren, die die Renaturierung von Proteinen mittels lonenaustauschern beeinflussen, sind
das Tragermaterial sowie die Art der funktionellen Gruppen und deren Dichte auf der Matrix
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(Creighton, 1986). Fur die Matrix-unterstiitzte Renaturierung der a-GlucE10C wurden vier
unterschiedliche Gelmaterialien verwendet: Q-Sepharose und Fractogel TMAE as starke
Anionenaustauschermaterialien sowie Fractogel DEAE und Fractoprep DEAE as schwache
Anionenaustauschermaterialien. Da die Renaturierung im pH-Bereich zwischen 7 und 8
durchgefuihrt wurde, in dem sdmtliche funktionellen Gruppen des Gelmaterials geladen sind,
ist die Unterscheidung zwischen starken und schwachen |onenaustauschern vernachléssigbar.
Allerdings kann die Art der funktionellen Gruppen und ihre Hydrophilie moglicherweise von
Bedeutung sein. Desweiteren unterscheiden sich die Materialien in der Art des Tragermaterials
und der Kapazitdt. Wahrend das Trégermaterial Sepharose aus quervernetzten Polysaccharid-
Ketten besteht, die alternierend D-Galactose- und 3,6-Anhydro-L-Galactose-Reste enthalten,
ist das Tragermate-rial des Tentakelgeles Fractoprep ein Vinylpolymer mit amidischer
Vernetzung (personliche Mitteilung Herr Dr. Britsch, Fa. Merck) und das der Fractogel EMD-
Gele ein Polymer auf Methacrylsdure-Basis. Typische ionische Kapazitaten fur Q-Sepharose
Fast Flow liegen im Bereich von 180-250 pumol (CI)/ml. Fur die Fractogel/Fractoprep-
Materialien liegen Kapazitétsangaben nur bezogen auf BSA, jedoch keine Angaben zur
ionischen Kapazitét vor. Allerdings ist nach Mitteilung des Herstellers (personliche Mitteilung
Herr Dr. Britsch, Fa Merck) ene, im Vergleich zu herkdmmlichen lonenaustauschern,
wesentlich bessere effektive Ausnutzung der Ladungen dadurch gewéhrleistet, dald3 die
Ladungen an flexiblen Tentakeln angebracht sind und somit die Proteine regelrecht
»umschlief3en® kdnnen.

Zunéchst wurden Bindungsexperimente von a-GlucE10C und a-Gluc-WT durchgefihrt, um
die Interaktion zwischen Protein und Matrix unter Gleichgewichtsbedingungen in Gegenwart
unterschiedlicher Natriumchloridkonzentrationen zu charakterisieren.

Ziel dieser Untersuchungen war es, einen Bereich fir die lonenstérke im Renaturierungspuffer
zu ermitteln, bei dem das Protein noch mit der Matrix interagiert. Zum anderen sollte die
Kooperativitét der Bindung an die unterschiedlichen lonenaustauschermaterialien untersucht
werden.

In Abbildung 3.2.1 A und B sind die Ergebnisse der Bindungsexperimente von a-GlucE10C
an die untersuchten Tragermaterialien zusammengestellt. Die a-Glucosidase-WT interagiert
nur schwach mit den untersuchten Trégermaterialien und eluiert bereits vollstandig bei einer

Natriumchloridkonzentration zwischen 50 und 100 mM (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.2.1: Bindungsexperimente von a-GlucE10C an unterschiedliche Anionenaustauscher-
materidien. A. (@) Q-Sepharose und (A) Fractoprep DEAE. B. (M) Fractogel DEAE und (V)
Fractogel TMAE. Die Matrixbeladung betrug jeweils 1 mg/ml. Die Bindung erfolgte in 10 mM
K.HPO/KH,PO,, 1 mM EDTA pH 7,6 fir 16 h bei 4°C. Die Elution erfolgte durch Inkubation in
Gegenwart unterschiedlicher NaCl-Konzentrationen in 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 1 mM EDTA pH 7,6
fr 16 h bei 4°C. Nachfolgend wurde die enzymatische Aktivitdt des Uberstandes und der
Matrixsuspension bestimmt. Daraus wurde der relative Anteil an freiem (offene Symbole) und
immobilisiertem (geschlossene Symbole) Enzym ermittelt.

Die Wechselwirkung zwischen a-GlucE10C und Fractoprep DEAE unterscheidet sich
signifikant vom kooperativen Bindungsverhaten der a-GlucElOC an die anderen
Chromatographiematerialien. Formal kann die Kooperativitédt der Bindung mit Hilfe der
empirischen Beziehung nach Hill (1910) analysiert werden. Dabel wird die Kooperativitét
durch eine spezifische Kooperativitdtskonstante n beschrieben: Wahrend fir die Q-Sepharose
eine Kooperativitatskonstante von 11,1 + 1,3 ermittelt wurde, ist die von Fractogel DEAE und
Fractogel TMAE sehr dhnlich und betragt 8,0 + 1,1 bzw. 8,0 £ 0,6. Von Fractoprep DEAE
eluiert die a-GlucosidaseE10C Uber einen weiten Bereich zwischen 50 mM NaCl bis 400 mM
NaCl. Die Beschreibung dieser Daten mit Hilfe der Hill-Gleichung (vgl. Abschnitt 2.2.6)

resultiert in einer Kooperativitatskonstanten von 5,1 + 0,6.

Reaktivierung von a-GlucE10C und a-Gluc-WT durch Verdiinnung

Aus Arbeiten von Stempfer et al. (1996a) war der signifikante Einflufd der lonenstérke auf die
Ausbeute der Matrix-unterstiitzten Reaktivierung an Kationenaustauschermaterialien bekannt,
daher war es von Interesse, ob ein &dhnlicher Einflud auch bel der Verwendung von
Anionenaustauschermaterialien zu beobachten ist.
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In Vorversuchen wurde zunachst der Einfluld der lonenstarke auf die Ausbeute bel
Renaturierung durch Verdunnen bestimmt. Parallel dazu wurden Untersuchungen mit dem
nicht-modifizierten Enzym a-Gluc-WT durchgefuhrt.

In Abbildung 3.2.2 ist die Renaturierung der a-GlucE10C und der a-Glucosidase-WT durch

Verdinnen in Renaturierungspuffer unterschiedlicher lonenstérke dargestellt.
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Abb. 3.2.2: Renaturierung von a-GlucE10C (@) und a-Gluc-WT (<>) in Lésung in Abhangigkeit von
der NaCl-Konzentration. Die Denaturierung erfolgte in 10 mM K;HPO,/KH,PO,, 1 mM EDTA, pH
7,6, 8 M Harnstoff, 2 mM DTT fur 1 h bei Raumtemperatur. Die Renaturierung wurde durch 100fache
Verdinnung der 1 mg/ml Stammldsung in 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 1 mM EDTA, pH 7,6 und0- 2 M
NaCl initiiert. Die Ansitze wurden 24 h bei 10°C inkubiert.

Aus Abbildung 3.2.2. geht hervor, dal3 die Reaktivierung unabhangig von der lonenstérke im
Renaturierungspuffer ist. Wahrend fir a-GlucE10C Reaktivierungsausbeuten von ca. 60 %
erreicht wurden, konnte a-Gluc-WT lediglich mit einer Ausbeute von etwa 30 % reaktiviert

werden.

Matrix-unterstiitzte Reaktivierung von a-GlucE10C in Abhdngigkeit von der lonenstdrke

Aus den Bindungsexperimenten war bekannt, dal3 die immobilisierte a-GlucE10C eine
geringere enzymatische Aktivitdt hat as das freie Enzym. Ursache hierfir kann zum einen ein
veréndertes pH-Wert-Milieu in Matrixnédhe sein oder die erschwerte Substratzugéanglichkeit
zum aktiven Zentrum. Fur die Bestimmung der Renaturierungsausbeute im Matrix-
gebundenen Zustand wurde daher die Aktivitét in einem Ansatz des ebenfalls immobilisierten
Enzyms, das unter identischen Bedingungen inkubiert, jedoch nicht denaturiert wurde, als
Referenz verwendet.
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Die Matrix-unterstiitzte Reaktivierung der a-GlucE10C wurde an allen vier zur Verfigung
stehenden Gelmaterialien im Konzentrationsbereich zwischen 0 und 250 mM NaCl untersucht.
Dazu wurde das immobilisierte und mittels Harnstoff denaturierte Protein in 10 mM
KoHPO4L/KH2PO4, 1 mM EDTA, pH 7,6 Gberfihrt und bei 10°C fur 24 h - 48 h inkubiert.

In Abbildung 3.2.3 sind die Ausbeuten der Matrix-unterstiitzten Reaktivierung der a-
GlucE10C in Abhangigkeit von der Natriumchloridkonzentration dargestellt. Da in Gegenwart
von Fractogel TMAE keine signifikante Reaktivierung erfolgte, sind hier lediglich die
Ergebnisse, die mit den drei anderen Gelmaterialien erzielt wurden, abgebildet.

100
3
I 80 A
o)
% 60 -
2
S 40 1
B N
= A
% 20 1 A A 4 4 o) “
g o 6 O
x QO (@) o o o
Osmms mu m g % 85 = 4 »
0 50 100 150 200 250
NaCl [mM]

Abb. 3.2.3: Einflul3 der lonenstérke auf die Ausbeute der Matrix-unterstiitzten Reaktivierung von a-
GlucE10C an drei unterschiedlichen Anionenaustauschermaterialien: (A) Fractoprep DEAE, (O) Q-
Sepharose und (M) Fractogel DEAE. Die Matrixbeladung lag bei 1 mg/ml. Zur Denaturierung wurden
8 M Harnstoff in 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 1 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 7,0 (1 h, Raumtemperatur)
verwendet. Die Renaturierung erfolgte in 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 1 mM EDTA, pH 7,6 bei 10°C.
Die enzymatische Aktivitét wurde nach 24 h und 48 h bestimmt und wies keine signifikanten
Unterschiede auf. Dargestellt sind die Reaktivierungsausbeuten nach 24 h.

Aus Abbildung 3.23 geht hervor, da} die Reaktivierung an den untersuchten
Anionenaustauschern unabhangig von der Natriumchloridkonzentration im relevanten
Konzentrationsbereich ist. Auffallend sind die hohen Reaktivierungsausbeuten von etwa 30 -
35 %, die mit Fractoprep DEAE erzielt wurden. V6llig ungeeignet fir eine Matrix-unterstiitzte
Reaktivierung von a-GlucEl0C waren Fractogel DEAE (vgl. Abb. 3.2.3) und Fractogel
TMAE (Daten nicht gezeigt).
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Reaktivierungskinetik von immobilisierter a-GlucE10C an Fractoprep DEAE

Fur die Reaktivierung des Wildtypproteins der a-Glucosidase und einiger C-terminal
modifizierter Varianten lagen aus Arbeiten von Ha6ll-Neugebauer (1992) Daten vor, nach
denen die Reaktivierung der a-Glucosidase in Losung bei Raumtemperatur nach etwa 3 h
abgeschlossen ist. Unter Annahme einer Kinetik erster Ordnung der Faltung von a-Gluc-WT
in Lésung liegt die Geschwindigkeitskonstante bei 6,3310* s* (25°C). Ahnliche Ergebnisse
erzielte Stempfer (1995) mit einer a-Glucosidase Variante mit C-terminalem Hexa
argininfusionspeptid. Dabel war die Reaktivierung in Gegenwart von Matrix (Heparin-
Sepharose) um den Faktor 3 langsamer als die Reaktivierung des freien Enzyms.

Am Forschungsmuster Fractoprep DEAE wurde die Kinetik der Matrix-unterstiitzten
Resaktivierung von a-GlucE10C untersucht. Dabel wurde eine Matrixbeladung von 1 mg/ml
verwendet. Desweiteren wurde die Kinetik der Reaktivierung von a-GlucE10C in Losung
einer Proteinkonzentration von 10 pg/ml bestimmt. Die Bestimmung der Reaktivierungs-
kinetik erfolgte in 10 mM K;HPO4,/KH2PO4, 1 mM EDTA, pH 7,6 bel 10°C. In Abb. 3.2.4 ist
der zeitliche Verlauf der Reaktivierung von a-GlucE10C an Fractoprep DEAE bzw. in Ldsung
dargestellt. Unter Annahme einer Reaktion 1. Ordnung wurde die Geschwindigkeitskonstante
k errechnet.
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Abb. 3.2.4: Zeitlicher Verlauf der Reaktivierungsausbeute von a-GlucE10C in Lbésung (@) bzw.
immobilisiert an Fractoprep DEAE (A) bei 10°C. Die Denaturierung erfolgte in 8 M Harnstoff,
10 mM K ,HPOJ/KH,PO, 1 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 7,0 fir 1 h bei Raumtemperatur. Zur
Reaktivierung wurde das Protein in 10 mM K,HPO4J/KH,PO,, 1 mM EDTA, pH 7,6 Uberfihrt. Die
Proteinkonzentration betrug 10 pug/ml, die Matrixbeladung 1 mg/ml. Unter Annahme einer Reaktion 1.
Ordnung wurde fir die Reaktivierung des freien Enzyms eine Geschwindigkeitskonstante £ von (1,5 +
0,3)10* s* und fiir die des immobilisierten Enzyms von (1,0 + 0,2) )10* s* bestimmit.
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Fir die Resktivierung der immobilisierten a-GlucElOC bel 10°C wurde eine
Geschwindigkeitskonstante & von (1,0 + 0,2)10* s* und fiir die der freien a-GlucE10C eine
Geschwindigkeitskonstante von (1,5 + 0,3)10* s* ermittelt. Unter gleichen Bedingungen
wurde fir die Reaktivierung der a-Gluc-WT in Lésung eine Geschwindigkeitskonstante von
(2,1 + 0,310 s* bestimmt (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Ergebnis kann gefolgert
werden, dal3 die Gegenwart der Matrix keinen Einflul auf den Mechanismus der
Reaktivierung von a-GlucE10C hat. Vermutlich erfolgt die Immobilisierung von a-GlucE10C
an der Matrix ausschliefdlich Uber das Fusionspeptid. Neben dieser Ein-Punkt-Fixierung
bestehen vermuitlich keine signifikanten Wechselwirkungen zwischen der Matrix und dem Tell
der Polypeptidkette, der das enzymatisch aktive Zentrum bildet. Diese wirden die

Reaktivierung beeinflussen.

Abhdngigkeit der Reaktivierungsausbeute von der Proteinkonzentration bzw. der

Matrixbeladung

Gemeinsames Ziel aler Matrix-unterstitzten Verfahren zur Renaturierung von Proteinen ist
die Vermeidung von Aggregation durch raumliche Trennung der zu faltenden Polypeptid-
ketten. Die Ermittlung der optimalen Matrixbeladung ist daher von besonderem Interesse. Zu
diesem Zweck wurde die Renaturierung von a-GlucE10C an den beiden Gelmateriaien
Fractoprep DEAE und Q-Sepharose in Abhangigkeit von der Matrixbeladung analysiert. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.2.5 graphisch dargestellt. Ebenfalls abgebildet ist die
Ausbeute von a-GlucE10C und a-Gluc-WT bel Reaktivierung in Losung in Gegenwart

unterschiedlicher Proteinkonzentrationen.

Erkennbar ist, dai3 die Reaktivierung durch Verdinnung bei einer Konzentration von 10 pg/ml
zu den hdchsten Ausbeuten fuhrt, wahrend die Matrix-unterstiitzte Reaktivierung bei 100fach
hoheren Proteinkonzentrationen durchgefihrt werden kann. Wiederum wird deutlich, dal3 die
mit einem Decaglutaminsaurepeptid fusionierte a-Glucosidase in Lésung mit signifikant
hoheren Ausbeuten (ca. 2fach) reaktivierbar ist als das Wildtypprotein. Fur eine Matrix-
unterstiitzte Reaktivierung ist das Gelmaterial Factoprep DEAE deutlich besser geeignet als Q-
Sepharose. Verglichen mit der Reaktivierung in Losung kann mit diesem Material etwa die

50fache Menge an aktivem Protein pro Volumeneinheit erhalten werden.
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Abb. 3.2.5: Abhangigkeit der Reaktivierungsausbeute von der Matrixbeladung bzw. der
Proteinkonzentration bei Renaturierung in Losung. Die Denaturierung erfolgte in 8 M Harnstoff,
10 MM K ;HPO/KH,PO, 1 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 7,0 fur 1 h bel Raumtemperatur. Zur
Resktivierung wurde das Protein in 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 1 mM EDTA, pH 7,6 Uberfihrt.
Dargestellt sind die Reaktivierungsausbeuten von a-GlucEl0C (@) und a-Gluc-WT (<) bel
Resktivierung in Lésung sowie von a-GlucE10C bei Reaktivierung an Fractoprep DEAE (A) bzw. Q-
Sepharose (O) nach 24 h bei 10°C. Alle Ansétze wurden as 4fach Bestimmungen durchgefihrt und
mit der Standardabweichung der experimentellen Daten vom Mittelwert versehen.

Die experimentellen Daten konnen mit einer Verteilungsfunktion beschrieben werden.
Wahrend fir die Reaktivierung in Lésung die optimale Proteinkonzentration bei 10 pg/ml
liegt, ist die gunstigste Matrixbeladung 1 mg/ml. Bei h6heren Protei nkonzentrationen gewinnt
die Aggregation als Konkurrenzreaktion zur Faltung an Bedeutung. Fur die an der Matrix
immobilisierten Proteine bedeutet dieses, dald benachbarte, sich faltende Polypeptidketten
miteinander interagieren kdnnen.

Mit niedrigeren Proteinkonzentrationen sollten die Reaktivierungsausbeuten zunehmen oder
zumindestens konstant bleiben, da die Wahrscheinlichkeit intermolekularer Wechsal-
wirkungen abnimmt. Lediglich fir die a-GlucE10C konnte wéhrend der Renaturierung in
Losung bel einer Proteinkonzentration von 1 pg/ml eine dem Maximalwert entsprechende
Ausbeute reproduzierbar ermittelt werden.

Vermutlich Uberwiegen bei geringeren Proteinkonzentrationen Adsorptionseffekte an die
Gefal3oberflachen, so dal? die effektive Proteinkonzentration deutlich vermindert ist. Diese
unspezifischen Adsorptionseffekte konnen durch Abséitigen der Oberfldchen mit BSA
verhindert werden (Stempfer, 1995). Im Fall der a-Gluc-Variante mit negativ geladenem
Fusionspeptid wird maoglicherweise die Adsorption durch elektrostatische Abstol3ung

verhindert.
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Bel der Matrix-unterstiitzten Renaturierung ist bei niedrigen Beladungsdichten ein dhnlicher
Effekt festzustellen. Mdoglicherweise wird Protein durch unspezifische Adsorption von
Fatungsintermediaten an das Tragermaterial oder die Gefal3oberflache der Reaktivierungs-
reaktion entzogen.

Die Matrix-unterstiitzte Renaturierung der a-GlucE10C wurde durch Bestimmung der Matrix-
assoziierten Enzymaktivitét quantifiziert. Es stellte sich alerdings heraus, dal3 das renaturierte,
aktive Enzym nur partiell von der Matrix eluiert werden konnte. Durch Behandlung des
Gelmaterials mit einer 1 M Natriumchlorididsung in 10 mM K;HPO4/KH,PO,4, 1 mM EDTA,
pH 7,6 konnten von Fractoprep DEAE lediglich 20 % und von der Q-Sepharose 25 % der
reaktivierten a-GlucE10C abgel6st werden. Unter gleichen Bedingungen konnte die Aktivitét
des nicht-denaturierten Proteins der jeweiligen Referenzansitze vollstandig im Uberstand
nachgewiesen werden. Das legt die Vermutung nahe, dal’ wahrend der Matrix-unterstiitzten
Renaturierung Faltungsintermediate gebildet werden, die zwar enzymatisch aktiv sind, jedoch
maoglicherweise Uber hydrophobe Wechselwirkungen unspezifisch mit dem Trégermaterial
interagieren. Daher wurden zur Elution des resktivierten Proteins weitere Mdglichkeiten
analysiert. Die Kombination von 1 M Harnstoff und 1 M NaCl im Elutionspuffer bzw. die
Behandlung mit einer 1 oder 2 M Arginin-Ldsung fuhrten zu keiner signifikanten Ablésung
des Enzyms. Die Resaktivierung in Gegenwart von Ethylenglykol - eingesetzt im
Konzentrationsbereich zwischen O und 20 % - zur Verhinderung von unspezifischen,
hydrophoben Wechselwirkungen mit dem Tragermaterial hatte keinen Einflul} auf die
Resaktivierungsausbeute. Die nachfolgende Elution in Gegenwart von 20 % Ethylenglykol
und/oder 1 M NaCl fihrte zu keiner verbesserten Abldsung des reaktivierten Enzyms. Dieses
Ergebnis legt die Vermutung nahe, da® die Matrix-unterstiitzte Renaturierung von a-
GlucE10C zu einem signifikanten Anteil zu einer aktiven Struktur fihrt, die aber nicht
identisch ist mit der nativen Konformation des Proteins.
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3.3 Entwicklung einer Strategie zur Charakterisierung und Feinreinigung
von Proteinen mit C-terminalen Fusionspeptiden - kovalente Affinitéts-

chromatographie

Wie bereits beschrieben, konnten die geladenen Fusionspeptide erfolgreich fir die Reinigung
der jeweiligen Modellproteine mit Hilfe der entsprechenden lonenaustauscher verwendet
werden. Die Wechselwirkung mit einem entgegengesetzt geladenen lonenaustauscher und der
Nachweis der freien Cystein-Reste (incl. des endstandigen Restes) waren erste Hinweise auf
die Vollstéandigkeit des Fusionspeptides. Mit weiteren Methoden sollte die Identitét von N-

bzw. C-terminalem Fusionspeptid nachgewiesen werden.

Durch Untersuchungen von Stubenrauch et al (1999) und Stubenrauch (2000) mit
synthetischen Peptiden lagen Daten vor, die eine stabile ionische Wechselwirkung zwischen
entgegengesetzt geladenen Peptiden der Sequenz ACKg und ACEg belegen und in einer
kovalenten Verbriickung der beiden Peptide durch die angrenzenden Cystein-Reste resultiert.

Dieses Prinzip der ionischen Wechselwirkung und kovalenten Verbrickung wurde im

folgenden fir die Entwicklung eines chromatographischen Nachweisverfahrens fur Proteine

mit polyionischen Fusionspeptiden verwendet.

Die Vorgehensweise beriicksichtigt dabei folgende Teilaspekte:

- Herstellung und Charakterisierung des Chromatographiemateriales,

- Optimierung von Parametern zur effizienten kovalenten Verbriickung von Fusions-
proteinen an den komplementér geladenen funktionellen Gruppen des Trégers Uber
Thiol-Disulfid-Austausch und nachfolgende Elution;

- Anwendung auf die selektive Reinigung eines polyionischen Fusionsproteins aus
einem Rohextrakt.

3.3.1 Herstellung und Charakterisierung des Chromatographiemateriales

Es wurden Lysinpeptide der Form AlaCysLyssAla an Bromcyan-aktivierte Sepharose fast flow
gekoppelt. In Vorversuchen erwies sich dieses Tragermaterial als geeignet, da es keine
Wechselwirkungen mit den zu reinigenden Proteinen und den zu koppelnden Peptiden
aufwies. Zusdtzlich wurden andere Tragermaterialien fir eine mogliche Kopplung von
polyionischen Peptiden untersucht. Insbesondere Matrices, die eine aktivierte Gruppe am Ende
eines hydrophilen Linkers bestehend aus 6-Aminohexansdure (EAH-Sepharose) enthielten,
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schieden fur weitere Anwendungen aus. Dieses Matrixmaterial interagierte mit den zu
charakterisierenden Modellproteinen, die negativ geladene Fusionspeptide enthielten.

Waéhrend der Kopplungsreaktion von ACK8A an CNBr-Sepharose war die Thiol-Gruppe des
Cystein-Restes durch eine S-tert-Butylgruppe blockiert, die nachfolgend durch Behandlung
mit DTT abgespalten wurde. Die eigentliche Kopplungsreaktion erfolgte zwischen einer
priméren Amino-Gruppe der Peptide und den Imidocarbonat-Gruppen der aktivierten Matrix.
Zur Bestimmung der Kopplungseffizienz wurde die Menge an freiem Peptid nach der
Reaktion mittels lonenaustauschchromatographie quantifiziert. Die Kopplung erfolgte
quantitativ. Damit ergibt sich eine Dichte der Lysinpeptide von 220 nmol/ml Gelmatrix.
Bezogen auf die zu untersuchenden Proteine konnten demnach theoretisch 15,2 mg a-
GlucE10C bzw. 11 mg FabE10C pro ml Gelmaterial immobilisiert werden.

Zunéchst wurde das Matrixmaterial hinsichtlich des Bindungsverhaltens und der Kapazitét fir
a-GlucE10C charakterisiert. Dabei wurde das Gelmaterial zunachst nur als lonenaustauscher
verwendet, so dal} die Experimente unter reduzierenden Bedingungen in Gegenwart von
10 mM DTT durchgefihrt wurden.

Das Gelmaterial wurde in 20 mM TrissHCI, 2 mM EDTA, 10 mM DTT, pH 7,5 &quilibriert
und mit 1 mg a-GIucE10C/ml beladen. Nach Inkubation fiir 16 h bei 4°C wurde der Uberstand
nach Bindung abgenommen und auf a-Glucosidase-Aktivitéat untersucht. Dabel befanden sich
ca. 40 % der eingesetzten Aktivitat im Uberstand. Die immobilisierte a-GlucE10C wurde in
Gegenwart von 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 10 mM DTT, pH 7,5 und unterschiedlichen
Konzentrationen von Natriumchlorid im Bereich zwischen O und 500 mM fir 4 h bei 4°C
inkubiert. Nachfolgend wurde die enzymatische Aktivitat der Matrixsuspension und des
Uberstandes bestimmt. Daraus wurde die relative Aktivitdt des immobilisierten und freien
Enzyms in Abhéngigkeit von der Natriumchloridkonzentration ermittelt (Abb. 3.3.1).

Aus Abbildung 3.3.1 ist ersichtlich, dal3 die Ablésung des Enzyms zum Teil schon bei sehr
geringen Salzkonzentrationen erfolgt. In Gegenwart von 150 mM NaCl ist unter den
vorliegenden Versuchsbedingungen bereits eine vollstdndige Ablosung von a-GlucE10C
festzustellen. Die Auswertung der experimentellen Daten mit Hilfe der Hill-Gleichung (vgl.
Abschnitt 2.2.6) resultiert in einer Kooperativitétskonstante von 5,1 =+ 0,9. Wenn man davon
ausgeht, dal? die Kooperativitatskonstante die Anzahl der monovalenten Gegenionen angibt,
die fur eine vollsténdige Abldsung des Peptides von der Matrix erforderlich ist, so sind an der
Wechselwirkung zwischen den Fusionspeptiden und den Lysinpeptiden jeweils maximal 5-6
entgegengesetzte Ladungen beteiligt.
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Abb. 3.3.1: Bindung von a-GlucE1l0C an Sepharose-ACK8A in Abhangigkeit von der NaCl-

Konzentration. Zur Bindung wurde die Matrix in 20 mM TrisHCI, 2 mM EDTA, pH 7,5 aquilibriert,

mit 1 mg/ml beladen und 16 h bei 4°C inkubiert. Der Uberstand nach Bindung wurde entfernt und auf

enzymatische Aktivitét untersucht. Die Elution erfolgte mit 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 10 mM

DTT, pH 7,5 und unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen. Nach 4 h bei 4°C wurde die Aktivitét des
freien (O) und immobilisierten (@) Enzyms bestimmt.

Neben der Bindung von a-GlucE10C an die Sepharose-ACK8A war die Kapazitdat des
Gelmaterials von Interesse. Dazu wurden Untersuchungen zur Ermittlung der maximalen
Beladungsdichte mit a-GlucE1l0C unter reduzierenden Bedingungen durchgefihrt. Zur
Bindung wurden gleiche Volumina Gelmaterial mit unterschiedlichen Mengen a-GlucE10C
(im gleichen Endvolumen) in Gegenwart von 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 10 mM DTT,
pH 7,5 bei 4°C fur 16 h inkubiert. Nachfolgend wurde die a-Glucosidaseaktivitét der
Matrixsuspension und des Uberstandes bestimmt. Im Gegensatz zum Anionenaustauscher-
material Fractoprep DEAE war die enzymatische Aktivitét des an Sepharose-ACKS8A
immobilisierten Enzyms mit der des freien Enzyms identisch. Somit konnte aus der Differenz
der enzymatischen Aktivitét der Suspension und des Uberstandes, unter Berticksichtigung der
spezifischen Aktivitédt, die Menge an immobilisierter a-GlucE10C berechnet werden
(Abb. 3.3.2).

Aus Abbildung 3.3.2 geht hervor, dal3 die maximale Kapazitét der Sepharose-ACK8A fir a-
GlucE10C 0,75 mg/ml betrégt. Das entspricht etwa 12 nmol 10er Glutamatpeptid/ml Matrix.
Die tatsachliche ionische Kapazitét ist mit 120 nmol negativen Ladungen/ml Matrix somit um
den Faktor 13 geringer als der theoretische Wert von 1540 nmol/ml Matrix. Dieser wurde
unter der Annahme einer quantitativen Kopplung der 8er-Lysinpeptide Uber lediglich eine
Aminofunktion ermittelt (220 nmol ACK8A mit effektiv maximal 7 positiven Ladungen/ml).
Hierbel wurde berticksichtigt, dal? die formale positive Ladung der 8er Lysinpeptide durch die
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negative Ladung des Carboxylendes verringert wird. Zusétzlich wére noch die negative
Ladung durch partielle Deprotonierung des Cystein-Restes miteinzubeziehen.
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Abb. 3.3.2: Kapazitét der Sepharose-ACK8A fur a-GlucE10C. Die Bindung wurde in 20 mM Tris-
HCl, 2 mM EDTA, 10 mM DTT, pH 7,5 fir 16 h bel 4°C durchgefihrt. Nachfolgend wurde die
enzymatische Aktivitdt des Uberstandes und der Matrixsuspension bestimmt und der Anteil des
immobilisierten Enzyms errechnet.

Erklarungsmaglichkeiten fur die Diskrepanz zwischen der experimentell ermittelten ionischen
Kapazitét und dem theoretischen Wert sind zum einen die Fixierung der Peptide Gber mehr als
eine primare Aminogruppe, zum anderen aber auch die sterische Unzuganglichkeit der Peptide
im Inneren des Gelmaterials, die unmittelbar an das Trégermaterial gekoppelt sind.

Neben den Eigenschaften des Gelmaterials als lonenaustauscher war die zweite Funktion die
Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen immobilisiertem Peptid und Fusionsprotein von
Interesse. Diese Untersuchungen zur ionischen Wechselwirkung und kovalenten Verbriickung
wurden im kontinuierlichen Betrieb durchgefihrt.

3.3.2 Entwicklung der Methode der kovalenten Affinititschromatographie

Das Prinzip, durch einen Thiol-Disulfid-Austausch ein Protein an einem Trégermaterial
reversibel kovalent zu immobilisieren, wurde erstmals 1973 von Brocklehurst er al. verwendet
und as kovaente Chromatographie bezeichnet. Hierbei werden die Thiolgruppen des
Trégermaterials zunéchst aktiviert und reagieren nachfolgend mit freien Cystein-Resten der zu
reinigenden Proteine. Die Aktivierung erfolgt in der Regel mit Dithiopyridin oder DTNB.
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In der vorliegenden Doktorarbeit wurden die Cystein-Reste des Tragermaterials mit
oxidiertem Glutathion umgesetzt. Dazu wurde das Gelmaterial zundchst mit DTT (100 mM in
100 mM TrissHCI, 2 mM EDTA, 6 M Guanidiniumhydrochlorid, pH 8,5) behandelt.
Nachfolgend wurden die Cystein-Reste durch Reaktion mit oxidiertem Glutathion (100 mM in
100 mM TrissHCI, 2 mM EDTA, 6 M Guanidiniumhydrochlorid, pH 8,5) in gemischte
Disulfide Uberfiihrt. Die Vorbereitung des Saulenmaterials fir die kovalente Kopplung wurde
im kontinuierlichen Betrieb durchgefihrt. Dazu wurde eine Chromatographiesdule mit 2 ml
Gelmateria gepackt.

Diein 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 7,5 aquilibrierte Chromatographiesiule wurde bei
einer linearen Flufdgeschwindigkeit von 150 mm/h mit dem zu analysierenden Protein beladen.
Die dabel verwendeten Proteinproben a-GlucE10C bzw. FabE10C waren von hdchster
Reinheit.

Nach Beladung der Séule mit dem jeweiligen Protein erfolgte die Inkubation bei 4°C bel einer
Fluf¥rate von 0,2 ml/min (150 mm/h) fir 16 h unter Rezirkulation des Eluenten. In dieser Zeit
erfolgte durch Thiol/Disulfid-Austausch die kovalente Kopplung des uber ionische
Wechselwirkungen am Tréger immobilisierten Proteins. Zur Quantifizierung des Proteins, das
ausschliefdlich tGber ionische Wechselwirkungen mit dem Saulenmaterial interagiert, und des
Proteins, das kovalent gebunden war, wurden nacheinander zwei unterschiedliche Varianten
der Elution durchgefuhrt. Zunéchst erfolgte die Elution unter nicht-reduzierenden
Bedingungen in einem linearen Gradienten von 0 auf 500 mM Natriumchlorid in 20 mM Tris-
HCl, 2 mM EDTA, pH 7,5 Uber 15 Saulenvolumen. Nach einem Waschschritt in Gegenwart
von 1,5 M NaCl wurde die Saule in 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 7,5 redquilibriert.
Anschlief3end wurde die Elution unter reduzierenden Bedingungen durchgefihrt. Dazu wurden
der Aquilibierungspuffer und der Hochsalzpuffer mit L-Cystein in einer Endkonzentration von
25 mM im Fall der a-GlucEl0C bzw. 10 mM zur Elution des Fab-Fragmentes versetzt.
Zusétzlich wurde im Fall der a-GlucE10C ein 50 mM DTT-Puls, bel FabE10C ein 10 mM
DTT-Puls bei niedriger lonenstéarke verwendet. Dadurch sollte die Disulfidbriicke zwischen
den Peptiden der Matrix und dem Fusionsprotein reduziert werden. Unter reduzierenden
Bedingungen (25 mM bzw. 10 mM L-Cystein) erfolgte dann die Elution des kovalent
immobilisierten Proteins in einem linearen Salzgradienten von 0 auf 500 mM NaCl in 20 mM
TrissHCI, 2 mM EDTA, pH 7,5 Uber 15 Saulenvolumen. In Abbildung 3.3.3 sind die einzelnen
Schritte zur Konditionierung der Chromatographiesdule und die nachfolgenden Elutions-
schritte zusammengestelIt.
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Konditionierung des Gelmaterials

Aquilibrieren und Beladen der Siiule

Elution unter nicht-reduzierenden
Bedingungen

Elution unter reduzierenden
Bedingungen

100 mM DTT, 6 M Gdn-HCl in
100 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 8.5

Flubrate: 150 mm/h
Reduktion unspezif.
Disulfidbriicken

100 mM GSSG, 6 M Gdn-HCI in
100 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 8.5

Flufirate: 150 mm/h
Bildung gemischter Disulfide

20 mM Tns-HCI, 2 mM EDTA, pH 7.5
max. Kapazitit: 12 nmol Protein mit
E10C-Fusionspeptid/ml

Rezirkulation Gber 16 h
FluBrate: 150 mm/h
Thiol-/Disulfid- Austausch

linearer Gradient von 0 anf 500 mM NaCl in
20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 7.5 iiber
|5 Sdulenvolumen

Flulfirate: 750 mm/h
Elution des ausschliefilich
iiber ionische
Wechselwirkungen
immobilisierten Proteins

DTT-Puls

(z. B. 1 Siulenvolumen: 50 mM DTT)
linearer Gradient von 0 auf 500 mM NaCl in
20 mM Tris-HCL 2 mM EDTA, 25 mM
L-Cystein, pH 7,5 Gber 15 Saulenvolumen

Flubrate: 750 mm/h

Elution des kovalent und iiber
1onische WW immobilisierten
Proteins

Rekonditionierung des Siulenmaterials

Abb. 3.3.3: Verfahrensschema der kovalenten Affinitétschromatographie an Sepharose-ACK8A
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In Abbildung 3.3.4 ist exemplarisch die Analyse von gereinigter a-GlucE10C mittels
kovalenter Affinitétschromatographie dargestellt.
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Abb. 3.3.4: Elutionsprofile der Analyse von a-GlucE10C mittels kovalenter Affinintatschromato-

graphie an Sepharose-ACKS8A unter nicht-reduzierenden () bzw. unter reduzierenden Bedingungen
(—) in 20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA -/+ 25 mM L-Cystein, pH 7,5. Die Beladung der Saule war
0,5 mg/ml, die FHurate 1 mi/min (750 mm/h). Erkennbar ist die geringe Absorption des DTT bel

Elution unter reduzierenden Bedingungen (2 ml Puls mit 50 mM DTT in 20 mM Tris-HCI, 2 mM

EDTA, pH 7,5).

Bel Beladung der Saule mit 0,5 mg Protein/ml erfolgte die quantitative Adsorption des
Proteins an das Saulenmaterial Uber ionische Wechselwirkungen. Zur Ausbildung der
kovalenten Verbriickung wurde das immobilisierte Protein 16 h bei 4°C unter geringer linearer
FluRgeschwindigkeit (150 mm/h) mit Aquilibrierungspuffers inkubiert. Die Elution unter
nicht-reduzierenden Bedingungen fuhrte zur AblGsung des ausschliefdlich Uber ionische
Wechsalwirkungen immobilisierten Proteins bei einer Leitfdhigkeit des Eluenten von
12,5 mS/cm. Das entspricht einer Natriumchloridkonzentration von ca. 140 mM. Unter diesen
Bedingungen eluierten 4,5 % des aufgetragenen Proteins. Unter reduzierenden Bedingungen
erfolgte die Elution des kovalent immobilisierten Proteins (95,1 % des aufgetragenen Proteins)
ebenfalls bel einer Leitfahigkeit des Eluenten von 12,5 mS/cm. Das deutet darauf hin, dafid
unter den gewdhlten Bedingungen die ausgebildete Disulfidbriicke vollstandig reduziert
wurde, so dal3 die Wechselwirkung mit dem Chromatographiematerial ausschliefdlich Uber
ionische Interaktion erfolgt.

Der Anteil des Uber ionische Wechselwirkungen immobilisierten und des kovalent
immobilisierten Proteins wurde zum einen Uber Proteinbestimmung, zum anderen Uber
Aktivitéts- bzw. Funktionalitétsbestimmung ermittelt. Die Ergebnisse sind fur a-GlucE10C,

FabE10C und a-Gluc-WT in Tabelle 3.3.1 zusammengestel It.
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Tabelle 3.3.1: Anayse von a-GlucE10C, FabE10C und a-Gluc-Wildtypprotein mittels kovalenter
Affinitdtschromatographie an Sepharose-ACKB8A. Die Chromatographiesdule (Sdulenvolumen: 2 ml)
wurde mit jeweils 1 mg a-GlucE1l0C, 500 pg FabE1OC oder 1 mg a-Gluc-WT beladen. Die
Funktionalitdt der a-Glucosidase-Varianten und des Antikérperfragmentes wurde mittels enzyma-
tischer Aktivitét bzw. mittels ELISA bestimmt. Prozentuale Angaben beziehen sich auf die eingesetzte
Proteinmenge bzw. -aktivitét.

Chromatographie- a-GlucE10C FabE10C a-Gluc-WT
schritt (Negativ-Kontrolle)

Protein  Aktivitdt Protain Aktivitat Protein  Aktivitat

[%] [%] [%] [%] [%] [%]
Verlust bel Beladung 0 0 0 0 88,0 92
Elution unter nicht-
reduzierender*l 45 45 1,9 2,2 52 0,5
Bedingungen
DTT-Puls” 0 0 0 0 0 0
Elution unter
reduzi erender)** 95,1 96,5 64,1 61,3 0 0
Bedingungen
Wiederfindungsrate
insgesamt 99,6 101,0 66,0 63,5 93,2 92,5

ausschliefdich tiber ionische Wechselwirkungen immobilisiertes Protein
kovalent immobilisiertes Protein ohne Beteiligung ionischer Wechselwirkungen
kovalent immobilisiertes Protein nach gerichteter Assoziation

Aus Tabelle 3.3.1 geht hervor, dal3 die kovalente Affinitatschromatographie zur Charakterisie-
rung von Proteinen mit C-terminalem Fusionspeptid geeignet ist. Insbesondere ist ersichtlich,
dai3 die a-Glucosidase-Variante a-GlucE10C zu etwa 95 % ein vollsténdiges Fusionspeptid
enthalt, dal3 zur gerichteten Assoziation und kovalenten Verbriickung verwendet werden kann.
Die gute Korrelation zwischen Wiederfindungsrate fir das Protein und die enzymatische
Aktivitdt sind Belege dafiir, dal3 die vortibergehende kovalente Immobilisierung des Proteins
nicht zu Konformationsanderungen fuhrt, die die enzymatische Aktivitat beeinflussen.
Analoges gilt fur die Funktionalitét des Antikorperfragmentes. Diese wird durch die

kurzzeitige Inkubation in Gegenwart von 10 mM L-Cystein nur unwesentlich beeintréchtigt.
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Mittels SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen konnte gezeigt werden, dal3 die
interchenare Disulfidbriicke erhalten bleibt bzw. wahrend der Dialyse zum Entfernen des
Reduktionsmittels reoxidiert wird (Daten nicht gezeigt). Auffallend im Vergleich zur a-
Glucosidase ist die geringe Wiederfindungsrate von Protein und Aktivitét von 66 % bzw.
63,5 %. Dieses ist moglicherweise auf unspezifische Wechselwirkungen des Antikoérper-
fragmentes mit dem Tragermaterial Sepharose zurtickzufuihren. Ahnliche Wiederfindungsraten
wurden bel der Aufreinigung des Retentates von FabE10C an Resource Q beobachtet. Im
Rahmen der Regenerierung des Saulenmaterials in Gegenwart von 6 M Guanidiniumhydro-
chlorid und 100 MM DTT wird dieses Protein entfernt.

In Kontrollexperimenten, in denen das Wildtypprotein der a-Glucosidase mittels kovalenter
Affinitétschromatographie untersucht wurde, waren 92 % der aufgetragenen Aktivitét
(Beladung mit 0,5 mg/ml) bereits im Durchlauf enthalten. Nach Elution unter reduzierenden
Bedingungen konnte kein unspezifisch kovalent immobilisiertes Enzym nachgewiesen

werden.

Anwendung auf die spezifische Reinigung von a-GlucE10C aus dem Rohextrakt

Nachdem gezeigt wurde, da die kovalente Affinitatschromatographie fur die
Charakteriserung und Feinreinigung von Proteinen mit C-terminalem polyanionischen
Fusionspeptid geeignet ist, sollte ihr Potential fir eine spezifische Reinigung der a-GlucE10C
aus einem E. coli-Rohextrakt untersucht werden.

Dazu wurde ein Rohextrakt, wie im Abschnitt 2.2.4.8 beschrieben, hergestellt und mit
Benzonase vorbehandelt. Die Saule wurde mit 40 mg Gesamtprotein, das 1,25 % (500 pg) a-
GlucEl0C enthielt, in 10 mM K;HPOJ/KH2PO,, 10 mM EDTA, pH 6,8 beladen. Die
Beladung erfolgte bel pH 6,8, um zu vermeiden, dal3 Fremdproteine an das Saulenmaterial
binden und somit die Kapazitét verringern. Anschlief3end erfolgte ein Pufferwechsel und pH-
Shift von 10 mM K;HPOJ/KH2PO4, 10 mM EDTA, pH 6,8 auf 20 mM Tris-HCI, 2 mM
EDTA, pH 7,5. Die kovalente Affinitdtschromatographie wurde unter den oben dargestellten
Bedingungen durchgefihrt. In Abb. 3.3.5 sind die Elutionsprofile der Chromatographie unter
nicht-reduzierenden und reduzierenden Bedingungen dargestel|t.
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Abb. 3.3.5: Aufreinigung von a-GIucE1lOC aus einem Escherichia coli Rohextrakt an Sepharose-
ACKB8A. A. Chromatogramm der Elution unter nicht-reduzierenden Bedingungen. B. Chromatogramm
der Elution unter reduzierenden Bedingungen. C. 10%iges Gel nach SDS-PAGE zur Anayse der
eluierten Proteine (Coomassie-Farbung). (1) Proteinmarker, (2) aufgetragener Rohextrakt, (3)
Durchlauf, (4) Eluat bei pH-Shift von pH 6,8 auf 7,5, (5) und (6) Eluat unter nicht-reduzierenden
Bedingungen, (7) Eluat unter reduzierenden Bedingungen mit hochster spezifischer a-Glucosidase-
Aktivitdt, (8) und (9) Eluat bei hoherer lonenstérke unter reduzierenden Bedingungen, (10) a-
Glucosidase-Wildtypprotein, Marker
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Aus Abbildung 3.3.5 A-C geht hervor, dal3 a-GlucE10C mittels kovalenter Affinitéts-
chromatographie prinzipiell aus einem E. coli-Rohextrakt isoliert werden kann. Die Zunahme
der spezifischen Aktivitét von 1,47 U/mg im Rohextrakt auf 107 U/mg nach Elution unter
reduzierenden Bedingungen entspricht einem Aufreinigungsfaktor von 73 nach einer Ein-
Schritt-Reinigung. Allerdings ist die Kapazitét der Chromatographiesaule vermutlich durch
Belegung mit DNA-Fragmenten vermindert, so dal3 73,6 % der aufgetragenen a-Glucosidase-
Aktivitét im Durchlauf zu finden sind, wahrend lediglich 22,1 % des enzymatisch aktiven
Proteins kovalent an das Gelmaterial gekoppelt wurden. Die Interaktion von DNA-Fragmenten
mit den immobilisierten Lysinpeptiden ist stérker as die der Deca-glutamatfusionspeptide.
Desweiteren ist auffallend, dal3 neben der Kopplung von a-GlucE10C Uber das Fusionspeptid
weitere Proteine kovalent an den Trager gebunden werden. Vermutlich handelt es sich hierbei
um DNA-bindende Proteine mit freien Cystein-Resten. Diese eluieren aufgrund der stérkeren
Interaktion der DNA mit dem Tragermaterial erst bei hoheren lonenstarken unter
reduzierenden Bedingungen. Eine weitere Moglichkeit zur Erkléarung der hohen
enzymatischen Aktivitdt des Durchlaufs neben der Uberladung der Saule wére der
proteolytische Abbau des gesamten C-terminalen Fusionspeptides. Dieser ist jedoch
auszuschlief3en, da nach Rechromatographie des im Durchlauf enthaltenen Proteins an einem
konventionellen Anionenaustauscher (POROSO HQ) das Protein bei hoher |onenstéarke eluiert
werden konnte.

Im Anschlu3 an die Auftrennung des E. coli-Rohextraktes an der kovalenten Affinitéts
chromatographiesaule wurde die Rekonditionierung durchgefihrt und nochmals gereinigte a-
GlucE10C analysiert. Bel einer Beladung von 0,5 mg/ml wurde die a-GlucE10C quantitativ
am Tréger immobilisiert. Das deutet darauf hin, dal3 die Lysinpeptide des Gelmaterials nicht
durch Proteasen des Rohextraktes abgebaut wurden.

Die gleiche Strategie wurde zur Entwicklung einer kovalenten Affinitétsmatrix zur Reinigung
von Proteinen mit polykationischem Fusionspeptid verwendet. Dazu wurden Peptide der Form
ACE10A Uber primdre Aminogruppen an Bromcyan-aktivierte Sepharose gekoppelt. Eine
Charakterisierung erfolgte mit polyionischen, synthetischen Lysinpeptiden mit 6, 8 und 10
Lysin-Resten, jedoch ohne zusétzlichen Cystein-Rest. Die Aufreinigung der N-terminal
modifizierten a-Glucosidase R10C-a-Gluc war jedoch nicht méglich. Die gleiche Charge des
Rohextraktes konnte an einem starken Kationenaustauscher unter den in Abschnitt 3.1.2
beschriebenen Bedingungen gereinigt werden. Es ist zu vermuten, dal3 die Interaktion des
polykationischen Fusionspeptids mit dem Phosphatgruppen von DNA-Fragmenten stérker ist
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als die mit den ACE10-Peptiden des Gelmaterials. Im vorangegangenen Abschnitt wurde
bereits die stabile Interaktion zwischen DNA-Fragmenten und immobilisierten Lysinpeptiden
mit 7 positiven Nettoladungen beschrieben. Die kommerziellen Kationenaustauscher-
materialien mit ener ionischen Kapazitdt im Bereich von 140 pmol/ml wirken as
Kompetitoren der DNA-Decaarginin-Wechselwirkung und fuhren zur Verdrangung von DNA-
Fragmenten (elektrostatische Abstof3ung). Dadurch ist eine Immobilisierung von Proteinen mit
positiv geladenen Fusionspeptiden und nachfolgende kontrollierte Elution moglich. Zusétzlich
wurde mit gereinigter R10C-a-Gluc beobachtet, dald zwar eine Immobilisierung Uber ionische
Wechsaelwirkungen mdglich war, jedoch keine kovalente Verbriickung festgestellt werden
konnte. Méglicherweise ist aufgrund sterischer Hinderung die Ausbildung der Disulfidbriicke
erschwert oder die Reaktivitét des Cysteins in unmittelbarer Nachbarschaft zur N-terminalen
Sequenz der a-Glucosidase herabgesetzt.

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit entwickelte Methode der kovalenten Affinitéts-
chromatographie an Sepharose-ACK8A eignet sich fir die Feinreinigung und Charakte-
risierung von Proteinen mit polyanionischen Fusionspeptiden. Eine spezifische Aufreinigung
eines Proteins mit polyanionischem Fusionspeptid aus einem Rohextrakt konnte prinzipiell
gezeigt werden. Die Anwendung im praparativen Mal3stab ist zur Zeit aufgrund der geringen
ionischen Kapazitét des zu Verflgung stehenden Gelmaterials nicht moglich.

3.4 Bildung eines Antikorperfragment-Enzym-Konjugates durch gerichtete
Assoziation und kovalente Verkniipfung mittels polyionischer Fusions-

peptide

Ein wesentlicher Bestandteil der vorliegenden Doktorarbeit war die Anwendung der
polyionischen Fusionspeptide als neuartige Heterodimerisierungsmotive.

Stubenrauch (2000) untersuchte die gerichtete Assoziation und kovalente Verbriickung
synthetischer, komplementér geladener, polyionischer Peptide der Sequenz ACKg und ACEs,
die einen zusdtzlichen Cystein-Rest enthielten. Bei niedrigen lonenstarken und in Gegenwart
eines oxidoshuffling-Systems wurden diese quantitativ zu Heterodimeren umgesetzt. Selbst
unter leicht reduzierenden Bedingungen konnte eine bevorzugte Heterodimerisierung der
Peptide nachgewiesen werden. Aus den vorhandenen Daten konnte die Stabilitét der ionischen
Wechselwirkung der synthetischen Peptide in Gegenwart eines Redoxsystemes ermittelt
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werden. Diese wird durch einem DG” -Wert von etwa 6 kcal./mol charakterisiert (Richter ez
al., 2001).

Im folgenden sollte das von Stubenrauch et al. (1999) vorgestellte Prinzip auf die
Heterodimerisierung von Proteinen Ubertragen werden. Bei der Untersuchung der gerichteten
Assoziation und kovalenten Verbrickung von Proteinen mit Hilfe polyionischer
Fusionspeptide waren folgende Aspekte von besonderem Interesse:

- Optimierung der Assoziationsreaktion (beziiglich Redoxbedingungen und Reaktionszeit);

- die Spezifitét der Interaktion;

- die Stabilitat der gebildeten Assoziate unter Redoxbedingungen;

- die biophysikalische Charakterisierung der Assoziationsprodukte;

- die Funktionalitét der Einzelkomponenten im konjugierten Zustand.

3.4.1 Optimierung der Assoziationsreaktion

Zunéchst wurden die Bedingungen fir eine bevorzugte Heterodimerisierung und kovalente
Verbriickung beziglich Redoxsystem und Reaktionszeit optimiert.

Hierzu wurde die Assoziationsreaktion zweier Proteine mit komplementdar geladenen
Fusionspeptiden in Gegenwart unterschiedlicher Verhdtnisse von reduziertem und oxidiertem
Glutathion durchgefihrt und die Ausbeute an disulfidverbricktem Konjugat mittels SDS-
PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen bestimmt. In diesen Versuchen wurden die
Fab-Fragmente mit positiv geladenem (FabR10C) und negativ geladenem Fusionspeptid
(FabE10C) verwendet. Der Nachwels erfolgte mittels immunologischer Detektion nach
Western Blot (Daten nicht gezeigt). Wahrend unter reduzierenden Bedingungen GSH : GSSG
=5:1(24 mM : 0,6 mM) und in Gegenwart dquimolarer Konzentrationen an reduziertem
und oxidiertem Glutathion (1,5 mM) keine kovalent verbrickten Fragmente nachweisbar
waren, konnten in Gegenwart von 24 mM GSSG und 0,6 mM GSH disulfidverbriickte
Fragmente detektiert werden. Die gebildete Disulfidbricke konnte durch Zugabe von
reduzierenden Agentien wie Dithiotreitol (DTT) reduziert werden. In weiteren Experimenten
wurden fir die kovalente Verkntpfung zweier Proteine mittels polyionischer Fusionspeptide
2,4 mM GSSG und 0,6 mM GSH verwendet. Diese Redoxbedingungen ([GSH]?/[GSSG] =
1,5 - 10* M) waren auch fiir die Renaturierung des Fab-Fragmentes geeignet (vgl. Abschnitt
3.1.1), so dal3 die intrachenaren und interchenaren Disulfidbriicken des Antikérperfragmentes
unter den gewahlten Bedingungen stabil sein sollten.
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Um en Konstrukt mit zwel unterschiedlichen, einfach nachzuweisenden Funktionen zu
erhalten, wurden alle weiteren Untersuchungen der gerichteten Assoziation und kovalenten
Verknipfung von Proteinen mit Hilfe des FabE10C-Fragmentes und einer der beiden a-
Glucosidase-Varianten mit N- bzw. C-terminalem Decaargininfusionspeptid R10C-a-Gluc
bzw. a-GlucR10C durchgefhrt.

Die Bildung von Fab-Fragment-Enzym-Konjugaten erfolgte in 20 mM Tris-HCl, 2 mM
EDTA, 2,4 mM GSSG, 0,6 mM GSH, pH 7,5. Fur den Thiol-Disulfid-Austausch sind pH-
Werte ab pH 7,5 geeignet. Kinetisch gunstiger sind hthere pH-Werte im Bereich von pH 8,5
bis 9,5, da hier die Thiolgruppe des Nucleophils weitgehend deprotoniert ist. Bei diesen pH-
Werten ist die a-Glucosidase allerdings nicht stabil. Die Ansétze wurden zunéchst 16 h bei
20°C inkubiert. Die Analytik erfolgte entweder mittels SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden
Bedingungen nach Blockierung der freien Cystein-Reste mit lodacetamid oder mittels
Gelfiltration. In Abb. 341 A ist en 10%iges SDS-Gel des Assoziationsansatzes von
FabE10C mit R10C-a-Gluc nach Coomassie-Farbung dargestellt. Das Antikorperfragment
und das Enzym wurden im Assoziationsansatz in dquimolaren Konzentrationen von 1 pM
eingesetzt. Abb 3.4.1 B kann das Absorptionsprofil der densitometrischen Auswertung von
Bahn 2 der SDS-PAGE entnommen werden.
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Abb. 3.4.1: Analyse der Assoziation von FabE10C mit R10C-a-Gluc. A. 10%iges SDS-Gel nach
Coomassie-Farbung; Bahn 1 und 2 unter nicht-reduzierenden Bedingungen; Bahn 3 und 4 unter
reduzierenden Bedingungen: (1) 1 ug MAK33 (150 kD); (2) Assoziationsansatz von FabE10C (50 kD)
mit R10C-a-Gluc (69 kD); aufgetragen wurden 3,5 pg Gesamtprotein; (3) Proteinmarker (von oben:
94 kD, 67 kD, 43 kD und 30 kD) (4) 35 pg des Assoziationsansatzes unter reduzierenden
Bedingungen aufgetragen B. Absorptionsprofil von Bahn 2 nach densitometrischer Auswertung
mittels Phoretix 1D.
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Aus Abb 3.4.1 A geht hervor, dal? die Assoziationsansédtze neben den Ausgangskomponenten
FabE10C (50 kD) und R10C-a-Gluc (69 kD) eine weitere Spezies mit einem apparenten
Molekulargewicht von etwa 120 kD enthielten. Die Heterodimerisierung erfolgte unter den
gewdhlten Bedingungen mit einer Ausbeute von etwa 30 % (Abb. 3.4.1 B). Homodimere
konnten nicht detektiert werden.

Das Heterodimer konnte mittels préparativer Gelfiltration von den Edukten getrennt werden.
In Abbildung 3.4.2 A ist ein 10%iges SDS-Gel von Fraktionen der Aufreinigung des
Assoziationsansatzes mittels Gelfiltration dargestellt. Durch Reduktion mit DTT dissoziiert
das gereinigte Heterodimer in seine Ausgangskomponenten R10C-a-Gluc (69 kD), das
FAE10C-Fragment (apparent 30 kD) und die k-Kette (25 kD) (Abb. 3.4.2 A; Bahn 5). In Abb.
3.4.2 B wird ein Westernblot nach immunologischer Detektion mit einem Anti-Maus-Fab-
Fragment-spezifischen Antikorper gezeigt. Dieser belegt zum einen, dald das Protein mit
einem apparenten Molekulargewicht von 120 kD das Fab-Fragment FabE10C enthdt. Zum
anderen wird gezeigt, dal3 das Fab-Fragment alleine unter Assoziationsbedingungen inkubiert
nicht zu einer hohermolekularen Spezies reagiert (Abb. 3.4.2 B; Bahn 5). Desweiteren bleibt
die interchenare Disulfidbriicke des Fab-Fragmentes unter den  gewdhiten

Assozi ationsbedingungen erhalten.
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Abb. 3.4.2: Trennung der Chiméren FabE10C-R10C-a-Gluc von den Edukten. A. 10%iges Gel von
Proben vor und nach Gdfiltration an Superdex 75 pg; SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden
Bedingungen; Coomassie-Farbung. (1) Proteinmarker, (2) MAK33 (150 kD), (3) Assoziationsansatz
vor Gdlfiltration, (4) Fraktion der Chiméren; Elution bei 58 ml, (5) Elution bei 62 ml (FabE10C und
R10C-a-Gluc wurden auf der verwendeten Sdule nicht getrennt). B. Westernblot nach SDS-PAGE
(10%iges Gel); Detektion mit POD-gekoppeltem Anti-Maus-Fab-Antikorper durch ECL-Reaktion. (1)
MAKS33 unter nicht-reduzierenden Bedingungen, (2) Assoziationsansatz, (3) Chiméren-Fraktion nach
Gelfiltration, (4) Eduktfraktion nach Gelfiltration, (5) Assoziationsansatz von FabE10C alein, (6)
MAKS33 unter reduzierenden Bedingungen.
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Um auszuschlief3en, dal3 der unvollstdndige Umsatz zum Heterodimer auf einer sehr
langsamen Assoziationskinetik beruht, wurde die Bildung der Chimé&en FabE10C-a-
GlucR10C in Abhéngigkeit von der Zeit untersucht. In Abbildung 3.4.3 ist die
Assoziationskinetik von FabE10C-a-Gluc fir eine &guimolare Konzentration der
Ausgangskomponenten von 1uM bel 20°C dargestellt. Der Anteil an gebildeter Chimére
wurde auf den Endwert nach 22 h normiert.
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Abb. 3.4.3: Assoziationskinetik von FabE10C mit a-GlucR10C bei 20°C in 20 mM Tris-HCI, 2 mM
EDTA, 24 mM GSSG, 06 mM GSH, pH 75 Beide Komponenten lagen in &guimolarer
Konzentration von 1 pM im Ansaiz vor. Zum jeweiligen Probenahmezeitpunkt wurde ein Aliquot
(45 ul) des Assoziationsansatzes entnommen und mit 5 pl 400 mM lodacetamid in 100 mM Tris-HCI,
2 mM EDTA, pH 7,5 versetzt. Die Anayse erfolgte mittels SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden
Bedingungen. Der Anteil der Chimére wurde densitometrisch bestimmt und auf den Endwert nach 22
h normiert. A. 10%iges Gel nach Coomassie-Farbung. (1) Phosphorylase b (94 kD) Proteinmarker; (2)
MAK 33 (150 kD); (3)-(10) Zunahme der Chimérenbande in Abhangigkeit von der Assoziationszeit.
B. Auf den Endwert (22 h) normierter Anteil an gebildeter Chimére. Der 100 %-Wert entspricht einem
Umsatz von 15 %.

Abbildung 3.4.3 ist zu entnehmen, dald die Assoziationsreaktion unter den gewdhlten
Bedingungen nach etwa 6 h abgeschlossen ist. Dieses entspricht der Assoziationskinetik, die
unter dhnlichen Bedingungen mit den synthetischen Peptiden ACKg und ACEs gemessen
wurde. In diesem System war das Heterodimer nach 5 h quantitativ gebildet (personliche
Mitteilung Kay Stubenrauch). Die Konzentrationsabhéngigkeit der Assoziationsreaktion

wurde nicht untersucht.
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3.4.2 Spezifitit der Reaktion

Um die Frage zu klaren, ob die Wechselwirkung der entgegengesetzt geladenen
Fusionspeptide eine Voraussetzung zur Ausbildung der Disulfidbriicke ist, wurde die
Assoziation in Ab- und Anwesenheit von 1 M Natriumchlorid untersucht. Stubenrauch (2000)
hatte mit Hilfe der synthetischen Peptide ACKg und ACEg bereits nachgewiesen, dal3 mit
zunehmender lonenstérke die Heterodimerisierung verhindert wird. Da unter diesen
Bedingungen auch keine statistische Bildung von Hetero- und Homodimeren erfolgte, ist
anzunehmen, dal3 die geladenen Aminosauren in Nachbarschaft der Cystein-Reste deren
Reaktivitdt beeinflussen. Auf diesen Aspekt wird im Rahmen der Diskussion naher
eingegangen.

Desweiteren wurden Assoziationsreaktionen der Einzelkomponenten mit nicht-modifiziertem
Fab-Fragment und dem Wildtypprotein der a-Glucosidase durchgefiihrt. Das Fab-Fragment
war unter den gewahlten Assoziationsbedingungen stabil, so dal3 die intermolekulare
Disulfidbricke zwischen Fd-Fragment und leichter Kette nicht an Thiol-Disulfid-
Austauschreaktionen beteiligt ist (vgl. Abb. 3.4.2 B). Bereits aus Kompetitionsexperimenten
zur Assoziation der synthetischen Peptide in Gegenwart von Verbindungen mit freien
Cystein-Resten war bekannt, dal3 keine unspezifische Disulfidbricke gebildet wird
(Stubenrauch, 2000). Die Inkubation des FabE10C-Fragmentes mit a-Glucosidase-WT fuhrte
ebenfalls zu keinen disulfidverbriickten Assoziationsprodukten (Analyse mittels SDS-PAGE
und mittels Gelfiltration; Daten nicht gezeigt). Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert
werden, dald der mittels gentechnischer Methoden eingefligte zusétzliche Cystein-Rest im
Kontext der polyionischen Aminosduresequenz gezielt fir eine spezifische kovalente

Verbriickung verwendet werden kann.

3.4.3 Stabilitit des Assoziationsproduktes

Sowohl die Assoziation des FabE10C-Fragmentes mit der N-terminal as auch mit der C-
terminal modifizierten a-Glucosidase-Variante war moglich. Allerdings lag die Ausbeute an
Heterodimer bel der Assoziation mit a-GlucR10C lediglich bei maximal 15 %, wenn beide
Komponenten in dquimolaren Konzentrationen von 1 uM eingesetzt wurden. Eine mogliche
Erklarung ist der proteolytische Abbau des C-terminalen Fusionspeptides wahrend der
Aufarbeitung. Doch auch im Fale der N-terminalen a-Glucosidase-Variante wurde im

Konzentrationsbereich von 1-5 pM keine vollsténdige Heterodimerisierung erzielt, obwohl
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die Identitdt der Variante durch N-terminale Sequenzierung bestétigt wurde. Durch Erhdhung
der Konzentration von FabE10C bei konstanter R10C-a-Gluc-Konzentration von 1 pM sollte
der Konzentrationseinflul3 auf die Dimerisierung der beiden Proteine ndher untersucht
werden. Das Ergebnis dieser Titrationsexperimente kann Abb. 3.4.4 entnommen werden.
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Abb. 3.4.4: Assoziation von FabE10C mit R10C-a-Gluc unter Variation des molaren Verhétnisses
von FabE10C : R10C-a-Gluc. Die Konzentration von R10C-a-Gluc war konstant 1 pM. Die
Assoziation wurde in 20 mM TrissHCI, 2 mM EDTA, 0,6 mM GSH, 2,4 mM GSSG, pH 7,5 bei 20°C
far 16 h durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte durch densitometrische Auswertung von 10%igen SDS-
Gelen nach Coomassie-Férbung. Der Fit der experimentellen Daten nach Gleichung (14) liefert eine
Dissoziationskonstante der Chiméren von 0,5 + 0,2 uM unter den vorliegenden Redoxbedingungen.

Aus Abb. 3.4.4 geht hervor, dal} die Ausbeute an Heterodimer signifikant von der
Konzentration der beiden Konjugationspartner im Ansatz abhangt. In Gegenwart agquimolarer
Konzentrationen von 1 pM betrégt die Ausbeute an Heterodimer 30 % und kann mit
zunehmender Konzentration eines der beiden Konjugationspartners auf etwa 60 % gesteigert
werden. In Gegenwart des Redoxsystems ist die Assoziation reversibel. Sie kann durch eine
Dissoziationskonstante von 0,5 + 0,2 uM (20°C) beschrieben werden.

Ahnliches wurde bei der Assoziation von R10C-a-Gluc mit a-GlucE10C beobachtet. Auch in
diesem Fal efolgte die Assoziation mit einer Ausbeute von 30 %, wenn beide
Assoziationspartner in dquimolaren Konzentrationen von 1 uM im Ansatz vorlagen (Daten
nicht gezeigt). Daher ist zu vermuten, dal3 dieses A ssozationsverhalten nicht spezifisch fur die
Reaktion zwischen R10C-a-Gluc und FabE10C ist, sondern die Interaktion der polyionischen
Fusionspeptide charakterisiert.
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3.4.4 Charakterisierung des Fab-Fragment-Enzym-Konjugates

Wie bereits erwahnt, wurden sowohl das Konjugat bestehend aus FabE10C und R10C-a-Gluc
als auch das FabE10C-Konjugat mit a-GlucR10C gebildet. Mittels Gelfiltration gelang die
Separierung der Chimé&ren von den Edukten (Abb. 3.4.2 A), so da3 es fur weitere
Charakterisierungen in ausreichender Menge zur Verfligung stand. Neben der Bestimmung
des Molekulargewichtes mittels SDS-PAGE und Gelfiltrationschromatographie wurden
zusétzlich Gleichgewichtdaufe mittels analytischer Ultrazentrifugation durchgefihrt (Abb.
3.4.5).
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Abb. 3.4.5: Charakterisierung des FabE10C-a-GlucR10C-Konjugates mittels analytischer
Ultrazentrifugation. Die Gleichgewichtssedimentation wurde bei 8000 rpm und 20°C fir 24 h
durchgefiihrt. Aus den Daten (o) wurde die apparente molare Masse einer homogenen Spezies zu
130000 + 10000 errechnet. Die untere Abbildung gibt die Abweichung der Regressionsfunktion von
den experimentellen Daten an.

Das Konjugat sedimentiert als eine homogene Spezies, fur die ein Molekulargewicht von etwa
130 +/- 10 kD ermittelt wurde. Zur Kontrolle wurden die Ausgangskomponenten ebenfalls
analysiert, wiesen jedoch keine weiteren als die jeweils monomeren Spezies auf.

Desweiteren sollte die Frage geklart werden, ob durch die gerichtete Assoziation und
kovalente Verbrickung zusétzliche Interaktionen zwischen den konjugierten Proteinen
auftreten. Diese konnten zum einen in einer veranderten Sekundérstruktur und zum anderen in

einer modifizierten Funktionalitdt der Assoziationspartner resultieren.
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In Abb. 3.4.6 sind die Fern-UV-Spektren der nicht konjugierten Einzelkomponenten
FabE10C und R10C-a-Gluc und die des Konjugates dargestellt.
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Abb. 3.4.6: Fern-UV-Spektren von Chimére (A), FabE10C (@) und R10C-a-Gluc (A) in 50 mM
NaH,PO/Na&HPO,, 150 mM NaCl pH 7,0. Die Spektren wurden pufferkorrigiert. Ebenfals
dargestellt ist das nach Addition der molaren Elliptizitdten von FabE10C und R10C-a-Gluc erhaltene
Spektrum (----- ). Die Proteinkonzentration war 120 pug/ml, die Schichtdicke der Klvette 0,1 cm.

Aus dem aufgezeichneten Mefdsignal wurde die molare Elliptizitét nach Gleichung (16)
berechnet. Deutlich erkennbar sind die unterschiedlichen Spektren der Einzelkomponenten.
Das Antikorperfragment, dessen Kristallstruktur kirzlich aufgeklért wurde (Augustine et al.,
2000), zeigt das fUr ein all-b-sheet-Protein charakteristische Fern-UV-Spektrum. b-Faltblatt-
strukturen sind wesentlicher Bestandteil des immunglobulin fold. Das Fern-UV-Spektrum des
nativen FabE10C stimmt gut mit dem des nicht-modifizierten Fragmentes (Lilie et al., 19954)
Uberein und weist eéin Minimum des CD-Signals bel einer Wellenlénge von 218 nm auf. Das
Fern-UV-Spektrum der a-Glucosidase-Variante R10C-a-Gluc hat ein Minimum der molaren
Elliptizitdét bei 208 nm. Dieses deutet auf die Betelligung von a-Helices as
Sekundérstrukturelemente hin. Die Struktur der a-Glucosidase PI ist bisher nicht bekannt.
Aus Sequenzhomologien mit anderen a-Amylasen ist zu vermuten, dal3 sie als Grundstruktur
eine (a/b)s-barrel-Topologie aufweist (Svensson et al,, 1988; McGregor und Svensson,
1989).

Das Fern-UV-Spektrum des Konjugates kann anndherend als additives Spektrum der beiden
Einzelkomponenten erhalten werden. Aus diesem Ergebnisist zu folgern, dal3 vermutlich die
Sekundarstrukturelemente der beteiligten Komponenten durch die Assoziation und kovalente

Verknipfung mittels polyionsischer Fusionspeptide nicht beeinfluf3t werden.
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Im folgenden sollte die Frage gekléart werden, ob die funktionellen Eigenschaften der
Assoziationspartner im konjugierten Zustand verandert sind.

Dazu wurde zunéchst die Bifunktionalitét des Konjugates nachgewiesen. Hierzu wurde ein
modifizierter ELISA entwickelt, in dem die Immobiliserung des Konjugates Uber die
Antigen-Antikorperfragment-Wechselwirkung erfolgt und die Detektion des Komplexes tber
die enzymatische Aktivitdt der a-Glucosidase. Der Aufbau des ELISA ist in Abb. 3.4.7
schematisch dargestellt.

PNpG
i. CK-—M/[ D " - » p-Nitrophenolat

RN

Abb. 3.4.7: Schematische Darstellung des ELISA-Aufbaus zum Nachweis des bifunktionellen
Konjugates. Uber Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung wurde das Antigen (humane Creatinkinase
vom Skelettmuskeltyp CK-MM) immobilisiert. Nach Bindung des Fab-Fragmentes erfolgte die
Detektion umittelbar tber den Nachweis der a-Glucosidase-Aktivitét des Konjugationspartners mit p-
NpG.

Als Kontrollen wurden die Einzelkomponenten untersucht. In Tabelle 3.4.1 sind die
Ergebnisse des Bifunktionalitétsassays zusammengestel | t.

Aus Tabelle 3.4.1 geht hervor, dal’3 mit Hilfe des modifizierten ELISA die Bifunktionalitét des
gebildeten Konjugates aus FabE10C und R10C-a-Gluc nachgewiesen werden konnte.
Wahrend das isolierte Antikorperfragment erwartungsgemal® nicht mit dem Testsystem
analysiert werden konnte, zeigte die a-Glucosidase geringfigig falsch positive Reaktionen,
wenn sie in zu hohen Konzentrationen (> 10 pg/ml) im Reaktionsgeféld vorhanden war. Diese
beruhen vermutlich auf unspezifischer Adsorption der a-Glucosidase an die Geféal3wande.
Auch durch exzessives Waschen konnte diese a-Glucosidase nicht entfernt werden. Nicht-
kovalent verknuipftes Assoziationsprodukt (Ansatz in Gegenwart von 5 mM DTT) dissoziiert
wahrend des Waschens mit Hochsalzpuffern, so dal3 unter den vorliegenden Bedingungen

keine a-Glucosidase nachgewiesen werden konnte.
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Tabelle 3.4.1: ELISA zum Nachweis der Bifunktionalitét des FabE10C-R10C-a-Gluc-Konjugates.
Unterschiedliche Mengen des Konjugates und der Einzelkomponenten wurden in Gegenwart und
Abwesenheit des biotinylierten Antigens Creatinkinase (CK) in Streptavidin-beschichteten
Reaktionsgefal3en 1 h bei 20°C inkubiert. Nach mehrfachem Waschen erfolgte die Detektion mit p-
Nitrophenyl-a-D-glucopyranosid. Die gemessenen Extinktionswerte wurden auf den Wert des
Konjugates mit 25 pmol im Ansatz normiert.

Proteinmenge im relative Extinktion bei

Testansatz einer Wellenldnge von
405 nm
[pmol] [%]
Experimente in Gegenwart des
Antigens:
FabE10C-R10C-a-Gluc-Konjugat 5 26
10 43
25 100
FabE10C 20 0
R10C-a-Gluc 20 0
70 3
140 23
FabE10C/R10C-a-Gluc nicht- 20 0
kovalent verkniipft’
Experimente in Abwesenheit des
Antigens:
FabE10C-R10C-a-Gluc-Konjugat 25 0
R10C-a-Gluc 20 0
140 27
a-Gluc-Wildtypprotein 150 28

" Testansatz mit 5 mM DTT versetzt

Mit Hilfe des ELISA konnte die Bifunktionalitdt des Konjugates nachgewiesen werden. Fir
eine eingehendere Charakterisierung wurden die enzymatischen und antigen-bindenden
Eigenschaften der konjugierten und nicht-konjugierten Proteine vergleichend untersucht.

Dazu wurde zunadchst die Dissoziationskonstante des Antigen-Antikorperfragment-
Komplexes bestimmt. Unterschiedliche Konzentrationen des konjugierten und freien
Antikorperfragmentes FabE10C wurden in Gegenwart von dimerer humaner Creatinkinase
des Skelettmuskeltyps inkubiert. Durch Bindung des Antikorperfragmentes an die
Creatinkinase wird deren Aktivitét inhibiert. Die Restaktivitét wurde Uber einen gekoppelten
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enzymatischen Test bestimmt, bei dem die Bildung von NADPH photometrisch detektiert
wird. In Abbildung 3.4.8 ist die zeitliche Anderung der Absorption bei einer Wellenlange von
365 nm in Abhangigkeit von der eingesetzten Antikorperfragmentkonzentration dargestellt.

0.36

0.32

0.28 -

0.24 4

d E 365 nym /dt [min Y

0.20 -

0.00/( . . . . /(

0 50 100 150 200
C Fab[nM]

Abb. 3.4.8: Inhibierung der Creatinkinase-Aktivitdt nach Bindung des freien (@) bzw. konjugierten
FabE10C (A). Durch Fit der experimentellen Daten nach Gleichung (7) wurde der K-Wert des freien
FabE10C zu (28 £ 9) nM und der der Chiméaen zu (28 £ 11) nM bestimmt. Die Creatinkinase-
Konzentration war 31,25 nM.

Durch nicht-lineare Regression der experimentellen Daten mit Hilfe von Gleichung (7),
wurde die Dissoziationskonstante fir den Antigen-FabE10C-Komplex mit Ky = (28 + 9) nM,
und die des Komplexes aus Antigen und konjugiertem Antikorperfragment mit (28 + 11) nM
bestimmt. Aus der guten Ubereinstimmung der Dissoziationskonstanten ist zu folgern, daR
durch die Konjugation von FabE10C und R10C-a-Gluc die Antigen-Bindungseigenschaften

des Fab-Fragmentes nicht beeinfluf3t werden.

Um den Einflu} der Konjugation auf die enzymatische Aktivitdt der a-Glucosidase zu
untersuchen, wurde der Ky-Wert des freien und konjugierten Enzyms bestimmt. In Abbildung
3.4.9 ist die spezifische Aktivitdt in Abhangigkeit von der Substratkonzentration fur das
artifizielle Substrat p-NpG dargestellt.
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Abb. 3.4.9: Abhangigkeit der spezifischen enzymatischen Aktivitdt der Chiméaen (A) und der a-
Glucosidasevariante R10C-a-Gluc (A) von der Substratkonzentration. Die Hydrolyse des artifiziellen
Substrates p-Nitrophenyl-a-D-glucopyranosid wurde in 100 mM K,HPO,/KH,PO, pH 6,8 bei 30°C
bestimmt. Chimére und R10C-a-Gluc wurden in Konzentrationen von 70 pM bzw. 120 pM eingesetzt.

Um einen besseren Vergleich der Werte des freien und konjugierten Enzyms zu ermdglichen,
wurde die spezifische Aktivitét in der Einheit U/nmol angegeben.

Die spezifische Aktivitét von 11 U/nmol bel Substratsdttigung stimmt dabel gut mit dem fir
das Wildtypprotein der a-Glucosidase in der Literatur beschriebenen Wert von 150 U/mg
Uberein (Stempfer et al., 1996b). Durch nicht-lineare Regression wurde mit Hilfe der
Michaelis-Menten-Gleichung (vgl. Abschnitt 2.2.4.5) der Ky-Wert der nicht-konjugierten a-
Glucosidase mit 200 uM bestimmt, der des Konjugates mit 195 uM. Daraus kann gefolgert
werden, dal3 die Kopplung keinen Einflul3 auf die enzymatische Aktivitét der a-Glucosidase
hat.

Die hier verwendeten komplementér geladenen polyionischen Fusionspeptide ermdglichen
somit eine spezifische, stabile, leicht zu kontrollierende Kopplung von Proteinen zur
Gewinnung bifunktioneller Konstrukte. Die vorgestellte Kopplungsmethode sollte generell
einsetzbar sein, sofern die Termini der zu koppelnden Proteine |6sungsmittelexponiert
vorliegen. Datenbankanalysen deuten darauf hin, da? mehr als 90 % der bekannten
Proteinstrukturen entweder einen |dsungsmittelexponierten N- oder C-Terminus haben
(personliche Mitteilung: Dr. Gerald Béhm, ACGT ProGenomics AG, Halle).
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurden Anwendungsmaoglichkeiten polyionischer
Fusionspeptide in der Biotechnologie untersucht. Aspekte dabel waren die Bedeutung der
Fusionspeptide fur die Reinigung und Matrix-unterstiitzte Renaturierung heterologer Proteine
sowie ihre Anwendung als ein neuartiges Dimerisierungsmodul fir die gerichtete Assoziation
und kovalente Verknuipfung von Proteinen.

Im folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse zusammengefald und ausfihrlich vor dem
aktuellen Stand der Forschung diskutiert.

4.1 EinfluB§ polyionischer Fusionspeptide auf die rekombinante Herstellung

und Reinigung heterologer Proteine

Die von a-Glucosidase aus Saccharomyces cerevisiae und dem Fab-Fragment von MAK33
abgeleiteten Fusionsproteine wurden mit polyionischen Extensionen, die entweder zehn
positiv geladene oder zehn negativ geladene Aminosaurereste und jeweils einem zusétzlichen
Cystein-Rest enthielten, versehen.

Die a-Glucosidase-Varianten a-GlucE10C, a-GlucR10C und R10C-a-Gluc konnten in
rekombinanten Escherichia coli Uberexprimiert werden. In Abhangigkeit von den
Kultivierungsbedingungen und vom Expressionsstamm konnten die Varianten entweder in
[6slicher Form - Kultivierung nach Kopetzki er al. (1989b) - oder in Form von inclusion
bodies hergestellt werden. Wahrend bei 10slicher Expression die spezifische enzymatische
Aktivitét der a-Glucosidase-Variante mit C-terminalem Polyglutamatpeptid im Rohextrakt
mit der des Wildtypproteins nahezu identisch war, war die der Variante mit C-terminalem
Decaargininfusionspeptid nur etwa halb so grof3 und die der N-terminalen Variante 30fach
geringer. Bel der Herstellung des Proteins in Form von inclusion bodies zeigte sich, dal3 die
Ausbeute an inclusion bodies von R10C-a-Gluc etwa um den Faktor 20 geringer war as die

von a-GlucE10C.

Holl-Neugebauer (1992) untersuchte die Expression von a-Glucosidase-Varianten mit
unterschiedlichen C-terminalen Fusionspeptiden (R6, R8, R8, R10, E7, P9), die jedoch keinen
zusdtzlichen Cystein-Rest enthielten. Als Mal3 fir das Expressionsniveau wurde die
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spezifische Enzymaktivitéat im Rohextrat verwendet. Diese ist mit den im Rahmen dieser
Arbeit ermittelten Werten konsistent. Demnach haben C-terminale Polyarginin- bzw.
Polyglutamatfusionspeptide mit bis zu 10 geladenen Aminosduren keinen signifikanten
Einflul auf das Expressionsniveau der a-Glucosidase. Eine Ausnahme ist das Decaarginin-
Konstrukt, das ohne (H6ll-Neugebauer, 1992) und mit zusétzlichem Cystein- und Prolin-Rest
(diese Arbeit) nur etwa halb so stark exprimiert wird wie beispielsweise ein Polyglutamat-
Konstrukt.

Auffallend ist die im Vergleich zu den C-terminal modifizierten Proteinvarianten deutlich
geringere Ausbeute bel Expression der N-terminal modifizierten Variante R10C-a-Gluc.
Mogliche Ursachen hierfir konnen eine herabgesetzte Initiation der Trandlation durch
Ausbildung von Sekundérstrukturen auf mRNA-Ebene (Liebhaber et al., 1992; Chang et al.,
1995; Malmgren et al., 1996), eine erschwerte Trandation durch die Haufung von in E. coli
seltenen Arginin-Codons und/oder der bevorzugte proteolytische Abbau sein. Sekundér-
strukturen in der mRNA sind héufig bei GC-reichen Sequenzen zu beobachten (Looman et
al., 1986), die auch zur Codierung des Fusionspeptides erforderlich sind. Sie kdnnen zum
vorzeitigen Trandationsstopp fuhren und begiinstigen den Abbau der mRNA durch endogene
Nukleasen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine a-Glucosidase-Variante mit N-terminalem
Decaargininfusionspeptid CR10-a-Gluc konstruiert, die das Codon fir den zusétzlichen
Cystein-Rest im 5'-Bereich vor der die polyionische Sequenz codierenden Region enthielt. Im
Vergleich zur Variante R10C-a-Gluc war hierbel das Niveau der Expression in |oslicher
Form nochmals um den Faktor 10 geringer (Daten nicht gezeigt). Untersuchungen der mRNA
mittels Computersimulation (Programm Gene Runner) deuten auf die Ausbildung von sehr
stabilen Haarnadel schleifen hin. Um weitere Hinweise auf die Bedeutung der mRNA fir das
im Vergleich zum Wildtypprotein herabgesetzte Expressionsniveau der Konstrukte mit N-
terminalem Polyargininfusionspeptid zu erhalten, konnte der Gehalt an mRNA, die fur die
entsprechenden Konstukte codiert, in Abhangigkeit von der Kultivierungszeit bestimmt
werden. Moglichkeiten zur Vermeidung der Ausbildung von Sekundéarstrukturen auf mRNA-
Ebene wéren zum einen die Verwendung eines two-cistron-Systems (Schoner et al., 1990;
Schoner, 1997) oder aber das Einfiigen weiterer Aminosiurereste in die polyionische
Sequenz, deren Codons nicht die Bildung von Sekundérstrukturen begiinstigen.

Eine Haufung der in E. coli selten vorkommenden Arginin-Codons sollte zum einen dadurch
vermieden werden, dal die beiden Codons CGT und CGC verwendet wurden. Diese Codons
sindin E. coli die beiden haufigsten der sechs fir Arginin codierenden Tripletts. Zum anderen
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sollte durch Coexpression der in E. coli seltenen Arginin-tRNAs eine Limitation der
Trandation verhindert werden. Dazu wurden sdmtliche verwendeten Expressionstamme mit
dem Plasmid pUBS520 (Brinkmann et al., 1989) cotransformiert. Dennoch kann nicht
ausgeschlossen werden, da? bei sehr starker Uberexpression und einer Haufung von 10 fir
Arginin codierenden Tripletts eine Limitation der Translation auftritt.

Neben der Limitation durch tRNAs konnte auch die Verfugbarkeit bestimmter Aminosduren
herabgesetzt sein oder aber die Beladung der tRNAs durch die Aminoacyl-tRNA-Synthasen
und deren Verflgbarkeit einen , Flaschenhals® der Proteinbiosynthese darstellen. Es wird
vermutet, daR die Verfiigbarkeit von Aminosiuren bei der Uberexpression rekombinanter
Proteine begrenzt ist (Ramirez und Bentley, 1999). Dieses as Ursache fur die geringe
Expresson des N-terminal Arginin-haltigen a-Glucosidase-Konstruktes zu betrachten,
scheint, angesichts der signifikant htheren Expression der C-terminal modifizierten Variante
mit gleicher Aminosaurezusammensetzung, allerdings unwahrscheinlich.

Eine weitere Moglichkeit zur Erklérung der geringeren spezifischen Aktivitét im Rohextrakt
nach Expression der a-Glucosidase-Konstrukte mit Argininfusionspeptid ist der
proteolytische Abbau. Fir ein single chain Fv-Fragment wurde die Instabilitdt einer
Polyarginin-Fusion beschrieben (Skerra et al., 1991). Fur die N- und C-terminale Hexa
arginin-Variante der a-Glucosidase (Stempfer er al., 1995; 1996a; 1996b) sowie fur das
grunfluoreszierende Protein (GFP) aus Aequoria victoria, das sowohl als N- als auch als C-
terminales Hexaarginin-Konstrukt exprimiert wurde (Nock et al., 1997), oder die schwere
Kette des B3 Fv-Fragmentes mit Octaargininfusionspeptid (Stubenrauch er al., 2001) liegen
keine Angaben zum Expressionsniveau und zur Stabilitét der Fusionsproteine vor.

Die N-end rule beschreibt den Zusammenhang zwischen der in vivo-Halbwertszeit (Mal3 fur
die Stabilitdt) eines Proteins in Abhangigkeit vom N-terminalen Aminosaurerest (Bachmair et
al., 1986; Tobias et al., 1991; Varshavsky, A., 1997). Tobias et al. (1991) zeigten, dal3 diese
Regel auch fur den proteolytischen Abbau in Escherichia coli gilt. Dabel fihren N-terminale
Arginin- oder Lysin-Reste zu einer Halbwertszeit des Modellproteins b-Galactosidase von 2
Minuten. Aminosaurereste von Methionin, Threonin, Isoleucin, Serin oder Asparaginsdure
haben hingegen einen stabilisierenden Einflul auf das Modellprotein. Die N-terminal
modifizierte Variante der a-Glucosidase wurde mit einer Extension von 5 Aminosduren
(MTISD) vor der eigentlichen polyionischen Sequenz exprimiert. Diese sollte zum einen die
Trandlation erleichtern, die bekanntermal3en fur das a-Gluc-WT-Gen, derem N-Terminus sie
entspricht, sehr gut ist (Kopetzki et al., 1989b) und zum anderen as Schutz vor

proteolytischem Abbau des N-Terminus fungieren. Als Komponenten des N- und C-
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terminalen Abbaus von Proteinen in Escherichia coli wurden die ATP-abhangigen Proteasen
der Clp-Familie beschrieben (Tobias et al., 1991; Gottesman et al., 1998). Die Genprodukte
von lon und dnaK scheinen keine Bedeutung fir den Abbau von Substraten mit entsprechend
destabilisierenden N-terminalen Aminoséuren zu haben.

Neben N-terminalen Aminosauren haben die Proteinstruktur (Parsell und Sauer, 1989) und C-
terminale Aminosauresequenzen einen Einflul® auf die Sensitivitét gegentiber proteolytischem
Abbau. Parsall et al. (1990) untersuchten die Stabilitét der amino-terminalen Doméane des | -
Repressors in Abhéngigkeit von verschiedenen C-terminalen Fusionspeptiden. Wéhrend
unpolare Aminosaurereste einen destabilisierenden Einflul3 haben, erhdhen geladene oder
polare Aminosédurereste die Proteinstabilitdt vor proteolytischem Abbau. Dieses wurde
insbesondere dann festgestellt, wenn die geladenen Aminosauren eine der letzten funf C-
terminaen Aminosdurepositionen besetzen. Smith et al. (1984) beschrieben den
stabilisierenden Einflu3 eines C-terminalen Hexaargininfusionspeptides auf Urogastron.
Kirzlich wurde der Einflul C-terminaler Aminosduren auf die in vivo Stabilitét eines
Regulatorproteins des Arabinose-Operons, AraC, untersucht (Ghosh und Schieif, 2001).
Dabel wurde gezeigt, das bereits das Anfligen einer geladenen Aminosaure wie Arginin oder
Asparaginsaure die Stabilitét des Regulatorproteins signifikant erhohte.

Auch fur neutrale und unpolare Aminosduren als letzte C-terminale Aminosdurereste wurde in
vivo ein stabilisierender Einflul auf das Fusionsprotein festgestellt, wenn diese sich in
unmittelbarer Nachbarschaft von geladenen Aminoséureresten befanden (Parsell und Sauer,
1989; Silber et al., 1992).

Neben der in vivo Stabilitdt des Fusionspeptides, ist auch die in vitro Stabilitét zu
berlicksichtigen. Wahrend der Isolierung der Proteinvarianten aus dem Cytosol von
Escherichia coli sind die Proteine nicht nur den intrazelluléren Proteasen ausgesetzt, sondern
auch Proteasen, die durch Desintegration der Zellmembran mit den Proteinen in Kontakt
kommen (Sugimura und Higashi, 1988).

Eine zweifelsfreie Bestimmung der Identitét des C-Terminus ist daher notwendig. Die
Reinigung der polyionischen Fusionspeptide an den komplementéar geladenen konventionellen
lonenaustauschern kann lediglich einen ersten Hinweis auf die Anwesenheit der geladenen
Aminosduren geben. Analytische Bestimmungsmethoden sind beispielsweise die C-terminae
Sequenzierung, die sich im Laboralltag bisher noch nicht durchgesetzt hat, oder das peptide-
mapping nach chemischer oder proteolytischer Spaltung des Fusionsproteins. Fur die
Charakteriserung und préparative Feinreinigung von Proteinen mit polyanionischen
Fusionspeptiden wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine neuartige chromato-
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graphische Methode entwickelt, die als kovalente Affinitétschromatographie bezeichnet wird.
Auf diese wird in Abschnitt 4.3 der Diskussion ndher eingegangen.

Datenbankanalysen von monomeren Proteinstrukturen belegen, dal3 bei 90 % der bekannten
Strukturen zumindestens einer der beiden Termini zugdnglich ist und somit fir
Modifikationen zur Verfligung steht (personliche Mitteilung: Dr. Gerald Bohm, ACGT
ProGenomics AG, Halle). Ist der N-Terminus nicht |6sungsmittelexponiert oder ist er von
funktioneller Bedeutung, so kénnen polyionische Peptide mittels gentechnischer Methoden
entweder wie im Fale des Virushillproteins VP1 in einen exponierten Loop inseriert
(Stubenrauch et al., 1999) oder aber an den C-Terminus angehangen werden. Fir das Fab-
Fragment von MAK33 wurde letztere Moglichkeit gewahlt. Auffallend sind das hohe
Expressionsniveau der cDNA des modifizierten Fd-Fragmentes unter der Kontrolle des
T7/lac-Promotors. Mit einem Anteil des rekombinanten Proteins am Gesamtzellprotein von
34 % (FAE10C) bzw. 47 % (FAR10C) 3 h nach Induktion bei Kultivierung auf Mineralsalz-
bzw. LB-Medium ist die Expression signifikant hoher als die in der Literatur beschriebenen
Werte fir die Expression von Fd-Fragmenten. Blcheler (1989) untersuchte die Expression
des Fd-Fragmentes von MAK33 in Escherichia coli. Das héchste Expressionsniveau wurde
bei Verwendung einer LacZ-Fusion unter der Kontrolle eines fac-Promotors erhalten und lag
bei 27 % Fd-Fragment bezogen auf das Gesamtzellprotein.

Polyionische Fusionspeptide wurden insbesondere fir die Reinigung von Proteinen verwendet
(Brewer und Sassenfeld, 1985; Zhao, 1990; Ford et al., 1991; Suominen et al., 1992; 1993;
Holl-Neugebauer, 1992; Stubenrauch et al., 2000). Fusionsproteine mit 5 bis 16 C-terminalen
Asparaginsdure-Resten wurden mittels Prazipitation in Gegenwart von Polyethylenimin
gereinigt (Zhao et al., 1990). Smith et al. (1984) verwendeten einen Kationenaustauscher zur
I solierung eines rekombinanten Proteins mit C-terminalem Hexaarginin-tag.

Auch im Rahmen dieser Dissertation wurden die geladenen polyionischen
Aminosauresequenzen erfolgreich zur Reinigung der Fusionsproteine eingesetzt. Mittels
Kationenaustauschchromatographie konnten die a-Glucosidase-Varianten mit Arginin-
Fusionspeptid aus dem Escherichia coli Rohextrakt mit einer Reinheit von 80 - 88 % isoliert
werden. Die a-Glucosidase-Variante a-GlucEl0C wurde nach Optimierung der
Elutionsbedingungen in ener Reinheit von etwa 80 % erhaten. Durch lonenaus-
tauschchromatographie unter denaturierenden Bedingungen in Gegenwart von 75 M

Harnstoff konnten die inclusion bodies der a-GlucosidaseE10C vorgereinigt werden.
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Insbesondere zur Reinigung des Antikorperfragmentes FabE10C konnte die |onenaustausch-
chromatographie erfolgreich eingesetzt werden. Die chromatographische Reinigung von
Antikorper(fragmente)n erfolgt haufig unter recht harschen Elutionsbedingungen, die in
einem Funktionalitétsverlust des Proteins resultieren konnen (Jungbauer et al, 1989;
Savelkoul et al., 1994; Bill et al., 1995). Haufig werden kostenintensive Chromatographie-
materialien mit begrenzter Stabilitét und Regenerierbarkeit verwendet (Yan und Huang,
2000). Im Gegensatz dazu kann durch Fusion mit einem polyionischen Reinigungsmodul eine
effiziente Reinigung und Konzentrierung des renaturierten Proteins in einem fir die
Proteinstabilitét geeignetem Eluenten erreicht werden. Dabel wird ein einfach zu
regenerierender lonenaustauscher verwendet.

Ein weiterer wichtiger Aspekt im Zusammenhang mit der Verwendung polyionischer
Fusionspeptide ist ihr Einflul auf die Renaturierung des Fusionspartners. Fur die a-
Glucosidase mit Hexaargininfusionspeptid ist bereits bekannt, dal3 die Renaturierungs-
ausbeuten in Losung signifikant geringer sind als die des nicht-modifizierten Proteins
(Stempfer er al., 1996b). Dabei ist die Renaturierungsausbeute weitgehend unabhangig davon,
ob es sich um ene N- oder C-terminale Fusion handelt. Die in dieser Doktorarbeit
verwendeten Fusionspeptide waren zum einen langer und enthielten zum anderen einen
zusdtzlichen Cystein-Rest, der moglicherweise mit Cystein-Resten der Primarsequenz
wéhrend der Faltung interagieren kann. Sowohl fir die Variante der a-Glucosidase a's auch
fir die des Fab-Fragmentes mit negativ geladenem Fusionspeptid wurde gezeigt, dal3 die
Renaturierung in Losung im Vergleich zum Wildtyp mit hoheren (a-GlucE10C) bzw.
ahnlichen Ausbeuten (FabE10C) erfolgt. Im Falle des Fab-Fragmentes gilt dies sowohl fir ein
E10C- als auch fur ein D10C-Fusionspeptid. Der 16slichkeitsvermittelnde Einfluld geladener
Aminosauren wurde bereits friher beobachtet (Ambrosius et al., 1992; Chen et al., 1998;
Berggren et al., 2000) und wird beispielsweise als FLAG-tag (Octapeptid der Sequenz: Asp-
Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) zur gezielten Produktion von Proteinen in [6slicher Form
angewendet (Chen et al., 1998).

Beziglich Renaturierungskinetik und Abhangigkeit der Renaturierungsausbeute vom
Redoxpotential hat das FabE10C-Fragment dhnliche Eigenschaften wie das nicht-modifizierte
Fab-Fragment (Buchner und Rudolph, 1991, Lilie et al., 1994). Abweichend davon erfolgte
die Renaturierung des FabR10C-Fragmentes mit sehr geringer Ausbeute. Moglicherweise
bewirkt hier die Gegenwart von DNA in den solubilisierten inclusion bodies eine bevorzugte

Aggregation des mit positiven Ladungen versehenen Fd-Fragmentes.



120 Diskussion

Zusammenfassend kann aus den vorliegenden Ergebnissen gefolgert werden, dafy die
verwendeten polyionischen Peptide als C-terminale Fusion zu einem Expressionsniveau der
rekombinanten Proteine fiihren, das dem der nicht-modifizierten Proteine entweder
vergleichbar oder erhoht ist. Mit N-terminalen Fusionspeptiden wurde ein geringeres
Expressionsniveau  festgestellt.  Negativ  geladene  Fusionspeptide bestehend aus
Glutaminsdure- oder Asparaginsdure-Resten haben einen loslichkeitsvermittelnden Einfluf3,
die Renaturierung der entsprechenden Fusionsproteine ist begiinstigt. Die Anwendung der

polyionischen Peptide als effiziente Reinigungstags wurde gezeigt.

4.2 Matrix-unterstiitzte Reaktivierung eines Proteins mit polyionischem

Fusionspeptid an einem Anionenaustauscher

Die Verwendung von lonenaustauschermaterialien fur eine Matrix-unterstiitzte Renaturierung
ist bisher wenig untersucht. In der Einleitung wurde auf einige Aspekte der Arbeiten von
Creighton (1986) und Stempfer et al. (1996a) eingegangen. Wahrend Creighton (1936)
lediglich geladene Aminosauren der Primérsequenz der zu faltenden Proteine fur die
Immobilisierung verwendete, nutzten Stempfer er al. (1996a) ein Hexaargininfusionspeptid
fur die Protein-Matrix-Interaktion. Bei geeigneter lonenstérke des Ruckfatungspuffers
erfolgte dadurch die Wechselwirkung der entfalteten Polypeptidkette mit dem Gelmaterial
vermutlich ausschliefdlich Uber das Fusionspeptid.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden erstmals Untersuchungen zur Matrix-unterstiitzten
Reaktivierung einer a-Glucosidase mit polyanionischem Fusionspeptid vorgestellt. Die
Renaturierung der a-GlucEl0C héngt signifikant von der verwendeten Matrix und der
Beladung des Gelmaterials ab. Wahrend hydrophobe Tragermaterialien wie die der Fractogele
TMAE und DEAE fir eine Matrix-unterstiitzte Renaturierung ungeeignet waren, erwiesen
sich Q-Sepharose und Fractoprep DEAE as geeigneter. Aufgrund der Wechselwirkung
zwischen dem Trégermaterial und reaktivierten, lediglich partiell gefalteten a-Glucosidase-
Molekilen ist eine weitere Verbesserung der Trégermaterialien notwendig. Die a-
GlucosidaseE10C konnte zwar an Fractoprep DEAE mit Ausbeuten von etwa 30-35 % bei
einer Matrixbeladung von 1 mg/ml reaktiviert werden, jedoch gelang eine AblGsung des
Proteins vom Tragermaterial nur mit einer Ausbeute von 20 %. Zusétze zur Verringerung der
hydrophoben Wechsalwirkungen fuhrten zu keiner signifikanten Ausbeutesteigerung bzw.
verbesserten AblGsung.



Diskussion 121

Holl-Neugebauer (1992) beschreibt die Ruckfaltung der a-Glucosidase-WT in Losung mit
einer langsamen biphasischen Reaktion. Fluoreszenzmessungen deuten darauf hin, dai in
einer ersten sehr schnellen Phase ein partiell gefaltetes aber enzymatisch inaktives Intermediat
I, gebildet wird. Dieses Intermediat I; wird nachfolgend in einer sehr langsamen Reaktion, die
einer Kinetik 1. Ordnung unterliegt, reaktiviert. Diese Reaktion ist durch eine
Geschwindigkeitskonstante von k = 1,8 * 10* s' (bei 10°C) gekennzeichnet. Die
Renaturierungscharakteristik der a-Glucosidase-WT ist der anderer monomerer Mehr-
Domaénen-Proteine sehr dhnlich (Zettimel 3l ez al., 1984; Chrunyk und Matthews, 1990).
Untersuchungen der Reaktivierungskinetik der frelen bzw. der an Fractoprep DEAE
immobilisierten a-GlucE10C resultieren in sehr dhnlichen Geschwindigkeitskonstanten von
1,5 10* s* bzw. 1,1 - 10* s* (bei 10°C). Sie liegen in der GréfRenordnung der von Héll-
Neugebauer beschriebenen Werte fur das Wildtypprotein (Holl-Neugebauer, 1992). Die
ahnlichen Geschwindigkeitskonstanten der Reaktivierung von freiem und immobilisiertem
Enzym deuten darauf hin, dal3 die Rekonstitution des enzymatisch aktiven Zentrums von a-
GlucE10C vermutlich unabhéngig von der Interaktion mit dem Matrixmaterial erfolgt. Im
Gegensatz dazu belegen Daten von Stempfer (1995), da3 die Matrix-unterstiitzte
Reaktivierung der a-GlucR6 an einem Kationenaustauscher etwa 3mal langsamer erfolgt as
im freien Zustand.

Waéhrend die Ausbeute der Matrix-unterstiitzten Reaktivierung der a-GlucR6 empfindlich von
der lonenstérke des Renaturierungspuffers beeinflufdt wird (Stempfer et al., 1996a), konnte fir
a-GlucE10C keine entsprechende Abhangigkeit festgestellt werden. Die geringe Interaktion
der a-Glucosidase-WT mit den verwendeten Anionenaustauschermaterialien deutet bereits
daraufhin, dal3 die Interaktion des nativen Proteins mit dem Gelmaterial vernachlassigbar
gering ist und auch fir das entfaltete Protein moglicherweise von untergeordneter Bedeutung
ist.

Die Vorzige der Matrix-unterstitzten Renaturierung werden deutlich, wenn die
Proteinkonzentration beriicksichtigt wird, bei der die Reaktivierung erfolgt. Aufgrund der
Aggregationsanfalligkeit der a-Glucosidase kann die Reaktivierung durch Verdinnung
lediglich bei einer Proteinkonzentration von 10 pg/ml erfolgen, wahrend die Matrix-
unterstiitzte Reaktivierung bei einer Gelbeladung von 1 mg/ml durchgefiihrt wird. Bezogen
auf das Volumen werden somit fir die Variante a-GluceE10C um den Faktor 50 gesteigerte
Ausbeuten erreicht.

Durch Vergroferung der inneren Oberflache der Partikel (Porositét) des Gelmaterials kann die
Beladungsdichte weiter gesteigert werden und somit auch die volumenbezogene Ausbeute.
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Grenzen sind der Methode dadurch gesetzt, da? mit zunehmender Beladungsdichte der
Abstand der immobilisierten Proteinmolekile voneinander geringer wird und somit eine
separate Faltung der einzelnen Polypeptidketten nicht mehr gewéhrleistet ist. Desweiteren
kann mit abnehmender Porengréf3e (= zunehmende innere Partikeloberfldche) die effiziente

Diffusion der Proteinmolekiile und des Denaturierungsmittels ins Partikelinnere limitiert sein.

Nachdem ein monomeres Protein, das zwar funf (a-GlucR6) bzw. sechs (a-GlucE10C) freie
Cysteine, jedoch keine Disulfidbriicken enthdlt, an einem lonenaustauscher erfolgreich
reaktiviert werden konnte, sollte das Verfahren auf komplexere Proteine Ubertragen werden.
Untersuchungen zur Reaktivierung eines monomeren disulfidverbrickten Proteins mit
Polyglutamatfusionspeptid werden zur Zeit am Institut for Biotechnologie durchgefihrt.
(Michadl Volkmar, Diplomarbeit in Vorbereitung). Aus Daten von Creigthon (1986) geht
hervor, da3 die Matrix-unterstitzte Renaturierung in Gegenwart eines Redoxsystems
signifikant vom verwendeten oxido-shuffling-System abhangt. Wahrend das neutrale
Redoxsystem b-Mercaptoethanol/Hydroxyethyldisulfid im beschriebenen Fall geeignet war,
ist bel geladenen Redoxkomponenten, wie dem positiv geladenen Cysteamin oder dem
negativ geladenen Glutathion, eine mogliche Wechselwirkung mit der Matrix zu
berlicksichtigen. Diese kann in Abhéngigkeit vom verwendeten |onenaustauscher zu einer
Adsorption von Komponenten des Redoxsystems an das Gelmaterial fiihren oder aber in einer
elektrostatischen Abstof3ung resultieren. Das Redoxsystem ist demnach fallspezifisch zu
optimieren.

Bisang existieren nur wenige Beispiele fur die Matrix-unterstiitzte Renaturierung
disulfidverbrtickter Proteine (Negro et al., 1997; Glansbeek et al., 1998; Kogl et al., 1998).
Als Matrix wurde in der Regel eine Nickel-NTA-Agarose verwendet. Allerdings kann hierbei
nicht ausgeschlossen werden, dal3 die Gegenwart der Schwermetallionen zur Bildung nicht-
nativer Disulfidbriicken durch Oxidation mit Sauerstoff fuhrt.

In diesem Zusammenhang wére es von Interesse, vergleichende Untersuchungen zur Matrix-
unterstiitzten Renaturierung von oligomeren Proteinen mit und ohne Disulfidbriicken
durchzuftihren. Die Wechselwirkung mit dem jeweiligen Gelmaterial kénnte entweder Uber
einen Hexa-Histidinzag oder ein polyionisches Fusionspeptid erfolgen.

Eine Komponente eines dimeren Proteins konnte beispielsweise immobilisiert und durch
dosierte Zugabe der zweiten Komponente in einem entsprechenden Puffermilieu renaturiert
werden. Als mdgliche Modellproteine kommen Proteasen sowie Fragmente von
Membranrezeptoren oder vollsténdige Membranproteine in Betracht.
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Dartiber hinaus wére es auch interessant, weitere vergleichende Untersuchungen zum
Mechanismus der freien und Matrix-unterstiitzten Renaturierung durchzufhren.

Fur die a-Glucosidase mit Hexaargininfusionspeptid wurden bereits vergleichende
Untersuchungen zur Reaktivierungsausbeute und -kinetik der N- bzw. C-terminad
immobilisierten Polypeptidkette sowie der freien Polypeptidkette durchgefiihrt (Stempfer,
1995). Die Kinetik der Matrix-unterstiitzten Reaktivierung war dabei um den Faktor 3
langsamer als die des frel in Losung renaturierten Proteins. Wahrend die Reaktivierungs-
kinetik unabhangig davon war, ob die Immobiliserung Uber ein N- oder C-terminales
Fusionspeptid erfolgte, war die Ausbeute der N-terminal immobilisierten Proteinvariante

hoher as die der C-terminal immobilisierten Variante.

Im Hinblick auf die Anwendung der Matrix-unterstiitzten Renaturierung im grof3technischen
Maldstab wére es sinnvoll, die bislang im Batchverfahren durchgefihrten Reaktivierungs-
experimente in den kontinuierlichen Betrieb zu Ubertragen.

Als Alternative zu klassischen Chromatographiematerialien kénnte auch die Matrix-
unterstiitzte Renaturierung an Membranmaterialien, die mit polyionischen Gruppen

modifiziert wurden, untersucht werden.
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4.3 Entwicklung einer chromatographischen Methode zur Charakteri-
sierung und Feinreinigung von Proteinen mit C-terminalen polyanionischen

Fusionspeptiden — kovalente Affinititschromatographie

Die Isolierung und Reinigung eines pharmazeutisch relevanten Proteins kann bis zu zwei
Drittel der Gesamtproduktionskosten verursachen (Evangelista Dyr und Suttnar, 1997). Die
Entwicklung neuer Chromatographiematerialien stellt in diessm Zusammenhang eine
besondere Herausforderung dar. Neben den gangigen Chromatographiemethoden wie
| onenaustauschchromatographie (Stahlberg, 1999), Gelfiltration (Cutler, 1996), hydrophobe
Interaktionschromatographie (Queiroz et al., 2001) oder Affinitdtschromatographie, wie
beispielsweise die mit immobilisierten Metallionen (IMAC) (Porath et al., 1992), wird auch
deren Kombination in einem Reinigungsschritt untersucht. Diese sogenannten mixed mode
adsorbents wurden bisher nur fur die Kombination von hydrophober Interaktions-
chromatographie und lonenaustauschchromatographie beschrieben (Yon, 1972; Hofstee,
1973; Sasaki, 1979; Finette et al., 1997; Hansen et al., 1999; Hamilton et al., 2000). Hansen
et al. (1999) untersuchten die Reinigung von Fab-Fragmenten aus E. coli Rohextrakten mit
Hilfe eines mixed mode adsorbents. Hierbei wurden die Antikorperfragmente zunéchst durch
hydrophobe Interaktionen auf dem Trégermaterial immobilisiert. Der pH-Wert wahrend der
Bindung liegt zwischen pH 4,0 und pH 6,0, so dal die Carboxylgruppen des Trégermaterials
protoniert sind. Durch Erhéhung des pH-Wertes (pH 7,0-9,0) erfolgt die Elution, aufgrund der
elektrostatischen Abstol3ung zwischen den nun geladenen funktionellen Gruppen des
Gelmaterials und den Oberflachenladungen des zu reinigenden Antikorperfragmentes.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Gelmaterial entwickelt und charakterisiert, das
die Eigenschaften eines lonenaustauschers mit denen eines kovalenten Chromatographie-
materiales verbindet. Die kovalente Chromatographie als Reinigungsmethode wurde bereits in
der Einleitung vorgestellt. Sie beruht auf dem Thiol-Disulfid-Austausch zwischen den
Cystein-Resten der zu reinigenden Proteinen und den aktivierten Sulfhydrylgruppen des
Tréagermaterials (Brocklehurst er al.,, 1973; Carlsson et al., 1975; Laurell, 1978, 1983;
Oscarson und Porath, 1989). Als Standardreinigungsmethode hat sie sich vermutlich aufgrund
der fehlenden Spezifitét nicht durchgesetzt.

Durch Immobilisierung eines polyionischen Fusionspeptides der Form ACK8A an CNBr-
aktivierter Sepharose ist es gelungen, ein neuartiges Gelmaterial zu entwickeln, das die

Spezifitét der kovalenten Chromatographie erhoht.
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In Abbildung 4.1 ist die Vorgehensweise bei der Reinigung mittels kovalenter Affinitéts-
chromatographie schematisch dargestellt.
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Abb. 4.1: Prinzip der kovaenten Affinitétschromatographie. Die Cystein-Reste der an den Trager
gekoppelten polyionischen Peptide werden zundchst mit oxidiertem Glutathion in gemischte Disulfide
Uberfihrt. Im néchsten Schritt werden Proteine mit komplementér geladenen Fusionspeptiden auf die
Saule aufgetragen. Proteine mit unvollstdndigen Fusionspeptiden bzw. negativ geladene Fremd-
proteine interagieren ausschliefflich Uber ionische Wechselwirkungen mit dem Gelmaterial. Proteine
mit vollsténdigem Fusionspeptid bilden, vermittelt durch die ionische Wechselwirkung, gezielt eine
Disulfidbriicke mit der Matrix aus. Wahrend das ionisch gebundene Protein durch Erhdhung der
lonenstérke des Eluenten abgel0st wird, erfordert die Elution des kovalent immobilisierten Proteins
den Zusatz eines Reduktionsmittels RS, z. B. DTT oder L-Cystein.

Die Methode konnte erfolgreich fur die Charakteriserung von FabE10C und a-GlucE10C
eingesetzt werden. Beide Proteine wurden kovalent am Tragermaterial immobilisiert und
konnten nach Reduktion der Disulfidbriicke unter Hochsalzbedingungen eluiert werden. Da
sich in beiden Féllen der Cystein-Rest C-terminal hinter der polyionischen Sequenz befindet,
ist daraus zu folgern, dald3 die C-terminaen Fusionspeptide der solchermalden isolierten
Proteine vollstéandig sind. Kontrollexperimente mit nicht-modifizierter a-Glucosidase
belegen, dal? keine unspezifische Ausbhildung von Disulfidbriicken mit einem der funf freien
Cystein-Reste der Primérsequenz erfolgte. Wéahrend a-GlucE10C nach Elution unter
reduzierenden Hochsalzbedingungen quantitativ zuriickgewonnen wurde, lagen die Verluste
des FabE10C-Fragmentes bei 34 %. In einer dhnlichen GrofRenordnung liegen die Verluste bei
der Aufreinigung von Fab-Fragmenten an Resource Q (vgl. Abschnitt 3.1.1). Vermutlich

interagieren die Antikorperfragmente zusétzlich unspezifisch mit dem Trégermaterial. Eine
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Beeintrachtigung der Antikorperfunktionalitét durch die kurzzeitige Exposition gegentiber
reduzierenden Reagenzien konnte nicht festgestellt werden. Unter den gewdhiten
Elutionsbedingungen 10 mM L-Cystein (Inkubationszeit: 1 h bel 4°C) wurden die fur eine
funktionelle Struktur entscheidenden intrachenaren Disulfidbriicken der immunglobulin fold-
Domanen nicht reduziert.

Fir eine Charakteriserung von Proteinen mit polyanionischen Fusionspeptiden im
praparativen Malistab ist die entwickelte Methode geeignet. Begrenzt ist derzeit der Einsatz
fur eine selektive Reinigung von Proteinen aus einem Rohextrakt. Aufgrund der Kompetition
durch Wechselwirkung der DNA mit den Lysinpeptiden des Tragermaterials ist die geringe
ionische Kapazitéat sehr schnell erreicht, so dal3 nur geringe Mengen an Protein isoliert werden
konnten. Der Aufreinigungsfaktor liegt dabei bei 73.

Daher ist es anzustreben, die Beladungsdichte des Tragermaterials weiter zu erhdhen. An der
verwendeten CNBr-aktivierten Sepharose fast flow kénnen nach Angaben des Herstellers pro
ml Matrix maximal 13-26 mg a-Chymotrypsinogen immobilisiert werden. Daraus folgt fir
eine Ein-Punkt-Fixierung der a-Chymotrypsinogen-Molekile (22 kD) eine Menge an
aktivierten Gruppen von mindestens 0,6-1,2 umol/ml. Diese wurden im vorliegenden Fall
vermutlich nur zu etwa 30 % fur die Kopplung der ACK8A-Peptide ausgenutzt (220 nmol
gekoppeltes Lysinpeptid/ml Matrix). Die Kapazitdt der Séule fir gereinigte a-GlucE10C
wurde zu 12 nmol/ml Gelmaterial ermittelt. Mit Hilfe von Bindungsexperimenten wurde die
Kooperativitét der Interaktion zwischen den polyionischen Fusionspeptiden und den an der
Matrix immobilisierten Peptiden untersucht. Die Auswertung der experimentellen Daten mit
der empirisch ermittelten Beziehung nach Hill resultiert in einer Kooperativitétskonstanten
von 5,1 + 0,9. Die Kooperativitét der Wechselwirkung ist somit dhnlich wie die Interaktion
von a-GlucE10C mit dem Gelmateria Fractoprep DEAE. Dieses wurde fir die Matrix-
unterstiitzte Renaturierung verwendet. Die Kooperativitdtskonstante gibt unter den
vorliegenden Versuchsbedingungen an, wie viele monovalente Gegenionen fir eine
vollstandige Dissoziation der komplementér geladenen polyionischen Peptide erforderlich
sind. Die an die Gelmatrix gekoppelten Lysinpeptide haben maximal 7 positive
Nettoladungen. Berticksichtigt man zusétzlich die negative Ladung des partiell deprotonierten
Cystein-Restes, so sind die vorhandenen positiven Ladungen nahezu vollstandig an der
Interaktion beteiligt.

Ebenso wie die Sepharose-ACKB8A-Saule wurde eine Sepharose-ACE10 hergestellt und fur

die Reinigung eines Proteins mit komplementadr geladenem Fusionspeptid verwendet. Im Fall
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der a-Glucosidase-Variante R10C-a-Gluc wurde allerdings festgestellt, da3 das mittels
konventionellem Kationenaustauscher vorgereinigte Protein zwar Uber ionische Wechselwir-
kungen mit der Sepharose-ACEL0 interagierte, jedoch nicht quantitativ gekoppelt werden
konnte. Aufgrund der ionischen Interaktion von Gelmaterial und Fusionsprotein ist davon
auszugehen, dal3 die geladenen Aminosauren der polyionischen Peptide zumindestens partiell
vorhanden sind. Das bedeutet implizit, dal3 die Cystein-Reste vorhanden sind, da sie sich zum
einen in umittelbarer Matrixndhe befinden und im Falle des Fusionsproteins zwischen der N-
terminalen polyionischen Sequenz und dem Fusionsprotein eingefigt wurden. Fir das
Ausbleiben der kovalenten Verknipfung mittels Disulfidbricke kommen daher zwel
Erkl&rungsmoglichkeiten in Betracht: zum einen die sterische Hinderung aufgrund der
Position der Cystein-Reste und zum anderen eine herabgesetzte Reaktivitdt des Cystein-
Restes der Matrix. Dieser Cystein-Rest befindet sich in direkter Nachbarschaft zu negativ
geladenen Glutaminsdure-Resten, und wurde unter den vorliegenden Bedingungen
moglicherweise nicht in ein gemischtes Disulfid mit dem ebenfalls negativ geladenen
Glutathion tUberfuhrt. Im Fall der Kopplung von a-GIucE10C an Sepharose-ACK8A wurde
der den positiven Ladungen benachbarte Cystein-Rest in ein gemischtes Disulfid tberfihrt.
Der nachfolgende nucleophile Angriff des C-terminalen Cystein-Restes von a-GlucE10C
erfolgte von Seiten des Thiolatanions, in dessen unmittelbarer Nachbarschaft weitere negative
Ladungen vorhanden waren. Im vorliegenden Fall ist die Situation genau entgegengesetzt.
Das |&’%t vermuten, dal? die Position des Cystein-Restes im polyionischen fag bzw. innerhalb
der an die Matrix gekoppelten Peptide eine Rolle spielt.

Um zwischen der sterischen Hinderung und der verdnderten Reaktivitét des Cystein-Restes
als mogliche Ursache fir die ausbleibende kovalente Kopplung unterscheiden zu kdnnen,
konnte die Position des Cystein-Restes in den synthetischen Peptiden variiert werden, so dal3
z. B. eine Sepharose-AE10C mit C-terminalem Cystein-Rest zur Verfigung steht.
Desweiteren konnten die synthetischen Peptide durch Anfligen eines hydrophilen Linkers an
den N-Terminus flexibler gestaltet werden. Dieser Linker kdnnte beispielsweise aus Glycin
und/oder Serin-Resten bestehen. Mdglicherweise ist die Reaktivitét des Cystein-Restes der
mit negativ geladenen Peptiden modifizierten Matrix herabgesetzt, so da? unter den
gewdahlten Bedingungen kein gemischtes Disulfid mit dem ebenfalls negativ geladenen GSSG
ausgebildet wird. Nach Immobilisierung der polykationischen Fusionsproteine tber ionische
Wechselwirkungen konnte die Ausbildung der Disulfidbriicke in Gegenwart eines oxido-
shuffling-Systems durchgefuhrt werden.
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Es wurde eine chromatographische Methode zur selektiven Reinigung und Charakterisierung
von Proteinen mit polyanionischen Fusionpeptiden entwickelt. Diese Methode wurde als
kovalente Affinitdtschromatographie bezeichnet und beruht auf der Verwendung eines "mixed
mode adsorbents"”. Fiir eine Charakterisierung und Feinreinigung von Proteinen im
praparativen Mafsstab ist das zur Zeit zur Verfiigung stehende Gelmaterial geeignet. Fiir die
prdparative Reinigung von Proteinen aus einem Rohextrakt miifste die Dichte funktioneller

Gruppen weiter erhoht werden.

4.4 Bildung eines Antikorperfragment-Enzym-Konjugates durch gerichtete

Assoziation mittels polyionischer Fusionspeptide

Wesentlicher Bestandteil der vorliegenden Arbeit war die Etablierung der polyionischen
Fusionspeptide als neuartiges Heterodimerisierungsmodul. Aufbauend auf Ergebnissen mit
synthetischen Peptiden (Stubenrauch er al., 1999; Stubenrauch et al., 2000; Stubenrauch,
2000; Richter et al., 2001) wurden komplementédr geladene polyionische Fusionspeptide, die
einen zusitzlichen Cystein-Rest enthielten, fir die gerichtete Assoziation und kovalente
Verknipfung eines Antikorperfragmentes mit einem Enzym verwendet. Dabel wurden zum
einen die Bedingungen optimiert, unter denen ein stabiles Assoziationsprodukt gebildet wird.
Zum anderen wurde das Assoziationsprodukt charakterisiert. Neben dem Nachweis der
biophysikalischen Eigenschaften wie Molekulargewicht und Struktur wurde insbesondere die
Bifunktionalitéat des Konstruktes eingehend untersucht.

In der Literatur ist eine Vielzahl von Heterodimerisierungsmodulen beschrieben, die in der
Einleitung bereits vorgestellt wurden. Besonders intensiv untersucht wurde die Dimerisierung
von a-helikalen coiled coils. Da die in der Natur vorkommenden coiled coils meist as
Homodimere vorliegen, wurden durch de novo-Design Sequenzen entwickelt, die bevorzugt
Heterodimere und -oligomere bilden (Graddis et al., 1993; O'Shea et al., 1993; Nautiya et al.,
1995; Jelesarov und Bosshard, 1996). Problematisch bei diesen im isolierten Zustand als
synthetische Peptide untersuchten und optimierten Modulen ist ihre Anwendung in
Fusionsproteinen. Haufig werden die entsprechenden Fusionsproteine zum einen in nur
geringen Mengen exprimiert und zum anderen proteolytisch abgebaut (Arndt er al., 2000;
Mdller, 2000). Daher wurde dazu Uibergegangen, die Sequenzen in vivo zu optimieren (Arndt
et al., 2000).

Polyionische Fusionspeptide koénnen eine vielversprechende Alternative zu bestehenden
Dimerisierungsmodulen darstellen. Aus den vorangegangenen Abschnitten geht hervor, dal3
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polyionische Fusionspeptide weitgehend kompatibel mit einer hohen Expression der Proteine
in Escherichia coli sind, die Funktionalitét und Aktivitat der untersuchten Proteine nicht
beeintréchtigen und zusétzlich als spezifische Reinigungstags fungieren konnen. Dieses sind
gute V oraussetzungen fir eine Anwendung al's Heterodimerisierungsmotiv.

Die Assoziation des Antikorperfragmentes FabE10C und der a-Glucosidase mit N- bzw. C-
terminalem polykationischen Fusionspeptid war unter leicht oxidierenden Bedingungen
beginstigt (2,4 mM GSSG, 0,6 mM GSH). Unter diesen Bedingungen war die Stabilitét des
disulfidverbriickten Fab-Fragmentes gewdhrleistet. Bei Assoziation von a-GlucR10C und
FabE10C wurde nach etwa 6 h die maximal gebildete Menge an Chimére erreicht. Bel diesen
Versuchen wurden beide Komponenten in &guimolaren Konzentration von 1 uM eingesetzt.
Die Konzentrationsabhangigkeit der Assoziationskinetik wurde nicht untersucht.

Die Selektividt der Assoziationsmethode wurde gezeigt: Homodimere konnten selbst bel
Assoziation der Komponenten in Gegenwart hoher lonenstarke (1 M NaCl) nicht
nachgewiesen werden. Unter diesen Bedingungen lag die Ausbeute der Chimére ebenfalls
unterhalb der Nachweisgrenze. Daraus kann gefolgert werden, dal3 die Assoziation Uber die
komplementér geladenen Fusionspeptide eine Voraussetzung zur Bildung der spezifischen
Disulfidbrucke ist. Desweiteren konnten ebenfalls keine Dimere detektiert werden, wenn
nicht-modifizierte Wildtypproteine im Ansatz verwendet wurden. Die interchenare
Disulfidbriicke des authentischen Fab-Fragmentes ist unter den gewahlten Assoziations-
bedingungen stabil, so dal3 kein unspezifisches Disulfidsiuffling mit freien Cystein-Resten
von a-GlucR10C, R10C-a-Gluc oder dem Wildtypprotein der a-Glucosidase festgestellt
werden konnte. Daraus kann abgeleitet werden, dal3 die kovalente Verbriickung Uber die
Cystein-Reste der angefiigten polyionischen Peptidsequenzen erfolgt.

Im Falle des FAE10C-Fragmentes befindet sich N-terminal vom polyionischen Fusionspeptid
ein weiterer Cystein-Rest. Dieser ist an der interchenaren Disulfidbriicke zwischen Fd-
Fragment und leichter Kette k beteiligt. Bel der Assoziation mit R10C-a-Gluc kann der
Cystein-Rest des Fusionspeptides der a-Glucosidase ein Redoxshuffling nicht nur mit dem
Cystein-Rest des Fab-tags, sondern auch mit dem Cystein-Rest, der N-terminal des tags liegt,
eingehen. Dadurch wird die Disulfidbriicke zwischen Fd-Fragment und k-Kette gespalten.
Diese Nebenreaktion wurde bei der Assoziation von FabE10C mit R10C-a-Gluc in sehr
geringem Mal3e beobachtet. Da die interchenare Disulfidbriicke zwischen Fd-Fragment und k-
Kette lediglich stabilisierende Bedeutung fur das Antikdrperfragment hat (Lilie et al., 1995b),
ist dadurch die Funktionalitét des Konjugates nicht beeintrachtigt.
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Auffallend war, dal3 die Heterodimerisierung von FabE10C und R10C-a-Gluc nur zu etwa
30 % erfolgte, wenn beide Komponenten in &quimolaren Konzentrationen von 1 pM im
Ansatz vorhanden waren. Im Gegensatz dazu war die gerichtete Assoziation und kovalente
Verbrickung der synthetischen Peptide quantitativ. Allerdings wurden dabei
Peptidkonzentrationen zwischen 30 pM und 50 pM verwendet. Auch im Falle der
Dimerisierung Uber coiled-coil-Motive wurden diese in Konzentrationen von 10 pM
eingesetzt (O'Shea et al., 1989; 1992). Durch Variation des Verhatnisses von FabE10C und
R10C-a-Gluc konnte gezeigt werden, dal3 die Dissoziationskonstante der Chimére unter
Redoxbedingungen 0,5 £ 0,2 uM (20°C) betrégt. Um einen hoheren Umsatz zu erreichen,
sind daher Konzentrationen erforderlich, die deutlich Uber dem KqWert liegen. So konnte
beispielsweise durch Assoziation in Gegenwart eines 5fachen molaren Uberschusses des
FabE10C-Fragmentes gegeniiber R10C-a-Gluc eine Ausbeute der Chimére von 60 % erzielt
werden. Die Dissoziationskonstante isolierter coiled coil-Peptide, die Uber eine zusétzliche
Disulfidbriicke miteinander verbunden sind, liegt im Bereich von 24 nM (20°C) (O'Shea et
al., 1992). In der gleichen Groflenordnung liegt die Dissoziationskonstante eines kirzlich
durch library versus library Screening isolierten coiled coil-Motives, das mit DHFR-
Fragmenten fusioniert war (Arndt et al., 2000). Im Gegensatz zu diesen optimierten coiled
coil-Sequenzen liegt der Kg-Wert des Heterodimers c-Myc/Max im Bereich von 60 uM
(Muhle-Goll, 1995).

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fur die unvollstandige Assoziation ist der proteolytische
Abbau des Fusionspeptides. Im vorliegenden Fall wurde die Identitét des FabE10C-
Fragmentes durch kovalente Chromatographie und die von R10C-a-Gluc durch N-terminale
Sequenzierung nachgewiesen. Bel der Assoziation von FabE10C mit der C-terminal
modifizierten a-Glucosidase-Variante a-Gluc-R10C wurde festgestellt, dal3 nach Separierung
der nicht-reagierenden Edukte FabE10C weiterhin assoziationskompetent war, a-GlucR10C
alerdings nicht. Da von diesem Protein eine Interaktion mit einem Kationenaustauscher
nachgewiesen werden konnte, ist in diesem Fall der C-terminale Cystein-Rest, bedingt durch
partielle Proteolyse oder chemische Modifikation fur die Ausbildung einer Disulfidbriicke
wahrscheinlich nicht mehr zuganglich.

Durch Gelfiltration konnte das Konjugat bestehend aus FabE10C und R10C-a-Gluc bzw. aus
FabE10C und a-GlucR10C von den Edukten getrennt und naher charakterisiert werden.



Diskussion 131

Durch analytische Ultrazentrifugation wurde die Homogenitét der Spezies, die mit einem
apparenten Molekulargewicht von 130 + 10 kD sedimentierte, bestdtigt. Durch Fern-UV-
Spektroskopie  wurde nachgewiesen, da3 die Sekundarstrukturelemente  der
Einzelkomponenten im konjugierten Zustand weitgehend erhalten bleiben. Die
Bifunktionalitét des Konjugates wurde zum einen in einem modifizierten ELISA untersucht.
Zum anderen wurde die Funktionalitét der Einzelkomponenten im isolierten und konjugierten
Zustand analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dal3 die Antigenbindungseigenschaften des
Fab-Fragmentes durch die kovalente Verknipfung mit a-Glucosidase nicht beeintrachtigt
werden. Identische Kq-Werte von 28 + 11 nM bzw. 28 £ 9 nM fir das konjugierte bzw. freie
Antikorperfragment wurden bestimmt. Dartber hinaus blelben die enzymatischen
Eigenschaften der a-Glucosidase erhaten. Die spezifische Aktivitdt bezogen auf molare
Grofen stimmt fir die nicht-konjugierte und die mit FabE10C kovalent verknlpfte Variante
Uberein. Die Substrataffinitdt, charakterisiert durch Ky-Werte von 200 uM und 195 pM for
das freie bzw. konjugierte Enzym, entspricht dem in der Literatur beschrieben Wert fir das
Wildtypprotein (Stempfer et al., 1996b).

Daraus leitet sich ein grofer Vorteil der vorgestellten Methode zu herkdmmlichen Verfahren
zur kovaenten Verkniipfung von Proteinen ab. Wahrend sehr grof3e Fusionsproteine haufig in
Escherichia coli nicht exprimiert werden kénnen, wurde hier eine Methode vorgestellt, die es
ermdglicht, Proteine mit polyionischen Fusionspeptiden separat in ausreichenden Mengen in
Escherichia coli zu produzieren. Nach Renaturierung und/oder Reinigung erfolgt die
Assoziation zu héhermolekularen Komplexen. Die vorgestellte Kopplungsmethode wurde
bereits erfolgreich fir die Entwicklung eines Zelltyp-spezifischen nicht-viraen
Vektorsystems eingesetzt. Dieses konnte beispielsweise in der Gentherapie Anwendung
finden (Stubenrauch et al., 2001). Insbesondere bel oligomeren Proteinkomplexen ist die
separate  Produktion der Einzelkomponenten unumgénglich. Im vorliegenden Fall
(Stubenrauch et al., 2001) wurde in einen exponierten Loop des Polyoma-Virushillproteins
VP1 die polyionische Sequenz E8C inseriert. Durch die spezifische Interaktion konnte ein Fv-
Fragment mit dem C-terminalen Fusionspeptid R8C auf der Oberflache der zu virusanalogen
Partikeln assemblierten VP1-Variante verankert werden. Dieses System wurde in in vitro-
Experimenten erfolgreich fir ein zelltyp-spezifisches targeting eingesetzt (Stubenrauch et al.,
2001).

Ein weiteres Anwendungsgebiet fur die spezifische Assoziation und kovalente Verknipfung
ist die Bildung bispezifischer und bifunktioneller Antikérperfragmente. Wahrend Stubenrauch
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et al. (2001) an die variable Domane der schweren Kette eines Fv-Fragmentes ein
polykationischen Fusionspeptid anfligten, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Modifizierung
und Renaturierung eines Fab-Fragments mit einem polyanionischen Fusionspeptid vorgestellt.
Prinzipiell ist somit die Modifikation spezifischer Antikorperfragmente moglich. Die
Bedeutung bispezifischer und bifunktioneller Antikorperfragmente fur die Diagnose und
Therapie beispielsweise von Krebserkrankungen wurde bereits in der Einleitung vorgestelit.
Neben der Kopplung zweier Antikorperfragmente ist auch die Kopplung eines
Antikorperfragmentes mit einem Enzym oder einem Toxin denkbar.

In diesem Zusammenhang wurde vor kurzem ein sogenannter ATTEMPTS-approach
(ATTEMPTS = antibody targeted triggered electrically modified prodrug type strategy)
beschrieben (Liang et al., 2000a). Hierbel wurde ein Anti-Fibrin-Antikbrper mit dem
Gewebeplasminogenaktivator (tPA) Uber ionische Wechselwirkungen gekoppelt (Liang et al.,
2000b). Wéhrend der Antikorper chemisch mit Heparin konjugiert wurde, wurde in die
1. Kringel-Doméne von tPA das Peptid R7 inseriert (Song et al., 2000). Die chemische
Kopplung synthetischer R7-Peptide an tPA gelang nur mit sehr geringen Ausbeuten und
flhrte zu einem Aktivitétsverlust des Proteins (Liang et al., 2000a). Durch Assoziation des
modifizierten tPA mit Heparin wurde die tPA-Aktivitdt inhibiert. Der Komplex konnte in
vitro zu Fibringerinnseln dirigiert werden. Nach Dissoziation des Uber elektrostatische
Wechselwirkungen stabilisierten Komplexes in Gegenwart von Protamin, wurde aktives tPA
freigesetzt. Das beschriebene Konstrukt wurde nicht durch eine zusétzliche Disulfidbriicke

verbunden.

Fur die Anwendung der bifunktionellen bzw. bispezifischen Konjugate in vivo lassen sich
aufgrund der vorhandenen in vitro-Daten einige Prognosen treffen: Die intermolekulare
Disulfidoricke im Kontext der polyionischen Peptide sollte im Serum stabil sein. Das
Redoxmilieu in humanem Plasma wird durch ein GSSG:GSH-Verhdltnis von 1:20
charakterisiert (0,14 uM GSSG / 2,8 uM GSH) (Jones et al., 2000). Das entspricht einem
[GSH]?/[GSSG]-Term von 10 M. Nicht beriicksichitgt bei diesen Untersuchungen wurden
weitere Cystein-haltige Komponenten des Plasma. Im Vergleich dazu ist das intrazellulére
Redoxmilieu reduzierender. Das GSSG:GSH-Verhdltnis liegt in der Zelle im Bereich
zwischen 1:30 und 1:100, wobei fir das Kompartiment des endoplasmatischen Retikulums
ein Verhdltnis von 1:1 bis 1:3 bestimmt wurde (Hwang et al., 1992). Fraglich ist die
intrazelluldre Stabilitét des Konjugates, wenn dieses durch Endocytose aufgenommen wird.

Da das Hauptanwendungsgebiet der Kopplungsmethode derzeit die Bildung von Konjugaten
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fr ein Zelltyp-spezifisches targeting ist, ist das Aufrechterhalten des konjugierten Zustandes
nach Aufnahme in die Zelle jedoch nicht erforderlich.

Untersuchungen zur Immunogenitét der polyionischen Sequenzen liegen derzeit nicht vor.
Fals sich die Fusionspeptide as immunogen erweisen sollten, mifden sie so konstruiert
werden, dai3 sie die Kopplung zweier Proteine Uber eine Disulfidbriicke gewahrleisten, ohne
dald sich diese kovaente Assoziation nach proteolytischer Abspaltung des polyionischen
Antells des Fusionspeptides |0st.

Zusammenfassend kann aus den vorgestellten Ergebnissen eine Multifunktionalitdt
polyionischer Fusionspeptide abgeleitet werden. Die dargestellten Ergebnisse liefern eine
Grundlage fiir die Ubertragung der Reinigungs- und Kopplungsstrategien auf
praxisrelevantere Proteine. Hierbei wird sich zeigen, ob sich die vorgestellten Strategien

allgemein bewdhren oder fallspezifisch modifiziert werden miissen.
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5 Zusammenfassung

Die moderne Biotechnologie ermdglicht es, Proteine mit unterschiedlichen Funktionen
miteinander zu kombinieren. Dieses kann entweder durch direkte Fusion oder durch die
Entwicklung spezifischer Dimerisierungs- bzw. Oligomerisierungsdomanen erreicht werden.

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, den Einsatz polyionischer Fusionspeptide fur eine
gerichtete Assoziation und kovalente Verbriickung von Proteinen zu untersuchen und dartber
hinaus die vielfaltigen Anwendungsgebiete der geladenen Aminosauresequenzen darzustellen.

Als polyionische Fusionspeptide werden in diesem Zusammenhang Sequenzen bezeichnet, die
eine Abfolge entweder positiv oder negativ geladener Aminosaurereste und einen zusétzlichen
Cystein-Rest enthalten.

Es konnte gezeigt werden, dal3 polyionische Fusionspeptide (a) mit einer hohen Expression
des Zielproteins in rekombinanten Escherichia coli kompatibel sind, effizient fur die (b)
Reinigung und (c) Matrix-unterstiitzte Renaturierung von Proteinen verwendet werden
konnen, sowie (d) als Modul fir eine gerichtete Assoziation und kovalente Verbriickung

fungieren.

Als Fusionspartner wurde zum einen die a-Glucosidase Pl aus Saccharomyces cerevisiae und
zum anderen das Fab-Fragment des monoklonaen Antikdpers MAK 33 verwendet.

Es konnte gezeigt werden, dal3 die Expression der modifizierten Proteine in Escherichia coli
bei der Verwendung von C-terminalen Fusionspeptiden nicht beeintréchtigt wird. Im
Gegensatz dazu fuhrten N-terminale Fusionspeptide zu einem herabgesetzten Expressions-

niveau.

Die Fusionsproteine konnten Uber die geladenen Reinigungstags effizient aus einem
Escherichia coli-Rohextrakt isoliert werden. Ebenfalls wurde die Reinigung von in Form von
inclusion bodies akkumuliertem Protein unter denaturierenden Bedingungen vorgestellt.
Sowohl fir das Fab-Fragment als auch fur die a-Glucosidase mit polyanionischem
Fusionspeptid fuhrt vermutlich der 16dlichkeitsvermittelnde Einflufd der Fusionspeptide zu
einer signifikanten Steigerung der Renaturierungsausbeute im Vergleich zum nicht-
modifizierten Protein.
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Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde erstmals die Matrix-unterstiitzte Renaturierung eines
Proteins mit einem polyanionischen Fusionspeptid beschrieben. Es wurde festgestellt, dal’ die
Reaktivierungsausbeute der a-Glucosidase mit Decaglutamatfusionspeptid signifkant von der
Art des verwendeten Tragermaterials und den funktionellen Gruppen abhangt sowie von der
Beladungsdichte. Von den untersuchten Gelmaterialien fihrte ein Trégermaterial auf
Vinylpolymerbasis mit amidischer Quervernetzung und der funktionellen Gruppe DEAE zu
den hochsten Reaktivierungsausbeuten bel einer optimalen Beladung von 1 mg Protein/ml
Matrix.

Problematisch bei der Verwendung C-terminaler polyionischer Fusionspeptide ist die
zweifelsfreie Bestimmung der Identitét des Carboxyl-Terminus. Zu diesem Zweck wurde im
Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit eine chromatographische Methode entwickelt, die auf
der ionischen Wechselwirkung und kovaenten Verbriickung von komplementér geladenen
Aminosduresequenzen, die einen zusdtzlichen Cystein-Rest enthaten, beruht. Die Methode
wird als kovalente Affinitdtschromatographie bezeichnet und konnte erfolgreich fur die
Feinreinigung und Charakteriserung von Proteinen mit polyanionischem Fusionspeptid

verwendet werden.

Hauptbestandteil der vorliegenden Arbeit war die Anwendung polyionischer Fusionspeptide
als neuartiges Heterodimerisierungsmodul fir die gerichtete Assoziation und kovalente
Verbriickung von Proteinen. Hierzu wurde ein bifunktionelles Konjugat bestehend aus a-
Glucosidase mit polykationischem Fusionspeptid und dem Fab-Fragment mit polyanionischem
Fusionspeptid gebildet. Die Assoziationsreaktion wurde untersucht. Unter den gewdhlten
Redoxbedingungen (2,4 mM GSSG, 0,6 mM GSH) ist die Bildung des Konjugates reversibel
und wird durch eine Dissoziationskonstante von 0,5 = 0,2 uM charakterisiert.

Desweiteren konnte gezeigt werden, dald die biophysikalischen und funktionellen
Eigenschaften der Einzelkomponenten durch die Konjugation und kovaente Verbriickung
nicht beeintréchtigt werden. Hierzu wurde zum enen die Sekundérstruktur der
Einzelkomponenten und des Konjugates mittels Fern-UV-CD analysiert und zum anderen die
enzymatische Aktivitdt der a-Glucosidase und die Antigenbindungsféhigkeit des
Antikorperfragmentes untersucht. Sowohl die spezifische Aktivitdt des Enzyms mit 11 U/nmol
as auch die Substrataffinitét fur das artifizielle Substrat p-NpG blieben unveréndert.
Ahnliches wurde fiir die Antigenbindungseigenschaften des Fab-Fragmentes festgestellt, was
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zu identischen Dissoziationskonstanten des Antigen-Antikorperfragment-Komplexes von
28 nM im konjugierten bzw. isolierten Zustand fuhrt.

Zusammenfassend kann aus den vorliegenden Daten Uber die Anwendungsmoglichkeiten
polyionischer Fusionspeptide eine Multifunktionalitdt fir die Reinigung, Renaturierung und
gerichtete Assoziation von Proteinen abgeleitet werden. Diese kann gezielt fur die
Entwicklung von Proteinen mit neuartigen Funktionen eingesetzt werden und hat somit ein
interessantes Zukunftspotential.
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