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Zusammenfassung

Im Rahmen heutiger biotechnologischer Méglichkeiten werden Proteine rekombinant pro-
duziert und deren Funktionen modifiziert oder auch neu kombiniert. Eine einfache und
modular anwendbare Plattform fiir die Herstellung artifizieller bifunktionaler Proteine ist
der Einsatz polyionischer Fusionspeptide. Hierbei handelt es sich um ein Kopplungsmotiv,
das aufgrund elektrostatischer Anziehung zur Heterodimerisierung fithrt. Konkret werden
die beiden Kopplungspartner rekombinant mit jeweils entgegengesetzt geladenen polyioni-
schen Fusionspeptiden hergestellt. Diese konnen N- oder C-terminal oder in frei zugénglichen
Loop-Regionen lokalisiert sein. Die polyionischen Fusionspeptide bestehen aus einem Cy-
stein und einer Sequenz von in der Regel acht geladenen Aminosdureresten. Aufgrund der
ionischen Wechselwirkungen zwischen den Fusionspeptiden wird eine heterodimere Assozia-
tion erzielt. Als Folge stehen die beiden Cysteine in raumlicher Néhe zueinander und bilden
unter geeigneten Redoxbedingungen eine kovalente Disulfidbriicke. Mit diesem System wer-
den bereits bei einem aquivalenten Einsatz der Kopplungspartner in niederen mikromolaren
Konzentrationen Kopplungsausbeuten von 80 % erzielt.

Mittels polyionischer Fusionspeptide hergestellte Kopplungsprodukte zeigten in bisherigen
Studien in vitro die gewiinschten Bifunktionalitaten. Das polyionisch fusionierte Immun-
toxin B3-PE38, eine Fusion zwischen dem tumorspezifischen Antikérperfragment dsFvB3
(B3) und einer Variante des Pseudomonas Exotoxin (PE38), und das genetisch fusionierte,
analoge Immuntoxin LMB-7 zeigten in bisherigen In-vitro-Studien eine vergleichbare bio-
logische Aktivitat. Allerdings konnte in In-vivo-Studien eine erfolgreiche Tumorregression
im Xenograft-Mausmodell nur fiir LMB-7 bestétigt werden. Da der wichtigste Unterschied
zwischen B3-PE38 und LMB-7 die polyionischen Fusionspeptide des B3-PE38 sind, wird
vermutet, dass diese polyionischen Sequenzen der Grund fiir die fehlende Aktivitdt von
B3-PE38 in vivo sind.

Innerhalb dieser Arbeit sollte am Beispiel des B3-PE38 das System der polyionischen Fu-
sionspeptide optimiert werden, so dass eine biologische Wirkung des Immuntoxins in vivo
erzielt werden kann. Dazu wurden die polyionischen Fusionspeptide im Aufbau modifiziert:
Zwischen das artifizielle Cystein, welches benachbart zum Kopplungspartner positioniert
ist, und die polyionische Sequenz wurde eine Thrombinspaltstelle eingefiigt. Durch einen
Thrombinverdau konnten die geladenen Aminosduren der polyionischen Sequenz nach Aus-
bildung der intermolekularen Disulfidbriicke erfolgreich entfernt werden. Dieses, nun als

B3-PE38¢ bezeichnete Immuntoxin, wurde in vitro analysiert. Die biologische Aktivitat des



Konstruktes in Zellkultur ist weiterhin mit LMB-7 und auch mit B3-PE38 ohne die Throm-
binspaltstelle vergleichbar, jedoch sind die Kopplungsausbeuten mit 60 % etwas geringer.

Durch eine Charakterisierung der polyionischen Wechselwirkungen konnte gezeigt wer-
den, dass die Kopplungsausbeute durch die Lange der polyionischen Sequenz beeinflusst
wird. Je langer die polyionische Sequenz, desto besser ist die primére elektrostatische An-
ziehung zwischen den Monomeren. Anhand der Messungen von spaltbaren polyionischen
Fusionspeptiden mit sechs, acht und zehn geladenen Aminosduren kann vorhergesagt wer-
den, dass jede Verlingerung um eine weitere geladene Aminoséure die Assoziationskonstante
um den Faktor 2,15 bzw. die Energie um 1,8 kJ/mol erhoht.

Zusétzlich wurde ein weiteres Immuntoxin in dieser Arbeit eingefiihrt. Es basiert auf ei-
nem Derivat des Neuropeptid Y ([F7, P3*|NPY) und dem bereits beschriebenen Toxin PE38.
Das Konstrukt wurde sowohl tiber die nicht spaltbaren ([F7, P3|NPY-PE38) als auch iiber
die spaltbaren Fusionspeptide ([F7, P3|NPY-PE38cx) hergestellt. Auch mit diesen Immun-
toxinen wurde die Vergleichbarkeit ihrer biologischen Aktivitat in Zellkultur unabhéngig von
der Art der polyionischen Fusionspeptide nachgewiesen. Mit beiden Varianten wurde im un-
teren nanomolaren Konzentrationsbereich eine zelltypspezifische, gerichtete Zelladressierung
erzielt. Die Aktivierung des humanen Y;-Rezeptors fithrte zur rezeptorvermittelten Interna-
lisierung der Immuntoxine und zu nachfolgender Zytotoxizitiat des Pseudomonas Exotoxins
auf die hY;R-positiven Zellen. Diese spezifische Zelladressierung eines Proteintoxins tiber
die Ligand-Rezeptor-Interaktion zwischen NPY und dem humanen Y;-Rezeptor wurde im

Rahmen dieser Arbeit erstmalig gezeigt.
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1. Einleitung

1.1. Krebs und seine Behandlung

Das Zusammenspiel von Zellen im Korper unterliegt einer sehr feinen Steuerung. Wachstum,
Teilung, Differenzierung und Apoptose von Zellen sind nur einige Mechanismen, die koor-
diniert in Geweben ablaufen. In jeglicher Korperzelle konnen Storungen auftreten und zur
Entwicklung von Krebs fiihren. Somit ist unter dem Begriff Krebserkrankung ein sehr breites
Spektrum maligner Entartungen zu fassen. Neben genetischer Disposition und spontanen
Mutationen fithren Umwelteinfliisse zur Zellentartung. Diese konnen in physikalische Kar-
zinogene (z.B. UV-Strahlung), chemische Karzinogene (z.B. Zigarettenrauch, Aflatoxine)
und biologische Karzinogene (z.B. humane Papillomviren, Helicobacter pylori Bakterien)
unterteilt werden (Wagener and Miiller, 2009).
Krebs wurde in Deutschland im Jahre 2010 fast

Todesursachen nach Krankheitsarten 2013

477 300-mal (KiD, 2013) diagnostiziert und um- fntelein % ek heiton doe
fasst eine grofie Vielfalt an Erkrankungsformen. Sonstige g e
Allen liegt eine maligne Entartung korpereigener 23
Zellen zugrunde, welche nicht ausreichend oder gar kot nsgesan a0

des verdau- 93 625

nicht vom Immunsystem erkannt werden. Unter
Entartung versteht man vielschichtige Mechanis-

men, die oftmals schrittweise auftreten und schlief3-

lich zur Krebserkrankung fiihren. In der Regel kommt

es zu unbegrenztem Zellwachstum. Zellen werden
apoptoseresistent. Das Tumorsystem bildet eige-
ne Wachstumsfaktoren, wahrend es insensitiv ge-
geniiber hemmenden Signalen ist. Zur Versorgung
werden Blutgefafle gebildet. Es kommt zur Infiltra-

tion von Nachbargewebe oder sogar zur Bildung
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Abbildung 1.1.: Ubersicht iiber Todesursa-

chen in Deutschland 2013. Laut Daten des
Statistischen Bundesamtes waren im Jah-
re 2013 Krebserkrankungen die zweithdu-
figste Todesursache nach Erkrankungen des
Kreislaufsystems.

von Tochtergeschwulsten, sogenannten Metastasen, aulerhalb des Ursprungsgewebes (Ha-
nahan and Weinberg, 2011; Chaffer and Weinberg, 2011).

Generell unterscheidet man systemische Krebserkrankungen des blutbildenden oder lym-

phatischen Systems (Leukédmien und Lymphome) von soliden Tumoren, die aus einem fes-
ten Gewebeverband heraus entstehen. Hier gibt es wiederum drei Typen. Karzinome haben

ihren Ursprung in epithelialem Gewebe, wahrend Sarkome aus Binde- oder Stiitzgewebe
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stammen. Blastome hingegen sind embryonale Tumoren, sie treten oftmals im Kindesalter
auf. Allgemein steigt die Krebsinzidenz mit fortschreitendem Alter. Im Jahr 2013 waren laut
Statistischen Bundesamtes in Deutschland Krebserkrankungen mit einem Anteil von 25 %
die zweithaufigste Todesursache nach Herz-Kreislauferkrankungen (Abb. 1.1). Innerhalb der
Krebserkrankungen machen Tumoren der Lunge, der Brust, der Prostata und des Darms
mehr als 50 % aller Erkrankungen aus (Abb. 1.2)(KiD, 2013). Die Prognosen der Patienten
variieren stark, je nach Krebsart und Krankheitsstadium zum Zeitpunkt der Diagnose.

In der Krebstherapie gibt es drei klassische Behandlungssaulen: die Operation, die Be-
strahlung und die Chemotherapie. Die ersten beiden wirken lokal begrenzt, auf mechani-
schem und physikalischem Wege. Die Chemotherapie wirkt systemisch, was z. B. auch die
Behandlung von Metastasen ermoglicht. Um Nebenwirkungen gering zu halten, muss die
pharmakologische Behandlung die Tumorzellen tiber Zellmerkmale angreifen, die moglichst
nur das kranke Gewebe betreffen. Da Tumorgewebe korpereigenes Gewebe ist, ist die Suche
nach spezifischen Tumoreigenschaften eine Herausforderung. In der klassischen Chemothe-
rapie lduft die Ansteuerung iiber die oftmals sehr hohe Teilungsrate der Tumorzellen im
Vergleich zu gesundem Gewebe. So greifen Chemotherapeutika in Mitoseprozesse ein, wie
die DNA-Replikation (Alkylanzien, (Kohn et al., 1987)) oder die Bildung des Spindelappara-
tes (Vincaalkaloide, (Jordan et al., 1991)). Jedoch gibt es auch physiologisch teilungsaktive
Zellen wie Knochenmarkszellen, Haarfollikel oder Schleimhaute des Magen-Darm-Traktes.
Hier sind schwerwiegende Nebenwirkungen wie Haarausfall, Andmie und Stomatitis unaus-
weichlich. Ferner sind nicht alle Zellen eines Tumors homogen. So gibt es durchaus che-
moresistente Zellen innerhalb von Tumoren, z. B. aufgrund geringerer Teilungsraten (Song
et al., 2009) oder aufgrund von Resistenztransportern (Frank et al., 2005). Dies sind Griin-
de fir die Entwicklung weiterer pharmakologischer Therapieanséitze. So treten bei einigen
Tumorzellen Stoffwechselwege verstarkt auf, die im gesunden Gewebe weniger aktiv sind
oder die fiir die gesunde Zelle nicht essentiell sind. Hier setzen einige Therapien an. Es
ist die Hormontherapie bei Brustkrebs zu nennen. Durch Tyrosinkinaseinhibitoren wird die
Signaltransduktion gehemmt (Imatinib, (Buchdunger et al., 1996)) und der Proteasomhem-
mer Bortezomib blockiert die Proteindegradation in den stoffwechselaktiven Tumorzellen
(Hideshima et al., 2001).

Vielfiltige Moglichkeiten in der Krebstherapie bieten monoklonale Antikoérper. Sie sind
gegen Epitope auf verschiedenen Antigenen, wie Proteine oder Zucker, gerichtet und mit ih-
nen werden diverse Wirkungen erzielt. Das Paul-Ehrlich-Institut stellt eine aktuelle Liste mit
46 therapeutischen Antikorpern, die in Deutschland auf dem Markt sind, auf seiner Inter-
netseite zur Verfiigung (http://www.pei.de/DE/arzneimittel /immunglobuline-monoklonale-
antikoerper/monoklonale-antikoerper /monoklonale-antikoerper-node.html [Stand:
04.12.2015]). Ein GroBteil von diesen ist bei malignen Erkrankungen indiziert. So ist der

chimére Antikérper Rituximab zur Behandlung von Non-Hodgkin-Lymphomen und chro-
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Abbildung 1.2.: ,Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen
in Deutschland 2010%, Abbildung aus (KiD, 2013)

nischer lymphatischer Leukdmie zugelassen. Der Antikorper bindet das Oberflichenantigen
CD20. Dies fithrt zur Aktivierung des korpereigenen Immunsystems, indem iiber den F.-Teil
komplementabhéngige Zytotoxizitat (CDC, (Di Gaetano et al., 2003)) sowie antikérperab-
héngige zellulire Zytotoxizitat (ADCC, (Cartron et al., 2002)) vermittelt werden. Auch
wird bei einigen Zellen durch die Bindung des Rituximabs an das Epitop Apoptose in-
duziert (Roche, 2014). Andere Antikorper verhindern durch die Epitopbindung zellulére
Prozesse wie Signaltransduktion oder Angiogenese. Trastuzumab blockiert durch Bindung
des Her2/neu-Rezeptors dessen Signalkaskade, die Wachstums- und Zellteilungssignale ver-
mittelt (Valabrega et al., 2007). Die Gefafibildung in Tumoren wird durch Sauerstoffmangel
und Ausschiittung von vaskuldrem endothelialem Wachstumsfaktor induziert. Dieser kann
durch Antikoérper wie Bevacizumab neutralisiert werden. Die folgende Behinderung der Vas-
kularisation fithrt zu einer Unterversorgung des Tumors (Ferrara et al., 2004; Muller et al.,
1998). Neben der Ausnutzung dieser intrinsischen Aktivitdten der Immunglobuline gibt es

auch Zulassungen fiir modifizierte Antikorper mit artifiziellen Wirkmechanismen.

Die modifizierten Antikorper sind sehr unterschiedlich aufgebaut. Allen gemein ist jedoch,
dass zumindest die variablen Doméanen fiir die Epitopbindung erhalten sind. Im bispezifi-
schen, trifunktionalen Antikérper Catumaxomab werden zwei unterschiedliche variable Do-
ménen kombiniert, so dass mit der einen das epitheliale Zelladhasionsmolekil (epCAM)
an der Krebszelle gebunden wird. Diese wird durch die zweite variable Doméane mit zyto-
toxischen T-Zellen verbriickt. Der erhaltene F.-Teil vermittelt weiterhin die F.,-Rezeptor
vermittelten Wirkungen, wie die ADCC (Chelius et al., 2010).

Weitere Modifizierungen verfolgen die Nutzung der Antikorper fiir den zielgerichteten
Transport anderer Substanzen zum Tumor. Diese Immunkonjugate werden sowohl mit dem

Ziel der Krebsdiagnose als auch fiir die Therapie eingesetzt. Hierbei handelt es sich um
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Antikorper oder deren abgewandelte Formen, die gegen Tumorzellmerkmale gerichtet sind.
Diese werden kovalent mit weiteren funktionalen Molekiilen, wie radioaktiven oder zytotoxi-
schen Substanzen, verbunden, so dass es zu einem zielgerichteten Transport der Substanzen
zum Tumorgewebe kommt. In Deutschland zugelassene Arzneimittel sind der mit radio-
aktivem Yttrium beladene CD20-Antikorper Ibritumomab-Tiuxetan, ebenso Brentuximab
Vedotin und Trastuzumab Emtansin. Bei diesen handelt es sich um CD30- bzw. HER2-
Antikérper, die mit den zytotoxischen Substanzen Monomethyl Auristatin E (Younes et al.,
2012; Francisco et al., 2003) und dem Maytansinoid DM1 fusioniert vorliegen (Lewis Phillips
et al., 2008). Durch die Antikorperfusion wird der Einsatz hochtoxischer Molekiile moglich,
die ohne die gerichtete Zelladressierung zu intolerablen Nebenwirkungen fithren wiirden.
Liegt ein Antikorper oder Antikorperfragment mit einem Proteintoxin fusioniert vor, wird
dieses Konstrukt als Immuntoxin bezeichnet. Ein solches ist in Deutschland noch nicht zu-
gelassen, wenn auch einige dieser Konstrukte in der klinischen Phase der Forschung sind
(http://clinicaltrials.gov, Stand: 16.10.2015).

1.2. Immuntoxine

Immuntoxine und deren Herstellung sind Thema dieser Arbeit. Die Definition der Immun-
toxine als bifunktionale Proteine, bestehend aus einem Antikérper und einem Proteintoxin
zur zielgerichteten Therapie, wird in der Regel noch weiter gefasst. So kann die Targeting-
Einheit neben Antikérperstrukturen und deren Derivaten durchaus auch Scaffold-Molekiile
sowie Proteinstrukturen beinhalten, durch die eine zielgerichtete Ansteuerung von Tumor-
zellen erméglicht wird. Unter diese weiter gefasste Definition fallt beispielsweise das von der
amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zugelassene Arzneimittel Denileukin-
diftitox. Dieses Immuntoxin beinhaltet die enzymatisch aktiven Sequenzen des Diphterieto-
xins und Teile des humanen Interleukin-2 fur die Zelladressierung (Kiyokawa et al., 1991).
Zwar wird das Immuntoxin an alle drei bekannten Arten des IL-2-Rezeptors gebunden, je-
doch internalisiert der hoch affine Rezeptor besonders effizient. Er ist hauptsachlich auf den
anvisierten Leukédmie- und Lymphomzellen und weniger auf den gesunden Zellen zu finden,
so dass an diesen Zellen das Toxin seine toxische Wirkung enfaltet (Manoukian and Hage-
meister, 2009; Caligiuri et al., 1990). Dies ist ein Beispiel fiir die erfolgreiche Anwendung
von Immuntoxinen.

Viele weitere Immuntoxine sind in der Pipeline und werden in klinischen Studien getestet.
Jedoch sind auch schon einige dieser Konstrukte in der klinischen Phase gescheitert, was
an einem unpassenden Verhéltnis von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen zu positiver
Wirkung liegt. Bei den unerwiinschten Arzneimittelwirkungen unterscheidet man zwischen
unspezifischen und spezifischen. Spezifische sind solche, die auftreten, da das Arzneimittel

seine Wirkung nicht nur am gewiinschten Target, also den Tumorzellen, ausiibt, sondern
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ebenso an physiologisch vorkommenden Epitopen bindet und dort seine Wirkung entfaltet.
Die unspezifischen Nebenwirkungen kénnen durch vielfaltige, oftmals unklare Mechanismen
entstehen. Bei den Immuntoxinen immer wieder auftretend ist das Vascular-Leak-Syndrom,
welches auf Schidigung von Gefiflendothel zuriickzufiihren ist. Dies fithrt zu Odemen bis
hin zu lebensgeféhrlichen Organversagen (Baluna et al., 1999). Der Mechanismus ist noch
ungeklart.

Eine geringe Immunogenitét der Immuntoxine ist ebenso wichtig (De Groot and Scott,
2007). Je weniger Antikorper wiahrend der Behandlung gegen das Immuntoxin gebildet wer-
den, desto lidnger ist eine wirksame Anwendung am einzelnen Patienten moglich. Besonders
von Patienten, deren Immunsystem intakt ist, konnen wéhrend der Behandlung neutrali-
sierende Antikorper gebildet werden. Eine parallele Immunsuppression zur Immuntoxinbe-
handlung ist zwar moglich, jedoch mit zuséatzlichen Nebenwirkungen verbunden und auch
nicht zwingend zielfithrend. Hierzu lauft zur Zeit eine Studie, bei der zur Behandlung von
adulter T-Zell-Leukdmie das Immuntoxin LMB-2 zusammen mit den immunsuppressiven
Zytostatika Cyclophosphamid und Fludarabin verabreicht wird (ClinicalTrials.gov Identi-
fier: NCT00924170). Neben der Entfernung von B- und T-Zellepitopen kénnen Molekiile
auch durch PEGylierungen in ihrer Immunogenitiat modifiziert werden. Mit PEGylierun-
gen kann auch die Pharmakokinetik der Molekiile gesteuert werden (Caliceti and Veronese,
2003). Immuntoxine miissen ausreichend lang im Koérper verbleiben, um an die entspre-
chenden Gewebe zu gelangen und nicht vorzeitig eliminiert zu werden. Sie sollen moglichst
spezifisch am Tumor und bestenfalls auch an Metastasen ihre zytotoxische Aktivitdt entfal-
ten. Die Gewebepenetration ist hier ein weiterer, wichtiger Faktor, damit der Gesamttumor
behandelt wird und nicht nur dulere Schichten. Dies bedeutet, dass das Immuntoxin nicht
zu grofl werden darf und auch, dass das Targeting-Modul nicht so hoch affin sein darf, dass es
direkt nach Austritt aus den Gefafien fest bindet, so dass kein Eindringen ins Tumorgewebe
stattfindet (Adams et al., 2001).

Bei der Herstellung von Immuntoxinen muss zum einen eine geeignete Kombination aus
Toxin und Targeting-Einheit gefunden werden. Im Weiteren miissen die beiden Komponen-
ten auf geeignete Weise zu einer Einheit fusioniert werden. In den folgenden Abschnitten

werden wichtige Aspekte zu diesen Bereichen dargestellt.

1.2.1. Die Toxineinheit von Immuntoxinen

Toxine, die in Immuntoxinen eingesetzt werden, sind oftmals natiirlich vorkommende To-
xine aus Pflanzen oder Bakterien. In klinischen Studien befinden sich 1t. der Internetseite
ClinicalTrials.gov (Stand: 08.10.2015) zur Zeit unter anderem Immuntoxine mit Ricin A (De-
glycosylated Ricin A Chain-Conjugated Anti-CD19/Anti-CD22 Immunotoxins, Clinical Tri-
als.gov Identifier:NCT01408160), Diphtheria Toxin (A-dmDT390-bisFv(UCHT1), Clinical-
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Trials.gov Identifier: NCT0061120 ), Shiga like Toxin A (MT-3724, ClinicalTrials.gov Iden-
tifier: NCT02556346) und sehr hdufig auch Pseudomonas Exotoxin A (MOC31PE, LMB-2,
D2C7-IT ClinicalTrials.gov Identifiers:NCT02219893, NCT00924170, NCT02303678). Die-
se Toxine sind in der Regel fiir den Einsatz als Toxinkomponente im Fusionskonstrukt
modifiziert. Wichtig ist die Entfernung ihrer natiirlichen Bindedoméne, um unspezifische
Nebenwirkungen durch das Toxin zu vermeiden. Diese wird letztendlich durch die Targe-
ting-Komponente im Fusionskonstrukt ersetzt. In Hinsicht auf eine geringe Immunogenitét
ist neben den schon beschriebenen Moglichkeiten der Epitopentfernung, PEGylierung und
Immunsuppression zusétzlich die Suche nach humanen Toxinen eine Option, was zu so-
genannten humanisierten Immuntoxinen fithrt (Mathew and Verma, 2009). Hier werden
RNasen oder auch proapoptotische Faktoren als Toxinkomponente getestet.

Das bereits erwahnte Pseudomonas Exotoxin (PE) ist eine héufig verwendete Toxin-
Komponente in Immuntoxinen. Das Volllangenprotein besteht aus 613 Aminoséduren (Gray
et al., 1984). Seine Struktur wurde bereits 1986 aufgeklart (Allured et al., 1986) und konn-
te spéater noch genauer dargestellt werden (Wedekind et al., 2001). Das Toxin katalysiert
den Transfer eines ADP-Ribose-Restes von Nicotinamidadenindinukleotid (NAD™) auf den
eukaryotischen Elongationsfaktor 2. Dies fithrt zur Inhibierung der Proteinsynthese, was
die Zelle in die Apoptose und den Zelltod fithrt. Damit gehort es zur Gruppe der NAD™-
Diphthamid-ADP-Ribosyltransferasen (EC 2.4.2.36). Die Struktur (Abb. 1.3) weist drei
Domaénen auf, von denen Doméne I in die zwei sequentiell getrennten, jedoch strukturell
benachbarten Teile Ia und Ib unterteilt ist. Doméne Ia ist die natiirliche Bindedomane mit
Affinitat fiir LRP-1 (CD91) und LRP-1B (Kounnas et al., 1992), fiir Doméne Ib ist keine
spezifische Funktion bekannt. Doméne II ist fir die intrazelluldre Translokation essentiell
und Doméne IIT schliefflich ist katalytisch aktiv und vermittelt die zytotoxische Modifikati-
on des Elongationsfaktors (Siegall et al., 1989). Bis heute ist nicht jeder Schritt des Toxins
von der Zelloberfliche bis zur Entfaltung der toxischen Aktivitat im Cytosol abschlielend
geklirt. Abbildung 1.4 gibt einen Uberblick, soweit der Mechanismus bis heute verstanden
ist. Es wird vermutet, dass bereits ein Molekiil, welches das Zytosol erreicht, zum Zelltod
fithrt. Dabei weist vieles darauf hin, dass weniger als 1 % internalisierter Molekiile den retro-
graden Transport vollstindig durchlaufen (Weldon and Pastan, 2011). Wichtig bei PE als
toxischer Komponente in Immuntoxinen ist deren Internalisierung, damit die zytotoxische
Aktivitat entfaltet werden kann.

Abbildung 1.3.:

Struktur von Pseudomonas Exotoxin. Die Cartoondarstellung zeigt die drei
farblich hervorgehobenen strukturellen Doménen des Pseudomonas Exoto-
xins. Doméne I wird sequentiell durch Doméne II (blau) in die beiden Ab-
schnitte Ia (grin) und Ib (gelbgriin) geteilt. Doméne Ia ist die natiirliche
Bindedoméne, die Funktion von Ib ist nicht geklart. Die intrazelluldare Trans-
lokation wird durch Doméne II vermittelt. Die katalytisch aktive Domane
ist Doméne III (rot). Protein Data Bank code, 1ikq




1.2. Immuntoxine

Carboxypeptidase [I] . Extrazellular
® Immuntoxin H’WEDL:K
PE w—REDqK.. ...... > maem (B3-PE38) :

~@osssssssss

Tumorassoziierte Struktur
(Lewis Y)

Intrazellular

Lysosom

...

Apoptose |

.
—

T

Protel ese

ol

NAD* Nicotinamid

s

e “esssp ADP-Ribose
m pREDL

6] .-

LI

.
o’
.

’%b(
q Endoplasmatisches
Reticulum

Abbildung 1.4.: Schematische Ubersicht iiber den Wirkmechanismus von Pseudomonas Exotoxin. Darge-
stellt ist der Hauptmechanismus, soweit er aktuell nachvollziehbar ist. Andere vorgeschlagene Wege scheinen
eine untergeordnete Rolle zu spielen (Weldon and Pastan, 2011). Zunéchst wird das C-terminale Lysin vom
Protein abgespalten, wodurch die REDL-Sequenz frei wird. Dieses erfolgt vermutlich durch extrazellulédre
Carboxypeptidasen (1). Nach der Bindung iiber Doméne Ia an LRP-1 oder LRP-1B (2) erfolgt die Internali-
sierung tiber Clathrin-coated Pits ins frithe Endosom (3). Im Endosom kommt es zur Spaltung von Doméne
IT (4), wodurch das Toxin in zwei Ketten unterteilt wird, die durch eine Disulfidbriicke verbunden sind.
Ausgehend vom spéten Endosom kann es entweder zum lysosomalen Abbau des PE kommen (5a) oder aber
es gelangt in den Golgi Apparat (5b). Dort kann es aufgrund der C-terminalen -REDL Sequenz an den
KDEL-Rezeptor binden, was den retrograden Transport ins Endoplasmatische Reticulum (ER) ermdglicht
(6). Hier erfolgt die Trennung der beiden Ketten durch die Reduktion der Disulfidbriicke durch Protein
Difsulid Isomerasen (PDI) (7). Nur der C-terminale Teil des PE, der die katalytisch aktive Doméne III,
Domaéne Ib sowie Teile von Doméne II beinhaltet, wird ins Cytosol transportiert. Dies kénnte iiber das zum
ERAD-System zugehorige Sec61 Translocon erfolgen (8). Im Cytosol schlieflich erfolgt die Ubertragung
des ADP-Ribosyl-Restes von einem NAD™ auf den Diphthamidrest des eukaryotischen Elongationsfaktors
2 (eEF2) (9). Dadurch wird die Proteinsynthese gestoppt (10), was zur Apoptose fithrt (11). Abbildung

modifiziert aus Weldon and Pastan (2011)
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PE38 Fiir die Anwendung des PE in Immuntoxinen wurden schon viele Varianten erprobt
(Abb. 1.5). Nachdem zundchst das Volllingentoxin eingesetzt wurde (FitzGerald et al.,
1984), kam recht schnell eine sogenannte PE40-Variante ohne die Bindedoméne la zum
Einsatz (Chaudhary et al., 1989; Hwang et al., 1987). Uber viele Jahre etabliert hat sich
das PE38, bei dem zusétzlich noch ein Teil von Ib entfernt wurde (A1-250 und A365-380),
wodurch es noch etwas kleiner wird (Siegall et al., 1989). Das resultierende Proteintoxin
weist ein Molekulargewicht von 38 kDa auf. Es wurde bereits vielfaltig in Immuntoxinen
eingesetzt. Zwar ist noch keines dieser Fusionskonstrukte zugelassen, jedoch sind einige
in klinischen Studien (s.o.). Ein Problem ist die schon thematisierte Immunogenitét. So
bildeten z. B. 88 % der behandelten Patienten innerhalb des ersten Behandlungszyklus neu-
tralisierende Antikorper gegen das PE38 enthaltende SS1P (Hassan et al., 2007). Neuere
Varianten des PE zielen auf eine Reduktion der Immunogenitét ab, einerseits durch eine
weitere Verringerung der Proteingrofie und andererseits durch die Eliminierung von potenti-
ellen Antikorperepitopen (Weldon et al., 2009; PEP, 2015). Bei der Variante PE(LR) wurden
Sequenzen entfernt, die als Substrat lysosomaler Proteasen fungieren, was den intrazellu-
laren Abbau reduziert. Diese Modifikation zeigt zusétzlich eine Reduktion unspezifischer
Aktivitdten in Mausen (Weldon et al., 2009).

la Il Ib Il
1-252 253-364 365-404 405-613
PE I s I O —.
[ =T P— R I R — D
2] =fcY: JE—— F T - R —
A365-380
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Abbildung 1.5.: Schematische Darstellung der Entwicklung von Pseudomonas Exotoxin A als Toxin-
komponente in Immuntoxinen. Zu Anfang wurde das Gesamttoxin (PE) eingesetzt. Um Nebenwirkungen
und Immunantworten zu verringern, wurde und wird das Toxin immer weiter auf die Kernfunktionalita-
ten im Einsatz als Immuntoxin reduziert (PE40 und PE38). Essentiell fiir die NAD*-Diphthamid-ADP-
Ribosyltransferase-Aktivitat sind Doméne IIT und der C-terminale Teil von Ib. Bei der LR-Variante wurden
schlielich noch Erkennungssequenzen fiir die lysosmale Degradation in den Doménen II und Ib entfernt.
Bei Doméne II bleibt die essentielle Furinerkennungssequenz erhalten. Abbildung modifiziert nach Weldon
and Pastan (2011)

In dieser Arbeit kam die PE38 Variante zum Einsatz. In vorklinischen Versuchen fithrt ihr
Einsatz bei erfolgreichem Targeting zu eindeutig toxischen Effekten. Ein humaner Einsatz
war in dieser Arbeit nicht geplant. Somit war eine weiter optimierte Variante bzgl. der
Immunogenitat nicht notwendig. Das PE38 wurde in dieser Arbeit analog zur Position der
natiirlichen Bindedoméne N-terminal mit den Targeting-Komponenten dsFvB3 (Abschnitt
1.2.2, S. 9) oder mit [F7, P34|NPY (Abschnitt 1.2.2, S. 10) fusioniert. Hierzu wurde der N-



1.2. Immuntoxine

Terminus von PE38 um ein negativ geladenes Fusionspeptid erweitert (Abschnitt 1.2.3, S.
12).

1.2.2. Die Targeting-Komponente in Immuntoxinen

Die Targeting-Komponente eines Immuntoxins vermittelt die Spezifitét seiner toxischen Pay-
load. Bei der Auswahl ist somit zunéchst eine geeignete Zielstruktur fiir das Tumorgewebe
wichtig. Es kommen neben tumorspezifischen Antikorperepitopen auch Rezeptoren in Frage,
die mittels ihrer Liganden angesteuert werden kénnen. Vorteilhaft fiir die Gewebepenetration
sind sowohl eine kleine Grofle der Targeting-Komponente als auch eine spezifische Affinitat
fiir die Zielstruktur. Eine geringe Immunogenitét ist ebenso wichtig. Bei natiirlichen Ligan-
den sollte die Immunogenitit unproblematisch sein und bei Antikérperformen sind humane
oder humanisierte Sequenzen vorteilhaft. Auch in Immuntoxinen kann mit bispezifischen
Antikérpern gearbeitet werden. Dies fithrt zu sogenannten bispezifischen Immuntoxinen,
was die Selektivitat von Immuntoxinen noch erhéhen kann.

In dieser Arbeit wurden zwei sehr unterschiedliche Targeting-Komponenten eingesetzt,
die im Folgenden vorgestellt werden. Es handelt sich um das Antikorperfragment dsFvB3
und um die Variante [F7, P3]NPY des Peptidhormons Neuropeptid Y (NPY).

dsFvB3 Der murine Antikorper B3 (Pastan et al., 1991) bindet das blutgruppenverwandte
Antigen Lewis", ein Tetrasaccharid, das auf bis zu 70 % aller Karzinome, also epithelialen
Tumorzellen, exprimiert wird (Schuster et al., 2005; Yin et al., 1996). Physiologisch wird die-
ses auch auf Epithelzellen des Gastro-Intestinal-Trakts préisentiert (Sakamoto et al., 1989).
Zur Anwendung in Immuntoxinen wurde der B3-Antikorper auf die kleinste funktionelle
Einheit fiir die spezifische Bindung, das Fv Fragment FvB3, reduziert (Abb. 1.6). Die ent-
sprechenden Anteile an schwerer und leichter Kette wurden zunéchst kovalent tiber eine
Linker-Sequenz verkniipft und die variable Doméne als single chain hergestellt (scFvB3,
(Brinkmann et al., 1991)). Eine bessere Stabilitdt bei 37 °C wird jedoch durch die separate
Herstellung der beiden Ketten und eine Disulfidverbriickung tiber eingefiigte Cysteine herge-
stellt (dsFvB3, (Brinkmann et al., 1993)). Beide Varianten wurden erfolgreich in Immuntoxi-
nen als Targeting-Komponenten eingesetzt. So ist LMB-7 ein Immuntoxin aus scFvB3 und
PE38, wohingegen LMB-9 aus dsFvB3 und PE38 zusammengesetzt ist. Die Fusionierung
von Targeting- und Toxinkomponente erfolgte auf genetischer Ebene.

In dieser Arbeit wurde ebenfalls mit einem Fusionskonstrukt aus dsFvB3 und PE38 gear-
beitet. Die Fusionierung erfolgte jedoch posttranslational iiber polyionische Fusionspeptide
(Abschnitt 1.2.3, S. 12). Die schwere Kette des dsFvB3 wurde mit einem C-terminal lokali-
sierten, positiv geladenen Fusionspeptid hergestellt und wurde hiertiber mit PE38 (Abschnitt
1.2.1, S. 8) fusioniert.
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Abbildung 1.6.:
Der Antikérper B3 als  Targeting-

Komponente in Immuntoxinen. In erster
Generation wurde das murine Immunglo-
bulin G gegen das Lewis'-Antigen (B3
Antikorper) in voller Lénge eingesetzt (Pai
et al., 1996) (A). Es folgte die Reduktion
scFv auf den Fv Teil. Zur Stabilisierung wurden
die beiden Ketten zundchst iiber einen

(A)

k\

Variable Regior\?\
(Fv)

Konstante
Region
(Fo)

(G4S)3-Linker (schwarz) verkniipft und als
Single-chain-Konstrukt (scFv) hergestellt

(Brinkmann et al., 1991) (B). Spater stellte
sich eine Disulfidbriicke (gelb) zwischen
artifiziell eingefiihrten Cysteinen als bessere

Stabilisierungsmafinahme heraus (dsFv)
dsFv (Brinkmann et al., 1993) (C).

[F7, P?YINPY Wihrend der Antikérper B3 und seine Derivate schon vielfiltig in Im-
muntoxinen erprobt sind, wird eine Variante des Neuropeptid Y (NPY), bezeichnet als
[F7,P3]NPY, in dieser Arbeit erstmalig als Targeting-KKomponente eingesetzt. NPY gehort
zusammen mit dem Peptid YY (PYY) und dem pankreatischen Polypeptid (PP) zur NPY-
Familie (Larhammar, 1996). Sie bestehen jeweils aus 36 Aminosduren mit einem amidierten
C-Terminus und aktivieren sogenannte Y-Rezeptoren (Michel et al., 1998). Die Affinitdten
zu diesen G-proteingekoppelten Rezeptoren, von denen im Menschen die Subtypen hYR,
hY,R, hY4R und hY5R nachgewiesen sind, variieren zwischen den Peptiden. NPY und
PYY aktivieren hauptsiachlich hY R, hY,R und hY; (Lindner et al., 2008), wiahrend hY,4R
primir durch PP aktiviert wird (Lundell et al., 1995). Alle vier Rezeptorsubtypen kon-
nen nach Aktivierung durch Peptide der NPY Familie internalisiert werden (Bohme et al.,
2008). Auch konnten fiir kleinere Payloads, wie 1 In-labeled 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-
1,4,7,10-tetraessigsaure (Zwanziger et al., 2008) oder Carababoran Cluster (Ahrens et al.,
2011, 2015), die kovalent tiber die Seitenkette des Lysins an Position vier im NPY einge-
fithrt wurden, eine Internalisierung gezeigt werden. Der humane Y;Rezeptor (hY;R) wird in
verschiedenen epithelialen, endokrinen und embryonalen Tumoren tiberexprimiert (Korner
and Reubi, 2007). Besonders ist seine Inzidenz von 85 % in Brustkrebstumoren und entspre-
chenden Metastasen der Lymphe. Dort ist er in hoher Dichte tiber den gesamten Tumor
gleichméBig verteilt zu finden. Im gesunden Gewebe ist der hY;R nicht nachzuweisen. Hier
dominiert hYsR (Reubi et al., 2001).

Das in dieser Arbeit eingesetzte [F7, P3]NPY basiert auf porcinem NPY (pNPY) (Abb.
1.7). Die Aminosauren 13-36 des pNPY bilden eine amphipathische a-Helix (Monks et al.,
1996). Mit der Einfiihrung des Prolins an Position 34 (Q34P) wird die Affinitdt an hYsR
gemindert (Fuhlendorff et al., 1990), der weitere Austausch an Position 7 (N7F) ist fur die
reduzierte Affinitit an hYsR verantwortlich (Séll et al., 2001). Somit bindet [F7, P3]NPY

mit einem K; von 0,009 nM sehr selektiv hYR, wahrend es zu den beiden anderen Rezeptor-
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= Kristallstruktur des porcinen Neuropetides Y (pNPY). Gezeigt wird pNPY in
K:Z \ Cartoondarstellung (cyan) sowie die Seitenkette von Lysin 4 in Stabdarstel-
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lung (orange). Uber diese Seitenkette erfolgte die orthogonale Modifikation
mit polyionischen Fusionspeptiden. Protein Data Bank Code: 1F8P

subtypen mit K; =32 nM (hY2R) und K; =34 nM (hY5R) um mehrere GréSenordnungen
weniger affin ist (Soll et al., 2001). Die Aktivierung des hY;R durch [F”, P3|NPY fiihrt zur
Internalisierung der Rezeptoren. Diese Tatsachen machen [F7, P3*]NPY zu einer méglichen
Targeting-Komponente in Immuntoxinen, die hY;R iiberexprimierende Brustkrebstumoren
adressieren sollen. Zusitzlich ist die Peptidstruktur des [F7, P3]NPY von Vorteil. Die Her-
stellung kann synthetisch erfolgen, was verschiedenste Modifikationen ermoglicht. Auch zei-
gen kleine Peptide generell eine gute Gewebepenetration und ihre Antigenitéat ist eher gering
(Reubi, 2003). Die oftmals geringe Halbwertszeit von Peptiden konnte fir [F7, P*|NPY in
Blutplasma nicht bestétigt werden. Im Vergleich zu NPY mit 25 h zeigte [F7, P3*|NPY eine
Halbwertszeit von 40-50 h (Khan et al., 2007).

[F7, P3INPY wurde iiber die Seitenkette des Lysin an Position vier in dieser Arbeit mit
polyionischen Fusionspeptiden (Abschnitt 1.2.3, S. 12) wéhrend der chemischen Synthese
gekoppelt.

1.2.3. Die Fusionierung von Targeting-Komponente und Toxineinheit zum

Immuntoxin

Die Fusionierung von Toxineinheit und Targeting-Komponente zum funktionellen Immun-
toxin ist ein wichtiger Vorgang. Bei beiden Einheiten miissen die Funktionalitdten erhalten
bleiben, es sollte ein homogenes Produkt entstehen mit einheitlichen Eigenschaften. Auch
sollte die Herstellung kostengiinstig und effizient erfolgen.

In der Praxis werden Immuntoxine oftmals genetisch fusioniert. Hier besteht die Gefahr
der unloslichen Expression, da das Gesamtkonstrukt grofler als seine Einzelkomponenten ist.
Auch kann eine Einheit die Faltung des anderen Teils ungiinstig beeinflussen. Ist jedoch das
Herstellungsprotokoll erst einmal erstellt, werden einheitliche Produkte erzielt.

Eine zweite Losung ist die Herstellung der Einzelkomponenten und ihre anschliefende
Fusionierung in vitro. Eine chemische Fusionierung fithrt oftmals zu uneinheitlichen Kopp-
lungsprodukten. Daher wird an spezifischen Fusionstechnologien geforscht. Diese reichen

von der Anwendung von Enzymen (Kornberger and Skerra, 2013; Levary et al., 2011) tiber
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Proteinsplicing (Thiel et al., 2014) bis hin zur Ausnutzung hoch affiner Tags, wie Coiled-
coil-Strukturen (Arndt et al., 2001). Hier liegt der Vorteil in der modularen Anwendbarkeit.

Polyionische Fusionspeptide In den letzten Jahren wurde an einer sehr simplen und effizi-
enten Methode der Fusionierung tiber ionische Wechselwirkungen mit anschlieSender Ausbil-
dung einer Disulfidbriicke geforscht. Hierzu werden die beiden Zielproteine mit sogenannten
polyionischen Fusionspeptiden hergestellt, die eine gerichtete Heterodimerisierung ermog-
lichen. Klassischerweise bestehen die Fusionspeptide aus acht geladenen Aminosduren und
einem Cystein (Richter et al., 2001; Stubenrauch et al., 2001; Kleinschmidt et al., 2003;
Bergelt et al., 2009). Wéhrend eines der beiden zu fusionierenden Proteine mit einem in der
Regel aus Argininen besteheden positiv geladenen Fusionspeptid ausgestattet wird, erhéalt
das zweite Protein eine negativ geladene Glutamatsequenz, selten auch eine Aspartatse-
quenz. Aufgrund elektrostatischer Anziehung in Puffersystemen mit geringer Ionenstérke
erfolgt eine heterodimere Assoziation der Reaktionspartner. Dadurch werden die Cysteine
innerhalb der Fusionspeptide raumlich angenahert und eine Oxidation fiithrt zur kovalenten
Fusionierung der beiden Proteine. Diese kann durch kupferkatalysierte Luftoxidation oder
auch durch den Zusatz redoxaktiver Substanzen wie Glutathion erfolgen (Bergelt et al.,
2009; Stubenrauch et al., 2001) (Abb. 1.8). Mit dieser Technologie wird das Heterodimer
bei einem Einsatz der Monomere in Konzentrationen im niedrigen mikromolaren Bereich
mit Ausbeuten von bis zu 80 % gewonnen (Kleinschmidt et al., 2003; Bergelt et al., 2009).
Abbildung 1.8.:
Schematische Darstellung des Aufbaus klas-
sischer polyionischer Fusionspeptide am
Beispiel des Immuntoxins B3-PE38. Ein Fu-
sionspartner wird mit einem achtfach posi-
tiv geladenen und cysteinenthaltenden Fu-
sionspeptid (blau) versehen. Hier ist es
das Antikorperfragment dsFvB3. Der zwei-
te Partner, hier PE38, wird mit dem nega-
tiv geladenen Gegenstiick fusioniert (rot).
Durch elektrostatische Anziehung der ent-
gegengesetzten Ladungen erfolgt eine Hete-
rodimerisierung und anschlieffend eine Oxi-

dation der Cysteinreste zur kovalenten Di-
sulfidbriicke (gelb)

Die Fusionspeptide wurden bereits sehr variabel an verschiedenen Proteinen angeordnet.
Sie wurden N- und C-terminal (Kleinschmidt et al., 2003) sowie innerhalb einer Loop-Region
(Stubenrauch et al., 2001) exprimiert. Gearbeitet wurde bislang vor allem mit verschiedenen
Payload-Proteinen, wie Listeriolysin O (Bergelt et al., 2009), Granzym B (Kurschus et al.,
2004), virusdhnlichen Partikeln (Stubenrauch et al., 2001), Fluoreszenzproteinen (Frost,
2009) oder auch Pseudomonas Exotoxin (Kleinschmidt et al., 2003; Frost, 2009). Als Tar-
geting-Komponente kam bislang CD4 (Jager, 2005), hdufiger dsFvB3 (Stubenrauch et al.,
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1.3. Problemstellung der Arbeit

2001; Kleinschmidt et al., 2003; Frost, 2009) zum Einsatz. Eine Ubersicht von Proteinen,
die mit den klassischen polyionischen Fusionspeptiden hergestellt worden sind, findet sich
in Tabelle 1.1. Die Funktionalitaten aller Proteine blieben auch mit den polyionischen Fusi-
onspeptiden erhalten (Lilie et al., 2013). Zuséatzlich zu den iiblichen Reinigungsprotokollen
der einzelnen Proteine ermoglichen die Fusionspeptide eine sehr effiziente Reinigung mittels

Ionenaustauschchromatographie.

Tabelle 1.1.: Anwendung polyionischer Fusionspeptide zur Herstellung chimérer Proteine

Protein Funktion Peptid Lokalisation Quelle

CD4 Targeting -RgC C-Terminus Jager (2005)

dskFvB3 Targeting -RgC C-Terminus Stubenrauch et al. (2001);
Kleinschmidt et al. (2003);
Kurschus et al. (2004);
Bergelt et al. (2009); Frost
(2009)

Listeriolysin O Payload EsC- N-Terminus Bergelt et al. (2009)

Granzym B Payload -CDg C-Terminus Kurschus et al. (2004)

PE Payload EsC- N-Terminus  Kleinschmidt et al. (2003);
Frost (2009)

Virusédhnliche Partikel Payload -EgC- loop Stubenrauch et al. (2001);

Jéger (2005)

1.3. Problemstellung der Arbeit

Bislang haben sich die polyionischen Fusionspeptide fiir die Suche nach neuen Kombinatio-
nen von Targeting-Komponente und Payload insbesondere fiir bifunktionale Immuntoxine
als praktikabel erwiesen. Sie lassen sich problemlos an verschiedenen Positionen in Proteine
einfithren, ermoglichen einfache Reinigunsprotokolle und hohe Heterodimerisierungsraten.

Beziiglich ihrer biologischen Funktionalitidt wurde am Beispiel des Immuntoxins B3-PE38
die Vergleichbarkeit mit seinen genetisch fusionierten Analoga LMB-7 und LMB-9 in vi-
tro nachgewiesen (Kleinschmidt et al., 2003; Frost, 2009). Diese Vergleichbarkeit war in
vivo jedoch nicht mehr gegeben. Im Mausmodell mit einem Xenograft-Tumor fehlte beim
polyionisch fusionierten B3-PE38 die Wirkung, wihrend mit LMB-7 eine Tumorregression
erzielt wurde (Frost, 2009). Verschiedene In-vitro-Versuche, die den Unterschied am leben-
den Organsimus erfassen sollten, waren nicht erfolgreich. So interagiert B3-PE38 weder mit
Plasmaproteinen noch scheint die Passage des Gefaflendothels problematisch zu sein (Flei-
scher, 2010). Auch die Diffusion in dreidimensionale Strukturen und die dortige Toxizitét
sind gewéhrleistet (Poenick et al., 2014).

Obwohl kein konkreter Vorgang nachweisbar ist, der auf die fehlende Wirkung des iiber die

klassischen polyionischen Fusionspeptide hergestellten Immuntoxins B3-PE38 in der Maus
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1. Einleitung

Hinweise gibt, so liegt dennoch die Hypothese nah, dass an unbekannter Stelle oder auch
an verschiedenen Stellen im Organismus die polyionischen Peptide Grund fiir die fehlen-
de Wirksamkeit am Tumor sind. Denn sie sind der einzige Unterschied zwischen B3-PE38
und der genetisch fusionierten Variante. Um die polyionischen Fusionspeptide fiir die Suche
nach neuen Proteinkombinationen einzusetzen, wire es wiinschenswert, dass sie fiir Versu-
che der gesamten praklinischen Phase eingesetzt werden konnen. Diese beinhaltet neben
In-vitro-Versuchen auch Tierversuche. Um auch die In-vivo-Versuche zu ermoéglichen, soll
die polyionische Fusionstechnologie in dieser Arbeit weiterentwickelt werden. Zwei Anséitze
wurden in Betracht gezogen. Eine Option war die Verkiirzung der polyionischen Sequenzen.
Als zweiter Ansatz wurde durch die Einfiithrung einer Thrombinschnittstelle zwischen Cy-
stein und ionischer Sequenz die Entfernung der gesamten ionischen Sequenzen nach erfolgter
kovalenter Verbindung der beiden Proteine ermoglicht. Eine schematische Darstellung der
ursprunglichen, klassischen Fusionspeptide findet sich in Abb. 1.8. Die in dieser Arbeit ein-
gefithrten spaltbaren Fusionspeptide werden in Abbildung 1.9 dargestellt.

mo P
mo P2
m ®=2
mo @D
mo @D
mo ®=
mD @D
mo @D

Abbildung 1.9.: Schematische Darstellung des Aufbaus spaltbarer polyionischer Fusionspeptide am Bei-
spiel des Immuntoxins B3-PE38¢ x. N-terminal lokalisiert, wie hier beim PE38 (unterer Teil), beginnen die
polyionischen Fusionspeptide zunichst mit der geladenen Sequenz (rot), gefolgt von der Thrombinschnitt-
stelle (schwarz). Zwischen dieser und dem Cystein (orange) ist eine Linker-Sequenz eingeschoben (schwarz).
Danach folgt die Proteinsequenz. Die Reihenfolge ist umgekehrt, wenn das Fusionspeptid C-terminal an-
gebracht ist, wie beim dsFvB3 (oberer Teil). Direkt an das Protein schlieBt sich das Cystein (orange) an.
Es folgen linker (schwarz) und Thrombinschnittstelle (schwarz). Abschlieflend folgt die geladene Sequenz
(blau).

Konkret wurde fiir die Weiterentwicklung der polyionischen Fusionspeptide weiterhin mit
dsFvB3 und PE38 als Komponenten fiir das nun als B3-PE38+x bezeichnete, spaltbare Im-
muntoxin verwendet. Die Analytik dieses Immuntoxins erfolgte im Vergleich zu bestehenden
Daten von B3-PE38 und auch LMB-7 und LMB-9.

Es sollte jedoch auch die Modularitdt der spaltbaren Fusionspeptide in dieser Arbeit
nachvollzogen werden. Dazu wurde die Targeting-Komponente dskFvB3 durch die hY,R-
spezifische NPY-Variante [F7, P3|NPY ausgetauscht. Das Immuntoxin aus [F7, P3|NPY
und PE38 wurde mit beiden Fusionspeptiden, den klassischen ([F7, P3]NPY-PE38) und
den spaltbaren ([F7, P3|NPY-PE38¢x), hergestellt, die biologische Aktivitit in Zellkultur

14



1.3. Problemstellung der Arbeit

vermessen und die Ergebnisse untereinander verglichen.

Zur Uberpriifung der Option der Verkiirzung der polyionischen Sequenzen wurde die
Langenabhangigkeit der Assoziation der polyionischen Fusionspeptide biophysikalisch un-
tersucht. Es wurden Fusionspeptide mit sechs, acht und zehn geladenen Aminoséauren einge-
setzt. Als Fusionspartner wurde mit nicht toxischen Proteinen gearbeitet. Bei diesen handelt
es sich um eine blau fluoreszierende Variante des superfolder-GFP, das sfBFP (Pedelacq
et al., 2006), welche C-terminal mit den unterschiedlich langen negativ geladenen Fusi-
onspeptiden hergestellt wurde. Als Kopplungspartner kam Maltosebindeprotein mit den
positiven Fusionspeptiden, ebenfalls C-terminal positioniert, zum Einsatz.

Zusammengefasst sollten in dieser Arbeit die Kopplungseigenschaften der spaltbaren Fu-
sionspeptide analysiert, die Anwendbarkeit der mit ihnen fusionierten Immuntoxine gezeigt

und ihre Modularitat nachvollzogen werden.
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1. Einleitung

1.3.1. Ubersicht der in dieser Arbeit eingesetzten Proteine

Tabelle 1.2.: Darstellung der Monomere mit einem klassischen Fusionspeptid und ihrer Fusionsproduk-
te. Die klassischen Fusionspeptide bestehen aus einer Sequenz von acht gleichen, geladenen
Aminosiuren (Aminosdure im Einbuchstabencode mit Kennzeichnung der Anzahl 8) und
einem benachbarten Cystein (C). Um proteolytischen Abbau einzuschrinken, schliefen die
C-terminal lokalisierten Peptide in der Regel mit einem ergénzenden Prolin ab.

Bezeichnung Schema des Konstruktes Beschreibung
CKg-[F7, P*NPY & [F7, P3]NPY mit klas-
CM sischem  Lysinpeptid
_ 4
-CEBESLS om K
EgC-PE38 PE38 mit klassischem
Glutamatpeptid,
N-terminal
[F7, P3NPY-PE38 "%"w Fusionskonstrukt aus

CKs-[F7, P*NPY
und EgC-PE38

Fusionskonstrukt aus

dsFvB3 und EgC-
P-OH PE38, wurde fiir
) diese  Arbeit nicht
hergestellt, jedoch oft
zitiert

B3-PE38
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1.3. Problemstellung der Arbeit

Tabelle 1.3.: Darstellung der Monomere mit spaltbaren Fusionspeptiden. Die spaltbaren Fusionspeptide
beinhalten eine Sequenz jeweils gleicher, geladener Aminosduren (Einbuchstabencode der
Aminosiure), eine Thrombinerkennungssequenz mit einem neutralen linker (in der Bezeich-
nung als x gekennzeichnet) und ein Cystein (C). Die Anzahl geladener Aminoséiuren im Peptid
ist tiefgestellt gekennzeichnet (6,8, 10). Das ,n“ als Index umfasst das benannte Protein mit
der Sechser-, Achter-, und Zehnersequenz.

Bezeichnung Schema des Konstruktes Beschreibung
KgxC-[F7, P3|NPY & [F7, P3NPY mit
(w’w spaltbarem Lysinpep-
HKKKKKKKK LVPRGS GGSGGS © GS' tid am K4
B3-CxRg 9 dsFvB3 mit spaltba-

Argininpeptid
der

rem
am C-Terminus
schweren Kette

schwere Kette des B3-
CXRg

schwere  Kette
gespaltenem
onspeptid

_ GGSGGS LVPRGS RRRRRR R
PEOEDOD®

&

B3(V)-CxRs

Fusi-

EgxC-PE38 0a¢ PE38 mit spaltba-
rem Glutamatpeptid,

N-terminal

E LVPRGS GGTGGS

C-PE38 PE38 mit gespaltenem

Fusionspeptid

MBP-CxR,, MBP mit spaltba-
rem Argininpep-
tid, C-terminal. Es
gibt Varianten mit

n=6,8,10

PEIPPPRPDD
GGSGGS LVPRGS R R R R R R R Rcp-0H

MBP-C MBP mit gespaltenem

Fusionspeptid

sfBFP-CxE,, sfBFP mit spaltba-
rem Glutamatpep-
tid, C-terminal. Es
gibt Varianten mit

n=6,8,10

sfBFP mit gespalte-
nem Fusionspeptid

GGSGGS LVPRGS EEEEEE EE

sfBFP-C
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1. Einleitung

Tabelle 1.4.: Darstellung der Heterodimere, die iiber spaltbare Fusionspeptide hergestellt wurden

Bezeichnung

Schema des Konstruktes

Beschreibung

[F7, P3]NPY-PE38¢.y

[F7, P*|NPY-PE38¢

X

LVPRGS GGSGGS

E LVPRGS GGTGGS

A~

GS’

Fusionskonstrukt aus
KgxC-[F7, P3NPY

und EgxC-PE38
mit vollstandigen
Fusionspeptiden

mit gespaltenen Fusi-
onspeptiden

B3-PE38¢cx

B3-PE38¢

X

Fusionskonstrukt aus
B3-CxRg und EgxC-
PE38 mit vollstandi-
gen Fusionspeptiden

mit gespaltenen Fusi-
onspeptiden

thPLSﬂBPq?CX

X

Fusionskonstrukt

aus MBP-CxR,,
und stBFP-CxE,,
mit vollstandigen
Fusionspeptiden
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2. Material und Methoden

2.1. Material

In folgenden Tabellen wird das zur Anfertigung dieser Arbeit verwendete Material aufge-
listet, wie Chemikalien, Reagenzien, Losungen und Geréate. Chemikalien wurden, falls nicht
anders erwahnt, im Reinheitsgrad ,,zur Analyse” eingesetzt.

Tabelle 2.1.: Chemikalienliste

Substanz Bezugsquelle
2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol ~ MP Biomedicals Deutschland GmbH, Esch-
(Tris) wege

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich GmbH, Minchen
Aceton KMF Laborchemie GmbH, Lohmar
Acetonitril VWR, Darmstadt
Acrylamid-Bisacrylamid  stock solution Carl Roth GmbH, Karlsruhe
(37,5:1), 30 %

Agar-Agar, Kobe 1, pulverisiert Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Ameisensaure, 98 - 100 % Merck, Darmstadt
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Ampicillin AppliChem, Darmstadt
Bromphenolblau Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V. AppliChem, Darmstadt
Chloramphenicol AppliChem, Darmstadt

Coomassie Brilliantblau G 250 Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich GmbH, Minchen
Dinatriumhydrogenphosphat ~ Dodecahy- Merck, Darmstadt

drat
Dithiothreitol (DTT,.q)

Essigsdure, 96 %

Ethanol, 96 %

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Formaldehyd Losung

Glucose Monohydrat

Glutathion, oxidiert (GSSG)
Glutathion, reduziert (GSH)
Glycerol

Guanidiniumhydrochlorid (GdmHCI)
Hefeextrakt, pulverisiert

MP Biomedicals Deutschland GmbH, Esch-
wege

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

KMF Laborchemie GmbH, Lohmar
AppliChem, Darmstadt

MP Biomedicals Germany GmbH, FEsch-
wege

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Chemie-Vertrieb, Magdeburg

NIGU Chemie GmbH, Waldkraiburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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2. Material und Methoden

Fortsetzung von Tabelle 2.1, Chemikalienliste

Substanz Bezugsquelle

Imidazol Merck, Darmstadt
Isopropyl-3-D-1-thiogalactopyranosid AppliChem, Darmstadt
(IPTG)

Isopropylalkohol VWR, Darmstadt
Kaliumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Kaliumdihydrogenphosphat Monohydrat Merck, Darmstadt
Kanamycin AppliChem, Darmstadt
Kristallviolett Merck, Darmstadt

L-Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe
L-Arginin Ajinomoto, Japan

Magnesiumchlorid Hexahydrat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
2-(N-Morpholino)ethansulfonsédure(MES)
N,N,N’N’-Tetramethylethan-1,2-diamin
(TEMED)

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdeoxycholat (NaDOC)
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

Natriumthiosulfat Pentahydrat

Pepton aus Casein

Protaminsulfatsalz aus Lachs

Salzsaure, 37 %

Silbernitrat
Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin (TCEP)
Trans-4,5,-Dihydroxy-1,2-Dithian
(DTTox)

Trichloressigsaure (TCA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Minchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Berlin-Chemie, Berlin
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Minchen

Merck, Darmstadt
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2.1. Material

Tabelle 2.2.: Liste verwendeter Enzyme und Standards

Enzym/Standard

Bezugsquelle

Alkaline Phosphatase
Benzonase
Lysozym
PageRuler™Prestained Protein Ladder
Protease Inhibitor Cocktail Tabletten,
EDTA-frei
Restriktionsendonukleasen
FEcoRI, fast digest
Ndel, fast digest
BamHI, fast digest
Acc651, fast digest
Bsp1191 (BstBI), fast digest
HindIII, fast digest
Nhel, fast digest
Xhol, fast digest
SUMO Protease (0.16 pg/ml)

T4 DNA Ligase (5 U/pl)

T4 Polynucleotid Kinase

Thrombin from bovine plasma, 50 NIH-
U/mg for Biochemistry

Unstained Protein Molecular Weight Mar-
ker

Thermo Scientific, vormals Fermentas
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Thermo Scientific, vormals Fermentas
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Thermo Scientific, vormals Fermentas

AG Dr. Hanner, Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg

Thermo Scientific, vormals Fermentas
Thermo Scientific, vormals Fermentas
Merck, Darmstadt

Thermo Scientific, vormals Fermentas
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2. Material und Methoden

Tabelle 2.3.: Verbrauchsmaterial

Material

Bezugsquelle

Amicon Ultra Centrifugal Filters (4 und
15 ml, MWCO 3 und 10 kDa)

BD® Plastipak® Einmalspritzen (5 und
50 ml)

Kryogefafie (1,2 ml)

Dialysemembran Spectra/Por®7 MWCO
1 kDa

Dialysemembran Spectra/Por® MWCO 6 —
8 kDa

Parafilm

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I

peqGOLD Gel Extraction Kit

Pipettenspitzen (0,1—10; 2—200; 50— 1000;
1000—5000 pl)

Polypropylene tubes with screw closure (15
und 50 ml)

Safe-lock tubes (1,5 und 2 ml)
Serologische Pipetten (1, 2, 5, 10, 25 ml)
Spectra/Por®Clips
Universalindikatorpapier, pH 111
Zellkulturflaschen (25 und 75 cm?)

ZipTip Cy

Merck Millipore, Darmstadt
Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg

TPP, Schweiz
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

VWR International GmbH, Darmstadt,
vormals PEQLAB Biotechnologie GmbH
VWR International GmbH, Darmstadt,
vormals PEQLAB Biotechnologie GmbH
Eppendorf, Hamburg

TPP, Schweiz

Eppendorf, Hamburg

TPP, Schweiz

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
TPP, Schweiz

Millipore, Schwalbach
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Tabelle 2.4.: Bakterien und Humane Zelllinien
Tabelle 2.4 Teil 1: Bakterien

Bakterienstamm Bezugsquelle

E. coli BL.21-CodonPlus (DE3)-RIL Stratagene, Heidelberg

Genotyp:

E. coli BF ompT hsdS(rgmy)dem™ Tet” gal A(DE3) endA Hte [arqU ileY leulW Cam’]
E. coli XLL1 blue Stratagene, Heidelberg

Genotyp:

E. coli recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supEj4relAl lac [F’ proAB lacl?ZAM15 Tn10
Tet"]

Tabelle 2.4 Teil 2: Humane Zelllinien

Zellinie ATCC number

HEK-293 CRL-1573

humane embryonale Nierenzelllinie

kultiviert in DMEM/Hams F12 mit Zusatz von 15 % FBS, 1% stabiles Glutamin and 1%
AB/AM

zur Verfiigung gestellt von AG Prof. Dr. A. G. Beck-Sickinger, Universitéit Leipzig

MCF7 HTB-22

humane Brustkrebszelllinie

kultiviert in RPMI Medium mit Zusatz von 10% FBS, 1% stabiles Glutamin und 1%
AB/AM

SK-N-MC HTB-10

humane Neuroblastomzelllinie

kultiviert in Minimum Essential Medium (MEM) mit Zusatz von 10% FBS, 2% stabiles
Glutamin, 0,2 % nicht-essentielle Aminosdauren (100fache Stammlosung), 1 mM Natriumpy-
ruvat und 1% AB/AM-Losung

zur Verfligung gestellt von AG Prof. Dr. A. G. Beck-Sickinger, Universitat Leipzig

23
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Tabelle 2.5.: Plasmide
Tabelle 2.5 Teil 1: Ausgangsplasmide

Plasmid Bezugsquelle

pET-SUMO-ES8CPE38 Stefan Frost, Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg

modifizierter pET-SUMO-Vektor mit dem EgC-PE38-Gen; ermoglicht die N-terminale

SUMO-Fusion

pB3-V5-R8CP Kay Stubenrauch, Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg

Derivat des pYR38-2 nach Reiter et al. (1995), mit dem Gen fiir die schwere Kette des

dsFvB3, C-terminal um das klassische Polyargininfusionspeptid erweitert

pET21a(+)-GFPRS8C Stefan Frost, Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg

pET21a(+)-Vektor mit dem Gen fiir elevated green fluorescent protein mit C-terminalem,

klassischen Argininfusionspeptid

pET22b(+4)-RFPESC Stefan Frost, Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg

pET22b(+)-Vektor mit dem Gen fiir red fluorescent protein mit C-terminalem, klassischem

Glutamatfusionspeptid

pMal c5G New England Biolabs, Frankfurt/Main
Vektor zur Herstellung von Proteinen als Maltosebindeprotein-Fusion, diente als Vorlage fiir
die MBP-Gensequenz

pET23dK-sfGFP Patrick Studte, Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg
diente als Vorlage fiir die stGFP-Gensequenz
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2.1. Material

Tabelle 2.5 Teil 2: in dieser Arbeit erstellte Plasmide

Plasmid Ursprungsplasmid Eigenschaft
pET-SUMO-E8xCPE38 pET-SUMO- enthalt das Gen fir PE38 mit N-
ES8CPE38 terminalem spaltbaren Glutamatfu-
sionspeptid als N-terminale SUMO-
Fusion
pB3-V-CxR8 pB3-V-R8CP enthélt das Gen der schweren Kette von

pET21a(+)-MBP-CxR6/
-CxR8/ -CxR10

pET22b(+)-sfBFP-CxE6/
-CxE8/ -CxE10

pET21a(+)-GFPRSC

pET22b(+)-RFPESC

dsFvB3, C-terminal um das spaltbare
Polyargininfusionspeptid verlangert

enthalten das Gen fiir Maltosebindepro-
tein, C-terminal um ein spaltbares Fu-
sionspeptid mit 6, 8 oder 10 Argininen
verlangert

enthalten das Gen flr superfolder blue
fluorescent protein (stBFP), C-terminal
um ein spaltbares Fusionspeptid mit 6,
8 oder 10 Glutamatresten verlangert
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2. Material und Methoden

Tabelle 2.6.: Fiir molekularbiologische Arbeiten eingesetzte Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von Eurofins Genomics, Ebersberg, hergestellt und geliefert.
Die kurzen Klonierungprimer wurden in ,,Primerqualitat“geliefert. Mutageneseprimer lagen
,Hypur“, salz- und schutzgruppenfrei vor. Die Oligonukleotide fiir die direkte Hybridisierung
waren iiber eine Reversed-Phase-Chromatographie gereinigt (,,HPSF*).

Bezeichnung Sequenz (5’—3’)

Klonierungs- und Mutageneseprimer

PE38

PE38fw ataggtaccggeggttcttgegetteeggaggte

PE38rev acctaagcttctegaattete

dSVHB3

B3fw atatacatatggatgtgaagctg

B3rev ataaggatccgecagaaccgecgcaagagectgeggagacagtgaccag
sfGFP und sfBFP

stGBFPfw atatatatgagtaaaggcgaagagctgac

stGBFPrev ttaggatccgecagaccgecegeaatacagetegtecatgee
MBPNdel-BamHI

MBPfw atagacatatgaaaatcgaagaaggtaaactg

MBPrev taatatggatccgecagaaccgecgeaagtctgegegtetttcag

Oligonukleotide zur Hybridisierung

EgxC-PE38

PEESfw cgaagaggaggaagaggaggaggaactggtgccgegeggeagegecg

PEESrev gtaccgeegetgecgegeggcaccagttectectectettectectett

dsVyB3-CxRg

BR8fw gatccetggtgecgegeggeageegtegtegeegtegeegeegtegeccataatg

BR8rev aattcattatgggcgacggeggegacggegacgacggetgeegegeggeaccagg
stBFP-CxE,

MEG6fw gatcectggtgeegegeggeagegaagaagaagaagaagaaccatgataac

ME6rev tcgagttatcatggttcttettettettettegetgeegegeggecaccagg

MES8fw gatccctggtgecgegeggeagegaagaagaagaagaagaagaagagecatgataac
MES8rev tcgagttatcatggetcttettettettettettettegetgeegegeggeaccagg

ME10fw gatceetggtgeegegeggeagegaagaagaagaagaagaagaagaagaggaaccatgataac
ME10rev tcgagttatcatggttectettettettettettettettettegetgeegegeggeaccagg
MBP-CxR,

sR6fw gatceetggtgecgegeggeagecgacgtegacgacgeeggggeccgtagtaag

sR6rev aattcttactacgggececeggegtegtegacgteggetgeegegeggeaccagg

sR8fw gatceetggtgeegegeggeagecgacgtegacgacgecggegacgtggeccgtagtaag
sR8rev aattcttactacgggcecacgtegeeggegtegtegacgteggetgeegegeggeaccagg
sR10fw gatccctggtgecgegeggeagecgacgtegacgacgeeggegacgtegeegtggeccgtagtaag
sR10rev aattcttactacgggecacggegacgtegeeggegtegtegacgteggetgeegegeggeaccagg
Primer fiir Quick-Change-Mutagenese

stBFPfw ctggttaccactctgaccCACggcegtgcaatgttttage

sfBFPrev gctaaaacattgeacgecGTGggtecagagtggtaaccag
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Tabelle 2.7.: NPY-Derivate

In dieser Tabelle ist Material gelistet, welches von der Gruppe von Prof. Dr. A. G. Beck-
Sickinger, Universitat Leipzig, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurde. Hierbei han-
delt es sich zusétzlich zu den schon erwdhnten Zelllinien (Tabelle 2.4 Teil 3) um NPY-
Derivate. Diese wurden in Leipzig synthetisiert und HPLC-gereinigt. Nach Gefriertrocknung
wurden sie mir als Lyophilisat tiberlassen. Mit einem Stern gekennzeichnete Lysinreste (K*)
sind iiber die Seitenkette mit der Peptidsequenz in der Folgezeile modifiziert.

Peptid Sequenz

pNPY H-YPSKPDNPGEDAPAEDLARYYSALRHYINLITRQRY-NH,

[F7, P*NPY H-YPSKPDFPGEDAPAEDLARYYSALRHYINLITRPRY-NH,

CKs-[F7,P3NPY  H-YPSK*PDFPGEDAPAEDLARYYSALRHYINLITRPRY-NH,
H-CKKKKKKKK-K*

KsxC-[F7, P3NPY H-YPSK*PDFPGEDAPAEDLARYYSALRHYINLITRPRY-NH,
H-KKKKKKKKLVPRGSGGSGGSCGS-K*

[Ala®!] Aib¥]NPY  H-YPSKPDNPGEDAPAEDLARYYSALRHYINL-Ala-Aib-RQRY-NH,
hhY;R-Agonist, (Cabrele et al., 2000))

BIBP3226 nicht peptidischer hY;R-Antagonist (Rudolf et al., 1994)

Tabelle 2.8.: Liste der Gerate und Zubehor

Gerit/Zubehor Bezugsquelle

Absaugsystem
VACCU Hand Controller mit Pumpe und Brand GmbH, Wertheim
Absaugflasche

Autoklaven

Varioclac ® H + P Labortechnik, Oberschleilheim
ELSA H + P Labortechnik, Oberschleilheim
CD Spektroskope

Jasco J 810 Spectropolarimeter Jasco GmbH, Grof3-Umstadt

Peltier element: Jasco PTL-423S Jasco GmbH, Grof}-Umstadt
Software: Spectra Manager

Rithrbare Halbmikrokiivette QS Hellma Analytics, Miillheim

2 mm Kiivette QS Hellma Analytics, Miillheim

Chromatographiesysteme

AKTA purifier GE Healthcare, Miinchen, vormals Amers-
ham Pharmacia Biotech

Fraktionskollektor Frac900 GE Healthcare, Minchen, vormals Amers-
ham Pharmacia Biotech

Fraktionskollektor Frac950 GE Healthcare, Miinchen

software UNICORN 5.31 und 5.1
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Fortsetzung von Tabelle 2.8, Liste der Gerdte und Zubehor

Gerat /Zubehor

Bezugsquelle

Chromatographiesaulen

HiLoad Superdex 75 prep grade 16/60, SV
120 ml SV

HisTrap FF, SV 5 ml

HiTrap Q HP, SV 1 und 5 ml

HiTrap SP HP, SV 1 und 5 ml

MBPTrap HP,SV 5 ml

POROS 20 HQ, SV 1,66 ml

Durchflusszytometer
FACS Calibur

software CellQuestPro
Flowing Software 2.5

Elektroporator
Gene Pulser 11
Elektroporationskiivette, 2 mm

Fermenter und Kontrollelemente
Biostat C 10 1 Reaktor

Maihak Unor 610

Maihak Oxor 610

Protos

Software: Simatic PCS 7 Process Control
System

Fluoreszenzspektrometer
FluoroMax 2

FluoroMax 3

Peltier element: LFI-3751

software: DataMax
FluoroMax 4

software: FluorEssence 3.5
Halbmikrokiivette QS

Gelelektrophoreseapparaturen
EPS 200
EPS 600

Hamocytometer

GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Munchen

GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, vor-
mals applied biosystems

Becton-Dickinson, Heidelberg

Cell Imaging Core, University of Turku
(Finnland)

BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen

Sartorius AG, Gottingen, vormals B. Braun
Melsungen AG

SICK AG, Waldkirch

SICK AG, Waldkirch

Knick, Berlin

Siemens AG, Miinchen

ISA Instruments, Miinchen

ISA Instruments, Miinchen

Wavelength Electronics, AMS Technolo-
gies, Martinsried

HORIBA Jobin Yvon GmbH, Unterhaching
Hellma Analytics, Miillheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Brand GmbH, Wertheim
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Fortsetzung von Tabelle 2.8, Liste der Gerdte und Zubehor

Gerit/Zubehor

Bezugsquelle

Inkubator fiir die Zellkultur
Hera Cell

Konzentratoren

Vivaflow 200, MWCO 10000, HY

Laminar airflow box
HERAsafe

Lyophilisationsanlage
BETA 1-16

Magnetriihrer
COMBIMAG
MR 1000

RCT Basic

Mikroskope
TELAVAL3
Axiovert 200M

pH-Meter pH526

Pipetten
Pipettenset ,research*
accu jet® pipette controller

Pumpen
Peristaltic Pump P-1
313U/D

Rotationsinkubatoren und Schiittler
Certomat® BS-T
VKS 75 Control

Thermocycler gradient
Thermomixer
Thermomixer comfort

Thermomixer compact

UV Imager Gel iX

Heraeus, Hanau

Sartorius AG, Gottingen

Heraeus, Hanau

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Osterode am Harz

REOIKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Heidolph, Schwabach
IKA-Werke GmbH &Co. KG, Staufen

Carl Zeiss, Jena
Carl Zeiss, Jena

WTW, Weilheim

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

GE Healthcare, Miinchen
Watson-Marlow ~ GmbH,
chen/Anstel

Rommerskir-

B. Braun Biotech, Melsungen
Edmund Biihler, Hechingen

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Intas Science Imaging Instruments GmbH |,
Gottingen
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Fortsetzung von Tabelle 2.8, Liste der Gerdte und Zubehor

Gerat /Zubehor

Bezugsquelle

UV-Vis Spektroskopie

DU 7400 Spectrophotometer

Multiskan GO 3.2 Mikrotiterplatten-
Spektrophotometer

Nanophotometer Classic

Ultrospec 4000

Absorptionskiivetten QS (Makro, Halbmi-
kro, Mikro)

Vortex-Genie2

Waagen

BP 2100 S

BP 4100 S

MC1 Research RC 210 P

Wasserbad
GFL 1092

Gerite fiir den Zellaufschluss
Hochdruckhomogenisator, Micron LAB 40
Hochdruckhomogenisator, LAB 60
Ultra-Turrax T25

Zentrifugen
Avanti™ J-20
Avanti™ J-25
Avanti™ J-301
Biofuge pico
Biofugefresco
Cryofuge 6000i
Optima XL-A
ProteomeLab XL-I
Zentrifuge 5702R

Rotoren
JA 20
JA 30.50 Ti
JLA 8.100
JLA 16.250
An-50 Ti

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Thermo Scientific, Braunschweig

Implen GmbH, Miinchen
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Hellma Analytics, Miillheim

Scientific Idustries, Bohemia, USA

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burg-
wedel

APV, Liibeck
APV, Liibeck
IKA-Werke GmbH &Co. KG, Staufen

Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Heraeus, Hanau

Herzeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Eppendorf, Hamburg

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
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Tabelle 2.9.: Fertiglosungen fiir die Zellkultur

Losung Bezugsquelle

Antibiotika- Antimykotika-Losung GE Healthcare, Miinchen, vormals PAA

(AB/AM) Laboratories GmbH

DMEM/HAM’s F12 GE Healthcare, Miinchen, vormals PAA
Laboratories GmbH

FACSClean Becton-Dickinson, Heidelberg

FACSFlow Becton-Dickinson, Heidelberg

FACSRinse Becton-Dickinson, Heidelberg

Fetales Rinderserum (FBS)
Minimum Essential Medium (MEM)

Natriumpyruvat (100 mM Stammlésung)
Non essential amino acids (Stammlésung,
100x)

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
RPMI ohne Glutamin

Stabiles Glutamin (200 mM in 0,9 % NaCl)

Trypsin-EDTA-Lésung

Becton-Dickinson, Heidelberg

GE Healthcare, Minchen, vormals PAA
Laboratories GmbH

ThermoFisher Scietific, vormals Gibco
ThermoFisher Scietific, vormals Gibco

GE Healthcare, Minchen, vormals PAA
Laboratories GmbH
GE Healthcare, Miinchen, vormals PAA
Laboratories GmbH
GE Healthcare, Minchen, vormals PAA
Laboratories GmbH
GE Healthcare, Minchen, vormals PAA
Laboratories GmbH

Tabelle 2.10.: Zusammensetzung von Losungen im Laboralltag

Losung

Zusammensetzung

Losungen fiir die Herstellung von E. coli im Schiittelkolben

SOC-Medium (super optimal broth mit Zu-
satz von Glucose (Hanahan, 1983))

LB-Medium (lysogeny broth medium (Ber-
tani, 1951))
LB-Agar

Ampicillin Stammlosung
Chloramphenicol Stammlosung
Kanamycin Stammlésung
Tetracyclin Stammlosung
IPTG Stammlosung

Losung fiir Agarose-Geleketrophorese
TAE-Puffer (50x)

0,5% Hefeextrakt, 2% Trypton, 10 mM
NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM
MgSOy, 20 mM Glucose)

10 g/1 Pepton, 5 g/1 NaCl, 5 g/l Hefeex-
trakt, pulverisiert

LB-Medium, mit Zusatz von 15 g/l Agar-
Agar

100 mg/ml

35 mg/ml in Ethanol

35 mg/ml

12,5 mg/ml in Ethanol

1 MIPTG

1 M Tris, 2 M Essigsaure, 0,5 M EDTA,
pH 8,0
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Fortsetzung von Tabelle 2.10, Zusammensetzung von Lésungen

Losung Zusammensetzung

DNA-Auftragspuffer (5x) 50% (v/v) Glycerol, 50% (v/v) TAE-
Puffer (1x), 0,05% (w/v) Bromphenol-
blau, pH 7,2

Losungen fiir SDS-PAGE

Trenngelpuffer (4x) 1,5 M Tris, pH 8,8, 0,8 % SDS

Sammelgelpuffer (4x) 0,5 M Tris, pH 6.8, 0,8 % SDS

Elektrophoresepuffer (5x) 125 mM Tris, pH 8,3, 1,25 M Glycin,
17,5 mM SDS

Probenpuffer (5x) 250 mM Tris, pH 8,0, 5% SDS, 50 % Gly-
cerol, 0,005 % Bromphenolblau

Probenpuffer, reduzierend (5x) Probenpuffer —mit 5%  (v/v) = 2-
Mercaptoethanol

Coomassiefarbung nach Fairbanks et al. (1971)

Losung A 10% (v/v) Essigsaure, 25 % Isopropylalko-
hol, 0.05 % Coomassiebrilliantblau

Losung B 10% (v/v) Essigsaure, 10 % Isopropylalko-
hol, 0.005 % Coomassiebrilliantblau

Losung C 10% (v/v) Essigséaure, 0,002 % Coomassie-
brilliantblau

Entfarber 10% (v/v) Essigsaure

Losungen in der Zellkultur

Kryomedium 10 % DMSO (v/v) in FBS

Propidiumiodid 2,5 ng/ml in PBS

Tabelle 2.11.: Zusammensetzung der Gele fir die SDS-PAGE
Es wurden Trenngele mit 12 % oder 15 % Polyacrylamid verwendet, die jeweils mit 6 %igem
Sammelgel iiberschichtet waren. Die Mengenangaben in dieser Tabelle sind fiir jeweils 3

Gele.

Bestandteil und Sammelgel Trenngel Trenngel
Volumeneinheit 6 % 12 % 15 %
30 % Acrylamid Stammlosung (ml) 1,20 4,00 5,00
Sammel- oder Trenngelpuffer (4x) (ml) 1,50 2,50 2,50
dd H,O (ml) 3.30 3.50 2,50
TEMED (pl) 6,00 8,00 8,00
20% (w/v) APS (j1l) 40,00 60,00 60,00
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2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Agarosegelelektrophorese

DNA-Molekiile wurden mittels Agarosegelelektrophorese sowohl analytisch als auch prapa-
rativ aufgetrennt. Dazu wurde mit 1 % Agarose in TAE-Puffer (Tab. 2.10) gearbeitet, dem
0,1 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt war. Der TAE-Puffer diente ebenso als Laufpuffer.
Zur Vorbereitung der Proben wurden diese mit 20 % (v/v) DNA-Auftragspuffer (5x) ver-
setzt und anschlieend in die Geltaschen iiberfithrt. Die Trennung der Molekiile erfolgte in
einer horizontalen Gelkammer bei einer Spannung von 100 V und einer Stromstérke von
400 mA fiir ca. 45 min. Die Detektion erfolgte im Anschluss unter UV-Licht aufgrund des

interkalierten Fluoreszenzfarbstoffes (Maniatis et al., 1975).

2.2.2. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden die Banden ziigig unter
langwelligem UV-Licht mit einem Skalpell markiert, um sie anschlieBend bei Tageslicht
auszuschneiden. Somit sollte die Einwirkung der mutagenen Strahlung minimiert werden. Es

folgte eine Gelextraktion mit dem peqGOLD Gel Extraction Kit nach Gebrauchsanweisung.

2.2.3. Gewinnung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde aus 5 ml Fliissigkulturen in LB-Medium nach 12-16 h Wachstum bei
37°C extrahiert. Sie folgte dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim, 1983). Die Durch-
fithrung wurde nach Herstellerangaben mit dem Kit peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I
durchgefiihrt. Die Elution von den Saulen erfolgte mit 50 pl Wasser (bidest.). Im Anschluss
wurde die DNA bei -20 °C gelagert.

Konzentrationsbestimmungen der Plasmid-DNA erfolgten UV /VIS-spektrophotometrisch.
Dabei wurde als Naherung angenommen, dass 50 ng doppelstréangiger DNA pro ml bei einer

Wellenlédnge von 260 nm eine Absorption von 1 aufweist.

2.2.4. Restriktionsverdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

In dieser Arbeit verwendete Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die DNA an spezifi-
schen palindromischen Erkennungssequenzen schneiden. In dieser Arbeit wurden Nukleasen,
die sogenannte sticky ends bilden, eingesetzt. Sie ermoglichen eine gerichtete Ligation. Die
Fust-Digest-Enzyme wurden nach Angaben des Herstellers eingesetzt: 1 pl Enzym fiur 1 ng
plasmid DNA oder 0,2 ng PCR Produkt. Anschlieend erfolgte eine Hitzeinaktivierung. Bei
einer Linearisierung von Plasmid-DNA in préparativen Ansétzen wurde zusatzlich Alkaline

Phosphatase zugesetzt, um eine Religation zu verhindern.
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Im Anschluss an einen DNA-Verdau erfolgte in der Regel eine Auftrennung der Frag-
mente im Agarosegel (Abschnitt 2.2.1, S. 33) zu rein analytischen Zwecken oder auch zur

Préparation bestimmter Fragmente fiir eine weitere Verwendung (Abschnitt 2.2.2; S. 33).

2.2.5. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerasekettenreaktion wird DNA anhand einer Template-Sequenz in mehreren
Zyklen amplifiziert (Mullis et al., 1986). Diese Zyklen beinhalten zundchst den Schritt der
Strangtrennung doppelstrangiger DNA, im anschlieBenden Annealing erfolgt die Anlagerung
von Primern an die komplementéren Sequenzen des Templates. Unter Einsatz von ther-
mostabiler Polymerase erfolgt die Verlangerung der DNA (Elongation). Durch mehrfache
Wiederholung dieses Zyklus erfolgt eine Vervielfaltigung der gewtinschten DNA-Sequenzen.
Unter Verwendung nicht rein komplementarer Primer lassen sich gerichtet Mutationen in
die Sequenz des Templates einfligen. So wurden an den Flanken der amplifizierten Ge-
ne Erkennungssequenzen von Endonukleasen oder Teile der Kodierung des polyionischen
Fusionspeptides eingefiigt. Auch die Mutation von sfGFP zu sfBFP erfolgte iiber einen
Mutageneseprimer. (Abschnitt 2.2.9, S. 35).

Die Tabellen 2.12 und 2.13 stellen das Pipettierschema fir die PCR-Ansétze und den
Temperaturverlauf wahrend der Durchfiihrung dar. Fiir die Ansétze wurde mit einem Ba-
sisvolumen von 10 pl pro PCR Ansatz gerechnet. Jedoch wurde in der Regel ein Mastermix

fiir mehrere Reaktionen frisch angesetzt.

Tabelle 2.12.: Pipettierschema fiir 10 pl PCR-~Ansatz

Losung Volumen (pl) Endkonzentration
Pfu-Reaktionspuffer mit 20 mM MgSO, (10x) 1,0 1x

25 mM MgSO, 1,0 2,5 mM
ANTP Mix (je 10 mM) 0,2 je 0,2 mM
Template 0,1 nl ca. 1 ng/ul
5’-Primer (10 pmol/pl) 0,4 0,4 pmol/pl
3’-Primer (10 pmol/pl) 0,4 0,4 pmol/pl
Pfu-Polymerase (2,5 U/nl) 0,2 0,05 U/n
DMSO (100 %) 0-0,3 0-3%

steriles HoO bidest. ad 10.0

Im Anschluss an die PCR folgte eine Agarosegelelektrophorese (Abschnitt 2.2.1, S. 33),
entweder analytisch oder zur Préparation der amplifizierten DNA (Abschnitt 2.2.2; S. 33).
Fiir eine Ligation in linearisierte Plasmid-DNA wurden die Fragmente durch einen Restrik-
tionsverdau (Abschnitt 2.2.4, S. 33) vorbereitet, um die gewtinschten terminalen sticky ends

zu erhalten.
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Tabelle 2.13.: Temperaturzyklus der PCR-Reaktionen

Zykluszahl Schritt Dauer Temperatur

1x Initiale Denaturierung 95°C 5 min

26 x Denaturierung 95°C 1 min
Annealing berechnete T,,— 5°C 1 min
Elongation 72°C 2 min/kb

1x Finale Elongation 72°C 10 min

Die primerspezifische T,, wurde mit dem Programm Serial Cloner berechnet. Die Berech-
nung ist abhéngig von der Lange der Sequenz und dem Verhéltnis von AT- zu GC-Gehalt.

2.2.6. Vorbereitung von Oligonukleotiden fiir die Ligation

Zum Einfiigen der Gensequenzen, welche die polyionischen Peptidsequenzen kodieren, wur-
den komplementére Oligonukleotide entworfen und kommerziell erworben. Vor der Insertion
in dephosphorylierte DNA wurden die Einzelstrange hybridisiert, indem sie auf ca. 10°C
iiber die errechnete Schmelztemperatur erhitzt und anschliefend langsam auf Raumtempe-
ratur abgekiihlt wurden. Ebenfalls erfolgte eine Phosphorylierung der Oligonukleotide am
5’-Ende mit T4-Polynucleotid-Kinase nach Herstellerangaben.

2.2.7. Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA wurde linearisierte Plasmid-DNA mit der Gensequenz aus einer
PCR-Amplifikation und/oder mit hybridisierten Oligonukleotiden unter Einsatz von T4-
DNA-Ligase unter Zusatz des Kofaktors ATP inkubiert. Dabei wurde 50 ng Plasmid-DNA
verwendet. Die zu ligierenden Fragmente wurden in fiinf- oder zehnfach molarem Uber-
schuss eingesetzt. Sollten PCR-Produkt und Oligonukleotid ligiert werden, erfolgte dies in
einem Schritt als 3-Fragmentligation. Die Ligation selbst erfolgte entweder fiir 30 min bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht im Kihlraum. Anschliefend wurde ein Aliquot elektro-
kompetenter E. coli XL1 blue Zellen mittels Elektroporation mit 2 nl des Ligationsansatzes
transformiert (Abschnitte 2.3.2, S. 38 und 2.3.3, S. 39).

2.2.8. Sequenzierung von DNA und Synthese von Oligonukleotiden

Die Sequenzierung von DNA sowie die Herstellung von Oligonukleotiden fiir die Nutzung als
Primer wahrend der PCR oder fiir die Insertion in Plasmid-DNA erfolgte durch die Firma

Eurofins Genomics, Ebersberg.

2.2.9. Konstruktion von Expressionsvektoren

Die Konstruktion der Expressionsvektoren wurde mit den in den vorhergehenden Abschnit-
ten beschriebenen Methoden (2.2.1-2.2.8) durchgefiihrt. Als Ausgang dienten verschiedene
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Expressionsvektoren, die Proteine mit nicht spaltbaren polyionischen Fusionspeptiden ko-
dieren.

Prinzipiell wurde zunachst aus dem jeweiligen Plasmid mittels Restriktionsverdau das
Gen des urspriinglichen Zielproteins entfernt. Stattdessen wurden zwei DNA-Fragmente,
die durch eine dritte Restriktionsschnittstelle untereinander gerichtet annealen konnten,
iiber gleiche Uberhinge wieder einligiert. Bei den beiden Fragmenten handelt es sich zum
einen um ein Oligonucleotid, welches die polyionische Sequenz und die Thrombinschnittstelle
kodiert, sowie zum anderen um ein PCR-Produkt mit dem Zielgen als template. Diesem war
iiber Mutageneseprimer zusétzlich die Kodierung fiir das Cystein sowie eine Linkersequenz
aus sechs Aminosauren angefiigt.

Fir fast alle Konstrukte erfolgten die Mutationen fiir eine C-terminale polyionische Modi-
fizierung. Dazu wurden auf genetischer Ebene in 5- nach 3’-Richtung zunéchst das Gen mit
der iiber PCR eingefiigten Mutation fiir Cystein und Linker und schliellich das Oligonukleo-
tid fiir Thrombinerkennungssequenz und polyionische Sequenz angefiigt. Fiir EgxC-PE38
war die Modifikation N-terminal vorgesehen und somit erfolgte die Klonierungsstrategie
spiegelverkehrt.

Im Folgenden werden die einzelnen Klonierungsstrategien genauer ergéanzt. Die Sequenzen

aller neu konstruierten Gene sind im Anhang (Anhang C, Seite 134) aufgefiihrt.

Abbildung 2.1.:

Die Klonierung der Gene fiir Proteine mit
spaltbaren Fusionspeptiden erfolgte durch
das Ausschneiden des im Plasmid bereits in-
tegrierten Gens (griin) durch zwei Restrik-
RE3 tionsenzyme (RE 1 und RE 2). Anschlie-
Bend wurde das neue Zielgen inklusive der
Codierung fiir ein Cystein, einen neutralen
linker und eine dritte Endonukleaseschnitt-
stelle (RE 3) (blau) tiber die erste Restrik-
tionsschnittstelle eingefiigt. Zusatzlich wur-
Plasmid mit Gen fir de ein Oligopeptid (rot), ebenfalls mit der
Protein und spaltbares Restriktionsschnittstelle von RE 3 und der
Fusionspeptid Schnittstelle von RE 2 flankiert, eingefiigt.
Das Oligopeptid beinhaltet die Kodierung
fir die Thrombinschnittstelle und die gela-

denen Aminoséuren.

Ursprungsplasmid

MBP-CxR,,

Ausgehend von einem pET21a(+)-Vektor, der bereits das Gen fiir GFP-RgC enthielt (Frost,
2009), wurden Plasmide konstruiert, die das Maltosebindeprotein mit dem C-terminalen,
spaltbaren Polyargininpeptid kodieren. Es wurden Konstrukte fiir polyionische Ketten aus

sechs, acht und zehn Argininen erstellt.
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Tabelle 2.14.: Klonierungsstrategien

RE sind die Restriktionsenzyme, die fiir die Klonierung verwendet wurden. Mit RE 1 und
RE 2 wurde das Ursprungsgen entfernt, wobei RE 1 am 5’-Ende und RE 2 am 3’-Ende schnei-
det. RE 3 ist eine neu eingefiigte Schnittstelle am Ubergang zwischen den Genabschnitten
fiir die Linkersequenz und die Thrombinschnittstelle. Sie verbindet ein PCR-~-Produkt und
eine synthetisierte Oligonukleotidsequenz.

Ursprungsplasmid RE 1 RE 2 RE 3

pET-SUMO-ESCPES3S8 BstBI HindIII Acc651
pB3-Vg-R8CP Ndel EcoRI BamHI
pET21a(+)-GFPR8C Nhel EcoRI BamHI
pET22b(+)-RFPESC Ndel Xhol BamHI

Aus dem Ursprungsplasmid pET21a(+)-GFPR8C wurde mit Nhel und EcoRI die GFP-
RgC-kodierende Sequenz entfernt. In den so linearisierten Vektor wurde dann das modifi-
zierte MBP-Gen und ein Oligonukleotid, die untereinander iiber Uberhinge einer BamHI
Schnittstelle ligieren konnten, eingefiigt. Als PCR-Template fiir das Maltosebindeproteingen
diente der pMal.5G-Vektor der Firma New England Biolabs. Die verschieden langen polyio-
nischen Sequenzen wurden durch entsprechend unterschiedlich konstruierte Oligonukleotide

eingefiigt.

sfBFP-CxE,,

Das Gen von sfBFP wurde nach Pedelacq et al. (2006) durch zielgerichtete Mutagenese
(Y66H) aus dem pET23dK-sfGFP-Plasmid gewonnen.

Ausgangsvektor fiir die Herstellung von sfBFP-CxE, mit vier, sechs, acht oder zehn
Glutamatresten war pET22b(+) mit dem Gen fiir RFP-EgC (Frost, 2009) flankiert durch
Ndel und Xhol. Mit diesen Restriktionsenzymen wurde das Gen samt polyionischer Sequenz
aus dem Vektor entfernt. Einligiert wurde das modifizierte sfBFP-Gen (PCR-Produkt) so-
wie je eines der Oligonukleotide fiir die entsprechende Polyglutamatsequenz. PCR-Konstrukt
und Oligonukleotid wurden iiber BamHI-sticky ends ligiert.

Die Arbeiten zu diesen Konstrukten wurden von Susanne Przybilski und Saskia Lentze,
beide Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, durchgefiihrt.

EsxC-PE38

Die Einfithrung der Thrombinerkennungssequenz in den polyionischen tag des EgC-PE38
erfolgte durch Modifikation des Plasmids pET-SUMO-ES8CPE38 (Frost, 2009).

Fir die Klonierung wurde das EgC-PE38-Gen mit BstBI und HindIII aus dem Vektor
entfernt und stattdessen das gewiinschte Oligonukleotid und das PCR-Produkt, beide tiber
Acc651-Uberhinge assoziiert, einligiert. Das PE38-Gen mit dem N-terminal-kodierten Cy-

stein wurde aus dem Ursprungsplasmid amplifiziert, wobei am 5-Ende durch einen Muta-
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geneseprimer zusétzlich der neutrale linker GGTGGS kodiert wurde. Das Oligonukleotid
kodiert das Octaglutamat und die Thrombinschnittstelle.

B3(VH)-CXR8

Ausgehend vom pB3(V)-R8CP (Frost, 2009) wurde die schwere Kette des dsFvB3-Antikor-
pers mit der thrombinspaltbaren Variante des Fusionspeptides modifiziert. Auch hier diente
das Gen in dem Ursprungsplasmid als Template fiir die PCR. Uber den Mutageneseprimer
wurde die Kodierung fiir das C-terminale Cystein und den Linker eingefiigt. Das Oligonu-
kleotid beinhaltete die Thrombinschnittstelle und den Octaarginintag. Aus dem Ursprungs-
plasmid wurde zunachst mit Ndel und EcoRI das Gen herausgeschnitten. Die Ligation von
PCR-Produkt und Oligonukleotid erfolgte durch diese Uberhinge und einen zusétzlichen

BamHI-Uberhang zwischen diesen beiden Fragmenten.

2.3. Stammbhaltung und Kultivierung von Mikroorganismen

2.3.1. Stammhaltung und Anzucht von Mikroorganismen

Generell erfolgte die Kultivierung von Mikroorganismen bei 37°C in LB-Medium (Berta-
ni, 1951) unter Zusatz von Antibiotika, entsprechend der jeweiligen Resistenzen. Elektro-
kompetente Zellen wurden mit den entsprechend vorgehaltenen Plasmiden im Bedarfsfall
transformiert (2.3.3) und iiber Nacht auf LB-Agar angezogen. In dieser Form erfolgte eine
Lagerung bis zu maximal vier Wochen bei 4°C. Fir die Herstellung von Biomasse wur-
de eine Kolonie gepickt und sukzessive bis zum gewiinschten Mafstab (5 ml, 200 ml, 1 1
oder auch 10 1) kultiviert. Fiir die Herstellung von Maltosebindeprotein-Varianten wurde
das LB-Medium zusétzlich mit 20 mM Natriumphosphat auf pH 7,0 gepuffert und mit 2 %
Glucose supplementiert. Auch fiir die Herstellung der leichten Kette des B3-Antikorpers im
Bioreaktor wurde das Medium angepasst (2.3.5).

2.3.2. Herstellung elektrokompetenter Zellen

Elektrokompetente Zellen wurden unter sterilen Bedingungen hergestellt. Es wurden 200 ml
LB-Medium in einem 1-1-Schikanekolben 1:100 aus einer 5-ml-Vorkultur des gewiinschten
E.coli-Stammes inokuliert. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C . Die Sauerstoffzufuhr wurde
durch Schwenken mit 90 rpm gewéhrleistet. Nach Erreichen einer ODgyy von 0,3-0,4 wur-
de die Fermentationsbrithe auf Eis fiir 30 min abgekiihlt. Alle folgenden Schritte erfolgten
ebenso auf Eis oder bei 4 °C in der Zentrifuge. Die Zellen wurden bei 5000 rpm fiir 15 min
abzentrifugiert und das Medium entfernt. Es folgten mehrere Waschschritte mit eisgekiihl-

tem Glycerol (10 %, v/v), in denen das Pellet in schrittweise reduzierten Volumina (200 ml,
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100 ml, 20 ml) resuspendiert und anschlieBend erneut 10 min zentrifugiert wurde. Final wur-
de in 200 pl Glycerol resuspendiert und zu 50 pl aliquotiert. Die Zellen wurden in fliissigem

Stickstoft eingefroren und bis zur Elektroporation bei -80 °C gelagert.

2.3.3. Transformation von Mikroorganismen durch Elektroporation

Fiir die Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen wurden diese auf Eis aufgetaut
und mit 0,5 pl gereinigter Plasmid-DNA oder mit 2 pl Ligationsansatz versetzt. Der Ansatz
wurde in eine sterile und gekiihlte Elektroporationskiivette tiberfithrt. Die Elektroporati-
on erfolgte im Anschluss mit dem Gene Pulser II bei einem Widerstand von 200 €2, einer
Spannung von 1,8 kV sowie einer Kapazitdt von 25 pF. Direkt nach dem Puls wurden die
Zellen in 500 pl vorgewarmtem SOC-Medium (Hanahan, 1983) aufgenommen und eine Stun-
de bei 37°C und 600 rpm im Themocycler inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit
den gewiinschten Antibiotika auf LB-Agar ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C Kolonien

angezogen.

2.3.4. Proteinherstellung im Schiittelkolben

Die Proteinherstellung erfolgte in 5-1-Schikanekolben je mit 1 1 Medium befillt. Als Expres-
sionsstamm wurde E.coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL verwendet. Zunéchst wurde eine mit
dem gewiinschten Plasmid transformierte F.coli-Kolonie von der LB-Agarplatte gepickt und
in 5 ml Flissigmedium angezogen. Es folgte der Ansatz einer Vorkultur durch Animpfen
von 200 ml Medium im 1-1-Schikanekolben (1:500) und Inkubation tiber Nacht bei 37°C
und ca. 70 rpm. Mit dieser Vorkultur wurden am nachsten Morgen die Hauptkulturen 1:50
inokuliert und die Inkubation unter identischen Bedingungen fortgesetzt. Es erfolgte die
regelméflige Kontrolle der optischen Dichte bei A = 600 nm (ODggo). Bei einer ungefahren
ODggp von 0,8 wurde die Proteinherstellung durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und
die Kultivierung fiir weitere vier Stunden fortgesetzt. Fiir die Ernte wurden die Zellen in
der Zentrifuge bei 5000 g und 4 °C vom Medium separiert, das Medium autoklaviert und
verworfen und die Zellen bei -20 °C bis zum Aufschluss gelagert.

Fiir die Kontrolle der Proteinproduktion wurden regelméaflig Proben genommen, und nach
einer Zentrifugation wurde das Zellpellet zu einer ODgoy = 1 in Aufschlusspuffer (50 mM
Tris/HCI, pH 7,4 mit 200 mM NaCl, 5% (v/v) Glycerol, 5 mM EDTA, 1,5 mg Lysozym/g
Biofeuchtmasse) resuspendiert. Es folgte ein Zellaufschluss mittels Ultraschallsonde und die
Analyse mittels SDS-PAGE (2.5.3).

2.3.5. Proteinherstellung im Bioreaktor

In dieser Arbeit wurde das Fragment der schweren Kette des B3-Antikérpers (V) durch

Fermentation im 10-1-Bioreaktor hergestellt. Die Vorkulturen (zunéchst 20-ml-, dann 200-
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ml-Mafistab) wurden in LB-Medium unter Zusatz von Ampicillin und Chloramphenicol bei
37°C angezogen. Die Hauptkultur wurde im Anschluss im fed-batch-Verfahren durchgefiihrt.
Das Hauptmedium (5 1, mit 50 g/l pasteusem Hefeextrakt, 0,5 g/1 NH4Cl, 11 g/1 Glycerol,
11 g/1 KHyPO4x3H50) wurde im Fermenter zubereitet und sterilisiert. Im Anschluss wurde
das Medium noch durch zuvor sterilisierte Losungen vervollstdndigt (0,8 g Thiamin, 3,4 g
MgSOy, 100 mg/l Ampicillin, 34 mg/1 Chloramphenicol). Die Inokulation der Hauptkul-
tur erfolgte aus einer 200-ml-Vorkultur. Die Fermentation erfolgte konstant bei 37°C | der
pH-Wert wurde mit Phosphorsidure oder Ammoniak auf pH 7,0 reguliert. Die Sauerstoffzu-
fuhr wurde auf 25 % pO, eingestellt. Das Feeding (4 1, mit 300 g/1 pasteusem Hefeextrakt,
250 ml/1 Glycerol, 5 g/l MgSO,4, 100 mg/l Ampicillin, 34 mg/1 Chloramphenicol) erfolg-
te mit einer Basiszufuhr von 20 g/h und, beginnend nach 6,5 h Fermentationszeit, einer
exponentiellen Steigerung bis auf 380 g/h. Bei Erreichen einer ODggy von 74 wurde mit
1 mM IPTG induziert und nach 3 h die Fermentation beendet. Durch Zentrifugation wurde
schliefllich aus 8340 g Kulturmasse 1130 g Biofeuchtmasse gewonnen. Die Durchfiihrung
erfolgte freundlicherweise unter Verantwortung von Dipl.-Ing. Sebastian Schaepe, Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg.

2.4. Proteinreinigung

Die Gewinnung von gereinigtem Protein aus Biofeuchtmasse wurde in mehreren Schritten
durchgefiihrt. Alle hier eingesetzten Proteine lagen intrazellulér vor, so dass immer mit einem
Zellaufschluss (2.4.1) begonnen wurde. Durch einen folgenden Zentrifugationsschritt folgte
die Separation von loslichen Zellbestandteilen im Uberstand und unldslichen Bestandteilen
im Pellet. Lediglich die beiden Ketten des B3-CxRg wurden unloslich in inclusion bodies
gewonnen, renaturiert und dann gereinigt. Alle iibrigen Proteine wurden l6slich gewonnen
und nach dem Zellaufschluss durch verschiedene Chromatographieschritte aus dem Uber-
stand gereinigt. Im Anschluss an eine Reinigung erfolgte eine UV /VIS-spektrometrische
Bestimmung der Proteinkonzentration. Die aliquotierten Proteinlésungen wurden bei -80 °C

gelagert.

2.4.1. Zellaufschluss zur Reinigung der l6slich produzierten Proteine

Fiir den Zellaufschluss wurden ca. 10 g der gewilinschten Biomasse im spater verwendeten
Chromatographiepuffer mit Hilfe eines UltraTurrax griindlich suspendiert (ca. 5 ml Puf-
fer/g BEM). Es wurden 1,5 mg Lysozym/g Biofeuchtmasse (BFM) sowie eine Proteaseinhi-
bitortablette/50 g BFM zugesetzt und der Ansatz 30 min bei 4 °C vorinkubiert. Es folgte
der eigentliche Zellaufschluss mittels Hochdruckdispersion in der Micron Lab 40 iiber 4 Pas-
sagen. Im Anschluss wurde DNA durch Zugabe von 0,1 % (w/v) Protaminsulfat und 40 min
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Inkubation auf Eis geféllt. Die Abtrennung unloslicher Bestandteile inklusive der DNA-
Prizipitate erfolgte durch Zentrifugation bei 100000 g fiir 30 min bei 4 °C . Der Uberstand
wurde fiir einen Benzonaseverdau noch verbliebener Nukleinsduren auf pH 8 eingestellt.
Zusatzlich wurden 3 mM MgCl,; sowie 20 pl Benzonase zugefiigt und 30 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. Zum Abschluss wurden bei 100000 g und 4 °C tiber 1 h erneut unlésliche
Bestandteile entfernt und das Zielprotein durch Chromatographie aus dem Uberstand ge-

reinigt.

2.4.2. Chromatographische Methoden

Die Chromatographie kam hauptséchlich im Zusammenhang mit der Reinigung von Protei-
nen zum Einsatz. Sie diente jedoch auch zur Konzentrierung, Umpufferung/Entsalzung oder
kam als analytische Methode (2.5.6) zum Einsatz. Daher werden nun zunéichst die Chro-
matographiemethoden im Allgemeinen erldautert, bevor die konkreten Reinigungsschritte
verschiedener Proteine folgen.

Die verschiedenen Chromatographieschritte wurden an AKTA purifier Systemen bei 4 °C
durchgefiihrt. Die Puffer wurden temperiert, frisch entgast und filtriert. Als Prozesskontrol-
le wurde die Leitfahigkeit im Eluat aufgezeichnet. Eine Detektion der Proteine im Eluat
erfolgte iiber UV-Messungen bei bis zu drei verschiedenen Wellenlangen. In einigen Féllen

wurde noch eine SDS-PAGE (2.5.3) durchgefiihrt, um Elutionsfraktionen zu analysieren.

lonenaustauschchromatographie

Die Ionenaustauschchromatographie beruht auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwi-
schen Proteinen und geladener Matrix. Somit erfolgt eine Auftrennung anhand von Ladun-
gen. Je nach Ladungsart wird zwischen Anionen- und Kationenaustauschchromatographie
unterschieden. Eine Elution wurde durch Erhohung der Ionenstirke im Puffer mit NaCl
erzielt. Aufgrund der polyionischen Peptide der hier eingesetzten Proteine war die Ionen-
austauschchromatographie in dieser Arbeit eine Standardmethode, die bei jeder Reinigung

zum Einsatz kam.

Affinitatschromatographie

Die Affinitatschromatographie beruht auf spezifischen Interaktionen des Proteins mit der
Saulenmatrix, an der entsprechende Liganden immobilisiert sind. Eine Elution erfolgt in
der Regel durch Kompetition. In dieser Arbeit wurde die immobilisierte Metallionenaffi-
nitatschromatographie (IMAC), im Besonderen die Nickel-Chelatchromatographie, fir die
Reinigung der PE38-Varianten eingesetzt. Deren Hexahistidintag komplexiert mit den im-
mobilisierten Ni?*-Ionen der Matrix. Die Elution erfolgt durch einen Imidazolgradienten.

Fiir eine weitere Affinitdtschromatographie wurde die Bindung von Maltosebindeprotein
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an Dextrin bei der Reinigung der Maltosebindeprotein-Varianten ausgenutzt. Eine Elution

wurde durch Maltose im Elutionspuffer gewahrleistet.

GroBenausschlusschromatographie

Die Groflenausschlusschromatographie sorgt fiir eine Trennung von Proteinen anhand ihrer
hydrodynamischen Radii. Die Auftrennung nach Groéfle ermoglicht u. a. die Separation von
Monomeren und Di- bzw. Oligomeren oder auch das Entsalzen und Umpuffern von Proben.
Die stationdre Phase besteht aus porésem Material, in das kleine Proteine besser eindringen
als groe, wodurch das Diffusionsvolumen fiir letztere kleiner ist. Sie werden zuerst eluiert. Es
folgen Molekiile mit immer kleiner werdenden hydrodynamischen Radii. Mangels spezifischer

Interaktion der Proteine mit der Matrix erfolgt eine Verdiinnung der Proteine.

2.4.3. Reinigung von sfBFP-CxE,

Die Herstellung und Reinigung der verschiedenen sfBFP-Varianten wurde von Anne Pos-
pisil (sfBFP-CxEg) und Saskia Lentze (sfBFP-CxEg, stBFP-CxE;q), beide Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg, durchgefiithrt. Das Zielprotein wurde aus dem Zelllysat nach
Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 in zwei chromatographischen Schritten gewonnen. Die
Anionenaustauschchromatographie an einer HiTrap Q HP Sédule (5 ml SV) erfolgte mit
einer Gradientenelution, bei der tiber 20 SV der NaCl-Gehalt auf 2 M eingestellt wurde.
Es folgte eine GroBienauschschlusschromatographie (HilLoad Superdex 75 prep grade 16/60,
120 ml SV). Das sfBFP konnte anhand seiner Absorption bei 380 nm detektiert werden.

2.4.4. Reinigung von MBP-CxR,,

Fir die Reinigung der MBP-Varianten wurde das Zelllysat (2.4.1) auf pH 6,2 eingestellt.
Bei diesem pH-Wert erfolgte eine Kationenaustauschchromatographie in MBPX-A-Puffer
(50 mM MES, pH 6,2 mit 1 mM EDTA). Das Protein wurde an die Saulenmatrix (HiTrap
SP HP, 5 ml SV) gebunden und mit 20 SV MBPX-A-Puffer gewaschen. Eluiert wurde mit ei-
nem Gradienten iiber 20 SV auf 2 M NaCl (MBPX-B: 50 mM MES, pH 6,2 mit 1 mM EDTA,
2 M NaCl). Nach Zusammenfithren der MBP enthaltenden Fraktionen wurde der Frakti-
onspool mit Verdiinnungspuffer (20 mM Tris/HCI, pH 8,0 mit 1 mM EDTA) 1:3 verdiinnt,
um die Salzkonzentration herabzusetzen und den pH-Wert auf > 7,0 einzustellen. Eine Af-
finitdtschromatographie an einer Dextrinmatrix (MBP Trap, 5 ml SV) schloss sich an. Es
wurde nach der Bindung an die Matrix mit 20 SV MBP-Trap-Puffer (20 mM Tris/HCI, pH
7,4 mit 200 mM NaCl, 1 mM EDTA) gewaschen. Die Elution erfolgte isokratisch mit 10 mM
Maltose in MBP-Trap-Puffer.
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2.4.5. Reinigung von EgxC-PE38 und von EgC-PE38

Die Pseudomonas Exotoxin Varianten wurden beide als Hisg-SUMO-Fusionsprotein herge-
stellt. Die Reinigung erfolgte, dem Protokoll von Stefan Frost (Frost, 2009) folgend, in drei
Chromatographieschritten. Zunichst wurde das Protein iiber den Hisg-tag an die Ni?*-Ionen
der Nickel-NTA-Sdulenmatrix (HisTrap FF, 5 ml SV) gebunden. Diese war mit NTA-A-
Puffer (25 mM Natriumphosphat, pH 7,4 mit 500 mM NaCl, 10 mM Imidazol) dquilibriert.
Nach ausgiebigem Waschen mit NTA-A-Puffer wurde mit einem Gradienten von 10 mM auf
500 mM Imidazol iiber 5 Sadulenvolumina eluiert. Nach der Vereinigung der EgxC-PE38 ent-
haltenden Fraktionen wurde die Proteinl6sung zunéchst gegen Spaltungspuffer (25 mM Tris,
pH 7,4 mit 150 mM NaCl) dialysiert und im Anschluss der Hisg-SUMO-tag nach Zugabe von
SUMO-Protease mit einer Endkonzentration von 12,5 pg/ml fiir 5 h abgespalten. Es folgte
ein erneuter Affinitdtschromatographielauf mit identischem Puffersystem. Das Zielprotein
wurde im Durchlauf aufgefangen und abgespaltener tag, unvollstandig verdautes Protein
sowie die Protease selbst wurden an der Sdule immobilisiert und spéter in einer Stufe mit
500 mM Imidazol in NTA-A-Puffer eluiert. Vor dem Auftrag auf eine Anionenaustauscher-
sdaule (POROS 20 HQ, 1,66 ml SV) wurde der Durchfluss mit dem dreifachen Volumen
Laufpuffer IEX-A (25 mM Tris/HCI, pH 7,4 mit 2 mM EDTA) verdiinnt. Die Elution nach
dem Waschen mit TEX-A erfolgte tiber eine Erhohung der Salzkonzentration von 0 M auf
1,0 M NaCl iiber 50 Sédulenvolumina. Eine weitere Erhohung der Salzkonzentration auf 2 M
NaCl folgte iiber weitere 25 Saulenvolumina. Die Fraktionen, die EgxC-PE38 enthielten,
wurden entsprechend der Ergebnisse einer SDS-PAGE vereinigt.

2.4.6. Isolierung und Solubilisierung von inclusion bodies

In dieser Arbeit wurde die schwere Kette des dsFvB3-CxRg (B3-CxRg) unléslich in E. coli
als inclusion bodies (IB’s) produziert (2.3.5). Die Isolierung der IB’s erfolgte nach einem
Protokoll, beschrieben in Rudolph et al. (1997). Zunéchst wurden 150 g Biofeuchtmasse
in 800 ml 100 mM Tris/HCI, pH 8,0 mit 1 mM EDTA mithilfe eines Ultra Turrax resus-
pendiert. Es folgte die Zugabe von 3 mg Lysozym pro Gramm Biofeuchtmasse und einer
Proteaseinhibitortablette. Nach dem Lysozymverdau fiir 1,5 h bei 7°C wurde der mechani-
sche Aufschluss tiber 6 Passagen bei ca. 600 bar durch Hochdruckdispersion in der Gaulin
Lab 60 durchgefiihrt. Dem Zellaufschluss wurden 3 mM MgCl, und 40 pl Benzonase zu-
gefligt sowie der pH-Wert auf pH 8,0 korrigiert. Der Nukleinsaureverdau erfolgte fiir 1 h
bei 8°C. Nach Zugabe des halben Volumens tritonhaltigen Puffers (1,5 M NaCl, 60 mM
EDTA, 6% (v/v) Triton X-100, pH 7,0) wurde eine weitere Stunde bei 8 °C inkubiert. Im
Anschluss wurden die IB’s und weitere unlosliche Bestandteile durch Zentrifugation bei 4 °C

und 38400 g fiir 30 min vom loéslichen Uberstand separiert. Das Pellet wurde nun zweimalig

mit 200 ml 670 mM Tris, pH 7,0, 33 mM EDTA, 500 mM NaCl, 2% (v/v) Triton X-100
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und sechsmal mit je 200 ml 100 mM Tris, pH 7,0, 20 mM EDTA gewaschen. Dazu wurde
das Pellet im jeweiligen Puffer griindlich resuspendiert und im Anschluss zentrifugiert. Die
so gewonnenen IB’s (12,0 g aus 150 g BFM) wurden bei -20 °C gelagert.

Im Weiteren wurden 4,2 g der IB’s solubilisiert. Sie wurden in 42 ml 100 mM TrisHCI,
pH 8,0 mit 6 M Guanidiniumhydrochlorid, 1 mM EDTA, 100 mM Dithiothreitol (DTT)
aufgenommen und 3 h im Becherglas bei Raumtemperatur gerithrt. Der pH-Wert wurde
im Anschluss mit 1 M HCI auf 2,5 abgesenkt und nicht geloste Bestandteile durch Zentri-
fugation bei 100000 g und 20°C fiir 1 h abzentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde das
DTT durch Dialyse bei 4°C entfernt. Im ersten Schritt wurde tiber Nacht gegen 1 Liter
4 M Guanidiniumhydrochlorid, pH 2,0 und abschlieend fiir 24 h gegen 2 Liter 4 M Gua-
nidiniumhydrochlorid, pH 3,0 dialysiert. Ausgefallene Bestandteile wurden durch erneute
Zentrifugation bei 100000 g und 4°C fiir 1 h abgetrennt, bevor das Solubilisat bei -80 °C
gelagert wurde.

Die leichte Kette des Antikorperfragmentes lag bereits solubilisiert vor. Diese Vorbereitun-
gen waren durch Dr. Sabine Bergelt, Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg, durch-
gefiihrt worden. Um eine vollstdndige Reduktion der Thiolgruppen nach der Lagerung zu
gewahrleisten, wurde das Solubilisat aufgetaut, der pH-Wert auf 8,0 mit NaOH angeho-
ben und mit 100 mM DTT ein reduzierendes Milieu erreicht. Nach 2 h Reduktionszeit bei
Raumtemperatur wurde der pH-Wert mit HCl wieder auf 2,5 abgesenkt und, wie bereits
fiir die Solubilisierung der schweren Kette, eine zweifache Dialyse zum Entfernen des DT'Ts
durchgefiihrt.

Eine Analyse mittels Proteinbestimmung nach Bradford (2.5.9) und densitometrischer
Auswertung eines Gels nach SDS-PAGE (2.5.3) beider Solubilisate ergab, dass die schwere
Kette in einer Proteinlésung mit 19200 pg/ml Protein einen Anteil von 19 % ausmachte.
Die leichte Kette lag in einer Losung mit 22400 pg/ml Protein mit einem Anteil von 22 %

Vvor.

2.4.7. Renaturierung des B3-Antikorperfragmentes

Die Renaturierung des B3-CxRg erfolgte durch Verdiinnung der Solubilisate in 5 1 Renaturie-
rungspuffer. Zunichst wurde ein Redox-Shuffling-Milieu aus oxidiertem Glutathion (GSSG)
und seiner reduzierten Form (GSH) eingestellt, was nach 4 Tagen zum oxidierenden Milieu
verschoben wurde. Es wurde eine Konzentration von 25 pg/ml Antikorperprotein eingestellt,
wobei die schwere Kette (21,5 pg/ml) im fiinffach molaren Uberschuss der leichten Kette
(3,5 pg/ml) vorlag.

Der Renaturierungspuffer (100 mM Tris/HCI, pH 8,5 mit 500 mM L-Arginin, 1 mM
EDTA) wurde filtriert, entgast und auf Renaturierungstemperatur von 15°C temperiert.

Fiir ein stabiles Redoxsystem wurde der Ansatz regelméaflig mit Ny begast und tiberschichtet.
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Erst kurz vor Beginn der Riickfaltung wurden je 1 mM GSH und GSSG im Puffer gelost.
Die Solubilisate wurden vorab gemischt und tropfenweise in 8 ml Einheiten unter Rithren
im Renaturierungspuffer verdiinnt. Jeder Puls dauerte 15 min und zwischen den Pulsen
wurde der Ansatz 45 min ruhen gelassen. Am vierten Tag nach Beginn der Renaturierung
wurde durch Zugabe von 4,6 mM GSSG ein starker oxidierendes Milieu eingestellt, um die
Ausbildung der Disulfidbriicken zu begiinstigen. Einen Tag spéiter wurde die Renaturierung
durch Zentrifugation bei 25800 g und 4°C fiir 1 h beendet. Bei diesem Schritt wurden
Aggregate entfernt, die fiir eine erneute Riickfaltung bei -20 °C gelagert wurden. Es folgte
eine Aufkonzentrierung mittels Cross Flow-Filtration (Vivaflow 200) auf ein Endvolumen
von 80 ml. Das Konzentrat wurde zweimalig gegen 50 mM Tris/HCIl, pH 7,4 mit 200 mM
NaCl, 1 mM EDTA dialysiert und aus dieser Losung heraus gereinigt (2.4.8).

2.4.8. Reinigung des B3-CxRg

Nach Zentrifugation des aufkonzentrierten und dialysierten Riickfaltungsansatzes (2.4.7) bei
100000 g und 4 °C iiber 1 h wurde aus dem Uberstand das B3-CxRg gereinigt. Die Reinigung
erfolgte in zwei Chromatographieschritten, wobei der Kationenaustauschchromatographie ei-
ne Groflenausschlusschromatographie angeschlossen wurde. Zwischen den Reinigungsschrit-
ten und zum Abschluss wurde das Antikoérperfragment durch eine erneute Bindung an die
Ionenaustauschermatrix und eine Stufenelution aufkonzentriert.

Die Ionenaustauschchromatographie erfolgte an einer HiTrap SP HP, 5 ml SV in 50 mM
Tris/HCI1, pH 7,4 mit 200 mM NaCl, 1 mM EDTA. Das Zielprotein wurde zunéchst an
der Matrix gebunden und mit 15 SV Laufpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte in einem
Gradienten, bei dem die NaCl Konzentration im Puffer zunéchst iiber 40 SV auf 1 M und
dann iiber weitere 3 SV auf 2 M erhoht wurde. Nach Analytik mittels SDS-PAGE (2.5.3)
wurden die Fraktionen, die B3-CxRg enthielten, vereinigt und konzentriert. Die Konzentrie-
rung erfolgte unter denselben Pufferbedingungen und iiber die gleiche Saule wie zuvor die
Reinigung, allerdings wurde die Salzkonzentration in einer Stufe auf 2 M NaCl erhoht.

Es folgte eine Grofienausschlusschromatographie (HiLoad Superdex 75 prep grade 16/60,
120 ml SV) weiterhin mit dem 50 mM Tris/HCI-Puffer, pH 7,4 mit 200 mM NaCl, 1 mM ED-
TA. Nach Identifizierung der B3-CxRg enthaltenden Fraktionen mittels SDS-PAGE, wurden

die entsprechenden Fraktionen vereinigt und es folgte eine erneute Konzentrierung.

2.4.9. Reinigung der Kopplungsprodukte

Die Kopplungsprodukte B3-PE38¢y, [F7,P3NPY-PE38 und [F7,P3NPY-PE38cyx wur-
den nach erfolgter Heterodimerisierung iiber lonenaustauschchromatographie gereinigt. Bei
diesem Schritt konnten die Heterodimere von Monomeren und Homodimeren separiert wer-

den. Die Kopplungsansétze wurden an einer Ionenaustauschermatrix (HiTrap SP HP bei
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[F7, P*|NPY-PE38cx oder Q HP, 1 ml SV bei B3-PE38¢x und [F7, P2 |NPY-PE38) gebun-
den. Im Durchfluss befanden sich die Monomere mit der gleichen Ladung wie die Matrix.
Der Elutionsgradient wurde zunéchst itber 20 SV auf 240 mM NaCl, tiber weitere 20 SV auf
1 M NaCl und schliellich noch iiber 3 SV auf 2 M NaCl eingestellt. Eluiert wurde zuerst
das Kopplungsprodukt und im Anschluss der nicht fusionierte Anteil an Protein mit dem

zur Matrix entgegengesetzt geladenen Fusionspeptid.

2.5. Proteinchemische und analytische Methoden

2.5.1. Peptidsynthese von NPY-Varianten

Die in dieser Arbeit verwendeten NPY-Varianten wurden freundlicherweise durch Mitar-
beiter der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Annette Beck-Sickinger, Universitat Leipzig,
synthetisch hergestellt, mittels HPLC gereinigt und mir als Lyophilisat zur Verfiigung ge-
stellt (Tab. 2.7, S. 27).

Die Herstellung der linearen Peptide erfolgte iiber automatisierte Peptidsynthese. Die
Herstellungsstrategie fiir CKg-[F7, P34|NPY und KgxC-[F”, P3]NPY wird im Folgenden kurz
erlautert.

Fiir beide Peptide wurde die NPY-Kernsequenz zunachst automatisiert synthetisiert. Es
wurde der N-Terminus tber die Einfithrung von Boc-Tyr(tBu)-OH permanent geschiitzt
und an Position 4 wurde jeweils ein orthogonal geschiitztes Lysin eingefiithrt, um die Seiten-
kettenmodifikation durchzufiithren.

Zur Herstellung von CKg-[F7, P3|NPY wurde orthogonal geschiitztes Fmoc-Lys(Dde)-
OH an Position 4 eingesetzt. Nach selektiver Entfernung des Dde mit Hydrazin, wurde die
e-NH,-Gruppe des Lysin 4 mittels automatisierter Synthese verlédngert.

Bei der Herstellung von KgxC-[F”, P*]NPY wurde Fmoc-Lys(Mmt)-OH an Position 4 des
Kernpeptides eingesetzt. Die Abspaltung von Mmt erfolgte unter leicht sauren Bedingungen
und war gefolgt von einem manuellen Anbringen von Fmoc-Ser-OH an die e-NHy-Gruppe
des Lysin 4. Uber das manuell eingefithrte Fmoc-Ser wurde die Seitenkette automatisiert
bis zum Fmoc-Leu-OH der Thrombinspaltstelle verléngert und ein Acetylierungsschritt zur
Blockierung bisher entstandener Fehlsequenzen durchgefiihrt. Schliefllich wurde der Octaly-

sintag automatisiert angefiigt.

2.5.2. Uberfiihrung eines Trifluoracetates in ein Acetat

Die synthetisch hergestellten NPY-Varianten lagen zunéchst zu ca. 30 % als Trifluoracetat
vor. Da die korrespondierende Trifluoressigséure eine sehr starke Séure ist, wurden die Pep-
tide vor ihrer Anwendung in den Versuchen durch Verdrangung mit schwécheren, weniger

fliichtigen Séduren umgesalzen.
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Zunéchst wurden 3 mg des Peptidlyophilisates in 1 ml einer 80 mM Salzsdureverdiinnung
gelost und mehrere Stunden inkubiert, bevor die Fliissigkeit zusammen mit der Trifluores-
sigsdure durch Lyophilisation entfernt wurde. Dieser Vorgang wurde zunéchst mit 80 mM
Salzsaure und dann noch zweimalig mit 5 %iger Essigsaure wiederholt, so dass am Ende das

Acetatsalz vorlag.

2.5.3. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der Elektrophorese werden Molekiile aufgrund ihrer unterschiedlichen elektrophoreti-
schen Mobilitat getrennt. Die elektrophoretische Mobilitdt beschreibt das Gleichgewicht

zwischen Beschleunigung und Reibungskréiften eines Molekiils in einem elektrischen Feld.

Bei der SDS-PAGE werden Proteine anhand ihres Laufverhaltens durch ein Polyacrylamid-
gel (PAGE) getrennt. Dazu werden die Proben zunéchst mit Natriumdodecylsulfat (SDS) im
Probenpuffer inkubiert. Dieses Detergens adsorbiert an die Proteine und fiithrt zu einer nega-
tiven Gesamtladung und somit zu einer unidirektionalen Bewegung im elektrischen Feld. Da
nach der Assoziation mit SDS oftmals das Masse-zu-Ladungsverhéltnis der Proteine einan-
der sehr ahnlich ist, wird eine Trennung relativ zur Proteinmasse erzielt. Die Proben wurden
entweder unter reduzierenden Bedingungen, was durch Zugabe von -Mercaptoethanol er-
zielt wurde, prapariert oder auch unter nicht reduzierenden Bedingungen. Ein Viertel des
Probenvolumens wurde an entsprechendem Probenpuffer (Tab. 2.10, S. 31) zur Probe zu-
gegeben und anschlielend der Ansatz 5-20 min bei 95 °C erhitzt oder aber fiir 20 min bei
40°C und 300 rpm inkubiert.

Es wurde das Prinzip der diskontinuierlichen SDS-PAGE nach Laemmli (1970) angewandt,
wobei ein 6 %iges Sammelgel mit 12%igen oder 15%igen Trenngelen kombiniert wurde. Die

Durchfithrung erfolgte bei einer Stromstarke von 35 mA fir 35-50 min.

Zur Detektion der Proteinbanden kamen zum einen die Coomassie-Brillant-Blaufiarbung
(Fairbanks et al., 1971) und zum anderen die sensitivere Methode der Silberfarbung (Nes-

terenko et al., 1994) zum Einsatz.

Densitometrie

Die Farbung mit Coomassie-Brillant-Blau erlaubt eine annédhernd quantitative Bestimmung
gleicher Proteine innerhalb eines Gels anhand der Farbintensitét der Banden im Vergleich
zu einer Kalibriergeraden. Die Gele wurden mit Hilfe eines handelsiiblichen Scanners (HP
ScanJet 3300C) mit einer Auflosung von 600 dpi digitalisiert. Im Anschluss erfolgte die

Auswertung mit dem Programm AIDA Image Analyzer.
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2.5.4. Spektroskopische Methoden

Bei der Spektroskopie im Allgemeinen werden Wechselwirkungen von elektromagnetischer
Strahlung mit Materie analysiert. In dieser Arbeit wurden drei spektroskopische Methoden

angewandt, die im Folgenden erlautert werden.

UV/VIS-Spektroskopie

UV /VIS-Spektroskopie ist eine Methode, bei der die Lichtabsorption von Molekiilstruktu-
ren je nach Wellenldnge gemessen wird. In der Anwendung wurde sie zur Konzentrationsbe-
stimmung von gereinigten Proteinen eingesetzt. Die aromatischen Aminosduren Tryptophan
(Trp) und Tyrosin (Tyr) sowie Cystine (Disulfidbriicken) tragen zur Absorption eines Pro-
teins bei A = 280 nm bei. Um diese Wellenldnge herum zeigen Proteinspektra ein Maximum.
Aus den Anteilen der eben genannten Strukturen in einem Protein lasst sich nach Pace et al.

(1995) die spezifische Absorption (€sgonm) des zu untersuchenden Proteins berechnen.

Easonm [ M~ em ™! = 5500 X 1y, + 1490 X 1y + 125 X Mpjsutfide (2.1)

n = Anzahl der indizierten Strukturelemente im Protein

Mithilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes und des spezifischen Absorptionskoeffizienten

lésst sich aus der Absorption der Proteinlosung bei 280 nm die Konzentration errechnen.

I
A:logTOZGchd (2.2)

A: gemessene Absorption

I,: Intensitat des eingestrahlten Lichtes

I: Intensitat des transmittierten Lichtes

¢: molarer Absorptionskoeffizient (M~ xcm™1)
c: Konzentration des Proteins (mol/1)

d: Schichtdicke der Probe (cm)

Als Besonderheit ist die Konzentrationsbestimmung der sfBFP-Varianten hervorzuheben.
Hier wurde die Absorption des Chromophors bei 380 nm und der experimentell bestimmte
molare Absorptionskoeffizient (3.1.2, S. 65) bei dieser Wellenldnge herangezogen, da eine
nicht quantifizierte Uberlappung der Chromophorabsorption bei der Absorption bei 280 nm
beobachtet werden konnte. Somit war fiir dieses Protein die Gleichung 2.1 in der Praxis

nicht anwendbar.
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Fluoreszenzspektroskopie

Molekiile, die Fluorophore enthalten, emittieren Licht bei ihrem Ubergang aus dem an-
geregten in den Grundzustand. Die aromatischen Aminoséduren Tryptophan, Tyrosin und
Phenylalanin und somit auch die meisten Proteine besitzen fluoreszierende Eigenschaften.
Die Gesamtfluoreszenzaktivitat hangt sowohl von der Gesamtverteilung dieser Aminosduren
im Protein als auch von Umgebungsfaktoren wie der Polaritéit ab. Eine besondere Rolle spie-
len die Fluoreszenzproteine, bei denen weitere chromophore Strukturen vorhanden sind, die
zusammen mit ihrer durch die Proteinfaltung gebildeten Umgebung im oftmals sichtbaren
Wellenlangenbereich Licht emittieren.

In dieser Arbeit wurde die Fluoreszenzspektroskopie zur Analytik der sfBFP-Varianten
angewandt, indem die Emissionsspektren nach Anregung bei 380 nm in 25 mM Natriumphos-
phat, pH 7,4; 1 mM EDTA verglichen wurden.

Circulardichroismus

Bei der Messung des Circulardichroismus wird die Differenz von links und rechts polarisier-
tem Licht gemessen. Chirale Zentren und generell chirale Strukturen sowie Konformations-
und Umgebungseinfliisse fiihren zu unterschiedlicher Absorption gegensétzlich polarisier-
ten Lichtes. Somit lassen sich durch die Messung Riickschliisse auf die Anteile sekundéarer
Strukturanteile in Proteinen ziehen.

Gemessen wurden NPY-Varianten bei 10 °C in 20 mM Tris/HCI, pH 8.0 mit 2 mM EDTA
und 50 mM NaCl. Es kam eine Kiivette mit 0,1 cm Schichtdicke zum Einsatz. Das Protein
lag mit 100 pg /ml in Losung vor.

Die Umrechnung der Messwerte von gemessener Elliptizitat in molare Elliptizitat erfolgte

nach Formel 2.3

molar — 2.
Omoter = 57310 (23)

O motar: molare Elliptizitat

©: gemessene Elliptizitat (mdeg)
¢: Proteinkonzentration (mol/1)
d: Schichtdicke (cm)

Die Bestimmung der Sekundarstrukturanteile erfolgte mit dem Dekonvolutionsprogramm
scdnn“(Bohm et al., 1992).
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2.5.5. Analytische Ultrazentrifugation

Die analytische Ultrazentrifugation wurde fiir die Analytik der Interaktion zwischen den
Fusionspeptiden mit Thrombinerkennungssequenz eingesetzt. Dazu wurden als Modellpro-
teine die verschiedenen sfBFP- und MBP-Varianten verwendet, wobei jeweils Proteine mit
gleicher Anzahl geladener Aminoséuren in der polyionischen Sequenz kombiniert wurden. In
Sedimentationsgeschwindigkeitslaufen bei 40000 rpm fiir jeweils 2 Stunden bei 20 °C wur-
de der Heterodimerstatus der jeweiligen sfBFP-Variante verfolgt. Es wurde die Absorption
bei 375 nm im Versuch aufgezeichnet und spéater ausgewertet. Die Versuche und Auswer-
tung der Rohdaten wurden durch Dr. habil. Hauke Lilie, Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg, in einer Proteome Lab XL-I von Beckman Coulter durchgefiihrt. Es kam ein
8-Loch-Rotor (An-50 Ti) mit Doppelsektorzellen zum Einsatz.

Drei verschiedene Fragestellungen wurden mit der analytischen Ultrazentrifugation un-
tersucht. Zum einen wurden die ionischen Wechselwirkungen zwischen den polyionischen
Fusionspeptiden analysiert, indem die Dissoziationskonstante bestimmt und im weiteren
der Einfluss von NaCl auf diese Wechselwirkung quantifiziert wurde. Diese beiden Versu-
che wurden unter reduzierenden Bedingungen in Anwesenheit von Tris-(2-carboxyethyl)-
phosphin (TCEP) durchgefiihrt. In der dritten Versuchsanordnung wurde die Stérke der
Disulfidbriicke untersucht. Hier erfolgte die Messung des Anteils kovalent gebundener Hete-
rodimere unter unterschiedlichen Redoxbedingungen, eingestellt mit variierenden Verhalt-

nissen an oxidiertem zu reduziertem Dithiothreitol (DTT,, und DTT).

K p-Bestimmung der polyionischen Fusionspeptide

Fir die Bestimmung des Kp-Wertes zwischen den geladenen Ketten der polyionischen Fusi-
onspeptide wurden reduzierende Bedingungen eingestellt (25 mM Natriumphosphat, pH 7,4
mit 1 mM EDTA, 1 mM TCEP), um die Ausbildung des Disulfides zu verhindern. Es wurde
zu 1,5 uM stBFP-CxE,, die entsprechende Variante MBP-CxR,, in aufsteigenden Konzentra-
tionen zugegeben (MBP-CxRg: 0-150 nM/ MBP-CxRg: 0-100 nM/ MBP-CxR4q: 0-40 pM).

Zusatzlich zu den Sedimentationsgeschwindigkeitsldufen wurde bei diesen Versuchen mit
denselben Proben noch ein Gleichgewichtslauf angeschlossen. Dieser erfolgte bei 12 000 rpm
iiber mindestens 25 h.

Die Auswertung erfolgte anhand der Signalstarke (Gleichung 2.4) und anhand des Mas-

senwirkungsgesetzes (Gleichung 2.5). Durch Umformung gelangt man zu Gleichung 2.6.

D
s:s(ﬁ—dsxﬁt (2.4)
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s: Messsignal

s0: Grundsignal

ds: Differenz s,,4, und S;in
D: Dimerkonzentration
M,;: Gesamt MBP

_ My x By

Kp o) (2.5)
mit
By =B,—D
My =M, —D
K p: Dissoziationskonstante
By und B;: Konzentration von freiem und Gesamt-sfBFP
My und M;: Konzentration von freiem und Gesamt-MBP
M, + B, + K M, + B, + Kp\?
op=0t 2t+ Di\/—( s 2t+ D) + M, x By (2.6)
AG’ = —Rx T x InKp (2.7)

Zur weitergehenden Auswertung wurde ein Kooperativitdtsmodell herangezogen. Dieses
basiert auf der Annahme, dass ausgehend von einer initialen Affinitat (K;) jede zusatzliche
Ladung das polyionische System um einen konstanten Kooperativitédtsfaktor (z) stabilisiert.
Somit konnen mit Hilfe der daraus resultierenden Gleichung 2.8 Vorhersagen zu Wechselwir-

kungen polyionischer Fusionspeptide anderer Liangen (mit n Ladungen) gemacht werden.

1
Ka = K7D = KZ X I'(n_l) (28)

Bestimmung des IC5, von NaCl

Die Bestimmung des IC5, von NaCl auf die Assoziation der polyionischen Fusionspeptide

erfolgte unter identischen Pufferbedingungen wie bei der Kp-Bestimmung (25 mM Natri-
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umphosphat, pH 7,4 mit 1 mM EDTA, 1 mM TCEP). Jedoch wurden die Proteine jeweils
aquimolar zu 20 nM eingesetzt und NaCl in Konzentrationen von 0—1 000 mM zugesetzt.

Aus den experimentellen Daten wurde durch eine numerische Naherung mit Hilfe des Pro-
gramms DynaFit (Kuzmic, 1996) die Salzkonzentration bestimmt, bei welcher das Assoziat
zur Halfte dissoziiert war. Aus diesem [Csp-Wert wurde dann in Anlehnung an die Gleichung
von Cheng und Prusoff (2.9) der K; bestimmt.

IC5

K;: Inhibitorische Konstante von NaCl auf die ionischen Wechselwirkungen der
polyionischen Fusionspeptide

1C'50: Inhibitorische Konstante von NaCl unter Versuchsbedingungen

S: MBP-CxR,,-Konzentration (M)

K p: Dissoziationskonstanten der polyionischen Systeme

Bestimmung des Redoxpotentials der Disulfidbindung zwischen den polyionischen

Fusionspeptiden mit Thrombinerkennungssequenz

Die Einstellung des Redoxgleichgewichtes erfolgte einerseits ausgehend vom Kopplungspro-
dukt nach kupferkatalysierter Luftoxidation (2.5.11) und andererseits in einem zweiten Ver-
such ausgehend von den Monomeren. Fiir die Einstellung verschiedener Redoxbedingun-
gen wurden immer 50 mM DTT,, und verschiedene Konzentrationen DTT,., (0/1/2/5/
10/20/50 M) dem Puffer zugegeben. Die Ansétze beinhalteten jeweils 10 pM beider Pro-
teine und wurden in gut entgastem Redoxpuffer (25 mM Natriumphosphat, pH 8.0 mit
1 mM EDTA, DTT und DTT,,) mit Stickstoff iiberschichtet fiir 20 h bei 20 °C inkubiert.
Zum Abschluss wurde das eingestellte Redoxgleichgewicht durch Inkubation mit 40 mM
Jodacetamid und Absenken des pH-Wertes auf ca. 7,0 zum Stillstand gebracht. Die An-
siatze wurden verdinnt auf 1,5 pM sfBFP-Variante und unter Zusatz von 1 M NaCl, um
rein ionisch stabilisierte Heterodimere zu unterdriicken, in der analytischen Ultrazentrifuge
vermessen.

Die Auswertung erfolgte ausgehend vom Massenwirkungsgesetz und der zu 2.10 umge-
formten Gleichung. Fiir die hier vollzogenen Berechnungen wurde die chemische Aktivitit

gleich der Proteinkonzentration gesetzt.

M+ M+ DITT,, = D+ DI'T,.4
DTT,cq x D

K, = ———red 2 2
“ DTT,, x M?
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mit
_ M, — My
n 2

D

1 DTT,eq 1 DTT,eq\? M, DTT,eq
X + < X ) ( * > (2.10)
4x K,  DTT,, 4x K,  DTT,, 2x K, DTT,,

M : Monomeraktivitat
D: Dimeraktivitat
M;: Aktivitdt an Gesamt-Monomer

Mit Hilfe der Gleichgewichtskonstante und der Nernst-Gleichung (Gleichung 2.11) lésst

sich das Redoxpotential errechnen.

, . RxT
AEY = AEY.. — ZXLF x Ink, (2.11)

AEY.: Redoxpotential von DTT (0,366 V (Cleland, 1964))
R: Gaskonstante (8,3144621 J/(molxK)

T: Temperatur (295,15 K)

z: uibertragene Elektronen (z=2)

F: Faraday-Konstante (96485,3365 J/(V xmol)

Dieses erlaubt eine Aussage tiber die freie Energie der Bindung. Sie wird mithilfe der
Gibbs-Gleichung (Gleichung 2.12) berechnet.

AGY = —2 x F x AEY, (2.12)

2.5.6. lonenaustauschchromatographie zur Analytik der polyionischen Fusionspeptide

Das Prinzip der Ionenaustauschchromatographie wurde bereits im Abschnitt 2.4.2 beschrie-
ben. Die Starke der Bindung eines Proteins an eine geladene Matrix erfolgt in Abhéngigkeit
seiner Ladung. Da in dieser Arbeit mit sfBFP- und MBP-Varianten mit unterschiedlich
langen polyionischen Sequenzen gearbeitet wurde, wurde mit dieser Methode untersucht,
inwiefern dieser Ladungsunterschied am Bindungsverhalten an die Matrix sichtbar wird.
Dazu wurden die gereinigten Proteine auf die dem Fusionspeptid entgegengesetzt geladene

Saule gebracht und im Gradient eluiert.
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Von den drei stBFP-Varianten wurden in getrennten Laufen je 200 pl einer ca. 28 pM
Loésung auf die Anionenaustauschersaule HiTrap @ HP (1 ml SV), dquilibriert mit 50 mM
Tris/HCI, pH 7,4 mit 1 mM EDTA, geladen. Nach Waschen mit 10 SV des Aquilibrierungs-
puffers folgte ein Gradient unter Zusatz von 0-2 M NaCl tiber 20 SV. Die Detektion des
Fluoreszenzproteins erfolgte iber die Chromophorabsorption bei 380 nm.

Die MBP-Varianten mit den Argininsequenzen wurden im Gemisch auf die Anionenaus-
tauschersdule HiTrap SP HP (1 ml SV), aquilibriert mit 50 mM MES, pH 6,2 mit 1 mM
EDTA, aufgetragen und tber einen Gradienten von 25 SV mit 0-2 M NaCl eluiert. Es
erfolgte die Detektion bei 280 nm.

Ferner wurde jeweils ein Ansatz eines Thrombinverdaus einer der Varianten auf die Saule

aufgetragen.

2.5.7. Massenspektrometrie

Massenspektrometrie wurde als analytische Methode verwendet, um Massen zu verifizieren
oder auch Modifikationen zu erkennen. Die Proben wurden zur Vorbereitung mit Cy-Matrix
beladenen Pipettenspitzen (ZipTip, Millipore) nach Herstellerprotokoll entsalzen. Gemes-
sen wurde mit dem Ultraflex-II TOF/TOF Massenspektrometer mit MALDI-Quelle der
Firma Bruker Daltonik und mit dem Synapt G2 Q-TOF-Massenspektrometer mit nanokSI-
Quelle gekoppelt mit dem nanoACQUITY UPLC System der Firma Waters. Die Messungen
erfolgten freundlicherweise durch Frau Dr. Angelika Schierhorn, Serviceeinheit fiir Mas-
senspektrometrie am Institut fiir Biochemie und Biotechnologie, Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg.

2.5.8. Nachweis freier Thiolgruppen

Der Nachweis freier Thiolgruppen erfolgte nach der colorimetrischen Methode (Ellman,
1959). Das eingesetzte Reagenz 5,5-Dithiobis(2-nitrobenzoeséure) (DTNB) reagiert bei
pH 8,0 quantitativ mit freien Thiolgruppen. Dabei entsteht das gelbe 2-Nitro-5-thiobenzoat-
anion, welches bei einer Wellenléinge von 412 nm detektierbar ist. Uber den molaren Absorp-
tionskoeffizienten von 13600 M~tecm ™! lisst sich die Konzentration der freien Thiolgruppen
berechnen. In dieser Arbeit wurden 0,1 mM DTNB im Reaktionsansatz eingesetzt. Es wurde
aus einer Stammlosung (2 mM DTNB in 50 mM Natriumacetat, pH 5,5) 1:20 in 100 mM

Tris, pH 8,0 verdiinnt. Die Messung erfolgte nach 5 min Inkubationszeit.

2.5.9. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung mit Coomassie-Brillant-Blau nach (Bradford, 1976) beruht auf ei-
ner Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 465 nm auf 595 nm infolge

der Bindung des Farbstoffes an Proteine in saurem Milieu. Mit der Messung der Absorption
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und Erstellung einer Kalibriergeraden kann die Proteinkonzentration einer Losung bestimmt
werden. Es wurde der Bio-Rad Proteinassay nach Angaben des Herstellers bei der Protein-
bestimmung der Resolubilisate nach IB-Praparation eingesetzt (2.4.6). Die Kalibriergerade

wurde mit BSA als Standardprotein erstellt.

2.5.10. Quantitative Fallung von Proteinen mit
Natriumdeoxycholat/Trichloressigsaure (NaDOC-Fallung)

Mit dieser Methode nach Arnold and Ulbrich-Hofmann (1999) kann Protein quantitativ
gefllt werden. Die Methode kam in dieser Arbeit fir die Konzentrierung aus verdiinnten
Losungen und zum Entfernen von Guanidiniumhydrochlorid vor SDS-PAGE (2.5.3) zum
Einsatz. Der Proteinlosung wurden 10 % (v/v) 1%ige NaDOC-Losung zugegeben sowie 20 %
(v/v) 50%ige TCA-Losung. Der Ansatz wurde griindlich gemischt. Das Prazipitat wurde in
einer Tischzentrifuge abzentrifugiert (15 min bei 13000 rpm) und anschliefend in Aceton
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und Trocknung wurden die Prézipitate in SDS-

Probenpuffer aufgenommen.

2.5.11. Heterodimerisierung von Proteinen iiber polyionische Fusionspeptide

Die Herstellung der hier eingesetzten Heterodimere erfolgte iiber polyionische Fusionspepti-
de. Die ionischen Wechselwirkungen bewirken die Heterodimerassoziation aufgrund elektro-
statischer Wechselwirkungen in einer Umgebung geringer Ionenstarke. Zusatzlich werden die
in den polyionischen Peptiden integrierten Cysteinreste in raumliche Nahe zueinander ge-
bracht und bilden unter entsprechend eingestellten Redoxbedingungen eine Disulfidbriicke,

die beide Proteine kovalent miteinander verbindet.

Kopplung mittels Redoxshuffling

Fir die praparative Herstellung von Heterodimeren kam in dieser Arbeit standardmafBig Re-
doxpuffer, pH 8,0 (20 mM Tris/HCI, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA) mit 100 pM Redoxsystem
aus reduziertem (20 pM) und oxidiertem (80 pM) Glutathion zum Einsatz. Es wurde bei
22°C tber mehrere Stunden inkubiert. Die Verhaltnisse der Reaktionspartner zueinander

sowie die genaue Inkubationszeit sind in Tabelle 2.15 gelistet.

Tabelle 2.15.: Reaktionsbedingungen fiir die praparative Heterodimerisierung im Redoxshufflingpuffer

Protein 1 pM  Protein 2 pM Reaktionszeit
CKs-[F7, P*NPY 4 EsC-PE38 4 8 h
KexC-[F7,P*|NPY 4  EgxC-PE38 4 25 h

dsFvB3-CxRg 4  FEgxC-PE38 9 24 h
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Kopplung mit kupferkatalysierter Luftoxidation

Das Prinzip der kupferkatalysierten Luftoxidation wurde fiir die Oxidation der MBP-Varian-
ten mit den entsprechenden sfBFP-Partnern zum Heterodimer zur Analytik in der Ultra-
zentrifuge angewandt (2.5.5). Die Proteine lagen dquimolar mit 30 pM im EDTA- und
NaCl-freien Puffer (25 mM Natriumphosphat, pH 8,0) vor. Zunéchst wurden sie durch Zu-
gabe von 60 pM DTT vorreduziert. Nach 30 min wurde dann 1 uM CuCl, zugesetzt. Die
Luftoxidation erfolgte tiber 48 h bei 22°C .

2.5.12. Thrombinverdau der polyionischen Fusionspeptide

Fir den Thrombinverdau wurde den Proteinlosungen 0,05 NIH-U Thrombin pro Mikro-
gramm Protein zugesetzt. Dabei lagen die Proteine fiir die Anwendung auf den Zellen in
PBS (1,68 mM Na,HPOy,, 1,47 mM KH,POy, pH 7,4 mit 2,68 mM KCI, 137 mM NaCl) vor.
Bei Kopplungsprodukten und positiv geladenen tags erfolgte der Verdau fiir 4 h bei 22 °C.
Aufgrund der schlechteren Affinitéit der negativ geladenen Fusionspeptide wurden diese 21 h
verdaut. Die verldngerte Inkubation galt auch fiir [F7, P**|NPY-PE38¢x.

2.6. Zellbiologische Methoden

2.6.1. Stammhaltung humaner, adharenter Zellen

In dieser Arbeit kamen ausschlieflich adharent wachsende, humane Zelllinien zum Einsatz.
Die routinierte Stammhaltung und Pflege beinhaltete die Anzucht in 25 cm?-Kulturflaschen
im entsprechenden Medium (Tab. 2.4 Teil 2). Das Wachstum erfolgte in Brutschrénken der
Firma Heraeus bei 37°C , 5% C0, und 100 % Luftfeuchte. Alle benétigten Losungen wurden
vor Verbringen auf die Zellen auf 37 °C vorgewérmt.

Die Zellen wurden alle drei bis vier Tage, bei Erreichen von ungefahr 80 % Konfluenz,
passagiert. Dazu wurde das alte Medium durch Absaugen entfernt und die Zellen kurz mit
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. Zum Lésen und Vereinzeln der Zellen
wurden sie mit einer Trypsin-EDTA-Losung 3-5 min inkubiert. Der Prozess wurde durch
Zugabe des Kulturmediums gestoppt, wenn ein Abrunden und Losen der Zellen mikrosko-
pisch sichtbar waren. AnschlieSend wurden die Zellen noch kurz mechanisch durch Auf- und
Abpipettieren suspendiert. Ein Teil der Zellsuspension wurde in eine neue Kulturflasche, in
die 8-10 ml frisches Medium vorgelegt waren, passagiert.

Fiir Experimente wurden die Zellen in bestimmten Konzentrationen in Well-Platten ver-
schiedener Grofe (12-, 24-, 96-well-Platten) passagiert. Dazu wurde nach dem Trypsinieren
die Zelldichte der Suspension in einer Neubauer-Zéhlkammer bestimmt und entsprechende
Verdiinnungen hergestellt und ausgesat.

Zellen wurden maximal bis zur 30. Passage eingesetzt.
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2.6. Zellbiologische Methoden

Zum Betrachten der Zellen und Auszahlen wurde ein Inversmikroskop, TELAVALS3, ver-

wendet.

2.6.2. Kryokonservierung von Zellen

Fir die langfristige Aufbewahrung eukaryontischer Zellen wurden diese bei -196 °C in fliis-
sigem Stickstoff gelagert. Zur Vorbereitung dieser Lagerung wurden die Zellen bis zu 80 %
Konfluenz in 75 cm?-Flaschen kultiviert und in Kryomedium (10 % DMSO in fetalem Rinder-
serum) mechanisch mit einem Zellschaber und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
suspendiert. Die Suspension wurde in 1 ml Volumina in Kryoschraubgefaflen aliquotiert.
Die Abkiihlung erfolgte langsam mit -1°C pro Minute durch Abkiihlen in einem Isopropa-
nol befiilltem Behélter bis auf -80 °C . Im Anschluss wurden die Kryokulturen direkt in die
Stickstofflagerung iiberfiihrt.

2.6.3. Reaktivierung kryokonservierter Zellen

Fir die Reaktivierung der gelagerten Zelllinien wurde ein Gefafl aus der FliissigstickstofHa-
gerung entnommen und ziigig im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Die Zellen wurden sofort in
einer vorgewirmten 25 cm?-Flasche in 10 ml Kulturmedium verdiinnt. Darin konnten sie bei
Standardbedingungen anwachsen. Am Folgetag wurde entweder nur das Medium gewechselt

oder je nach Zelldichte auch direkt die erste Passage vorgenommen.

2.6.4. Internalisierungsstudien

Die Internalisierungsstudien wurden von Dr. Sven Hofmann, Arbeitsgruppe von Frau Prof.
Dr. Annette Beck-Sickinger, Universitéit Leipzig durchgefiihrt.

Es wurde mit stabil transfizierten HEK293-Zellen gearbeitet, die mit gelb fluoreszie-
rendem Protein markierte hY;R oder hYs-R exprimieren (HEK293 hY1R_EYFP und
HEK293 hY1R_EYFP). Die Kultivierung der Zellen erfolgte in DMEM/Ham s F12 (1:1
v/v) (Lonza, Toulouse, Frankreich) supplementiert mit 15 % (v/v) hitzeinaktiviertem FBS
(Biochrom, Merck KGaA, Berlin, Deutschland) und Hygromycin B (100 pg/ml, Invivogen,
San Diego, CA, USA). Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden nach Hofmann
et al. (2013) durchgefiihrt.

Die Zellen wurden in einem p-Slide 8 well chambered Deckglas (ibidi, Martinsried, Deutsch-
land) ausgesat. Nach Erreichen einer Konfluenz von 80 % wurden die Zellen 30 min in Opti-
MEM reduced serum Medium (Gibco Life Technologies, Darmstadt, Germany) inkubiert
und dann eine Zellkernfarbung mit Hoechst 33342 (0,5 mg/ml, Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) durchgefiihrt. Die verschiedenen NPY-Peptide wurden in Tris-Puffer (20 mM
Tris, pH 8,0 mit 50 mM NaCl, 2 mM EDTA) gelost und Verdinnungen mit einer Endkon-
zentration von 100 nM in Opti-MEM (10 % Tris-Puffer/90 % Opti-MEM v/v) hergestellt.
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2. Material und Methoden

Die Stimulation der Zellen erfolgte bei 37°C fiir 1 h. Als Kontrollen dienten Zellen, die in
10 % Tris-Puffer/90 % Opti-MEM (v/v) ohne Peptid inkubiert wurden. Die Fluoreszenz-
aufnahmen erfolgten mit einem ApoTome Imaging System, ausgeriistet mit einer Heating
Insert P Lab-tek S1 Einheit und AxioVision 4.6 Software.

2.6.5. Zytotoxizitatsstudien

Um die biologische Aktivitidt der Immunotoxine zu quantifizieren, wurde die Wirkung auf
eukaryontische Zellen getestet. Diese wurden 48 h mit definierten Toxinkonzentrationen
inkubiert und die Lebendzellzahl im Anschluss quantifiziert. Aus der Abhéngigkeit von
Lebendzellzahl und Toxinkonzentration wurde die effektive halbmaximale Konzentration
(ECs0) mittels Regression berechnet.

Zunéchst wurden, wie in 2.6.1 beschrieben, 25000 Zellen pro well und 500 pl in 24-well-
Platten ausgesidt. Nach 24 h Anwuchszeit wurde das Medium entfernt und durch 400 pul
frisches ersetzt. Diesem wurden im Vierfachansatz je 100 pl einer Toxinlésung pro well
zugesetzt. Es folgte eine Inkubation iiber 48 h. Die Versuche fiir [F7, P3*|NPY-PE38. auf
MCF7 erfolgten tiber 2,5 h Inkubation der Zellen mit Toxin und anschlieBendem Waschen
und Mediumswechsel. Auch in diesem Fall wurde nach 48 h die Zytotoxizitat bestimmt.

Fir die Bestimmung der Zellzahl und des Anteils lebender Zellen wurden die gesamten
Zellen aus den wells gesammelt. Dazu wurde zunéchst der Uberstand abgenommen und
in Reaktionsgefafle iiberfithrt, die Zellen mit 750l PBS gewaschen und dieses ebenfalls
iiberfithrt. Die Zellen wurden nach Loésen mit 100 pl Trypsin-EDTA und Abstoppen der Re-
aktion mit 900 pl der entsprechenden Medium-PBS-Mischung zusétzlich mechanisch durch
Pipettieren resuspendiert und zur restlichen Losung im Gefafl zupipettiert. Es folgte das
Pelletieren der Zellen in der Zentrifuge bei 4°C , 500 g fiir 10 min. Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen in 1 ml PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Nach Entfernen der
Waschlosung wurden die Zellen in 100 nl Propidiumjodidlésung (2,5 png/ml PBS) aufge-
nommen und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Propidiumjodid interkaliert in DNA,
wodurch seine Fluoreszenzintensitat im Vergleich zur Losung deutlich ansteigt. Da es intakte
Membranen gesunder Zellen nicht passiert, werden nur tote und geschiadigte Zellen geférbt.
Nach der Inkubation wurde das Probevolumen mit PBS auf 200 pl erhoht und die so vorbe-
reiteten Zellsuspensionen dunkel bei 4°C bis zur anschlieBenden durchflusszytometrischen

Messung (2.6.6) gelagert.

2.6.6. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde am FACS calibur Gerat von Becton-Dickinson ausgefiihrt,
wobei FACS fiir fluosescence associated cell sorting, also die fluoreszenzbasierte Zellsortie-

rung steht. In dieser Arbeit wurde zwar nicht sortiert, jedoch wurden die Einzelzellen an-
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hand ihrer Fluoreszenz und Lichtstreuungseigenschaften einzeln analysiert. Im FACS-Gerat
werden die Zellen innerhalb eines Hiillstroms durch hydrodynamische Fokussierung perl-
schnurformig aufgereiht und passieren einzeln ein optisches System mit einem Argonlaser,
der Licht der Wellenldnge 488 nm abstrahlt. Detektiert werden durch verschiedene Filter
und Detektoren sowohl Streulicht zu Aussagen iiber Gréfle und Granularitat der Zellen als
auch die Fluoreszenzemission der Zellen. Fiir die Zytotoxizitdtsmessungen wurde die Gro-
Be der Zellen sowie deren Propidiumjodidfluoreszenz gemessen. Vermessen wurde nicht die

Gesamtprobe, sondern das Aliquot, was in 35 sec die Messzelle durchlief.

Die Durchfithrung erfolgte mit den in Tabelle (2.16) eingestellten Gerdteparametern in

der Steuerungssoftware CellQuestPro.

Tabelle 2.16.: Gerédteparameter fiir Zytotoxizitatsstudien

alle Zelllinien
Flow: high
Messdauer: 35 sec

MCEF7-Zellen

Detektor Spannung Amplifier Gain Mode
FSC E-! 4,3 lin
SSC 340 1,00 lin
FL2 560 1,00 lin

SK-N-MC-Zellen

Detektor Spannung Amplifier Gain Mode
FSC E-! 4,37 lin
SSC 340 1,00 lin
FL2 5952 1,00 lin

Zur Auswertung kamen die Programme Flowing Software 2.5 und CellQuestPro zum Ein-
satz. Die Daten wurden in sogenannten DotPlots zunachst graphisch analysiert. In dieser
Darstellung werden die Zellen entsprechend ihrer relativen Grofle und gelbroten Fluores-
zenzintensitat als Punkte in einem Graphen dargestellt. Es wurden die Zellen mit niedriger
Fluoreszenz der lebenden Population zugerechnet (Abb. 2.2).

Um Ergebnisse verschiedener Ansétze zu vergleichen, wurden die Werte normalisiert, in-
dem in jedem Versuchsansatz die hochste Zellzahl als 100 % und keine Zellen als 0 % definiert
wurden. Die Fehler berechnen sich aus der Standardabweichung der Vierfachanséitze. Zur
Berechnung der ECs5o-Werte wurden die Prozent lebender Zellen gegen die logarithmier-

te Toxinkonzentration aufgetragen und im Programm SigmaPlot nach Gleichung 2.13 eine
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3 Abbildung 2.2.:

Darstellung eines DotPlots zur Auswertung der FACS-
Daten. Es wurden die Daten des Forward Scatter-Signals
als relatives Mafl fiir die Grofle der Zellen sowie das
Fluoreszenzsignal als Maf fir die Farbung durch Propi-
diumiodid aufgetragen. Zellen mit einer schwachen Fluo-

1024 reszenzintensitdt werden als Lebendpopulation definiert
Forward Scatter (gri'm).

relative Fluoreszenzintensitat

Regression erstellt, die den EC5q beinhaltet.

Ymin — Ymax (213)

Y = Ymin + 1 + 10(logEC5ofx)><hillslop6

y: Lebendzellzahl (%)

ECj5y: Konzentration des halbmaximalen Effektes (M)
x: Konzentration des untersuchten Proteins (M)
hillslope: Faktor zur Anpassung der Steigung

Bei mehreren Messreihen wurden die normierten Werte einer Varianzanalyse unterzo-
gen und auf Homogenitat gepriift (Chi-Quadrat-Homogenitétstest bei zwei Messreihen und
Bartlett-Test bei mehr Messreihen). Konnte auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 Ho-
mogenitit gezeigt werden, so wurden die Daten zusammengenommen und daraus der ECsq
nach Gleichung 2.13 bestimmt (Bleymiiller and Weiflbach, 2015; Sachs, 1999).

2.6.7. Kristallviolettassay

Zur Analytik der Zellzahl auch in groflen Ansatzen ist die Quantifizierung der Zellen mit
Kristallviolett eine effektive Methode (Gillies et al., 1986). Sie erlaubte in dieser Arbeit die
parallele Bestimmung groSerer Versuchsansétze in kleinen Volumina (96-well-Platten) und
auch die Auswertung zu unterschiedlichen Zeitpunkten, indem Zellen zunéchst mit 4 % (w/v)
Paraformaldehyd in PBS fixiert wurden, was sie, bei 4 °C mit PBS beschichtet, einige Tage
lagerbar machte. Fiir die Auswertung wurden die Zellen eines Versuches mit dem Triphenyl-
methanfarbstoff (0,02 % in PBS) 30 min angefarbt. Nach griindlichem Waschen mit Wasser
zum Entfernen nicht aufgenommenen Farbstoffes wurde intrazelluldres Kristallviolett mit
180 pl 70 % Ethanol pro well tiber 3 h herausgelost. Die Absorption der Losung bei 578 nm
korrelierte mit der Zellzahl (Reile et al., 1990). Die Ansétze erfolgten fiir die Kontrollen
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und jede Toxinkonzentration in 16facher Bestimmung, wobei bei der Auswertung Werte mit
Schwankungen, die grofler als die doppelte Standardabweichung waren, nicht berticksichtigt
wurden. Aufgrund der Vielfaltigkeit dieser Methoden konnten der Einfluss verschiedener
B3-PE38¢ Konzentrationen auf die Wachstumskinetik von MCF7-Zellen iiber mehrere Tage
(2.6.7), der Einfluss in Abhéngigkeit der Inkubationszeit auf das Wachstum (2.6.7) sowie

das Zellwachstum nach mehrfacher Applikation (2.6.7) untersucht werden.

Wachstumskinetik

Die Wachstumskinetik wurde tiber die Zeitpunkte ¢ = 0,48, 96, 144,196 h bestimmt. Fiir je-
den Zeitpunkt war eine 96-well-Platte vorgesehen, die mit 750 Zellen pro Kavitat angeimpft
und zunéchst 24 h inkubiert wurde. Es wurde das Wachstum nur in Medium, in 160 nl Me-
dium mit 40 ul PBS anstelle entsprechender Toxinverdiinnung und in Toxinverdiinnung mit
Endkonzentrationen von 0,2 nM, 1,0 nM und 5 nM verfolgt. Zu den angegebenen Zeitpunk-
ten wurde je eine Platte mit Zellen fixiert, in PBS gelagert und am Ende der Versuchsreihe

gefarbt und vermessen.

In der Auswertung wurde eine sogenannte T /C-Korrektur nach Gleichung 2.14 durch-
gefiihrt (Bernhardt et al., 1992). Diese Berechnung erlaubt die Differenzierung zwischen
zytotoxischen, zytocidalen und zytostatischen Effekten auf die Zellen anhand der Relation

des Wachstums der behandelten zum Wachstum der Kontrollzellen.

AT - Ac70

T/Ckorr(%) = m

x 100 (2.14)

Ar: Absorption toxinbehandelter Zellen
Ac: Absorption Kontrollzellen
Aco: Absorption Kontrollzellen zum Zeitpunkt ¢t = 0

Zeitabhangige Applikation

In diesem Versuchsansatz wurde untersucht, wie sich die Dauer der Toxinapplikation auf das
Zellwachstum auswirkt. Auch hier wurden 750 Zellen pro Kavitit ausgesidt und einen Tag
vorinkubiert. Es wurde mit 5 nM [F7, P3]NPY-PE38s-Konzentration gearbeitet. Ab Beginn
der Inkubation wurde nach 30, 60, 120 und 240 min die Toxinverdiinnung entfernt, die Zellen
mit PBS gewaschen und in 200 pul Medium weiter inkubiert. Zusétzlich wurde eine Messreihe
dauerhaft in der Toxinverdiinnung belassen. Zu den Zeitpunkten ¢t = 0,48,96,144,196 h

wurden die Zellen fixiert und mittels Kristallviolettassay ausgewertet.
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Mehrfachapplikation

Fir die Mehrfachapplikation wurden 750 Zellen pro Kavitdt im 96-well-Format ausgesét.
Nach 24 h Anwachsen wurde das erste Mal Toxin appliziert. Dazu wurden die Zellen mit
100 pl Toxinverdiinnung in Medium (0,25/ 0,5/ 1,0/ 2,5 nM) inkubiert. Nach diesem Prinzip
folgten auch die zweite und dritte Applikation im Abstand von jeweils 48 h, wobei bei den
Zellen, die nicht neu inkubiert wurden, das Medium gewechselt wurde. Alle Ansétze wurden

dann 144 h nach Beginn der ersten Inkubation fixiert und gefarbt.
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Polyionische und cysteinhaltige Fusionspeptide haben sich als sehr vielfiltig einsetzbares,
modulares System erwiesen, um effizient Heterodimere in Form von Immunkonjugaten her-
zustellen (Lilie et al., 2013; Richter et al., 2001; Kleinschmidt et al., 2003; Kurschus et al.,
2004; Bergelt et al., 2009; Frost, 2009). Die kovalente Fusion von Proteinen tiber dieses
System hat den Vorteil hoher Ausbeuten auch schon bei geringen Proteinkonzentrationen
im mikromolaren Bereich. Ebenso ist die Herstellung der Einzelkomponenten nach bereits
etablierten Protokollen weiterhin moglich. Zuséatzlich besteht die Moglichkeit, durch die sta-
bile Interaktion mit Ionenaustauschermatrices die Reinigung zu vereinfachen. Des Weiteren
kann die matrixassoziierte Faltung durch sie ermdoglicht werden. Die Fusionspeptide sind
somit iiber die Dimerisierung hinaus in Bezug auf die Herstellung der Ausgangsproteine von
Nutzen. Die biologische Aktivitdt der Einzelproteine bleibt in der Regel nach Einfiihrung
der tags erhalten (Lilie et al., 2013).

Das iiber die klassischen Fusionspeptide hergestellte Heterodimer B3-PE38 wurde in vor-
hergehenden Arbeiten ausfithrlich hinsichtlich seiner biologischen Aktivitdt analysiert und
konnte mit LMB-7 (Brinkmann et al., 1992), dem genetisch fusionierten Analogon, vergli-
chen werden. Dabei zeigten In-vitro-Versuche in Zellkultur fiir beide Konstrukte sehr &hn-
liche toxische Aktivitdten, die im Mausmodell allerdings so nicht bestatigt werden konnten
(Frost, 2009).

Eine Weiterentwicklung dieser Fusionspeptide in dieser Arbeit soll dazu fiithren, dass die
entsprechenden Fusionskonstrukte auch in vivo die erwartete biologische Aktivitat zeigen.
Dabei sollen die Vorteile der Fusionstechnologie gewahrt bleiben. Hierzu sollen nach erfolg-
reicher Heterodimerisierung die polyionischen Sequenzen der tags mithilfe eines Thrombin-
verdaus entfernt werden. Dazu wurde das Cystein der Fusionspeptide proteinnah positio-
niert und zwischen Cystein und polyionischer Kette eine Sequenz aus neutralem Linker und
Thrombinerkennungssequenz eingefithrt (Abb. 3.1). Dies gewéhrleistet nach Abspaltung der
polyionischen Sequenzen weiterhin die kovalente Verbriickung der Fusionspartner aufgrund
der verbleibenden Disulfidbindung.

Zunachst wurde der Prozess der Heterodimerisierung der neu designten, durch Thrombin
spaltbaren Fusionspeptide biophysikalisch analysiert. Die Ergebnisse werden im nun folgen-
den Teil (Abschnitt 3.1, Seite 64) dargestellt. Es folgt die Analytik der biologischen Aktivi-
tat des Modellkonjugates, wegen des weiterentwickelten tags nun als B3-PE38.x (Konjugat

voller Lénge, inklusive polyionischer Sequenz) oder B3-PE38 (verdautes Konjugat, ohne
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Abbildung 3.1.:
Schema der spaltbaren polyionischen Fusi-
cxs onspeptide, an beiden Fusionspartnern C-
terminal lokalisiert. Am C-Terminus der

GGSGGS LVPRGS EEEEEE E Ep-oH Proteine MBP (rot) und sfBFP (blau)
%%%8%%%% sind zunéchst die Cysteine (orange) lo-
GGSGGS LVPRGS R R R R R R R Rar-oH kalisiert. Es folgen ein neutraler Linker

(schwarz), die Thrombinerkennungssequenz
(schwarz)), und die polyionische Sequenz
(rot und blau).

polyionische Sequenzen) gekennzeichnet (Abschnitt 3.2, S. 77).

Um den flexiblen Einsatz der Fusionspeptide im Kontext unterschiedlicher Konjugate zu
zeigen, wurde in einem weiteren Schritt das Antikorperfragment dsFvB3 durch ein Pep-
tidhormon ersetzt. Das 36-aminosiurenlange [F7, P3|NPY ist ein selektiver Ligand des
G-Protein-gekoppelten Rezeptors hY;, der brustkrebsassoziiert tiberexprimiert wird. Mit
diesem Konstrukt wurde anstelle eines Immuntargetings des Toxins eine Rezeptorinterna-
lisierung angestrebt. Der polyionische tag wurde tiber klassische Peptidsynthese an einer
Lysin-Seitenkette anstelle der Hauptkette eingefiigt. Fiir die Herstellung dieses Konstruktes
kamen sowohl das klassische Fusionspeptid ohne Thrombinschnittstelle als auch das weiter-
entwickelte, spaltbare Fusionspeptid zum Einsatz. Die Analytik der biologischen Aktivitat
der Konstrukte ([F7, P3|NPY-PE38) und ([F7, P*INPY-PEcx/[F7, P**|NPY-PE¢) wird in
Abschnitt (3.3, Seite 86) gezeigt.

3.1. Analytik der Kopplungseigenschaften der spaltbaren

Fusionspeptide

Die Kopplungseigenschaften der spaltbaren Fusionspeptide wurden hinsichtlich verschiede-

ner Aspekte untersucht:

o die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Peptiden (Abschnitt 3.1.4, Seite
71)

o der Einfluss der Ionenstérke auf die Wechselwirkungen (Abschnitt 3.1.5, Seite 73)

 die Bildung der kovalenten Bindung durch Ausbildung einer Disulfidbriicke in Abhén-
gigkeit des Redoxsystems (Abschnitt 3.1.6, Seite 75)

Bei diesen Untersuchungen wurde zuséatzlich der Einfluss der Lénge der polyionischen
Sequenzen analysiert. Es kamen spaltbare Fusionspeptide mit sechs, acht und zehn geladenen
Aminosaureresten (n=6, 8 oder 10) zum Einsatz. Dazu wurden als Modellsystem jeweils C-

terminal Maltosebindeprotein mit den Argininsequenzen verschiedener Liange (MBP-CxR,,)
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und superfolder blue fluorescent protein (sfBFP) mit den Glutamatsequenzen (sfBFP-CxE,,)
hergestellt. Paare mit jeweils gleicher Anzahl geladener Reste wurden heterodimerisiert.
Urspriinglich war vorgesehen, die Kopplungseigenschaften der polyionischen Fusionspep-
tide anhand der Interaktion von sfBFP-CxE, mit sftGFP mit Polyargininfusionspeptiden
(sfGFP-CxR,,) zu untersuchen. Methodisch hétte mit diesem Proteinpaar der Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer (FRET) gemessen werden konnen. Jedoch zeigte zum einen sfGFP-
CxR,, eine hohe Aggregationstendenz. Zum anderen wurde fiir green fluorescent protein
(GFP) eine Dimerisierungstendenz mit einer Dissoziationskonstante von ca. 100 pM be-
schrieben (Phillips Jr, 1997). Diese Assoziation ist auch bei stGFP und sfBFP zu erwarten
und wirde die polyionisch vermittelte Assoziation synergistisch unterstiitzen und damit
die Analyse der polyionischen Fusionspeptide stark verfilschen. Daher wurde auf diesen
experimentellen Ansatz verzichtet und MBP in Kombination mit sfBFP als Modellprotein

gewahlt.

3.1.1. Herstellung und Reinigung von MBP-CxR,, und sfBFP-CxE,

Nach der Konstruktion der Expressionsvektoren (Abschnitt 2.2.9, Seite 35) erfolgte die Her-
stellung der MBP- und sfBFP-Varianten 16slich in E. coli BL 21 codon plus (DE3) RIL (Ab-
schnitt 2.3.4, Seite 39). Die Konstrukte wurden jeweils mit polyionischen Sequenzen von
sechs, acht und zehn geladenen Resten hergestellt und gereinigt. Zunéchst erfolgte im ers-
ten Schritt eine Anreicherung der Proteine iiber lonenaustauschchromatographie. Im zweiten
Schritt wurden die MBP-Varianten tiber eine Affinitdtschromatographie an einer Dextrin-
sdule gereinigt (Abschnitt 2.4.4, Seite 42) und bandenrein im SDS-PAGE-Gel gewonnen
(Abb. 3.2).

Die sfBFP-Varianten wurden im zweiten Schritt iiber eine Groflienausschlusschromatogra-
phie gereinigt, um vor allem auch Nukleinsduren zu entfernen (Abschnitt 2.4.3, Seite 42)
(Lentze, 2013). Die Ausbeuten werden in Tabelle 3.1 gelistet.

Alle gereinigten Proteine wurden mittels Massenspektrometrie verifiziert. Die Lange der
polyionischen Sequenzen hatte keinen sichtbaren Einfluss auf die Produktionsrate in E. coli.
MBP liefert sehr dhnliche Ausbeuten mit neun bis zehn Milligramm pro Liter Kultur je
Variante. Die Ausbeuten der sfBFP-CxE,-Varianten sind aufgrund der Herstellung durch

unterschiedliche Experimentatoren schwerlich untereinander vergleichbar.

3.1.2. Eigenschaften von sfBFP-CxE,
Spektroskopische Eigenschaften von sfBFP

Das eingesetzte Protein sfBFP wurde fiir diese Arbeit durch den Aminosdureaustausch

(Y66H) aus superfolder green fluorescent protein (Pedelacq et al., 2006) gewonnen. Es wurde
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vl 1

Abbildung 3.2.: SDS-PAGE-Analytik der Herstellung (a) und Reinigung (b) von MBP-CxRg. Gezeigt
sind 15%ige Polyacrylamidgele, Coomassie gefarbt. Nach Induktion von MBP-CxRg in E. coli wurden
zu verschiedenen Zeiten Aliquots der Kultur entnommen, auf ODggg = 1 verdiinnt und davon je 20 pl fiir
die SDS-PAGE verwendet. Im Gel ist vor der Induktion (vI) kein Zielprotein auszumachen. Bereits 1 h
nach Induktion (1a) ist MBP-CxRg als deutliche Bande unterhalb der 45 kDa-Bande des Markers (M)
sichtbar. Diese intensiviert sich noch 2 und 3 Stunden nach Induktion (2a),(3a) bis zur Ernte 4 h nach
Induktion (4a). Fir die Reinigungsanalytik wurden je 2 pl vom loslichen Teil des Zellaufschlusses (1b)
bzw. von den vereinigten Elutionsfraktionen aufgetragen. Bereits der erste Schritt, die Ionenaustausch-
chromatographie an SP-Sepharose fiihrt bei pH 6,2 zu deutlich angereichertem Zielprotein (2b). Nach
der Affinitdtschromatographie an Dextrinmatrix liegt MBP-CxRg konzentriert und in einer Reinheit von

>95 % vor (3b).

(a)

Tabelle 3.1.: Ausbeuten der Reinigung der sfBFP- und MBP-Varianten

kDa
116
66

45
35

25

18

Protein n Ausbeute jel Kulturvolumen je g Biofeuchtmasse
sfBFP-CxE,, 6 20 mg/1 2,6 mg/g

8 41 mg/1 14 mg/g

10 14,8 mg/1 4.8 mg/g
MBP-CxR,, 6 33,4 mg/1 9,7 mg/g

8 27,8 mg/1 8,8 mg/g

10 31,1 mg/1 9,9 mg/g

vor seinem Einsatz als Bindungspartner hinsichtlich seiner spektroskopischen Eigenschaften

und hinsichtlich der unterschiedlichen Ladungen analysiert.

Im Absorptionsspektrum (Abb. 3.3) sind zwei Maxima auszumachen. Zum einen das
typische Proteinmaximum bei 280 nm Wellenldnge, bedingt durch die aromatischen Ami-
nosauren und den spezifischen sfBFP-Chromophor. Das zweite Maximum bei 380 nm ist
die Absorption des Chromophors. Aufgrund der Absorption des Chromophors bei 280 nm
ist eine Konzentrationsbestimmung bei dieser Wellenldnge nach Pace et al. (1995) nicht
moglich. Deshalb wurde der molare Absorptionskoeffizient bei 380 nm bestimmt. Es wurde
der Weg iiber den densitometrischen Vergleich mit sfGFP-Banden im Gel nach SDS-PAGE
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1,4
sfBFP-CxEg

121 sBFP-CxEg e

5 ~ Abbildung 3.3.:

g 1.0 STBFP-CxE1p @ UV-Absorptionsspektren von sfBFP-CxE,,
= 08 in 25 mM Natriumphosphat, pH 7,4; 1 mM
2 EDTA, normiert auf Esgonn = 1. Die
g’ 06 Spektren aller sfBFP-CxE,, weisen nahezu
2 0.4 die gleichen Absorptionseigenschaften auf,
< ' mit zwei Maxima bei A = 280nm und

0,2 A = 380nm. Dezente Abweichungen bei
A = 280nm sind auf unterschiedliche An-
0,0 teile an Verunreinigungen zuriickzufiihren.

250 300 350 400 450 Ein Einfluss der verschiedenen Fusionspep-
tide auf die Absorptionseigenschaften von

Welleniange (nm) sfBFP konnen ausgeschlossen werden.

zur Konzentrationsbestimmung einer sfBFP-Losung mit bekannter Absorption gewahlt. Der
Absorptionskoeffizient des sfGFP bei 485 nm von 83300 M~'x cm™! ist aus der Literatur
bekannt (Pedelacq et al., 2006). Da beide superfolder Varianten sequentiell bis auf die Punkt-
mutation identisch sind, ist davon auszugehen, dass sie durch Coomassie-Brillant-Blau in
gleicher Intensitét angefédrbt werden. Es wurde eine Kalibrierung der Gelbanden nach SDS-
PAGE mit bekannten Konzentrationen sftGFP durchgefithrt und auf dem gleichen Gel Ali-
quots einer sfBFP-Losung mit bekannter Absorption analysiert. Uber die Kalibrierung mit
Gleichung 3.1 wurde fiir die sfBFP-Varianten die Konzentration bestimmt und in Kombina-
tion mit der bekannten Absorption mittels Lambert-Beer-Gesetz (Abb. 3.4 und Gleichung
2.2, S. 48) der molare Absorptionskoeffizient von 56 900 + 6000 x M~!x cm™! bei 380 nm
bestimmt. Mit diesem wurden im Weiteren in dieser Arbeit die sfBFP-Konzentrationen
bestimmt (Abschnitt 2.5.4, S. 48 ).

y = (6158,2 x x)/(1,409 + z) (3.1)

y: Bandenintensitit (mm?)
vt (s BEP) (ug)

Weder die Absorptionseigenschaften noch die Fluoreszenzemission der drei sfBFP-CxE,,-
Varianten werden durch die Fusionspeptide beeinflusst (Abb. 3.5). Ein Einfluss der starken

Ladungsdichte auf die Struktur des Chromophors ist somit auszuschlielen.
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Abbildung 3.4.:
Regressionskurve zur Bestimmung des
3000 spezifischen Absorptionskoeffizienten

von sfBFP. Es wurden verschiedene
NE 2500 Mengen sfGFP (0,05-1 pg) und unter-
£ schiedliche Volumina einer sfBFP-Lésung
— 2000 H (0,75/1/1,5/2,2 npl) bekannter Absorp-
g tion Asgg = 0,3678 mittels SDS-PAGE
5 1500 und Coomassie-Farbung analysiert und
k< densitometrisch ~ ausgewertet. ~ Anhand
$ 1000 H der Kalibriergeraden fiir sfGFP konnten
2 ® sfGFP fir die vier Verdiinnungen von sfBFP
@ 500 | sfGFP-Fit die Konzentrationen ermittelt werden.
v  sfBFP Aus Absorption und Konzentrationen
0 ‘ ' ' ' ' der sfBFP-Losung wurde der spezifische
00 02 04 06 08 1,0 1,2 Absorptionskoeffizient von sfBFP  bei
Protein (ug) 380 nm mit € = 56900 + 6000 M~ !xcm™!
bestimmt.
30
=
S
@ 20 -
g [
o §
T 10{g
Abbildung 3.5.:
Fluoreszenzemissionsspektrum von sfBFP-
0 CxEg. Die Anregung der 0,24 pM Losung

: ' ' : ; ' erfolgte bei A=380 nm (25 mM Natri-
400 425 450 475 500 525 550 umphosphat, pH 7,4; 1 mM EDTA). Die

Emission zeigt ein Fluoreszenzmaximum im

Emissionswellenlange (nm) blauen Bereich bei A =445 nm.

Affinitat der sfBFP-Spezies an Anionenaustauschermatrix

Um den Einfluss der unterschiedlich langen polyionischen Sequenzen auf die Gesamtladung
des Proteins zu untersuchen, wurde die Interaktion der sfBFP-Varianten mit einer Anio-
nenaustauschermatrix analysiert. Die gereinigten Spezies wurden dabei an die quarternaren
Ammoniumgruppen (-CHyNT(CHjz);3) der Q-Sepharose-Matrix tiber ionische Wechselwir-
kungen gebunden und mit einem NaCl-Gradienten eluiert (Abschnitt 2.5.6, S. 53).

Wie zu erwarten, nimmt mit zunehmender Peptidlange, also steigender Ladungszahl der
Fusionspeptide, die Affinitét an die Matrix zu (Abb. 3.6a). Die Kettenlidnge hat einen deut-
lichen Einfluss auf die Affinitat an die Matrix. SfBFP selbst hat einen berechneten isoelek-
trischen Punkt von pl=15,9 und liegt somit unter Messbedingungen (pH 7,4) selbst mit

5,6 Ladungen negativ geladen vor. Dies erklart die Interaktion des thrombingespaltenen
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Abbildung 3.6.: (a) Elutionsprofile der sfBFP-Varianten von starker Anionenaustauschermatrix (HiTrap Q
HP) in 50 mM Tris/HCI, pH 7,4; 1 mM EDTA. Die Elution erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten
(02 M NaCl). Unter diesen Bedingungen interagiert sfBFP-C aufgrund seiner negativen Nettoladung
(-5,6) mit der Matrix, jedoch sind die Interaktionen mit unverdautem Fusionspeptid deutlich stirker. In
Abhéngigkeit der Ladung erfolgt die Elution. (b) Grafische Auftragung der Nettoladung entsprechender
sfBFP-Varianten gegen die Leitfdhigkeit, bei der eine Elution von der Anionenauschtauschermatrix er-
folgte. Demnach steigt mit zunehmender Ladung des Proteins auch die Affinitdt zur Matrix. Es besteht
allerdings kein linearer Zusammenhang zwischen Nettoladung der entsprechenden sfBFP-Spezies und der
Starke der Bindung an die Matrix.

sfBFP-C mit der Matrix. Mangels der Glutamatsequenz zeigt stBFP-C eine deutlich schwa-
chere Interaktion mit der Matrix als die ungespaltenen Varianten. Die Elution erfolgt gleich
zu Beginn des Gradienten bei einer Leitfahigkeit von 8,2 mS/cm, wihrend die Varianten mit
kompletten Fusionspeptiden bei 28,2 (n= 6), bei 32,5 (n= 8) und bei 35,1 mS/cm (n= 10)
eluieren. Jedoch ist kein linearer Zusammenhang zwischen Nettoladung des Proteins und
der Affinitdt an die Matrix gegeben (Abb. 3.6b). Dies konnte z. B. daran liegen, dass die
Ladungsdichte der Séule zu gering ist oder die Anordnung der Ladungen nicht ideal, um
im Fall von sfBFP-CxE;q alle zehn Ladungen des Fusionspeptides und die Ladungen des

Proteins selbst gleichzeitig zu binden.

3.1.3. Eigenschaften von MBP-CxR,

Das Maltosebindeprotein wird als Fusion zur Erhohung der Loslichkeit von Proteinen und zu
deren Reinigung mittels spezifischer Affinitdtschromatographie eingesetzt. Die C-terminale
Verlangerung des MBP mit dem positiv geladenen Polyargininpeptid beeintrachtigt diese
Eigenschaften nicht. Die Bindung an die Dextrinsdule ist weiterhin gegeben. Die Protei-
ne lagen in Konzentrationen von bis zu 290 pM 16slich vor. Die UV /Vis-Spektren zeigen
trotz der hohen positiven Ladungsdichte der Polyargininpeptide ein ausgepréigtes Minimum

um 250 nm (Abb. 3.7); es ist daher nicht von einer Assoziation negativ geladener Nuklein-

69



3. Ergebnisse

1,2
1,0
0,8

06

Extinktion

0,4

0,2

0,0 +
240

MBP-CxRg
e MBP-CxRq
e MBP-CxRy,

260 280 300 320 340

Wellenlange (nm)

Abbildung 3.7.:

UV-Spektren der MBP-Varianten in 20 mM
Tris/HCL, pH 7,4; 1 mM EDTA, 10 mM Malto-
se. Die unterschiedliche Absorption ergibt sich aus
den unterschiedlichen Konzentrationen der Protei-
ne. Fiir alle Varianten liegt das Verhéltnis der Ab-
sorption 2601, /2805, bei < 0,5 und impliziert
eine vollstdndige Abtrennung von Nukleinsduren.

sauren an die tags auszugehen, die eine Dimerisierung mit den entgegengesetzt geladenen

Fusionspeptiden kompetitieren wiirden.

Affinitat von MBP-CxR,, an Kationenaustauschermatrix

Auch bei den MBP-Varianten konnte, wie bei den sfBFP-CxE,,-Varianten, ein Einfluss der
Anzahl geladener Aminosédurereste auf die Interaktionsstiarke mit den Sulphopropylgruppen
(-CH,CH5CH3SO5) einer Kationenaustauschermatrix beobachtet werden (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8.: (a) Elutionsprofile der MBP-Varianten von starker Kationenaustauschermatrix (HiTrap
SP HP) in 50 mM MES, pH 6,2; 1 mM EDTA. Die Elution erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten
(0-2 M NaCl). Unter diesen Bedingungen interagiert MBP-C nicht mit der Matrix.(b) Grafische Auf-
tragung der Ladung der Fusionspeptide gegen die Leitfahigkeit, bei der eine Elution der entsprechenden
MBP-Varianten von der Kationenauschtauschmatrix erfolgte. Die Interaktionsstarke der MBP-Varianten
mit vollstdndigen ungespaltenen Fusionspeptiden korreliert linear mit der Anzahl ihrer Ladungen.

Wiéhrend thrombinverdautes MBP-C, was bei gegebenem pH laut des errechneten pI =5,1

negativ geladen vorliegt, im Durchfluss zu finden ist, eluieren die vollstindigen Proteine
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in Abhéngigkeit der Anzahl ihrer positiven Ladungen bei Leitfahigkeitswerten von 43,2
(n=6), von 61,6 (n= 8) und von 77,4 mS/cm (n= 10). Sowohl die Tatsache, dass das MBP
selbst keine Affinitat zeigt, als auch die fast lineare Abhéangigkeit der Affinitdten von der
Ladungsanzahl legen nahe, dass die MBP-Varianten unter den Versuchsbedingungen nur

iiber die Fusionspeptide mit der Matrix interagieren.

3.1.4. Bestimmung der Dissoziationskonstante der polyionischen Systeme

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten der polyionischen Systeme mit unterschiedlich
langen geladenen Sequenzen wurde zum jeweiligen sfBFP-CxE,, der entsprechend geladene
MBP-CxR,,-Partner zutitriert. Um in diesem Versuchsaufbau die Ausbildung der Cystinbin-
dung zu verhindern, wurden reduzierende Bedingungen eingestellt (Abschnitt 2.5.5, S. 50).
Mittels nicht reduzierender SDS-PAGE wurde das Fehlen kovalenter Dimere verifiziert. Die
Interaktion der Varianten wurde tiber die Sedimentationsgeschwindigkeit wéhrend der ana-
lytischen Ultrazentrifugation verfolgt. Dies geschah durch die Detektion des sfBFPs anhand
seiner Chromophorabsorption. Mit steigendem Anteil an Dimeren steigt der Sedimentations-
koeffizient s(app) von 2,29 S (reines Monomer) auf 4,69 S (maximale Heterodimerisierung),
Abbildung 3.9. Die Kp-Werte wurden nach Gleichung 2.6 (S. 51) berechnet und sind in Ta-
belle 3.2 gelistet. Aus ihnen lisst sich die freie Energie (AG®) der Wechselwirkung zwischen
den polyionischen Systemen bestimmen (Gleichung 2.7, S. 51) sowie Riickschlisse auf den
Heterodimerisierungsanteil bei bekannter Proteinkonzentration ziehen. Diese Werte wurden
im Gleichgewichtslauf bestétigt (Abb. 3.9).

Die Ergebnisse zeigen, wie erwartet, eine stark ausgepragte Kooperativitiat der polyioni-
schen Wechselwirkung mit steigender Anzahl an Ladungen (Abb. 3.10). Unter der vereinfa-
chenden Annahme, dass jede zusétzliche Ladung diese kooperativen Wechselwirkungen um
den gleichen Faktor stabilisiert, lassen sich anhand der vorliegenden Daten fiir die polyio-
nischen Fusionspeptide sowohl die Energie der zugrunde liegenden Wechselwirkungen als
auch ein Kooperativitatsfaktor bestimmen. Fiir die primére einzelne Wechselwirkung ergibt
sich mit einer Assoziationskonstante von K, =450 M~! bzw. einer Dissoziationskonstante
von Kp=2,2 mM eine Energic von AG"=14,4 kJ/mol und ein Kooperativitéitsfaktor x
von 2,15. Das heifit, jede weitere ionische Wechselwirkung erhéht die Assoziationskonstante
um den Faktor 2,15 bzw. die Energie um 1,8 kJ/mol. Mit dem vorliegenden quantitativen
Modell steht nun eine zuverlassige Prognosemoglichkeit fir die Affinitat polyionischer Fusi-
onspeptide anderer Léange zur Verfiigung. Dennoch muss hier erwdhnt werden, dass dieses
relativ einfache statische Modell nicht unter allen Randbedingungen einsetzbar ist. Werden
polyionische Fusionspeptide unterschiedlicher Lénge verwendet, so kommt es zu deutlichen
Abweichungen.

Die Kontrolle mit dem gemischten System aus MBP-CxRg und sfBFP-CxE;, weist einen
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Abbildung 3.9.: Affinitdten der ionischen Wechselwirkungen zwischen spaltbaren polyionischen Fusi-
onspeptiden. Die Messungen erfolgten mittels analytischer Ultrazentrifugation im Sedimentationsgeschwin-
digkeitsexperiment (links) bei 40000 rpm fiir 2 h und im Gleichgewichtslauf (rechts) bei 12000 rpm fiir
mindestens 24 h, jeweils bei 20°C. In 25 mM Natriumphosphat, pH 7,4 mit 1 mM EDTA, 1 mM TCEP
wurde je 1,5 pM einer sfBFP Variante mit verschiedenen Konzentrationen einer MBP-Variante versetzt
und der Ansatz vermessen. Die Linien zeigen die Regressionskurven zu den Messpunkten, aus denen die
Dissoziationskonstanten berechnet wurden.
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Abbildung 3.10.: Untersuchung zur Abhéingigkeit zwischen Ladungsanzahl polyionischer Fusionspepti-
de und deren Bindungsstirke unter Anwendung eines Kooperativitdtsmodells. Unter der vereinfachenden
Annahme kooperativer Wechselwirkungen zwischen polyionischen Fusionspeptiden lésst sich an Hand der
Gleichung K, = %D = K; x (" fir die primére ionische Wechselwirkung ein K; = 450 M~! bestimmen.
Jede weitere Wechselwirkung (n) erhoht die Assoziationskonstante um Faktor x = 2, 15.
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Tabelle 3.2.: Dissoziationskonstanten und freie Energien der ionischen Wechselwirkungen zwischen sfBFP-
CxE,, und MBP-CxR,,

sfBFP-CxE, MBP-CxR, Kp (nM) AG° (kJ/mol)

MBP-CxRg stBFP-CxEg 127441 21,1

MBP-CxRg stBFP-CxEg 1042 27,1

MBP-CxRg stBFP-CxEq 2,3+0,4 30,6
Kontrollen:

MBP-CxRg stBFP-CxEqg 16 26,0

MBP—CXRg BFP—Eg C (Frost, 2009) 9 27,4

ahnlichen Kp-Wert wie das Achtersystem auf. Daraus lésst sich schlieflen, dass die ionische
Interaktion dynamisch ist und nicht eine einmal eingegangene Assoziation statisch erhalten
bleibt. In diesem Fall haben die sechs Ladungen der MBP-Variante im einfachsten Fall
finf Moglichkeiten, um mit der E1g-Sequenz der stBFP-Variante vollstandig zu interagieren.
Dadurch verbessert sich die Affinitét des Sechsertags im gemischten System im Vergleich zum
reinen Sechsersystem mit einer kompletten Interaktionsmoglichkeit: Die Wahrscheinlichkeit
einer effektiven Assoziation ist erhoht und die der Dissoziation gesenkt. Aber dennoch sind
nur sechs positive Ladungen vorhanden, die die Gesamtstabilitdat erhalten, so dass nicht der
Kp-Wert des reinen Zehnersystems erzielt wird.

Die weitere Kontrolle mit der Mischung von spaltbarem und nicht-spaltbarem Fusionspep-
tid im Achtersystem unterstiitzt die These der Assoziation rein aufgrund der polyionischen
Sequenz. Eine weitere Interaktion durch andere Strukturen kann somit ausgeschlossen wer-
den.

Die Assoziation im Sechsersystem mit einem Kp-Wert tiber 100 nM ist so gering, dass die
Ausbeute einer Kopplung bei niedrigen mikromolaren Proteinkonzentrationen sehr gering
ware. Es brauchte deutlich hohere Proteinkonzentrationen fiir eine effektive Kopplung mit
Ausbeuten grofier 50 %. Aus diesem Grund werden im Folgenden nur noch die héher affinen
Achter- und Zehnersysteme hinsichtlich des Einflusses der Ionenstérke und der Redoxeigen-

schaften der Disulfidbindung analysiert.

3.1.5. Einfluss der lonenstarke auf die Assoziation polyionischer Systeme

Ionische Wechselwirkungen werden durch Ionen in ihrer Umgebung stark beeinflusst. Sie
konnen durch die Anwesenheit von Ionen im Loésungsmittel konkurrierend unterbunden wer-
den. Dies fithrt zu einer Unterdriickung der ionischen Assoziation zwischen den sfBFP-
und MBP-Spezies. Somit lasst sich ein ICsy-Wert von NaCl als einfaches monovalentes
Salz fiir das Achter- und Zehnersystem bestimmen, indem zuvor nicht-kovalent gebilde-
ten Heterodimeren verschiedene Salzkonzentrationen zugesetzt werden. Der Dimerstatus
wird nach Gleichgewichtseinstellung mittels analytischer Ultrazentrifugation bestimmt (Ab-

schnitt 2.5.5, S. 51). Die Daten wurden mit dem Programm DynaFit numerisch gefittet.
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Folgende drei Gleichgewichtsreaktionen wurden zugrunde gelegt:

S(BFP-CxE, + MBP-CxR,, == sBFP-MBP (3.2)
K*
sfBFP-CxE, + NaCl = sfBFP-NaCl (3.3)
K*
MBP-CxR,, + NaCl = MBP-NaCl (3.4)

Kp: Dissoziationskonstante aus Abschnitt 3.1.4

K7,: Dissoziationskonstante zwischen Salz und dem jeweiligen Fusionspeptid, fiir
beide als gleich angenommen, Unbekannte im fit

Dies fithrte zu fits, die in Abbildung 3.11 dargestellt sind.

Bestimmung der IC5o-Werte von NaCl auf
die ionischen Wechselwirkungen der spalt-
baren polyionischen Fusionspeptide bei
dquimolarem Einsatz der Monomere von

4,2
40 | MBP-CxR/sfBFP-CxXE 4,
38 | e MBP-CxRy/sfBFP-CxEg Abbildung 3.11.:
@
a
3
(]

2,6

00 02 04 06 08 10
[NaCl] (M)

je 20 uM. Dargestellt sind die Messpunk-
te aus einer Sedimentationsgeschwindig-
keitsmessung mittels analytischer Ultrazen-
trifugation in 25 mM Natriumphosphat,
pH 7,4 unter reduzierenden Bedingungen.
Die ebenfalls dargestellten fits wurden nu-
merisch ermittelt. Die ICso-Werte sind
98 mM fiir das Achter- und 128 mM fiir das
Zehnersystem.

Aus den im fit berechneten Maxima und Minima der Heterodimere wurde nun die Salz-

konzentration berechnet, bei der unter den gegebenen Versuchsbedingungen die halbmaxi-

male Heterodimerkonzentration vorliegt. Dies ist im Achtersystem bei 98 mM NaCl und im

Zehnersystem bei 128 mM NaCl der Fall.

Aus diesen Konzentrationen wurde analog der Cheng und Prusoff Gleichung (Gleichung

2.9, S. 52) der K; von Kochsalz berechnet. Es ergab sich fiir das Achtersystem ein K; von
33 mM sowie fiir das Zehnersystem ein K; von 13 mM NaCl. Dies bedeutet letztendlich,

dass die Wechselwirkung des Salzes am Zehnersystem stéarker ist als am Achtersystem. Dieser

Effekt konnte aus der starkeren Ladung des Zehnersystems resultieren. Da aber auch die

Affinitat der polyionischen Fusionspeptide im Zehnersystem (Kp = 2,3 pM) deutlich hoher

ist als im Achtersystem (Kp = 10 pM, s. Tab. 3.2), ist dennoch eine hohere Salzkonzentration

fiir die Kompetition der Assoziation im Zehnersystem notwendig.

74



3.1. Analytik der Kopplungseigenschaften der spaltbaren Fusionspeptide

3.1.6. Bestimmung des Redoxpotentials der Disulfidbriicke der polyionischen

Fusionspeptide

Die polyionischen Sequenzen enthalten neben den geladenen Aminosduren zusétzlich ein
Cystein. Dieses kann unter geeigneten Redoxbedingungen mit dem Cystein der Partnerse-
quenz eine Disulfidbriicke ausbilden. Die Bestimmung des Redoxpotentials der ausgebildeten
Disulfidbriicke zwischen den beiden Fusionspartnern MBP und sfBFP erfolgte tiber Gleichge-
wichtseinstellungen zwischen Heterodimer und den Monomeren in Redoxpuffer (Abb. 3.12).
Die verschiedenen Redoxbedingungen wurden mit Dithiothreitol in reduziertem (DTT,.q)
und oxidiertem Zustand (DTT,,) eingestellt und anschlieend der Sedimentationskoeffizient
in der analytischen Ultrazentrifuge bestimmt (Abschnitt 2.5.5, S. 52).

4,0 - 3.0 |
38 | e MBP-CxRy/sfBFP-CxEq 2o ] e MBP-CxRy/sfBFP-CxEq
36 MBP-CxR ,/sfBFP-CXE ’ MBP-CxR ,/sfBFP-CxE
28 1
34 |
o 32 w27
2 30 g 26
5 8
5 28 > L5
26
24 24 .
2,2 1 2,3 1 )
0,0000 0,0003 00006  0,0009 0,0000 00003  0,0006  0,0009
DTT,oq/ DTT,, DTT,oq/ DTT,,

Abbildung 3.12.: Bestimmung des Redoxpotentials der Disulfidbriicke zwischen spaltbaren polyionischen
Fusionspeptiden. Hierzu erfolgte die Messung des Monomer-Dimer-Gleichgewichtes unter verschiedenen
Redoxbedingungen. Die Einstellung entsprechender Redoxbedingungen erfolgte im Puffer (25 mM Natri-
umphosphat, pH 8.0 mit 1 mM EDTA) durch Zusatz von DTT,..q und DTT,, in definierten Verhiltnissen.
Das Gleichgewicht wurde mittels analytischer Ultrazentrifugation durch Bestimmung der Sedimentations-
geschwindigkeiten analysiert. Die Messung erfolgte nach Blockade freier Cysteine mit Iodacetamid in Ge-
genwart von 1 M NaCl. Die Gesamtmonomerkonzentration lag fiir beide MBP-CxR,, und sfBFP-CxE,, bei
je 10 pM. Es wurde entweder vom Heterodimer (links) oder von den jeweiligen Monomeren (rechts) aus-
gegangen. Die Ergebnisse beider experimenteller Ansétze zeigen fir jeweils beide Systeme Redoxpotentiale
(AE®) von rund -400 mV.

Ausgehend vom voroxidierten Heterodimer ergab sich unter Anwendung des Massenwir-
kungsgesetzes und der daraus abgeleiteten Formel 2.10, S. 53, ein K, von 13,8 fiir das Achter-
und ein K, von 2,3 fiir das Zehnersystem. Damit ergeben sich nach der Nernstgleichung 2.11,
S. 53, Redoxpotentiale von -399 mV (n=38) und -371 mV (n=10), was sich nach Gleichung
2.12, S. 53, in freie Energien von 18,4 kcal/mol (n=8) und 17,1 kcal/mol (n = 10) umrechnen
lasst.

Alternativ wurde das Experiment ausgehend von den freien Monomeren durchgefiihrt.

Wie zu erwarten wurden hier &hnliche Werte fiir die Ausbildung der Disulfidbriicken ermit-
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3. Ergebnisse

telt mit K, = 45 (n = 8) und K, =94 (n=10), was Redoxpotentialen von -414 mV (n=2,)
und -424 mV (n=10) und freien Energien von 19,1 kcal/mol (n=38) und 19,5 kcal/mol
(n=10) entspricht.

Aufgrund des starken Rauschens der Daten sind diese Werte nur als eine Naherung zu
sehen, die demnach zeigen, dass die Stabilitdt der Bindung zwischen spaltbaren Fusionspep-
tiden vergleichbar ist mit der Bindung der klassischen Variante (Frost, 2009; Lilie et al.,
2013).

Tabelle 3.3.: Ubersicht zu den Redoxpotentialen der polyionischen Fusionspeptide mit Sequenzen aus acht
und zehn geladenen Resten und daraus berechnete freie Energien

n Ausgangsmaterial K, AE° AGY

8  Heterodimer 13,8 -399 mV 18,4 kcal/mol
Monomere 45  -414 mV 19,1 kcal/mol

10 Heterodimer 23 -371 mV 17,1 kcal/mol
Monomere 94  -424 mV 19,5 kecal/mol

3.1.7. Zusammenfassung der Analytik der spaltbaren Fusionspeptide

Bei der Analytik der spaltbaren Fusionspeptide wurden sowohl der Kopplungsvorgang der
ionischen Assoziation sowie die Kompetition dieser durch NaCl als auch die Stabilitidt der
ausgebildeten Disulfidbriicke untersucht. Bei diesen Vorgangen wurde der Einfluss der An-
zahl geladener Aminoséuren (6, 8 und 10) in den Peptiden analysiert.

Die ionische Assoziation wird mit steigender Ladungsmenge energiereicher und weist ent-
sprechend geringere Kp-Werte auf. Sechs Ladungspaare haben die schwéchste Interaktion
(Kp = 127 pM). Sie ist so gering, dass eine effektive Heterodimerisierung im mikromo-
laren Konzentrationsbereich zu praparativen Zwecken nicht moglich ist. Somit wurden im
weiteren Verlauf das Achtersystem (Kp = 10 pM) und das Zehnersystem (Kp = 2,3 pM)
analysiert. Die freie Energie der Bindungen hat zwischen den beiden Systemen eine Differenz
von 3,5 kJ/mol. Berechnungen anhand eines Kooperativitatsmodells fithren zu der Aussage,
dass jede weitere ionische Wechselwirkung die Assoziation um weitere 1,8 kJ/mol erhéht.

Diese ionischen Wechselwirkungen zwischen den Fusionspeptiden lassen sich durch Er-
hoéhung der Ionenstarke des Puffers mit NaCl kompetitieren. Entsprechend der stéarkeren
ionischen Wechselwirkungen ist auch der 1C5o-Wert von NaCl bei dem Zehnersystem hoéher
als beim Achtersystem. Die stiarkeren ionischen Wechselwirkungen zeigen sich auch im K;
zu NaCl, welches eine hohere Affinitat an das Zehner- als an das Achtersystem hat (K; =13
im Vergleich zu K; =33 beim Achtersystem).

Ob die Stabilitat der Disulfidbriicke durch die Starke der ionischen Wechselwirkungen be-
einflusst wird, kann nicht abschlieend geklart werden, da die Methode der Redoxpotential-

bestimmung mittels analytischer Ultrazentrifugation nicht genau genug war, um Unterschie-
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3.2. Biologische Aktivitit von B3-PE38¢x

de unterhalb von wenigen kcal /mol, wie sie bei der ionischen Wechselwirkung nachgewiesen
wurden, aufzudecken. Jedoch ist insgesamt das Redoxpotential von ca. -400 mV zwischen
den ionischen Fusionspeptiden deutlich niedriger als von Disulfidbriicken wie in GSSG, wo
bei pH 8 und 22 °C ein Redoxpotential von -264 mV (Wunderlich and Glockshuber, 1993)
bestimmt wurde. Dies weist generell auf eine deutliche Stabilisierung der Disulfidbriicke
durch die zusatzliche ionische Assoziation hin. Diese wird wahrscheinlich auch mit groferer
Starke des Zehnersystems im Vergleich zum Achtersystem besser stabilisieren.

Auch mit der neuen Variante der Fusionspeptide, bei der die ionischen Sequenzen durch
einen Thrombinverdau entfernt werden konnen, ist eine erfolgreiche Fusion der Reaktions-
partner moglich. Es ist eine Ladungssequenz von mindestens acht Resten nétig, um im
niedrigen mikromolaren Konzentrationsbereich Kopplungsausbeuten von mehr als 50 % zu

erzielen.

3.2. Biologische Aktivitdat von B3-PE38.y, einem Immuntoxin, das

mittels spaltbarer Fusionspeptide hergestellt wurde

Nachdem sich die spaltbaren Fusionspeptide mit Sequenzen von acht und zehn Ladungen
in Bezug auf die Kopplungseigenschaften als effizient fiir Heterodimerisierungsreaktionen
gezeigt haben, wurde nun das Immuntoxin B3-PE38+x hergestellt.

Mit diesem Konstrukt soll getestet werden, ob die neuen Fusionspeptide die Funktionalitat
des bifunktionalen Proteins beeinflussen. Zu dem analogen Immuntoxin B3-PE38, welches
iiber die klassischen Fusionspeptide ohne Thrombinspaltstelle hergestellt worden war, gibt
es bereits Daten zur biologischen Aktivitat (Kleinschmidt et al., 2003; Frost, 2009). Da die
klassischen Fusionspeptide acht geladene Aminosduren beinhalten, wurde wegen der Ver-
gleichbarkeit auch in dieser Arbeit mit dem Achtersystem weitergearbeitet. Ebenso wurde
die Positionierung der spaltbaren Fusionspeptide gleich gehalten. Sie sind am C-Terminus
der schweren Kette des dsFvB3 (B3(Vy)-CxRg) und am N-Terminus des PE38 fusioniert.
Um die polyionischen Sequenzen nach erfolgter kovalenter Bindung sinnvoll abspalten zu
konnen, wurden die Abschnitte des Fusionspeptids am N-Terminus von PE38 in umgekehr-
ter Reihenfolge zur komplementéren Peptidsequenz am C-Terminus der schweren Kette des
dsFvB3 angeordnet (Abb. 3.13).

Bei den vorhergehenden Analysen wurde B3-PE38 bereits biophysikalisch analysiert. Die
Aktivitat von PE38 blieb auch mit C-terminaler, polyionischer Fusion und im Immuntoxin
erhalten. Als MaB dafiir wurde die Bindung von NAD™ bestimmt. Die Dissoziationskonstan-
te des freien EgC-PE38 lag bei 76 ptM und die des B3-PE38 bei 53 pM. Fiir PE40 ohne Fu-
sionspeptid wurde die Dissoziationskonstante von 32 nM verdffentlicht (Kleinschmidt, 2004;
Beattie et al., 1996). Frost (2009) zeigte die Kompetition der Bindung von B3-RgC durch das
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3. Ergebnisse

Abbildung 3.13.:

(X) Schematische Darstellung des Immunto-
R R R P-OH xins B3-PE38¢ x. Das Polyargininpeptid ist
CICIC am C-terminalen Ende der schweren Ket-
00 te des dsFvB3 fusioniert. Das komplemen-
EE tdre Polyglutamatpeptid befindet sich am
(x N-Terminus von PE38. Entsprechend sind

die Segmente der Fusionspeptide angeord-

net.

spezifische Kompetitorpeptid APWLYGPAGGGD (Hoess et al., 1993). Dies zeigt die funk-
tionelle Integritdt des Antikorperfragments im Kontext des polyionischen Fusionspeptids.
Thermische Denaturierungsversuche zeigten strukturelle Integritat und Unabhangigkeit von
dsFvB3 und PE38 im Immuntoxin. Die Stabilitat des Immuntoxins war bei 37 °C gegeben,
weshalb einen Einsatz in Zellkultur moglich ist (Kleinschmidt et al., 2003).

Kleinschmidt (2004) zeigte ferner spezifische Wirkung des klassisch, polyionisch fusionier-
ten B3-PE38 auf LewisY -positiven MCF7-Zellen im Gegensatz zur unspezifischen Wirkung
auf LewisY -negativen Zellen, die vergleichbar mit der Wirkung des freien EgC-PE38 ist.

3.2.1. Herstellung und Reinigung der Einzelkomponenten B3-CxRs und EgxC-PE38

Die Herstellung und Reinigung des Antikérperfragmentes dsFvB3 sowie des PE38 mit den
weiterentwickelten Fusionspeptiden erfolgte nach Protokollen, die fiir die Proteine mit den

klassischen Fusionspeptiden bereits etabliert wurden (Frost, 2009).

Herstellung und Reinigung B3-CxRg

Das Antikoérperfragment B3-CxRg wurde durch die separate Herstellung von leichter und
schwerer Kette als inclusion bodies und anschlieender Riickfaltung und Reinigung gewonnen
(Abschnitte 2.3.5, S. 39, und 2.4.6-2.4.8, S. 43ff).

Dafiir wurde die Mischung der solubilisierten schweren und leichten Kette (Molverhaltnis
5 zu 1 bzw. 3,28 pg/ml und 0,51 pg/ml) in 5 Pulsen zu je 8 ml tropfenweise in 5 1 Re-
naturierungspuffer verdiinnt. Nach Renaturierung und Ausbildung der Disulfidverbriickung
unter oxidierenden Bedingungen wurden durch Zentrifugation Aggregate entfernt und der
Uberstand mit dem léslichen Antikérperfragment auf 80 ml konzentriert. Die Zweischritt-
reinigung mittels Kationenaustausch- und Groéfenausschlusschromatographie lieferte eine
Ausbeute von 1,89 mg Antikorperfragment aus einem Renaturierungsansatz; die Reinheit

des Antikorperfragments ist in Abbildung 3.14 gezeigt.
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Abbildung 3.14.: Reinigung des Antikorperfragments B3-CxRg. (a) Analytik der Reinigung von B3-CxRg
mittels SDS-PAGE. Gezeigt ist ein 15%iges Polyacrylamidgel, Coomassie gefdrbt. Die ersten beiden
Spuren zeigen reduzierte Proben des Konzentrats nach der Riickfaltung (1) und des Proteins nach der
Tonenaustauschchromatographie (2). Die weiteren Proben wurden nicht reduziert. (3) zeigt eine B3-
CxRg-Referenz, (4) das Konzentrat, (5) B3-CxRg nach der Ionenaustauschchromatographie, (6) das fi-
nal gereinigte Protein nach der Grofienausschlusschromatographie. (b) Das gereinigte Protein zeigt ein
typisches Protein-UV-Spektrum, mit einem Maximum bei 280 nm. Das Verhéltnis der Absorptionen
260y, /280,,m = 0,56 weist auf erfolgreiche Abtrennung von DNA hin.
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Abbildung 3.15.: Reinigung von EgxC-PE38. (a) Analytik der Reinigung von EgxC-PE38 mit-
tels nicht reduzierender SDS-PAGE. Gezeigt ist ein 15%iges Polyacrylamidgel, Coomassie gefarbt.
Zu Beginn wurde das Hisg-SUMO-EgxC-PE38 aus dem Zellextrakt iiber Immobilisierte-Metallionen-
Affinitdtschromatographie (Nickel-NTA) gereinigt (1), es folgte der SUMO-Verdau (2) und ein erneuter
Lauf iiber die Nickel-NTA Matrix. EgxC-PE38 wurde im Durchfluss aufgefangen (3), wihrend das ge-
spaltene Hisg-SUMO gebunden hat und eluiert wurde (4). Auf der Ionenaustauschermatrix (POROS HQ)
eluierte bandenreines EgxC-PE38 (5) mit bereits sichtbarer Tendenz zur Oligomerisierung (6). (b) UV-

Spektrum von EgxC-PE38. Das Verhéltnis der Absorptionen 260,,,,/280,,, = 0,57 weist auf erfolgreiche
Abtrennung von DNA hin.
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3. Ergebnisse

Herstellung und Reinigung EsxC-PE38

EgxC-PE38 wurde als SUMO-Fusion 16slich hergestellt. Die Reinigung erfolgte in einem
ersten Schritt mittels Nickel-Affinitdtschromatographie. Sie wurde durch einen N-terminalen
Hisg-tag an der SUMO-Fusion ermdéglicht. Nach einem SUMO-Verdau wurden die Protease
und der SUMO-tag in einem erneuten Lauf iiber die Nickel-Affinitatsmatrix entfernt. Als
letzter Schritt erfolgte eine Anionenaustauschchromatographie (Abschnitt 2.4.5, S. 43). Es
wurden 3,5 mg Protein aus einem Liter Kulturmedium bzw 0,8 mg Protein aus einem Gramm
Biofeuchtmasse gewonnen. Die Reinheit des gewonnenen EgxC-PE38 ist in Abbildung 3.15
gezeigt. Auch die hier hergestellte Variante des PE38 mit dem spaltbaren Fusionspeptid
zeigt eine Affinitat von 54 puM zu NAD™ (nicht gezeigt), also eine dhnliche Aktivitat wie
das Toxin mit dem klassischen Fusionspeptid (Kleinschmidt et al., 2003).

3.2.2. Herstellung und Reinigung des Immunkonjugates B3-PE38. x

Die Kopplung des Antikorperfragmentes B3-CxRg und der Pseudomonas Exotoxin Variante
EsxC-PE38 erfolgte in dieser Arbeit iiber die thrombinspaltbaren Fusionspeptide. Es wurde
die Methode des Redoxshufflings angewandt (Abschnitt 2.5.11, S. 55), wobei EgxC-PE38 im
2,25fach-molaren Uberschuss eingesetzt wurde. Nach 24 h Inkubation waren laut Analyse
mittels nicht reduzierender SDS-PAGE und densitometrischer Auswertung 65 % des B3-
CxRg kovalent fusioniert (Abb. 3.16a).
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Abbildung 3.16.: Herstellung und Reinigung des Immuntoxins B3-PE38cx (a) SDS-PAGE-Analytik der
Herstellung und Reinigung B3-PE38¢x. Gezeigt ist ein 15%iges Polyacrylamidgel, Coomassie gefirbt. (1)
EsxC-PE38;(2) B3-CxRg; (3) Kopplungsansatz 0 h; (4) Kopplungsansatz 24 h; (5) B3-PE38¢ x, gereinigt;
(6) ungekoppeltes EgxC-PE38, gereinigt; (7) Kopplungsansatz 24 h reduziert; (8) B3-PE38¢x, gereinigt,
reduziert; (9) ungekoppeltes EgxC-PE38, gereinigt, reduziert; (b) Elutionsprofil der Reinigung von B3-
PE38¢x mittels Anionenaustauschchromatographie an einer HiTrap Q HP Séule. B3-CxRg findet sich im
Durchfluss (A). Eluiert wird im NaCl-Gradienten bei steigender Leitfahigkeit zunichst das Immuntoxin
B3-PE38cy (B) vor EsxC-PE38 (C).

Der Kopplungsansatz wurde iiber Anionenaustauschchromatographie gereinigt (Abb. 3.16b).
Die Elution erfolgte tiber einen zunéachst flachen Gradienten von 0-240 mM NaCl iiber 20 SV,
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3.2. Biologische Aktivitit von B3-PE38¢x

wahrenddessen das Kopplungsprodukt eluierte; anschlieBend wurde der Gradient gesteigert
(240 mM-1000 mM NaCl iiber weitere 20 SV) und freies EgxC-PE38 zurtickgewonnen. Nicht
fusionierter Antikérper mit seinen positiven Ladungen wurde von der Sdulenmatrix nicht

gebunden und fand sich im Durchfluss.

3.2.3. Thrombinspaltung des Immunkonjugats B3-PE38. x

Die Thrombinspaltung von B3-PE38-x erfolgte in PBS. Ein vollstandiger Verdau des Im-
munkonjugats wurde mit 0,05 NIH-U Thrombin pro 1 pg gereinigten Immuntoxin innerhalb
von vier Stunden bei Raumtemperatur erzielt (Abb. 3.17). Auffallig ist bei der Betrachtung
im Gel unter nicht idealen Bedingungen (in Redoxpuffer mit Glutathion, 0,005 NIH-U/1 pg
Gesamtprotein), dass das Antikorperfragment mit dem positiv geladenen Fusionspeptid
deutlich schneller verdaut wird als das negativ geladene Peptid am Toxin (Abb. 3.18). Diese
Beobachtung, dass das negativ geladene Peptid deutlich langsamer verdaut wird als das
positiv geladene, gilt fir alle in dieser Arbeit zum Einsatz gekommenen Konstrukte. Eine

Erklarung dafiir ist ein negativ geladener Bereich um das aktive Zentrum von Thrombin
(Stubbs and Bode, 1993).

1 2 M 3 4 kDa
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*°C-PE38 » 45
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Abbildung 3.17.: SDS-PAGE-Analytik der Thrombinspaltung von B3-PE38¢x. Gezeigt ist ein 15%iges
Polyacrylamidgel, Coomassie gefarbt. Der Verdau erfolgte mit 0,05 NIH-U Thrombin pro 1 pg Immuntoxin
iber 4 h bei Raumtemperatur. B3-PE38¢x (1 und 3); B3-PE38¢ (2 und 4); Unter reduzierenden Bedingun-
gen (1, 2) sieht man den Verdau der einzelnen Immuntoxinkomponenten, EgxC-PE38 zu EgC-PE38¢x und
B3(Vg)-CxRg zu B3(Vy)-C, wihrend B3(Vy) nicht verdndert wird. Werden die Proben nicht reduziert
(3,4), sieht man das verdnderte Laufverhalten des kompletten Immuntoxins aufgrund des Verdaus.

kDa M 1 2
116
66 «B3-PE38cx  Abbildung 3.18.:
« B3-PE38c SDS-PAGE-Analytik einer unvollstindigen Thrombin-
45 + EvcpED spaltung eines Kopplungsansatzes von B3-PE38¢x . Ge-

zeigt ist ein 15%iges Polyacrylamidgel, Coomassie ge-
35 farbt. Kopplungsansatz vor Verdau (1) und teilweise
gespalten (2). Wahrend B3-CxRg vollstiandig gespalten
ist, ist EgxC-PE38 noch nicht komplett verdaut. Das
<B3-CxRg . infach !
25 <B3.C Immuntoxin liegt als ungespaltene, einfach gespaltene
und vollstdndig gespaltene Spezies vor.
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Auch nach der Spaltung bleiben die beiden Proteine kovalent iiber die Disulfidbriicke

verbunden. Das Heterodimer wurde in diesem Zustand fir die Zellkultur eingesetzt.

3.2.4. Wachstumskinetik von MCF7 Zellen unter Einfluss von B3-PE38,

Die biologische Aktivitdt des Fusionskonstruktes B3-PE38- ohne den geladenen Teil des
Fusionspeptides auf Zellen wurde an MCF7 Zellen getestet. Diese Zellen wurden bereits in
fritheren Arbeiten als Lewis -positiv detektiert (Kleinschmidt, 2004). LewisY ist das spezi-
fische Antigen des B3-Antikérpers. MCFE7-Zellen internalisieren das Antigen nach Bindung
des B3, so dass das Immuntoxin intrazellular wirken kann. Ferner zeigten sich MCF7-Zellen
praktikabel fiir den Einsatz als B3-PE38 sensitives Xenograft-Modell in Mausen (Pai et al.,
1992; Pastan et al., 1995; Frost, 2009). Die Zellen wurden iiber 192 Stunden mit unterschied-
lichen Konzentrationen des Immuntoxins inkubiert. Es wurde alle zwei Tage die Zellzahl
anhand der colorimetrischen Auswertung des Kristallviolettassay nach Gillies et al. (1986)
bestimmt (Abb. 3.19). Nach 144 h Inkubationszeit erreichte die Anzahl der Kontrollzellen
unter Versuchsbedingungen ein Maximum. Danach nahm die Zellzahl aufgrund von Kontakt-
inhibition und vermutlich auch Néhrstoffmangel wieder ab. Die Auswertung des Wachstums
der toxinbehandelten Zellen erfolgte in Relation zum Wachstum der Kontrollpopulation an
entsprechenden Zeitpunkten nach dem Kinetikassay nach Bernhardt et al. (1992)(Gleichung
2.14, S. 61). Dazu wurde die Zellzahl der behandelten Zellen zu der Kontrolle der gleichen
Wachstumszeit in Relation gesetzt. Zusatzlich einbezogen wurde die initiale Zellmenge zum
Zeitpunkt der Toxinzugabe, was eine bessere Unterscheidung zwischen zytozidalem und zy-
tostatischem Effekt ermoglicht (Bernhardt et al., 1992).
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Abbildung 3.19.: Wachstumskinetik von MCF7-Zellen, inkubiert mit B3-PE38¢ (links) und zugehorige
T/Cgorr-Analytik (rechts). Die Zellen wurden bis zu 196 h mit den angegebenen Immuntoxinkonzentra-
tionen und mit PBS als Kontrolle inkubiert und alle 48 h wurde ein Anteil der Versuchsansétze fixiert
und die Zellzahl colorimetrisch anhand des Kristallviolettassays nach Gillies et al. (1986) ermittelt (links).
Das reduzierte Wachstum der inkubierten MCF7-Zellen im Vergleich zur PBS-Kontrolle erweist sich nach
T/Cgorr-Analytik nach Bernhardt et al. (1992) als zytotoxischer Effekt (rechts).

82



3.2. Biologische Aktivitit von B3-PE38¢x

B3-PE38¢ erwies sich demnach als zytotoxisch. Bei allen drei eingesetzten Toxinkonzen-
trationen kam es zu einem initialen Abfall der T/Ck,,.,.-Werte. Bei der Inkubation mit den
beiden geringeren Konzentrationen folgte spater jedoch wieder ein Anstieg der Werte. Dies
bedeutet, dass zunachst das Wachstum der behandelten Zellen im Vergleich zu den Kon-
trollzellen deutlich herabgesenkt ist. Der Zellpopulation wurde geschadet. Jedoch tritt nach
100 bzw. 150 Stunden eine Erholung auf, die Zellpopulation nédhert sich der Menge der
Kontrollzellen wieder an. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass nicht alle Zellen
getotet wurden. Die nicht abgetoteten Zellen kénnen regenerieren. Jedoch fiithrt die Inku-
bation mit der hohen Immuntoxinkonzentration von 5 nM sogar zu T /Cg,,..-Werten unter
Null, was auf Zelllyse hinweist, da die Zellpopulation unterhalb ihrer Grofle zum Zeitpunkt
der Toxinzugabe sinkt. Hier findet keine Erholung der Population mehr statt (Bernhardt
et al., 1992). Dies weist auch darauf hin, dass das Immuntoxin tiber den gesamten Zeitraum

von 196 Stunden weiterhin als aktives Heterodimer vorlag.

3.2.5. Zeitabhangige Applikation von B3-PE38.

Mit diesem Versuch sollte die nétige Inkubationsdauer von B3-PE38. abgeschétzt werden,
die zu einem messbaren zytotoxischen Effekt auf MCF7-Zellen fithrt. Es wurden Zellen tiber
unterschiedliche Dauer mit gespaltenem B3-PE38: inkubiert und anschliefend das Zell-
wachstum nach weiterem Wachstum bis zu 196 h in Medium mittels Kristallviolettassay
analysiert (Abb. 3.20). Die eingesetzte Immuntoxinkonzentration von 5nM zeigte die deut-
lichste Toxizitdt im Kinetikassay (Abschnitt 3.2.4, S. 82) und liegt auch deutlich tiber dem
ECs50-Wert (Abschnitt 3.2.7, S. 84). Somit lésst der Einsatz des Immuntoxins in dieser Kon-

zentration gut messbare Effekte erwarten.

1,2
—e— PBS-Kontrolle
1,0 {—e— 30 min

Abbildung 3.20.:
Zeitabhéingige Applikation von B3-PE38¢

60 min auf MCF7-Zellen. Die Zellen wurden 30—

0,8 {—e— 120 min 300 min mit 5 nM B3-PE38¢ inkubiert.

E 300 min Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurde
E 061 o 192h das Toxin durch Waschen mit PBS entfernt
L und die Zellen in Medium bis zu 196 h wei-
0,4 1 terinkubiert. Als Kontrollen wurde ein An-

.,-_/‘ satz mit PBS und ein anderer durchgéngig
0,2 - / V T mit Toxin inkubiert. Die Bestimmung der
o o o O Zellzahl erfolgte colorimetrisch mittels Kris-
0,0 - ' ' ' tallviolettassay nach Gillies et al. (1986).
0 50 100 150 200 Der zytotoxische Effekt des Immuntoxins
Zeit (h) zeigt sich 'bereits nach einer Inkubationszeit

von 30 min.

Der Versuch zeigte, dass bereits bei einer 30-miniitigen Inkubation das Zellwachstum
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gegeniiber der Kontrolle reduziert war. Eine Erhohung der Inkubationszeit auf bis zu 300 min
fithrt hierbei zu einer weiteren Reduktion des Zellwachstums. Jedoch ist auch in diesem
Versuch eine Erholung der Zellen zu beobachten. Nur bei der permanenten Inkubation mit

B3-PE38¢ tiber die gesamte Mefizeit von 196 h nimmt die Zellmasse nicht mehr zu.

3.2.6. Mehrfachapplikation von B3-PE38.~

Im Hinblick auf eine potentielle In-vivo-Anwendung wurde der Effekt wiederholter Inku-
bation bei unterschiedlichen Konzentrationen von MCF7-Zellen mit B3-PE38, untersucht
(Abb. 3.21). Wie zu erwarten, ist der toxische Effekt umso gréfer, je hoher die Immuntoxin-
konzentration ist. Eine wiederholte Anwendung jedoch fiithrt zu keiner weiteren Abnahme
der Zellzahl, was sich vermutlich auf die sich erholende Zellpopulation (Abschnitt 3.2.4)

zuriickfithren lasst, die auch bei einer Mehrfachgabe des Immuntoxins weiter regeneriert.

1409 === 1 Applikation
~ 120 - == 2 Applikationen
S mmsm 3 Applikationen
= 100
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Abbildung 3.21.: Mehrfachapplikation von B3-PE38- auf MCF7-Zellen. Es erfolgte eine Mehrfachappli-
kation von vier verschiedenen Konzentrationen des Immuntoxins, die entsprechend gekennzeichnet sind. Die
Zellen wurden 1-3mal inkubiert, die Abstdnde zwischen den Applikationen betrugen 48 h. Die Zellzahl
aller Ansitze wurde nach 144 h Wachstum colorimetrisch mit dem Kristallviolettassay (Gillies et al., 1986)
bestimmt. In der Abbildung sind die Werte iiber die PBS-Werte normiert, welche auf 100 % gesetzt sind.

3.2.7. Bestimmung der Toxizitat von B3-PE38.

Zusatzlich zu den qualitativen Aussagen aus den letzten Versuchen zur biologischen Akti-
vitat des Immuntoxins B3-PE38, wurde eine Quantifizierung der Toxizitat durchgefiihrt.
Dazu wurden MCF7-Zellen mit 0-120 nM Immuntoxin inkubiert. Nach 48 h erfolgte die Be-
stimmung der Zellzahl mittels Durchflusszytometrie (Abb. 3.22). Aus den Messdaten wurde
mittels Regressionskurve (2.13, S.60) die Konzentration bestimmt, bei der 50 % des maxi-
malen Effektes auftrat, bezeichnet als ECgy. Dieser liegt fiir B3-PE38¢ bei 0,7 + 0,1 nM
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3.2. Biologische Aktivitit von B3-PE38¢x

(n=4), wenn das Immuntoxin bis zum Endpunkt der Inkubation auf den Zellen verbleibt.
Eine Reduktion der Einwirkzeit auf 150 min und weiteres Zellwachstum in Medium verdop-
pelt diesen Wert auf 1,3+ 0,1 nM (n=4).

Im Vergleich dazu liegt der EC5o-Wert des freien C-PE38 bei 45,5 + 19,6 nM (n=38).
Das freie Toxin wurde am Cystein mit Iodacetamid alkyliert, um vergleichbare Bedingungen

herzustellen, wie sie fiir das Immunkonjugat gelten. Die Einwirkzeit lag ebenfalls bei 150 min.

120

100 %
|

80

60 1

40

Lebendzellzahl (%)

o C-PE38
20 | o B3-PE38, [

0

106 102 10" 100 10° 102
[Toxin] (nM)

Abbildung 3.22.: Bestimmung der EC5¢-Werte von B3-PE38+ auf MCF7-Zellen. Die Bestimmung erfolg-
te durch Inkubation der Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen B3-PE38+ bzw. C-PE38-Referenz
fiir 150 min. Nach weiterem Wachstum in Medium wurde nach 48 h die Zellzahl lebender Zellen mittels
Durchflusszytometrie bestimmt und normiert. Hier dargestellt sind Datensétze mit n =4, die durchgéngigen
Linien sind die Anpassungskurven an die experimentell bestimmten Datenpunkte.

3.2.8. Zusammenfassung der Ergebnisse zu B3-PE38.y und B3-PE38.

In diesem Kapitel 3.2 wurden Eigenschaften des Immuntoxins B3-PE38¢x hinsichtlich seiner
Herstellung und vor allem hinsichtlich seiner biologischen Aktivitat in Zellkultur auf MCFE7-
Zellen getestet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf Kontrollen zur Spezifitit von B3-PE38, anhand

von Lewis?

-negativen Zellen verzichtet, da die Zelltypspezifitit von B3 im Kontext von
Immuntoxinen sowohl fir genetisch fusionierte Immuntoxine (LMB-7, LMB-9) als auch fiir
B3-PE38, welches tiber klassische polyionische Fusionspeptide gekoppelt wurde, umfangreich
belegt ist (Brinkmann et al., 1991; Reiter et al., 1995, 1994; Kleinschmidt et al., 2003; Frost,
2009).

Die Herstellung und Reinigung der Einzelkomponenten war weiterhin mittels der polyio-
nischen Sequenzen nach den bereits etablierten Protokollen nach Frost (2009) moglich. Bei

der kovalenten Heterodimerisierung wurde eine Ausbeute von 65 % erzielt. Sie erfolgte durch
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ein Redoxshuffling mit Glutathion. Bei der Reinigung des Dimers kamen die Fusionspeptide
erfolgreich zum FEinsatz. Durch sie konnten freie Edukte vom Produkt effektiv iiber eine
Ionenaustauschchromatographie mit Gradientenelution separiert werden. Vor dem Einsatz
in Zellkultur wurden die ionischen Sequenzen durch Thrombinspaltung vom Immuntoxin
entfernt. Die kovalente Bindung blieb weiter erhalten.

Die zytotoxische Aktivitit des gespaltenen B3-PE38¢ wurde in Zellkultur an der Lewis® -
positiven Zelllinie MCF7 nachgewiesen. Der Effekt nimmt mit steigender Inkubationsdauer
sowie mit steigender Toxinkonzentration zu. Der EC5o-Wert liegt bei 1,3 nM bei einer Ein-
wirkzeit von 150 min. Dieser Wert ist durchaus vergleichbar mit den Werten fiir B3-PE38
und LMB-9 von 1,7 nM (112 ng/ml) fiir B3-PE38 und 4,52 nM (286 ng/ml) fur LMB-9
(Kleinschmidt et al., 2003), die mit fast gleicher Methode, jedoch einer Einwirkzeit iiber
die gesamten 48 h ebenfalls auf MCF7-Zellen ermittelt wurden. Auf dieser Zelllinie jedoch
starben die Zellen in den in dieser Arbeit durchgefithrten Versuchen nicht génzlich ab. In
der Regel blieb nach 48 h eine Zellpopulation von ungefihr 30 % der Ausgangsmenge zu-
riick, die sich erholen konnte. Auf sie hatte auch eine Mehrfachgabe keinen positiven Effekt.
Da dennoch eine deutliche Reduktion des Zellmaterials durch B3-PE38 erzielt wurde, ist
ein MCF7-Xenograft-Maus-Modell sinnvoll einzusetzen, um nachzuweisen, ob durch die Ab-
trennung der geladenen Aminosduren das Heterodimer In-vivo-Aktivitat zeigt. Dies sollte
allerdings mit einer MCF7-Zelllinie erfolgen, in der sich moglichst noch keine oder zumindest

nur eine sehr geringe resistente Subpopulation gegeniiber den Immuntoxinen ausgebildet hat.

3.3. Herstellung und Analytik des neuartigen bifunktionalen
Konstruktes [F', P3*]NPY-PE38

Die Modularitat der Fusionspeptide wurde in dieser Arbeit genutzt, um das bifunktionel-
le Protein [F7, P3*]NPY-PE38 herzustellen. Anstelle des tumorspezifischen Antikorperfrag-
mentes dsFvB3 wurde eine Variante des Peptidhormons Neuropeptid Y (NPY) mit PE38
iiber die polyionischen Wechselwirkungen und eine Disulfidbriicke kovalent fusioniert. Die
eingesetzte NPY-Variante bindet und aktiviert spezifisch den hY;-Rezeptor und wird als
[F7, P3NPY bezeichnet. Somit erfolgt die Zelladressierung des [F7, P3*]NPY-PE38 nicht
mehr iiber Antigen- Antikorper-Wechselwirkung, sondern tiber Rezeptor-Ligand-Interaktion.
NPY-PE38 ist daher strenggenommen kein Immuntoxin. Im Folgenden wird dennoch dieser
Ausdruck auf NPY-PE38 angewendet. Immuntoxin bezeichnet hierbei generell ein Konjugat
aus targeting-Komponente und Toxin. Der Einsatz des Peptid-Liganden [F7, P*|NPY als
targeting-Komponente macht insofern Sinn, als dass der GPCR-Rezeptor hY; in Tumorge-
webe der Brust sowohl in haufiger Inzidenz als auch in hoher Dichte vorliegt (Reubi et al.,

2001), wéhrend dies in gesundem Gewebe nicht der Fall ist. Ferner wird der durch Ligan-
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denbindung aktivierte Rezeptor internalisiert, wodurch der Toxinteil ins Zellinnere gebracht
wird.

Das Peptidhormon wurde synthetisch hergestellt. Auf diesem Wege wurde die Modifikati-
on mit dem polyionischen Peptid iiber die Lysinseitenkette an Position vier des Peptidhor-
mons eingefiihrt. Dass Modifikationen an dieser Position die Ligand-Rezeptor-Interaktion
weiterhin ermoglichen, wurde bereits zuvor gezeigt (Zwanziger et al., 2008; Ahrens et al.,
2011, 2015). Eine Modifikation am N-Terminus des [F7,P**]NPY mit der polyionischen
Sequenz fithrt zu einer Variante mit deutlich geringerer spezifischer Toxizitat des korre-
spondierenden Immuntoxins im Vergleich zur Variante mit der Modifikation am Lysin vier
(Daten nicht gezeigt).

Die Synthese aller in dieser Ar-
beit verwendeten NPY-Varianten
wurde freundlicherweise durch Mit-
glieder der Arbeitsgruppe Prof. Dr.
Annette G. Beck-Sickinger, Insti-
tut fiir Biochemie, Universitat Leip-
zig, durchgefithrt und zur Verfii-
gung gestellt. Die Herstellung von
PE38 wird in den Abschnitten 2.3.4,
S. 39, 2.4.5,S. 43 und 3.2.1, S. 80
beschrieben.

NPY-PE38 wurde zunéchst mit

den klassischen Fusionspeptiden oh-

ne Thrombinspaltstelle generiert Abbildung 3.23.:
. Schema von [F7, P?**]NPY-PE38 mit den klassischen Fusionspep-
7 p34 )
([F7, P¥INPY-PE38), im Verlauf tiden (oben) und von [F7, P3]NPY-PE38cx mit den spaltbaren
der Arbeit erfolgte zusétzlich die Fusionspeptiden (unten)

Fusionierung iiber die thrombin-

spaltbare Variante ([F7, P**|NPY-PE38¢x) (Abb. 3.23). Die Abschnitte 3.3.1-3.3.4, S. 87ff.,
beinhalten die Ergebnisse zu [F*, P**|NPY-PE38 und die folgenden Abschnitte 3.3.5-3.3.7,
S. 93ff., stellen die Ergebnisse dar, die mit dem Konstrukt [F7, P34|NPY-PE38¢cx erzielt

wurden.

3.3.1. Strukturelle Eigenschaften des CKs-[F7, P3*]NPY

Da das Polylysinfusionspeptid (CKg) mit seinen neun Aminoséureresten immerhin 20 %
des Gesamtpeptides CKs-[F", P3|NPY ausmacht, sollte untersucht werden, ob durch die-
se Modifikation die Struktur des Peptidhormonteils stark beeintrachtigt wird. Dazu wurde
mittels CD-Spektrometrie eine Sekundarstrukturanalyse durchgefithrt (Abschnitt 2.5.4, S.
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49). Verglichen wurden die CD-Spektra von 205 bis 260 nm von [F7, P3*]NPY und und
CKs-[F7, P3|NPY mithilfe des auf neuronalen Netzwerken basierenden Dekonvolutionspro-

grammes ,,cdnn®(Bohm et al., 1992).

2e+5
TED 0 -WW—' e iR VAVAVAVAVAVAVAVAV) —
S s‘ [} ":_
& 2e+5 A Q9 o PDB YPSKPDNPGEDAPAEDLARYYSALRHYINLITRQRY
g °o® F PDB 1 1o 20 30 37
* [ ‘.'
o)
S 4e+5 0% DSSP Legend
s o oF 2 Ttun

2 N ° [F7,P34]NPY empty: no secondary structure assigned
@ -berdy CKIF" P*INPY S: bend
e Differenzspektrum /N VN H:alpha helix
-8e+5 - - -

210 220 230 240 250 260

Wellenlénge (nm)
(a) (b)

Abbildung 3.24.: (a) CD-Spektren von [F7,P3|NPY und CKjg-[F7,P3|NPY. Aufgenommen mit je
100 pg/ml Protein in einer 0,1 cm Kiivette in 20 mM Tris, pH 8,0; 2 mM EDTA, 50 mM NaCl bei 10°C. In
schwarz ist zusitzlich das Differenzspektrum dargestellt. (b) Sekundérstrukturanalyse von [F7, P34|NPY.
Quelle: ,,Sequence Chain View* zum PDB-Eintrag 1F8P.

Beide NPY-Varianten zeigen fast identische Anteile der verschiedenen Sekundérstrukturen
(Abb. 3.24a). Die Struktur wird durch a-helikale Anteile dominiert (46 % [F7, P3|NPY
und 45 % CKg-[F7, P3*|NPY). Random Coil wird auf 25% ([F7, P**|NPY) bzw. 26 % (CKg-
[F7, P34NPY) berechnet. Beta- Turn liegt bei beiden Varianten bei 15 %. Es wird auch Beta-
Sheet mit 12% Anteil an der Gesamtstruktur berechnet. Diese Daten entsprechen auch in
etwa den Sekundérstrukturanteilen der Ausgangsvariante pNPY. Laut Berechnungen mit
dem Programm DSSP (Kabsch and Sander, 1983) aus den PDB-Daten von Struktur 1F8P
(porcine neuropeptide Y bound to DPC micelles) zeigt dieses Peptid einen alphahelicalen
Anteil von 53 %, 17% Turn und Bend sowie 31 % undefinierte Struktur. Nur Beta-Sheet
findet sich in dieser DSSP Analytik, beruhend auf den Kristallstrukturdaten, nicht wieder
(Abb. 3.24b). Diese Differenz beruht vermutlich auf der geringen Auflosung der CD-Spektren
gerade bei niedrigen Wellenlangen.

Dennoch zeigen die CD-Spektra eine dhnliche Faltung von polyionisch modifiziertem und
unmodifiziertem [F7, P3*|NPY, die insgesamt der des Ausgangspeptids pNPY éhneln. Das
Differenzspektrum zeigt keinen signifikanten Sekundéarstrukturanteil des polyionischen Fu-
sionspeptides, sondern deutet eher auf eine Random Coil-Struktur hin.

Es lasst sich also folgern, dass die NPY-Struktur auch mit der Modifikation am Lysin
vier erhalten bleibt. Die Einfithrung des Polylysinpeptides erhoht leicht den Random Coil-
Anteil. Auch das Differenzspektrum weist auf Random Coil-Struktur des Fusionspeptides
hin.
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3.3.2. Internalisierungsstudien von CK;-[F7, P3*]NPY iiber hY,R

Zur Kontrolle der Funktionalitit des polyionisch modifizierten CKg-[F”, P**]NPY wurden
Internalisierungsstudien an stabil transfizierten HEK293-Zellen durchgefiihrt. Diese synthe-
tisierten mit gelb fluoreszierenden Protein markierten hY;R oder hY,R. Ohne Stimulati-
on konnte aufgrund der gelben Fluoreszenz fiir beide Rezeptortypen Membranstiandigkeit
nachgewiesen werden, abgesehen von geringen intrazelluldren Anteilen aufgrund von Bio-
syntheseprozessen (Abb.3.25).

unstimuliert

pNPY

[F7 P34NPY

Abbildung 3.25.:

_[E7 P34 . . Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von
CK8 [F*.P=INPY » : Rezeptorinternalisierungsstudien auf HEK293
Zellen, die stabil hY;R oder hY5R synthetisie-
ren. Die Rezeptoren sind zusétzlich C-terminal
mit gelb fluoreszierendem Protein fusioniert.
Die Stimulation erfolgte jeweils mit 100 nM
Peptid fiir 1 h. Zellkerne sind mit Hoechst
33342 (blau) gefiarbt. Mafistab: 10 pm. Darge-
stellt sind représentative Aufnahmen aus zwei
unabhéngigen Experimenten.

Eine Stimulation der Zellen mit NPY fithrt zu einer Internalisierung beider Rezeptor-
subtypen, was am Verschwinden der Oberflichenfluoreszenz der Zellen sichtbar wird. Das
hY;R-selektive [F7, P3|NPY fiihrt, wie erwartet, nur zur Internalisierung der hY;R, wih-
rend hYsR weiterhin, wie auch bei unstimulierten Zellen, in der Zellmembran lokalisiert
bleibt. Diese Selektivitit und Funktionalitit bleibt auch beim CKg-[F7, P3*|NPY trotz der
Modifikation mit dem Polylysinpeptid erhalten. Sogar die Vergréflerung der Modifikation
durch die Bildung des Immuntoxins mit PE38 beeintriachtigt weder die selektive Aktivierung
des Rezeptors noch die Internalisierung des gesamten Immuntoxin-hY;R-Komplexes (Abb.

3.25).
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3.3.3. Herstellung und Reinigung von [F7, P3*']NPY-PE38

Die Herstellung des Fusionskonstruktes [F7, P3]NPY-PE38 wurde mittels des klassischen
Fusionspeptides erzielt. Im Redoxpuffer unter geringer Ionenstérke konnte das Heterodimer

mit bis zu 80 % Ausbeute gewonnen werden. Dies ergab eine densitometrische Analyse nach
der Auftrennung des Reaktionsansatzes mittels SDS-PAGE (Abb 3.26).

Abbildung 3.26.:
SDS-PAGE-Analytik der Kopplungsreakti-
on von CKg-[F",P34NPY und EgC-PE3S
unter nicht reduzierenden Bedingungen. Die
} Kopplung erfolgte ausgehend von je 4 nM

kDa M 1 2 3 4

EqC-PE38 CKs-[F7,P34NPY und EgC-PE38 (1) in

Oligomere Redoxpuffer (20 mM Tris/HCI, pH 8,0 mit

50 mM NaCl, 2 mM EDTA) mittels Redox-

66 | w— shuffling (20 pM GSH und 80 pM GSSG)

< [F7 PHINPY-PE bei 22 °C. Analysiert wurde die Reaktion zu

45 | - = T - ‘Efeé":'ll538 * Beginn (2) und nach 4 h (3) und 8 h (4)

Reaktionszeit. Gezeigt ist ein 12%iges Po-
lyacrylamidgel, Coomassie gefarbt.

116

35 | —

Der Heterodimerisierungsansatz von [F7, P3|NPY-PE38 wurde zur Abtrennung freier
Spezies an einer Anionenaustauschermatrix (HiTrap Q HP) gereinigt. Im Durchfluss wurde
das freie CKg-[F7, P*|NPY-Peptid mit seinem positiv geladenen tag eluiert, das nicht an die
positiv geladene Matrix bindet. Im fusionierten Zustand werden die negativen Ladungen des
Polyglutamatpeptides teilweise durch die Lysinreste des CKg-[F7, P34|NPY neutralisiert, so
dass hier die Bindung schwécher ist als die der freien Exotoxinmolekiile. Entsprechend wur-
de wéhrend der Gradientenelution zunéchst das Immuntoxin eluiert, gefolgt von der freien
Exotoxinspezies (Abb. 3.27).

501 —— Absorption //
=) ——— Gradient A4 S
< | s IS
E 9
~ (72}
3
2 £ Abbildung 3.27.:
g b= Reinigung von [F7, P34|NPY-PE38. An der
2 3 Anionenaustauschermatrix (HiTrap Q HP)
binden das Immuntoxin (B) und die freien
. , ; 10 Exotoxinspezies (C). Sie kénnen in einem
0 10 20 30 linearen NaCl-Gradienten getrennt eluiert
Eluti | | werden. CKg-[F7,P3¥|NPY ist im Durch-
utionsvolumen (mi) fluss (A) zu finden.
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3.3.4. Biologische Aktivitdt von [F7, P>*]NPY-PE38 in Zellkultur

Die biologische Aktivitit des Immuntoxins [F7, P3*|NPY-PE38 wurde durch Bestimmung
der EC5p-Werte in Zellkultur nach 48 h Inkubation analysiert. Es wurde mit den hY;R-
positiven Zelllinien SK-N-MC und MCF7 sowie mit der hY;R-negativen Kontrollzelllinie
HEK-293 gearbeitet.

Fiir beide hY;R-positiven Zelllinien zeigte sich mit einem ECs-Wert im niedrigen na-
nomolaren Bereich (SK-N-MC: EC5q =3,6 + 0,7 nM, n=4, Abb. 3.28b und MCFT7: ECs,
=2,7+0,5 nM, n=16, Abb.3.28a) eine hohe Affinitat des Immuntoxins fiir den Rezeptor.
Im Vergleich dazu schadigt das freie Toxin ohne die zelladressierende Komponente die Zellen
erst mit einer ca. sieben Mal hoheren Konzentration (SK-N-MC: 24,14+ 3,1 nM, n=4 und
MCF7: 19,4 + 2,3 nM, n=12). Dies weist darauf hin, dass die Fusion mit [F”, P*|NPY
zu einer deutlich verbesserten Internalisierung von PE38 in die Zellen fiihrt. Auf der Kon-
trollzelllinie HEK-293 waren keine Unterschiede in der Toxizitat zwischen Immuntoxin und
freiem Toxin nachweisbar, die EC5o-Werte sind mit 48, 1+6,2 nM (n=4) und 47,6+14, 2 nM
(n=4) im Rahmen der Fehler identisch (Abb. 3.28¢). Da in diesen Zellen kein hY;R expri-
miert ist, kann das Immuntoxin keine zelloberflichenspezifische Interaktion vermitteln.

Ob die Toxizitit von [F7, P3|NPY-PE38 auf hY;R-positiven Zellen tatsichlich auf der
Interaktion des [F7, P**]NPY mit dem hY;R und anschlieBender Internalisierung des Fusi-
onskonstruktes beruht, wurde in weiteren Experimenten untersucht. So konnte in Gegenwart
des hY;R-Antagonisten, dem BIBP3226 (Rudolf et al., 1994), die toxische Aktivitat des Im-
muntoxins auf den hY;R-positiven Zelllinien in Abhéngigkeit der BIBP3226-Konzentration
reduziert werden. Auf SK-N-MC Zellen wurde die Toxizitat auf das Aktivitatslevel des freien
Toxins herabgesetzt (Abb. 3.28b). Dieser Antagonismus bestétigt eine spezifische Toxizitét
von [F7, P3NPY-PE38, die iiber den hY;R vermittelt wird.

Auch auf MCF7 Zellen konnte die spezifische Toxizitdt unter Anwesenheit von BIBP3226
unterdriickt werden. Jedoch ist die Toxizitit des [F7, P*|NPY-PE38 in Anwesenheit des
Antagonisten immer noch héher als die des freien EgC-PE38. Da in der Literatur immer
wieder neben dem hY;R auch die Expression von hYsR kontrovers diskutiert wird (Sheriff
et al., 2010; Te Kamp et al., 2014), wurde auf dieser Zelllinie der EC5¢-Wert auch noch in An-
wesenheit eines hYsR-Agonisten, [Ala3!, Aib3?|NPY, bestimmt. Bei einer moglichen, zusitz-
lichen Internalisierung des Immuntoxins iiber hY5R neben der Internalisierung tiber hY;R
sollte der hY5R-Agonist diese Interaktion unterbinden. Tatsédchlich zeigt sich eine dezente
Erhéhung des ECs0-Wertes von [F7, P3NPY-PE38 in Anwesenheit des [Ala!, Aib*?]NPY.
Werden im Weiteren die Interaktionen mit beiden hYRezeptoren unterdriickt, also der ECs
in Anwesenheit von BIBP3226 und [Ala®!, Aib3?]NPY gemessen, so wird wieder der Wert

der unspezifischen Toxizitét wie bei der Toxinkontrolle gemessen (Abb. 3.28a).

Es zeigt sich also, dass die verwendeten MCF7-Zellen vermutlich nicht nur hY;R-, sondern
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Abbildung 3.28.: Bestimmung der EC5o-Werte von [F7, P34|NPY-PE38 auf (a) MCF7, (b) SK-N-MC sowie
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(c) HEK293-Zellen. Die Zellen wurden fiir 48 h mit unterschiedlichen Konzentrationen [F7, P34|NPY-
PE38 oder EgC-PE38 inkubiert. Das Immuntoxin wurde bei MCF7-Zellen noch zuséatzlich in Anwesenheit
von 1 pM hY;R-Antagonist (BIBP3226) und 120 nM hY5R-Agonist ([Ala3!, Aib*?]NPY) und bei SK-
N-MC-Zellen in Anwesenheit von 1 pM hY;R-Antagonist (BIBP3226) auf die Zellen gebracht. Nach
48 h Inkubation wurde die Zahl lebender Zellen am Durchflusszytometer bestimmt. Der ECso-Wert
von [F7, P34]NPY-PE38 auf MCF7 und SK-N-MC-Zellen liegt deutlich unterhalb der Werte, die mit
freiem EgC-PE38 erzielt wurden. Diese spezifische Wirkung lédsst sich allein durch BIBP3226 auf SK-
N-MC Zellen antagonisieren. Auf MCF7-Zellen wird zusétzlich eine hYsR-Aktivitdt kompetitiert. Auf
den HEK293 Zellen als Negativkontrolle sind die Aktivititen von Immuntoxin und freiem Toxin im
Rahmen der Fehler gleich. Hier dargestellt sind Datensétze mit n=4, die durchgéngigen Linien zeigen
die Anpassungskurven an die experimentellen Daten.



3.3. Herstellung und Analytik des neuartigen bifunktionalen Konstruktes [F7, P> NPY-PE38

auch hYsR-positiv sind und dass das [F7, P34|NPY-PE38 zum Teil auch iiber diesen Rezeptor
bindet und toxisch wirkt. Obwohl [F7, P3*]NPY laut Literatur mit einem K; von 0,009 nM
eine hohe Selektivitét fiir hY ;R aufweist, bindet es dennoch mit einem K; von 34 nM auch an
hY5R (Soll et al., 2001). Daher ist die Vermittlung der Toxizitét iber hY;R ein weiteres Indiz
fiir die integre Funktionalitat von CKg-[F", P3*]NPY trotz seiner Polylysinmodifikation.

Ein negativer Einfluss auf das Zellwachstum durch BIBP3226 und [Ala!, Aib®2|NPY
selbst war bei den eingesetzten Konzentrationen der beiden Substanzen nicht nachweisbar
(Daten nicht gezeigt).

Bei einem Vergleich der Wirkung von [F7, P3]NPY-PE38 auf die beiden hY;R-positiven
Zelllinien féllt auf, dass SK-N-MC-Zellen bei hohen Konzentrationen an Immuntoxin nach
48 h vollstédndig absterben, wohingegen bei den MCF7-Zellen eine Restpopulation von ca.
30 % im Vergleich zu unbehandelten Zellen bleibt. MCF7-Zellen sind Caspase3-negativ (Ja-
nicke et al., 1998), einem wichtigen Apoptosefaktor. Da Pseudomonas Exotoxin Zellen in
die Apoptose fiihrt, liegt die Vermutung nahe, dass MCF7-Zellen weniger effektiv durch
PE38 in die Apoptose getrieben werden. Das heifit, das angestrebte Ziel, mit dem Immunto-
xin [F7, P**|NPY-PE38 eine gerichtete Zelladressierung zu erzielen und den Gesamtkomplex
aus Targeting- und Toxineinheit spezifisch iber hY;R in die Zelle zu internalisieren, ist auf
beiden Zelllinien erreicht. Allerdings ist das in der Regel hochwirksame PE38 auf MCF7-
Zellen keine giinstige Payload.

Diese These wird durch die Ergebnisse, die mit B3-PE38+x erzielt wurden, unterstiitzt.
Der Mechanismus der Zelladressierung mittels Antigen-Antikorper-Interaktion ist ein an-
derer als der der Rezeptor-Ligand-Interaktion des [F7, P3]NPY-PE38. Dennoch verbleiben
auch bei der Anwendung von B3-PE38x nach seiner Anwendung auf MCF7-Zellen lebende
Zellen. Im Falle der Zytotoxizitatstests ist der Anteil nach 48 h ebenfalls rund 30 % (Ab-
schnitt 3.2.7, S. 84). Bei den Versuchen zur Wachstumskinetik (Abschnitt 3.2.4, S. 82) wird
deutlich, dass die lebenden Zellen auch regenerationsfihig sind. Es ist nicht auszuschlieen,
dass es sich hier um Zellen von Subpopulationen handelt, bei denen noch weitere Wege zur
Apoptose eingeschrinkt sind.

Zusammenfassend zeigt die Tatsache auch, dass die Zytotoxizitdt der beiden Immunto-
xine B3-PE38cx und NPY-PE38 nach spezifischer Zelladressierung und Internalisierung

tatsachlich iiber die Aktivitat des Pseudomonas Exotoxins vermittelt wird.

3.3.5. Herstellung und Reinigung von [F7, P3*]NPY-PE38.y

Die Kopplung von KgxC-[F7, P*|NPY und EgxC-PE38 zum Immunkonjugat [F7, P34 |NPY-
PE38cx mit spaltbarer polyionischer Sequenz erfolgt wie auch bei der Herstellung von
[F7, P*]NPY-PE38 in Redoxpuffer unter geringer Ionenstérke. Es wurde dquimolar mit 4 pM

je Reaktionspartner gearbeitet und eine Reaktionszeit von 25 h zugelassen. Die Kopplung
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der Partner erfolgte laut densitometrischer Auswertung zu 60 % (Abb. 3.29). Im Anschluss
wurde das Kopplungsprodukt von den ungekoppelten Edukten durch Kationenaustausch-
chromatographie an einer HiTrap SP HP getrennt. Das mit der Sulphopropyl-Matrix iden-
tisch geladene EgxC-PE38 wurde im Durchfluss eluiert. Mit steigender Ionenstarke wurde
das Kopplungsprodukt vor dem KgxC-[F7, P*|NPY eluiert (Abb. 3.30).
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Abbildung 3.29.: SDS-PAGE-Analytik zur Herstellung von [F7, P34|NPY-PE38¢x . Gezeigt ist ein 12%iges
Polyacrylamidgel, Coomassie gefirbt. Proben 1-9 sind nicht reduziert: (1) KgxC-[F7, P3*|NPY-Referenz;
(2) EgxC-PE38-Referenz; (3-9) Kopplungsansatz nach 0-0,5-1,5-3-5,5-21-25 h; (10) Kopplungsansatz,
reduziert; Die Kopplung erfolgte ausgehend von je 4 pM KgxC-[F”, P3#]NPY und EgxC-PE38 in Redox-
puffer (20 mM Tris/HCI, pH 8,0 mit 50 mM NaCl, 2 mM EDTA) mittels Redoxshuffling (20 pM GSH
und 80 pM GSSG) bei 22°C.
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3.3. Herstellung und Analytik des neuartigen bifunktionalen Konstruktes [F7, P> NPY-PE38

3.3.6. Thrombinspaltung von [F7, P*|NPY-PE38.x

Zur Anwendung auf Zellen wurden die geladenen Sequenzen von [F7, P2 |NPY-PE38¢x mit-
tels Thrombinverdau entfernt. In Anwesenheit von 0,05 NIH-U Thrombin pro pg Immunto-
xin war eine Inkubationszeit von 21 h bei Raumtemperatur fiir eine vollstandige Spaltung
notig (Abb. 3.31).

Abbildung 3.31.:

SDS-PAGE-Analytik des Verlaufs der Thrombinspal-
tung von [F7, P34|NPY-PE38cx. Verdaut wurde das
gereinigte Protein (Peak B in Abb. 3.30). Proben wur-
- < [F7, P#|NPY-PE38, den zu den indizierten Zeiten (0-3-4-5-21 h) genom-
. — . W« [F7 PINPY-PE38, men und unter nicht reduzierenden Bedingungen auf-
getragen. Gezeigt ist ein 15%iges Polyacrylamidgel,

Coomassie gefarbt.
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3.3.7. Biologische Aktivitdt von [F7, P**]NPY-PE38.x

Die biologische Aktivitit von [F7, P31 NPY-PE38¢ wurde, wie auch die von [F7, P34|NPY-
PE38, in Zellkultur an den hY;R-positiven Zelllinien SK-N-MC und MCF7 getestet (Abb.
3.32). Bei den SK-N-MC-Zellen liegt der EC5y des Immuntoxins bei 8,2+3,1 nM (n=4) um
Faktor 5 niedriger als der durch die unspezifische Toxizitat des mit lodacetamid alkylierten

C-PE38 (42,9 4 20,7 nM, n=4).
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Abbildung 3.32.: Bestimmung der EC5o-Werte von [F7, P34 |NPY-PE38¢ auf (a) MCF7, (b) SK-N-MC-
Zellen. Die Zellen wurden fiir 48 h mit unterschiedlichen Konzentrationen [F7,P3|NPY-PE38c oder
mit Todacetamid alkyliertem C-PE38 inkubiert. Nach 48 h Inkubation wurde die Zahl lebender Zellen
am Durchflusszytometer bestimmt. Der EC50-Wert von [F7, P34 ]NPY-PE38¢ auf MCF7 und SK-N-MC-
Zellen liegt deutlich unterhalb der Werte, die mit alkyliertem C-PE38 erzielt wurden. Hier dargestellt
sind Datensétze mit n =4, die durchgéngigen Linien zeigen die Anpassungskurven an die experimentellen
Daten.
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Auf MCF7 Zellen liegt die unspezifische Toxizitdt von C-PE38 bei einem ECs5y-Wert von
45,5+19,6 nM. Durch die Fusionierung zum Immuntoxin sinkt dieser Wert auf 3, 8+2, 2 nM.
Die Antagonisierung der spezifischen Toxizitit durch BIBP3226 und [Ala!, Aib3?|NPY ist
moglich. Demnach sind die Aktivititen in der Zellkultur zwischen [F7, P3|NPY-PE38 und
[F7, PNPY-PE38cx durchaus vergleichbar, und es wurde auf den zusétzlichen Spezifitéts-
test mittels einer Negativzelllinie verzichtet. Dieser wurde mit [F7, P3]NPY-PE38 erfolgreich
durchgefithrt (Abschnitt 3.3.4, S. 91).

3.3.8. Zusammenfassender Vergleich der Immuntoxine [F7, P3']NPY-PE38 und
[F7, P*INPY-PE38.x

In diesem Kapitel wurde das Immuntoxin NPY-PE38 vorgestellt. Es wurde mit zwei Va-
rianten gearbeitet. Eine Variante wurde iiber die klassischen polyionischen Fusionspeptide
hergestellt, die zweite tiber die in dieser Arbeit etablierten spaltbaren Fusionspeptide.

Die Einfiihrung des hY;R-Liganden [F7, P*}|NPY als Targeting-Komponente eines Im-
muntoxins mit PE38 als Toxinkomponente fithrt zu zelltypspezifischer Toxizitédt. Diese wird
vermittelt durch die Ligand-Rezeptor-Interaktion und die folgende Internalisierung des Ge-
samtkomplexes. Die Modifikation des [F7, P**]NPY an der Seitenkette des Lysins an Position
vier erlaubt weiterhin die Bindung an den Rezeptor. Dies konnte bereits in anderen Studien
gezeigt werden. Jedoch wurde in dieser Arbeit erstmals ein Protein zur Modifizierung ver-
wendet. Dieses ist mit ca. 40 kDa deutlich grofler als alle bisher verwendeten chemischen
Modifikationen. Auch die hohe Ladungsdichte durch die Fusionsproteine stort die Interakti-
on mit hY;R nicht. Die Anwesenheit eines Antagonisten verhindert die spezifische Bindung
des Immuntoxins, was unspezifische Zelltoxizitiat wie beim freien PE38 zur Folge hat.

Ebenso ist die Internalisierung des Gesamtkomplexes in die beiden hY;R-positiven Zell-
linien MCF7 und SK-N-MC offensichtlich ausschliellich die Folge der Rezeptorbindung,
unabhéngig von der Kopplung des 40 kDa grofien Proteintoxins.

Beide Varianten des [F7, P3|NPY-PE38 zeigen in Zellkultur sehr dhnliche Eigenschaf-
ten. In Tabelle 3.4 sind die Aktivititen der beiden Immuntoxine [F7, P3]NPY-PE38 und
[F7, P3NPY-PE38¢x noch einmal dargestellt. Beide Immuntoxine zeigen auf beiden hY;R-
positiven Zelllinien Aktivitdten mit ECsy -Werten im niedrigen nanomolaren Bereich. Zell-
typspezifitit wurde anhand des [F7, P3*]NPY-PE38 nachgewiesen.

Unterschiede liegen in der Herstellung. Hier ist der erhohte Aufwand der Synthese des
KgxC-[F7, P34NPY im Vergleich zum CKs-[F7, P3*]NPY zu nennen. Dieser liegt der verlin-
gerten tag-Léange durch die Linker-Sequenz und Thrombinschnittstelle zugrunde. Ferner ist
die Kopplungsausbeute deutlich geringer (60 % statt 80 %). An den Arbeitsschritten zu Fu-
sionierung und Reinigung selbst hat sich nichts gedndert. Hier ist der Arbeitsaufwand, wel-

cher die Inkubation im Redoxpuffer und eine Reinigung mittels lonenaustauschchromatogra-
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Tabelle 3.4.: Aktivititen der beiden Immuntoxine [F”, P34 ]NPY-PE38 und [F7, P3*|NPY-PE38¢ in Zell-

kultur
Zelllinie Toxin Zusatz EC;5 (nM) n=
SK-N-MC [F7, P3|NPY-PE38 3,6+0,7 4
[F7, P3|NPY-PE38  BIBP3226 17,9+£5,0 8
EgC-PE3S 24,1431 4
[F7, P3NPY-PE38¢ 8,2+3,1 4
C-PE38 42,94+20,7 4
MCF7 [F7, P3NPY-PE38 2,7+0,5 16
[F7 P3|NPY-PE38  BIBP3226 8,41+1,2 8
[F7, P3|NPY-PE38  BIBP3226, [Ala3!, Aib®*?|NPY 11,241,08 4
EsC-PE38 19,4 4+2,34 12
[F7, P3NPY-PE38¢ 3,8+£2,2 4
C-PE38 45,5+19,6 8
HEK-293 [F7, P3NPY-PE38 48,1+6,2 4
EgC-PE3S 47,6+ 14,2 4

phie umfasst, weiterhin sehr gering. Die Entfernung der geladenen Sequenzen erfordert beim
[F7, PYINPY-PEcx die zusétzliche Thrombinspaltung, wohingegen [F7, P31 ]NPY-PE38 nur
mit den geladenen Sequenzen eingesetzt werden kann. Ob der Mehraufwand der Abtrennung
der polyionischen Sequenz zu einer Aktivitat in vivo fithrt, muss noch in weiterfithrenden
Arbeiten am Tiermodell gezeigt werden. Die Voraussetzungen fiir solch einen Versuch sind

mit dieser Arbeit geschaffen.
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4. Diskussion

Im Rahmen der biotechnologischen Moglichkeiten werden immer haufiger funktionelle Ein-
heiten verschiedener rekombinant hergestellter Proteine zu neuen bifunktionalen Proteinen
kombiniert. Diese Heterodimere werden z.B. in der Krebstherapie als Immuntoxine einge-
setzt. In den letzten Jahren wurde eine Methode zur In-vitro-Herstellung von Heterodimeren
mittels polyionischer Fusionspeptide als spezifischem Dimerisierungsmotiv entwickelt. Die
klassische Variante dieser Fusionspeptide basiert auf der Expression der zwei zu fusionieren-
den Proteinkomponenten, welche, jeweils am N- oder C-Terminus oder sogar in eine loop-
Struktur integriert, um eine Sequenz positiv oder negativ geladener Aminosduren sowie ein
Cystein verlangert werden. Die entgegengesetzt geladenen Sequenzen dieser Fusionspeptide
bedingen eine gerichtete Heterodimerisierung aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen.
Dies fithrt zu einer engen rdumlichen Annéherung der zusétzlich eingefithrten Cysteine.
Unter entsprechenden Redoxbedingungen bilden diese eine kovalente Disulfidbriicke aus, so

dass das kovalent verbundene Heterodimer entsteht (Richter et al., 2001; Stubenrauch et al.,

2001).

Die geladenen Sequenzen dieser modular einsetzbaren Fusionspeptide haben sich als mul-
tifunktional erwiesen, indem sie neben der Heterodimerisierung auch Proteinreinigung und
matrixassoziierte Faltungsvorgidnge ermoglichen (Sassenfeld and Brewer, 1984; Stempfer
et al., 1996; Lilie et al., 2013).

Nach erfolgter kovalenter Dimerisierung und Reinigung sind die geladenen Sequenzen nicht
mehr essentiell. Sie tragen nicht zur Aktivitdt des Heterodimers bei. Jedoch sind ionische
Interaktionen, z. B. mit anderen Proteinen oder biologischen Oberflachen, denkbar, so dass
die hohe Ladungsdichte auf die Aktivitdt der Fusionskonstrukte indirekt einen negativen
Einfluss haben kann. Daher wurde das Konzept der polyionischen Fusionsproteine inner-
halb dieser Arbeit weiterentwickelt. Mit dem Ziel nach der Kopplung der Fusionspartner die
polyionische Sequenz unter Beibehaltung der kovalenten Disulfidbriicke zu entfernen, wurde
eine Thrombinspaltstelle zwischen dem zum Protein benachbarten Cystein des Fusionspep-
tides und der polyionischen Sequenz integriert. Diese nun spaltbaren Peptide erlauben die

Entfernung der geladenen Sequenzen nach der kovalenten Kopplung und vor der Anwendung
der Produkte.
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4.1. Polyionische Fusionspeptide im Vergleich zu anderen

Technologien zur Fusionierung

In den meisten Fallen werden Immuntoxine genetisch fusioniert und biotechnologisch als
bifunktionales Protein hergestellt, was oftmals die Etablierung aufwendiger Expressions-
und Riickfaltungsprotokolle beinhaltet. Polyionische Fusionspeptide sind eine schnelle und
einfache Kopplungsalternative, was gerade auch bei initialen Screening-Versuchen auf der
Suche nach neuen bifunktionalen Proteinkombinationen ein wichtiger Vorteil ist. Die Prote-
insynthese wird in der Regel wenig beeinflusst und die Reinigung erleichtert; die Kopplung
erfolgt bereits in geringen Konzentrationen mit einer hohen Ausbeute und die polyionischen
Sequenzen konnen entfernt werden, so dass, bis auf die essentielle Disulfidbriicke, kaum
Reste der Fusionspeptide im Endprodukt enthalten sind.

Jedoch gibt es auch weitere Prinzipien der kovalenten Proteinmodifizierung nach vorher-
gehender nicht-kovalenter, gerichteter Assoziation der Reaktionspartner mittels Peptidtags.
Vielfach angewandt und in verschiedene Richtungen entwickelt sind die sogenannten Coiled-
coil-Strukturen als Dimerisierungsmotiv, ein Strukturmotiv, das in vielen natiirlich vorhan-
denen Proteinen eine Homo- oder Heterodimerisierung induziert. Beipiele sind Tropomyosin
(McLachlan and Stewart, 1975) oder die Transkriptionsfaktoren Fos und Jun, die sowohl
homodimer als auch heterodimer vorliegen (O’Shea et al., 1989). Coiled-coil-Strukturen be-
ruhen auf a-Helices, die sich zu einer Mehrfachhelix winden. Typisch ist der Aufbau der
Helices aus sich wiederholenden Heptaden (Aminosduren a—g) mit hydrophoben Aminosiu-
ren an den Positionen a und d (Abb. 4.1). Diese bilden einen hydrophoben Kern nach dem
,knobs-into-holes“-Prinzip (Crick, 1953). Geladene Aminosduren an Positionen e und g sta-
bilisieren Dimere durch ionische Wechselwirkungen und fiihren, ahnlich den polyionischen
Fusionspeptiden, zur Heterodimerisierung. Dieses Prinzip wurde bei der Herstellung artifi-
zieller Coiled-coil-Peptide ausgenutzt (O’Shea et al., 1993; Litowski and Hodges, 2002). Fiir
eine stabile Dimerisierung sind mindestens drei Heptaden notwendig. Litowski and Hodges
(2002) erzielten mit ihren artifiziellen Coiled-coil-Strukturen eine hohe Affinitdt mit einer
Bindungsenergie von 9,6 kcal/mol und einem Kp-Wert von 70 nM. Ein Vorteil fiir eine
biotechnologische Anwendung der Coiled-coil-Peptide gegeniiber den polyionischen Fusi-
onspeptiden ist die geringere Salzabhangigkeit ihrer Interaktion aufgrund der hydrophoben
Wechselwirkungen.

Das System von Litkowski wurde bereits zur Proteinmodifikation in vitro und in Zell-
kultur eingesetzt (Reinhardt et al., 2014a). Mittels der Coiled-coil-Peptide aus je 21 Ami-
nosauren wurden ein synthetisch hergestellter Thioester aus Coiled-coil-Peptid und einem
organischen Molekiil und ein Protein mit N-terminalem Cystein plus Coiled-coil-Peptid fiir
einen Acyltransfer ausgerichtet. Die Thiolgruppe des Cysteins greift das aktivierte Carbonyl-
C-Atom des Thioesters nukleophil an. Uber einen sich anschlieBenden NS-shift mit der
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Abbildung 4.1.:

Helixrad-Darstellung zweier assoziierter
Coiled-coil-Heptaden. Dargestellt ist
der Querschnitt durch ein Coiled-coil-
assoziiertes Dimer. Die hydrophoben
Interaktionen, ausgehend von hydrophoben
Aminosduren an Positionen a und d,
sind mit breiten Pfeilen symbolisiert.
Sie konnen durch benachbarte ionische
Wechselwirkungen geladener Aminoséuren
in Positionen e und g stabilisiert sein,
gekennzeichnet durch schmale gestrichelte
Pfeile. Abbildung modifiziert nach Litowski
and Hodges (2002)

a-Aminogruppe des Cysteins wird eine neue Peptidbindung ausgebildet. Aufgrund der ho-
hen Affinitéit zwischen den Coiled-coil-Peptiden erfolgen Assoziation und Acyltransfer inner-
halb von Minuten. Limitierend bei dieser Fusionierung ist die Stabilitdt des Thioesters, der
in wassrigen Puffersystemen zur spontanen Hydrolyse neigt. Eben dieser Thioester macht
diesen sogenannten , proteintemplat-vermittelten Acyltransfer (Reinhardt et al., 2014b) vor
allem fiir die chemische Modifikation eines Proteins einsetzbar. Die kovalente Heterodime-
risierung von Proteinen steht bei dieser Reaktion eher nicht im Fokus. Ferner bleibt nach
dem Acyltransfer ein Peptid im Fusionsprodukt integriert, wahrend das zweite frei wird.
Fir die Kopplung zweier Proteine iiber diese Coiled-coil-Peptide wére, wie bei den polyio-
nischen Fusionspeptiden, die Einfithrung einer kovalenten Verkniipfung sinnvoll. Ansonsten
liegt das Dimer in einem konzentrationsabhéngigen Gleichgewicht mit den nicht assoziier-
ten Monomeren vor, wie es fiir coiled-coil-stabilisierte variable Antikorperdoménen gezeigt
wurde (Arndt et al., 2001). Bereits natiirlicherweise existieren Coiled-coil-Strukturen, die
zusétzlich stabilisiert sind. Unter den iiblicherweise intrazellularen reduzierenden Bedingun-
gen liegt Occludin als Heterodimer an Zonula-Occludens-Protein gebunden vor. Walter et al.
(2009) konnten zeigen, dass oxidativer Stress zur kovalenten Stabilisierung von Homodime-
ren iiber Cysteine in dessen C-terminaler Coiled-coil-Doméne fiithren. Artifiziell hergestellte
Coiled-coil-Dimere konnen tiber den Austausch einer hydrophoben Wechselwirkung durch
eine Disulfidbriicke oder auch eine kovalente Stabilisierung anstelle ionischer Wechselwir-
kung stabilisiert werden (Wuo et al., 2015; Bianchi et al., 2005), was zu einer kovalenten

Verbindung der beiden Fusionspartner fiihrt.

Die gerichtete, kovalente Kopplung zweier rekombinant hergestellter Proteine in vitro tiber
Peptidbindungen kann beispielsweise durch die Verwendung von Split-Inteinen oder tiber
enzymatische Ligationsverfaheren realisiert werden. Bei beiden Methoden wird ein Protein
C-terminal iber den N-Terminus des zweiten Proteins mit einer Peptidbindung verkniipft.
Bei den Split-Inteinen verlauft dies tiber ein Protein-Spleiflen in trans, wobei die Inteindo-

maéne in gespaltener Form an den C-Terminus des einen sowie den N-Terminus des zweiten
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Proteins rekombinant angefiigt wird. Die Inteinfragmente assoziieren zum aktiven Intein,
so dass die beiden Proteine durch Protein-Spleifien iiber eine Peptidbindung miteinander
verkniipft werden (Mootz, 2007). Hierbei bleibt methodisch immer ein freies, somit in gewis-
sem Mafle reaktives Cystein zuriick, was zur Dimerisierung oder Aggregation fithren kann.
Split-Inteine wurden bislang nur bei kleinen, 16slichen Proteinen erfolgreich eingesetzt. So
wurden bovine pankreatische Ribonuklease (RNaseA) und Restriktionsendonuklease von
Haemophilus parainfluenzae (Hpal) semisynthetisch aus dem synthetisch hergestellten C-
terminalen Peptid und dem rekombinant hergestellten, entsprechend C-terminal verkiirzten
Protein iiber Inteine zu aktiven Enzymen fusioniert (Evans et al., 1998). Ferner wurden Los-
lichkeitsprobleme im Zusammenhang mit den oftmals langen Inteinfragmenten von hundert
oder mehr Aminoséuren berichtet (Thiel et al., 2014). Hinsichtlich der enzymatischen Ligati-
onsverfahren wurden in den letzten zehn Jahren eine Reihe von Methoden entwickelt, welche
die Fusionierung sowohl synthetischer Peptide als auch rekombinanter Proteine ermdoglichen.
Ein prominentes Beispiel ist die aus Staphylococcus aureus stammende Transpeptidase Sor-
tase A. Das Enzym besitzt die Erkennungssequenz LPXTG und spaltet die Peptidbindung
zwischen Threonin und Glycin. Sortase ist in der Lage, das Acyl-Enzymintermediat, das
mit der Carbonylfunktion des Threonins wahrend der Katalyse gebildet wird, im Deacy-
lierungsschritt durch eine Aminolyse zu spalten. Dabei agiert die a-Aminogruppe eines
extern zugefithrten Oligoglycins als Nukleophil (Schmohl and Schwarzer, 2014). Auf diese
Weise konnte ein rekombinantes Fab-Fragment gegen den humanen, epidermalen Wachs-
tumsfaktorrezeptor 2 mit dem Pflanzentoxin Gelonin modifiziert werden. Hierzu wurde das
Antikorperfragment C-terminal um die Erkennungssequenz von Sortase A und das Gelonin
N-terminal um zwei Glycine erweitert. Die Fusion der beiden Proteine erfolgte bei einer
recht hohen Antikérperkonzentration von 50 pM und 1,5 Mol-Aquivalenten Gelonin mit ei-
ner Ausbeute von ca. 50 % (Kornberger and Skerra, 2013). Limitierend bei dieser Reaktion
ist ein thermodynamisches Gleichgewicht mit der Abgangsgruppe. Diese enthélt ebenfalls
ein Glycin und kann somit auch als Nukleophil fungieren. Somit werden bis zu 20fache
Uberschiisse an Nukleophil benétigt, um Ausbeuten von mehr als 80 % zu erzielen (Levary
et al., 2011). Auch das Enzym muss dquimolar eingesetzt werden, da Sortase eine sehr nied-
rige katalytische Effizienz aufgrund eines hohen K,,-Wertes fiir die Erkennungssequenz von
8,7 mM aufweist.

4.2. Kopplungseigenschaften und technologische Aspekte der

spaltbaren polyionischen Fusionspeptide

Die neu angeordneten, spaltbaren Fusionspeptide fithren erfolgreich zur kovalenten Kopp-

lung zweier Proteine mit achtfach entgegengesetzt geladenen Peptiden. Dies wurde an den
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drei Konstrukten MBP-sfBFP¢x, B3-PE38cxund [F7, P3NPY-PE38cy gezeigt. Die ioni-
schen Wechselwirkungen zwischen den spaltbaren Fusionspeptiden und den damit verbun-
denen hohen lokalen Konzentrationen der in den Peptiden enthaltenen Cysteine fithren zu
einer starken Oxidationstendenz dieser Cysteine, was sich in einem Redoxpotential der Di-
sulfidbriicke im Bereich von -400 mV bei pH 8,0 ohne Salzzusatz widerspiegelt. Dies ist ver-
gleichbar mit dem von DTT, einem starken Reduktionsmittel (-366 mV 1t. Cleland (1964)),
und entspricht auch in etwa den Werten, die fiir die klassischen Fusionspeptide ermittelt
wurden (-380 mV l1t. Lilie et al. (2013)). Auch die Stirke der reinen ionischen Interaktio-
nen der Systeme mit acht Ladungen ist fiir klassische und spaltbare polyionische Peptide
vergleichbar und wurde in dieser Arbeit mit AG =6,5 kcal/mol bestimmt. Dieser Wert ist
identisch, wenn ein klassisches Fusionspeptid mit einem spaltbaren kombiniert wird. Die Art
des Fusionspeptidaufbaus hat folglich keinen Einfluss auf die Stérke der ionischen Wechsel-
wirkungen. Allerdings ist die Affinitat der klassischen Fusionspeptide in der Literatur mit
einem Kp-Wert von 250 nM beschrieben (Lilie et al., 2013) und liegt deutlich unter dem hier
bestimmten (10 pM). Dieser Unterschied ist durch das Messsystem bedingt. Zur Messung
der Assoziation der klassischen Fusionspeptide wurde die Assoziation zwischen BFP-EgC
und enhanced green fluorescent protein (EGFP-RgC) mittels Fluoreszenz-Energie-Transfer-
Messungen bestimmt (Frost, 2009). In diesen Messungen wurde nicht beriicksichtigt, dass
eine Dimerisierung unabhéngig von den polyionischen Fusionspeptiden zwischen GFP und
ihm gleichen Strukturen wie dem BFP auftritt (Yang et al., 1996). Diese Dimerisierung
des GFP ist mit einem Kp von ca. 100 pM zwar nur schwach ausgepriagt (Phillips Jr,
1997), tragt aber in Kombination mit der durch die polyionischen Fusionspeptide indu-
zierten Dimerisierung in kooperativer Weise deutlich zur Assoziation bei. Diese zusatzliche
Interaktion zwischen zwei Fluoreszenzproteinen ist auch der Grund, weshalb in dieser Ar-
beit von der Analytik der Fusionspeptide mittels Fluoreszenz-Energie-Transfer-Messungen
abgesehen wurde.

Obwohl der Kp-Wert der ionischen Wechselwirkungen der Achtersysteme bei 10 pM liegt,
werden dennoch unter geeigneten Redoxbedingungen Ausbeuten der kovalenten Fusion von
ca. 60 % erzielt, wenn die Monomere mit nur je 4 pM eingesetzt werden. Dies lasst sich durch
den Entzug der kovalent gebundenen Heterodimere aus dem Gleichgewicht der nicht kovalen-
ten Assoziation begriinden. Bei den klassischen Fusionspeptiden ist dieser Effekt grofer. Hier
werden einheitlich Ausbeuten von bis zu 80 % erzielt (Abschnitt 3.3.3, S. 90, (Kleinschmidt
et al., 2003; Bergelt et al., 2009)). Gemischte Disulfide mit Glutathion des Redoxpuffers sind
bei der Assoziation mit klassischen Fusionspeptiden fast nicht nachweisbar (Richter et al.,
2001). Da durch die Einfithrung der strukturell flexiblen Linkersequenz sowie der Throm-
binerkennungssequenz bei den spaltbaren Peptiden ein Abstand von zwo6lf Aminosduren
zwischen Cystein und den geladenen Aminosiuren entstanden ist, ist nach der Assoziation

die lokale Konzentration der Cysteine geringer als bei den klassischen Fusionspeptiden; dies
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erschwert die Ausbildung der Disulfidbriicke, die Ausbeute sinkt leicht. Zuséatzlich steigt
der Anteil gemischter Disulfide mit Glutathion. Solche konnten in der Massenspektrometrie
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dementsprechend scheinen beim klassischen Fu-
sionspeptid bereits acht geladene Aminosduren auszureichen, um optimale Bedingungen fiir
die Ausbildung der Disulfidbriicke zu schaffen. Diese Theorie wird dadurch unterstiitzt, dass
die Erhohung der Anzahl an Ladungen auf zehn im klassischen Fusionspeptid die Ausbeute
des kovalent verbundenen Produkts nicht weiter erhoht; sie bleibt bei 80 % (Richter et al.,
2001). Im Gegensatz dazu wird angenommen, dass die verbesserte Affinitit bei den spaltba-
ren Fusionspeptiden mit zehn Ladungen zu einer besseren kovalenten Dimerisierung fiihrt.
Dies deutet sich schon in den Redoxversuchen an, in denen mit dem Zehnersystem hoéhere
Dimerisierungsraten gezeigt werden als fiir die Achtersysteme. Die geringeren Ausbeuten mit
dem spaltbaren Achtersystem im Vergleich zum klassischen Fusionspeptid kénnen folglich
durch Verlangerung der geladenen Sequenzen zum Zehnersystem kompensiert werden.

Anhand der quantitativen Auswertung der ldngenabhingigen Assoziation der polyioni-
schen Fusionspeptide (Abschnitt 3.1.4, S. 71) lassen sich generell gezielt polyionische Fusi-
onspeptide mit vorab kalkulierten Affinitdten konstruieren. Nach diesem einfachen, quantita-
tiven Modell erfolgt die primare ionische Wechselwirkung der polyionischen Fusionspeptide
mit einer Assoziationskonstanten von K, = 450 M~ (AG® = 14,4 kJ/mol). Dieser Wert
liegt betréichtlich hoher als allgemein angegebene Assoziationskonstanten fiir Salze, die im
Bereich von 0,2-0,5 M~! in Wasser liegen (Creighton, 1993), was einer Energie von 1,6-
3,8 kJ/mol pro ionischer Wechselwirkung entspricht. Diese Diskrepanz lésst sich durch die
hohe lokale Ladungsdichte der polyionischen Fusionspeptide erkldren. Eine einzelne Ladung
des Fusionspeptides wird bei der Wechselwirkung mit dem entgegengesetzt geladenen po-
lyionischen Peptid nicht nur mit einer Ladung, sondern mit der gesamten Ladungsdichte des
Peptides interagieren; somit ist diese Wechselwirkung stabiler als die einzelner Ionen. Die
abgeleiteten quantitativen Vorhersagen zur Kooperativitat der polyionischen Wechselwir-
kungen aus dem Modell mit 1,8 kJ/mol fiir jede zusétzliche ionische Wechselwirkung passt
sehr gut zu den oben genannten Energien. Dies scheint zwar tendenziell eher niedrig zu sein,
jedoch wurden die Daten zu den polyionischen Fusionspeptiden in Puffer mit 25 mM Na-
triumphosphatsalzen ermittelt, wodurch die ionischen Wechselwirkungen insgesamt schwa-
cher als in Wasser sind. Vergleicht man jedoch die Starke der ionischen Wechselwirkungen
der peripher angeordneten Fusionspeptide mit ionischen Wechselwirkungen innerhalb eines
gefalteten Proteins, so ist die Kooperativitat innerhalb der Fusionspeptide geringer als zwi-
schen strukturell stabilisierten ionischen Wechselwirkungen innerhalb eines Proteins. Hier
weisen einzelne ionische Wechselwirkungen Stabilitdten auf im Bereich von 4-12 kJ/mol
(Creighton, 1983; Fersht, 1972; Goldenberg, 1985).

Bei den klassischen Fusionspeptiden hat sich das Achtersystem bewéhrt. Hier ist ein Op-

timum zwischen dem Anspruch an eine hohe Affinitét fiir eine hohe Kopplungsausbeute und
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an eine moglichst kurze Ladungssequenz gefunden. Fiir die spaltbaren Fusionspeptide hat
das Zehnersystem Vorteile. Fiir die spitere Anwendung hat die Lénge der polyionischen
Sequenz aufgrund der vorhergehenden Abspaltung keinen Einfluss bei den spaltbaren po-
lyionischen Fusionspeptiden. Hier ist vor allem eine hohe Fusionsausbeute wichtig. Limitiert
wird die Lange der polyionischen Sequenz durch mogliche Ausbildung von Sekundarstruk-
turen sowie durch Syntheseprobleme.

Fir eine Abspaltung der polyionischen Sequenzen von den Fusionspeptiden kann prin-
zipiell jede spezifische Protease mit ihrer entsprechenden Spaltsequenz verwendet werden.
Voraussetzung ist allerdings, dass die in enger Nachbarschaft zur Spaltstelle befindliche As-
soziation der polyionischen Sequenzen sterisch nicht den Zugang der Protease zur Spaltstelle
blockiert. In dieser Arbeit wurde fiir die Spaltung Thrombin eingesetzt. Neben den Peptidse-
quenzen muss nach der Spaltung auch die Dosierung des Thrombins beachtet werden. Ohne
Abtrennung des Thrombins aus dem Ansatz bestiinde bei einer biologischen Anwendung der
generierten Immuntoxine im Tiermodell die Moglichkeit der Bildung von Embolien (Gomi
et al., 1990; Paul et al., 1993). Dennoch wurde Thrombin als Spaltungsenzym ausgewéhlt,
da es sehr spezifisch nach dem Arginin in der Erkennungssequenz spaltet und dies unter
nicht reduzierenden Bedingungen moglich ist. Dies ist eine essentielle Voraussetzung, um
die kovalente Disulfidbriicke zwischen den beiden Komponenten zu bewahren.

Was den Vorteil der Modularitiat angeht, so sind auch die spaltbaren Fusionspeptide
weiterhin flexibel einsetzbar. Sie konnen genauso als N- wie auch als C-terminale Fusion
eingesetzt werden. Jedoch ist die Anwendung innerhalb eines Proteinloops, wie beim Virus-
hiillprotein VP1 mit den klassischen Fusionspeptiden angewandt (Stubenrauch et al., 2001),
in diesem Fall nicht mehr sinnvoll, da eine Spaltung das Gesamtprotein betreffen wiirde. Als
Alternative kann das spaltbare polyionische Peptid synthetisch hergestellt und durch Ver-
wendung einer chemoselektiven Funktionalitiat wie der eines Succinimides oder Maleimides
itber nukleophile Aminosaurefunktionalitédten von Lysinen oder Cysteinen an Seitenketten
des Zielproteins fusioniert werden. Mit dieser Methode erhélt man allerdings in der Re-
gel heterogene Produktgemische mit unterschiedlichen Eigenschaften. Eine regiospezifische
Kopplung des polyionischen Peptides konnte durch das Einfithren nichtproteinogener Ami-
nosduren im Zielprotein erzielt werden, die bioorthogonale Reaktivitdten aufweisen (Wang
and Schultz, 2005). Dies ist jedoch durchaus anspruchsvoll und bedarf einer Erweiterung
des genetischen Codes. Praktikabel ist die Einfiihrung des polyionischen Fusionspeptides bei
synthetisch hergestellten Peptiden durch eine geeignete orthogonale Schutzgruppenstrategie,
wie es in dieser Arbeit fir das [F”, P3|NPY erfolgreich durchgefiihrt wurde.

Zusatzlich zur Positionierung der polyionischen Peptide an den Proteinen ist die in sel-
tenen Féllen beobachtete Interaktion der ionischen Sequenzen mit geladenen Oberflichen
moglicher Zielproteine zu beachten. Die Wahrscheinlichkeit einer solchen konkurrierenden

Wechselwirkung ist durch den lingeren und flexibleren Aufbau beim spaltbaren Fusionspep-
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tid hoher als beim klassischen. Dies fiithrt insbesondere bei geringer Ionenstarke des Puffers,
die fiir die gerichtete Assoziation grundlegend ist, zu konkurrierenden Wechselwirkungen
mit dem Protein. So ist EGFP mit dem klassischen Polyargininpeptid 16slich (Frost, 2009).
Die C-terminale Fusion der spaltbaren Variante hingegen fithrt zu einer sehr schlechten
Loslichkeit des Proteins in Puffersystemen mit geringer Ionenstéarke. Mit steigender Ionen-
starke des Puffersystems geht das Protein wieder in Loésung. Auch die Spaltung des Fu-
sionspeptides erhoht die Loslichkeit. Somit ist davon auszugehen, dass in diesem Fall die
geringe Loslichkeit des EGFP-CxRg auf ionischen Wechselwirkungen zwischen dem Polyar-
ginin und negativen Ladungen der EGFP-Oberfliche basiert, so dass die Hydrophilie des
Gesamtkonstruktes durch Ladungsabschirmung deutlich herabgesenkt war (Daten nicht ge-
zeigt). Ahnliches wurde bislang nur bei Granzym B und dem klassischen negativ geladenen
Fusionspeptid beobachtet (Kurschus et al., 2004). Die Wechselwirkung mit der positiven
Oberfliche des Granzym B reduzierte die Zugénglichkeit des tags und somit auch die Fusi-
onsraten mit dsFvB3-RgC. Hier wurden dennoch hohe Kopplungsausbeuten erzielt, indem
die Reaktivitat des Cysteins am dsFvB3-RgC durch Aktivierung mit Dithiopyridin erhoht
wurde (Kurschus et al., 2004). Diese Interaktionen haben lediglich die Loslichkeit des Pro-
teins und die Reaktivitat der Fusionspeptide gemindert. Die Funktionalitaten der Proteine
selbst wurden jedoch nicht beeinflusst. Im Normalfall ist eine Verbesserung des Loslichkeit
des Proteins durch die geladenen Fusionspeptide und eine freie Exposition der Ladungen
im wéssrigen Puffer zu erwarten. Im polaren Umfeld wéssriger Losungsmittel bleiben so-
gar auch Struktur und Funktionalitit von [F7, P3*]NPY erhalten, obwohl das Peptidhormon
selbst kaum grofler als das Fusionspeptid ist.

Zusammenfassend ist unter technologischem Aspekt herauszustellen, dass auch die throm-
binspaltbare Variante der polyionischen Fusionspeptide als ein modulares System zur Her-
stellung bifunktionaler Proteine einsetzbar ist. Die Herstellung erfolgt rekombinant N- oder
C-terminal zusammen mit den Proteinen. Innerhalb eines Proteins ist eine Fusionierung
eines Peptides tiber gerichtete chemische Reaktionen moglich. Trotz der kurzen Léange von
21 Aminosduren werden hohe intermolekulare Affinitdten und dadurch spezifische Heterodi-
merisierungen mit hohen Ausbeuten auch im niederen mikromolaren Konzentrationsbereich
erzielt. Auch was die Auswahl der zu koppelnden Proteine angeht, sind die spaltbaren Fu-
sionspeptide in weitem Rahmen einsetzbar.

Dass die kovalente Disulfidbriicke, die iiber die polyionischen Fusionspeptide erzielt wird,
im Gegensatz zu einer Peptidbindung reduziert werden kann, hat bei der Anwendung von
Immuntoxinen durchaus Vorteile. Im intrazellularen, reduzierenden Milieu werden die bei-
den Komponenten getrennt, so dass das Toxin freigegeben wird. Extrazellular scheint die
Disulfidbriicke auch ohne die Stabilisierung durch die ionischen Wechselwirkungen ausrei-
chend stabil zu sein. So zeigt sich im Versuch der zeitabhdngigen Applikation mit B3-PE38¢

in Zellkultur ein deutlich schlechteres Zellwachstum bei dauerhafter Inkubation der Zellen

105



4. Diskussion

mit dem Immuntoxin im Vergleich zu einer Inkubation von nur fiinf Stunden. Daraus lasst
sich zurtickschliefen, dass auch nach 5 h noch aktives Immuntoxin im Medium vorhanden
ist. In Anbetracht der Halbwertszeit von LMB-7 und von B3-PE38 von einer halben bis einer
Stunde in Mausen (Reiter et al., 1994; Frost, 2009) ist von einer ausreichenden Stabilitét

fiir Mausversuche auszugehen.

Ein weiterer Aspekt in Hinblick auf eine Anwendung in vivo ist die potentielle Immu-
nogenitat der polyionischen Fusionspeptide. Nach der Immunisierung eines Kaninchens mit
B3-PE38, das iiber die klassischen, nicht spaltbaren polyionischen Fusionspeptide herge-
stellt war, zeigte das polyklonale Antiserum keinerlei Affinitat fiir die polyionischen Fusi-
onspeptide (Frost, 2009). Auch bei den spaltbaren polyionischen Fusionspeptiden ist keine
Antigenitat zu erwarten, da sie ohne die polyionischen Sequenzen eingesetzt werden sol-
len. Allerdings sollten die freien geladenen Sequenzen vor einer Anwendung in vivo tber
Affinitats- und Ionenaustauschermatrices entfernt werden, besonders wenn eine Zehnerse-
quenz oder eine hohere zum Einsatz kommen. In dem Fall sind immunogene Wirkungen zu
erwarten. So gibt es beispielsweise Antikorper gegen Nonaarginine kommerziell zu erwerben
(Anti-Polyarginine: Rabbit Poly Arginine 9R Antibody, Cell Applications, Inc. in San Die-
go, USA). Ferner sind Polylysinverbindungen als Adjuvantien einsetzbar zur Bildung von
Antikérpern gegen Haptene (Clementi et al., 1991; Romestand et al., 2010). Durch sie ist

eine verstarkte Immunantwort moglich.

4.3. Anwendung der Immuntoxine B3-PE38.x und [F7, P3']NPY-PE38
bzw. [F7, P*]NPY-PE38¢y

Die Einfiihrung der Thrombinspaltstelle zur Entfernung der polyionischen Sequenz nach
kovalenter Heterodimerisierung erfolgte aufgrund der Ergebnisse von Frost (2009). In des-
sen Arbeit wurde gezeigt, dass das tiber polyionische Fusionspeptide hergestellte Immunto-
xin B3-PE38 in Zellkultur vergleichbare biologische Aktivitit wie das genetisch fusionierte
Analogon LMB-7 aufweist. Im Mausmodell jedoch war das B3-PE38 dem LMB-7 deutlich
unterlegen. Bislang wurde kein konkreter Grund fiir diese unerwartete Differenz in vivo
gefunden. So war das Immuntoxin tiber 2 h im Blutkreislauf als intaktes Heterodimer nach-
weisbar bei anndhernd &hnlicher Halbwertszeit wie beim LMB-7 (Frost, 2009; Reiter et al.,
1994). Auch die Penetration des Immuntoxins in Gewebe und dessen Zytotoxizitat wurde
anhand von dreidimensionalen MCF7-Zellkulturen in vitro nachvollzogen (Te Kamp et al.,
2014). Daher wurde im weiteren getestet, ob B3-PE38 mit Serumbestandteilen oder Mem-
branen interagiert, so dass ein Ubertritt aus dem Blutkreislauf verhindert wird. In vitro
hatten Serumkonzentrationen von 80% im Zellmedium jedoch keinen negativen Einfluss

auf die Zytotoxizitdt. Hier konnen starke Wechselwirkungen zwischen Serumbestandteilen
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wie Albumin und dem Immuntoxin, die die Aktivitdt des Immuntoxins beeintrachtigen,
ausgeschlossen werden. Auch Transwell-Experimente mit bovinen endothelialen Aortazellen
GM-7373 zur Simulation des Durchtritts von polyionisch fusionierten Konjugaten durch Ge-
faendothel brachten keinen Hinweis auf die fehlende Wirkung in vivo (Fleischer, 2010). Bei
diesen In-vitro-Experimenten ist jedoch zu beachten, dass im Serum die Gerinnungsfaktoren
weitestgehend entfernt wurden. Diese interagieren mit negativ geladenen Phospholipiden,
die nach Léasionen von Endothelzellen oder von aktivierten Blutplattchen préasentiert wer-
den. Dadurch werden verschiedene Gerinnungsfaktoren gebunden und lokal konzentriert
(Dahlbéack, 2000). Hier wére ein Interaktionspotential mit den geladenen Fusionspeptiden
denkbar. Auch wurde bereits fiir Polylysin ein Einfluss auf die Aktivierung von Faktor Xa
und von Prothrombin gezeigt (Lundblad and Roberts, 1982; Vogel et al., 1976). Sollte den-
noch ein Ubertritt des Immuntoxins in extravasale Gewebe moglich sein, so sind dort ggf.
extrazelluldre Gewebefaktoren vorhanden, die mit den Fusionspeptiden interagieren konnen.
Daher kann ein In-vitro-System nur bedingt die Situation in vivo reprasentieren. Bislang
bleibt ein Grund fiir die fehlende Wirkung von B3-PE38 in vivo noch offen.

Da der Hauptunterschied zwischen LMB-7 und B3-PE38 die Art der Fusionierung und
somit die geladenen Sequenzen sind, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Moglichkeit ge-
schaffen, diese geladenen Sequenzen vor der Anwendung zu entfernen. Daher wurde auch
als ein Anwendungsbeispiel B3-PE38¢ hergestellt und dessen Vergleichbarkeit mit B3-PE38
in vitro nachgewiesen. Als zweites anwendungsbezogenes Immuntoxin wurde NPY-PE38
hergestellt. Mit [F7, P**]NPY wird ein neues Targeting-Modul in Immunotoxinen getestet.

Als In-vitro-Modell wurde in Zellkultur mit MCF7-Zellen gearbeitet. Auch wenn sich
die Brustkrebs-Zelllinie im Zusammenhang mit dem Apoptose induzierenden PE38 nicht
als ideal erwiesen hat, wurde aus Griinden der Vergleichbarkeit mit den Daten zu B3-
PE38 weiterhin mit MCF7-Zellen gearbeitet. Zusatzlich exprimiert diese Zelllinie auch den
Rezeptor fir NPY, hY R, was sie fiir Zytotoxizitatstests mit NPY-PE38 prédestiniert, so
dass auch ein direkter Vergleich der Zytotoxizitat der beiden Immuntoxine B3-PE38 und
NPY-PE38 moglich ist.

Bei allen Aktivitdatsbestimmungen der in dieser Arbeit hergestellten Immuntoxine auf
MCF7-Zellen wurden nie alle MCF7-Zellen zum Absterben gebracht. Es blieb immer eine
lebende Restpopulation unabhéngig von der Targeting-Komponente erhalten. Nach 48 h
belief sich diese auf 20-30% der Kontrollpopulation zum gleichen Zeitpunkt. Die iiberle-
benden Zellen konnten je nach Inkubationsdauer und Toxinkonzentration weiterwachsen.
MCEFET7-Zellen sind aufgrund einer Deletion Caspase-3-negativ, einem wichtigen Apoptose-
faktor (Jénicke et al., 1998). Auch fiir LMB-7 auf MCF7-Zellen wurde eine Induktion der
Apoptose nachgewiesen, hier lduft sie aber entsprechend tiber andere Faktoren ab (Keppler-
Hafkemeyer et al., 1998). Da Pseudomonas Exotoxin jedoch im Normalfall Caspase 3 ak-
tiviert (Jenkins et al., 2004), ist es moglich, dass daher nicht alle MCF7-Zellen durch das
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Toxin sterben. Wahrscheinlich ist auch die Anwesenheit von Subpopulationen, die aufgrund
weiterer Faktoren noch weniger PE38-sensitiv sind. Bei den SK-N-MC-Zellen hingegen wird
der Gesamtpopulation essentiell durch NPY-PE38 geschadet. Es bleibt bei entsprechend
hohem Immuntoxineinsatz keine Lebendpopulation zurtick.

Die Regeneration der resistenten MCF'7-Zellen nach Behandlung mit B3-PE38q tritt in
vitro etwas schneller auf als bei B3-PE38. Dies fiihrt zu einem geringfiigig erhohten ECsq
-Wert und einer geringeren Effektivitiat bei Mehrfachapplikation. Dennoch sollte diese Tat-
sache einer vergleichenden In-vivo-Anwendung nicht im Wege stehen. Bei dem klassisch her-
gestellten B3-PE38 war kein Effekt auf MCF7-Xenograft-Tumoren in Méusen nachweisbar.
Sollte das Fusionsprodukt ohne Ladungen nun wirksam auf das Tumorgewebe sein, kann
eine Tumorregression erwartet werden. Zuséatzlich kann vorab nach einer weniger resisten-
ten Subpopulation von MCF7-Zellen gesucht werden. Idealerweise sollte dann die Wirkung
identisch zur genetisch fusionierten Variante LMB-7 sein. Auf jeden Fall sollte in weiter-
fiihrenden Arbeiten eine Anwendung von B3-PE38. im Tiermodell nachweisen kénnen, ob
die polyionischen Sequenzen im Immuntoxin B3-PE38 mit klassischen Fusionepeptiden, wie
postuliert, die biologische Aktivitidt des Immuntoxins unterdriicken.

Das Immuntoxin mit B3 als Targeting- und PE38 als Toxinkomponente wird fiir eine
pharmakologische Anwendung in der Praxis nicht von Interesse sein. Die genetisch fusio-
nierte Variante LMB-7 hat in der klinischen Phase I aufgrund zu hoher gastrointestinaler
und renaler Toxizitat und dabei fehlender Wirkung (Pastan et al., 2007) nicht die Anfor-
derungen zur Anwendung als Arzneimittel erfiillt. Die Nebenwirkungen sind unter anderem
auf Interaktionen des dsFvB3 mit physiologisch vorkommenden Lewis’ -Antigen des Magens
und der Nieren zuriickzufithren. Hier zeigt sich, wie diffizil die selektive Adressierung von
Tumorgewebe zu erzielen ist.

Daher wird kontinuierlich weiter nach Moglichkeiten der spezifischen Zelladressierung von
Immuntoxinen und anderen pharmazeutisch wirksamen Substanzen gesucht bei gleichzeiti-
ger Vermeidung unerwiinschter Arzneimittelwirkungen. Hierzu gehoren zum einen eine ge-
ringe unspezifische Aktivitat des Toxins sowie eine hohe Affinitat des Targeting-Moduls an
sein Target und somit eine hohe therapeutische Breite. Zum anderen ist eine Adressierung
des Tumorgewebes iiber Strukturen, die idealerweise nur dort vorhanden sind, essentiell, um
Nebenwirkungen zu verhindern.

Neben dem Targeting iiber monoklonale Antikérper und deren Derivate ist ein weiterer
Ansatz die Zelladressierung iiber Rezeptorliganden. So bindet das einzige von der FDA zuge-
lassene Immuntoxin Denileukindiftitox den Interleukin-2-Rezeptor (Kiyokawa et al., 1991).
In dieser Arbeit wurden mit dem Immuntoxin [F7, P**|NPY-PE38 hY;R-positive Zellen
angesteuert. Dieser Ansatz beruht auf der Beobachtung, dass z.B. im Brustkrebsgewebe
ein switch der Expression von hYsR zu hY R stattfindet, so dass hY;R in hoher Inzidenz

und gleichméfiger Verteilung im neoplastischen Gewebe vorzufinden ist, nicht aber im ent-
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sprechenden gesunden Gewebe (Reubi et al., 2001). Dieser Effekt konnte auf Redifferenzie-
rungsprozessen beruhen, da die umgekehrte Entwicklung wahrend Differenzierungsprozessen
beobachet wurde (DiMaggio et al., 1994).

In dieser Arbeit wurden mit [F7, P3*|NPY-PE38 und [F7, P*|NPY-PE38.x erstmals Im-
muntoxine iiber hY;R gegen Tumorzellen gerichtet. Die Daten, die in dieser Arbeit mit
[F7, P3NPY-PE38 in Zellkultur erzielt wurden, sind vielversprechend fiir weiterfithrende
Tests. Die Internalisierung des hY R als Folge der spezifischen Rezeptoraktivierung, die es
fiir den Einsatz als Targeting-Komponente prédestiniert, bleibt im ersten Schritt, der Fu-
sionierung von NPY mit dem Polylysinpeptid, erhalten (Abschnitt 3.3.2, S. 89). Auch im
zweiten Schritt, der Heterodimerisierung mit PE38, blieben die spezifische Bindung an hY,;R
und die Internalisierung des Rezeptor-Liganden-Komplexes erhalten. Dabei war der Toxinteil
trotz der Grofle von 39 kDa kein Hindernis bei der Internalisierung des Rezeptor-Ligand-
Toxin-Komplexes. Dies ist eine essentielle Beobachtung, da bislang nur kleinere Molekiile als
Payload von NPY-Derivaten eingefiihrt wurden. Dazu gehdren Daunorubicin, %™ Tc-label,
das Chelatormolekiil 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure oder Carbabo-
rancluster (Langer et al., 2001; Zwanziger et al., 2008; Ahrens et al., 2011). Die Moglichkeit
der Internalisierung auch groflerer Payloads unterstreicht die Eignung von hY R als Ziel-
struktur. In der Konsequenz erwies sich [F7, P3|NPY-PE38 als hochwirksames und zelltyps-
pezifisches Immuntoxin mit einem EC5o-Wert von 2,7 nM. Damit zeigt [F7, P3|NPY-PE38
eine dhnlich hohe Zytotoxizitat wie B3-PE38.

Neben allen Vorteilen bleibt die Frage nach spezifischen Nebenwirkungen von [F7, P*4|NPY-
PE38, die sich erst im lebenden Organismus zeigen werden. So ist NPY im zentralen Nerven-
system an der Regulation wichtiger Funktionen wie der Steuerung von Hormonsekretion aus
der Hypophyse, der Regulation des Hungergefiihls und der Anxiolyse beteiligt (McDonald
et al., 1985; Gerald et al., 1996; Heilig et al., 1993). Auch wurde die Diffusion von NPY
tiber die Blut-Hirn-Schranke gezeigt (Kastin and Akerstrom, 1999). Jedoch war dies fiir
9mTe-gelabeltes [F7, P?*|NPY nach peripherer Applikation im Menschen nicht der Fall. Tm
Szintigramm wurde keine Radioaktivitat im zentralen Nervensystem aufgezeichnet (Khan
et al., 2010). Im Immuntoxin liegt das hY;R-spezifische Analogon zusétzlich an das deutlich
grofere PE38 gekoppelt vor, so dass eine Diffusion ins zentrale Nervensystem und damit
verbundene Nebenwirkungen zunéachst nicht zu befiirchten sind. In der Peripherie ist NPY
unter anderem an der Vasokonstriktion beteiligt (Wahlestedt et al., 1990; Modin et al., 1991).
Bei hypertensiven Patienten werden in dem Zusammenhang erhohte NPY-Werte festgestellt
(Solt et al., 1990), auch scheint ein Einfluss auf die Nierenfunktion zu folgen (Allen et al.,
1985). Hier sind folglich spezifische Nebenwirkungen des NPY-PE38 zu erwarten. Im be-
sagten Szintigramm von Patienten, denen %™ Tc-gelabeltes [F7, P3|NPY verabreicht wurde,
waren Anreicherungen in Blase und Niere erkennbar (Khan et al., 2010).

Die bei hohen Konzentrationen mogliche Bindung des NPY-PE38 an hY5R ist sehr wahr-
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scheinlich ein zellkulturspezifisches Problem. Im lebenden Organismus wird eine Immunto-
xinanreicherung bis in hohe Konzentrationen nur im wirklich stark hY;R-exprimierenden
Gewebe, also dem Tumor selbst, erwartet. Hier wéare die Wirkung iiber einen anderen Rezep-
tor nicht nachteilig. Im gesunden Gewebe sollte eine so starke Anreicherung nicht auftreten.
Auch eine Wirkung aufgrund hoher hY ;R ist unwahrscheinlich, da der hYsR in peripherem
Gewebe fast nicht nachgewiesen wurde (Cox, 2007).

Bislang hat sich Brustkrebs als die Tumorerkrankung herausgestellt, bei der die Gewebe-
adressierung iiber hY;R am wahrscheinlichsten erfolgreich sein wird. Hier wurde hY;R in
hoher Inzidenz und vor allem auch hoher Dichte und gleichméfiiger Verteilung nachgewiesen
(Reubi et al., 2001). In ersten Studien konnten Tumore und sogar Metastasen iiber radio-
aktives NPY diagnostiziert werden (Khan et al., 2010). Bei einem therapeutischen Ansatz
muss jedoch auch beachtet werden, dass bei estrogensensitiven Tumoren der Estrogenspie-
gel der Patienten medikamentos erniedrigt wird. Dies fithrt zu einer Herabregulation der
hY;R in vitro und im MCF7-Xenograft (Memminger et al., 2012). Die umgekehrte Beob-
achtung der Hochregulation von hY;R durch Estrogen wurde bereits zuvor, ebenfalls an
MCF7-Zellen, gemacht (Amlal et al., 2006). Dieser These miisste noch in Patientengewebe
nachgegangen werden. Die Studie von Reubi et al. (2001) beruht auf Gewebeproben, die
wihrend Operationen gewonnen wurden. Zu dem Zeitpunkt unterliegen die Patientinnen in
der Regel noch keiner Hormonbehandlung (MCA, 2012).

Generell war es moglich, in vitro wirksame Immuntoxine in dieser Arbeit zu etablieren,
die mit spaltbaren polyionischen Fusionspeptiden hergestellt worden sind. Neben der be-
reits bekannten Targeting-Toxin-Kombination B3-PE38cx wurde auch die neue Targeting-
Komponente [F7, P*|NPY mit dem Pseudomonas Exotoxin erfolgreich kombiniert. Hier
wurden viele Versuche auch mit der iiber die klassischen Fusionspeptide gekoppelten Va-
riante durchgefithrt. Fiir alle Varianten steht im Folgenden noch die Anwendung in einem
lebenden Organsimus aus. Fir B3-PE38+ besteht das Ziel, den moglichen Transfer von In-
vitro-Anwendungen nach In-vivo-Modellen mit den gespaltenen Fusionspeptiden zu zeigen.

Ist dies gelungen, kann mit NPY-PE38¢ die Tumortherapie weiter untersucht werden.
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Die klassischen polyionischen Fusionspeptide als artifizielles, modulares Heterodimerisie-
rungsmotiv konnten in dieser Arbeit weiterentwickelt werden. Es wurden spaltbare polyio-
nische Fusionspeptide designt, die eine Entfernung der polyionischen Sequenzen vor der An-
wendung der bifunktionalen Produkte zulassen. Die Entfernung der polyionischen Peptide
sowie des Thrombins sind mittels weiterer Chromatographieschritte mit Ionenaustauscher-
und Benzamidinmatrix denkbar.

Die Analytik der Kopplungseigenschaften dieser spaltbaren Fusionspeptide erfolgte zum
Grofiteil beziiglich der ionischen Wechselwirkungen. Hier steht eine genauere Messung der
Stabilitdt der Disulfidbriicke aus. Zum einen ist der Einfluss der benachbarten polyioni-
schen Wechselwirkungen auf das Redoxpotential der Disulfidbriicke noch nicht geklart. Hier
konnte ein direkter Vergleich zwischen den klassischen und den spaltbaren Fusionspeptiden
zeigen, inwiefern der Abstand zwischen den Ladungen und der Disulfidbriicke, der durch
die eingefiigte Thrombinschnittstelle mit linker-Sequenz entsteht, einen Einfluss hat. Zum
anderen ist auch die Redoxstabilitdt der Disulfidbriicke ohne die ionischen Wechselwirkun-
gen fiir die Anwendung von Interesse. Um die Genauigkeit dieser Messungen zu erhéhen,
sollten nicht nur die Konzentrationen der Monomere bestimmt werden, sondern auch die
Redoxshufflingkomponenten quantifiziert werden. Eine Etablierung von HPLC-Methoden
zur Auftrennung und Quantifizierung aller Redoxpartner ist eine Moglichkeit.

Die Redoxstabilitat der Disulfidbriicke nach der Entfernung der ionischen Sequenzen ist
besonders auch in vivo tiber pharmakokinetische Untersuchungen im Tier, zunéchst der
Maus, zu analysieren. Wichtig ist, dass die Immuntoxine ausreichend stabil zirkulieren, um
die Zielstrukturen intakt zu adressieren. Das heifit, die Immuntoxine selbst miissen intakt
den Tumor erreichen und dazu diirfen sie nicht zu schnell eliminiert werden; die Halbwerts-
zeit sollte nicht zu kurz sein. Hier gibt der Konzentrationsverlauf des Immuntoxins im Blut
wichtige Riickschliisse. Im Idealfall liee sich auch ein Konzentrationsverlauf im Tumorgewe-
be aufzeichnen und generell die Verteilung im Koérper nachvollziehen. Realistischer jedoch ist
zunachst einmal der grundlegende Nachweis des angereicherten, funktionellen Immuntoxins
im Tumorgewebe. Dafiir braucht es eine spezifische, sensitive Nachweismethode.

Indirekt liele sich durch den Nachweis der erwarteten biologischen Aktivitdt des B3-
PE38¢, eine Tumorregression, die Anreicherung im Tumorgewebe zeigen. Fir die Ana-
lytik der Pharmakodynamik stehen vergleichende Versuche mit B3-PE38 und LMB-7 im

Xenograft-Mausmodell aus. Zeigen diese Versuche den erfolgreichen Transfer der In-vitro-
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Aktivitdt in das Mausmodell, steht auch der Anwendung der NPY-PE38 Immuntoxine nichts
mehr entgegen. Hier kann ein weiterer Vergleich zwischen dem iiber klassische und dem
iiber spaltbare polyionische Fusionspeptide hergestellten Immuntoxin erfolgen. Ein weiter
gestecktes Ziel ist jedoch eine mogliche Tumortherapie iiber die Adressierung von hY;R
und auch ein Nachweis von Nebenwirkungen. Bei einem Einsatz der NPY-Immuntoxine
an einem MCF7-Xenograft sollte die Problematik der h'Y;R-Herabregulierung in moglichen

weiterfithrenden Versuchen miteinbezogen werden.
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A. Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Erklarung

AB/AM Antibiotika- Antimykotikalosung

ADCC antikorperabhangige Zytotoxizitat

Aib a-Aminoisobuttersaure

[Ala3!, Aib32]NPY  spezifischer hY;R-Agonist, Derivat des Neuropeptid Y

APS Ammoniumperoxodisulfat

B3 s. dsFvB3

B3(Vy) schwere Kette des dsFvB3

B3(Vy.) leichte Kette des dsFvB3

BFM Biofeuchtmasse

BIBP3226 nicht peptidischer hY;R-Antagonist; N2-(Diphenylacetyl)-N-[(4-
hydroxyphenyl)methyl]-D-argininamid

BSA Bovines Serumalbumin

CDC komplementabhéngige Zytotoxizitat

DMSO Dimethylsulfoxid

dsFvB3, auch B3

DTNB

DTT und DTT,.4
DTT,,

ECs

EDTA

[F7, P*NPY
FBS

FRET

GSH

GSSG

hY:R, hYsR
IB’s

disulfidverbriicktes Fv-Fragment des Anti-LewisY-Antikorpers
B3

5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoesaure), Ellmans Reagenz
Dithiothreitol, reduzierte Form

Dithiothreitol, oxidierte Form

Konzentration einer Substanz mit der die Hélfte ihrer maximalen
Wirkung erzielt wird

Ethylendiamintetraacetat

spezifischer hY;R-Agonist, Derivat des Neuropeptid Y

Fetales Rinderserum

Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer

Glutathion, reduzierte Form

Glutathion, oxidierte Form

humaner Neuropeptid Y-Rezeptor Subtyp 1 bzw. Subtyp 5

Inclusion Bodies
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Fortsetzung des Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Erklarung

IMAC immobilisierte Metallionenaffinitatschromatographie

IPTG Isopropyl-5-D-1-thiogalactopyranosid

Le¥ LewisY, B3-Antigen

LMB-7 genetisch fusioniertes Immuntoxin aus sskFvB3 und PE38

LMB-9 genetisch fusioniertes Immuntoxin aus dsFvB3 und PE38

MBP Maltose Bindeprotein

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure

MWCO molecular weight cut off

NAD Nicotinaminadenindinukleotid

NaDOC Natriumdeoxycholat

NPY Neuropeptid Y

[F7, P3NPY spezifischer hY;R-Agonist, Derivat des Neuropeptid Y

ODgoo Optische Dichte, gemessen bei A = 600 nm

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung, phosphor buffered saline

PE Pseudomonas Exotoxin A

PE38 verkiirzte Variante von Pseudomonas Exotoxin A fiir den Einsatz
als Toxineinheit in Immuntoxinen; verkiirzt um Doméne Ia und
Teile von Ib

pDNA Plasmid-DNA

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

stBFP superfolder blue fluorescent protein, blau fluoreszierende Prote-
invariante

stGFP superfolder green fluorescent protein, grin fluoreszierende Pro-
teinvariante

SUMO Loslichkeitsvermittelndes Fusionsprotein (small ubiquitin-like
modifier)

SV Saulenvolumen

TCA Trichloressigsaure

TCEP Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin

TEMED N,N,N’ N’-Tetramethylethan-1,2-diamin

Tris 2- Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol
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B. Ubersicht iiber Proteine und Konstrukte mit

polyionischen Fusionspeptiden

Bezeichnung

Erklarung

Proteine und Kopplungsprodukte mit klassischen Fusionspeptiden

CKg-[F7, P¥|NPY
EsC-PE38
[F7, P3]NPY-PE38

B3-PE38

[F7, P ]NPY mit klassischem Lysinpeptid am K*
PE38 mit klassischem Glutamatpeptid, N-terminal
Fusionskonstrukt aus CKg-[F7,P3NPY und EgC-
PE38

Fusionskonstrukt aus dsFvB3 und EgC-PE38, wurde
fiir diese Arbeit nicht hergestellt, jedoch oft zitiert

Proteine und Kopplungsprodukte mit spaltbaren Fusionspeptiden

KgxC-[F7, P34NPY
B3—CXR8

B3(Vy)-CxRg
B3(Vy)-C
EgxC-PE3S
C-PE38

MBP-CxR,,

MBP-C
stBFP-CxE,,

sfBFP-C
[F7, PYINPY-PE380y

[F7, P3NPY-PE38.

[F7, P3*]NPY mit spaltbarem Lysinpeptid am K*
dsFvB3 mit spaltbarem Argininpeptid am C-Terminus
der schweren Kette

schwere Kette des B3-CxRg mit spaltbarem Arginin-
peptid am C-Terminus

schwere Kette des B3-CxRg mit gespaltenem Fusi-
onspeptid

PE38 mit spaltbarem Glutamatpeptid, N-terminal
EgxC-PE38 mit gespaltenem Fusionspeptid

MBP mit spaltbarem Argininpeptid, C-terminal. Es
gibt Varianten mit n=26,8, 10

MBP-CxR,, mit gespaltenem Fusionspeptid

sfBFP mit spaltbarem Glutamatpeptid, C-terminal. Es
gibt Varianten mit n==6, 8, 10

sfBFP-CxE,, mit gespaltenem Fusionspeptid
Fusionskonstrukt aus KgxC-[F7, P3NPY und EgxC-
PE38 mit vollstandigen Fusionspeptiden
Fusionskonstrukt aus KgxC-[F7, P34]NPY und EgxC-
PE38 mit gespaltenen Fusionspeptiden
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Fortsetzung der Ubersicht tiber Proteine und Konstrukte mit polyionischen Fusionspeptiden

Bezeichnung Erklarung

B3-PE38cx Fusionskonstrukt aus B3-CxRg und EgxC-PE38 mit
vollstandigen Fusionspeptiden

B3-PE38&¢~ Fusionskonstrukt aus B3-CxRg und EgxC-PE38 mit ge-
spaltenen Fusionspeptiden

MBP-sfBFPcx Fusionskonstrukt aus MBP-CxR,, und sfBFP-CxE,, mit

vollstandigen Fusionspeptiden
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C. Gensequenzen der in dieser Arbeit hergestellten

Proteine

MBP-CxRg

ATGAAAATCGAAGAAGGTAAACTGGTAATCTGGATTAACGGCGATAAAGGCT
ATAACGGTCTCGCTGAAGTCGGTAAGAAATTCGAGAAAGATACCGGAATTAAAG
TCACCGTTGAGCATCCGGATAAACTGGAAGAGAAATTCCCACAGGTTGCGGCAA
CTGGCGATGGCCCTGACATTATCTTCTGGGCACACGACCGCTTTGGTGGCTACG
CTCAATCTGGCCTGTTGGCTGAAATCACCCCGGACAAAGCGTTCCAGGACAAGC
TGTATCCGTTTACCTGGGATGCCGTACGTTACAACGGCAAGCTGATTGCTTACC
CGATCGCTGTTGAAGCGTTATCGCTGATTTATAACAAAGATCTGCTGCCGAACC
CGCCAAAAACCTGGGAAGAGATCCCGGCGCTGGATAAAGAACTGAAAGCGAAA
GGTAAGAGCGCGCTGATGTTCAACCTGCAAGAACCGTACTTCACCTGGCCGCTG
ATTGCTGCTGACGGGGGTTATGCGTTCAAGTATGAAAACGGCAAGTACGACATT
AAAGACGTGGGCGTGGATAACGCTGGCGCGAAAGCGGGTCTGACCTTCCTGGT
TGACCTGATTAAAAACAAACACATGAATGCAGACACCGATTACTCCATCGCAGA
AGCTGCCTTTAATAAAGGCGAAACAGCGATGACCATCAACGGCCCGTGGGCATG
GTCCAACATCGACACCAGCAAAGTGAATTATGGTGTAACGGTACTGCCGACCTT
CAAGGGTCAACCATCCAAACCGTTCGTTGGCGTGCTGAGCGCAGGTATTAACGC
CGCCAGTCCGAACAAAGAGCTGGCAAAAGAGTTCCTCGAAAACTATCTGCTGAC
TGATGAAGGTCTGGAAGCGGTTAATAAAGACAAACCGCTGGGTGCCGTAGCGC
TGAAGTCTTACGAGGAAGAGTTGGTGAAAGATCCGCGTATTGCCGCCACTATGG
AAAACGCCCAGAAAGGTGAAATCATGCCGAACATCCCGCAGATGTCCGCTTTCT
GGTATGCCGTGCGTACTGCGGTGATCAACGCCGCCAGCGGTCGTCAGACTGTCG
ATGAAGCCCTGAAAGACGCGCAGACTTGCGGCGGTTCTGGCGGATCCCTGGTG
CCGCGCGGCAGCCGACGTCGACGACGCCGGGGCCCG

MBP-CxRg

ATGAAAATCGAAGAAGGTAAACTGGTAATCTGGATTAACGGCGATAAAGGCT
ATAACGGTCTCGCTGAAGTCGGTAAGAAATTCGAGAAAGATACCGGAATTAAAG
TCACCGTTGAGCATCCGGATAAACTGGAAGAGAAATTCCCACAGGTTGCGGCAA
CTGGCGATGGCCCTGACATTATCTTCTGGGCACACGACCGCTTTGGTGGCTACG
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CTCAATCTGGCCTGTTGGCTGAAATCACCCCGGACAAAGCGTTCCAGGACAAGC
TGTATCCGTTTACCTGGGATGCCGTACGTTACAACGGCAAGCTGATTGCTTACC
CGATCGCTGTTGAAGCGTTATCGCTGATTTATAACAAAGATCTGCTGCCGAACC
CGCCAAAAACCTGGGAAGAGATCCCGGCGCTGGATAAAGAACTGAAAGCGAAA
GGTAAGAGCGCGCTGATGTTCAACCTGCAAGAACCGTACTTCACCTGGCCGCTG
ATTGCTGCTGACGGGGGTTATGCGTTCAAGTATGAAAACGGCAAGTACGACATT
AAAGACGTGGGCGTGGATAACGCTGGCGCGAAAGCGGGTCTGACCTTCCTGGT
TGACCTGATTAAAAACAAACACATGAATGCAGACACCGATTACTCCATCGCAGA
AGCTGCCTTTAATAAAGGCGAAACAGCGATGACCATCAACGGCCCGTGGGCATG
GTCCAACATCGACACCAGCAAAGTGAATTATGGTGTAACGGTACTGCCGACCTT
CAAGGGTCAACCATCCAAACCGTTCGTTGGCGTGCTGAGCGCAGGTATTAACGC
CGCCAGTCCGAACAAAGAGCTGGCAAAAGAGTTCCTCGAAAACTATCTGCTGAC
TGATGAAGGTCTGGAAGCGGTTAATAAAGACAAACCGCTGGGTGCCGTAGCGC
TGAAGTCTTACGAGGAAGAGTTGGTGAAAGATCCGCGTATTGCCGCCACTATGG
AAAACGCCCAGAAAGGTGAAATCATGCCGAACATCCCGCAGATGTCCGCTTTCT
GGTATGCCGTGCGTACTGCGGTGATCAACGCCGCCAGCGGTCGTCAGACTGTCG
ATGAAGCCCTGAAAGACGCGCAGACTTGCGGCGGTTCTGGCGGATCCCTGGTG
CCGCGCGGCAGCCGACGTCGACGACGCCGGCGACGTGGCCCG

MBP-CXRlO

ATGAAAATCGAAGAAGGTAAACTGGTAATCTGGATTAACGGCGATAAAGGCT
ATAACGGTCTCGCTGAAGTCGGTAAGAAATTCGAGAAAGATACCGGAATTAAAG
TCACCGTTGAGCATCCGGATAAACTGGAAGAGAAATTCCCACAGGTTGCGGCAA
CTGGCGATGGCCCTGACATTATCTTCTGGGCACACGACCGCTTTGGTGGCTACG
CTCAATCTGGCCTGTTGGCTGAAATCACCCCGGACAAAGCGTTCCAGGACAAGC
TGTATCCGTTTACCTGGGATGCCGTACGTTACAACGGCAAGCTGATTGCTTACC
CGATCGCTGTTGAAGCGTTATCGCTGATTTATAACAAAGATCTGCTGCCGAACC
CGCCAAAAACCTGGGAAGAGATCCCGGCGCTGGATAAAGAACTGAAAGCGAAA
GGTAAGAGCGCGCTGATGTTCAACCTGCAAGAACCGTACTTCACCTGGCCGCTG
ATTGCTGCTGACGGGGGTTATGCGTTCAAGTATGAAAACGGCAAGTACGACATT
AAAGACGTGGGCGTGGATAACGCTGGCGCGAAAGCGGGTCTGACCTTCCTGGT
TGACCTGATTAAAAACAAACACATGAATGCAGACACCGATTACTCCATCGCAGA
AGCTGCCTTTAATAAAGGCGAAACAGCGATGACCATCAACGGCCCGTGGGCATG
GTCCAACATCGACACCAGCAAAGTGAATTATGGTGTAACGGTACTGCCGACCTT
CAAGGGTCAACCATCCAAACCGTTCGTTGGCGTGCTGAGCGCAGGTATTAACGC
CGCCAGTCCGAACAAAGAGCTGGCAAAAGAGTTCCTCGAAAACTATCTGCTGAC
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C. Gensequenzen der in dieser Arbeit hergestellten Proteine

TGATGAAGGTCTGGAAGCGGTTAATAAAGACAAACCGCTGGGTGCCGTAGCGC
TGAAGTCTTACGAGGAAGAGTTGGTGAAAGATCCGCGTATTGCCGCCACTATGG
AAAACGCCCAGAAAGGTGAAATCATGCCGAACATCCCGCAGATGTCCGCTTTCT
GGTATGCCGTGCGTACTGCGGTGATCAACGCCGCCAGCGGTCGTCAGACTGTCG
ATGAAGCCCTGAAAGACGCGCAGACTTGCGGCGGTTCTGGCGGATCCCTGGTG
CCGCGCGGCAGCCGACGTCGACGACGCCGGCGACGTCGCCGTGGCCCG

sfBFP-CxEg

ATGAGTAAAGGCGAAGAGCTGTTCACTGGCGTTGTTCCGATTCTGGTCGAAC
TGGATGGTGATGTTAACGGCCACAAATTCAGCGTCCGTGGGGAAGGCGAGGGT
GATGCTACAAATGGCAAACTGACCCTGAAATTCATCTGTACCACCGGGAAACTG
CCTGTTCCTTGGCCTACACTGGTTACCACTCTGACCTATGGCGTGCAATGTTTT
AGCCGCTATCCTGATCACATGAAACAGCACGATTTCTTCAAAAGCGCTATGCCT
GAAGGTTATGTCCAAGAGCGTACCATCAGCTTTAAAGACGATGGCACCTATAAA
ACCCGTGCCGAGGTGAAATTCGAAGGTGATACCCTGGTCAACCGTATTGAACTG
AAAGGGATCGATTTCAAAGAGGACGGCAACATTCTGGGCCATAAACTGGAGTA
TAACTTCAACAGCCATAACGTGTACATTACCGCCGACAAACAGAAAAACGGGAT
CAAAGCGAACTTCAAAATCCGCCACAACGTGGAAGATGGTTCCGTTCAGCTGGC
AGATCATTATCAGCAGAACACCCCGATTGGAGATGGTCCTGTACTGCTGCCGGA
CAATCACTATCTGAGCACCCAGTCAGTGCTGAGTAAAGACCCGAACGAAAAACG
TGACCACATGGTGCTGCTGGAGTTTGTTACAGCGGCCGGTATTACACATGGCAT
GGACGAGCTGTATAAATGCGGCGGTTCTGGCGgatcCCTGGTGCCGCGCGGCAGC
GAAGAAGAAGAAGAAGAACCA

MBP-CxRg

ATGAGTAAAGGCGAAGAGCTGTTCACTGGCGTTGTTCCGATTCTGGTCGAAC
TGGATGGTGATGTTAACGGCCACAAATTCAGCGTCCGTGGGGAAGGCGAGGGT
GATGCTACAAATGGCAAACTGACCCTGAAATTCATCTGTACCACCGGGAAACTG
CCTGTTCCTTGGCCTACACTGGTTACCACTCTGACCTATGGCGTGCAATGTTTT
AGCCGCTATCCTGATCACATGAAACAGCACGATTTCTTCAAAAGCGCTATGCCT
GAAGGTTATGTCCAAGAGCGTACCATCAGCTTTAAAGACGATGGCACCTATAAA
ACCCGTGCCGAGGTGAAATTCGAAGGTGATACCCTGGTCAACCGTATTGAACTG
AAAGGGATCGATTTCAAAGAGGACGGCAACATTCTGGGCCATAAACTGGAGTA
TAACTTCAACAGCCATAACGTGTACATTACCGCCGACAAACAGAAAAACGGGAT
CAAAGCGAACTTCAAAATCCGCCACAACGTGGAAGATGGTTCCGTTCAGCTGGC
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AGATCATTATCAGCAGAACACCCCGATTGGAGATGGTCCTGTACTGCTGCCGGA
CAATCACTATCTGAGCACCCAGTCAGTGCTGAGTAAAGACCCGAACGAAAAACG
TGACCACATGGTGCTGCTGGAGTTTGTTACAGCGGCCGGTATTACACATGGCAT
GGACGAGCTGTATAAATGCGGCGGTTCTGGCGGATCCCTGGTGCCGCGCGGCA
GCGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAGCCA

sfBFP- CXE10

ATGAGTAAAGGCGAAGAGCTGTTCACTGGCGTTGTTCCGATTCTGGTCGAAC
TGGATGGTGATGTTAACGGCCACAAATTCAGCGTCCGTGGGGAAGGCGAGGGT
GATGCTACAAATGGCAAACTGACCCTGAAATTCATCTGTACCACCGGGAAACTG
CCTGTTCCTTGGCCTACACTGGTTACCACTCTGACCTATGGCGTGCAATGTTTT
AGCCGCTATCCTGATCACATGAAACAGCACGATTTCTTCAAAAGCGCTATGCCT
GAAGGTTATGTCCAAGAGCGTACCATCAGCTTTAAAGACGATGGCACCTATAAA
ACCCGTGCCGAGGTGAAATTCGAAGGTGATACCCTGGTCAACCGTATTGAACTG
AAAGGGATCGATTTCAAAGAGGACGGCAACATTCTGGGCCATAAACTGGAGTA
TAACTTCAACAGCCATAACGTGTACATTACCGCCGACAAACAGAAAAACGGGAT
CAAAGCGAACTTCAAAATCCGCCACAACGTGGAAGATGGTTCCGTTCAGCTGGC
AGATCATTATCAGCAGAACACCCCGATTGGAGATGGTCCTGTACTGCTGCCGGA
CAATCACTATCTGAGCACCCAGTCAGTGCTGAGTAAAGACCCGAACGAAAAACG
TGACCACATGGTGCTGCTGGAGTTTGTTACAGCGGCCGGTATTACACATGGCAT
GGACGAGCTGTATAAATGCGGCGGTTCTGGCGGATCCCTGGTGCCGCGCGGCA
GCGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAGGAACCA

EsC-PE38 nach Frost (2009)

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCG
GCAGCGCTAGCATGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCA
AGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTT
CAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAG
CGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCTTAAGATTCTTGTACGACG
GTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACG
ATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCCCCAGAATTCGAAGAGG
AGGAAGAGGAGGAGGAATGCGCTTCCGGAGGTCCCGAGGGCGGCAGCCTGGCC
GCGCTGACCGCGCACCAGGCTTGCCACCTGCCGCTGGAGACTTTCACCCGTCAT
CGCCAGCCGCGCGGCTGGGAACAACTGGAGCAGTGCGGCTATCCGGTGCAGCG
GCTGGTCGCCCTCTACCTGGCGGCGCGGCTGTCGTGGAACCAGGTCGACCAGGT
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C. Gensequenzen der in dieser Arbeit hergestellten Proteine

GATCCGCAACGCCCTGGCCAGCCCCGGCAGCGGCGGCGACCTGGGCGAAGCGA
TCCGCGAGCAGCCGGAGCAGGCCCGTCTGGCCCTGACCCTGGCCGCCGCCGAGA
GCGAGCGCTTCGTCCGGCAGGGCACCGGCAACGACGAGGCCGGCGCGGCCAAC
GGCCCGGCGGACAGCGGCGACGCCCTGCTGGAGCGCAACTATCCCACTGGCGCG
GAGTTCCTCGGCGACGGCGGCGACGTCAGCTTCAGCACCCGCGGCACGCAGAAC
TGGACGGTGGAGCGGCTGCTCCAGGCGCACCGCCAACTGGAGGAGCGCGGCTA
TGTGTTCGTCGGCTACCACGGCACCTTCCTCGAAGCGGCGCAAAGCATCGTCTT
CGGCGGGGETGCGCGCGCGCAGCCAGGACCTCGACGCGATCTGGCGCGGTTTCT
ATATCGCCGGCGATCCGGCGCTGGCCTACGGCTACGCCCAGGACCAGGAACCCG
ACGCACGCGGCCGGATCCGCAACGGTGCCCTGCTGCGGGTCTATGTGCCGCGCT
CGAGCCTGCCGGGCTTCTACCGCACCAGCCTGACCCTGGCCGCGCCGGAGGCGG
CGGGCGAGGTCGAACGGCTGATCGGCCATCCGCTGCCGCTGCGCCTGGACGCCA
TCACCGGCCCCGAGGAGGAAGGCGGGCGCCTGGAGACCATTCTCGGCTGGCCG
CTGGCCGAGCGCACCGTGGTGATTCCCTCGGCGATCCCCACCGACCCGCGCAAC
GTCGGCGGCGACCTCGACCCGTCCAGCATCCCCGACAAGGAACAGGCGATCAGC
GCCCTGCCGGACTACGCCAGCCAGCCCGGCAAACCGCCGCGCGAGGACCTGAAG

Hisg-SUMO-EgxC-PE38

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCG
GCAGCGCTAGCATGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCA
AGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTT
CAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAG
CGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCTTAAGATTCTTGTACGACG
GTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACG
ATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCCCCAGAATTCGAAGAGG
AGGAAGAGGAGGAGGAACTGGTGCCGCGCGGCAGCGGCGGTACCGGCGGTTCT
TGCGCTTCCGGAGGTCCCGAGGGCGGCAGCCTGGCCGCGCTGACCGCGCACCAG
GCTTGCCACCTGCCGCTGGAGACTTTCACCCGTCATCGCCAGCCGCGCGGCTGG
GAACAACTGGAGCAGTGCGGCTATCCGGTGCAGCGGCTGGTCGCCCTCTACCTG
GCGGCGCGGCTGTCGTGGAACCAGGTCGACCAGGTGATCCGCAACGCCCTGGC
CAGCCCCGGCAGCGGCGGCGACCTGGGCGAAGCGATCCGCGAGCAGCCGGAGC
AGGCCCGTCTGGCCCTGACCCTGGCCGCCGCCGAGAGCGAGCGCTTCGTCCGGC
AGGGCACCGGCAACGACGAGGCCGGCGCGGCCAACGGCCCGGCGGACAGCGGC
GACGCCCTGCTGGAGCGCAACTATCCCACTGGCGCGGAGTTCCTCGGCGACGGC
GGCGACGTCAGCTTCAGCACCCGCGGCACGCAGAACTGGACGGTGGAGCGGCT
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GCTCCAGGCGCACCGCCAACTGGAGGAGCGCGGCTATGTGTTCGTCGGCTACCA
CGGCACCTTCCTCGAAGCGGCGCAAAGCATCGTCTTCGGCGGGGTGCGCGCGCG
CAGCCAGGACCTCGACGCGATCTGGCGCGGTTTCTATATCGCCGGCGATCCGGC
GCTGGCCTACGGCTACGCCCAGGACCAGGAACCCGACGCACGCGGCCGGATCCG
CAACGGTGCCCTGCTGCGGGTCTATGTGCCGCGCTCGAGCCTGCCGGGCTTCTA
CCGCACCAGCCTGACCCTGGCCGCGCCGGAGGCGGCGGGCGAGGTCGAACGGC
TGATCGGCCATCCGCTGCCGCTGCGCCTGGACGCCATCACCGGCCCCGAGGAGG
AAGGCGGGCGCCTGGAGACCATTCTCGGCTGGCCGCTGGCCGAGCGCACCGTG
GTGATTCCCTCGGCGATCCCCACCGACCCGCGCAACGTCGGCGGCGACCTCGAC
CCGTCCAGCATCCCCGACAAGGAACAGGCGATCAGCGCCCTGCCGGACTACGCC
AGCCAGCCCGGCAAACCGCCGCGCGAGGACCTGAAG

B3-CxRg

B3(Vy)-CxRg: ATGGATGTGAAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGCA
GCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAACCTCTGGATTCACTTTCAGTGA
CTATTACATGTATTGGGTTCGCCAGACTCCAGAGAAGTGTCTCGAGTGGGTCGC
ATACATTAGTAATGATGATAGTTCCGCCGCTTATTCAGACACTGTAAAGGGCCG
GTTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAGGAACACCCTCTACCTGCAAATGAGCCG
TCTGAAGTCTGAGGACACAGCCATATATTACTGCGCAAGAGGACTGGCCTGGGG
AGCCTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCCGCAGGCTC
TTGCGGCGGTTCTGGCGGATCCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCGTCGTCGCCGTCG
CCGCCGTCGCCCA

B3(Vy.), Aminosauresequenz lt. Bergelt (2010): MDVLMTQSPLSLPVSLGDQASISC
RSSQIIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISR
VEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGCGTKLEIK
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