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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Plasminogen: Vorkommen und Funktionen

1.1.1 Eigenschaften der Immunabwehr

Das Immunsystem besteht aus Zellen und Molekilen, die kollektiv und koordiniert auf kdrperfremde
Substanzen reagieren und damit die Immunabwehr bilden. Immunitat ist somit eine Reaktion auf Mi-
kroben und fremde Molekiile, ohne weitere nachteilige physiologische oder pathologische Folgen.
Grundsatzlich unterscheidet man zwischen angeborener (,innate”) und spezifischer (,specific®) Immu-
nitat. Die angeborene Immunitat wird auch als natirliche, die spezifische als adaptive Immunitat be-
zeichnet. Die drei Komponenten der angeborenen Immunitdt sind physikalische und chemische
Schranken, Blutproteine, sowie phagocytische Zellen und andere Leukocyten wie die naturlichen Kil-
lerzellen. Zur angeborenen Immunitat, welche nur begrenzt Mikroben zu unterscheiden vermag und
eher stereotypischer Natur ist, geh6éren die Hamostase, das Komplementsystem und die phagocytie-
renden Zellen. Sie ist wichtig bei Verletzungen sowie in der ersten Phase einer Infektion und kann die
spezifische Immunabwehr ausldsen. Die spezifische Immunitat setzt sich aus Lymphocyten und deren
Produkten, den sogenannten Antikbrpern, zusammen. Sie zeichnet sich durch eine ausserordentliche
Spezifitdt fur genau bestimmte Molekile aus, kann auf mehrere Arten auf verschiedene Mikroben
reagieren und hat die Fahigkeit sich zu ,erinnern®, die sogenannte immunologische Erinnerung, was
eine schnellere und intensivere Immunantwort auf sich wiederholende Infektionen mit den selben Mi-
kroben zur Folge hat. Die Eigenschaften der angeborenen und spezifischen Immunitat sind in Tabelle
1.1 zusammengefasst [Abbas et al. (1997)].

Tabelle 1.1: Eigenschaften der angeborenen und spezifischen Immunitéat

Angeborene Immunitat Spezifische Immunitat

Spezifitat gegen Mikroben: Relativ schwach Hoch

Mannigfaltigkeit: Limitiert Gross

Spezialisierung: Relativ stereotypisch Hoch spezialisiert

Erinnerung: Nein Ja

Physikalische & chemische Schranken: Haut Cutanes Immunsystem
Antimikrobielle Stoffe Sekretierte Antikorper

Blutproteine: Komplement Antikdrper

Zellen: Phagocyten B Lymphocyten (humoral)
Naturliche Killerzellen T Lymphocyten (zell-vermittelt)

1.1.2 Die Hamostase

Eine Verletzung ist gleichbedeutend mit der Zerstérung einer physikalischen Schranke, womit die
angeborene Immunabwehr in Gang gesetzt wird. Die Blutstillung, die sogenannte Hamostase, ist da-
bei fur das Gleichgewicht zwischen dem Gefasssystem und allen Blutzellen, sowie den Plasmapro-
teinen und den niedermolekularen Stoffen verantwortlich. Demnach muss sie schnell und dennoch
streng kontrolliert ablaufen, um weder Thrombosen noch Blutungen auszulésen. Zur Hamostase ge-
hdren die Blutplattchenaktivierung, die Blutgerinnung (Blutkoagulation), sowie die Fibrinolyse.

Durch das Zerreissen der Endothelschicht der Gefasswand wird subendotheles Kollagen freigelegt,
woran sich die Blutplattchen, auch Thrombocyten genannt, mittels integralen Membranglykoproteinen
oder Uber Verbindungsproteine wie Fibronectin oder den von Willebrand Faktor anheften kénnen. Die
Blutplattchen und die Gefasswand sezernieren im ersten Moment gefassverengende Substanzen,
sogenannte Vasokonstriktoren wie Serotonin, ADP und Adrenalin, die damit den Blutfluss verlangsa-
men und die Thrombusbildung unterstiitzen. Nach etwa einer Minute werden aber bereits gefasser-
weiternde Substanzen, sogenannte Vasodilatatoren wie Stickstoffmonoxid und Bradykinin, ausge-
schittet, die die anfanglichen Reaktionen einddammen. Durch die Bindung von ausgeschittetem ADP
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an die Thrombocyten werden Ca”"-lonen aus den dichten Granula in das Cytosol der Blutplattchen
ausgeschuttet, die Gber Calmodulin und Myosin eine Umwandlung der Thrombocyten von der Schei-
benform zur globularen Form zur Folge haben. Die Blutplatichen aggregieren schliesslich durch die
Bildung von Thrombospondin- und Fibrinogenbricken, die mittels Thrombin aus der Blutgerinnungs-
kaskade in ein stabiles Fibrin-Thrombocyten-Netzwerk umgewandelt und mittels aktiviertem Faktor
Xllla kovalent quervernetzt werden. An der gerinnungsférdernden Oberflache binden, mit Hilfe von
negativ geladenen Phospholipiden wie Phosphatidylserin, verschiedene Faktoren, die ein Fortschrei-
ten der Gerinnung sichern. Inhibitoren, wie Prostacyclin I, / D, und ADP-abbauende Nucleotidase, die
einer Ubermassigen Blutplattchenaktivierung entgegentreten, werden von intakten Endothelzellen
ausgeschittet und fihren zu einer Erhéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration. Dies bewirkt
eine Verlagerung der Ca**-lonen in intrazellulare Speicher, womit die Calcium-abhangigen Vorgange
blockiert werden und sich somit ein Gleichgewicht wieder einstellen kann [Michal (1999)].

1.1.3 Die Blutkoagulation

Grundsatzlich gibt es zwei Ereignisse, die die Blutgerinnung, auch als Blutkoagulation bekannt, auslo-
sen konnen: durch Zugabe von Thromboplastin (,tissue factor®) zu Blut wird der sogenannte extrinsi-
sche Reaktionsweg eingeschlagen, wahrend durch Kontaktaktivierung der sogenannte intrinsische
Reaktionsweg ausgeldst wird. In vitro lassen sich die beiden Aktivierungswege unterscheiden, in vivo
hingegen sind die beiden Systeme eng miteinander verknipft und laufen praktisch gleichzeitig ab.
Dabei ist der extrinsische Reaktionsweg von grosser Bedeutung im Auslésen der Blutgerinnung, wah-
rend der intrinsische Reaktionsweg wichtig fir die weitere Bildung von Fibrin ist. Weil Defekte des
ersten intrinsischen Faktors XIlI im Menschen nicht zu Blutungen fuhren, wird die Fibrinbildung aller-
dings kaum Uber diesen Faktor eingeleitet, sondern vielmehr Uber eine rlickgekoppelte Aktivierung
des Faktors Xl durch bereits gebildetes Thrombin aus dem extrinsischen Reaktionsweg. Die urspriing-
liche Vorstellung zweier unabhangiger Aktivierungskaskaden von Serinproteasen muss heute wohl
revidiert werden. Insofern als die beiden Systeme stark vernetzt sind und gegenseitige Rickkopp-
lungsmechanismen aktivierend oder inhibierend auf die Blutkoagulation wirken, funktionieren sie in
vivo als ein einziges System [Davie et al. (1991)].

Eine vereinfachte Darstellung der Blutgerinnung ist in Figur 1.1 zu finden, ndhere Angaben zu den
einzelnen Faktoren sind in Tabelle 1.2 dargestellt, von denen 6 Vitamin K-abhangig sind: Faktor I,
Faktor VII, Faktor IX, Faktor X, Protein C und Protein S. Durch Vitamin K werden bestimmte Glutama-
te am C, carboxyliert, womit y-Carboxyglutamat (Gla) entsteht, welches Ca*-lonen komplexieren
kann, die fur die einzelnen Reaktionen sehr wichtig sind. Eine K-Avitaminose oder die Verwendung
von Vitamin K-Antagonisten verhindern die Reaktionen und kénnen zu gefahrlichen Blutungen fihren
[Michal (1999); Rodak (1995)].

Tabelle 1.2: Faktoren der Blutgerinnung

Faktor Name' Wirkung auf Plasmakonzentration Grosse?
I Fibrinogen X1, XIll, PK 2000 - 4000 mg/l 340 kDa
Il Prothrombin 1, V, VIII, X, XIV 100 mg/l 72 kDa
[l Thromboplastin Vi 0 mg/l 45 kDa
\Y% ca” diverse 80 ng/l 40 Da

\Y Proaccelerin X 5 mg/l 330 kDa
Vi Prokonvertin IX, X 0.5 mgl/l 50 kDa
VIl Antihamophiler Faktor IX 0.2 mgl/l 285 kDa
IX Christmas Faktor X, VI 5 mg/l 57 kDa
X Stuart Faktor I, Vv, VII, VIII 10 mg/l 59 kDa
XI Thromboplastin Antezedent IX 5 mg/l 160 kDa
Xl Hageman Faktor PK, XI, VIl 30 mgl/l 80 kDa
Xl Transglutaminase I 30 mgl/l 320 kDa
XV Protein C V, VI 5 mgl/l 62 kDa
PS Protein S XV 20 mg/l 75 kDa
PK Plasma Kallikrein XIl, HK 50 mg/l 86 kDa
HK Hochmolekulares Kininogen PK, Xl 80 mg/I 110 kDa
PL Phospholipid diverse 0 mg/l x100 Da

1: Eines der vielen Synonyme wurde verwendet. 2: Abschéitzung aus SDS-PAGE Analyse ausser IV und PL.
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Figur 1.1: Vereinfachte schematische Darstellung der Blutkoagulation. Griulicher Hintergrund: Intrinsisches
System mit dem Kontakt zu einer negativ geladenen Oberfliche als Ausloser der Blutgerinnung (Kontaktaktivie-
rung). Gelblicher Hintergrund: Extrinsisches System mit Thromboplastin als Ausléser der Blutgerinnung
(Thromboplastinaktivierung). Die untere Halfte entspricht dem iiblichen Reaktionsweg der Blutkoagulation, der
von beiden Systemen benutzt wird. Schwarze Pfeile: X reagiert und wird zu Y. Blaue Pfeile: Aktivierung / Kata-
lyse der entsprechenden Reaktion. Rote Pfeile: Inhibition oder Degradation des jeweiligen Proteins. *: X im
Komplex mit Y. HMWK: Hochmolekulares Kininogen. PL: Phospholipide. TFPI: “tissue factor pathway inhibi-
tor” auch bekannt als Lipoprotein-assoziierter Koagulationsinhibitor (LACI). #: TFPI inhibiert nur den Faktor
Vlla-Thromboplastin-Faktor X-Komplex nicht jedoch jenen Komplex mit Faktor IX.

Im extrinsischen System wird Thromboplastin als Ausloser der Blutkoagulation benétigt, welches als
integrales Membranprotein an der Gefasswand-abgewandten Oberflache der Endothelzellen mit
Phospholipid assoziiert vorkommt und eine hohe Affinitat fiir Faktor VII des Blutplasmas besitzt. Dem-
nach bilden Thromboplastin und das in den Hepatocyten synthetisierte Zymogen Faktor VII einen
Komplex in Anwesenheit von Ca**-lonen, woraus in einem autokatalytischen Prozess die aktive Se-
rinprotease Faktor Vlla gebildet wird. Die Autokatalyse wird mit Hilfe von Spuren an vorhandenem
Faktor Vlla initiiert, womit die rasche Produktion an grossen Mengen Faktor Vlla gewahrleistet ist
[Yamamoto et al. (1992); Nakagaki et al. (1991)]. Im weiteren Verlauf wirken Faktor Xa, Thrombin
(Faktor lla) und Faktor IXa fordernd auf die Konvertierung zu aktivem Faktor Vlla-Thromboplastin-
Komplex, welcher seinerseits auf der Membranoberflache Faktor X zur aktiven Serinprotease Faktor
Xa prozessiert. In Plasma zirkulierender Faktor V wird durch Faktor Xa und spater auch durch Throm-
bin zum aktiven Faktor Va geschnitten und assoziiert unter mithilfe von Ca*-lonen und Phospholipi-
den auf der Membranoberflache mit Faktor Xa und Prothrombin zum sogenannten Prothrombinase-
Komplex [Tracy et al. (1981)]. Dabei bleibt der N-terminale Teil des Prothrombins am Phospholipid
hangen und die C-terminale Serinprotease Thrombin wird freigesetzt, welche Fibrinogen zu Fibrin
verdaut.

Fibrinogen ist aus 3 verschiedenen Kettenarten aufgebaut, die als a-, - und y-Ketten bezeichnet wer-
den (Figur 1.3). Die drei Ketten sind miteinander verdreht und bilden mit einer zweiten identischen
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Kettenstruktur das Fibrinogen, welches mit 29 Disulfidbriicken zusammengehalten wird. Thrombin
spaltet je 2 N-terminale Peptide der a- und B-Ketten ab, die sogenannten Fibrinopeptide A und B. Die
Fibrinmolekdle sind nun polymerisationsfahig, wobei die neuen a- und B-Ketten-Termini an die soge-
nannte D-Doméne der verschiedenen nachstgelegenen Fibrinmonomere binden und somit ein unlésli-
cher Fibrinpfropf entsteht [Laudano und Doolittle (1980); Blomback und Blomback (1972)]. Die Gene-
rierung von Fibrin stimuliert die Aktivierung von Faktor Xl durch Thrombin zur Transglutaminase, die
zwischen a- und y-Ketten zweier benachbarter Fibrinmonomeren Isopeptidbindungen (e-(y-Gluta-
myl)lysin-Bindungen) produziert und damit den ganzen Fibrinpfropf kovalent quervernetzt [Folk und
Finlayson (1977)]. Zusatzlich werden Fibronectin und a,-Plasmininhibitor miteingebaut, letzteres um
den Abbau des Fibrins durch Plasmin zu verhindern, wie spater noch beschrieben.

Wenn wenig Thromboplastin vorhanden ist, wird vom Faktor Vlla-Thromboplastin-Komplex vermehrt
Faktor IX statt Faktor X aktiviert, da die K- und v,.-Werte beider Aktivierungsreaktionen mit der
Konzentration an Thromboplastin variieren [Komiyama et al. (1990)]. Faktor VIII zirkuliert im Plasma
als Komplex mit dem von Willebrand Faktor und wird nach Aktivierung durch Faktor Xa oder Thrombin
zu Faktor Vllla, der Ca®**-lonen- und Phospholipid-abhéngig an Membranen bindet [Eaton et al.
(1986)]. Die auf der Zelloberflache generierte Serinprotease Faktor 1Xa bindet an Faktor Vllla und
vermag dort Faktor X, im sogenannten Tenase-Komplex, in die aktive Form zu spalten. Dieser mogli-
che Weg Uber Faktor IX tragt zur Wichtigkeit des extrinsischen Systems wesentlich bei, da aus friihe-
ren Studien die Faktor IX-Aktivierung nur dem intrinsischen System zuerkannt wurde.

Aufgrund des im Plasma vorkommenden Lipoprotein-assoziierten Koagulationsinhibitors (LACI, auch
TFPI ,tissue factor pathway inhibitor” genannt) scheint das extrinsische System aber nur kurzlebig zu
sein, weil er den Faktor Vlla-Thromboplastin-Faktor Xa-Komplex bindet und hemmt [Broze, Jr. et al.
(1990)]. Dennoch ist es mdglich Uber das extrinsische System den Weg Uber die Faktor IX-Aktivierung
einzuschlagen, um die Blutkoagulation voranzutreiben. Aber das intrinsische System scheint hier zu-
nehmend wichtiger zu werden, weil Faktor XI durch entstehendes Thrombin aktiviert wird [Naito und
Fujikawa (1991)]. Die Prozessierung lauft Ca**-lonen- und Phospholipid-abhangig ab, indem hochmo-
lekulares Kininogen den Faktor XI an die Membran bindet, und fiihrt zur Bildung der Serinprotease
Faktor Xla als Homodimer. Die Prozessierung von Faktor IX durch Faktor Xla unter Mitwirkung von
Ca®"-lonen, sowie die Reaktion von Thrombin mit Fibrinogen, sind die einzigen Reaktionen der Blut-
koagulationskaskade, die frei im Plasma ablaufen [Di Scipio et al. (1978)]. Faktor IXa kann anschlies-
send wie oben beschrieben im Tenase-Komplex seine Wirkung entfalten.

Die Aktivierung von Faktor XI durch Faktor Xlla scheint nur in vitro von grésserer Bedeutung zu sein,
denn im Menschen fihren Defekte an Faktor Xll zu keinen nennenswerten Problemen, hingegen wir-
ken sich Faktor XI Defekte schwerwiegend auf die Blutgerinnung aus. Trotzdem kann der intrinsische
Reaktionsweg Uber Faktor XllI, welcher im Zusammenwirken mit hochmolekularem Kininogen und
Prakallikrein aktiviert werden kann, im Falle einer Kontaktaktivierung durch beispielsweise eine kinst-
liche Herzklappe wichtig sein [Davie et al. (1991)]. Zudem aktiviert Faktor Xlla direkt den Faktor VII zu
Faktor Vlla, ohne dass sich dieser im Komplex mit Thromboplastin befindet und demnach auch nicht
von TFPI gehemmt wird. Der entstandene Faktor Vlla kann wie oben beschrieben Faktor X aktivieren
und somit das intrinsische System weiter unterstitzen [Rodak (1995)].

Nebst dem TFPI sind weitere Inhibitoren der Blutgerinnung im Plasma vorhanden, wie beispielsweise
das Serpin Antithrombin Ill, welches Thrombin, Faktor IXa, Faktor Xa, Faktor Xla und Faktor Xlla
hemmt [Kurachi und Davie (1977); Kurachi et al. (1976); Rosenberg und Damus (1973)]. Die Wirkung
dieses Serinproteaseinhibitors ist nicht besonders schnell, jedoch in Gebieten intakter Endothelzellen,
die heparinoide Molekile auf der Oberflache prasentieren, ist die Reaktion sehr heftig und verhindert
damit eine Ausbreitung der Blutkoagulation. Weitere Inhibitoren sind a,-Macroglobulin, sowie die Ser-
pine Heparin-Cofaktor Il, C1-Inhibitor, as-Antitrypsin und aktivierter Protein C-Inhibitor. Letzterer inakti-
viert Protein C, welches mit Protein S als Cofaktor, die beiden Faktoren Va und Vllla proteolytisch
inaktiviert. Protein C wird namlich von an Thrombomodulin-komplexiertem Thrombin aktiviert, welches
damit vom Prokoagulant zum Antikoagulant umfunktioniert wird. Protein C scheint zudem auch ein
Bindeglied zwischen der Blutgerinnung und dem Entziindungssystem (u.a. auch dem Komple-
mentsystem) zu sein [Esmon (1987)].

Das Inhibitionssystem sowie die Limitierung der meisten Reaktionen der Blutkoagulationskaskaden
auf die Membranoberflachen des verletzten Gewebes und der aktivierten Blutplattchen verhindert eine
Ausbreitung der proteolytischen Aktivitdten Gber das ganze Blutzirkulationssystem und begrenzt damit
die Blutgerinnung genau auf den Ort der urspringlichen Verletzung. Die verschiedenen Wechselwir-
kungen (Figur 1.1) zeigen wie komplex und vernetzt die ganze Blutkoagulation ist und dass die ein-
zelnen Ablaufe noch besser erforscht werden missen [Michal (1999); Rodak (1995); Voet und Voet
(1995); Loscalzo und Schafer (1994); Tuddenham und Cooper (1994); Davie et al. (1991); Davie et al.
(1979)].
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1.1.4  Das Plasminogensystem

Die zum Plasminogensystem gehoérende Fibrinolyse, welche in dynamischem Gleichgewicht mit der
Blutkoagulation ist, besteht primar aus einer Reaktion zwischen dem quervernetzten Fibrin und der
Serinprotease Plasmin (Figur 1.2). Das Zymogen Plasminogen kann dabei von verschiedenen Aktiva-
toren zu Plasmin prozessiert werden. Grundsatzlich unterscheidet man die Aktivierung durch den ge-
websspezifischen Plasminogenaktivator (t-PA) vom Urokinase Plasminogenaktivator (u-PA), doch
zusatzlich kann Plasminogen durch Streptokinase oder Staphylokinase liber eine pathogene Invasion
zu aktivem Plasmin umgewandelt werden. Zudem wurde ein noch nicht weiter charakterisierter Aktiva-
tor beschrieben.

Fibrinolyse Zellmigration
HMWK Proaktivator
<«——Kallikrein —»
Plasminogen Streptokinase
&
Aktivator > Staphylokinase
v
Bradykinin > t-PA >« u-PA:u-PAR
A A / T
| Plasmin
Faktor XII PAI PAI
|‘ }-
¢ Faktor VIII
Faktor Xlla [ Pro-|IVIMP
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Fibrinogen |
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-
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Figur 1.2 Vereinfachte schematische Darstellung des Plasminogensystems. Griulicher Hintergrund: Fibrino-
lysesystem. Gelblicher Hintergrund: Zellmigrationssystem. Schwarze Pfeile: X reagiert und wird zu Y. Blaue
Pfeile: Aktivierung / Katalyse der entsprechenden Reaktion. Rote Pfeile: Inhibition oder Degradation des jewei-
ligen Proteins. Roter dicker Pfeil von a,-Plasmininhibitor: Schnelle Inhibition (0.1 Sekunden). Roter diinner
Pfeil von ay-Plasmininhibitor: Langsame Inhibition (5 Sekunden). HMWK: Hochmolekulares Kininogen. t-PA:
Gewebsspezifischer Plasminogenaktivator. u-PA: Urokinase Plasminogenaktivator. u-PAR: u-PA-Rezeptor.
PAI: Plasminogenaktivatorinhibitor (mehrere Typen). Pro-MMP: Latente Matrixmetalloproteinasen. MMP:
Matrixmetalloproteinasen. TIMP: Gewebeinhibitor von MMP. ECM: Extrazelluldre Matrix.

t-PA und u-PA werden als einkettige Proteine synthetisiert (sct-PA und scu-PA) und zu zweikettigen
Proteinen prozessiert (tct-PA und tcu-PA). Beide Aktivatoren haben unterschiedliche Rollen in der
Plasminogenaktivierung, indem durch t-PA primar Plasmin fir den Abbau von Fibrin bereitgestellt
wird, wahrend der u-PA fiir zellmigratorische und gewebsumstrukturierende Prozesse verantwortlich
ist. In diesem Zusammenhang wird u-PA an membrangebundene, zelluldre u-PA Rezeptoren (u-PAR)
gebunden, wodurch dort lokal Plasminogen zu Plasmin prozessiert wird, welches seinerseits Matrix-
metalloproteinasen (MMPs) in Gang setzt, die die extrazellulare Matrix abbauen und damit eine Zell-
wanderung oder eine Neuanordnung des Gewebes ermdglichen. Damit scheint die Plasminogenakti-
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vierung eine nicht zu unterschatzende Rolle in den Prozessen der Angiogenese und der Metastase-
bildung von Tumoren (siehe auch Kapitel 1.1.5) zu spielen [Collen (2001)].

Streptokinase bildet einen Komplex mit Plasminogen, welcher andere Plasminogenmolekiile zu Plas-
min aktiviert und nicht durch die naturlichen Inhibitoren gehemmt werden kann. Der Komplex unter-
scheidet nicht zwischen freiem und an Fibrin-gebundenem Plasminogen, womit ein sogenannter ,sys-
tem-lytischer Zustand® erreicht wird. Staphylokinase bildet ebenfalls einen Komplex mit Plasminogen,
der aktivierend auf andere Plasminogenmolekiile wirkt, reagiert aber spezifisch mit Fibrin-gebunde-
nem und kaum mit freiem Plasminogen [Collen (2001)].

Viele dieser Plasminogenaktivatoren werden therapeutisch im Falle von Herzinfarkt oder ahnlichen
Krankheiten benutzt. Zur Anwendung kommen Alteplase (rekombinanter t-PA), Reteplase (rekombi-
nanter t-PA mit Deletion), Tenecteplase (rekombinanter t-PA mit mehreren Substitutionen), sowie
Streptokinase und Staphylokinase (zum Teil noch in der klinischen Testphase).

Fibrinogen
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Figur 1.3: Struktur von Fibrinogen - Aufbau und Abbau von Fibrin. Fibrinogen: Je 2 a-, -, und y-Ketten
mit D-Doménen (orange) und E-Doméne (lila), sowie den Fibrinopeptiden A (rot) und B (blau). Aufbau von
Fibrin: Die blauen Pfeile bezeichnen eine proteolytische Spaltung oder Vernetzung. Abbau von Fibrin: Die roten
Pfeile bezeichnen die Stellen proteolytischer Spaltung durch Plasmin.

In der Fibrinolyse, d.h. dem Abbau von quervernetztem Fibrin durch die Serinprotease Plasmin, wer-
den auch Fibrinogen, Faktor Va, Faktor Vllla und Faktor Xlla, sowie Proteine des Komplementsys-
tems proteolytisch angegriffen und abgebaut. Gestartet wird die Fibrinolyse durch t-PA, der laufend
von den Endothelzellen sekretiert wird und Uber Lysin-bindende Kringelstrukturen an verschiedene
Lysinreste von Fibrin bindet [Ritchie et al. (2000)]. Damit wird Plasminogen nur in der Nahe von Fibrin
durch den t-PA zur aktiven Serinprotease Plasmin umgewandelt und kann seine proteolytische Aktivi-
tat auf den Fibrinpfropf entfalten. Uberdies wird durch Plasmin der einkettige sct-PA zur zweikettigen,
jedoch nicht aktiveren Form tct-PA geschnitten [Michal (1999)].

Ein zweiter Ausldser der Fibrinolyse ist Kallikrein, bekannt aus der Blutkoagulation. Dabei wandelt es
einen Proaktivator zu einem aktiven Plasminogenaktivator um, aktiviert den einkettigen scu-PA zum
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zweikettigen tcu-PA und spaltet zudem hochmolekulares Kininogen (HMWK) zu Bradykinin, welches
die Freisetzung von weiterem t-PA fordert [Michal (1999)].

Die Zerstorung des quervernetzten Fibrins durch Plasmin (Figur 1.3) setzt als erstes drei sogenannte
E-Doméanen sowie drei vernetzte D-Domanen frei. Dieses sogenannte YY/DXD-Fragment wird weiter
in ein DED- und ein vernetztes DY/YD-Fragment prozessiert. Letzteres wird ebenfalls in zwei DED-
Fragmente zerschnitten, die schliesslich von Plasmin zu E-Fragmenten und D-Dimeren abgebaut
werden [Rodak (1995)].

Zu Beginn der proteolytischen Reaktion von Plasmin wird die grosste Aktivitat auf der Oberflache des
quervernetzten Fibrins beobachtet, die anschliessend immer heftiger wird und nach innen gerichtet ist.
Dies wird verstandlich durch die Beobachtung, dass Plasmin vorzugsweise nach Lysin schneidet und
somit neue C-terminale Lysinreste im Fibrin freisetzt, die, aufgrund der hohen Lysinaffinitdt von meh-
reren Kringeln, zusatzliche Bindungsstellen fur Plasmin darstellen [Rijken und Sakharov (2001)].
Durch das Binden des Plasmins an die C-terminalen Lysinreste des Fibrins wird die Inhibition durch
den ay-Plasmininhibitor um das flinfzigfache verlangsamt, ndmlich auf etwa 5 Sekunden im Vergleich
zu 0.1 Sekunden im Falle von freiem Plasmin im Plasma [Favier et al. (2001)]. Demnach wird durch
diese Bindung moglicherweise eine Konformation des Plasmins eingenommen, die die katalytische
Domane vor der Inaktivierung durch den a,-Plasmininhibitor schiitzt, womit dem Plasmin eine kurze
Zeit bleibt, um Fibrin zu spalten [Collen (2001)].

Das inhibitorische System der Fibrinolyse besteht hauptsachlich aus 4 Proteinen: a,-Plasmininhibitor
(auch als a,-Antiplasmin bekannt), a,-Makroglobulin, sowie Plasminogenaktivatorinhibitoren 1 und 2
(PAI-1 und PAI-2) [Rijken und Sakharov (2001)]. Der a,-Plasmininhibitor sowie in geringerem Aus-
mass 0az-Makroglobulin hemmen Plasmin, wahrend PAI-1 die beiden Plasminogenaktivatoren t-PA
und u-PA inhibiert. PAI-1 befindet sich in einer inaktiv-latenten Form im Plasma und wird durch
Phospholipide sowie durch Wechselwirkung mit Vitronectin reaktiviert [Montuori et al. (2002)]. Eine
erhdohte Konzentration an PAI-1 konnte in mehreren Krankheitsbildern nachgewiesen werden, wie
beispielsweise in venésen Thromboembolien, Fettleibigkeit und koronar-arteriellen Krankheiten. Zu-
dem zeigte sich, dass die Herzinfarktswahrscheinlichkeit, die um 8 Uhr morgens am hoéchsten ist, mit
der héchsten sich im Tagesverlauf andernden Konzentration an PAI-1 korreliert [Collen (2001)]. Die
Aufgabe von PAI-2 scheint nicht primar die Inhibition der Plasminogenaktivatoren zu sein, denn die
Bindungseffizienz an u-PA ist etwa finfzehnmal geringer als jene von PAI-1. Zudem wird nur ein klei-
ner Anteil in glykosylierter Form sekretiert und Dickinson et al. (1995) konnten einen Schutz von PAI-2
gegen Tumornecrosefaktor-a-induzierte (TNF-a) Apoptose beobachten.

Der Begriff Plasminogensystem wird den oben erlauterten Mechanismen gerechter als der Ausdruck
Fibrinolyse, weil damit auch die Zusammenhange, an welchen Plasminogen sonst noch beteiligt ist,
zum Tragen kommen. Die Aufgaben von Plasmin beschranken sich nicht nur auf den Verdau von
Fibrin und von Faktoren der Blutkoagulationskaskade sowie der Férderung der Zellmigration, sondern
reichen auch hin bis zur Aktivierung verschiedener Proteine des Komplementsystems wie C1, C3 und
C5 sowie zur Inaktivierung des C1-Inhibitors. Aus all diesen Beobachtungen wird klar, dass noch viel
Forschungstatigkeit noétig ist, um das Plasminogensystem zu verstehen und die Verbindungen zu an-
deren Systemen deutlicher aufzuzeigen [Collen (2001); Rijken und Sakharov (2001); Michal (1999);
Rodak (1995); Voet und Voet (1995); Tuddenham und Cooper (1994); Castellino und Powell (1981)].

1.1.5  Zellinvasion, Metastasierung und Angiogenese

Indem Plasmin Matrixmetalloproteinasen aktiviert, die ihrerseits die extrazelluldre Matrix abbauen, ist
das Plasminogensystem auch wichtig flr die Zellmigration. Die Matrix besteht aus verschiedensten
Proteinen und Polysacchariden, die von den umliegenden Zellen wie Fibroblasten, Mastzellen und
Makrophagen sekretiert und in einem grosseren Netzwerk angeordnet werden. Die Hauptbestandteile
sind Kollagen, Elastin, Laminin und Fibronectin, sowie Glykosaminoglycane, Proteoglycane und Gly-
koproteine [Alberts et al. (1994)]. Diese Proteine und Polysaccharide werden degradiert, um die Zell-
migration zu ermoglichen.

Tumorzellen machen sich bei einer Gewebsinvasion diesen Mechanismus zu Nutzen, der ihnen
schliesslich zur Metastasierung verhilft [Moscatelli und Rifkin (1988)]. Damit die Tumorzellen weiter
wachsen kdénnen, mussen sie mit Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt werden. Durch den Vorgang
der Angiogenese werden neue Blutgefasse ausgebildet, indem die Endothelzellen, unter Mitwirkung
des u-PA:u-PAR-aktivierten Plasminogens, vom bestehenden Gefasssystem aus in die extrazellulare
Matrix vordringen.
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Ein endogener Inhibitor der Angiogenese ist Angiostatin, welches das Wachstum der Endothelzellen
hemmt [Folkman (1995); O'Reilly et al. (1994)]. Angiostatin entspricht dem Plasminogenfragment
Kringel 1 - 4. Es kann auch in vitro aus humanem Plasminogen durch limitierte Proteolyse mit Elasta-
se gewonnen werden und hemmt in vivo die Angiogenese. Im Gegensatz dazu kann keine angiostati-
sche Wirkung von humanem Plasminogen nachgewiesen werden. Einzelne und kombinierte Kringel-
domanen wurden auf ihre angiostatische Wirkung getestet, wobei die beiden Kringel K2 und K3 zu-
sammen die héchste Wirkung zeigten. Da diese beiden Kringel eine viel geringere Affinitat zu Lysin
haben als dies von Kringel 1 und Kringel 4 der Fall ist, muss angenommen werden, dass die angiosta-
tische Wirkung nichts mit den Lysinbindungsstellen (LBS) zu tun hat [Cao et al. (1996)]. Nach Er-
kenntnissen von Ji et al. (1998b) ist das Kringel 1 - 3 Fragment fur die Hemmung der Zellproliferation
und Kringel 4 fur die Inhibition der Zellmigration verantwortlich. Zudem haben Kassam et al. (2001)
zeigen kdnnen, dass Plasmin in einer autoproteolytischen Reaktlon |nakt|V|ert wird, wobei ein 61 kDa
grosses Fragment entsteht, bestehend aus K1 - 4 von Lysm bis Lysm . Dieses Plasminfragment
zeigt anti-angiogenetische Wirkung wie Angiostatin. Dies wirde heissen, dass der normale ,Plasmin-
durchsatz® in nicht-pathologischer Umgebung angiostatisch-wirkende Fragmente erzeugt.
Interessanterweise zeigt auch Kringel 5 von humanem Plasminogen angiostatische Aktivitat. Von Cao
et al. (1997) wurde K5 als spezifischer Inhibitor der endothelen Zellproliferation identifiziert, der wirk-
samer als Angiostatin ist. Zudem konnten Ji et al. (1998a) eine Hemmung der endothelen Zellmigra-
tion durch K5 nachweisen, die vergleichbar mit Angiostatin und anscheinend von der LBS unabhangig
ist.

1.1.6  Ubertragbare spongiforme Encephalopathien (TSE)

Prionen scheinen verantwortlich fiir das Krankheitsbild von Ubertragbaren spongiformen Encephalo-
pathien (,transmissible spongiform encephalopathies® TSE) zu sein. Dabei wird das Hirn von diesem
Nukleinsaure-freien Erreger innert kurzer Zeit total degeneriert und flhrt nach 3 bis 12 Monaten zum
Tod, ohne jegliche Immunreaktion. Die Krankheit ist bei mehreren Tierarten, wie beispielsweise beim
Rind unter dem Namen BSE oder ,Rinderwahnsinn®, sowie auch beim Menschen bekannt. Die huma-
nen TSE-Varianten unterteilt man in vererbte (,fatale familiare Insomnie” FFI, ,Gerstmann-Straussler-
Sheinker Syndrom® GSS und ,familidare Creutzfeldt-Jakob Krankheit“ fCJD), sporadisch auftretende
(,sporadische Creutzfeldt-Jakob Krankheit sCJD) und infektiose Formen (Kuru und ,neue Variante
der Creutzfeldt-Jakob Krankheit® vCJD) [Prusiner (1998)]. Die infektiose Form vCJD ist erst seit eini-
gen Jahren bekannt und unterscheidet sich zur herkdommlichen CJD, indem die Krankheit viel friiher
und nicht erst mit Gber 60 Jahren auftritt. Ob diese Krankheit vom Rind auf den Menschen lbertragen
wurde, ist weiterhin umstritten.

Das Prionprotein PrP kommt in der sogenannten PrP°-Form in hohen Konzentrationen an der Zell-
oberflache der Synapsen als GPIl-verankertes Glykoprotein vor [Stahl et al. (1990)]. Der Verdacht hat
sich in den letzten Jahren erhartet, dass die a-Helix-reiche PrP°-Form in einem gosttranslatlonalen
Prozess zu einer konformeren Proteinase K- reS|stenten B-Faltblatt-reichen PrP>*-Form konvertiert
wird (Figur 1.4). PrP% ist im Gegensatz zu PrP® haufig in oligomerisierter Form als stiabchenformige
Aggregate im Hirn von Patienten zu finden [Prusiner (1998)]. Offensichtlich scheint mindestens ein
weiteres Protein, als ,Protein X“ bezeichnet, an dieser konformationellen Umwandlung beteiligt zu sem
[Cohen und Prusiner (1998)] Mittlerweile wurden auch schon verschiedene Strukturdaten des PrP®

veroffentlicht, von der PrP5°-Form fehlen hingegen bis heute solche Daten und man stiitzt sich weiter-
hin auf berechnete Modelle (Figur 1.4) [Prusiner (1998)].

Fischer et al. (2000) verdffentlichten Daten, nach denen offensichtlich ein Protein gefunden worden
war, welches zwischen den beiden Konformeren unterscheiden konnte. Dabei handelte es sich um
Plasmlnogen welches Uber eine der ersten 3 Kringeldomanen, héchstwahrscheinlich Kringel 1, an die
PrPS°-Form band, wobei diese Wechselwirkung unter Zugabe von Lysin unterbunden wurde Aller-
dings konnte diese spezifische Wechselwirkung nur unter Inkubationsbedingungen nachgewiesen
werden, in welchen zusétzlich noch nicht-infektioses Hirnhomogenat beigemischt wurde. Demnach
wurde Plasminogen, unter eventueller Mitwirkung von anderen ,Faktoren®, als erstes endogenes Pro-
tein betrachtet, welches zwischen beiden Konformeren unterscheiden konnte.

Von Ellis et al. (2002) wurden diese Befunde genauer untersucht, wobei sie aber ihre Versuche mit
sogenanntem rekomblnantem holo-PrP und apo-PrP durchfiihrten. Das holo-PrP entspricht in etwa
der PrP%Form, welche Cu®*-lonen héchstwahrscheinlich an den 4 ,Oktarepeats® der Sequenz
(PHGGGWGQ), bindet, wahrend das apo-PrP der PrPS°-Form gleicht und kein Cu®" koordiniert
[Brown et al. (2001); Wong et al. (2001); Viles et al. (1999)]. Getestet wurde die Plasminogenaktivie-
rung durch u-PA und t-PA unter Zugabe von holo-PrP und apo-PrP. Keines der beiden PrP zeigte eine
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Wirkung auf die Aktivierung durch u-PA, jedoch konnte eine Stimulation der Aktivierung durch t-PA um
fast das 300-fache erzielt werden, wenn mit apo-PrP, jedoch nicht mit holo-PrP, inkubiert wurde. Wei-
tere Bindungsstudien zeigten, dass die erhdhte Aktivierungseigenschaft, nebst der Bindung von Plas-
minogen Uber die Lysinbindungsstellen (LBS), abhangig von einer hoch-spezifischen Wechselwirkung
zwischen t-PA und apo-PrP war. Kinetische Studien liessen vermuten, dass apo-PrP zwei von einan-
der getrennte Bindungsstellen sowohl fiir t-PA als auch fiir Plasminogen besitzt. Demnach ist die Bin-
dung von Plasminogen an PrP nicht unbedingt spezifisch flr PrP%¢, sondern von der Absenz von Cu?-
lonen abhangig. /n vivo konnte namlich nachgewiesen werden, dass PrP%® eine Praferenz fir Mn**
und Zn*" hat [Wong et al. (2001); Brown et al. (2000)]. Der mégliche Verlust von Cu® bei der Um-
wandlung von PrP® zu PrP®® kdnnte die t-PA-katalysierte Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin zur
Folge haben, was wiederum Auswirkungen auf das Krankheitsbild haben koénnte. Dies scheint inso-
fern eine realistische These zu sein, da sowohl t-PA als auch Plasminogen von Neuronen exprimiert
werden und demnach im Hirn vorkommen [Basham und Seeds (2001); Tsirka et al. (1997); Verrall und
Seeds (1988)].

Prionprotein PrP

PrP° PrP*

Figur 1.4: 3D-Struktur von humanem Prionprotein. PrP“: NMR-Struktur des humanen Prionproteinfragments
90 - 230 in der ,,normalen® Form bestehend aus 40% a-Helix und 5% [-Faltblatt. PrP5: Berechnete Struktur des
humanen Prionproteins in der pathologischen Form bestehend aus 30% a-Helix und 45% B-Faltblatt. Spiralen:
a-Helix-Struktur. Pfeile: B-Faltblatt-Struktur.
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1.2  Plasminogen: Struktur

1.2.1 Allgemeine Merkmale

Das ubiquitare Plasminogen wird im Menschen von vielen Zellarten exprimiert, doch die héchste Syn-
theserate wird von Hepatocyten der Leber erzielt, die den Serinproteasevorlaufer in Mengen von 70
bis zu 200 mg/l Plasma ins Blut sekretieren. Aufgrund der elektrophoretischen Mobilitat von Plasmino-
gen gehort es zur Familie der B-Globuline. Wie schon im Kapitel 1.1 zum Ausdruck kam, kann Plasmi-
nogen von diversen Aktivatoren zur Serinprotease Plasmin prozessiert werden, welche ihrerseits ver-
schiedenste Substrate durch Hydrolyse nach Lysyl- und Arginyl-Bindungen aktiviert oder degradiert
[Castellino und Powell (1981)]. Das Gen des humanen Plasminogens befindet sich auf dem Strang 1
des Chromosoms 6, enthalt 19 Exons und erstreckt sich Uber 51’055 Basen, wahrend die mRNA im
Gegensatz dazu nur noch aus 2732 Basen besteht. Eine ahnliche Anordnung der Kringel-codierenden
Exons findet man auch in anderen Genen von Proteinen mit Kringelstrukturen, sodass anzunehmen
ist, dass ,gene shuffling“ zur Verbreitung der Kringelstrukturen beigetragen hat [Patthy (1985)]. Eine
N-terminale Exportsignalsequenz von 19 Aminosauren fihrt zum Export des Proplasminogens ins
Endoplasmatische Reticulum (ER), wo diese prozessiert und das native Plasminogen nach posttrans-
lationalen Modifikationen im Golgi-Apparat sekretiert wird.

Plasminogen ist ein einkettiges, globulares Glykoprotein mit 791 Aminosauren. Die Struktur kann in
drei Einheiten eingeteilt werden: das N-terminale Peptid (NTP), die 5 Kringel und die Serinprotease-
doméne (Figur 1.5). Plasminogen wird in einer limitierten Proteolyse zwischen Arg®®' und Val®®? durch
Aktivatoren zu Plasmin, bestehend aus einer sogenannten leichten (B) und einer schweren (A) Kette,
gespalten. Beide Ketten sind tber zwei der insgesamt 24 Disulfidbriicken kovalent zusammengehal-
ten. Die schwere Kette umfasst die Aminoséuren Glu' bis Arg®®', entsprechend dem N-terminalen
Peptid mit den 5 Kringeln, und hat je nach Gle/kosylierun1g eine Molmasse von 64.3 bis 66.5 kDa. Die
leichte Kette beinhaltet die Aminoséuren Val®® bis Asn’®" mit einer Molmasse von 25 kDa und enthalt
das aktive Zentrum, bestehend aus den drei Aminoséuren Ser’*', Asp®® und His®®, die die sogenann-
te katalytische Triade der Serinprotease bilden. Plasmin kann seinerseits in einer autokatalytischen
Reaktion das NTP zwischen Lys77 und Lys78 abspalten, dies sowohl bei Plasmin als auch bei Plasmi-
nogen. Daher bezeichnet man das ganze Protein beginnend mit Glu' als Glu-Plasminogen und in der
aktivierten Form als Glu-Plasmin, wahrend das verkiirzte Protein mit Lys78 am N-Terminus Lys-
Plasminogen oder aktiviert entsprechend Lys-Plasmin genannt wird [Violand und Castellino (1976);
Wiman und Wallen (1975)].

Die beiden Plasminogenformen unterscheiden sich bezlglich der Reaktivitat ihrer Aktivierung zu den
entsprechenden Plasminformen. Demnach ist die katalytische Effizienz von t-PA auf Lys-Plasminogen
11-mal héher als auf Glu-Plasminogen [Hoylaerts et al. (1982)], wahrend mit u-PA ein gleicher Effekt
mit 9-mal gesteigerter Effizienz beobachtet werden konnte [Ellis et al. (1991)]. Die Bindung von Glu-
Plasminogen Uber Wechselwirkungen der Kringel mit Lysinresten an Zelloberflachen oder Fibrin be-
wirkt eine konformationelle Anderung, die die N-terminale Peptidspaltstelle zugénglicher fir bereits
vorhandenes Plasmin macht. Die Prozessierung von Glu-Plasminogen zu Lys-Plasminogen wird da-
durch erleichtert (Figur 1.6). Das gebildete Lys-Plasminogen ist ein viel besseres Substrat fiir die
Plasminogenaktivatoren als die Glu-Form. In Lésung wird aber Glu-Plasminogen durch Aktivatoren
effizient zu Glu-Plasmin prozessiert, welches erst in einem zweiten Schritt durch Plasmin zur Lys-
Form geschnitten wird [Miles et al. (2003)].

Wie aus Figur 1.5 hervorgeht, ist Plasminogen glykosyliert, wobei 2 Varianten unterschieden werden
(Figur 1.7). Variante 1 ist sowohl an Asn®®® (N-glykosidisch) als auch an Thr**® (O-glykosidisch) glyko-
syliert, wahrend Variante 2 nur an Thr** ein Oligosaccharid tragt [Marti et al. (1988); Castellino und
Powell (1981)]. Aligemein sind die Glykosylierungen beziglich dem Sialinsduregehalt heterogen. Va-
riante 1 scheint zudem dabei leichter zu Plasmin aktivierbar zu sein [Takada und Takada (1983)]. In
Variante 2 konnte noch eine zusatzliche Glykosylierung an Ser®*® (O-glykosidisch) mit dem gleichen
Trisaccharid wie an Thr**® nachgewiesen werden [Pirie-Shepherd et al. (1997)]. Somit scheint Varian-
te 1 an Thr**® / Asn®® und Variante 2 an Thr**® / Ser** glykosyliert zu sein. Ein weiteres Faktum ist,
dass Plasminogen im erwachsenen Menschen leicht anders glykosyliert ist als im Neugeborenen und
in letzterer Form durch den a,-Plasmininhibitor schlechter hemmbar ist [Ries et al. (2002)]. Eine weite-
re posttranslationale Modifikation konnte von Wang et al. (1997) nachgewiesen werden, namlich eine
Phosphorylierung an Ser’”®. Demnach sind die Glykosylierungen ausschliesslich in den Kringeldoma-
nen zu finden, wahrend die Phosphorylierung in der Serinproteasedomane vorkommt.
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Figur 1.5: Schematische Darstellung von humanem Plasminogen. Rétlicher Hintergrund: N-terminale Peptid-
domine. Gréulicher Hintergrund: 5 Kringeldomdnen. Gelblicher Hintergrund: Serinproteasedoméne. Dunkel-
blau: Disulfidbriicken. Rot: Katalytische Triade bestehend aus Serin’'!, Asparaginsdure®*® und Histidin®®.
Braun: Glykosylierungsstellen Serin®*’, Asparagin®’ und Threonin**. Hellblau: Phosphorylierungsstelle Se-
rin’™®, PA: Spaltung zwischen Arginin®' und Valin®® durch einen Plasminogenaktivator aktiviert Plasminogen
zu Plasmin. Pm: Spaltung zwischen Lysin’’ und Lysin™ durch Plasmin erzeugt aus Glu'-Plasminogen / -Plasmin
das kiirzere Lys’™-Plasminogen / -Plasmin. El: Elastasespaltstellen, die bei limitierter Spaltung Angiostatin

(K1 - 4) liefert. CB: Erste Cyanbromidspaltstelle, die unter anderem CB-NTP freisetzt.
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Aktivierung von Plasminogen

Pm PA

Glu-Pg » Lys-Pg » Lys-Pm

Aktivierung an der Zelloberflache /| am Fibrin

PA

Glu-Pm

Glu-Pg Lys-Pm

Pm PA

Aktivierung in Losung

Figur 1.6: Aktivierung von Plasminogen. Schwarze Pfeile: X wird zu Y gespalten (die Dicke der Pfeile korre-
liert mit der Reaktionsrate). Glu-Pg: Glu-Plasminogen. Lys-Pg: Lys-Plasminogen. Glu-Pm: Glu-Plasmin. Lys-
Pm: Lys-Plasmin. Pm: Glu- oder Lys-Plasmin. PA: Plasminogenaktivator.

Glykosylierungen am humanen Plasminogen

_ «26 1,4 1,2
sia 928 5 ga P14, Gionac B

-» Man a1(6,3)

31,4 31,4 .
. a2 p1.4 p1,2 Man P14, GlcNAc F—» GleNAc — Asn™ Variante 1
Siat ——» Gal ——» GlcNAc ———» Man —/U:-“ (3.6)

sia 223 5 Gal P13
/GICNAC —Thr** Varianten 1/ 2
Siat —u2,6
w2,3 p1,3

Sia ——» Gal ——» GlcNAc —Ser” Variante 2

Figur 1.7: Glykoesylierungsmuster von humanem Plasminogen. GlcNAc: N-Acetylglucosamin. Gal: Galacto-
se. Man: Mannose. Sia: Sialinsdure. +: variabler Gehalt.
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Bis heute gelang es nur kleinere Doménen, wie einige Kringel, sowie die Serinproteasedomane zu
kristallisieren und davon hochaufgeldste Strukturdaten zu gewinnen. Vom ganzen Plasminogen fehlen
jedoch weiterhin solche Daten, die Aufschluss Uber die Konformation der einzelnen Domanen im Kon-
text des ganzen Proteins geben wirden. Tranqui et al. (1979) konnten mittels Elektronenmikroskopie
der Konformation von Glu-Plasminogen eine rechtshandige Spirale zuordnen. Untersuchungen von
Ponting et al. (1992) ergaben, dass Glu-Plasminogen mindestens drei Konformationen, als a, 8, und y
bezeichnet, annehmen kann, die durch intramolekulare Wechselwirkungen stabilisiert werden. Dabei
zeigte sich, dass es sich um Lysinreste handeln muss, die in die Lysinbindungsstellen (LBS) der
Kringel binden. Die kompakte a-Konformation (auch ,T-state“ fir ,tense“ genannt) von Glu-Plasmi-
nogen scheint einer rechtshandigen Spirale zu gleichen, wenn das NTP aber abgespalten wird, ist das
Lys-Plasminogen in einer offenen -Form (auch ,R-state” fur ,relaxed” genannt) vorzufinden. Aufgrund
diverser Messungen und Bindungsstudien scheint Kringel 4 an der Konformationsanderung von der §3-
zur anderen offenen y-Form beteiligt zu sein und Kringel 1 scheint nicht substantiell zur kompakten
Konformation beizusteuern. Mit Mutationsstudien konnte nun von Cockell et al. (1998) gezeigt werden,
dass die LBS von Kringel 5 eindeutig in der Beibehaltung der a-Konformation involviert ist und dass
das NTP mit den Aminosauren Lys*® und / oder Lys®? in die LBS bindet. Aufgrund der Beobachtungen
von An et al. (1998a) scheint sich die Wahl auf Lys50 einzuengen.

1.2.2 Das N-terminale Peptid

Das N-terminale Peptid umfasst die Aminosauren Glu' bis Lys”” und beinhaltet durch die beiden vor-
handenen Disulfidbriicken ein Schlaufe-in-der-Schlaufe-Motiv (,loop-in-a-loop“). Das Cystinmuster
entspricht einer 1 - 4 und 2 - 3 Verknlpfung, d.h. das erste Cystein in der Aminosauresequenz bildet
mit dem an vierter Position stehenden, sowie das zweite mit dem dritten eine Disulfidbrticke (Figur
1.8). Wie bereits beschrieben konnte von Cockell et al. (1998) und An et al. (1998a) nun ziemlich si-
cher der Wechselwirkungspartner ausfindig gemacht werden, der in die LBS des Kringels 5 bindet und
damit zur a-Konformation des Glu-Plasminogens fiihrt. Es scheint sich dabei um das Lys® zu han-
deln, welches sich in einer Schlaufe des NTP befindet. Gerade diese Region ist eine der meistkonser-
vierten des NTP im Sequenzvergleich mit verschiedenen Spezies. Nebst mehreren synthetisierten
Peptiden, welche einzelnen Abschnitten des NTP entsprechen, wurde auch CB-NTP, ein NTP-Frag-
ment aus der Cyanbromidspaltung, auf Wechselwirkungen mit den verschiedenen Kringeln untersucht
[An et al. (1998a); An et al. (1998b)]. Die sogenannte Scharnierregion des NTP scheint keine definier-
te Struktur anzunehmen, denn sie ist eine der sensibelsten Regionen von Plasminogen, was sich in
vitro durch erhdhte proteolytische Degradation mittels Proteasen wie Plasmin, Elastase, Enterokinase
und Faktor Xa aussert. Durch Mutationsstudien von Horrevoets et al. (1995) konnte gezeigt werden,
das vor allem die basischen Aminosauren in der Scharnierregion fir die Stabilisierung der kompakten
Glu-Plasminogen-Struktur verantwortlich sind.

N-terminales Peptid

Figur 1.8: Schematische Darstellung des N-terminalen Peptids (NTP) von Plasminogen. NTP: NTP von Glu'
bis Cys>*. Scharnierregion: NTP von Val®® bis Lys’’. CB: Cyanbromidspaltstelle. Blau: Disulfidbriicken.
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Im Genom des Menschen gibt es zwei Gene, die als ,plasminogen related gene* (PRG) A und B be-
zeichnet werden [Ichinose (1992)]. Allerdings ist durch die Anwesenheit von Stopcodons im Leseras-
ter eine Expression einer funktionellen Protease ausgeschlossen. Die méglichen Translationsprodukte
bestehen aber aus einem Signalpeptid und den ersten 77 Aminosauren von Plasminogen, welche bis
auf lediglich vier Aminosauresubstitutionen mit dem NTP Ubereinstimmen. Sowohl PRG A- als auch
PRG B-Transkripte konnten in Hepatocyten nachgewiesen werden, bisher jedoch in keiner anderen
Zellart. Dieser Befund scheint darauf hinzudeuten, dass auch NTP, wenn es vom Plasminogen oder
Plasmin freigesetzt worden ist, eine mdglicherweise wichtige regulatorische Funktion haben kdnnte
[Lewis et al. (1999)]. Rekombinantes PRG B-Protein konnte zudem das Wachstum von primaren Tu-
moren hemmen, wahrend rekombinantes NTP (Glu1 bis Val79) nur geringflgige Inhibition verursachte
[Lewis et al. (2001)].

1.2.3 Die Kringel

Die Kringel sind Domanen, die in vielen Fallen das Enzym reversibel an ein Substrat binden. Dieses
Strukturelement ist in vielen anderen Proteinen gefunden worden, wie beispielsweise in mehreren
Faktoren der Blutgerinnung. Prothrombin enthalt deren zwei, wobei der zweite Kringel mit Faktor Va
interagiert. Die Kringelstruktur wurde 1988 mittels Rontgendiffraktion geldst und fiihrte zu einem Num-
merierungssystem fir Kringel, auch wenn diese zum Teil aus einer unterschiedlichen Anzahl an
Aminosauren aufgebaut sind [Tulinsky et al. (1988)]. Weitere Kringel-enthaltende Proteine sind Faktor
XIlI und u-PA die je eine solche Struktur enthalten, wahrend Apolipoprotein a sagenhafte 38 Kringel
enthalt. t-PA besitzt deren zwei, wobei der zweite eine Lysinbindungsstelle aufweist. Damit kann t-PA
an Fibrin binden und auf dessen Oberflache Plasminogen zu Plasmin aktivieren.

Plasminogen besitzt 5 Kringel, die je aus 78 bis 80 Aminosauren aufgebaut sind (Figur 1.9). Sie be-
sitzen je drei Disulfidbricken, die nach dem Muster 1 - 6, 2 - 4, 3 - 5 angeordnet sind und demnach
eine sogenannte Kringelstruktur ausbilden, die nach Denaturierung autonom in vitro zurtickfaltet. Eine
Eigenheit von Plasminogen ist die Interkringeldisulfidbriicke zwischen Kringel 2 und 3, die sonst nur
noch in ahnlicher Weise im Hepatocytenwachstumsfaktor und dem Hepatocyten-ahnlichen Wachs-
tumsfaktor vorkommt.

Kringel 4

Figur 1.9: Schematische Darstellung von Kringel 4 des Plasminogens. Die Zahlen in Klammern entsprechen
der von Tulinsky et al. (1988) eingefiihrten Kringelnummerierung. Blau: Positiv geladene Aminoséuren der
Lysinbindungsstelle (LBS). Rot: Negativ geladene Aminoséuren der LBS. Griin: Hydrophobe Aminosiuren der
LBS. Dunkelblau: Disulfidbriicken.
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In den letzten Jahren wurden mehrere Kringel rekombinant in grdsseren Mengen exprimiert. Das
Hauptaugenmerk wurde dabei auf die einzelnen Kringel 1, 2 und 3 gerichtet, weil diese nur mit gross-
ter Mihe durch proteolytischen Verdau von Plasminogen gewonnen werden konnten. Im Gegensatz
dazu gehen aus Elastase-verdautem Plasminogen Kringel 4 und 5 hervor, wobei letzterer aus dem
entstandenen Miniplasminogen (Kringel 5 + Serinproteasedomane) durch zusatzlichen Verdau mit
Pepsin, unter Abspaltung von Microplasminogen (Serinproteasedomane), gewonnen wird. Alle re-
kombinant hergestellten Kringel wurden in E. coli exprimiert (Tabelle 1.3): Kringel 1 [Menhart et al.
(1991)], Kringel 2 [Marti et al. (1994)], Kringel 3 [Marti et al. (1994)], Kringel 4 [McCance et al. (1994)]
und Kringel 5 [McCance et al. (1994)]. Auch weitere Konstrukte wurden exprimiert, wie beispielsweise
Kringel 2 + 3 [S6hndel et al. (1996)], NTP [Lewis et al. (1999)], NTP + Kringel 1 [Douglas et al. (2002)]
und in der LBS mutierter Kringel 3 [Burgin und Schaller (1999)]. Mit den meisten dieser Proteine wur-
den Bindungsstudien bezlglich der Lysinbindungsstellen (LBS) gemacht und Bindungskonstanten mit
verschiedenen Liganden bestimmt. Zudem wurde versucht die 3D-Struktur mit NMR und Réntgen-
diffraktion aufzuklaren. Zur Zeit ist die Rontgenstruktur von Kringel 1 [Mathews et al. (1996)], Kringel 4
[Wu et al. (1991)] und Kringel 5 [Chang et al. (1998)], sowie die NMR-Struktur von Kringel 2 [Marti et
al. (1999)] und Kringel 2 + 3 [S6hndel et al. (1996)] bekannt.

Aus den Assoziationskonstanten in Tabelle 1.3 wird klar, dass nicht alle LBS die Liganden gleich stark
binden. Demnach lasst sich eine Reihenfolge aufstellen:

K1 > K4 > K5 > K2 >> K3

Kringel 3 beherbergt an Stelle 57 (Kringelnummerierung) ein Lysin statt eine Asparaginsaure, d.h.
eine positive statt eine negative Ladung, wodurch die LBS nicht mehr im Stande ist einen Liganden
wie Lysin zu binden, obwohl sie richtig vorgeformt ist, d.h. die Tasche der LBS in der richtigen Kon-
formation vorliegt. Durch Mutation des Lys zu Asp konnten von diesem mutierten Kringel 3 (rK3mut)
Assoziationskonstanten im Bereich zwischen rK2 und K5 fir die jeweiligen Liganden gemessen wer-
den, was zeigt, dass die LBS wieder nennenswerte Wechselwirkungen eingehen kann.

Tabelle 1.3: Assoziationskonstanten K, in mM™ der Kringel von Plasminogen

Ligand rK1 rK2 rK3mut K4 K5
6-AHA 74.2+8 23+0.2 4.2 21+1 106 £0.2
AMCHA > 300 7.3+0.6 12.7+0.5 159 £ 2 442 +41
CB-NTP 46+0.7 3.3x05 - 6.2+04 23104
A2PIC 707 3.2+£0.5 ~4 46 43119
A2PIC(K452A) 116105 - - 9.1+£0.2 -

6-AHA: 6-Aminohexansdure. AMCHA: trans-4-(Aminomethyl)-cyclohexancarbonsdure. CB-NTP: N-termi-
nales Peptid aus Cyanbromidspaltung (Glu' bis HSer’’). A2PIC: C-Terminus des a,-Plasmininhibitors (Asn™®
bis Lys*?). A2PIC(K452A): Mutierter C-Terminus des o,-Plasmininhibitors (Asn’”® bis Ala*” statt Lys*?). r:
rekombinant. rK3mut: Kringel 3 mit Ser””’ statt Cys und Asp®'' statt Lys. -: Nicht gemessen.

Allgemein sieht die Lysinbindungsstelle wie in Figur 1.10 aus. Demnach treten 2 positiv geladene
Aminosauren (Lys oder Arg) und 2 negativ geladene Aminosauren (Asp oder Glu) in elektrostatische
Wechselwirkung mit dem Liganden, typischerweise ein Lysinrest eines anderen Proteins oder des
NTP. Der Ligand wird zusatzlich durch hydrophobe Wechselwirkungen mit der aromatischen Tasche
(Phe, Trp oder Tyr) stabilisiert. Im Bezug auf die Kringelnummerierung sind folgende Aminosauren an
der Ausstattung der LBS beteiligt:

Asp®, Asp®’IGlu®?
Arg*‘/Lys*®, Arg™
Phe®, Trp®2, Phe®/Tyr®, Trp’Tyr’?, Tyr™

Im Zusammenhang mit der Isolation der Kringel ist die Beobachtung, dass die Ld&slichkeit von
Kringeln in Anwesenheit von Chloridionen massiv abnimmt, von grosser Wichtigkeit [de Vos et al.
(1992)]. Bei der Isolation muss deshalb besonders nach der Ruckfaltung von kringelhaltigem Protein
auf die Pufferzusammensetzung geachtet und nicht mit Salzsdure zum Einstellen des pH gearbeitet
werden.
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Lysinbindungsstelle von Kringel 4

55

Lys® Asp

71

Figur 1.10: 3D-Struktur der Lysinbindungsstelle (LBS) von Kringel 4 des humanen Plasminogens. Ront-
genstruktur bei 2.25 A mit dem Liganden 6-AHA und den 7 Aminosiuren, die fiir die Bindung / Stabilisierung in
der Lysinbindungsstelle verantwortlich sind. Blau: N. Rot: O. Grau: C. H sind weggelassen. 6-AHA:
6-Aminohexansaure.

1.2.4  Die Serinprotease

Plasminogen gehért zur Chymotrypsinfamilie der Serinproteasen. Die katalytische Aktivitat ist selektiv
fur die Sequenz Lys - Xaa und in geringerem Ausmass Arg - Xaa. Demnach ist die Substratspezifitat
nicht sehr hoch, was sich auch in der Anzahl der vielen Substrate niederschlagt, die von Plasmin akti-
viert oder degradiert werden kdnnen. Die SerinProteasedoméne besitzt eine sogenannte katalytische
Triade, die im Falle von Plasminogen aus Ser’®', Asp®® und His®® besteht (Figur 1.11). Bei der Akti-
vierung zu Plasmin wird die Peptidbindung zwischen Arg®®' und Val®®® hydrolysiert, welche sich in
einer Schlaufe befinden, die in dieser Form nur in Plasminogen existiert [Peisach et al. (1999)]. Die
schwere und die leichte Kette bleiben durch zwei Disulfidbricken miteinander kovalent verbunden,
wobei die leichte Kette noch vier zusatzliche Cystinbricken beinhaltet. Die eigentliche Aktivierung von
Plasminogen zu Plasmin geschieht dadurch, dass der neu gebildete N-Terminus (VaI562) der leichten
Kette intramolekular in eine Tasche eindringt, in welcher er mit der Carboxylgruppe des Asp’*® eine
Salzbricke bildet und eine optimale Anordnung der katalytischen Triade bewirkt [Wang et al. (1995)].

Der katalytische Mechanismus der Triade besteht aus vier Schritten (Figur 1.12). Im ersten Schritt
greift das Serin die Carbonylgruppe des Substrats nucleophil an und bildet einen Uberganszustands-
komplex der tetraedrisches Intermediat* genannt wird. Im zweiten Schritt zerfallt das ,tetraedrische
Intermediat® in ein sogenanntes ,Acyl-Enzym Intermediat‘. Das Aminogruppe-enthaltende Peptid wird
freigelassen und an dessen Stelle bindet ein Wassermolekil. Im dritten Schritt deacyliert das ,Acyl-
Enzym Intermediat® wieder zuriick zum ,tetraedrischen Intermediat®. Im letzten Schritt kehrt die kataly-
tische Triade wieder in den urspriinglichen Zustand zuriick unter Abgabe des Carboxyl-enthaltenden
Peptids [Voet und Voet (1995)].

Im Gegensatz zu den Plasminogenaktivatoren, die eine proteolytische Aktivitat besitzen und die Arg-
Val-Bindung schneiden, kann Streptokinase ohne Bindungsspaltung an Plasminogen binden (siehe
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auch Kapitel 1.1.4) und durch eine Kontaktaktivierung die Konformation des Plasminogens derart ver-
andern, dass die katalytische Triade aktiv wird. Von Wang et al. (1998) konnte zudem die Rontgen-
struktur von Streptokinase im Komplex mit der Serinproteasedomane des Plasminogens bestimmt
werden (Figur 1.13). Dabei scheint die C-terminale Domane der Streptokinase fur die Kontaktaktivie-
rung von Plasminogen verantwortlich zu sein.

Serinprotease

Figur 1.11: Schematische Darstellung der Serinproteasedoméne von Plasminogen. Rot: Katalytische Triade
mit  Ser™', Asp™® und His®”. Hellblau: Phosphorylierungsstelle Ser’’®. PA: Schnittstelle der
Plasminogenaktivatoren zwischen Arg®®' und Val’*?. Dunkelblau: Disulfidbriicken.

Katalytische Triade

Asp Asp '
k('Oh‘H s s
O \N AN . - H\N N Ser - H\N N jer
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Tetraedrisches Intermediat

Figur 1.12: Schematische Darstellung des Mechanismus der katalytischen Triade.
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Serinproteasedomane von humanem Plasminogen

’.'

Streptokinase

Q™

Figur 1.13: 3D-Struktur der Serinproteasedomine von humanem Plasminogen. Rontgenstruktur bei 2.30 A
von Microplasminogen von Ala** bis Asn”' (grau) im Komplex mit der a-Doméne der Streptokinase (griin-
blau). Gezeigt sind die drei Aminoséuren der an Stelle 741 mutierten katalytischen Triade: Ala™' statt Ser’"!,
Asp®® und His®®. Blau: N. Rot: O. Grau: C. H sind weggelassen.

1.2.5 Der az-Plasmininhibitor

Der a,-Plasmininhibitor gehért zu den Serpinen, d.h. zu den Serinproteaseinhibitoren. Das Gen be-
steht aus 10 Exons, die sich Uber 16 Kilobasen erstrecken. Der a,-Plasmininhibitor ist ein einkettiges
Glykoprotein mit etwa 13% Kohlenhydratgehalt und ist aus 464 Aminosauren aufgebaut [Moroi und
Aoki (1976)]. Man unterscheidet 2 Formen des a,-Plasmininhibitors, namlich die Met-Form und die
Asn-Form, wobei letztere N-terminal um 12 Aminosauren kirzer ist und im Blutplasma entsteht. Etwa
60 - 70% des im Plasma vorkommenden a,-Plasmininhibitors entspricht der Asn-Form [Koyama et al.
(1994); Bangert et al. (1993)]. Das Protein enthalt zudem 4 Cysteine, jedoch ist nur eine Disulfid-
briicke ausgebildet [Christensen et al. (1997)]. Die Konzentration an a,-Plasmininhibitor im Plasma
betragt etwa 70 mg/l, was in etwa auch jener von Plasminogen entspricht.
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Das Reaktionszentrum, welches mit Plasmin reagiert, besteht aus den Aminosauren Arg376 und Met®”’
[Holmes et al. (1987)]. Die Reaktion lauft in zwei Schritten ab, wobei im ersten ein nicht-kovalenter
Komplex zwischen dem a,-Plasmininhibitor und Plasmin gebildet wird und im zweiten das Reaktions-
zentrum des Serpins durch die katalytische Triade der Serinprotease gespalten wird. Dabei entsteht
ein kovalent gebundener 1:1-Komplex von a,-Plasmininhibitor und Plasmin, der proteolytisch inaktiv
ist [Frank et al. (2003)]. Wie bereits in Kapitel 1.1.4 erwahnt betragt die Halbwertszeit von Plasmin im
Plasma 0.1 Sekunden, wahrend es an der Zelloberflache etwa 5 Sekunden dauert bis Plasmin inhi-
biert wird [Favier et al. (2001)].

Nebst der Inhibition der proteolytischen Aktivitat von Plasmin hat der a,-Plasmininhibitor noch zwei
weitere Funktionen, namlich die Inhibition der Bindung von Plasmin(ogen) an Fibrin, sowie die kova-
lente Bindung (,cross-linking“) an Fibrin. Wenn Fibrin den a,-Plasmininhibitor gebunden hat, ist es um
ein vielfaches resistenter qegen Degradierung durch Plasmin. Fir die Bindung treten Lys303 der
a-Kette des Fibrins und GIn'* des a,-Plasmininhibitors in Wechselwirkung [Ritchie et al. (2000)]. Dabei
ist die Rate des ,cross-linkings“ um ein vielfaches héher fir die Asn-Form, bei welcher GIn™ an der
N-terminalen Position 2 liegt, als fir die Met-Form [Sumi et al. (1989); Tamaki und Aoki (1982)].

Der ay-Plasmininhibitor besitzt nebst des Reaktionszentrums, wo Plasmin den Inhibitor zwischen
Arg®® und Met®”’” schneidet, sowie der Fibrinbindungsstelle bei GIn™ noch eine Plasminogenbin-
dungsstelle. Kluft und Los (1981) fanden eine nicht-Plasminogen-bindende Form, die spater als
a,-Plasmininhibitor ohne C-terminale Region identifiziert werden konnte [Sasaki et al. (1986)]. Dieser
C-Terminus konnte bisher in keinem anderen Serpin gefunden werden. Untersuchungen mit Hilfe von
rekombinanten C-Termini, die sich von Asn**® bis Lys452 erstreckten, wurden von Frank et al. (2003)
durchgefiihrt. Dabei wurde ein Wildtyp und ein an Stelle 452 zu Ala mutiertes C-terminales Fragment
exprimiert. Die Assoziationskonstanten fur die beiden Kringel rK1 und K4 zeigten eine um das funf-
fache reduzierte Bindungsstarke gegeniber dem mutierten C-Terminus im Vergleich zum Wildtyp.
Von Wang et al. (2003) konnte ebenfalls eine um das flinffache reduzierte Bindungsstarke von gan-
zem rekombinantem a,-Plasmininhibitor, der allerdings an der Stelle 436 von Lys zu Glu mutiert war,
gemessen werden. Jedoch konnte der Effekt, welcher mit dem C-terminalen Fragment mit mutiertem
Lys452 von Frank et al. (2003) beobachtet werden konnte, nicht mit dem ganzen rekombinanten, an
der gleichen Stelle mutierten a,-Plasmininhibitor von Wang et al. (2003) bestatigt werden. Um die
Frage zu beantworten, welches Lysin hauptsachlich fir die Bindung an die LBS des Plasmins verant-
wortlich ist, missen demnach noch weitere Bindungsstudien mit mutierten Proteinen und Peptiden
durchgefihrt werden.

Somit besteht der a,-Plasmininhibitor N-terminal aus einer Fibrinbindungsstelle, C-terminal aus einer
Plasminogenbindungsstelle, sowie aus einer in der mittleren Region angesiedelten Serpinaktivitat.

1.3  Expressionssysteme: £. coliund P. pastoris

Seit zwei Jahrzehnten ist eine kaum zu fassende Menge an strukturellen Daten von den verschie-
densten Proteinen zusammengetragen worden, mit dem jeweiligen Ziel eine hochaufgeldste Réntgen-
struktur aus Proteinkristallen oder eine NMR-Struktur in Losung zu ermitteln. Dies ist nur Dank ausge-
kligelter rekombinanter Expressionssysteme mdglich geworden, die es dem Experimentator in eini-
gen Fallen innert weniger Wochen erlauben, mehrere Milligramme an Protein in hochreiner Form
darzustellen.

Das bekannteste, bestuntersuchte und am meisten verbreitete System basiert auf dem Darmbak-
terium Escherichia coli, kurz E. coli. Durch die einfache Transformation des Bakteriums mit Plasmi-
den, die mittels PCR Trager des gewlinschten Gens geworden sind, kann mit einfachen Mitteln, unter
Verwendung starker Promotorregionen, in diesen Vektoren eine gezielte Expression des eingebauten
Gens induziert werden. Nach wenigen Stunden kénnen dann schon gréssere Mengen im Milligramm-
bereich aus weniger als einem Liter Kultur isoliert werden. Dies veranschaulicht ganz deutlich, dass es
sich bei E. coli um ein einfach zu handhabendes, schnelles und vor allem billiges Expressionssystem
handelt.

Sobald aber ,anspruchsvollere® Proteine exprimiert werden sollen, wie etwa sehr grosse Proteine oder
solche mit viel Sekundarstrukturelementen, die durch komplexe Disulfidbriickenmuster zusammen-
gehalten werden, stdsst man schon bald an die Grenzen des E. coli Systems. Da es sich um ein pro-
karyontisches System handelt, flihrt die ganze Faltungsprozedur von rekombinant exprimierten euka-
ryontischen Proteinen, die in hdheren Eukaryonten sehr komplex unter mithilfe von diversen Chapero-
nen ablauft, des o6ftern zu physiologisch inaktiven Formen. Fir die Inaktivitat von in E. coli exprimier-
ten eukaryontischen Proteinen kdnnen nebst einer falschen Faltung auch fehlende posttranslationale
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Modifikationen, wie Glykosylierungen und Phosphorylierungen, ausschlaggebend sein. Allerdings
kann fir strukturelle Untersuchungen mittels NMR und Roéntgendiffraktion das Fehlen von Modifikatio-
nen von wesentlichem Vorteil sein, tragen doch in E. coli exprimierte Proteine keine stérenden Glyko-
sylierungen, die insbesondere fiir Kristallisationsexperimente ein grosses Hindernis darstellen kdnnen.

Um diese dem E. coli System innewohnenden Probleme zu umgehen, gibt es heute auch verschie-
denste eukaryontische Expressionssysteme angefangen mit Hefe, einem niederen Eukaryont, Uber
Insektenzellen bis hin zu Saugerzellen. Sobald man aber den prokaryontischen Systemen den
Rucken kehrt, wird die ganze Arbeit schon von Beginn weg viel komplexer. Beispielsweise missen die
Gene in der Regel in das Genom des Wirts rekombiniert werden, um eine stabile Zelllinie zu erhalten.
Haufig kann die Rekombination nicht in gerichteter Form durchgefihrt werden, d.h. jeder Klon wird
das Gen an einer anderen Stelle im Genom einbauen. Je nachdem wo diese Rekombination stattfin-
det, kdnnen wichtige Gene des Wirts ausgeschaltet werden. Demnach ist es ausserordentlich wichtig
so viel Klone wie mdglich auf Lebensfahigkeit und Wachstumsgeschwindigkeit sowie Expressionsver-
halten zu untersuchen, um eine moglichst hohe Ausbeute an rekombinantem Protein zu erzielen. Auf-
grund des Transfektionsverfahrens und der aufwendigeren Selektion der Klone sind eukaryontische
Systeme viel zeit- und materialintensiver, und daher auch teurer als das E. coli System.

Allerdings konnten aufgrund der Transkriptions- und Translationsmechanismen sowie den posttransia-
tionalen Vorgangen schon mehrere menschliche Proteine, beispielsweise in Insektenzellen, in grésse-
ren Mengen hergestellt werden. Diese rekombinanten Produkte unterscheiden sich strukturell und
physiologisch haufig in keiner Weise von direkt aus dem Menschen isoliertem Protein.

Aufgrund der Zielsetzung (siehe auch Kapitel 1.4) war klar, dass zunachst zwei E. coli Expressions-
systeme getestet werden sollten und falls diese keine befriedigenden Ergebnisse liefern wirden,
konnte man Experimente mit der methylotrophen Expressionshefe Pichia pastoris, kurz P. pastoris, in
Betracht ziehen. Viele der oben gemachten Ausfiihrungen Uber die eukaryontischen Expressionssys-
teme treffen auch auf P. pastoris zu, insbesondere dass es ein zeit- und materialintensiveres System
im Vergleich zum E. coli System ist. Zudem kénnen unerwiinschte Glykosylierungen stattfinden, je-
doch nicht in einem Ausmass wie bei S. cerevisiae, die haufig hyperglykosyliert. Ein weiteres Problem
konnte die primitivere Ausstattung des Faltungs- und posttranslationalen Modifikationsapparats im
Vergleich zu héheren eukaryontischen Systemen sein. Allerdings hat die methylotrophe Expressions-
hefe einen ausserordentlich wichtigen Vorteil gegentber héheren eukaryontischen Systemen, namlich
die Mdglichkeit, auf einfache Weise mit 3C und ™N markierte Proteine zu exprimieren. In den meisten
héheren eukaryontischen Systemen sind Expressionen in Minimalmedien mit klar definierter Zusam-
mensetzung gar nicht erst moglich, oder nur unter Zusatz etlicher markierter Metaboliten, die den fi-
nanziellen Rahmen des Projekts gesprengt hatten.

1.3.1 E. coli: Expression in BL21(DE3)

Der Stamm BL21(DE3) ist lysogen. In seinem Genom hat er den Bacteriophagen ADE3 integriert,
welcher das T7 Bacteriophagen-Gen [ enthélt. Dieses Gen codiert die T7 Polymerase und steht unter
der Kontrolle des lacUV5 Promotors, der durch Zugabe von IPTG dereprimiert wird. Der in die Zellen
transformierte pET-9a Vektor (Figur 1.14), in welchem zwischen den Ndel- und BamHI-Schnittstellen
ein beliebiges ,Insert“ eingebaut werden kann, besitzt einen T7 Promotor, der von der T7 Polymerase
erkannt wird, so dass das Gen nach Stimulation mit IPTG transkribiert wird [Studier und Moffatt
(1986); Davanloo et al. (1984)].

1.3.2  E. coli: Expression in M15[pREP4] und S613009[pREP4]

Die beiden Stamme M15[pREP4] und SG13009[pREP4] enthalten das Plasmid pREP4, welches das
lacl® Repressor-Gen enthélt. Der in die Zellen transformierte pQE-8 Vektor (Figur 1.14) mit einem
beliebigen, bei der BamHI-Schnittstelle eingebauten ,Insert®, besitzt hinter zwei 5’-vorgeschalteten lac
Operatoren einen T5 Promotor, der von der E. coli RNA Polymerase erkannt wird. Jedoch reprimiert
der pREP4-codierte lacl® Repressor normalerweise den T5 Promotor durch Bindung an die Operato-
ren. Erst die Zugabe von IPTG dereprimiert den Promotor, weil dieses den Repressor bindet und inak-
tiviert, womit das Gen transkribiert wird [Villarejo und Zabin (1974); Stuber et al. (1990)]. Die Regula-
tion der Expression ist ein sogenanntes trans-System, da der Repressor und das Repressor-kontrol-
lierte Gen auf zwei verschiedenen Vektoren codiert sind.
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E. coli Vektoren

lac Operator / T5 Promotor ~ .BamHI

t0 Terminator
BamHI

T7 Terminator

pET-9a

4341 bps

pQE-8

3427 bps

Figur 1.14: Schematische Darstellung der E. coli Vektoren. Kan: Gen fiir Kanamycinresistenz. Amp: Gen fiir
Ampicillinresistenz. ori: Replikationsursprung des Plasmids.

1.3.3  P. pastoris: Expression in 65115 und KM71

Die beiden Vektoren pPIC3.5K und pPIC9K (Figur 1.15) sind sowohl fur die Expression in P. pastoris,
als auch fiir die Klonierung und Vermehrung in E. coli ausgestattet. Hierfir besitzen sie einen pBR322
Replikationsursprung, womit die ganze Klonierungsprozedur des gewilinschten Gens in die Plasmide
auf der Ebene von E. coli durchgefiihrt werden kann. Die Plasmid-tragenden Transformanten kdnnen
mit den Ampicillin- und Kanamycinresistenzen selektioniert werden.

Der Vektor pPIC3.5K, welcher fir intrazellulare Expressionen ausgelegt ist, enthalt keine Kozak-
Konsensussequenz, die deshalb zusammen mit dem zu klonierenden Gen im richtigen Leseraster
eingefligt werden muss. Diese Sequenz entspricht etwa der Basenfolge ACCATGG, worin das ATG
zugleich das Startsignal fir das Ribosom bedeutet. Im Vektor pPIC9K ist hingegen eine solche Kozak-
Sequenz schon vorhanden, da sich 5’-terminal eine a-Faktor Signalsequenz aus S. cerevisiae befin-
det. Falls das zu klonierende Gen im gleichen Leseraster 3’-terminal an die Signalsequenz kloniert
wird, kann das exprimierte Protein in das ER exportiert werden, wo die Signalsequenz abgeschnitten
und das rekombinante Protein ins Medium sekretiert wird. Die Expression des klonierten Gens unter-
steht der Kontrolle des 5’A0OX1 Promotors, jener des natirlich in P. pastoris vorkommenden Alkohol-
oxidasegens AOX17, was zu einer starken Uberexpression des Proteins filhrt. Dabei unterliegt der
Promotor einer zweistufigen Regulation, indem er zum ersten durch die An- oder Abwesenheit von
Glucose reprimiert beziehungsweise dereprimiert wird und zum zweiten durch die Zufuhr von Metha-
nol induziert wird. Um eine Uberexpression zu induzieren, reicht die Zugabe von Methanol nicht aus,
sondern es darf auch keine Glucose anwesend sein. Aus diesem Grund werden die Zellen jeweils in
Glycerin-haltigem Medium, welches den 5’A0X1 Promotor nicht reprimiert, als Glucoseersatz ange-
zogen und fir die Expression anschliessend mit Methanol induziert.

Nach der Konstruktion in E. coli werden die Plasmide typischerweise im HIS4-Gen, welches fur die
Histidinoldehydrogenase codiert, linearisiert und in die beiden P. pastoris Stdamme GS115 und KM71,
die beide beziiglich dieses Enzyms defizient sind, transformiert. Dazu werden die Hefezellen zunachst
mit Zymolyase behandelt, um nach erfolgter Zellwandschwachung die lineare DNA aufnehmen zu
kénnen. Die Zellen werden anschliessend in Top-Agar gegossen, damit sich die Zellwdnde wieder
regenerieren kdnnen. Die aufgenommene DNA wird bevorzugt an die his4-Stelle rekombinieren, da
man im komplementaren HIS4-Gen des Vektors die Linearisierung vollzogen hatte. Im Idealfall bleibt
es nicht nur bei einem einzigen solchen Ereignis, sondern es sind mehrere Rekombinationen hinter-
einander im Kassettenprinzip denkbar und auch schon nachgewiesen worden.
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Nachdem sie sich im Top-Agar regeneriert haben, geschieht die Selektion der Transformanten auf
Histidin-defizienten Platten. Alle Klone die dort wachsen sollten demnach eine wiederum intakte Histi-
dinoldehydrogenase exprimieren, da sie durch die rekombinierte DNA das intakte HIS4-Gen wieder im
Genom rekonstituiert haben sollten. Zur Sicherheit wird mit den positiven Klonen eine zweite Selektion
durchgefihrt und zwar mit dem Antibiotikum Geneticin. Auf den Vektoren ist das G418-Resistenzgen
codiert, welches in E. coli fir eine Kanamycinresistenz, in P. pastoris hingegen flir eine Geneticinre-
sistenz sorgt. Der Vorteil von Geneticin besteht darin, dass Klone, die mehrere Kopien in ihr Genom
rekombiniert haben, gegen hdhere Dosen an Antibiotikum resistent sind. Deshalb kdnnen direkte
Ruckschlisse auf die ungefahre Anzahl von eingebauten Kopien gemacht werden. Um ganz sicher zu
gehen, dass sie auch das klonierte Gen beherbergen, wird von einigen Klonen die DNA isoliert und
eine PCR zum Nachweis des Gens durchgefihrt.

Wenn alle diese Selektionstests bewaltigt sind, sollte noch der Mut-Phanotyp (,methanol utilisation®)
kontrolliert werden. Dabei sollten GS115-Klone Mut® und KM71-Klone Mut® sein, d.h. sie kénnen Me-
thanol entweder gut metabolisieren (Mut’) oder wachsen unter diesen Bedingungen nur langsam
(Mut®). Demnach hat der KM71-Stamm eine reduzierte Alkoholoxidaseaktivitat zu verzeichnen, da er
Trager eines mutierten aox7-Gens ist und somit nur noch mit dem schwacher exprimierten AOX2-Gen
Methanol metabolisieren kann (deshalb Mut® fir ,Methanol utilisation slow*).

Fir die Expression der beiden Stamme wird auf den Promotor des AOX7-Gens von P. pastoris zu-
rickgegriffen, der dem naturlichen Promotor der Alkoholoxidase entspricht. Wenn die Zellen in Me-
thanol-haltigem Medium als einziger Kohlenstoffquelle induziert werden, beginnt die starke Transkrip-
tion zu mRNA, die etwa 5% der total vorhandenen mRNA-Menge in der Zelle ausmacht. Die Transla-
tion der mRNA erzielt schliesslich bis zu 30% der totalen Proteinmenge in der Zelle. In der Regel kann
nach 48 bis 144 Stunden das Protein aus den Zellen oder aus dem Medium isoliert werden. Die Ex-
pressionsdauer sowie die Isolationsart sind jeweils vom verwendeten Zellstamm und vom rekom-
binierten Vektor abhangig. Bei der sekretierten Expression ist die Wahrscheinlichkeit gross N-glyko-
syliertes Protein zu erhalten, falls Glykosylierungssequenzen vorhanden sind, jedoch wurden kaum je
O-glykosylierte Expressionsprodukte beobachtet [Invitrogen (2002); Grinna und Tschopp (1989);
Tschopp et al. (1987); Ellis et al. (1985)].

P. pastoris Vektoren

5'A0X1 Promotor
W, SnaBl
Amp lpha- .l Sekretionssi Lk

J'AOX1 Terminator

_SnaBl
5'A0X1 Promotor i
pBR322 ori

pBR322 ori

| FAOX1 Terminator

b
8000

pPIc3-5K 2000

9004 bps

pPICOK =~

9276 bps

" sall
w Qﬁ sal

Figur 1.15: Schematische Darstellung der P. pastoris Vektoren. Amp: Gen fiir Ampicillinresistenz in E. coli.
Kan / G418: Gen fiir Kanamycinresistenz in E. coli / Geneticinresistenz in P. pastoris. HIS4: Gen fiir Histidinol-
dehydrogenase. ori: pBR322 Replikationsursprung des Plasmids in E. coli.
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1.4  Zielsetzung

Die dreidimensionale Struktur des humanen Plasminogens ist weiterhin unbekannt. Wie aus Kapitel
1.2.3 hervorgeht sind viele Domanen einzeln rekombinant exprimiert worden. Von vier Kringeln wie
auch von der Serinproteasedomane konnten mittels Réntgendiffraktion und NMR die Strukturen be-
stimmt werden. Aufgrund der vielfachen Wechselwirkungen, die Plasminogen im Koérper eingeht, so-
wie in Anbetracht der Komplexitat des ganzen Plasminogensystems, kdnnte die Auflésung der dreidi-
mensionalen Struktur weitere Erkenntnisse liefern und manche Theorie bestatigen oder wiederlegen.
Eine ausserordentlich wichtige Rolle fallt dabei den Kringeln zu, denn durch ihre Lysinbindungsstellen
nehmen sie an diversen Wechselwirkungen teil. Zudem kommen Kringel in vielen anderen Proteinen
vor, die unterschiedlichste Aufgaben wahrnehmen, wie beispielsweise im Angiostatin, dessen Funk-
tion im Vergleich zu Plasminogen ganz verschieden ist. Aus diesem Grund ist es unabdingbar zu er-
fahren, wie die Kringel untereinander angeordnet sind und wie deren Wechselwirkungen im Protein
aussehen.

Deshalb soll die schwere Kette von Plasminogen mit und ohne N-terminales Peptid kloniert und in
E. coli rekombinant exprimiert werden. Die Isolation und Reinigung sollte dann mittels Metallchelataffi-
nitdtschromatographie eines ,His-tags® an Ni**-lonen, sowie mittels Affinitat der korrekt gefalteten
Lysinbindungsstellen an Lysin, hochstwahrscheinlich hauptsachlich durch die Kringel K1 und K4 ver-
mittelt, durchgefiihrt werden. Aufgrund bisher gemachter Erfahrungen wurde vorerst das einfache
prokaryontische System ausgewabhlt. Mit einzelnen Kringeln sowie dem Kringelsupermodul K2 + K3
hat das System gut funktioniert. Die Frage ist nur, ob sich solch positive Resultate auch mit der Ex-
pression von mehr als doppelt so grossen Proteinen mit vielen Sekundarstrukturen erzielen lassen.
Falls die Expression moglich ist, lasst sich so auf einfache Art und Weise markiertes Material herstel-
len, d.h. mit 3G und N markiertes Protein, weil E. coli in einem klar definierten Minimalmedium ohne
weiteres wachsen kann. Durch die Markierung wird nebst Kristallisationsexperimenten fir Strukturbe-
stimmung mittels Roéntgendiffraktion auch eine zumindest partielle Strukturbestimmung mittels NMR
ermdglicht. Allerdings braucht es fir beide Methoden gentigend Material, d.h. mehrere Milligramme.
Zudem sollte das Material nicht glykosyliert sein, da dies die Kristallisation und die NMR-Messung
stark erschweren kann, was ein weiteres Argument fiir die Expression in E. coli ist.

Nebst der Strukturbestimmung kann rekombinant hergestelltes Plasminogen auch zu Bindungsstudien
mittels Fluoreszenzspektroskopie herangezogen werden, wie beispielsweise mit a,-Plasmininhibitor
und dessen C-terminalen Peptiden mit Wildtypsequenz sowie mutierten Lysinresten. Damit kdnnten
das oder die mit den Kringeln von Plasminogen wechselwirkende/n Lysinrest/e des a,-Plasmininhibi-
tors sowie die zustandige Lysinbindungsstelle des Plasminogens genauer ermittelt werden.

Falls das E. coli System kein oder zu wenig Material liefern sollte, ware ein nachster Schritt die Ex-
pression der schweren Kette in P. pastoris, eine methylotrophe Hefe. Die ganze Klonierung in die
geeigneten Vektoren kann in E. coli durchgefiihrt werden, was das Ganze wesentlich erleichtert und
vereinfacht. Nach erfolgter Konstruktion der Vektoren kdnnen sie in P. pastoris transformiert werden
und dann gerichtet in das Hefegenom rekombinieren.

Die Expression kann ebenfalls in Minimalmedien durchgefihrt werden, was eine Markierung mit c
durch Zugabe von markiertem Methanol als einzige Kohlenstoffquelle, sowie ®N-markiertem Ammo-
niumsulfat als einzige Stickstoffquelle ermdglicht. Zudem besteht durch Wahl des geeigneten Vektors
die Mdoglichkeit, das rekombinante Protein intrazellular oder, dank einer N-terminalen Exportsignalse-
quenz, sekretiert zu exprimieren. Wird die Sekretion ins Auge gefasst, sind zumindest die beiden
hauptsachlichen Glykosylierungsstellen von Plasminogen zu mutieren.

Falls diese Expressionsversuche fehlschlagen, soll die Expression vom ganzen humanen Plasmino-
gen in P. pastoris versucht werden, ebenfalls intrazellular und sekretorisch, damit diese Resultate mit
Experimenten mit héheren eukaryontischen Expressionssystemen verglichen werden kénnen.

In weiteren Experimenten sollen auch diverse kleinere Fragmente von Plasminogen, wie beispielswei-
se rekombinantes NTP mit K1 und rekombinante K4 + K5 in P. pastoris exprimiert werden, damit sich
diese mit aus E. coli isoliertem Protein vergleichen Iasst. Zudem soll das Fragment NTP mit K1 mit N
markiert in E. coli in grosseren Mengen exprimiert werden, um strukturelle Studien mittels NMR zu
ermoglichen.
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2 E.

coli: Material und Methoden

2.1  Molekularbiologie

2.1.1 Material

2.1.1.1 Bakterienstdmme

Stamm
XL1-Blue

BL21(DE3)

M15[pREP4]

SG13009[pREP4]

HB101

JM109

LR2/168

Zur Lagerung der
Endkonzentration

Beschreibung Lieferant

recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac, Stratagene
[F’: proAB, lacl®ZAM15, Tn10 (Tet)]

Hohere Transformationsraten mit Ligationen als BL21(DES3),

M15[pREP4] und SG13009[pREP4]

Beschrieben von Bullock et al. (1987)

F', ompT, hsdSg (rg mg"), dem, gal, A(DE3) Stratagene
Expressionsstamm

IPTG dereprimiert den /lacUV5 Promotor und induziert die

chromosomal codierte T7 Polymerase

Beschrieben von Studier und Moffatt (1986)

F’, thi-1, lac, mtl-1, [pREP4: Kan'] Qiagen
Expressionsstamm

Wirt des /acl? Repressor-codierenden Plasmids pREP4

Beschrieben von Villarejo und Zabin (1974)

F, thi-1, lac, mtl-1, [pPREP4: Kan'] Qiagen
Expressionsstamm

Wirt des /acl® Repressor-codierenden Plasmids pREP4

Geeignet fur in M15[pREP4] schwach exprimierte Proteine

Beschrieben von Gottesman et al. (1981)

F, thi-1, hsdS20 (rg" mg), supE44, recA13, ara-14, leuB6, Promega
proA2, lacY1, galK2, rpsL20 (Str'), xyl-5, mt/-1

Wirt des Plasmids pPLGKG

Beschrieben von Lacks und Greenberg (1977)

14’ (McrA), recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(r my’), Stratagene
supE44, relA1, A(lac-proAB), [F’: traD36, proAB, lacl®ZAM15]

Wirt des Plasmids pET-9a

Beschrieben von Yanisch-Perron et al. (1985)

Genotyp nicht bestimmt (aus institutseigener Sammlung) DCB, UniBE
Wirt des Plasmids pQE-8

E. coli Stamme Uber lange Zeit wurden zu einer Ubernacht-Kultur Glycerin ad 15%
hinzugegeben, durch mehrmaliges Kippen des Réhrchens gemischt, in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.1.1.2 Ndhrmedien

Nahrmedium
LB

24

Substanz Menge Lieferant

LB-Bouillon, Lennox 20 g/l Becton Dickinson

Die Herstellung von festem Nahrmedium geschah durch Zugabe von 15 g/l Bacto "
Agar (Becton Dickinson).
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Bacto” Pepton 30 g/l Becton Dickinson
Bacto Hefe-Extrakt 20 g/l Becton Dickinson
MOPS 10 g/l (pH 7.0) Fluka

Bacto” Pepton 20 g/l Becton Dickinson
Bacto Hefe-Extrakt 54/l Becton Dickinson

Nach dem Lésen in 967.5 ml lonentauscherwasser wurden folgende sterilfiltrierten
Ldsungen hinzugegeben:

NaCl 10 ml/l (1 M) Merck

KCI 2.5 ml/l (1 M) Merck

Nach dem Abkihlen der autoklavierten Lésung wurden folgende sterilfiltrierten
Lésungen hinzupipettiert:

MgCl, 5ml/l (1 M) Merck
MgSQO, 5 mil/l (1 M) Fluka
Glucose 10 ml/l (2 M) Fluka
NH,CI 19l Cambridge Isotope Labs
Na,HPO, 6 g/l Merck
KH,PO, 3gl Fluka
NaCl 0.54g/ Merck

Nach dem Ldsen in 996 ml lonentauscherwasser wurden 30 ml enthommen, 10 g
Glucose darin geldst und sterilfiltriert. Nach dem Abkuhlen der autoklavierten
Lésung wurden folgende sterilfiltrierten Losungen hinzugegeben:

Glucose 10 g/l (10 g in 30 ml Lésung)  Fluka
MgSO, 1 ml/l (1 M) Fluka
FeCl; 1 ml/l (2 mM) Merck
CaCl, 1 mi/l (0.1 M) Merck
Thiamin-HCI 1 mi/l (3 mM) Merck

2.1.1.3  Antibiotika

Antibiotikum Stammlésung / Endkonzentration Lieferant
Ampicillin 50 mg/ml > 2 yl/ml = 100 pg/ml Applichem
Kanamycin 25 mg/ml > 1 pl/ml = 25 pg/ml Sigma
Tetracyclin 5 mg/ml > 2.5 yl/ml = 12.5 pg/mli Sigma
2.1.1.4 Plasmide
Plasmid Beschreibung Lieferant
pPLGKG 6515 bp, Tet" Hedén Lab,
Tragt cDNA von hPg Lund, Schweden
Beschrieben von Forsgren et al. (1987)
pET-9a 4341 bp, Kan' Promega
Fir Expression in E. coli BL21(DE3)
T7 Promotor von der IPTG-induzierbaren T7 Polymerase erkannt
Beschrieben von Studier et al. (1990)
pQE-8 3427 bp, Amp' Qiagen

Fir Expression in E. coli M15[pREP4] und SG13009[pREP4]
N-terminal 6x-His codiert

T5 Promotor von der E. coli RNA Polymerase erkannt

Beschrieben von Stuber et al. (1990)
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pREP4

2115

Enzym
AIwNI
BamHl
Mfel
Ndel
Pfu
SAP

T4 DNA Ligase

2.1.1.6

Marker

100 bp DNA Gréssenstandard

1 kbp DNA Grossenstandard

A-DNA

2.1.1.7

Name

HXNK15 for
HXK15 for
NK15 for
K15 for

HC back

2.1.1.8

Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit
Hi-Speed” Plasmid Midi Kit
MinElute™ Gel Extraction Kit
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3740 bp, Kan'

In E. coli M15[pREP4] und SG13009[pREP4] vorhanden

Der codierte /acl® Repressor reprimiert den T5 Promotor, der durch
Zugabe von IPTG wieder zuganglich wird

Beschrieben von Farabaugh (1978)

Enzyme

Beschreibung

Restriktionsenzym
Restriktionsenzym
Restriktionsenzym
Restriktionsenzym
DNA Polymerase
Phosphatase
DNA Ligase

Marker

Banden

100 bp

Konzentration

20 U/l
10 U/l
10 U/l
20 U/l
2.9 U/l
1 U/l
3 U/l

Sequenz

5’-CAGNNN/CTG-3’
5’-G/GATCC-3’
5-C/AATTG-3
5-CAITATG-3

1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200,

12216, 11198, 10180, 9162, 8144, 7126, 6108, 5090,

Qiagen

Lieferant

New England Biolabs
Roche

New England Biolabs
New England Biolabs
Promega

Roche

Promega

Lieferant

Promega

Invitrogen

4072, 3054, 2036, 1636, 1018, 517, 506, 396, 344,
298, 220, 201, 154, 134, 75 bp

48502 bp (Restriktionsenzymtest)

Primer

Sequenz

Roche

5-CACGGATCCATAGAAGGAAGAGAGCCTCTGGATGACTATGTGAAT-3
5-CACGGATCCATAGAAGGAAGATATCTCTCAGAGTGCAAGACT-3
5-GGAGATATACATATGGAGCCTCTGGATGACTATGTGAAT-3’
5-GGAGATTAGCATATGTATCTCTCAGAGTGCAAGACTGGGAAT-3
5-GCCGGATCCTTACTAGGCCGCACACTGAGGGACATCA-3

Alle Primer wurden von der Microsynth GmbH (Balgach, SG) in HPLC-gereinigter Form bezogen. Die
lyophilisierten Primer wurden in sH,O zu einer 100 yM Lésung aufgenommen und wahrend 5 Minuten
bei 65°C inkubiert. Nach kurzem Mischen wurde die Stammlésung erneut wahrend 3 Minuten bei

65°C inkubiert. Davon konnte eine Arbeitsldsung von 20 uM hergestellt und bei -20°C fiir mehrere
Monate gelagert werden.

Kits

Anwendung

Plasmidisolation < 15 pg
Plasmidisolation < 200 ug
DNA-Isolation aus Agarosegelen

Lieferant
Qiagen
Qiagen
Qiagen
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2.1.1.9

Reagenzien, Ldsungen und Puffer

Die Qualitat der eingesetzten Substanzen war purum oder puriss p.a.:

Reagens / Losung / Puffer

Agarose

BSA

CaCl,
DNA-Ladepuffer

dNTPs (PCR Nucleotid Mix)

Ethidiumbromidlésung
Glycerin

IPTG

K-HEPES

Pfu DNA Polymerase Puffer

Puffer 4

Puffer B

SAP Puffer
T4 DNA Ligase Puffer

TAE Puffer

2.1.1.10 Gerdte

Gerit

Sorvallzentrifugen

PCR Cycler
Microphotometer
Elektroporator
Sterilfilter

2.1.2 Methoden

2.1.2.1

Beschreibung

10x (1 mg/ml)
0.1 M

6x (0.8%0 Bromphenolblau, 0.8%o Xylen-
cyanol FF, 40% Saccharose)

40 mM (10 mM dATP, 10 mM dCTP,
10 mM dGTP, 10 mM dTTP, pH 7.5)

10 mg/ml

87%

>99%

1 mM, pH 7.0 (KOH)

10x (200 mM Tris-HCI, 100 mM KCl,
100 mM (NH4)2SO4, 20 mM MgSO4,
1.0% Triton® X-100, 1 mg/ml BSA, pH 8.8)

10x (500 mM KAc, 200 mM Tris-Ac,
100 mM MgAc,, 10 mM DTT, pH 7.9)

10x (100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl,
50 mM MgCl,, 10 mM 2-Mercaptoethanol,
pH 8.0)

10x (500 mM Tris-HCI, 50 mM MgCl,,
pH 8.5)

10x (300 mM Tris-HCI, 100 mM MgCly,
100 mM DTT, 10 mM ATP, pH 7.8)

50x (2 M Tris, 1 M Eisessig, 50 mM EDTA,
pH 8.0)

Bemerkungen

RC5B Plus (Rotoren: GSA, SS34)
RC3B Plus

Mastercycler gradient
GeneQuant

Gene pulser® Il
Millex®-GS, 0.22 pm

Plasmidisolation aus £. coli und deren Sequenzierung

Lieferant

GibcoBRL
New England Biolabs
Merck

Merck, Fluka,
Fluka

Promega

Bio-Rad
Merck
Applichem
Fluka
Promega

New England Biolabs

Roche

Roche
Promega

Sigma, Merck, Fluka

Lieferant

Heraeus
Heraeus

Eppendorf
Amersham
Bio-Rad
Millipore

Plasmide bis zu einer Grosse von 50 kbp wurden je nach erwiinschter Menge mittels Miniprep oder

Midiprep von Qiagen isoliert:

Das QIAprep® Spin Miniprep Kit ist geeignet fir Mengen bis zu 15 ug. Die Plasmid-DNA wurde mit
50 pl sH,0 in einer Konzentration von 50-200 ng/pl eluiert.
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Das HiSpeedTM Plasmid Midi Kit liefert bis zu 200 ug Plasmid-DNA. Das Elutionsvolumen in sH,O be-
trug jeweils 500 pl mit einer Konzentration von 100-300 ng/pl.

Die DNA-Konzentrationen wurden auf Agarosegelen abgeschatzt und mit einem Microphotometer
bestimmt.

Alle DNA-Sequenzierungen wurden von der Microsynth GmbH in Balgach (SG) durchgefihrt. Dazu
wurde die Plasmid-DNA mit dem HiSpeed = Plasmid Midi Kit von Qiagen isoliert. Ein 100 pl-Aliquot mit
einer Konzentration von 0.2 ug/ul wurde an Microsynth gesandt.

2.1.2.2 DNA mit Restriktionsenzymen verdauen

Reagens Menge [ul] Anfangskonzentration
AIWNI 0.5 - - - - 10U
BamHI - 1.0 - - 1.0 10U
Mfel - - 1.0 - - 10U
Ndel - - - 0.5 0.5 10U
Puffer B - 2.0 - - 2.0 10x
Puffer 4 2.0 - 2.0 2.0 - 10x
BSA 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 10x
DNA X X X X X 100 fmol
sH,O ad20.0 ad20.0 ad20.0 ad20.0 ad20.0

Inkubation: 30 Minuten bei 37°C

Ndel - - - 0.5 0.5 10U

Inkubation: 30 Minuten bei 37°C
Stoppen: 4 ul DNA-Ladepuffer 6x

Bei mehr eingesetzter DNA wurde auch die Menge an Restriktionsenzym entsprechend angepasst.
2.1.2.3 DNA-Isolation aus Agarosegelen

Fir die DNA-Isolation wurden jeweils 0.7 prozentige Agarosegele gegossen, wahrend fir die DNA-
Analyse sowohl 0.7 als auch 1.0 prozentige Agarosegele hergestellt wurden:

Reagens Menge fiir 1.0% Menge fiir 0.7%
TAE Puffer 1x 50 ml 50 ml
Agarose 0.504¢ 0.35¢

Die Suspension wurde mit dem Bunsenbrenner aufgekocht, bis die Agarose vollstandig geldst war.
Die Lésung wurde auf etwa 60°C abgekuhlt und vor dem Giessen mit 5 pl Ethidiumbromidldsung ver-
setzt.

Puffer: TAE Puffer 1x
Spannung: 150V
Dauer: 20 bis 30 Minuten

Das unter UV-Licht ausgeschnittene DNA-enthaltende Gelstiick wurde gemass dem MinElute™ Gel
Extraction Kit von Qiagen behandelt. Die DNA wurde in 10 pl sH,O eluiert, mit einer Rickgewinnungs-
rate von 50-90%, je nach Geldichte und Grdsse des Fragments.

2.1.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Reagens Menge [jl] Anfangskonzentration
Mastermix Pfu DNA Polymerase Puffer 5.0 10x

dNTPs 1.0 je 10 mM

sH,0 ad 50.0 (Gesamtvolumen)
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Ansatz Primer (* for) 1.25 20 uM
Primer (HC back) 1.25 20 uM
DNA pPLGKG (linear) 1.0 10 fmol
Polymerase Pfu DNA-Polymerase 1.0 29U
Der Mastermix, der Ansatz und die Polymerase wurden vereinigt und durch pipettieren gut gemischt.
# Zyklen Beschreibung Temperatur Zeit
Programm 1x Denaturierung 96°C 5 Minuten
Denaturierung 96°C 1 Minute
35x { Hybridisierung 60°C 1 Minute
Elongation 72°C 4 Minuten
1x Endextension 72°C 10 Minuten

Die Pfu DNA Polymerase von Pyrococcus furiosus ist eine DNA-abhangige DNA Polymerase und
besitzt eine ,proofreading” Funktion (3'=5" Exonucleaseaktivitat), die zu einem hohen Verlasslich-
keitsgrad des synthetisierten DNA-Strangs fiihrt.

2.1.2.5  Dephosphorylieren von DNA mit ,Shrimp Alkaline Phosphatase™ (SAP)

Reagens Menge [ul] Anfangskonzentration
SAP 1.0 1U

SAP Puffer 1.0 10x

DNA (Plasmid) 8.0 <1 pmol / <0.2 pmol

Inkubation: 10 Minuten bei 37°C
Inaktivierung: 15 Minuten bei 65°C

Im Gegensatz zu CIP (,calf intestinal phosphatase”) ist SAP (,shrimp alkaline phosphatase®) vollstan-

dig und irreversibel durch Hitzebehandlung inaktivierbar. 1 U SAP kann in 10 Minuten bis zu 1 pmol
5’-,sticky ends® und in 60 Minuten bis zu 0.2 pmol 5’-,blunt ends” dephosphorylieren.

2.1.2.6 DNA ligieren mit T4 DNA Ligase

Reagens Menge [ul] Anfangskonzentration
T4 DNA Ligase 0.5 1.5U

T4 DNA Ligase Puffer 1.0 10x

DNA (Plasmid) X 100 ng

DNA (Insert) y 50-500 ng

sH,O ad 10.0

Inkubation: 16 Stunden bei 16°C

Je nach gewilinschtem Insert / Plasmid-Verhaltnis wurde der Anteil an Insert-DNA variiert.

2.1.2.7  Transformation kompetenter £. coli Zellen

21271  Transformation chemisch-kompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung chemisch-kompetenter Zellen wurden 20 ml LB Medium mit einer 5 ml Ubernacht-
Kultur angeimpft und solange bei 37°C wachsen gelassen, bis die ODgoo zwischen 0.6 und 0.8 lag. Die
Kultur wurde anschliessend 5 Minuten auf Eis gelagert. Alle nachfolgenden Schritte waren nun aus-
schliesslich gekiihlt oder auf Eis durchzuftihren. 15 ml Kultur wurden in einer Laborzentrifuge 5 Minu-
ten bei 4°C mit 3000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in 7.5 ml CaCl, 0.1 M aufgenommen
und erneut 5 Minuten bei 4°C mit 3000 g zentrifugiert. Das lose Pellet wurde dann in 1.5 ml CaCl,
0.1 M aufgenommen, in 200 ul-Portionen aliquotiert und die kompetenten Zellen mindestens 30 Minu-
ten auf Eis gelagert. Falls man die Zellen nicht direkt fiir eine Transformation weiterverwenden wollte,
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konnte man hier unterbrechen, indem die Zellen in flissigem Stickstoff schockgefroren wurden und
bei -80°C gelagert wurden. So waren sie mehrere Monate haltbar.

Um die chemisch-kompetenten Zellen zu transformieren wurden sie mit 10-40 fmol (4-10 ul Ligations-
ansatz) DNA versetzt und 30 Minuten auf Eis gelagert. Als Positivkontrolle wurde pQE-8 in der “su-
percoiled”-Form eingesetzt und als Negativkontrolle keine DNA dazugegeben. Danach wurden die
Zellen 30 Sekunden bei 42°C erhitzt, mit 1 ml LB Medium versetzt und 1 Stunde bei 37°C inkubiert.
100 pl der transformierten Zellen wurden auf LB Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika aus-
geplattet, das restliche Volumen kurz zentrifugiert, um das Pellet in 100 pl LB Medium aufzunehmen
und ebenfalls auf gleichen Nahrbdden auszustreichen. Die Agarplatten wurden Uber Nacht bei 37°C
im Brutschrank inkubiert.

21272  Transformation elektrokompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 200 ml LB Medium mit einer 5 ml Ubernacht-Kultur
angeimpft und solange bei 37°C wachsen gelassen, bis die ODgy zwischen 0.6 und 0.8 lag. Alle nach-
folgenden Schritte waren nun ausschliesslich gekiihlt oder auf Eis durchzuflihren. Die Zellen wurden
in einen Sorvallbecher Uberfihrt und 30 Minuten auf Eis gekiihlt. Anschliessend wurde die Kultur wah-
rend 15 Minuten bei 4°C mit 4000 g im GSA-Rotor der Sorvallzentrifuge pelletiert. Der Uberstand wur-
de abdekantiert und gut abgetropft. Das Pellet wurde in 100 ml eisgekihltem K-HEPES 1 mM aufge-
nommen und erneut wahrend 15 Minuten bei 4°C mit 4000 g im GSA-Rotor der Sorvallzentrifuge pel-
letiert. Der Uberstand wurde wie oben beschrieben verworfen und das Pellet in 50 ml eisgekihltem
K-HEPES 1 mM aufgenommen. Nach einer weiteren wie oben beschriebenen Zentrifugation wurde
der Uberstand verworfen, die Zellen in 10 ml eisgekihltem Glycerin 10% aufgenommen und in ein
kleines Sorvallréhrchen tberfiihrt. Die Suspension wurde wahrend 10 Minuten bei 4°C mit 1500 g im
SS34-Rotor der Sorvallzentrifuge mit ausgeschalteter Bremse pelletiert. Der Uberstand wurde vorsich-
tig abgesaugt und das Pellet in 300 pl eisgekiihltem Glycerin 10% durch leichtes Rotieren des Rohr-
chens resuspendiert. Die elektrokompetenten Zellen wurden zu 40 pl-Portionen aliquotiert und auf Eis
gelagert. Falls man die Zellen nicht direkt flir eine Elektroporation weiterverwenden wollte, konnte man
hier unterbrechen, indem die Zellen in fliissigem Stickstoff schockgefroren wurden und bei -80°C ge-
lagert wurden. So waren sie mehrere Monate haltbar.

Um die elektrokompetenten Zellen zu transformieren wurde die Zellsuspension in eine eisgekuhlte
Elektroporationskuvette einer Schichtdicke von 2 mm transferiert und mit 1-4 fmol (1 pl Ligationsan-
satz) DNA versetzt. Als Positivkontrolle wurde pQE-8 in der ,supercoiled“-Form eingesetzt und als
Negativkontrolle keine DNA dazugegeben. Die Kivette wurde in den Elektroporator zwischen die lei-
tenden Platten gestellt, zugedeckt und ein Puls gegeben. Die Einstellungen waren 2.5 kV, 25 yF und
400 Q was zu Pulszeiten zwischen 7.5 und 9 ms fuhrte. Die transformierten Zellen wurden sofort in
1 ml auf 37°C vorgewarmtes SOC Medium aufgenommen und zu weiteren, ebenfalls vorgewarmten
2 ml SOC Medium in ein Falconréhrchen gegeben. Nach 1 Stunde Inkubation bei 37°C auf einem
Schittler wurden 7 ml auf 37°C vorgewarmtes SLB Medium dazugegeben und eine weitere Stunde
inkubiert. 10, 100 und 1000 ul wurden auf LB Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika ausplat-
tiert und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die restlichen 9 ml wurden mit Antibiotika ver-
setzt und ebenfalls Gber Nacht bei 37°C weiterinkubiert.

Die Transformationsraten waren normalerweise in der folgenden Gréssenordnung:
10%-107 fur chemisch-kompetente Zellen (CaCl,-Methode)

10%-10° fur gekaufte chemisch-kompetente Zellen

10%-10" fur elektrokompetente Zellen

wobei sich die Angaben auf die Anzahl Kolonien pro ug ,supercoiled“ DNA beziehen.

2.1.2.8 Expression in £. coli Zellen

21281  Expression in 100 m/ LB Medium

5 ml LB Medium wurden mit den gewinschten Zellen angeimpft und Gber Nacht bei 37°C im Schittler
bei 220 rpm inkubiert. Fiir die Wachstumsphasen wurden 100 ml LB Medium mit den 5 ml Ubernacht-
Kultur inokuliert und wahrend 3 Stunden weiterhin bei 37°C und 220 rpm wachsen gelassen. 10 ml der
Kultur wurden entnommen und in einer Laborzentrifuge wahrend 10 Minuten mit 3000 g bei 4°C pelle-
tiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Der Kultur wurde IPTG zu einer Endkon-
zentration von 2 mM zugegeben. Fir die Expressionsphase wurden die Zellen weitere 3 Stunden bei
37°C mit 220 rpm geschuittelt. 10 ml der Kultur sowie die restlichen 80 ml wurden wie oben beschrie-
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ben pelletiert und direkt weiterverwendet oder bei -80°C aufbewahrt. Die beiden 10 ml Proben dienten
als Kontrolle der Stimulation durch IPTG nach SDS-PAGE Analyse.

21282  ExpressioninZ2 /LB Medium

5 ml LB Medium wurden mit den gewiinschten Zellen angeimpft und wahrend 8 Stunden bei 37°C im
Schiuttler bei 220 rpm inkubiert. 100 ml LB Medium wurden am Abend 1:100 mit der Starterkultur in-
okuliert und tGber Nacht weiterhin bei 37°C und 220 rpm wachsen gelassen. Fur die Wachstumsphase
wurden zweimal 1 | LB Medium mit je 30 ml Ubernacht-Kultur angeimpft und bei 37°C und 220 rpm
solange wachsen gelassen bis die ODgg etwa 0.8 betrug. Nach 5 Stunden wurde IPTG zu einer End-
konzentration von 2 mM zugegeben. Fir die Expressionsphase wurden die Zellen 5 Stunden bei 37°C
oder - je nach Konstrukt - 18 Stunden (iber Nacht) bei 20°C und 220 rpm wachsen gelassen.

Die Zellen wurden in tarierte 1 | Sorvallbecher transferiert und in einer Sorvallzentrifuge RC3B Plus
wahrend 30 Minuten bei 4°C mit 8000 g pelletiert. Der Uberstand wurde abdekantiert und das nasse
Zellpellet gewogen, wobei die Ausbeute jeweils ca. 3 g/l (5 Stunden) bis 5 g/l (iber Nacht) betrug. Die
Zellpellets wurden entweder direkt weiterverwendet oder bei -80°C gelagert.

21283  Expression in 6 | °N-M9 Medium

5 ml LB Medium wurden mit den gewtlinschten Zellen angeimpft und wahrend 8 Stunden bei 37°C im
Schittler bei 220 rpm inkubiert. 300 ml ®N-M9 Medium wurden am Abend mit den 5 ml Starterkultur
inokuliert und Gber Nacht weiterhin bei 37°C und 220 rpm wachsen gelassen. Fiir die Wachstumspha-
se wurden sechsmal 1 | N-M9 Medium mit je 40 ml Ubernacht-Kultur angeimpft und bei 37°C und
220 rpm solange wachsen gelassen bis die ODgy etwa 0.7 betrug. Nach 4.5 Stunden wurde IPTG zu
einer Endkonzentration von 2 mM zugegeben. Fir die Expressionsphase wurden die Zellen 5.5 Stun-
den bei 37°C und 220 rpm geschdttelt.

Die Zellen wurden in tarierte 1 | Sorvallbecher transferiert und in einer Sorvallzentrifuge RC3B Plus
wéhrend 30 Minuten bei 4°C mit 8000 g pelletiert. Der Uberstand wurde abdekantiert und das nasse
Zellpellet gewogen, wobei die Ausbeute jeweils ca. 2 g/l betrug. Die Zellpellets wurden entweder direkt
weiterverwendet oder bei -80°C gelagert.

2.2 Proteinchemie

2.2.1 Material
2.2.1.1  Antikdrper

Antikorper Art Konzentration Lieferant
sheep anti-hPg (HRP-gekoppelt) Polyklonal 5 mg/ml Anawa

2.2.1.2 Marker

Marker Banden Lieferant
SDS-PAGE Grdssenstandard 97.2,66.4,42.8, 29.0, 20.0, 14.2 kDa Amersham
2.2.1.3 Kits

Kit Anwendung Lieferant
Ni-NTA Spin Kit Isolation von 6xHis-Proteinen < 150 ug Qiagen
TNT® T7 Quick Coupled Trans-  In vitro Transkriptions- / Translations- Promega
cription / Translation System Kit system aus Kaninchen-Reticulocytenlysat

E. coli T7 S30 Extract System In vitro Transkriptions- / Translations- Promega

for Circular DNA Kit system aus E. coli
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2.2.1.4

Reagenzien, Ldsungen und Puffer

Die Qualitat der eingesetzten Substanzen war purum oder puriss p.a., fur die Analytik sogar ,sequen-

cing grade®:

Reagens / Losung / Puffer

Acrylamidlésung
Ameisensaure
6-AHA-LOsung

APS-Ldsung
AS-EDTA-L6sung
AS-HCI-Lésung
AS-Puffer A
AS-Puffer B

AS-RP-HPLC-Laufmittel A

AS-RP-HPLC-Laufmittel B

Bio-Gel

Complete EDTA-free
Coomassie-Farbelésung
DTT

ECL Plus A

ECL Plus B
EDTA-L6sung
Elutionspuffer

Entfarbeldsung
Glutathion

Gu-Puffer

Gu-HCI-Puffer

HCI-Lésung
Hydrazinhydroxidlésung
Kammerpuffer
Ladepuffer nach Lammli

Lysinldsung

2-Mercaptoethanol
%3-Methionin
mQH,0-pH3.5

NaCl-Lésung
NaOH-Ldsung
Nativ-Puffer
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Beschreibung
30% Acrylamid/Bis, 37.5:1

200 mM 6-Aminohexansaure
in 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 8.5

10% Ammoniumpersulfat
7 mM EDTA (fur AS-Analyse)
6 M HCI mit 0.1% Phenol
40% MeOH, 20% Triethylamin

77% MeOH, 11% Triethylamin,
1% Phenylisothiocyanat

4% Acetonitril, 0.14 M Ammoniumacetat,
13 yM DTT, 0.575%0 Triethylamin, pH 6.4

60% Acetonitril

Bio-Gel® P-300
Proteaseinhibitorenmix

1x Coomassie R-250 Staining Solution
1,4-Dithio-DL-treitol

Lumigenw PS-3 Detektionsreagens A
Lumigen™ PS-3 Detektionsreagens B
0.1 MEDTA, pH 8

20 mM Tris, 0.3 M NaCl, 0.5 M Imidazol,
pH 8.5

50% MeOH, 10% Eisessig

oxidierte Form
reduzierte Form

6 M Gu-HCI, 20 mM Tris, 0.3 M NaCl,
5 mM Imidazol, 5 mM 2-Mercaptoetha-
nol, pH 8.5

6 M Gu-HCI, 0.1 M NaH,PO,,
10 mM Tris, diverse pH

0.3 M
80%
5x (0.5 M Tricin, 0.5 M Tris, 15 mM SDS)

2x (62.5 mM Tris-HCI, 25% Glycerin,
2% SDS, 0.1%0 Bromphenolblau, pH 6.8)

4.7 M L-Lysin-HCI
in0.2M N32C03

5 mCi/ml

5 I milliQ Wasser, mit einigen Tropfen
HCOOH auf pH 3.5 einstellen

0.1 M und 0.9% NaCl
4 M

20 mM Tris, 0.3 M NaCl, 5 mM Imidazol,
pH 8.5

Lieferant
Bio-Rad
Merck
Merck

Bio-Rad
Merck

Romil, Merck
Merck, Pierce

Merck, Pierce,
Fluka

Merck, Fluka,
Fluka, Pierce

Merck

Bio-Rad

Roche

Bio-Rad

Fluka

Amersham
Amersham

Fluka

Sigma, Merck, Fluka

beide Merck
Sigma

Fluka, Sigma, Merck,
Fluka, Bio-Rad

Fluka, Merck,
Sigma

Merck

Merck

Applichem, Sigma, Fluka
Bio-Rad

Merck
Merck

Bio-Rad
Hartmann Analytik

Millipore
Merck

Merck
Fluka
Sigma, Merck, Fluka
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Natriumazid
Natriumnitritiésung
Natriumphosphatpuffer
NH;CI/NH3-Loésung

Ni-Lésung
Non-Fat-Dry-Milk-Lésung
PBST

Ponceau S-Losung

PVDF Membran
Regenerationspuffer
RP-HPLC-Laufmittel A

RP-HPLC-Laufmittel B

Sammelgelpuffer
SDS-Lésung
TEMED
Transferpuffer

Tris-pH8
Trenngelpuffer
Urea-Puffer

2.2.1.5 Gerdte

Gerit

French press
Ultraschallgerat

Chromatographiersystem

Fraktioniersystem

Entwickler
Autoradiographiefilm

PAGE-Zelle
Scanner
RP-HPLC System

AS-RP-HPLC System

1M
50 mM Na,HPO,, pH 8.5

2 M Ammoniumchlorid / Ammoniak,
pH 8.8

0.1 M NiSO4
5% und 0.5% in PBST

1x (10 mM Phosphate buffered saline
(138 mM NaCl, 2.7 mM KCI),
0.5%o0 Tween 20, pH 7.4)

1x (0.2% Ponceau S, 3% Trichloressig-
saure, 3% Sulfosalicylsaure)

Invitrolon PVDF, 0.45 um
6 M Gu-HClI, 0.2 M Essigsaure

0.1% TFA
oder 0.5% HCOOH

0.1% TFA, 80% Acetonitril
oder 0.5% HCOOH, 80% Acetonitril

0.5 M Tris, 0.25 M H3PO,
2% und 10%
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

1x (40 mM Tricin, 50 mM Tris,
1 mM SDS, 20% MeOH)

50 mM Tris, pH 8
3 M Tris, 0.5 M HCI

6 M Harnstoff, 20 mM Tris, 0.3 M NaCl,
5 mM Imidazol, 5 mM 2-Mercaptoetha-
nol, pH 8.5

Bemerkungen
French® pressure cell press
30 ml Zelle <40'000 psi

Sonicator

SonoPlus-Becher

Akta™ prime

HiTrap  Chelating HP Saule: 5 ml
HiTrap" Desalting Saule: 5 ml
HiPrep" 26/10 Desalting Saule: 53 ml

GradiFrac
LKB pump P-1
LKB optical unit UV-1

FPM-100A
Biomax MR

Mini Protean™ ||
FLA-3000
HP 1090

Aquapore Butyl Saule: 7 ym, 2.1 x 100 mm

HP 1090L

Nova-Pak Saule: Cqg, 4 ym, 3.9 x 150 mm

Merck
Merck
Merck
beide Merck

Merck
Bio-Rad
Sigma

Sigma

Invitrogen
Fluka, Merck

Fluka
Merck

Fluka, Merck
beide Merck

Sigma, Merck
Fluka
Bio-Rad

Applichem, Sigma,
Fluka, Merck

Sigma
Sigma, Merck

Merck, Sigma, Merck,
Fluka, Bio-Rad

Lieferant
SLM Aminco®

MSE

Amersham

Amersham

Fuji

Kodak

Bio-Rad

Fuji

Agilent Technologies

Agilent Technologies
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Sequenator Procise " 492 cLC Applied Biosystems
PTH Saule: 5 ym, Q.M8 x 250 mm
Steuerung: Procise 1.1

ESI-MS VG Plattform Micromass
Single Quadrupol Mass Spectrometer
Steuerung: Mass Lynx 3.2

Fluoreszenzspektrometer LS50B Perkin Elmer
Steuerung: FLWINLAB
Quarzkulvette: 1 ml

2.2.2 Methoden
2.2.2.1 Aufschluss der Zellen

22211  Denaturierender Zellaufschluss von 10 m/ Proben aus Kleinansatzen (siehe 2.1.2.8.1)

Die Zellpellets der enthommenen 10 ml Proben einer 100 ml Expression wurden in 500 pl eisgekihl-
tem Tris 50 mM pH 8 aufgenommen und 30 Sekunden zentrifugiert. Die Pellets wurden in 97.5 pl
1x Ladepuffer nach Lammli unter Zugabe von 2.5 pl 2-Mercaptoethanol wahrend 20 Sekunden auf
dem Vortex resuspendiert. Nach 5-minitigem Kochen der Proben bei 95°C wurden sie fir 2 Minuten
im Ultraschallwasserbad beschallt und schliesslich 10 Minuten in einer Eppendorfzentrifuge mit
20'000 g zentrifugiert. Die Ubersténde konnten auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen werden.

22212  Denaturierender Zellaufschluss von Grossansdtzen (siehe 2.1.2.8.2-3)

Das Zellpellet aus einem Liter im Falle einer 2 | LB Expressionskultur wurde in 5 ml Gu-HCI-Puffer
pH 8.5 pro Gramm Zellpellet aufgenommen und in einen 250 ml Sorvallbecher lbergefiihrt. Falls es
sich um eine 6 1 "°N-M9 Expressionskultur handelte, wurden die Pellets aus zwei Litern entsprechend
den obigen Angaben aufgenommen und vereinigt. Die Zellen wurden 1 Stunde bei Raumtemperatur
oder Uber Nacht bei 4°C unter standigem Ruhren lysiert und anschliessend mit der Sorvallzentrifuge
RC5B Plus im GSA-Rotor wahrend 30 Minuten bei 4°C mit 20'000 g zentrifugiert. Der Uberstand wur-
de gesammelt und weiterverwendet.

22213  Nativer Zellaufschluss

Das Zellpellet aus einem Liter einer Expression wurde in 5 ml Nativ-Puffer pH 8.5 pro Gramm Zellpel-
let aufgenommen, in einen 250 ml Sorvallbecher transferiert und mit einer Tablette complete EDTA-
free versetzt. Die Zellen wurden zweimal in der French press mit der 30 ml Zelle bei 16'000 psi auf-
gebrochen. Darauf folgte eine finfminutige Ultraschallbehandlung auf Eis mit dem Ultraschallstab in
einem SonoPlus-Becher bei 8-10 microns, um einen maximalen Zellaufschluss zu erzielen. Das Lysat
wurde mit der Sorvallzentrifuge RC5B Plus im GSA-Rotor wahrend 30 Minuten bei 4°C mit 20'000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde gesammelt und weiterverwendet.

2.2.2.2  Metallchelataffinitdtschromatographie

22221  Binden von NF*-Ionen an chelatbildende Matrizen

Die an eine Matrix gebundene N|tr|Iotr|eSS|gsaure (NTA) besetzt vier der insgesamt sechs vorhande-
nen Koordinationsstellen des Ni**-lons, womit eine genugend starke elektrostatische Bindung sogar
unter Verwendung hoher Salzkonzentratlonen gewabhrleistet ist. Damit kénnen drei benachbarte
Ni**-lonen eine sechsfache Histidinsequenz von Proteinen mit den jeweils zwei noch ,freien“ von
Wasser besetzten Koordinationsstellen binden.

Zwei verschiedene Desorptionsverfahren der 6xHis-Proteine von den Ni- NTA Matrizen kénnen ange-
wendet werden. Die 6xHis- Protelne binden bei pH-Werten Uber 6.0 an die Ni**-lonen. Unter basischen
Bedingungen ist der an das Ni** bindende Imidazolrest der Histidinreste ungeladen. Wenn der pH
unter 6.0 sinkt, wird der Imidazolrest, dessen pKa-Wert 6.0 betragt an einem Stickstoff protoniert. Das
am einsamen Elektronenpaar des Stickstoffs gebundene Ni** wird durch ein Proton substituiert, womit
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die Histidinreste ihre Affinitat zur Ni**-chelatierenden Matrix verlieren und die Proteine eluiert werden
konnen. Statt die 6xHis-Proteine pH-abhangig abzuldsen, konnen die Histidinreste auch mit einer
0.5 M Ldsung des Strukturanalogons Imidazol von den Ni**-lonen verdrangt werden und somit die
Proteine ebenfalls eluiert werden.

o
e '@%

AN
R

Ni-NTA-Chelat

NTA-Agarose besteht aus NTA, welche an eine Sepharose CL-6B Matrix gekoppelt ist. Diese kann
5-10 mg 6xHis-Proteine pro ml Ni-NTA-Agarose binden. In der NTA-Superflow ist die NTA an eine
komprimierbare Superflow Matrix gekoppelt. Damit kann die mit NTA-Superflow bepackte Saule im
Gegensatz zur frei fliessenden NTA-Agarose Saule mit Druck betrieben werden, ohne elne reduzierte
Bindungskapazitat in Kauf nehmen zu mussen. Anstatt NTA-Superflow wurde eine mit Ni**-beladene
HiTrap = Chelating HP Saule auf dem Akta™ prime System verwendet. Die Matrix besteht aus einer
Chelating Sepharose High Performance mit Iminodiessigsaureresten. NTA-Silica ist in dem erhaltli-
chen Ni-NTA Spin Kit vorhanden, in welchem die Matrix aus einem makropordsen Silikat besteht. Die
Bindungskapazitat von 6xHis-Proteinen von solchen vorgepackten Saulen betragt 150 pg.

Programm zum Laden der 5ml HiTrap™ Chelating HP S&ule auf dem Akta™ prime System:

Volumen [ml] Fluss [ml/min] %B  Ventilposition Laufmittel Sédulenvolumen
0 5 0 5 Regenerationspuffer 2
10 5 0 1 mQH,0 5
35 5 0 2 SDS-Lésung 2% 3
50 5 0 1 Gradient mQH,O/EtOH 5
75 5 100 1 EtOH 5

100 5 100 1 Gradient EtOH/mQH,0 5
125 5 0 1 mQH,0 1
130 5 0 3 EDTA-Lésung 5
155 5 0 1 mQH,0 5
180 5 0 4 Ni-Losung 3
195 5 0 1 mQH,0 1
200 5 0 5 Regenerationspuffer 2
210 5 0 1 mQH,0 8
250 END END END END END

22222 pH-abhdngige Proteinreinigung mittels Ni-Affinitat

Analytische Mengen wurden mittels Ni-NTA-Spin Kit gereinigt. Dazu wurde wenig Uberstand vom
Zelllysat in Gu-HCI-Puffer pH 8.5 gemass der Anleitung auf die Saule geladen. Gewaschen wurde mit
Gu-HCI-Puffer in drei pH-Stufen von 8.5, 6.3 und 5.9. Eluiert wurde mit zweimal 100 yl Gu-HCI-Puffer
pH 4.5. Das Eluat konnte fiir die Analyse mittels RP-HPLC, Aminosaurenzusammensetzung, Sequen-
zierung und ESI-MS weiterverwendet werden.

Préaparative Mengen wurden auf dem AKTA prime System gerelmgt Dazu wurde der Uberstand aus
dem denaturierenden Zellaufschluss auf die frisch mit Ni**-lonen beladene und mit Gu-HCI-Puffer
pH 8.5 konditionierte H|Trap Chelating HP Saule mit einer Flussrate von 1.0 ml/min geladen. Mit
Gu-HCI-Puffer wurde in drei pH-Stufen von 8.5, 6.3 und 5.9 mit einer Flussrate von 5.0 ml/min gewa-
schen, bis die gemessene Absorption bei 280 nm einen konstanten Wert anzeigte. Das gebundene
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Material wurde mit Gu-HCI-Puffer pH 4.5 mit 5.0 ml/min von den Ni**-lonen abgel6st und das Eluat der
Absorption entsprechend gesammelt und fiir die Riickfaltung weiterverwendet.

Zunachst wurde der pH-Wert des Eluats auf 8.5 eingestellt. Nach der Zugabe von DTT zu einer End-
konzentration von 5 mM wurde die Proteinldsung zur vollstandigen Reduktion der Disulfidbriicken
Uber Nacht bei 4°C geruhrt. Wahrend 6 Stunden wurden 4 Volumina 50 mM Natriumphosphatpuffer
pH 8.5 mit je 1.25 mM oxidiertem und reduziertem Glutathion unter Rihren bei 4°C hinzugetropfelt.
Finfmal wurde die L6sung gegen 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 8.5 bei 4°C dialysiert, wobei alle
24 Stunden das Dialysewasser gewechselt wurde. Das Dialysat wurde in der Laborzentrifuge mit
3000 g wahrend 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert, um ausgefallenes Protein zu pelletieren. Der Uber-
stand wurde gesammelt und weiterverwendet.

22223 Rickfaltende Proteinreinigung mittels Ni-Affinitat

Im Gegensatz zur pH-abhangigen Reinigung enthielten die denaturierenden Puffer zusatzlich 5 mM
2-Mercaptoethanol. Durch graduellen Entzug der reduzierenden und denaturierenden Reagenzien
konnte eine Riickfaltung und Renaturierung auf der Saule erfolgen. Hierzu wurde der Uberstand aus
dem denaturierenden Zellaufschluss auf die frisch mit Ni**-lonen beladene und mit Gu-Puffer pH 8.5
konditionierte HiTrapTM Chelating HP Saule mit einer Flussrate von 1.0 ml/min geladen. Das Programm
fiir die Riickfaltung auf dem Akta" prime System sah wie folgt aus:

Volumen [ml] Fluss [ml/min] %B  Ventilposition Laufmittel Saulenvolumen

0 5 0 1 Gu-Puffer 10

50 5 0 4 Urea-Puffer 15

125 25 0 4 Gradient Urea-Puffer / 30

Nativ-Puffer
275 5 100 4 Nativ-Puffer 20
375 5 100 5 Gradient Nativ-Puffer / 20
Elutionspuffer
475 5 0 5 Elutionspuffer 10
525 END END END END END

Die Protein-enthaltenden Fraktionen wurden der Absorption bei 280 nm entsprechend vereinigt und
weiterverwendet.

22224  Native Proteinreinigung mittels Ni-Affinitat

Der Uberstand aus dem nativen Zellaufschluss wurde auf die frisch mit Ni*-lonen beladene und mit
Nativ-Puffer pH 8.5 konditionierte HiTrapm Chelating HP Saule mit einer Flussrate von 1.0 ml/min ge-
laden. Mit Nativ-Puffer pH 8.5 wurde mit einer Flussrate von 5.0 ml/min gewaschen, bis die gemesse-
ne Absorption bei 280 nm einen konstanten Wert anzeigte. Das gebundene Material wurde bei einer
Flussgeschwindigkeit von 5.0 ml/min mit einem steigenden Gradienten von 5%/min Elutionspuffer
durch das darin enthaltene Imidazol von den Ni**-lonen abgeldst und das Eluat der Absorption ent-
sprechend gesammelt und weiterverwendet.

2.2.2.3  Affinitatschromatographie auf Lysin-Bio-Gel

22231  Herstellung von Lysin-Bio-Gel

Kringel 1, 2, 4 und 5 des humanen Plasminogens binden w-Aminosduren wie Lysin. Diese Eigen-
schaft kann man sich bei der Isolation von Plasminogen und deren Kringel-enthaltenden Fragmenten
zu nutze machen, indem man an eine Bio-Gel-Matrix Lysin koppelt und dann mit kringelhaltigem Pro-
tein beladt. Die Elution des Proteins erfolgt mit einem Uberschuss an 6-Aminohexanséaure (6-AHA),
einem Lysinanalogon, welches Lysin in den Bindungsstellen der Kringel verdrangt.

In einem ersten Schritt wurde die Bio-Gel-Matrix bestehend aus Polyacrylamidresten in reaktive
Hydrazinderivate Uberfihrt. Dazu wurden 20 g Bio-Gel tber Nacht in mQH,O (ca. 700 ml) gequollen.
Nach Bestimmung des Volumens (ca. 600 ml) des gequollenen Bio-Gels wurde es abgenutscht und
mit der 1.3-fachen Menge mQH,O in einen 2.5 | Sulfierkolben gesplilt. Bei 47°C wurden 635 ml vor-
gewarmte Hydrazinhydroxidldsung zugegeben und unter Riihren wahrend 6 Stunden reagieren gelas-
sen. Danach wurde das Hydrazin-Bio-Gel mit einer 0.1 M NaCl-Lésung hydrazinfrei gewaschen.
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Im zweiten Schritt wurde das Lysin an das Bio-Gel gekoppelt. Dazu wurde das Hydrazin-Bio-Gel ab-
genutscht und in einem Eisbad in 975 ml 0.3 M HCI-Lésung resuspendiert. Unter pH-Kontrolle sowie
starkem Rihren wurden 130 ml Natriumnitrittésung zugegeben. Nach 90 Sekunden wurden 585 ml
Lysinlésung zugegeben und der pH sofort mit 4 M NaOH-LOsung (ca. 120 ml) auf 9.4 eingestellt. Nach
zweistlindiger Reaktion bei 4°C wurde das Lysin-Bio-Gel abgenutscht und mit 10 | mQH,O neu-
tral gewaschen. Das Lysin-Bio-Gel wurde mit 1.5 | NH4CI/NH3-Losung versetzt und tGber Nacht bei 4°C
stehen gelassen. Mit 15 | einer 0.9% NaCl-Losung wurde das Lysin-Bio-Gel gewaschen und in einer
0.9% NaCl-Lésung mit einer Spatelspitze Natriumazid bei 4°C aufbewahrt.

22232  Proteinreinigung mittels Lysinaffinitat

Die Proteinlésung in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 8.5 wurde auf eine konditionierte, frei fliessen-
de 10 ml Lysin-Bio-Gel Saule geladen und mit Natriumphosphatpuffer gewaschen bis die gemessene
Absorption bei 280 nm einen konstanten Wert anzeigte. Das gebundene Material wurde mit 200 mM
6-Aminohexansaureldsung (6-AHA) von der Lysin-Bio-Gel-Matrix abgeldst und das Eluat der Absorp-
tion entsprechend gesammelt.

Gebundenes 6-AHA konnte anschliessend unter leicht sauren Bedingungen abgeldst werden. Dazu
wurde das Eluat viermal gegen je 5 | mQH,0O-pH3.5 dialysiert, wobei alle 12 Stunden das Dialysewas-
ser gewechselt wurde. Der pH wurde jeweils mit Ameisensaure eingestellt. Diese wurde aus zwei
Griunden der Salzsaure vorgezogen: Erstens ist die Ameisensdure bei der anschliessenden Lyophili-
sation fllichtig und zweitens ist von de Vos et al. (1992) gezeigt worden, dass die Kringel eine Affinitat
zu Chloridionen besitzen und damit deren Loslichkeit stark herabsetzen. Zudem wird von CI der
,T-state“ (tight conformation) des Glu'-Pg induziert, wie von McCance und Castellino (1995) gezeigt.

2.2.2.4  In vitro Transkription / Translation

Die beiden verwendeten Kits dienen der in vitro Transkription / Translation in einem einzigen Ansatz
und sind fur Vektoren geeignet, die das zu exprimierende Gen nach einem T7 Promotor eingefigt
haben. Das Gen wird transkribiert und mittels radioaktiv markiertem **S-Methionin zu autoradio-
graphisch detektierbaren Mengen transliert. Es wurden die beiden Systeme aus E. coli und aus Ka-
ninchen-Reticulocytenlysat verwendet, entsprechend prokaryontischer und eukaryontischer Transkrip-
tion / Translation.

Folgende Transkriptions- / Translationsansatze zu 25 yl wurden zusammenpipettiert:

Reagens E. coli System [pl] Reticulocytensystem [ul]
S30 Premix ohne AS 10 -

T7 S30 Extrakt (supercoiled) 7.5 -

AS-Mix ohne Methionin 2.5

TNT® T7 Quick Mastermix
%3-Methionin

DNA (supercoiled)

sH,O (Nuclease-frei)

NN
_\l\)l\ng

Die Ansatze wurden wahrend 90 Minuten bei 37°C (E. coli System) oder 30°C (Reticulocytensystem)
inkubiert. Je 1 pl (E. coli System) oder 2 pl (Reticulocytensystem) der Proben wurden mit sH,O auf
10 pl erganzt und im Verhaltnis 1:1 mit 2x Ladepuffer nach Ld&mmli unter Zugabe von 2.5% 2-Mer-
captoethanol gemischt. Nach 10-mintiger Hitzebehandlung bei 70°C, wurden die Proben wahrend
2 Minuten in einer Eppendorfzentrifuge mit 20'000 g zentrifugiert. Der Uberstand konnte auf ein wie
unter 2.2.2.5 beschriebenen SDS-Polyacrylamidgel geladen werden. Allerdings wurde die Elektropho-
rese nur solange durchgeflhrt, bis die Bromphenolblaufront kurz vor dem Auslaufen war. Das Gel
wurde anschliessend wie unter 2.2.2.5 mit Coomassieblau gefarbt, wahrend 15 Minuten in lonentau-
scherwasser aquilibriert und auf einem Geltrockner bei 80°C am Vakuum wahrend 2 Stunden ge-
trocknet. Wahrend 16 Stunden wurde das Gel auf einem Biomax MR Autoradiographiefilm exponiert
und auf dem Entwickler FPM-100A entwickelt.
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2.2.2.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die zu analysierenden Proben wurden im Verhaltnis 1:1 mit 2x Ladepuffer nach Lammli unter Zugabe
von 2.5% 2-Mercaptoethanol gemischt, 10 Minuten bei 95°C gekocht und 10 Minuten in einer Eppen-
dorfzentrifuge mit 20'000 g zentrifugiert. Die Uberstande konnten auf ein SDS-Polyacrylamidgel gela-
den werden.

Zur Herstellung der 0.75 mm dicken Gele in Mini Protean’ Il Zellen wurden folgende Lésungen pipet-
tiert:

Reagens Trenngel 10% [ul] Sammelgel 3% [ul]
mQH,0 2650 2300
Trenngelpuffer 625 -
Sammelgelpuffer - 375
SDS-Lésung 10% 50 30
Acrylamidlésung 30% 1650 300
TEMED 4 4
APS-Lésung 10% 25 25

Damit die katalysierte Polymerisation nicht schon im Reagenzglas ablief, wurde erst kurz vor dem
jeweiligen Giessen die APS-L6sung hinzupipettiert.

Puffer: Kammerpuffer 1x
Spannung: 200V
Dauer: 30 bis 35 Minuten

Falls das Gel nicht geblottet wurde, konnte es mit Coomassieblau gefarbt werden:

Farben: 30 Minuten bei 50°C in Coomassie-Farbeldsung schwenken
Entfarben: 45 Minuten bei 50°C in Entfarbelésung schwenken (Lésung ca. dreimal wechseln)

2.2.2.6 Blotten der Proteine aus SDS-Polyacrylamidgelen auf PVDF-Membranen

Die Proteinbanden aus SDS-Polyacrylamidgelen wurden nach dem ,semi-dry“-Verfahren auf PVDF-
Membranen geblottet.

Puffer: Transferpuffer 1x
Stromstarke: 2.5 mA/cm?
Dauer: 90 Minuten

Die geblottete PVDF-Membran wurde mehrmals in mQH,O gewaschen. Anschliessend wurde sie
wahrend 5 Minuten mit Ponceau S-Lésung inkubiert und mehrere Male mit mQH,O gespililt, bis sich
die roten Banden vom weissen Hintergrund abhoben.

2.2.2.7 Immunnachweis auf PVDF-Membranen mit ECL Plus

Das ,ECL Plus Western blotting detection® System ist geeignet fur den Nachweis von konjugierten
LHorseradishperoxidase“-gekoppelten Antikdrper, wie beispielsweise der sheep anti-hPg (HRP conju-
gated). Die HRP zusammen mit Peroxid oxidiert enzymatisch das Lumigen PS-3 Acridan zu einem
Acridiniumester. Dieses Zwischenprodukt reagiert mit Peroxiden unter leicht alkalischen Bedingungen
zu einem intensiv chemilumineszierenden Produkt mit einem Emissionsmaximum bei 430 nm, wel-
ches auf einem photographischen Film nachgewiesen werden kann. Zusatzlich entsteht durch Anre-
gung bei 430 nm im lichtproduzierenden Reaktionsweg ein fluoreszierendes Zwischenprodukt mit
einem Emissionsmaximum um 503 nm, welches auf einem Fluoreszenzmessgerat wie dem Scanner
FLA-3000 sichtbar gemacht werden kann.
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F F
O o] 0O, . OH
o
HRP + oS Peroxide .
— — —> Licht
Peroxide + / alkalisch
N

Lumigen (PS-3 Acridan) Acrldlnlumester chemilumineszierendes Produkt

%

Reaktionsmechanismus des ECL Plus Systems

Vorgehen fiir den Immunnachweis mit dem Scanner:

Blocken: 60 Minuten mit 5% Non-Fat-Dry-Milk-Lésung

Waschen: 2x 2 Minuten mit PBST

Antikérper: 60 Minuten mit 1:20'000 Anti-hPg (HRP-gekoppelt) in 0.5% Non-Fat-Dry-Milk-Losung
Waschen: 2x 1 Minute, 1x 15 Minuten, 3x 5 Minuten mit PBST

Entwickeln: 5 Minuten mit 2 ml ECL Plus A und 50 ul ECL Plus B

Messen: Scanner: 473 nm mit Y520 und 0580

Auf dem Scanner wurde durch die ,Fluor stage“ Platte die Fluoreszenz dieses Zwischenprodukts be-
stimmt. Die Anregungsfrequenz betrug 473 nm und die Messung erfolgte mit den Filtern Y520 und
0580 entsprechend 520 nm und 580 nm.

2.2.2.8  Reverse-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC)

Die gereinigten Proben und Eluate wurden zur Analyse der Reinheit mittels ,reverse-phase high per-
formance liquid chromatography“ (RP-HPLC) auf dem HP 1090 mit einer Aquapore Butyl Saule chro-
matographiert. Wird das lonenpaarreagens TFA den Lésungen beigegeben, ist die Retention des
jeweiligen Proteins nur von der Starke der hydrophoben Wechselwirkung mit der aliphatischen Matrix
abhangig. Die anionischen Seitenketten der Proteine und Peptide sind protoniert und die kationischen
Seitenketten gehen eine elektrostatische Wechselwirkung mit dem TFA-Anion ein und bilden das so-
genannte lonenpaar. Damit sind die Proteine und Peptide ungeladen und werden im wesentlichen nur
noch nach Hydrophobizitat aufgetrennt.

Von einer wassrigen Probe wurden 50 pl auf die Saule eingespritzt und mit einem Acetonitrilgradien-
ten aufgetrennt. Der lineare Gradient von RP-HPLC-Laufmittel B in A lief von 0-100% in 50 Minuten
mit einer Flussrate von 0.3 ml/min. Die Detektion wurde bei 210 und 280 nm durchgefihrt, entspre-
chend der Absorptionsmaxima von Peptidbindungen und aromatischen Aminosauren.

2.2.2.9  Aminosdureanalyse von Proteinen

Die hier verwendete quantitative Aminosaureanalyse wurde von Bidlingmeyer et al. (1984) beschrie-
ben und benutzt Phenylisothiocyanat (PITC) als Kopplungsreagens. Aus einer solchen Analyse kann
die relative Aminosaurezusammensetzung und die genaue Proteinmenge eruiert werden, falls die
Masse und Zusammensetzung des Proteins bekannt sind. Da die Hydrolyse sauer durchgefihrt wird,
desamidieren Asn und GIn zu den entsprechenden Sauren. Demnach sind die Werte fir Asp und Glu
hoher, da die gemessenen Werte Asx (Asp+Asn) und Glx (Glu+GIn) entsprechen. Ferner wird Trp
vollstandig, Ser und Thr partiell (ca. 10%) zerstért. Somit sind die Werte von Ser und Thr tiefer als
erwartet, wahrend jener von Trp fehlt.

Eine genau bestimmte Menge Protein, Ublicherweise 10 pg, wurde in einem Roéhrchen mit 5 pl
AS-EDTA-L6sung versetzt und in der Speed Vac Zentrifuge getrocknet. In ein Hydrolysegefass wur-
den 200 pl AS-HCI-L6sung pipettiert, das Roéhrchen hineingestellt, dreimal evakuiert und mit Stickstoff
bellftet. Unter Vakuum fand die Hydrolyse bei 115°C wahrend 22 Stunden statt. Nach der Beliiftung
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wurde die Probe in der Speed Vac Zentrifuge getrocknet und in 10 yl AS-Puffer A aufgenommen.
Nach erneutem Trocknen wurde der Rickstand in 10 pyl AS-Puffer B gelost und 20 Minuten bei Raum-
temperatur reagieren gelassen, um das PITC an die Amin-Reste zu koppeln. Die Phenylthiocarbamyl-
aminosauren (PTC-Aminosauren) wurden 45 Minuten mittels Speed Vac getrocknet und fiir die
RP-HPLC in 50 pl AS-RP-HPLC-Laufmittel A aufgenommen. Die Chromatographie wurde bei 50°C mit
einem Gradienten von AS-RP-HPLC-Laufmittel B in A von 2-45% in 13 Minuten mit einer Flussrate
von 1 ml/min auf einer Nova-Pak Saule eines HP 1090L durchgefihrt. Die Detektion der PTC-
Aminosauren erfolgte bei 247 nm. Sie wurden mit Hilfe eines ebenfalls umgesetzten Aminosaurestan-
dards von bekannter Menge und Zusammensetzung quantifiziert.

2.2.2.10 Sequenzierung von Proteinen nach Edman

Die Sequenzierung von Proteinen erfolgt durch Edman-Abbau. Dabei wird die jeweils N-terminale
Aminosaure wie von Edman (1950) beschrieben mit PITC modifiziert und spezifisch abgespalten.
Diese werden anschliessend nach neuen Verfahren mittels HPLC aufgetrennt und photometrisch de-
tektiert. Jeder Abbauzyklus umfasst drei Schritte:

In der Kupplungsreaktion werden die a- und e-Aminogruppen der Proteine mit PITC zu einem Phe-
nylthiocarbamyl-Protein (PTC-Protein) umgesetzt. In der Spaltungsreaktion wird mit TFA ein nu-
cleophiler Angriff des Schwefels an die Carbonylgruppe der ersten Amidbindung induziert, wobei die
N-terminale Aminosdure als 2-Anilino-5-thiazolinon (ATZ-Aminosaure) abgespalten wird. In der Kon-
versionsreaktion wird in wassriger Saure die ATZ-Aminosaure zu einer PTC-Aminosaure hydrolysiert,
die durch eine sauer katalysierte Umlagerung zur stabilen Phenylthiohydantoinaminosaure (PTH-
Aminosaure) umgesetzt wird. Die PTH-Aminosauren werden mittels RP-HPLC aufgetrennt, photome-
trisch detektiert und identifiziert werden.

H
H\N % H 0
N=C= + / —_— S
H R N Kupplung H
1 / R N—<
: Ry H/ N

PITC S
Protein s 0
H N
R/ R
PTC-Protein H R
H\ S H
N—< O
i N Spaltung
Konversion 2 v < H,0
/( H R OH
1
\< Ho Ry

Oo_H Ry H,0 PTC-Aminosaure Konversion1 N H H 0
N—H o >N <
N—< LS H R, R
H—N

S o Protein-1AS
PTH-Aminosaure ATZ-Aminosaure

Chemische Reaktionen beim Edman-Abbau von Peptiden

Die Sequenzierungen erfolgten auf einem automatischen PE 492 cLC Sequenator, welcher eine mi-
nimale Menge von 0.2 pmol Protein bendtigt, um verlassliche Resultate zu liefern. Es konnten sowohl
Proteine in fester wie flissiger Form, als auch Proteine auf Coomassie-gefarbten PVDF-Membranen
analysiert werden.

Fur die Sequenzierung von fliissigen oder festen Proben wurden zuerst 7.5 ul Biobrene, welches der
besseren Adsorption der Proteine an den Glasfilter dient, auf den Filter geladen und mit dem Pro-
gramm ,Filter Precycle® 5 Zyklen durchgeflhrt. Durch diese Zyklen wurde das Biobrene von Verunrei-
nigungen gewaschen. 7.5 yl flissige Probe oder 7.5 pl in 0.1% TFA aufgenommene feste Probe wur-
den anschliessend auf den Filter geladen und mit dem Programm ,Pulsed Liquid® die Anzahl ge-
wilnschter Sequenzierschritte ausgefiihrt. Zur Analyse von Proteinen auf PVDF-Membranen wurde
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die zu sequenzierende Bande ausgeschnitten und direkt mit dem Programm ,Pulsed Liquid“ die An-
zahl der gewinschten Sequenzierschritte durchgefiihrt. Auf einer PTH Saule wurden die PTH-
Aminosauren jedes Abbauzyklus aufgetrennt, bei 269 nm photometrisch detektiert und identifiziert.

2.2.2.11 Elektrosprayionisations- Massenspektrometrie (ESI-MS)

Die Massen der isolierten Proteine wurden auf einem VG Plattform Single Quadrupol Mass Spectro-
meter, das von Mass Lynxw gesteuert wird, bestimmt. Nichtfliichtige Molekile kénnen dank der Elek-
trospray lonisationstechnik (ESI) in die Gasphase Uberfiihrt und somit auch analysiert werden. Damit
ist es moglich die Masse von Proteinen von einer Grosse bis zu 100 kDa mit einer Messgenauigkeit
von 0.1%o zu bestimmen.

Die Proteinlosung wird mit 10 yl/min unter Atmospharendruck durch eine Stahlkapillare geleitet, an der
eine Spannung von 3500 V angelegt ist, um die Probe zu ionisieren. Durch einen Stickstoffstrom wird
die Probe beim Austreten aus der Kapillare zerstaubt, wodurch ein Aerosol aus geladenen Trépfchen
entsteht. Das Losungsmittel wird durch die erhéhte Temperatur von 60°C und durch das einstrémende
Trocknungsgas verdampft. Die ionisierten Molekile werden Uber zwei Linsen mit einer angelegten
Cone-Spannung von 60 V und mit einem Hexapol zu einem feinen Strahl geblndelt, der durch einen
Quadrupol analysiert wird. Die Detektion der lonen erfolgt mit einem Dynolite "-Detektor System, worin
das Signal Uber einen Photomultiplier amplifiziert wird.

Da beim Quadrupol das Verhaltnis von Masse zu Ladung (m/z) im Bereich von 2-3000 Da pro Ladung
gemessen wird und die Proteine in der Regel mehrfach geladen werden, entsteht auf dem Diagramm
eine sogenannte ,Envelope®, d.h. eine Serie von Massepeaks, deren Hohe kontinuierlich zu- und wie-
der abnimmt. Fir die Berechnung der effektiven Masse braucht es mindestens zwei benachbarte
Massen, die sich nur in einer Ladung unterscheiden und zum selben Molekul gehoren. Die zu be-
stimmende Totalmasse M kann nach der Formel M=n,(Mx-H") berechnet werden, wobei
n,=(M4-H")/(M,-M,) die Anzahl Ladungen der gemessenen Masse M, ist. Fiir die gemessenen Massen
M1 und M2 gllt M1<M2.

In der vorliegenden Arbeit wurden die zu analysierenden Proteinproben mittels Speed Vac getrocknet
und in 50% Acetonitril mit 0.5% Ameisensaure zu einer Konzentration von einigen pmol/pl aufgenom-
men. Fir die Messung der Primer wurde die wassrige Stammlésung von 100 uM auf 20 pmol/pl mit
50% Acetonitril verdiinnt, welches zusatzlich 2% Triethylamin enthielt. 10 ul dieser Protein- oder Pri-
merldsungen wurden jeweils eingespritzt, gemessen und mit Mass Lynxm ausgewertet.

2.2.2.12 Fluoreszenzspektroskopie

Die Interaktion eines Liganden mit einem Protein bewirkt eine Konformationsénderung, welche die
Umgebung von Tryptophanresten beeinflusst und eine Anderung der intrinsischen Fluoreszenz zur
Folge hat. Mit dieser Anderung kann nach der Methode von Scatchard (1948) die Assoziations- oder
Dissoziationskonstante (K, respektive Ky) ermittelt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Fluoreszenz in einer auf 25°C thermostatisierten Quarzkiivette
mit Magnetriihrer auf einem Fluoreszenzspektrometer mit folgenden Gerateeinstellungen gemessen:
Excitation 296 nm, Emission 340 nm, Scan Start 330 nm, Scan Ende 350 nm, ,excitation slit* 10 nm,
Lemission slit* 10 nm und Scangeschwindigkeit 240 nm/min. Fir die Fluoreszenztitration wurden je-
weils 600 ul einer 5 pM Proteinlésung in 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 8 verwendet, deren Fluo-
reszenz als Nullwert definiert wurde. In 10 Schritten wurden jeweils 2 pl der entsprechenden 5 yM
Ligandlésung zugegeben. Nach vorsichtigem Durchmischen der Losung mit einer Pasteurpipette wur-
de die Fluoreszenzintensitat dreimal hintereinander gemessen und die Assoziations- beziehungsweise
Dissoziationskonstante bestimmt.
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3 P. pastoris: Material und Methoden

In diesem Teil werden nur P. pastoris-spezifische oder vom E. coli Teil abweichende Materialien und
Methoden beschrieben, die nicht schon im Kapitel 2 erwahnt worden sind.

3.1  Molekularbiologie

3.1.1 Material

3.1.1.1 Bakterien- und Hefestdmme

Stamm Beschreibung Lieferant
TOP10F merA, A(mrr-hsdRMS-merBC), ©80/acl®ZAM15, AlacX74, deoR,  Invitrogen
(E. coli) recA1, araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL (Str), endA1,

nupG X, [F’: proAB, lacl®ZAM15, Tn10 (Tet)]

Leicht transformierbar mit grésseren Vektoren (>10 kbp)
Verwandt mit DH10B, der von MC1061 abstammt
Beschrieben von Wertman et al. (1986)

GS115 his4 Invitrogen
(P. pastoris) Phanotyp: Mut”, His™

Beschrieben von Cregg et al. (1985)
KM71 his4, arg4, aox1::ARG4 Invitrogen
(P. pastoris) Phéanotyp: Mut®, His™

Beschrieben von Tschopp et al. (1987)
GS115 B-Gal HIS4 Invitrogen
(P. pastoris) Phanotyp: Mut’, His*

Referenzstamm: - Intrazellulare Expression (B-Galactosidase)
- Mut” Phanotyp
Beschrieben von Invitrogen (2002)

GS115 Albumin HIS4, aox1 Invitrogen
(P. pastoris) Phanotyp: Mut®, His*
Referenzstamm: - Sekretierte Expression (Albumin)
- Mut® Phanotyp
Beschrieben von Invitrogen (2002)

Zur Lagerung der E. coli und P. pastoris Stdmme wurde wie in Kapitel 2.1.1.1 beschrieben vorge-
gangen.

3.1.1.2 Ndhrmedien

Nahrmedium Substanz Menge Lieferant
YPD BactoI: Pepton 20 g/l Becton Dickinson
(Medium) Bacto Hefe-Extrakt 10 g/l Becton Dickinson

Nach dem Ldosen in 900 ml lonentauscherwasser und dem Abkihlen der autokla-
vierten Losung auf 60°C wurde folgendes hinzugegeben:

10x D 100 ml/I
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YPD
(Platten)

YPD-G418
(Platten)

RDB & RDHB
(Platten)

Bacto” Pepton 20 g/l Becton Dickinson
Bacto  Hefe-Extrakt 10 g/l Becton Dickinson
Bacto Agar 20 g/l Becton Dickinson

Nach dem Lésen in 900 ml lonentauscherwasser und dem Abkuhlen der autokla-
vierten Lésung auf 60°C wurde folgendes hinzugegeben, gut gemischt und in
Petrischalen gegossen:

10x D 100 ml/I

Bacto” Pepton 20 g/l Becton Dickinson
Bacto  Hefe-Extrakt 10 g/l Becton Dickinson
Bacto Agar 20 g/l Becton Dickinson

Nach dem Lésen in 900 ml lonentauscherwasser und dem Abkuhlen der autokla-
vierten Lésung auf 60°C wurde folgendes hinzugegeben, gut gemischt und in
Petrischalen gegossen:

10xD 100 ml/l

Geneticin®-StammI63ung 2.5 bis 40 ml/I

Sorbitol 186 g/l Fluka

Bacto Agar 20 g/l Becton Dickinson

Nach dem Lésen in 700 ml lonentauscherwasser und dem Abkuhlen der autokla-
vierten Lésung auf 60°C wurde folgender auf 45°C vorgewarmter Mix hinzuge-
geben, gut gemischt und in Petrischalen gegossen:

10x D 100 ml/I
10x YNB 100 ml/I
500x B 2 ml/l
100x AA 10 ml/l
sH,O 88 ml/l

Im Falle von RDHB Platten wurden nur 78 ml/l sH,O hinzugegeben, jedoch zusatzlich mit 100x H

10 ml/l erganzt.

RD & RDH
(Top-Agar)

Sorbitol 186 g/l Fluka
Bacto Agar 10 g/l Becton Dickinson

Nach dem Ldsen in 700 ml lonentauscherwasser und dem Abkiihlen der autokla-
vierten Lésung auf 60°C wurde folgender auf 45°C vorgewarmter Mix hinzuge-
geben:

10x D 100 ml/I
10x YNB 100 ml/I
500x B 2 mi/
100x AA 10 ml/l
sH,O 88 ml/l

Nach gutem Mischen bis zum Gebrauch in einem Wasserbad bei 45°C warm-
halten.

Im Falle von RDH Top-Agar wurden nur 78 ml/l sH,O hinzugegeben, jedoch zusatzlich mit 100x H

10 ml/I ergénzt.

MD & MM
(Platten)

Bacto" Agar 15 g/l Becton Dickinson

Nach dem Lésen in 800 ml lonentauscherwasser und dem Abkuhlen der autokla-
vierten Lésung auf 60°C wurde folgendes hinzugegeben, gut gemischt und in
Petrischalen gegossen:

10x D
10x YNB
500x B

100 ml/I
100 ml/I
2ml

Im Falle von MM Platten wurden die 10x D 100 ml/l durch 10x M 100 ml/I ersetzt.
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BMGY & BMMY
(Medium)

Bacto” Pepton 20 g/l Becton Dickinson
Bacto  Hefe-Extrakt 10 g/l Becton Dickinson

Nach dem Losen in 700 ml lonentauscherwasser und dem Abkihlen der autokla-
vierten LOsung auf Raumtemperatur wurde folgendes hinzugegeben:

Kaliumphosphatpuffer 100 ml/l
10x YNB 100 ml/l
500x B 2mii

10x GY 100 ml/l

Im Falle von BMMY wurden die 10x GY 100 ml/l durch 10x M 100 ml/I ersetzt.

3.1.1.3 Antibiotika

Antibiotikum Stammlosung / Endkonzentration Lieferant
Geneticin® (G418) 100 mg/ml - 2.5 - 40 pl/ml = 0.25 - 4 mg/ml Invitrogen
3.1.1.4  Plasmide

Plasmid Beschreibung Lieferant
pPIC3.5K 9004 bp Invitrogen

Amp" & Kan' (E. coli), G418" (P. pastoris), HIS4
Fir intrazelluldre Expression
Kozak-Konsensussequenz nicht vorhanden
Beschrieben von Scorer et al. (1994)

pPIC9K 9276 bp Invitrogen
Amp' & Kan' (E. coli), G418" (P. pastoris), HIS4
Fir sekretierte Expression
5’-terminales a-Faktor Sekretionssignal aus S. cerevisiae
Kozak-Konsensussequenz vorhanden
Beschrieben von Scorer ef al. (1994)

3.1.1.5  Enzyme

Enzym Beschreibung Konzentration Sequenz Lieferant

EcoRl Restriktionsenzym 12 U/ul 5-G/AATTC-3 Promega

Hgal Restriktionsenzym 2 U/l 5-GACGC(N)s/-3* New England Biolabs
Lyticase Zellwandverdau 733 U/mg - Sigma

Sall Restriktionsenzym 20 U/pl 5-G/TCGAC-3’ New England Biolabs
SnaBl Restriktionsenzym 5 U/l 5-TAC/GTA-3 New England Biolabs
T4 PNK Phosphokinase 10 U/ul - New England Biolabs
Zymolyase Zellwandverdau 30 U/ul - Invitrogen

3.1.1.6 Primer

Name

pPIC3.5K for
pPIC9K for
N289A
N289A tail
T346A

44

Sequenz

5-GCGTACGTAACCATGGCGCATCACCATCACCATCAC-3’
5’-GCGTACGTACATCACCATCACCATCACGGATCCAT-3
5’-CCTCACACACATGCCAGGACACCA-3’
5-TTATGACCTCACACACATGCCAGGACACCA-3’
5-CAGGTGGTGCTGCGGGAGCCAAT-3’
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T346A tail 5-CACAGACAGGTGGTGCTGCGGGAGCCAAT-3’

HC back 5-GCGTACGTATTACTAGGCCGCACACTGAGGGACAT-3’
HC tail 5’-CACGATGGCCGCACACTGAGGGACAT-3’

hPg for 5-CGAGGCAAGAGGGCGACCACTGTTA-3

hPg tail 5-AAGTTGCCTGGCAAGTCAGTCTTAGAACA-3’

S741A 5’-GGACCTCCAGCGTCACCCTGGCAACTGT-3’

hPg back 5-GCGTACGTATTACTAATTATTTCTCATCACTC-3

Alle Primer wurden von der Microsynth GmbH (Balgach, SG) in HPLC-gereinigter Form bezogen und
wie in Kapitel 2.1.1.7 beschrieben geldst.

3.1.1.7 Kits

Kit

S.N.A.P." UV-Free Gel Purification Kit
One Shot® TOP10F’ Competent Cells
Pichia Spheroplast Module

DNeasy® Tissue Kit

3.1.1.8

Anwendung

Isolation genomischer DNA

Reagenzien, Lésungen und Puffer

Die Qualitat der eingesetzten Substanzen war purum oder puriss p.a.:

Reagens / Losung / Puffer

100x AA

500x B
CaS

CV-Lésung
CV-Ladepuffer

10x D

10x GY

100x H
Kaliumphosphatpuffer
10x M

PEG/CaT

Puffer 1

Puffer H

Beschreibung

L-Glutaminsaure, L-Isoleucin, L-Leucin,
L-Lysin, L-Methionin

Lésung mit 0.5% jeder AS sterilfiltrieren
L-Biotin

0.02 prozentige Losung sterilfiltrieren

1 M Sorbitol, 10 mM Tris-HCI,

10 mM CaCl,, pH 7.5

2 mg/ml Crystal Violet

6x (100 pg/ml Crystal Violet, 20 mM EDTA,
30% Glycerin)

Dextrose (D-Glucose)

20 prozentige Lésung sterilfiltrieren
Glycerin wasserfrei

10 prozentige LOsung sterilfiltrieren
L-Histidin

0.4 prozentige Losung sterilfiltrieren
1 M KH,PO,, pH 6.0

Autoklavieren

Methanol

5 prozentige Lésung sterilfiltrieren

1:1-Mischung aus PEG (40% PEG 3350)
und CaT (20 mM Tris, 20 mM CacCl,,
pH 7.5)

10x (100 mM Bis Tris Propan-HCI,
100 mM MgCl,, 10 mM DTT, pH 7.0)

10x (900 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl,
100 mM MgCl,, pH 7.5)

Lieferant

DNA-Isolation aus Agarosegelen ohne UV-Licht Invitrogen
Transformation chemisch-kompetenter E. coli
Herstellung von P. pastoris Spheroplasten

Invitrogen
Invitrogen
Qiagen

Lieferant

alle Fluka

Fluka
Invitrogen

Invitrogen
Invitrogen

Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Merck

Invitrogen

New England Biolabs

Promega
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Sall Puffer 10x (1500 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl, New England Biolabs
100 mM MgCl,, 10 mM DTT, pH 7.9)

SCE 1 M Sorbitol, 1 mM EDTA, 10 mM Natrium- Invitrogen
citratpuffer, pH 5.8

SED 19 ml SE (1 M Sorbitol, 25 mM EDTA, Invitrogen
pH 8.0)+ 1 mIDTT (1 M DTT)

Sorbitol 1M Invitrogen

Sorbitolpuffer 1 M Sorbitol, 100 mM EDTA, beide Fluka,
14 mM 2-Mercaptoethanol Bio-Rad

SOS 1 M Sorbitol, 10 mM CacCl,, 0.3x YPD Invitrogen

10x YNB Yeast Nitrogen Base mit Ammoniumsulfat Sigma
und ohne Aminosauren
13.4 prozentige Lésung sterilfiltrieren

3.1.1.9  Gerdte

Gerit Bemerkungen Lieferant

Sterilfilter Stericup” GP Express Membran, 0.22 um Millipore
1000, 500, 250 ml

3.1.2 Methoden

3.1.2.1 DNA mit Restriktionsenzymen verdauen

Reagens Menge [ul] Anfangskonzentration

BamHI 1.0 - - - - - 10U

EcoRI - 1.0 - - - - 12U

Hgal - - 1.0 - - - 2U

Ndel - - - 0.5 - - 10U

Sall - - - - 0.5 - 10U

SnaBl - - - - - 1.0 5U

Puffer 1 - - 1.0 - - - 10x

Puffer B 1.0 - - - - - 10x

Puffer H - 1.0 - - - - 10x

Puffer 4 - - - 1.0 - 1.0 10x

Sall Puffer - - - - 1.0 - 10x

BSA 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10x

DNA X X X X X X 100 fmol

sH,O ad 10.0 ad10.0 ad10.0 ad10.0 ad 10.0 ad10.0

Inkubation: 30 Minuten bei 37°C

Ndel - - - 0.5 - - 10U

Inkubation: 30 Minuten bei 37°C

Stoppen: 4 ul DNA-Ladepuffer 6x

Bei mehr eingesetzter DNA wurde auch die Menge an Restriktionsenzym entsprechend angepasst.

3.1.2.2 DNA-Isolation aus Agarosegelen

Grundsatzlich wurde nach Kapitel 2.1.2.3 verfahren, jedoch wurden fiir die DNA-Isolation den Agaro-
segelen vor dem Giessen 0.8 pl CV-Lésung pro ml Gel beigemischt. Die Proben wurden statt mit
DNA-Ladepuffer mit CV-Ladepuffer versetzt (beide Lésungen stammen aus dem S.N.A.P." UV-Free
Gel Purification Kit von Invitrogen). Nach der Elektrophorese konnten die gewtinschten Banden statt
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unter UV-Licht auf weissem Hintergrund aus den Gelen geschnitten werden, womit eine Strahlen-
schadigung der DNA vermieden wurde.

Kleine Fragmente bis zu einer Grésse von 4 kbp wurden anschliessend gemass dem MinElute™ Gel
Extraction Kit von Qiagen behandelt (siehe auch Kapitel 2.1.2.3).

Grossere Fragmente bis zu einer theoretischen Grosse von 50 kbp wurden im Gelstiick zuerst mit
3 Volumen Puffer QG versetzt und durch Schmelzen des Gels bei 50°C wahrend 10 Minuten die darin
enthaltene DNA freigesetzt (nach Protokoll vom MinElute™ Gel Extraction Kit von Qiagen). Dieser
Lésung wurden 5 Volumen Puffer PB beigemischt und das Ganze durch eine Miniprepsaule bei
20'000 g wahrend 1 Minute zentrifugiert. Die Saule wurde mit 750 ul Puffer PE beladen und erneut auf
gleiche Art und Weise zentrifugiert. Nach einer weiteren einminltigen Zentrifugation, um Spuren rest-
lichen Ethanols zu entfernen, wurden 25 pl auf 70°C-vorgewarmtes sH,O auf die Membran pipettiert,
5 Minuten stehen gelassen und wahrend 1 Minute bei 20'000 g die DNA eluiert (nach Protokoll vom
QIAprep® Spin Miniprep Kit von Qiagen).

3.1.2.3  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

31231  PCR fir die Inserts InNKI15 und ExNKI5

Reagens Menge [ul]] Anfangskonzentration Produkt
Mastermix Pfu DNA Polymerase Puffer 5.0 10x
dNTPs 1.0 je 10 mM
sH,O ad 50.0 (Gesamtvolumen)
Polymerase  Pfu DNA-Polymerase 1.0 29U
Ansatz 1 Primer for:  pPIC3.5K for a
pPIC9K for } 1.25 20 uM b
N289A c
Primer back: T346A tail a
T346A tail } 1.25 20 uM b
HC back c
Templat: NK15pQE-8*
NK15pQE-8* } 1.0 10 fmol
NK15pQE-8*
Ansatz 2 Primer for:  pPIC3.5K for d
pPICOK for } 1.25 20 UM e
Primer back: HC back d
he oo } 1.25 20 uM <
Templat:  a+c=d } je 0.25 10 fmol
b+c=e
Ansatz 3 Primer for:  pPIC3.5K for f
pPIC9K for } 1.25 20 uM g
N289A tail h
Primer back: T346A f
T346A } 1.25 20 uM g
HC back h
Templat: d
e } 0.5 10 fmol
d
Ansatz 4 Primer for:  pPIC3.5K for i
pPICOK for } 1.25 20 UM j
Primer back: HC back i
hQ pack } 1.25 20 UM j
Templat: f+h:>|. } 05 10 fmol
g+h=]j

*: linear
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# Zyklen  Beschreibung Temperatur Zeit
Programm 1Xx Denaturierung 96°C 5 Minuten
Denaturierung 96°C 1 Minute
30x { Hybridisierung 60°C 1 Minute
Elongation 72°C 4 Minuten
1x Endextension 72°C 10 Minuten

31232  PCR fir die Inserts InhPg und ExhPg

Reagens Menge [pl] Anfangskonzentration Produkt
Mastermix Pfu DNA Polymerase Puffer 5.0 10x
dNTPs 1.0 je 10 mM
sH,O ad 50.0 (Gesamtvolumen)
Polymerase  Pfu DNA-Polymerase 1.0 29U
Ansatz 1 Primer for:  hPg for a
hPg tail } 1.25 20 M b
Primer back: S741A a
hPq back } 1.25 20 uM o
Templat: pPLGKG*
P PLGKG" } 2.5 10 fmol
Ansatz 2 Primer for:  hPg for c
pPIC3.5K for } 1.25 20 uM d
pPIC9K for e
Primer back: hPg back c
HC tail } 1.25 20 uM d
HC tail e
Templat: atb=c je 0.1 10 fmol
INNK15pPIC3.5K* }
ExNK15pPICOK* 1.0 10 fmol
Ansatz 3 Primer for:  pPIC3.5K for f
pPICOK for } 1.25 20 UM g
Primer back: hPg back f
e } 1.25 20 UM y
Templat: c+td=f } je 0.2 10 fmol
cte=g
*: linear
# Zyklen Beschreibung Temperatur Zeit
Programm 1x Denaturierung 96°C 5 Minuten
Denaturierung 96°C 1 Minute
35x { Hybridisierung x°C 1 Minute
Elongation 72°C y Minuten
1Xx Endextension 72°C 10 Minuten

x°C = 55°C fiir PCR b, ¢, f, g; 60°C fiir PCR a, d, e.
y Minuten = 3 Minuten fiir PCR a, b; 4 Minuten fiir PCR c, d, e; 6 Minuten fiir PCR f, g.

3.1.2.4 DNA phosphorylieren, dephosphorylieren und ligieren

Fir die Ligation wurde nach Kapitel 2.1.2.6 verfahren und fiir die Dephosphorylierung wurde nach
Kapitel 2.1.2.5 gearbeitet, jedoch mit einer Inkubationszeit von 60 Minuten statt nur deren 10, entspre-
chend der erforderlichen Dephosphorylierungszeit von ,blunt-end“ DNA.
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In der Literatur fand sich keine Angabe Uber die minimale Anzahl Basenpaare, die an den Enden li-
nearer DNA vorhanden sein miussen, damit das Restriktionsenzym SnaBl seine Schnittstelle noch
erkennen und verdauen kann. FUr den Fall dass dieses nicht schneiden wirde, wurde als weiterer
Schritt eine Phosphorylierung der DNA nach dem Verdau mit SnaBl durchgefiihrt. Somit war sowohl
eine Ligation mit SnaBl-verdauter DNA (generiert 5’-phosphorylierte ,blunt-ends®), als auch mit unver-
dauter DNA (von den 5-unphosphorylierten Primern stammende, durch Phosphonucleotidkinase
5’-phosphorylierte ,blunt-ends®) moglich. Die Phosphorylierung wurde wie folgt durchgefiihrt:

Reagens Menge [ul] Anfangskonzentration Bemerkungen

T4 DNA Ligase Puffer 2.0 10x = T4 PNK Puffer + ATP
DNA (verdaute Inserts) 15.0 <30 pmol

sH,O ad 19.0

Erhitzung: 5 Minuten bei 70°C
Abkihlung: 5 Minuten auf Eis

T4 PNK 1.0 10U

Inkubation: 30 Minuten bei 37°C
Inaktivierung: 20 Minuten bei 65°C

T4 Phosphonucleotidkinase ist vollstandig und irreversibel durch Hitzebehandlung inaktivierbar. 1 U
T4 PNK kann in 30 Minuten bis zu 30 pmol 5’-Enden phosphorylieren. Die Effizienz von ,blunt-end*-
Phosphorylierungen kann durch Erhitzen auf 70°C wahrend 5 Minuten und anschliessendem Kuhlen
auf Eis vor der T4 PNK-Zugabe gesteigert werden.

3.1.2.5  Transformation von One Shot® TOP10F' Competent Cells

Die 50 pl Aliquots chemisch-kompetenter Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 20 fmol DNA (10 pl
Ligationsansatz) versetzt und 30 Minuten auf Eis gelagert. Als Positivkontrolle wurde pPIC9K in der
“supercoiled”-Form eingesetzt und als Negativkontrolle keine DNA dazugegeben. Danach wurden die
Zellen 30 Sekunden bei 42°C erhitzt, kurz auf Eis gestellt, mit 250 yl auf 37°C vorgewarmtem SOC
Medium versetzt und 1 Stunde bei 37°C und 225 rpm inkubiert. Um die transformierten Zellen in zwei
verschiedenen Zelldichten auszuplatten, wurden 30 pl und die restlichen 270 ul auf LB Agarplatten mit
den entsprechenden Antibiotika ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

3.1.2.6 Transformation von P. pastoris Zellen mit dem Pichia Spheroplast Module

31261  ,Spheroplasting” von P. pastoris Zellen

YPD-Platten wurden mit je einer Ose der P. pastoris Stimme GS115 und KM71 angeimpft und wah-
rend 2 Tagen bei 28°C im Brutschrank inkubiert. Je 1 Kolonie wurde in 10 ml YPD Medium Gberimpft
und Uber Nacht bei 30°C und 220 rpm angezogen. Je 3x 200 ml YPD wurden mit 5, 10 oder 20 pl
Vorkultur angeimpft und tGber Nacht bei 30°C und 220 rpm wachsen gelassen.

Am nachsten Tag wurden jene beiden Kulturen geerntet, deren ODgyo zwischen 0.2 und 0.3 lag, indem
die Zellen wahrend 5 Minuten mit 1500 g bei Raumtemperatur zentrifugiert wurden. Die Pellets wur-
den in 20 ml sH,O aufgenommen und erneut unter den selben Bedingungen pelletiert. Die Zellen wur-
den anschliessend in 20 ml SED resuspendiert und wiederum auf gleiche Art und Weise zentrifugiert.
Die Pellets wurden in 20 ml 1 M Sorbitol aufgenommen und erneut wahrend 5 Minuten mit 1500 g bei
Raumtemperatur pelletiert. Die Zellen wurden schliesslich in 20 ml SCE resuspendiert und in 2 Portio-
nen (A und B) aufgeteilt, wobei erstere (A) der Ermittlung der optimalen Inkubationszeit zur Bildung
von Spheroplasten diente und letztere (B) fiir die eigentliche Herstellung der transformierbaren Sphe-
roplasten gedacht war.

Die optimale Inkubationszeit zur Bildung der Spheroplasten mit Zymolyase ist erreicht, wenn etwa
70% der Zellen Spehroplasten sind. Unterhalb dieses Wertes hat es zu wenig Spheroplasten im Ver-
gleich zu ganzen Zellen und oberhalb hat es zu viele lysierte Zellen im Verhaltnis zu den Sphe-
roplasten. Aus diesem Grund wurde spektrophotometrisch die Zeit ermittelt, nach welcher etwa 70%
der Zellen als Spheroplasten vorlagen, d.h. mit SDS lysierbar waren.

Ein Réhrchen Zymolyase wurde auf Eis aufgetaut, durch auf- und abpipettieren gut gemischt und
7.5 ul der Suspension unter gutem Mischen zu A hinzugegeben. Der Verdau wurde in einem Wasser-
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bad bei 30°C inkubiert und durfte nicht mehr geschittelt werden, weil die Spheroplasten sonst vorzei-
tig lysieren konnten. Eine Zeitserie zwischen 0 und 30 Minuten wurde spektrophotometrisch bei ODggo
gemessen. Der Nullabgleich wurde mit 800 ul 5% SDS + 200 yl SCE durchgefiihrt, wahrend als Refe-
renz zur Zeit 0 Minuten 800 pl 5% SDS + 200 pl A vor der Zugabe von Zymolyase gemessen wurde.
Danach wurde jeweils die ODgqo von 800 pl 5% SDS + 200 pl A mit Zymolyase nach 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 15, 20 und 30 Minuten bestimmt. Die optimalen ,Spheroplasting“-Zeiten lagen Ublicherweise zwi-
schen 4 und 10 Minuten, bei welchen etwa 70% Spheroplasten vorhanden waren.

Die bereits aufgetaute Zymolyase wurde erneut gut resuspendiert und 7.5 ul der Suspension unter
gutem Mischen zu B hinzugegeben. Der Verdau wurde wiederum in ein Wasserbad gestellt und bei
30°C solange wie die vorher bestimmte optimale Zeit inkubiert. Die Spheroplasten wurden anschlies-
send wahrend 10 Minuten mit 750 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in
10 ml 1 M Sorbitol aufgenommen und unter den selben Bedingungen pelletiert. Die Spheroplasten
wurden vorsichtig in 10 ml CaS resuspendiert und wiederum auf gleiche Art und Weise zentrifugiert.
Das Pellet wurde vorsichtig in 0.6 ml CaS aufgenommen und fiir die Transformation verwendet.

31262  Transformation der Spheroplasten

Je 100 pul der Spheroplastensuspension wurden mit 5 - 10 ug Sall-linearisierter DNA versetzt und wah-
rend 10 Minuten bei Raumtemperatur transformiert. Als Kontrollen wurden pPIC3.5K und pPIC9K ein-
gesetzt und als Negativkontrolle keine DNA dazugegeben. Zu jedem Transformationsansatz wurde
vorsichtig 1 ml PEG/CaT beigemischt und fur weitere 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schliessend wurden die transformierten Spheroplasten wahrend 10 Minuten mit 750 g bei Raumtem-
peratur zentrifugiert. Die Pellets wurden in 150 pyl SOS vorsichtig resuspendiert und fir weitere
20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 850 ul 1 M Sorbitol vorsichtig hinzupipet-
tiert.

3x 300 ul jedes Transformationsansatzes wurde mit 10 ml auf 45°C vorgewarmtem RD Top-Agar ge-
mischt und auf RDB-Platten gegossen. Als Uberlebenskontrolle der Spheroplasten wurden die restli-
chen 100 pl jedes Transformationsansatzes mit 10 ml auf 45°C vorgewarmtem RDH Top-Agar ge-
mischt und auf RDHB-Platten gegossen. Nachdem der Top-Agar gefestigt war, konnten die Platten
wahrend etwa 4 Tagen bei 28°C im Brutschrank inkubiert werden.

3.1.2.7  Selektion der transformierten P. pastoris Zellen

1. Selektion:  His" / His’
Alle Kolonien, die im RD Top-Agar auf RDB-Platten gewachsen waren, sollten durch
Rekombination der linearisierten Plasmid-DNA am his4-Locus wieder zu HIS4-Zellen
geworden sein.

2. Selektion:  G418'

In diesem Schritt konnten Geneticin-hyperresistente Kolonien mit mehrfachen Re-
kombinationen ausfindig gemacht werden, indem die Zellen desto resistenter werden,
je mehr Kopien des Resistenzgens sie in sich bergen.

Dazu wurde der Top-Agar der RDB-Platten in ein 50 ml Falconréhrchen tberfihrt und
unter Zugabe von 20 ml sH,O wahrend 2 Minuten auf dem Vortex gemischt und die
Agarstlicke zerkleinert, sowie anschliessend 5 Minuten stehen gelassen, damit die
Agarstiicke sedimentieren konnten. Der Uberstand wurde so gut wie moglich in ein
neues Falconrdhrchen transferiert und wahrend 30 Minuten mit 3000 g bei Raum-
temperatur zentrifugiert. Das Pellet wurde in 900 uyl sH,O aufgenommen, wovon je
100 pl auf YPD- und YPD-G418-Platten ausgestrichen und wahrend etwa 3 Tagen
bei 28°C im Brutschrank inkubiert wurden. Um auszuschliessen, dass einzelne Kolo-
nien aufgrund restlichen Agars aus dem Aufschluss des Top-Agars als Geneticin-
hyperresistent erschienen, wurden gut gewachsene Kolonien auf frische Platten
Uberimpft und erneut inkubiert.

3. Selektion:  Mut" / Mut®
Um den Mut-Phanotyp zu bestatigen, wurden die ausgewahlten Geneticin-hyper-
resistenten Kolonien auf MM- und MD-Platten iberimpft und wahrend etwa 2 Tagen
bei 28°C im Brutschrank inkubiert. Auf MD-Platten sollten alle Kolonien etwa gleich
schnell wachsen, jedoch auf MM-Platten sollten Mut®-Kolonien weinger schnell sicht-
bar sein als Mut"-Kolonien.
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3.1.2.8 TIsolation genomischer DNA aus P. pastoris Zellen

Die Kolonien wurden in 15 ml YPD Uberimpft und wahrend 2 Tagen bei 30°C und 220 rpm inkubiert.
Die ODgoo Wurde bestimmt und 4:10” Zellen abpipettiert, entsprechend der Gleichung: ODggo = 1.0 =
2:10” Zellen / ml, und wahrend 10 Minuten mit 5000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Pellets
wurden in 600 pl Sorbitolpuffer mit 200 U Lyticase aufgenommen, wahrend 30 Minuten bei 30°C inku-
biert und schliesslich wahrend 10 Minuten mit 300 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das in 180 pl
Puffer ATL resuspendierte Pellet wurde gemass Protokoll des DNeasy® Tissue Kits von Qiagen wei-
terverarbeitet.

3.1.2.9  Expression in P. pastoris Zellen

31291  Expression von Mut'-Stdmmen im Kleinansatz

Die zu exprimierenden Stdmme wurden auf YPD-Platten ausgestrichen und wahrend 2 Tagen bei
28°C im Brutschrank wachsen gelassen. Je 25 ml BMGY wurden in 250 ml Erlenmeyerkolben mit
Schikanen angeimpft und mit 2 Schichten Butterquarktuch zugedeckt, um eine optimale Belluftung zu
garantieren. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 29°C und 300 rpm inkubiert, bis die ODgqq zwischen 2
und 6 lag. Die Zellen wurden wahrend 5 Minuten mit 5000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert und die
Pellets zu einer ODggo von 1 in BMMY aufgenommen. Die Suspensionen wurden in 1000 ml Erlen-
meyer mit Schikanen Uberfihrt, ebenfalls mit Butterquarktuch zugedeckt und bei 29°C und 300 rpm
induziert. Alle 24 Stunden wurden die Zellen mit 100% Methanol zu einer Endkonzentration von 0.5%
geflttert. Nach 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 und 96 Stunden wurde immer 1 ml enthommen und wah-
rend 2 Minuten mit 20'000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Im Falle von intrazellularer Expression
(pPIC3.5K) wurde das Pellet, im Falle sekretierter Expression (pPIC9K) zuséatzlich auch der Uberstand
in einem separaten Rohrchen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Analyse bei -80°C
gelagert. Am Ende der Expression wurden je nachdem nur die Pellets oder zusatzlich auch noch die
Uberstande bei -80°C aufbewahrt, um zu einem spéateren Zeitpunkt anstehende Experimente durch-
fuhren zu kénnen.

31292  Expression von Mut®-Stammen im Kleinansatz

Die zu exprimierenden Stamme wurden wie die Mut’-Stamme auf YPD-Platten ausgestrichen und
angezogen. Je 100 ml BMGY wurden in 1000 ml Erlenmeyer mit Schikanen angeimpft, mit Butter-
quarktuch zugedeckt und Uber Nacht bei 29°C und 300 rpm inkubiert, bis die ODggq zwischen 2 und 6
lag. Die Zellen wurden wahrend 5 Minuten mit 5000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert, die Pellets in
20 ml BMMY aufgenommen und in 250 ml Erlenmeyer mit Schikanen Uberflhrt, ebenfalls mit Butter-
quarktuch zugedeckt und bei 29°C und 300 rpm induziert. Alle 24 Stunden wurden die Zellen mit
100% Methanol zu einer Endkonzentration von 0.5% geflttert. Nach 0, 24, 48, 72, 96, 120 und
144 Stunden wurde immer 1 ml entnommen und wie bei den Mut’-Stdmmen entsprechend zentrifu-
giert, schockgefroren und gelagert. Am Ende der Expression erfolgte die Lagerung ebenfalls gemass
den Mut’-Stammen.

31293  Expression von Mut’ -Stdmmen im Grossansatz

Mit Kolonien von YPD-Platten wurden je 25 ml BMGY in 250 ml Erlenmeyer mit Schikanen angeimpft,
mit Butterquarktuch zugedeckt und Uber Nacht bei 29°C und 300 rpm inkubiert, bis die ODgqg zwi-
schen 2 und 6 lag. Je 500 ml BMGY wurden mit den 25 ml der kleinen Vorkulturen in 2000 ml Erlen-
meyer angeimpft, mit Butterquarktuch zugedeckt und mehrere Stunden bei 29°C und 300 rpm inku-
biert, bis die ODgyy zwischen 2 und 6 lag. Die Zellen wurden wahrend 15 Minuten mit 3000 g bei
Raumtemperatur pelletiert, zu einer ODggo von 1 in 2x 500 ml BMMY in 2000 ml Erlenmeyer aufge-
nommen und mit Butterquarktuch zugedeckt. Die Zellen wurden 60 Stunden induziert, wobei jeweils
nach 24 und 48 Stunden nochmals 0.5% Methanol zum Volumen zugegeben wurde. Je 1 ml wurde
entnommen und analog den Kleinansatzen pelletiert und gelagert, wahrend die restlichen Zellen
15 Minuten lang mit 3000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert und die Pellets oder zusatzlich auch
noch die Ubersténde bei -80°C aufbewahrt wurden.
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31294  Expression von Mut’-Stammen im Grossansatz

Mit Kolonien von YPD-Platten wurden analog dem Grossansatz mit Mut’-Stdmmen kleine Vorkulturen
angesetzt und wachsen gelassen, bis die ODggg zwischen 2 und 6 lag. Auch die grossen Vorkulturen
in je 500 ml BMGY wurden entsprechend den Mut’-Stdmmen (berimpft und inkubiert, bis die ODggo
zwischen 2 und 6 lag. Die Zellen wurden ebenfalls analog pelletiert, jedoch anschliessend nur in
100 ml BMMY 5x konzentriert resuspendiert, in 250 ml Erlenmeyer mit Schikanen Gberfihrt und mit
Butterquarktuch zugedeckt. Die Zellen wurden 60 Stunden induziert, wobei jeweils nach 24 und
48 Stunden nochmals 0.5% Methanol zum Volumen zugefugt wurde. Je 1 entnommener ml, wie auch
die restlichen Zellen wurden entsprechend den Mut*-Stammen zentrifugiert und gelagert.

3.2 Proteinchemie
3.2.1 Material

3.2.1.1 Marker

Marker Banden Lieferant

MagicMark " Grossenstandard 120, 100, 80, 60, 50, 40, 30, 20 kDa Invitrogen
Proteine enthalten IgG Bindungsstelle

3.2.1.2 Reagenzien, Lésungen und Puffer

Die Qualitat der eingesetzten Substanzen war purum oder puriss p.a.:

Reagens / Losung / Puffer Beschreibung Lieferant
Aufschlusspuffer Aufschlusspuffer Stammldsung 24:1

vermischen mit Complete Lésung
Aufschlusspuffer Stammlésung 50 mM Na,HPO,, 5% Glycerin, pH 7.4 Merck, Fluka
Complete Lésung 1 Tablette Complete EDTA-free Roche

in 1 ml 50 mM Na,HPO,, pH 7.4 Merck
Glasperlen Saurebehandelt, @ 0.5 mm Sigma
NAP NAP"-BLOCKER Geno Technology, Inc.

3.2.2 Methoden
3.2.2.1  Probenvorbereitung fir SDS-PAGE

32211  Probenvorbereitung der Pellets aus 1 m/ Kultur

Die Zellpellets wurden kurz aufgetaut und anschliessend auf Eis mit 100 pl Aufschlusspuffer re-
suspendiert. Nach Zugabe von etwa einem Pelletvolumen Glasperlen wurden die Zellen durch 8x
wiederholtes Schiitteln auf dem Vortex wahrend 30 Sekunden und zwischenzeitlichem 30 Sekunden
langem Abkuhlen auf Eis aufgebrochen. Die Suspension wurde wahrend 10 Minuten mit 20'000 g bei
4°C zentrifugiert, 50 pl des Uberstandes in ein neues Rohrchen transferiert und mit 50 ul Ladepuffer
nach Lammli, 5% 2-Mercaptoethanol enthaltend, gemischt. Nach 10-mindtiger Inkubation bei 95°C
wurde 2 Minuten mit 20'000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert und 20 pl der Uberstande auf SDS-
Polyacrylamidgele geladen.
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32212  Probenvorbereitung der Uberstinde aus 1 ml Kultur

Nach kurzem Auftauen der Uberstande wurden 50 pl in ein neues Réhrchen transferiert, mit 50 pl
Ladepuffer nach Lammli, 5% 2-Mercaptoethanol enthaltend, gemischt und wahrend 10 Minuten bei
95°C inkubiert. Nach 2-minutiger Zentrifugation mit 20'000 g bei Raumtemperatur konnten 20 pl der
Uberstande auf SDS-Polyacrylamidgele geladen werden.

3.2.2.2  Vorbereitung fiir Lysin-Bio-Gel-Sdule

32221 Vorbereitung der Pellets aus Grosskulturen

Die Pellets wurden in etwa 5 ml Natriumphosphatpuffer pH 8.5 pro g Zellpellet aufgenommen und mit
einer Tablette Complete EDTA-free versetzt. Die suspendierten Zellen wurden 2x mit 20'000 psi in der
~French press® aufgebrochen und anschliessend wahrend 5 Minuten im SonoPlus-Becher auf Eis mit
Ultraschall behandelt. Das viskdse Lysat wurde in ein 50 ml Falconréhrchen transferiert, mit etwa ei-
nem ursprunglichen Zellpelletvolumen Glasperlen versetzt und durch 8x wiederholtes Schitteln auf
dem Vortex wahrend 30 Sekunden und zwischenzeitlichem 30 Sekunden langem Abkuhlen auf Eis ein
letztes Mal aufgebrochen. Nach 15-minitiger Zentrifugation mit 3000 g bei 4°C wurde der Uberstand
4x in 5 | Natriumphosphatpuffer pH 8.5 dialysiert. Die Dialysate konnten direkt auf eine konditionierte
Lysin-Bio-Gel-Saule geladen werden (siehe Kapitel 2.2.2.3.2).

32222 Vorbereitung der Uberstinde aus Grosskulturen

Die Uberstande wurden 4x in 5 | Natriumphosphatpuffer pH 8.5 dialysiert. Die Dialysate konnten eben-
falls direkt auf eine konditionierte Lysin-Bio-Gel-Saule geladen werden.

3.2.2.3 Immunnachweis auf PVDF-Membranen mit ECL Plus

Das ,ECL Plus Western blotting detection® System ist schon in Kapitel 2.2.2.7 naher beschrieben wor-
den. Hier wird nur das optimierte Vorgehen fir den Immunnachweis mit dem Scanner beschrieben:

Waschen: 10 Minuten bei Raumtemperatur mit PBST direkt nach dem Blotten

Blocken: Uber Nacht bei 4°C mit NAP:PBST als 1:1-Gemisch

Antikérper: 60 Minuten bei 4°C mit 1:5000 Anti-hPg (HRP-gekoppelt) in NAP:PBST als 1:1-Gemisch
Waschen:  5x 1 Minute, 2x 15 Minuten, 1x 30 Minuten bei Raumtemperatur mit PBST

Entwickeln: 5 Minuten mit 2 ml ECL Plus A und 50 pl ECL Plus B

Messen: Scanner: 473 nm mit Y520 und 0580
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4 E. coli: Resultate
4.1 NK15 und K15 in pQE-8 und pET-9a

Die Vektoren pQE-8 und pET-9a wurden schon mehrfach in unserem Labor zur Expression von gros-
seren Mengen Protein verwendet [Douglas et al. (2002); Marti et al. (1997); Marti et al. (1994)], insbe-
sondere auch fir die Uberexpression von kleineren Untereinheiten von humanem Plasminogen (hPg)
wie in der Einleitung ndher erldutert. Die Expression der Gene in pQE-8 Vektoren erfolgte in
M15[pREP4] oder SG13009[pREP4] Zellen, Gene in pET-9a Vektoren hingegen in BL21(DE3) Zellen.
Die rekombinanten Proteine trugen im Falle einer Expression mit pQE-8 eine N-terminale Polyhistidin-
sequenz, einen sogenannten ,His-tag“, wahrend in pET-9a exprimierte Proteine mit einem N-ter-
minalen Methionin begannen. Somit standen fiir die Reinigung der aus pQE-8 uberexprlmlerten Pro-
teine zwei Arten von Affinitadtschromatographie zur Verfiigung, namlich Bindung an eine Ni® *-haltige
Matrix, beziehungsweise an Lysin-Bio-Gel, fir Proteine aus pET-9a hingegen nur die Chroma-
tographie an Lysin-Bio-Gel. Die pET-9a Konstrukte wurden nicht weiter verandert, die pQE-8 Kon-
strukte wurden jedoch so ausgestattet, dass nach erfolgter Proteinreinigung die Moglichkeit bestand,
den unerwiinschten N-terminalen Teil mittels Faktor Xa wegzuschneiden, um Proteine mit natlrlichem
N-Terminus herzustellen. Diese Protease wurde ausgewahlt, weil man in friheren Experimenten mit
Fragmenten von hPg gute Erfahrungen gemacht hatte [S6hndel et al. (1996); Marti et al. (1994)]. Zwe|
der insgesamt vier Konstrukte begannen mit dem N- termlnalen Peptid (NTP), d.h. mit Glutaminsaure’,
und enthielten die 5 Kringel K1 - K5 bis zum Alanin®®. Die anderen zwei Konstrukte hatten zwar den
gleichen C- Termlnus starteten aber ohne NTP mit dem ersten Kringel bei Tyrosm Diese Aminosau-
re wurde dem Lysm welches den N-Terminus des naturlichen Lys-Plasminogens darstellt, vorgezo-
gen, da ein endstandlges Lysin durch Wechselwirkungen mit den Lysinbindungsstellen (LBS) der
Kringel vor allem Bindungsstudien und die Messung von Dissoziationskonstanten, SOWIe aIIenfaIIs die
Isolation hatte stéren kdnnen [Rijken und Sakharov (2001)]. Zudem entsprach Tyrosm gerade der
5’-terminalen Exongrenze des Exons 4 des hPg. Wie in Figur 4.1 dargestellt, werden nachfolgend die
Gene immer als NK15pQE-8, K15pQE-8, NK15pET-9a beziehungsweise K15pET-9a, die daraus re-
sultierenden Proteine als HXNK15, HXK15, NK15 respektive K15 bezeichnet.

Promotor ~ Start BamHI NK15pQE-8 Mfel 2x Stop BamH|
pQE-8 > m—— /TG GGATCC CAATTG TAGTAAGGATCC— pQE-8
[MRGS|HHHHHHIGS] [E- NTP + K1 + K2 + K3 + K4 + K5 A™
His-tag HXNK15
Promotor  Start BamH| K1 SPQE'B Mfel 2x StopBamH|
pQE-8 = m—— /7 GGATCC CAATTG TAGTAAGGATCC—— pQE-8
[MRGS [HHHHHH|GS] [Y® K1 + K2 + K3 + K4 + K5 A™|
His-tag HXK15
Promotor Ndel Start NK15PET—98 AlwNI 2x Stop BamHI
pET-9a - m— CATATG CAGNNNCTG ————————TAGTAAGGATCC »pET-9a
[VM[ET NTP + Ki + K2 + K3 + K4 + K5 A™]|
NK15
Promotor NdelStart K15pET-9a AwNI 2x Stop BamH|
pET-92 - m—— CATATG ———————————————— CAGNNNC TG ————————TAGTAAGGATCC » pET-9a
lnllY K1 + K2 + K3 + K4 + K5 A™|
K15

Figur 4.1: DNA-Konstrukte und ihre Proteine. NK15pQE-8: Gen von NTP bis K5 in pQE-8. HXNK15: Pro-
tein von NTP bis K5 mit N-terminalem ,,His-tag™ und Faktor Xa (FXa) Schnittstelle. K15pQE-8: Gen von K1
bis K5 in pQE-8. HXK15: Protein von K1 bis K5 mit N-terminalem ,,His-tag® und Faktor Xa Schnittstelle.
NK15pET-9a: Gen von NTP bis K5 in pET-9a. NK15: Protein von NTP bis K5 mit N-terminalem Methionin.
K15pET-9a: Gen von K1 bis K5 in pET-9a. K15: Protein von K1 bis K5 mit N-terminalem Methionin.
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4.1.1 Molekularbiologie
4111 PCR

Das Plasmid pPLGKG, welches die cDNA des hPg tragt, wurde aus 100 ml Gber Nacht in LB gewach-
senen HB101 Zellen mittels H|Speed Plasmid Midi Kit isoliert. Das in der ,supercoiled“-Form vorlie-
gende Plasmid wurde mit BamHI linearisiert, um die DNA fur die Primer zuganglicher zu machen. Die
Primer wurden vor der PCR mittels ESI-MS auf die richtige Masse hin tberprift (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Massen der Primer mittels ESI-MS ermittelt

Primer Masse theoretisch Masse gemessen

HXNK15 for 13966.0 Da 13965.63 + 2.51 Da
HXK15 for 12963.4 Da 12964.13 £ 1.81 Da
NK15 for 12108.8 Da 12109.13 £ 2.06 Da
K15 for 13040.4 Da 13040.38 + 1.54 Da
HC back 11343.4 Da 11343.56 £ 2.11 Da

Die PCR wurde mit Pfu Polymerase wahrend 35 Zyklen vollzogen und lieferte vier verschiedene
Amplifikate. Diese wurden mittels MinElute” Gel Extraction Kit aus einem Agarosegel von 1.0% iso-
liert, um Primerdimere und Fehlbanden (Figur 4.2), sowie den PCR Puffer zu eliminieren.

bp Marker NK15pET-9a NK15pQE-8 K15pET-9a K15pQE-8

4072 3054 —%

2036 <«— Fehlbande
1636 — : <«— Amplifikat

1018 —» -
- -ir <—Fehlbande

517 /1 506 —» =

YY

- W < Primerdimere

Figur 4.2: PCR-Amplifikate. Marker: 1 kbp DNA Grossenstandard. NK15pET-9a: 1659 bp. NK15pQE-8:
1665 bp. K15pET-9a: 1422 bp. K15pQE-8: 1428 bp.

4.1.1.2 Ligation und Transformation

Aus 100 ml Gber Nacht in LB gewachsenen JM109 und LR2/168 Zellen wurden mittels HiSpeed™
Plasmid Midi Kit die Vektoren pET-9a respektive pQE-8 isoliert. Das Plasmid pET-9a wurde mit Ndel
und BamHI verdaut, pQE-8 jedoch nur mit BamHI. Beide Vektoren wurden fir die Ligation mittels
MinElute™ Gel Extraction Kit aus einem Agarosegel von 0.7% isoliert und mit SAP dephosphoryliert.
Die vier PCR-Amplifikate wurden ebenfalls entsprechend mit BamHI und fir die Ligation mit pET-9a
noch zusatzlich mit Ndel verdaut. Nach der Reinigung mittels MinElute™ Gel Extraction Kit wurden die
PCR-Amplifikate mit dem entsprechenden Plasmid in einen Ligationsansatz gegeben und zur Reak-
tion stehen gelassen. Chemisch-kompetente XL1-Blue Zellen wurden mit den Ligationsanséatzen
transformiert und Uber Nacht auf LB-Agar Platten wachsen gelassen. Nur die Transformation mit den
pET-9a Ligationsansatzen fuhrte zu einigen wenigen Kolonien, deren Plasmide das gewlnschte PCR-
Produkt eingebaut hatten. Die Transformation mit den pQE-8 Ligationsansatzen war jedoch ergebnis-
los. Deshalb wurde, um diese Konstrukte zu erhalten, mit neuen pQE-8 Ligationsansatzen eine
Elektroporation mit elektrokompetenten XL1-Blue Zellen durchgefihrt. Diesmal fanden sich mehrere
Kolonien mit den gewilinschten Konstrukten. Von den V|er Plasmid-tragenden Zellvarianten wurde je
eine 100 ml Ubernacht-Kultur angesetzt, mittels H|Speed Plasmid Midi Kit die Zellen aufgeschlossen
und die Plasmide isoliert. Chemisch-kompetente BL21(DE3) Zellen wurden mit den pET-9a Konstruk-
ten transformiert, M15[pREP4] Zellen mit den pQE-8 Konstrukten.

Die mittels H|Speed Plasmid Midi Kit isolierten Plasmide NK15pET-9a und K15pET-9a wurden mit
drei Restriktionsansatzen (Figur 4.3) auf ihre Richtigkeit Uberprift. Mit Ndel wurden die Plasmide li-
nearisiert, mit Ndel und BamH]I konnten die ,Inserts* nachgewiesen werden, und mit AIwNI konnte die
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Richtung der ,Inserts” bestatigt werden, sowie Mehrfachinsertionen ausgeschlossen werden. Eben-
falls mit drei Restriktionsansatzen (Figur 4.4) konnten die mittels HiSpeed " Plasmid Midi Kit isolierten
Plasmide NK15pQE-8 und K15pQE-8 analysiert werden. Mit Ndel wurden die Plasmide linearisiert,
mit BamHI konnten die ,Inserts® nachgewiesen werden, und mit Mfel konnte die Richtung der ,Inserts*
bestimmt werden, sowie Mehrfachinsertionen ausgeschlossen werden. Alle vier Plasmide wurden mit
Standardprimern, auf die Promotorregionen passend, sequenziert. Damit konnte die fehlerfreie Se-
quenz der ,Inserts“ bestatigt werden.

Marker NK1 5pET—9.‘a Marker K1 spET"ga Marker
bp 1 kbp sC Ndel Ndel AlwNl 100 bp AlwNI  Ndel Ndel sC 1 kbp bp
BamH| BamH|
8144 =] -
6108 LE — — -— !
5000 —>  ‘— —
4072 — -  — — [y——
— —
3054 — > — e = pe—
2036 ——  — —
1636 —> —' — — < 1500
1018 — > — 1000
] 3F— 904y
p—§ <— %00
506 /517 —> w— -— - 500
= - — - <«— 400
- <— 300
— B 4—— 200
—— <« 100

Figur 4.3: Restriktion von NK15pET-9a und K15pET-9a. Marker 1 kbp: 1 kbp Grossenstandard. Marker
100 bp: 100 bp Grossenstandard. NK15pET-9a: sc: ,,supercoiled”, Ndel: 5942 bp, Ndel / BamHI: 4302 /
1640 bp, A/wNI: 3386 / 2556 bp. K15pET-9a: AiwNI: 3150 / 2556 bp, Ndel / BamHI: 4302 / 1404 bp, Ndel:
5706 bp, sc: ,,supercoiled.

NK15pQE-8 K15pQE-8
Ndel Marker Ndel bp Marker BamH| BamH| Marker Marker Mfel Mfel  Marker bp
1 kbp 1 kbp 1kbp 100 bp 100 bp

L E T
| = eve
3054 —»-| . — - e —
2036 —» —

1636 ,_“--

—
» 1018 - — a— —
; 506 1 517 ——> . —
e
—

\

\'\\\\\

e
)

5
C FE FREH

T.l.l.l.ll
]
2|38
clo|lo
&
888
(=1

--H-""H-\..

-

Figur 4.4: Restriktion von NK15pQE-8 und K15pQE-8. Marker 1 kbp: 1 kbp Grossenstandard. Marker
100 bp: 100 bp Grossenstandard. NK15pQE-8: Ndel: 5080 bp, BamHI: 3427 / 1653 bp, Mfel: 3964 / 1116 bp.
K15pQE-8: Ndel: 4843 bp, BamHI: 3427 / 1416 bp, Mfel: 3964 / 879 bp.

4.1.2  Proteinchemie
4.1.2.1  Expression im Kleinansatz

In 5 ml LB wurden die vier sequenzierten Klone lber Nacht angezogen und fir die Expression in
100 ml LB uberfihrt. Nach 3 Stunden Wachstum wurden die Zellen induziert und weitere 3 Stunden
inkubiert. Die Analyse der entnommenen Proben vor der Induktion und nach 3 Stunden Expression
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wurde mit SDS-PAGE (Figur 4.5) und Immunoblotting durchgefiihrt. Bei keinem der Klone konnte eine
eindeutige Uberexpression des Proteins der gewlinschten Grésse nachgewiesen werden. Auch die
Analyse von weiteren nicht-sequenzierten Klonen ergaben keine eindeutigeren Resultate.

w
(s3]
=~

kDa Marker 1 2 3 4 8 Marker

97 —»- e

N
L 5@

Ity i

f
(]

=
-
e

Figur 4.5: SDS-PAGE zum Nachweis der Uberexpression im Kleinansatz. Marker: SDS-PAGE Grossenstan-
dard. Bahnen 1, 3, 5, 7: Vor der Induktion. Bahnen 2, 4, 6, 8: Nach 3 Stunden Expression. Bahnen 1 und 2:
NK15. Bahnen 3 und 4: K15. Bahnen 5 und 6: HXNK15. Bahnen 7 und 8: HXK15.

Wurden exprimierte pET-9a Konstrukte in BL21(DE3) Zellen unter nicht-denaturierenden, d.h. nativen
Bedingungen aufgeschlossen und Uber eine Lysin-Bio-Gel Sdule chromatographiert, wurde kein oder
zumindest keine nachweisbare Menge Protein spezifisch gebunden. Dies liess den Schluss zu, dass
die Proteine NK15 und K15 entweder nicht produziert wurden, oder aber als sogenannte ,inclusion
bodies” in den Zellen aggregiert waren. Im letzteren Fall musste davon ausgegangen werden, dass
die Proteine nicht richtig gefaltet waren; denn bereits einzelne Kringel, welche durch rekombinante
Expressionen aus E. coli gewonnen wurden, mussten, um biologisch aktives Material zu erhalten, in
vitro zuriickgefaltet werden [siehe beispielsweise Marti et al. (1997)].

Die denaturierend isolierten Lysate von M15[pREP4] Zellen, die die exprimierten pQE-8 Konstrukte
enthielten, hatten den Vorteil, dass sie im Gegensatz zu NK15 und K15 ohne Rickfaltung an einer
Ni-Chelat Saule chromatographiert werden konnten. Demnach wurden die Lysate mittels Ni-NTA Spin
Kit gereinigt und mit RP-HPLC analysiert. Hierbei konnte bei beiden Konstrukten je ein kleiner breiter
inhomogener Peak entdeckt werden, was auf wenig Protein in verschiedenen Faltungszustanden hin-
deutete.

Aus diesen Grunden wurde die Isolation von HXNK15 und HXK15 gegenuber jener von NK15 und
K15 als erfolgversprechender betrachtet und mit grosseren Ansatzen in Angriff genommen. Zudem
wurde versucht mit Ubernacht-Expressionen bei Raumtemperatur statt bei 37°C mehr Protein herzu-
stellen. Frank (2002) konnte namlich fir den in der Grosse vergleichbaren a,-Plasmininhibitor zeigen,
dass bei grésseren Proteinen dadurch die Ausbeute gesteigert werden konnte. Die fiir E. coli nicht
physiologische Raumtemperatur vermag in gewissen Fallen die Proteinaggregation in ,inclusion bo-
dies“ zu verhindern, indem die Ausbildung von ,Chaperons” induziert wird und damit eine korrekte
Ruckfaltung des exprimierten Proteins die Folge sein kann [Baneyx (1999); Makrides (1996)].

4.1.2.2 Expression im Grossansatz

Um aus 2 | Kulturen die Proteine HXNK15 und HXK15 isolieren zu kénnen, wurden zunachst je 5 ml
LB mit den verschiedenen M15[pREP4] Zellstammen inokuliert und nach 8 Stunden in 100 ml LB
Uberimpft. Mit diesen Ubernacht-Kulturen wurden je 2 | LB angeimpft und nach 5 Stunden Inkubation
die Zellkulturen induziert. Nach der Ubernacht-Expression bei 20°C wurde das Abtropfgewicht be-
stimmt, welches jeweils ca. 4 g/l Kultur entsprach. Die Zellen wurden denaturierend lysiert und mittels
einer mit Ni**-beladenen HiTrapm Chelating HP S&ule auf dem AKTA prime System pH-abhangig
chromatographiert. Das Eluat wurde mit DTT vollstandig reduziert und anschliessend unter langsamer
Zugabe von oxidiertem und reduziertem Glutathion in vitro zurlickgefaltet, sowie dialysiert. Das zu-
ruckgefaltete Dialysat wurde mittels einer Lysin-Bio-Gel Saule als zweitem Reinigungsschritt chroma-
tographiert und sauer dialysiert. Die Reinigung der beiden Proteine wurde mittels RP-HPLC (Figuren
4.6 und 4.7) analysiert. Die Ausbeuten der Lyophilisate nach Reinigung ber Lysin-Bio-Gel Saule be-
trugen hochgerechnet 0.4 mg/l Kultur im Falle von HXNK15, bei HXK15 sogar 0.5 mg/I Kultur.
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HXNK15

RP-HPLC
20 nach
Ni*-HiTrap

RP-HPLC
nach
Ruckfaltung

] 2
. RP-HPLC
ol nach
Lysin-Bio-Gel

s 10 15 20 25 £ 35 0 a5 min

Figur 4.6: Analyse von HXNK15 mittels RP-HPLC in Gegenwart von 0.1% TFA bei 210 nm. Chroma-
togramm 1: Eluat nach der Reinigung mittels Ni**-beladener HiTrap  Chelating HP Siule auf dem AKTA prime
System, Retentionszeit des Hauptpeaks: 24.0 min. Chromatogramm 2: Dialysat nach der Riickfaltung, Reten-

tionszeit: 21.8 min. Chromatogramm 3: Eluat nach der Reinigung mittels Lysin-Bio-Gel Séule, Retentionszeit:
21.8 min.
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RP-HPLC
nach
Ni*-HiTrap

g
#24 sj

17 75 o032

RP-HPLC
nach
Rickfaltung

RP-HPLC
nach
Lysin-Bio-Gel

s 10 15 20

2 20

a0 a5 min

Figur 4.7: Analyse von HXK15 mittels RP-HPLC in Gegenwart von 0.1% TFA bei 210 nm. Chroma-
togramm 1: Eluat nach der Reinigung mittels Ni*"-beladener HiTrap" Chelating HP Siule auf dem AKTA prime
System, Retentionszeit des Hauptpeaks: 22.0 min. Chromatogramm 2: Dialysat nach der Riickfaltung, Reten-
tionszeit des Hauptpeaks: 19.7 min. Chromatogramm 3: Eluat nach der Reinigung mittels Lysin-Bio-Gel Séule,

Retentionszeit des Hauptpeaks: 19.8 min.
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Im Falle von HXNK15 (Figur 4.6) konnten nach der Reinigung auf einer Ni**-beladenen Séule mehrere
einander Uberlagernde Peaks beobachtet werden. Zwar hatte der ,His-tag“ gebunden, aber das iso-
lierte Protein war nicht homogen gefaltet. Nach der Riickfaltung wurde ein einzelner Peak beobachtet,
jedoch immer noch mit einer kleinen Schulter. Diese ging nach dem zweiten Reinigungsschritt mittels
Lysin-Bio-Gel Saule fast ganzlich verloren. Zusatzlich fand eine Verschiebung der Retentionszeit statt,
wenn man die Chromatogramme vor und nach der Rickfaltung verglich. Dies wurde schon mehrfach
bei der denaturierenden Isolation und Ruickfaltung von Kringeln beobachtet [siehe z.B. Douglas et al.
(2002)] und konnte daher als positiver Hinweis zur korrekten Ruckfaltung betrachtet werden. Der Ef-
fekt dirfte von der sich andernden Hydrophobizitat an der Oberflache des Proteins herrtihren.

Etwas anders sah es mit der Isolation des anderen Proteins HXK15 (Figur 4.7) aus. Nach dem ersten
Reinigungsschritt durch Affinitat des ,His-tags® an Nickel konnten ebenfalls mehrere einander tberla-
gernde Peaks beobachtet werden. Allerdings verbesserte sich das Bild nur unwesentlich nach Rick-
faltung und selbst nach Reinigung Uber eine Lysin-Bio-Gel Saule. Allerdings konnte auch hier eine
Verschiebung zu kirzeren Retentionszeiten beobachtet werden.

Aus den ESI-MS Massenspektren beider Proteine gingen keine fiir Proteine charakteristische ,Enve-
lopen“ hervor, aus welchen sich Massen hatten berechnen lassen. Zudem betrug der durch Amino-
saureanalyse bestimmte Proteingehalt, unter Annahme, dass es sich nur um das richtige Protein han-
delte, lediglich 10%. Jedoch ergab die Sequenzierung nach Edman von beiden Proben die gesuchte
Aminosaurensequenz, die an flnfter Stelle den ,His-tag®, an dreizehnter Stelle die Erkennungsse-
quenz fur den Faktor Xa und anschliessend Glutaminsaure' respektive Tyrosin80 beinhaltete. Hinge-
gen ergab die Analyse mittels SDS-PAGE und Immunoblotting (Figur 4.8) bei HXNK15 mehrere relativ
breite Banden, sowie eine schwache Bande um 70 - 75 kDa. Im Falle von HXK15 waren nur Banden
unterhalb des Bereichs des gesuchten Proteins beobachtbar.

Aufgrund dieser Befunde, aber vor allem wegen der RP-HPLC Chromatogramme und der Immu-
noblots der beiden Proteine, wurde entschieden, nur noch mit dem Protein HXNK15 weitere Experi-
mente durchzufiihren. Dabei wurde versucht, der Fragmentierung, wie sie auf dem SDS-PAGE zu
sehen war, beizukommen und die Frage zu klaren, ob es sich dabei um proteolytische Prozesse han-
delte oder ob schon bei der Translation verschieden lange Produkte gebildet wurden.

kDa 1 2 kDa
97 —» ' <97
66 —» , <—66
43— B <43
29 —» ‘ <29
20 —» <20
14— < 14

Figur 4.8: Immunoblot Analyse von HXNK15 und HXK1S. Bahn 1: HXNKI15. Bahn 2: HXK15.

4.1.2.3  Versuche zur Optimierung der Isolationsmethoden

Um die sehr geringen Ausbeuten zu verbessern, wurden diverse Optimierungen und Anderungen
ausprobiert, allerdings ohne Erfolg. Die sogenannte native Isolation ohne Verwendung denaturieren-
der Agentien, wie bei der Isolation des a,-Plasmininhibitors aus E. coli verwendet [Frank (2002)], war
erfolglos, sowohl iiber Ni**-beladene HiTrap" Chelating HP Saule, als auch Uber Lysin-Bio-Gel. Die
konsequente Verwendung von 5 mM 2-Mercaptoethanol (HSEtOH) im ganzen denaturierenden Isola-
tionsverfahren, um die Proteine und ihre ,His-tags® vollstandig offenkettig zu halten, brachte auch
keine verbesserte Bindung an die Ni-Chelat Saule. Die Verkiirzung des ganzen Isolationsverfahrens
auf einen einzigen Tag, mit denaturierendem Aufschluss unter Verwendung von 2-Mercaptoethanol
und Rickfaltung auf der Ni**-beladenen HiTrap Chelating HP Saule des AKTA prime Systems,
brachte ebenfalls keine Verbesserung. Allerdings konnte diese Methode erfolgreich bei der Isolation
von rekombinantem K3 und NK1 angewandt werden, wo sich auch zeigte, dass das Umstellen von
Gu-Puffer (Gu-HCI-Puffer mit 2-Mercaptoethanol, siehe Kapitel 2.2.1.4) auf Urea-Puffer (Harnstoff-
Puffer mit 2-Mercaptoethanol, siehe Kapitel 2.2.1.4) vor der Ruckfaltung einen eindeutig positiven
Einfluss auf die Reinheit der Proteine hatte. Die Versuche sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.
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Tabelle 4.2: Versuche zur Optimierung der Isolationsmethoden

Angewandte Methoden Resultate
1 Nativer Aufschluss Chromatogramm: Kleiner Peak
(2.2.2.1.3) Immunoblot: Nur kleine Fragmente
Native Reinigung auf Ni-Chelat RP-HPLC: Mehrere kleine Peaks
(2.2.2.2.4) MS: Nicht auswertbar
2 Nativer Aufschluss (2.2.2.1.3) Chromatogramm: Kein Peak
Reinigung auf Lysin-Bio-Gel (2.2.2.3.2)
3 Denaturierender Aufschluss Chromatogramm: Grosser Peak
(2.2.2.1.2) + HSEtOH Immunoblot: Bande richtiger Grosse + kleine Fragmente
pH-Reinigung auf Ni-Chelat RP-HPLC: 1 Peak
(2.2.2.2.2) + HSEtOH MS: Nicht auswertbar
4 Denaturierender Aufschluss Chromatogramm: Grosser Peak
(2.2.2.1.2) + HSEtOH Immunoblot: Bande richtiger Grosse + kleine Fragmente
Ruckfaltende Reinigung auf Ni-Chelat ~RP-HPLC: 1 Peak + mehrere kleine Peaks
(2.2.2.2.3) MS: Nicht auswertbar

4.1.2.4  Analyse von HXNK15 aus dem besten Grossansatz

All die vorangehenden Versuche, die Fragmentierung des Proteins durch schnellere Isolation und
Reinigung zu unterdricken, fruchteten nicht. Demnach waren fir das Auftreten der Proteinfragmente
kaum die proteolytischen Prozesse wahrend der Isolation verantwortlich, denn selbst unter Zugabe
von Proteaseinhibitoren wurden keine besseren Resultate erzielt. Vielmehr schienen die Fragmente
bereits bei der Translation zu entstehen, weil moglicherweise entscheidende Sequenzen der mRNA
wegen deren stabilen 3D-Struktur schlecht zuganglich waren. Vielleicht war auch der ,codon usage*
von E. coli ungeeignet flir das humane Gen, sodass, weil gewisse Codons und deren tRNAs in E. coli
sehr selten sind, dies zur frihzeitigen Termination oder einem ,frame shifting” fihrte [Rosenberg et al.
(1993)].

Deshalb wurde das NK15pQE-8 Konstrukt neu in E. coli SG13009[pREP4] kloniert. Der von
Gottesman et al. (1981) beschriebene Stamm konnte namlich gewisse in M15[pREP4] schwer zu
exprimierenden Proteine in grosseren Mengen herstellen. Die Analyse mittels SDS-PAGE und Immu-
noblotting unmittelbar nach dem Ernten der wahrend 3 Stunden induzierten Zellen ist in Figur 4.9 dar-
gestellt. Eine intensive Bande um 70 - 75 kDa hatte das gesuchte Protein HXNK15 sein kénnen. Die-
se abgeschatzte Masse war zwar grosser als die theoretische Masse von 63 kDa, doch wurde schon
verschiedentlich in unserem Labor eine Verlagerung zu grésseren Massen beobachtet, wenn Kringel
auf SDS-PAGE aufgetrennt wurden [von Haller (1999)]. Zusatzlich zu dieser Bande waren vor allem
im niedermolekularen Bereich etliche weitere Banden zu sehen, was auf mdgliche kiirzere Fragmente
hindeutete.

kDa Marker 1 2 Marker kDa
97 -« 97
66 66
43 43
29 -« 29
20 « 20
14 « 14

Figur 4.9: SDS-PAGE und Immunoblot von SG13009[pREP4] mit dem NK15pQE-8 Konstrukt. Marker:
SDS-PAGE Grossenstandard. Bahn 1: SDS-PAGE Analyse vor der Induktion. Bahn 2: SDS-PAGE Analyse
nach 3 Stunden Induktion. Bahn 3: Immunoblot Analyse vor der Induktion. Bahn 4: Immunoblot Analyse nach
3 Stunden Induktion.
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In einer neuen Expression in 1 | LB wurde versucht, genigend und reines Material herzustellen, um
davon zumindest die genaue Masse mittels ESI-MS bestimmen zu kénnen. 5 ml LB wurden mit den
Zellen inokuliert und wahrend 8 Stunden angezogen. 100 ml LB wurden 1:100 mit dieser Starterkultur
angeimpft und Uber Nacht wachsen gelassen. Mit 30 ml wurde schliesslich 1 | LB angeimpft, fur
5 Stunden inkubiert und Uber Nacht bei Raumtemperatur induziert. Die Lyse der Zellen wurde wah-
rend einer Stunde bei Raumtemperatur mit Gu-HCI-Puffer durchgefiihrt und der Uberstand Uber eine
mit Ni**-beladene HiTrap™ Chelating HP Saule auf dem AKTA prime System pH-abhangig chroma-
tographiert (Figur 4.10). Das Eluat wurde mit DTT reduziert und mit reduziertem sowie oxidiertem
Glutathion zurlckgefaltet. Nach 5 Dialysen in Natriumphosphatpuffer wurde das Dialysat mittels Lysin-
Bio-Gel Saule chromatographiert (Figur 4.10). Das Eluat wurde in leicht saurem Wasser dialysiert und
lyophilisiert.

HXNK15
AU AU
1.0 1.0
0.5 — 0.5
3
5 ; 9 10
. 6
5 . vl v
4 8
0 Ni2+-HiTrap 4C|]0 ml 0 Lysin-Bio-GeI 1(|JO ml

Figur 4.10: Darstellung von Affinititschromatogrammen Ni**-beladener HiTrap™ Chelating HP Siule und
Lysin-Bio-Gel Siule. Chromatogramm 1: Chromatogramm auf Ni*'-Chelat Siule. Punkt 1: Siule dquilibriert
mit Gu-HCl-Puffer pH 8.5. Punkt 2: Zelllysat laden und S&ule waschen mit Gu-HCI-Puffer pH 8.5. Punkt 3:
Saule waschen mit Gu-HCI-Puffer pH6.3. Punkt 4: Séule waschen mit Gu-HCI-Puffer pH 5.9. Punkt 5: Eluieren
mit Gu-HCI-Puffer pH 4.5. Punkt 6: Ende des Chromatogramms. Chromatogramm 2: Chromatogramm auf Ly-
sin-Bio-Gel Saule. Punkt 7: Sdule dquilibriert mit Natriumphosphatpuffer pH 8.5. Punkt 8: Dialysat laden und
Sdule waschen mit Natriumphosphatpuffer pH 8.5. Punkt 9: Eluieren mit 200 mM 6-AHA in Natriumphosphat-
puffer pH 8.5. Punkt 10: Ende des Chromatogramms. Die roten Bereiche wurden gesammelt und weiterverarbei-
tet.

Die Ausbeute war sehr gering und betrug etwa 200 pg/l Kultur. Das RP-HPLC wurde in Gegenwart
von 0.5% Ameisensaure statt 0.1% TFA durchgefuhrt, weil sich durch letzteres schon mehrfach eine
Signalunterdriickung (,Quenching“) im ESI-MS manifestierte, wenn man das Eluat direkt einspritzte.
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Das RP-HPLC Chromatogramm (Figur 4.11) zeigte im wesentlichen 1 Peak mit einer kleinen vorgela-
gerten Schulter, was mdglicherweise von inhomogenem Material herriihrte. Die N-terminale Sequen-
zierung nach Edman lieferte hingegen eine eindeutige Sequenz mit sehr geringen Verunreinigungen
(Tabelle 4.3). Im Gegensatz dazu betrug unter Annahme, dass das gemessene Material hauptsachlich
aus dem ganzen Protein HXNK15 bestand, der Gehalt aus der Aminosaurenanalyse lediglich 4.3%.
Dies liess vermuten, dass es sich bei der Probe zwar um HXNK15 handelte, jedoch verschieden lange
Fragmente isoliert werden konnten, die allesamt mit dem N-Terminus anfingen. Diese Theorie wurde
schliesslich durch die Analyse mittels SDS-PAGE und Immunoblot, sowie einer Messung des RP-
HPLC-Eluats mittels ESI-MS bestatigt (Figur 4.11). Demnach bestand die Probe nur zu einem Bruch-
teil aus dem ganzen Protein HXNK15, der identifizierbare Hauptbestandteil setzte sich vor allem aus
einem NTP-Fragment bis zum Leucin™ und einem NTP + K1-Fragment bis zur Glutaminsaure'® zu-
sammen, wobei die Zahlen der Nummerierung von hPg entsprechen.

. § HXNK15 D
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29 —»|
P g |
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13:40:17 Proteinanalytik

040402-01 1 (1.293) Sm(Mn, 2x15.15),
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Figur 4.11: Analyse von HXNK15. Oben links: RP-HPLC Chromatogramm in Gegenwart von 0.5% Ameisen-
sdure bei 280 nm, Retentionszeit: 18.5 min. Oben rechts: Immunoblot. Unten: Massenspektrum gemessen mittels
ESI-MS, Hauptmassepeaks: 10239.00 + 0.63 Da, 20791.63 £ 3.64 Da und 63207.00 £ 2.94 Da.

Aus dem Massenspektrum konnten zwei Fragmente der Groésse 20'791.63 + 3.64 Da respektive

10'239.00 + 0.63 Da erkannt werden, die dem N-terminalen Peptid mit dem ersten Kringel (M - E'®®),
sowie nur dem NTP (M"16 - L74) zugeordnet werden konnten. Diese beiden Massen stimmten relativ
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gut mit den theoretischen Werten Uberein, doch im Gegensatz dazu war der Peak bei 63'207.00
2.94 Da sehr breit, wodurch eine genaue Bestimmung fast nicht mdglich war. Es war aber mit an Si-
cherheit grenzender Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dass es sich um das ganze Protein HXNK15
handelte. Da die beiden Fragmente den grdssten Teil der gemessenen Probe ausmachten, ist es nun
klar, warum nur eine einzige Sequenz identifiziert werden konnte und weshalb der Gehalt so tief war.
Das Ganze wurde durch den Immunoblot bestatigt. Die Resultate sind in Tabelle 4.3 zu finden.

Tabelle 4.3: Zusammenfassung der analytischen Resultate

ESI-MS: gemessen theoretisch
63207.00 + 2.94 Da 63108.13 Da M'® - A>*? (HXNK15)
26320.88 + 7.06 Da -
20791.63 + 3.64 Da 20791.08 Da M"® - E'®® (HX + NTP + K1)
17273.13 £ 0.84 Da -
10239.00 + 0.63 Da 10239.49 Da M - L™ (HX + NTP)
16951.63 £ 1.32 Da 16951.48 Da (Referenz Myoglobin)
N-terminale Sequenzierung: MRGSHHHHHHGSIEGREPLDDY
Gehaltsbestimmung: 4.3%
RP-HPLC: 18.5 min (mit 0.5% Ameisensaure)
Immunoblot: schwache Bande bei 70 - 75 kDa
verschiedene niedermolekulare Banden
Ausbeute: 200 pg/l Kultur

4.1.2.5  Expression mit /n vitro Transkriptions- / Translationssystemen

Zur in vitro Expression wurden zwei verschiedene Kits verwendet, wobei das prokaryontische System
aus E. coli, das eukaryontische System aus Kaninchen-Reticulocytenlysat stammte. Beide Systeme
dienen der in vitro Transkription / Translation in einem einzigen Ansatz und sind fir Vektoren geeig-
net, die das zu exprimierende Gen nach einem T7 Promotor eingefligt haben. Dies traf auf die beiden
Konstrukte NK15pET-9a und K15pET-9a in BL21(DE3) zu, welche nach den misslungenen Kleinan-
satzen nicht mehr weiterverfolgt worden waren. Mit den beiden Kits konnte nun die Transkription des
Vektors und die Translation der mRNA in radioaktives Protein, mittels Zugabe von **S-Methionin,
Uberprift werden, wie dies in Figur 4.12 gezeigt ist.

1 2 3 4 kDa 5 6 7 8

. «— 97—
<«— 66 —>»

<« 29 —>»
f<«— 20— &
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Figur 4.12: In vitro Transkription / Translation von NK15pET-9a und K15pET-9a autoradiographisch
detektiert. Bahnen 1 - 4: E. coli T7 S30 Extract System for Circular DNA. Bahnen 5 - 8: TNT® Quick Coupled
Transcription / Translation System from Rabbit Reticulocyte Lysate. Bahn 1: keine DNA. Bahn 2: Luciferase
(Referenz). Bahn 3: NK15. Bahn 4: K15. Bahn 5: K15. Bahn 6: NK15. Bahn 7: Luciferase (Referenz). Bahn 8:
keine DNA.
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Im prokaryontischen Expressionssystem waren sowohl bei der Referenz als auch bei den beiden
Konstrukten mehrere intensive Banden zu beobachten. Die exprimierte Luciferase bei 65 kDa (theore-
tisch 61 kDa) entsprach in etwa den Erwartungen, sowie den Angaben und autoradiographischen
Bilder des Produktvertreibers, auch was die zusatzlichen kleineren intensiven Banden betraf. Im Falle
von NK15 konnte eine sehr intensive Doppelbande bei 60 - 75 kDa (theoretisch 61 kDa) erkannt wer-
den, die zusammen mit weiteren kleineren intensiven Banden auf eine Expression von verschiedenen
Proteinfragmenten hindeutete. Das Selbe war der Fall mit dem Konstrukt fir K15, wo ebenfalls eine
Doppelbande bei 55 - 70 kDa (theoretisch 52 kDa) beobachtet werden konnte.

Im eukaryontischen Expressionssystem waren sowohl fir die Referenz als auch fir die beiden Kon-
strukte je eine intensive Bande zu sehen. Fir die Luciferase lag sie bei 70 kDa (theoretisch 61 kDa),
fur NK15 bei 70 kDa (theoretisch 61 kDa) und fur K15 bei 65 kDa (theoretisch 52 kDa). Offensichtlich
wurde durch das System eine generelle Verschiebung zu etwas grésseren Massen beziglich des
SDS-PAGE Grossenstandards verursacht. Demnach waren die beiden Konstrukte in Ordnung und
fuhrten mittels einem héheren eukaryontischen Transkriptions- / Translationssystem ohne weiteres zur
Produktion der entsprechenden Proteine NK15 und K15.

Mit diesem Vergleichsexperiment von prokaryontischem und eukaryontischem Expressionssystem
konnten die Erfahrungen bezliglich der Expression der schweren Kette von hPg in E. coli belegt und
untermauert werden, wahrend die Expression in einem héheren eukaryontischen System offensicht-
lich weit weniger Probleme bot. Aufgrund der Aufgabenstellung bezliglich Herstellung von *N- und
3C-markiertem Material kam letzteres aber eindeutig nicht in Frage wie in der Einleitung beschrieben.
Einzig in Hefe kénnte die Expression der Konstrukte versucht werden, da es sich um einen niederen
eukaryontischen Organismus handelt und es relativ einfach ware markierte Proteine herzustellen.
Dies wurde schliesslich in P. pastoris, eine Expressionshefe, ausprobiert (siehe Kapitel 5).

4.2 NK1 in pQE-8

4.2.1  Expression von '>N-markiertem NK1

Das Protein NK1 wurde von P. von Haller zum ersten Mal in unserer Gruppe kloniert und erfolgreich in
LB und YT Medien exprimiert. Fur die vorliegende Arbeit wurde nach Douglas et al. (2002) und von
Haller (1999) verfahren und entsprechende Anpassungen vorgenommen, um das Protein NK1 mit N
markieren und in grosseren Mengen produzieren zu kénnen.

Das NK1pQE-8 Konstrukt wurde in BL21(DE3) Zellen transformiert, die das Plasmid pREP4 enthiel-
ten. Das exprimierte Protein NK1 bestand aus einem N-terminalen ,His-tag“ und einer Enterokinase-
schnittstelle. Allerdings wurde in der folgenden Arbeit auf einen Verdau mit Enterokinase verzichtet,
weil schon von von Haller (1999) gezeigt wurde, dass sie zuséatzlich in der Scharnierregion zwischen
NTP und K1 an zwei Stellen (R68 - Met® und K"’ - K78) ebenfalls schnitt. In Figur 4.13 ist das Konstrukt
dargestellt.

Promotor  Start BamHI NK1 pQE'B 2x Stop BamH|
pQE-8 »-me—— /T GGATCC TAATAGGGATCC —p pQE-8
[MRGS|HHHHHHI[GS] [E NTP + K1 E)
His-tag NK1

Figur 4.13: DNA-Konstrukt und dessen Protein. NK1pQE-8: Gen von NTP bis K1 in pQE-8. NK1: Protein
von NTP bis K1 mit N-terminalem ,,His-tag* und Enterokinaseschnittstelle (EK).

In 5 ml LB wurden die Zellen wahrend 8 Stunden angezogen und in 300 ml *N-M9 Medium Uberimpft.
Je 40 ml der Ubernacht-Kultur wurde zu 6x 11 °N-M9 Medium gegeben, wihrend 4.5 Stunden inku-
biert und weitere 5.5 Stunden unter Zugabe von IPTG induziert. Die Zellen wurden zentrifugiert und in
3x 2 | Portionen gesammelt, um diese nacheinander weiterverwenden zu kénnen. Die Zellen wurden
denaturierend Uber Nacht lysiert und der Uberstand auf einer Ni-NTA Saule pH-abhéngig chroma-
tographiert. Das Eluat wurde mit DTT Uber Nacht reduziert, die Proteine mit Glutathion in oxidierter
und reduzierter Form zurlickgefaltet und schliesslich in Natriumphosphatpuffer dialysiert. Im Dialyse-
schlauch war ein weisser Niederschlag erkennbar, der offensichtlich von nicht korrekt gefalteten Pro-
teinen herriihrte. Diese Beobachtung wurde schon mehrfach bei der Riickfaltung von rekombinanten
Kringeln des hPg gemacht [siehe beispielsweise Marti et al. (1994)]. Das abzentrifugierte Dialysat
wurde auf einer Lysin-Bio-Gel Saule chromatographiert. Das mit 6-AHA eluierte Protein wurde sauer
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in mQH,0-pH3.5 dialysiert, wobei der pH mit Ameisensaure eingestellt wurde. Vermutlich trug, wie
unter Kapitel 2.2.2.3.2 ndher erlautert, die Verwendung von Ameisensaure statt Salzsdure wesentlich
zur Steigerung der Ausbeute um das Dreifache bei. De Vos ef al. (1992) zeigten namlich, dass die
Kringel eine Affinitat zu Chloridionen besitzen und damit deren Loslichkeit stark herabsetzen. Das
Dialysat wurde lyophilisiert und fiir die Charakterisierung (Figur 4.14) weiterverwendet. Die Aufarbei-
tung des Proteins wurde mittels RP-HPLC verfolgt. Dabei konnte nach der Riickfaltung eine Verschie-
bung zu kiirzerer Retentionszeit beobachtet werden (siehe auch Kapitel 4.1.2.2).
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Figur 4.14: Charakterisierung von NK1. Oben: RP-HPLC Chromatogramm in Gegenwart von 0.1% TFA bei
210 nm mit einem Gradienten B in A von 0 - 50% in 50 min, Retentionszeit: 40.2 min. Unten: Massenspektrum
gemessen mittels ESI-MS, Peak: 20916.25 + 0.84 Da.

Die Werte in Tabelle 4.4 sind die Resultate aus einem 2 | Ansatz. Fur die restlichen 4 | wurden sehr
ahnliche Werte erhalten. Die gemessene Masse des ESI-MS Spektrums ist kleiner als die theoreti-
sche Masse, da das eingesetzte Ammoniumchlorid nur einen ""N-Mindestgehalt von 98% aufwies.
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Zudem war ein kleiner Peak bei 20°980.38 Da zu finden, der héchstwahrscheinlich ein Addukt eines
niedermolekularen Stoffes an das Protein NK1 darstellte. Die Sequenzierung nach Edman sowie die
Retentionszeit auf dem RP-HPLC entsprachen vollumfanglich den Erwartungen. Die Ausbeute war
hoher als erwartet, denn im Vergleich zur Expression in YT [Douglas et al. (2002)], konnte sie im
'>N-Minimalmedium weiter gesteigert werden. Das mit N markierte Protein NK1 wurde zur weiteren
strukturellen Untersuchung und Strukturaufklarung mittels NMR an die Gruppe von Prof M. Llinas in
Pittsburgh gesandt.

Tabelle 4.4: Charakterisierung von NK1

ESI-MS: gemessen theoretisch
20916.25 + 0.84 Da 20923.16 Da M - E"® (NK1)
16949.75 £ 0.73 Da 16951.48 Da (Referenz Myoglobin)
Markierungsgrad mit "°N: 97.3%
N-terminale Sequenzierung: MRGSH
Gehaltsbestimmung: 67.2%
RP-HPLC: 40.2 min (mit 0.1% TFA, Gradient B in A von 0 - 50% in 50 min)
Ausbeute: 5.6 mg/l Kultur (Lyophilisat)

3.7 mg/l Kultur (reines NK1)

4.2.2  Bestimmung der Bindungskonstanten

Nach obiger Anleitung, aber nach Kultivierung in LB Medium, wurde unmarkiertes Protein NK1 herge-
stellt. Dieses wurde ebenfalls nach obigem Schema charakterisiert, fur gut befunden und fir Bin-
dungsstudien mittels Fluoreszenzmessung eingesetzt. Zum Vergleich wurden zwei weitere rekombi-
nante Konstrukte verwendet, namlich K1 und NTP, die allesamt aus Isolationen stammten, die von
Mitarbeitern unserer Gruppe zu einem friheren Zeitpunkt ausgeflhrt worden waren. Die drei Plasmi-
nogenfragmente wurden mit steigenden Ligandkonzentrationen an 6-AHA inkubiert und davon die
Fluoreszenz bestimmt.

Ausgehend vom freien Ligandakzeptor sollte durch die Titration ein Endwert entsprechend dem Li-
gandakzeptor-Ligand-Komplex erreicht werden, d.h. die Fluoreszenz beschreibt eine Sattigungskurve.
Die Messwerte der Fluoreszenztitrationen wurden auf 1 normiert und beztiglich der jeweiligen Ligand-
konzentrationen dargestellt (Figur 4.15). Dabei konnte bei beiden Messreihen mit K1 und NK1 eine
Sattigungskurve beobachtet werden, wahrend jene mit NTP nahezu einer Gerade entsprach. Dem-
nach war mit K1 und NK1 im idealen Bereich gemessen worden, wahrend im Falle des NTP die Satti-
gung sicherlich noch nicht erreicht war und damit auf eine sehr schwache Wechselwirkung mit dem
Liganden hindeutete.

Zur Berechnung der Bindungskonstanten des Liganden 6-AHA mit den drei Plasminogenfragmenten
wurden die drei Fluoreszenztitrationskurven nach Scatchard (1948) linearisiert (Figur 4.16). Die
Scatchardgleichung basiert auf der allgemeinen Gleichung fiir reversible Bindungen:

Ka
Kd

Ligandakzeptor + Ligand Ligandakzeptor-Ligand

Wie weiter oben schon angedeutet entspricht die gesamte Fluoreszenz F der Summe Fyei + Fgepunden
wobei ersteres die Fluoreszenz des Ligandakzeptors beschreibt und letzteres die Fluoreszenz des
Ligandakzeptor-Ligand-Komplexes darstellt:

F = Fei - [Ligandakzeptor] + Fgepunden - [Ligandakzeptor-Ligand]

Aufgrund dieser Formel ist die Anderung der Fluoreszenz proportional zur Konzentration des Ligand-
akzeptor-Ligand-Komplexes und kann somit fir die Auswertung benutzt werden. Weiter gilt:

[Ligandakzeptor-Ligand] / [Ligand] = k - (n - [Ligandakzeptor-Ligand])

wobei k der Konstante der Bindungsreaktion entspricht und n die Anzahl Bindungsstellen des Ligand-
akzeptors beschreibt. Aus diesen Formeln folgt, dass eine Darstellung von [Ligandakzeptor-Ligand] /
[Ligand] gegen [Ligandakzeptor-Ligand] eine Gerade ergibt, falls k konstant ist.
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Figur 4.15: Fluoreszenztitration von 6-AHA mit K1, NK1 und NTP. Die gemessene Fluoreszenz wurde auf 1
normiert, damit die drei Kurven in einer Grafik dargestellt werden konnten. Blau: K1. Rot: NK1. Griin: NTP.
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Figur 4.16: Scatchard-Plot der Fluoreszenztitration von 6-AHA mit K1, NK1 und NTP. Die linearisierten
Kurven wurden durch den jeweiligen 0-Punkt der beiden Achsen gelegt, d.h. der erste Wert wurde (X,Y) = (0,0)
gesetzt. Blau: K1, y = -0.056x + 0.001, K, = 0.056 uM™', R? = 0.996. Rot: NK1, y = -0.040x - 0.004, K, =
0.040 pM™', R? = 0.998. Griin: NTP, y = -0.001x + 0.001, K, = 0.001 uM™', R* = 0.270.

Aus dem Bestimmtheitsmass R? der Trendlinien konnte abgeschatzt werden, dass es sich bei den
Messungen mit K1 und NK1 um sehr genaue Resultate handeln musste, wahrend jene mit NTP weni-
ger vertrauenswurdig war. Aus der Steigung der Trendlinien konnte zudem der Wert der jeweiligen
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Assoziationskonstante K, herausgelesen werden, wahrend fur die Dissoziationskonstanten Ky der
Kehrwert berechnet werden musste. Damit die Unterschiede in der Steigung besser zum Ausdruck
kamen, wurden die drei Geraden durch den gemeinsamen 0-Punkt der beiden Achsen gelegt.

Die K,-Werte von 6-AHA mit K1 und NK1 betrugen 56 beziehungsweise 40 mM™. Damit waren die
beiden Werte der Bindungskonstanten durchaus miteinander vergleichbar und unterschieden sich nur
unwesentlich. Der relativ ungenaue K,-Wert von 6-AHA mit NTP betrug lediglich ~1 mM”", womit keine
Wechselwirkung des NTP mit dem niedermolekularen Liganden nachgewiesen werden konnte. Aus
den Bindungskonstanten von 6-AHA mit NK1 und K1 wurde ersichtlich, dass das NTP falls Gberhaupt
nur sehr schwach in die LBS des Kringels 1 bindet und demnach den K,-Wert von NK1 im Vergleich
mit jenem von K1 praktisch nicht zu beeinflussen vermag. Demnach kommt Kringel 1 als hauptsachli-
cher Wechselwirkungspartner in der a-Konformation von Plasminogen nicht in Frage, wie die Studien
von Cockell et al. (1998) und Ponting et al. (1992) auch schon zeigten. Die Messwerte sowie die Re-
sultate sind in Tabelle 4.5 zusammengefasst.

Tabelle 4.5: Resultate der Fluoreszenztitrationen

Ligand [uM] Fluoreszenz K1 Fluoreszenz NK1 Fluoreszenz NTP
gemessen normiert gemessen normiert gemessen normiert
0.00 10.36 1.000 15.77 1.000 9.13 1.000
4.98 9.63 0.930 14.63 0.928 - -
9.93 9.16 0.884 13.77 0.873 - -
14.85 8.88 0.857 13.14 0.833 - -
19.74 8.61 0.831 12.68 0.804 - -
24.59 8.41 0.812 12.29 0.779 8.72 0.955
29.41 8.31 0.802 12.00 0.761 - -
34.20 8.17 0.789 11.71 0.743 - -
38.96 8.10 0.782 11.52 0.731 - -
43.69 7.97 0.769 11.35 0.720 - -
48.39 7.92 0.764 11.17 0.708 8.43 0.923
71.43 - - - - 8.11 0.888
93.75 - - - - 7.76 0.850
115.39 - - - - 7.41 0.812
K, =56 mM”’ K, =40 mM”’ Ka=~1mm*
Ky=18 |JM Kd=25|JM Ky =1033 |.|M
R*=0.996 R?=0.998 R?=0.270

69



P. pastoris: Resultate

5 P. pastoris: Resultate
5.1  NK15 in pPIC3.5K und pPIC9K

Die Vektoren pPIC3.5K und pPIC9K [Scorer et al. (1994)] wurden schon mehrfach zur Expression von
grésseren Mengen Protein in P. pastoris verwendet [He ef al. (1999); Kawano et al. (2002); Nilsen et
al. (1999)]. Zudem konnten einzelne Kringel von den Plasminogenaktivatoren t-PA und u-PA in
Mengen von mehreren 10 mg aus Erlenmeyeransatzen isoliert werden, der Einsatz von Fermentern
konnte die Ausbeute sogar in die Gréssenordnung von 100 mg bis hin zu 1 g verbessern [Nilsen et al.
(1997); Tsujikawa et al. (1996)]. Diese Resultate liessen hoffen, dass auch eine Uberexpression der
schweren Kette von humanem Plasminogen (hPg) in héheren Mengen und unfragmentiert gelingen
konnte. Demnach wurden die hergestellten Konstrukte InNK15pPIC3.5K und ExNK15pPIC9K in
E. coli transformiert und in geniigend grossen Mengen produziert, dass sie in linearisierter Form in die
beiden P. pastoris Stamme GS115 und KM71 transformiert werden konnten. Im Falle von
INNK15pPIC3.5K sollte das rekombinante Protein intrazellular akkumulieren, bei ExXNK15pPIC9K soll-
te es jedoch ins Medium sekretiert werden, da zusatzlich eine N-terminale a-Faktor Exportsequenz
vorhanden war, die posttranslational im ER / Golgi-Apparat durch zwei Enzyme Kex2 und Ste13 pro-
zessiert werden sollte [Invitrogen (2002)]. Beide konstruierten Gene enthielten eine N-terminale Poly-
histidinsequenz, einen sogenannten ,His-tag“, und eine Faktor Xa Schnittstelle, wie dies auch fir zwei
der E. coli Konstrukte schon der FaII gewesen war. Anschliessend an die Erkennungssequenz des
Faktors Xa folgte unmittelbar Glu" mit dem N-terminalen Peptid NTP des hPg bis hin zu Ala®*® nach
dem Ende des Kringels 5, entsprechend einer C- termlnal Ie|cht verkurzten schweren Kette von hPg.
Es wurden zwei Mutationen eingefihrt, namlich Asn®®® zu Ala®®® und Thr**® zu Ala**®, damit eine Gly-
kosyherung wahrend der Expression in den P. pastoris Stdmmen ausgeschlossen werden konnte.
Asn®® wurde mutiert, weil P. pastoris hier mit grosser Wahrscheinlichkeit gemass dem ,high-Man-
nose“ Typ N-glykosyliert [Grinna und Tschopp (1989); Miele et al. (1999)]. Obwohl die O-Glykosy-
lierungen an Threonin und Serin von rekombinanten Proteinen bisher nur sehr selten auftraten
[Invitrogen (2002); Bretthauer und Castellino (1999)], wurde trotzdem Thr**® mutiert, weil es im aus
Blutplasma isolierten hPg in beiden Varianten 1 und 2 O-glykosyliert ist [Marti et al. (1988); Castellino
und Powell (1981)]. Auf eine Mutation von Ser**® wurde allerdings verzichtet, da diese O-Glykosy-
lierung in geringerem Ausmass auftritt und nur in Variante 2 des hPg vorkommt [Pirie-Shepherd et al.
(1997)]. Fur die Reinigung der Uberexprimierten Protelne standen zwei Arten von Affinitdtschroma-
tographie zur Verfugung, ndmlich Bindung an eine Ni? “-haltige Matrix, beziehungsweise an Lysin-Bio-
Gel. Wie in Figur 5.1 dargestellt, werden nachfolgend die Gene immer als InNK15pPIC3.5K und
ExNK15pPIC9K, die daraus resultierenden Proteine als INHXNK15 und ExHXNK15 bezeichnet.

InNK15pPIC3.5K
Promotor  SnaBl :E"_._;-: Ba r?\HI EcoRI 2x StopSnaBl  EcoRI
pPIC3.5K - —— T/ C G TA SGATC GAATTC - TAGTAATACGTA— GAATTC—#pPIC3.5K
|r1A|HHHHH—||CS| [E"NTP+K1+K2+K3 '+ K4+K5 A™]
e InHXNK15
ExXNK15pPIC9K
P i l b BI BamHI EcoRI 2x S aBl  EcoRl
pPlCQK’m— J o % LJ.'{F :',,-..\(rr:: — TAG 3TA—GAATTC —e pPICIK
!u Fakior EKSIYA|YV|HHH'—|—H|C‘9] [E"NTP+K1+K2+K3 ' + . K4+K5 A"
His-fag ExHXNK15

Figur 5.1: DNA-Konstrukte und ihre Proteine. InNK15pPIC3.5K: Gen von NTP bis K5 in pPIC3.5K mit
N-terminalem ,,His-tag* und Faktor Xa (FXa) Schnittstelle; das ATG-Startcodon ist in der eigens eingefiihrten
Kozak-Konsensussequenz integriert. InHXNK15: Protein von NTP bis K5 mit N-terminalem ,,His-tag® und
Faktor Xa Schnittstelle, sowie den Mutationen N289A und T346A. ExNK15pPIC9K: Gen von NTP bis K5 in
pPIC9K mit N-terminalem o-Faktor Exportsignal (ExS), ,,His-tag* und Faktor Xa Schnittstelle; das ATG-
Startcodon ist in der vorhandenen Kozak-Konsensussequenz des a-Faktor Exportsignals integriert. EXHXNK15:
Protein von NTP bis K5 mit N-terminalem o-Faktor Exportsignal (prozessiert durch Kex2 und Stel3), ,,His-tag"
und Faktor Xa Schnittstelle, sowie den Mutationen N289A und T346A.
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5.1.1 Molekularbiologie
5.1.1.1 PCR

Das Plasmid NK15pQE-8, welches aus den unter Kapitel 4.1 beschriebenen Experimenten hervor-
ging, wurde aus 100 ml uber Nacht in LB gewachsenen E. coli XL1-Blue Zellen mittels HiSpeed™
Plasmid Midi Kit isoliert. Das in der ,supercoiled“-Form vorliegende Plasmid wurde mit Ndel lineari-
siert, aus einem Kristallviolettagarosegel von 0.7% ohne Einsatz von UV-Licht ausgeschnitten und
mittels MinElute” Gel Extraction Kit gereinigt. Die Linearisierung diente der besseren Zuganglichkeit
der DNA fir die Primer, welche vor der PCR mittels ESI-MS auf die richtige Masse hin berprift wur-
den (Tabelle 5.1).

Tabelle 5.1: Masse der Primer mittels ESI-MS ermittelt

Primer Masse theoretisch Masse gemessen

pPIC3.5K for 10918.2 Da 10917.00 £ 2.67 Da
pPIC9K for 10604.0 Da 10604.50 £ 1.35 Da
N289A 7219.8 Da 7221.13 +1.02 Da
N289A tail 9088.0 Da 9088.13 + 1.46 Da
T346A 7144.6 Da 7145.13 + 0.62 Da
T346A tail 8991.8 Da 8993.00 £ 1.17 Da
HC back 10780.0 Da 10779.75 £ 1.45 Da

Die verschiedenen Schritte der vierstufigen PCR sind in Figur 5.2 schematisch dargestellt.

PCR fiir InNK15 und ExNK15

5' 3 5 3 5' 3

-e I- > -,
i HC back F46A tai
N289A pPICEK for S
3 - 5 @ .- 5 3= +H 5
NK15pQE-8 NK15pQE-8 NK15pQE-8
pPIC3.5K pPICIK for
i - = -
g oY  HCback i oY  HCback
; 5
5 5 & 3

o ¥

InNK15(NA/TA) ExNK15(NA/TA)

Figur 5.2: Schematische Darstellung der vierstufigen PCR zur Synthese von InNK15 und ExNK15. Als
Templat wurde das Plasmid NK15pQE-8 verwendet. Daraus wurden in 4 Schritten die ,,Inserts” InNK15 und
ExNKI1S5 fiir die Ligation in die Vektoren pPIC3.5K und pPIC9K konstruiert. Beide ,,Inserts* trugen zwei Muta-
tionen, entsprechend fiir die beiden hauptséchlichen Glykosylierungsstellen N289A und T346A.

Im ersten Schritt wurden drei PCR angesetzt, die jeweils zwei sich Giberlappende Fragmente generier-
ten. Im zweiten Schritt wurden die Amplifikate a und ¢ sowie b und ¢ zusammengegeben. Da jeweils
einer der beiden Strange sich am 3’-Ende nicht mit den gegenliberliegenden Basen paaren konnte,
wurde nur jeweils ein Strang komplettiert. Diese konnten mit den beiden dusseren Primern zu den
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Produkten d und e amplifiziert werden, die beide die Mutation N289A, entsprechend der Basensubsti-
tution AAC — GCC, trugen. Im dritten Schritt wurde von diesen beiden Amplifikaten ausgegangen, die
bereits eine der beiden gewlinschten Mutationen enthielten. Sie wurden wiederum als Template fur
drei PCR verwendet. Auch in diesem Fall Uberlappten sich jeweils zwei Fragmente, namlich die Pro-
dukte f und h sowie g und h. Diese Paare wurden im vierten Schritt zusammengegeben, wobei wie-
derum jeweils nur einer der beiden Strange komplettiert werden konnte und mit Hilfe der beiden aus-
seren Primer zu den gewtinschten ,Inserts“ INNK15 (i) und ExNK15 (j) fihrte. Beide trugen nun nebst
der N289A Substitution zusatzlich noch die Mutation T346A, entsprechend der Basensubstitution ACA
— GCA.

Alle PCR wurden mit Pfu Polymerase wahrend 30 Zyklen und einer Hybridisierungstemperatur von
60°C vollzogen. Die Amplifikate aus jeder PCR (Figur 5.3) wurden jeweils aus Kristallviolettagarose-
gelen von 0.7% ohne Einsatz von UV-Licht ausgeschnitten und mittels MinElute™ Gel Extraction Kit
gereinigt, bevor sie fir die nachste Reaktion weiterverwendet wurden.

1. Stufe 2. Stufe 3. Stufe |4. Stufe
bp a b Marker ¢ | d Marker e bp bp f g Marker h | i Marker j bp
100 bp 1 kbp 100 bp 1 kbp
—_— ' <—5090
—— 5090
prorered 4072 [— <— 4072
— «— 3054 N— <— 3054
— 2036 _— «—2036
1500—p — . — 1636 1500—p - 1636
1000:#— e s —_ «—1018 9001000 e - ] f— <4—1018
roo- = — gt B
5 — — I3 - —
500 T — <4—517/506 500 400:: _ p— i
=t - 03 =
200—p 100—»
100—»

Figur 5.3: PCR-Amplifikate. Marker 1kbp: 1 kbp DNA Grossenstandard. Marker 100 bp: 100 bp Grossenstan-
dard. a: Primer pPIC3.5K for / T346A tail, 1108 bp. b: Primer pPIC9K for / T346A tail, 1099 bp. c: Primer
N289A / HC back, 792 bp. d: Primer pPIC3.5K for / HC back, 1698 bp. e: Primer pPIC9K for / HC back,
1689 bp. f: Primer pPIC3.5K for / T346A, 1102 bp. g: Primer pPIC9K for / T346A, 1093 bp. h: Primer
N289A tail / HC back, 798 bp. i: Primer pPIC3.5K for / HC back, 1698 bp. j: Primer pPICIK for / HC back,
1689 bp.

5.1.1.2 Ligation und Transformation in £. colf

Aus 100 ml Gber Nacht in LB gewachsenen E. coli TOP10F’ Zellen wurden mittels HiSpeedm Plasmid
Midi Kit die Vektoren pPIC3.5K und pPIC9K isoliert. Beide Plasmide, sowie die beiden PCR-
Amplifikate INNK15 und ExNK15, wurden mit SnaBl linearisiert beziehungsweise die Enden wegver-
daut und das Restriktionsenzym anschliessend wahrend 20 Minuten bei 80°C hitzeinaktiviert. Die
linearisierten Vektoren wurden mit SAP dephosphoryliert und die verdauten ,Inserts® mit T4 PNK
phosphoryliert. Letzteres wurde fiir den Fall durchgefihrt, dass die Erkennungssequenz fiir SnaBI zu
nahe am Ende der linearen DNA lokalisiert ware und demnach keine Verdauung stattfinden kdnnte.
Nach der Hitzeinaktivierung der SAP respektive T4 PNK wurden die PCR-Amplifikate mit dem ent-
sprechenden Plasmid in einen Ligationsansatz gegeben und zur Reaktion stehen gelassen. Das mola-
re Verhaltnis Vektor zu ,Insert® betrug im Falle von pPIC3.5K / InNK15 etwa 1:10, bei pPIC9K /
ExNK15 etwa 1:2. Gekaufte chemisch-kompetente E. coli TOP10F’ Zellen wurden mit den Ligations-
ansatzen transformiert und tber Nacht auf LB-Agar Platten wachsen gelassen. Die Transformationen
fuhrten in jedem Fall zu Kolonien, deren Plasmide das gewtinschte ,Insert* eingebaut hatten. Je eine
positive Kolonie wurde zur Langzeitlagerung vorbereitet, sowie je eine 100 ml Ubernacht-Kultur ange-
setzt. Die mittels HiSpeed  Plasmid Midi Kit isolierten Plasmide InNK15pPIC3.5K und
ExNK15pPIC9K wurden mit drei Restriktionsansatzen auf ihre Richtigkeit Gberpruft (Figur 5.4).

Mit Sall wurden die Plasmide linearisiert, mit SnaBl konnten die ,Inserts“ nachgewiesen werden und
mit EcoRI konnte die Richtung der ,Inserts” bestatigt sowie Mehrfachinsertionen ausgeschlossen wer-
den. Beide Plasmide wurden mit Standardprimern, auf die Promotorregionen passend, sequenziert.
Im Fall von ExNK15pPIC9K konnte damit die fehlerfreie Sequenz des ,Inserts” bestatigt werden, je-
doch fehlte die Mutation T346A im ,Insert* des Plasmids INNK15pPIC3.5K. Da sich beide Vektoren
nur am 5-terminalen Teil des ,Inserts“ unterschieden, wurde das 3’-terminale EcoRI-Fragment aus
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dem Plasmid ExNK15pPIC9K mit dem EcoRI-Vektorfragment von InNNK15pPIC3.5K ligiert und erneut
in E. coli TOP10F’ Zellen transformiert. Eine erneute Restriktionsanalyse, sowie die Sequenzierung
des ,Inserts“ von INNK15pPIC3.5K lieferten eine korrekte Fragmentierung respektive fehlerfreie Ba-
senabfolge, d.h. diesmal waren beide Mutationen enthalten, wie schon im Plasmid ExXNK15pPIC9K
nachgewiesen. Allerdings war aus den Daten der Sequenzierung beider Vektoren eindeutig zu ent-
nehmen, dass bei beiden ,Inserts“ an beiden Enden jeweils 6 Basen insertiert waren, die von einer
Ligation mit unverdautem, jedoch 5’-phosphoryliertem PCR-Amplifikat zeugten. Fur die intrazellulare
Expression hatte dies keinerlei Auswirkungen auf die Lange des rekombinanten Proteins, da die Inser-
tionen vor der Kozak-Konsensussequenz oder nach dem Stopsignal zu liegen kamen. Fir die sekre-
tierte Expression hatte dies am 3’-Ende nach dem Stopsignal ebenfalls keine Auswirkungen, jedoch
fuhrte die Insertion am N-Terminus zu zwei eingeschobenen Basen, Tyr und Ala, zwischen dem Ende
der a-Faktor Exportsequenz und dem eingefiigten Konstrukt.

InNNK15pPIC3.5K ExXNK15pPIC9K
Marker  Sall SnaBl Marker EcoRI bp Marker Sall  SnaBl Marker EcoRI
1 kbp 1 kbp 1 kbp 1 kbp
' | - | s Y
— — €—4072— ) ——' —_—
e —— 4——3054 —P —' -_—
— —_— €——2036 —P> w—' -—
— il 4—1636—> ' —
r—— -— 4——1018—— P = —_—
4 4517 / 506 — P> w— -
- = ~
— —— ——

Figur 5.4: Restriktion von InNK15pPIC3.5K und ExNK15pPIC9K. Marker 1 kbp: 1 kbp Grossenstandard.
InNK15pPIC3.5K: Sall: 10702 bp, SnaBI: 9016 / 1686 bp, EcoRI: 9169 / 1533 bp. ExXNKI15pPICIK: Sall:
10965 bp, SnaBI: 9288 / 1677 bp, EcoRI: 9432 / 1533 bp.

5.1.1.3  Transformation und Selektion in P. pastoris

Fir die Transformation wurden 11 pg Plasmid mit Sall linearisiert, aus Kristallviolettagarosegelen von
0.7% ohne Einsatz von UV-Licht ausgeschnitten und mittels MinElute™ Gel Extraction Kit / QIAprep®
Spin Miniprep Kit geméass Kapitel 3.1.2.2 gereinigt. Die Ausbeute lag jeweils zwischen 6 und 9 ug
linearisierter Plasmid-DNA. Durch die Linearisierung mit Sall im HIS4-Gen des Plasmids war eine
Rekombination am his4-Locus im Genom der mutierten, nicht-funktionellen Histidinoldehydrogenase
der P. pastoris Zellen am wahrscheinlichsten. Die P. pastoris Stamme GS115 und KM71 wurden zu-
erst auf YPD-Platten angezogen und gut gewachsene Kolonien in YPD-Medium Uberimpft. Von bei-
den Zellvarianten wurden mit der Halfte der Zellen spektrophotometrisch Zeitkurven aufgenommen,
um die Bedingungen zur optimalen Spheroplastenausbeute zu bestimmen. Die optimale Menge von
70% lag je nach Zellen und Zymolyaserthrchen zwischen 4 und 10 Minuten. Anschliessend wurde mit
der zweiten Halfte Uber die vorher ermittelte Zeit das eigentliche ,Spheroplasting® durchgefihrt. Flr
die Transformation wurden jeweils 100 uyl Spheroplastensuspension mit linearisiertem
INNK15pPIC3.5K, ExXNK15pPIC9K, pPIC3.5K oder pPICI9K versetzt und inkubiert, als Negativprobe
wurde zudem auch ein Ansatz ohne Zugabe von DNA mitgeflhrt. Schliesslich wurden die transfor-
mierten Spheroplasten in Top-Agar auf Histidin-defiziente Platten gegossen und inkubiert, worin die
Zellen ihre Zellwande wieder aufbauen konnten.

Die Inkubation in Histidin-freiem Agar diente als erster Selektionsschritt. Nur solche Spheroplasten
konnten sich regenerieren und Kolonien bilden, die das linearisierte Plasmid mindestens einmal in das
Genom rekombiniert hatten und zwar im his4-Locus. Eine Rekombination war zwingend, da die Vekto-
ren nur fur E. coli einen Replikationsursprung besassen, jedoch keinen fir P. pastoris. Nach 3 bis
4 Tagen konnten auf allen Platten gegen die 1000 Kolonien transformierte Zellen geerntet werden. Auf
der Platte mit der Negativkontrolle, in welcher keine DNA in die Zellen transformiert wurde, konnte
keine einzige Kolonie entdeckt werden. Als Positivkontrolle diente zudem das Wachstum der Plasmid-
tragenden Zellen auf Histidin-supplementierten Platten, auf welchen nicht einzelne Kolonien, sondern
ein ganzer Zellrasen im Top-Agar wuchs.
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Um herauszufinden wieviele Kopien des ,Inserts* von den einzelnen Zellen in das Genom rekombi-
niert worden waren, wurden die aus dem Top-Agar gelésten Kolonien auf YPD-G418-Platten ausge-
strichen, welche steigende Konzentrationen an Geneticin enthielten. Aufgrund der zunehmenden Re-
sistenz gegenuber Geneticin konnten hyperresistente Kolonien gefunden werden, die mehrere Kopien
des G418-Gens und somit auch des rekombinanten Gens beherbergten. Nach 2 bis 3 Tagen konnten
auf allen Platten 100 bis gegen 1000 Kolonien beobachtet werden, wobei die Koloniendichte eindeutig
mit der Zunahme der Geneticinkonzentration abnahm. Auf Platten mit 4 mg Geneticin / ml YPD konn-
ten noch gegen die 100 Kolonien gefunden werden, was gemass Invitrogen (2002) 7 bis 12 Kopien
des Gens entspricht. Um sicher zu sein, dass es sich tatsachlich um hyperresistente Zellen handelte,
wurden je 10 - 25 vielversprechende Kolonien auf neue YPD-G418-Platten ausgestrichen. Damit wur-
de definitiv ausgeschlossen, dass die gewachsenen Kolonien sich noch von Top-Agar-Stiickchen
ernahrten. Die meisten Zellen bildeten auch nach diesem Schritt nach 2 Tagen schéne Kolonien.

Als dritte Selektionsstufe wurde durch Ausstreichen der hyperresistenten Kolonien auf MM- und
MD-Platten der Mut-Phanotyp bestimmt. Nach 2 Tagen konnte im Falle der transformierten GS115
Zellen kaum ein Unterschied im Wachstum auf beiden Plattensorten festgestellt werden, wahrend die
KM71 Zellen merklich kleinere Kolonien auf MM-Platten gebildet hatten, die nur Methanol als Kohlen-
stoffquelle enthielten, als in der gleichen Zeit auf MD-Platten, die Dextrose als Kohlenstoffquelle an-
zubieten hatten. Demnach waren alle GS115 Zellen Mut® und alle KM71 Zellen Mut®, d.h. in keiner der
GS115 Zellen war der AOX1-Promotor durch Rekombination mit dem Plasmid verandert worden, was
eine Anderung zum Mut®-Typ zur Folge gehabt hatte. Das Wachstum auf den Platten entsprach zu-
dem etwa den beiden Referenzen, d.h. GS115 B-Galactosidase fiir den Mut'-Phanotyp und GS115
Albumin far den MutS-Phénotyp.

Um sicher zu sein, dass die selektionierten Kolonien nebst dem Wildtyp-Histidinoldehydrogenasegen
und dem G418-Resistenzgen auch tatsachlich das rekombinierte Gen mit der schweren Kette von hPg
enthielten, wurde von mehreren Stammen die genomische DNA isoliert und mittels PCR das Gen
nachgewiesen (Figur 5.5). Hierzu wurde eine PCR mit den Primern pPIC3.5K for / HC back bezie-
hungsweise pPIC9K for / HC back angesetzt und unter den selben Bedingungen, wie in Kapitel
3.1.2.3.1 unter ,Ansatz 4“ beschrieben, das Gen amplifiziert.

GS115 - InNK15pPIC3.5K GS115 - ExXNK15pPIC9K
Marker 1 2 3 4 5 6 7 Marker bp Marker 1 2 3 4 5 5] 7 Marker
1 kbp 1 kbp 1 kbp 1 kbp
= -] - |
- > T — —
je— — 3054 —P — St

j— 2036 — N—
— - - - - --1:15353—-'--- -
p— — d——1018— P = —
— w— g 517/ 506—) w— p— 4
= ==

KM71 - InNK15pPIC3.5K KM71 - ExXNK15pPIC9K

Marker 1 2 3 4 5 6 7 Marker bp Marker 1 2 3 4 5 6 7 Marker
1 kbp 1 kbp 1 kbp 1 kbp
= = = -
N u
-— - < 1072 —
— st A —— 3054 — P — -
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———— — - - e %S - e ey e e o —
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Figur 5.5: PCR zum Nachweis vom ,Insert“ in der genomischen DNA der vier verschiedenen Zell-
Plasmid-Varianten. Marker 1 kbp: 1 kbp Grossenstandard. Bahnen 1 - 5: Entsprechen jeweils dem PCR-
Produkt InNK15 (1698 bp) oder ExXNK15 (1689 bp) im Genom verschiedener Klone. Bahn 6: Entspricht jeweils
dem pPIC3.5K- oder pPIC9K-transformierten GS115 oder KM71 Stamm ohne ,,Insert*. Bahn 7: Entspricht dem
jeweiligen Referenzvektor InNK15pPIC3.5K (1698 bp) oder ExXNK15pPICIK (1689 bp).
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Vollstandig charakterisiert, d.h. inklusive Nachweis des rekombinanten Gens mittels PCR, waren so-
mit je funf Stdmme der vier Zell-Plasmid-Varianten (Tabelle 5.2). Je vier Stamme beherbergten meh-
rere Kopien des Gens fiir die schwere Kette von hPg, so dass auch eine Uberexpression erwartet
werden konnte. Zum Vergleich wurde auch ein Stamm selektioniert, der nur etwa eine bis zwei Kopien
des Gens ins Genom rekombiniert hatte und keine Hyperresistenz gegeniiber Geneticin offenbarte.
Als Hintergrundreferenz dienten die beiden Stamme GS115 und KM71, welche mit den Vektoren ohne
JInserts* komplementiert worden waren, bei denen zudem auch G418-Hyperresistenz beobachtet
werden konnte. Somit konnte die Proteinexpression der transformierten P. pastoris Stamme im Ver-
gleich mit der jeweiligen Hintergrundreferenz, der Uberexpressionsreferenz und der Expressionsrefe-
renz (GS115 Albumin oder GS115 B-Galactosidase), die zeigen sollte, ob die Expressionsbe-
dingungen korrekt waren, in Angriff genommen werden.

Tabelle 5.2: Charakterisierung der rekombinanten P. pastoris Staimme mit NK15
GS115 - INNK15pPIC3.5K: 5 Stamme, Mut’, intrazellulére Expression, 4x hyperresistent (mehrere
Kopien), 1x ~1 Kopie (Referenz Uberexpression)

GS115- EXNK15pPIC9K: 5 Stdmme, Mut’, sekretierte Expression, 4x hyperresistent (mehrere
Kopien), 1x ~1 Kopie (Referenz Uberexpression)

KM71 - InNK15pPIC3.5K: 5 Stadmme, Mut®, intrazellulare Expression 4x hyperresistent (mehrere
Kopien), 1x ~1 Kopie (Referenz Uberexpression)

KM71 - ExXNK15pPIC9K: 5 Stamme, Mut®, sekretierte Expression 4x hyperresistent (mehrere
Kopien), 1x ~1 Kopie (Referenz Uberexpression)

GS115 - pPIC3.5K: 1 Stamm, Mut”, hyperresistent, kein ,Insert* (Hintergrundreferenz)
GS115 - pPICOK: 1 Stamm, Mut”, hyperresistent, kein ,Insert* (Hintergrundreferenz)
KM71 - pPIC3.5K: 1 Stamm, Mut®, hyperresistent, kein ,Insert” (Hintergrundreferenz)
KM71 - pPICOK: 1 Stamm, Mut®, hyperresistent, kein ,Insert” (Hintergrundreferenz)

5.1.2  Proteinchemie
5.1.2.1  Expression im Kleinansatz

Alle charakterisierten Stamme, d.h. vier jeder Zell-Plasmid-Variante, aus Tabelle 5.2 wurden entspre-
chend ihrem Mut-Phanotyp wie in Kapitel 3.1.2.9 beschrieben auf YPD-Platten, dann in Glycerin-
haltigem BMGY-Medium angezogen und schliesslich in Methanol-haltigem BMMY-Medium induziert,
sowie taglich mit 0.5% Methanol supplementiert. Da die Mut’-Stdmme in Methanol-haltigem Medium
schneller wuchsen als die Mut®-Stamme, wurden die 1 ml Proben zur Analyse der Uberexpression
jeweils alle 12 statt alle 24 Stunden entnommen.

Da die Analyse der Zeitreihen mittels SDS-PAGE in keinem Fall eine Uberexpression erkennen liess,
wurde versucht auf immunologischem Weg einen Nachweis zu erhalten. Dazu wurden von den intra-
zelluldr exprimierenden Stdmmen jeweils das Pellet aufgeschlossen und mittels SDS-PAGE und ,Im-
munoblotting* versucht eine Uberexpression der schweren Kette von Plasminogen nachzuweisen
(siehe Kapitel 3.2.2.1.1). Von den sekretierenden Stammen wurden die Uberstande auf ein SDS-
PAGE geladen, auf PVDF-Membran geblottet und immunologisch detektiert (siehe Kapitel 3.2.2.1.2).
Zudem wurden auch die Pellets aufgeschlossen und analysiert, fir den Fall dass die Uberexprimierten
Proteine trotz Exportsignal nicht sekretiert wirden, sondern im Exportprozess irgendwo ,steckenblie-
ben“ oder gar nicht erst die Exportmaschinerie durchliefen. Somit wurden die Pellets aller Stamme
und zudem die Uberstande der sekretierenden Stamme mittels SDS-PAGE aufgetrennt und jeweils
von der letzten Probe, d.h. von jener die nach 96 (GS115 Stdmme) beziehungsweise 144 Stunden
(KM71 Stdmme) geerntet worden war, eine Analyse mittels ,Immunoblot® durchgefihrt (Figur 5.6). Als
Referenzen wurden je eine Uberexpressionsreferenz, eine Hintergrundreferenz und eine Expressions-
referenz genau gleich angezogen, induziert und analysiert. Die Uberexpressionsreferenz war jeweils
ein Stamm, der nur etwa eine Kopie des rekombinanten Gens enthielt. Dieser Indikator sollte bei einer
allfélligen Expression aufzeigen, ob bei den Stdmmen mit multiplen Genen auch tatsédchlich mehr
Protein produziert wirde, was nicht immer der Fall sein musste [Invitrogen (2002)]. Die Hintergrundre-
ferenz, jeweils nur den Vektor ohne ,Insert” enthaltend, diente als Indikator, ob es sich bei den vermu-
teten Banden tatsachlich um Uberexprimiertes Protein handelte. Die jeweilige Expressionsreferenz
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sollte schliesslich zeigen, ob die Medien und Expressionsbedingungen gut gewahlt waren und zu ei-
ner Uberexpression von Protein fiilhren konnten.

In keiner einzigen der geladenen Proben konnte eine Uberexpression immunologisch nachgewiesen
werden. Zwar waren teilweise einige sehr schwache Banden zu sehen, die aber weder auf der richti-
gen Hohe von 60 bis 70 kDa beobachtet werden konnten, noch waren sie abwesend in der Hinter-
grundreferenz. Nun stellte sich die Frage, ob die Expressionsbedingungen gut genug gewahlt waren,
um Uberhaupt eine Uberexpression von Protein zu ermdglichen. Aus diesem Grund wurden jeweils
auch noch die Expressionsreferenzen GS115 p-Galactosidase und GS115 Albumin mittels SDS-
PAGE analysiert (Figur 5.7). Falls dort eine Uberexpression im Coomassie-gefarbten Gel sichtbar war,
konnte von genligend guten Expressionsbedingungen ausgegangen werden, so dass das Problem
anderer Natur sein musste.

GS115 - InHXNK15 Pellets KM71 - InHXNK15 Pellets
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Figur 5.6: ,Immunoblots* aller Stimme zur Detektion von HXNK15. GS115: Proben nach 96 Stunden Ex-
pression. KM71: Proben nach 144 Stunden Expression. Bahnen 1 - 4: Entsprechen jeweils den vier Stimmen mit
mehreren Kopien des rekombinanten Gens. Bahn 5: Uberexpressionsreferenz mit nur einer Kopie des rekombi-
nanten Gens. Bahn 6: Hintergrundreferenz mit dem rekombinierten Vektor ohne ,,Insert“. Marker: MagicMark
Grossenstandard. hPg: Humanes Plasminogen aus Blutplasma isoliert als Positivkontrolle fiir den Antikdrper.

Aufgrund der positiven Resultate der Expressionskontrollen war somit eindeutig klar, dass die Ursa-

che der fehlenden Uberexpression der schweren Kette von Plasminogen nicht in den verwendeten
Lésungen, Medien oder Expressionsbedingungen zu suchen war. Im Falle der sekretierten Ansatze
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wurde zudem der Uberstand auf das fiinf- bis zehnfache aufkonzentriert, wobei aber immer noch kei-
ne eindeutigen Banden nachzuweisen waren.

Mit den Pellets oder Uberstéanden einiger Anséatze, die nach Ende der Expression geerntet worden
waren, wurde versucht eventuell vorhandenes Protein an eine Lysin-Bio-Gel-Saule zu binden (siehe
Kapitel 3.2.2.2), jedoch ohne Erfolg. Auch die Isolation von Protein mittels Ni-NTA Spin Kit von Qia-
gen, sowohl unter nativen (Natriumphosphatpuffer) als auch denaturierenden (Gu-HCI-Puffer) Be-
dingungen, schlugen fehl. Demnach musste angenommen werden, dass irgend ein Problem in der
Expression des NK15-Konstrukts vorlag, vermutlich auf der Transkriptions- / Translationsebene. Um
dies herauszufinden, waren zeitaufwendige Versuche wie ,Northernblotting“ und strukturelle Unter-
suchungen Uber die Zuganglichkeit der mRNA nétig gewesen, die ausserhalb des zeitlichen Rahmens
gewesen waren und dennoch kaum zum eigentlich gesetzten Ziel gefuhrt hatten.

GS115 - pPIC3.5K GS115 - p-Galactosidase
0 6 12 24 36 48 60 72 96 Marker kDa 0 6 12 24 36 48 60 72 96 Marker kDa
— 97 — 1—9?
i — [ i
L 466 < o
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u €29
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B e Dl e T e e <«
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KM71 - pPIC9K GS115 - Albumin
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Figur 5.7: Expressionskontrollen. GS115 - B-Galactosidase: Uberexpression intrazellulir (Mut'-Phinotyp) bei
ca. 120 kDa (theoretisch 117 kDa) mit rotem Pfeil markiert. GS115 - Albumin: Uberexpression sekretiert (Mut®-
Phénotyp) bei ca. 70 kDa (theoretisch 67 kDa) mit rotem Pfeil markiert. Zahlen der Bahnen: x Stunden nach
Start der Induktion. Marker: SDS-PAGE Grossenstandard.

Aufgrund der obigen Resultate und deren Bewertung wurden die Versuche mit NK15 abgebrochen
und stattdessen versucht das ganze hPg in P. pastoris zu klonieren, was im Gegensatz zu NK15 ei-
nem in der Natur vorkommenden Protein entsprach. Dieses wurde namlich schon in mehreren héhe-
ren eukaryontischen Expressionssystemen erfolgreich exprimiert [Nilsen und Castellino (1999);
Azuma et al. (1997); Whitefleet-Smith et al. (1989)]. Wenn dies auch fiir das niedere eukaryontische
Expressionssystem P. pastoris zutreffen wiirde, kbnnte man auf einfache und billige Art und Weise zu
markiertem und unglykosyliertem Material Zugang haben, welches problemlos fir Kristallisationsexpe-
rimente fur Rontgenstrukturanalysen, sowie strukturelle Untersuchungen mittels NMR verwendet wer-
den kdnnte.

5.2 hPg in pPIC3.5K und pPIC9K

Fur die Herstellung des rekombinanten hPg wurden die bereits hergestellten Konstrukte
INNK15pPIC3.5K und ExNK15pPICIK fir die schwere Kette mit modifiziertem N-Terminus verwendet,
fur die leichte Kette wurde das Plasmid pPLGKG mit der cDNA von hPg als Vorlage benutzt. Die hPg-
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Konstrukte wurden in die entsprechenden Vektoren kloniert, in E. coli transformiert und schliesslich in
P. pastoris rekombiniert. Dabei sollte InhPgpPIC3.5K das rekombinante Protein intrazellular akkumu-
lieren, wahrend ExhPgpPIC9K zur Sekretion des Proteins fiihren sollte. Da die NK15-Konstrukte als
N-terminale Vorlage benutzt wurden, enthielten die beiden konstruierten Gene wiederum einen ,His-
tag“ und eine Faktor Xa Schmttstelle Beide Konstrukte begannen unmittelbar nach der Erkennungs-
sequenz flr Faktor Xa mit Glu' und erstreckten sich uber die ganze Lange von hPg bis zu Asn
Dabei waren die Mutationen Asn®® zu Ala?® und Thr zu Ala**® schon in der Vorlage vorhanden.
Eine Mutation in der katalytischen Triade mit Ser’*' zu Ala™" wurde zusatzlich noch eingefiihrt, womit
das Reaktionszentrum nicht mehr funktionsfahig sein sollte und damit bei der Expression und Isolation
kein autoproteolytischer Abbau des rekombinanten hPg befiirchtet werden musste. Demnach waren
die beiden die Glykosylierung betreffenden Mutationen schon in der Templat-DNA vorhanden, wah-
rend die Mutation der katalytischen Triade mittels PCR noch eingefiihrt werden musste. Wie in Figur
5.8 dargestellt, werden nachfolgend die Gene immer als InhPgpPIC3.5K und ExhPgpPIC9K, die da-
raus resultierenden Proteine als InHXhPg und ExHXhPg bezeichnet.

; InhPgpPIC3.5K
Promotor  SnaBl Start mit- EcoRl zx Sm[ Sneé Bu E\.(lﬂl
pPIC3.5K - ——— TACGTAACCATG GGATCC ———GAATTC — GTAATACGTAGAATTC—pPIC3.5K
[MATHHHHHHIGS[ - CPJE" NTP+K1+K2+K3 © + /. K4+K5+ . SP N” I
His-tag ]I’IHXI'IPQ
ExhPgpPIC9K
S el 2x StopSnaBl EcoRlI
pPICSKM— __l s :” }Ql — b? ‘l-”__,-_{:ﬂ_,.\jTFf-flu i TAGTAATACGTAGAATTC— pPICIK
[a-Faktor ExS[vV Fw {HHH nlr“sl [E"NTP+K1+K2+K3 - + . K4+K5+ . SP N"]
His-tag ExHXhPg

Figur 5.8: DNA-Konstrukte und ihre Proteine. InhPgpPIC3.5K: Gen des humanen Plasminogens in pPIC3.5K
mit N-terminalem ,,His-tag“ und Faktor Xa (FXa) Schnittstelle; das ATG-Startcodon ist in der Kozak-
Konsensussequenz integriert. InHXhPg: Humanes Plasminogen mit N-terminalem ,,His-tag® und Faktor Xa
Schnittstelle, sowie den Mutationen N289A, T346A und S741A. ExhPgpPIC9K: Gen des humanen Plasmino-
gens in pPIC9K mit N-terminalem a-Faktor Exportsignal (ExS), ,,His-tag” und Faktor Xa Schnittstelle; das
ATG-Startcodon ist in der Kozak-Konsensussequenz des a-Faktor Exportsignals integriert. EXHXhPg: Humanes
Plasminogen mit N-terminalem a-Faktor Exportsignal (prozessiert), ,,His-tag™ und Faktor Xa Schnittstelle, sowie
den Mutationen N289A, T346A und S741A.

5.2.1 Molekularbiologie
5.2.1.1 PCR

Das zur Herstellung von hPg benétigte DNA-Konstrukt wurde aus den Plasmiden InNK15pPIC3.5K
und ExNK15pPIC9K sowie pPLGKG zusammengebaut, welche je die Sequenz fur die schwere re-
spektive leichte Kette beisteuerten. Die in der ,supercoiled“-Form vorliegenden Plasmide wurden im
Falle der NK15-Vektoren mit Ndel, das pPLGKG-Plasmid mit BamHI linearisiert und aus einem
Kristallviolettagarosegel von 0.7% ohne Einsatz von UV-Licht ausgeschnitten. Da alle Vektoren eine
Grosse >4 kbp hatten wurden sie mittels MinElute”™ Gel Extraction Kit aus der Agarose extrahiert und
mittels QIAprep Spin Miniprep Kit geméass Kapitel 3.1.2.2 gereinigt. Die Primer flr die nachfolgende
dreistufige PCR wurden auf ihre richtige Masse mittels ESI-MS Uberprift (Tabelle 5.3).

Tabelle 5.3: Masse der Primer mittels ESI-MS ermittelt

Primer Masse theoretisch Masse gemessen
HC tail 7989.2 Da 7991.13 £ 1.35 Da
hPg for 7740.0 Da 7740.50 + 1.21 Da
hPg tail 8924.8 Da 8925.25 + 1.81 Da
S741A 8509.6 Da 8510.75 + 2.51 Da
hPg back 9698.4 Da 9699.38 + 2.72 Da
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PCR fiir InhPg und ExhPg
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Figur 5.9: Schematische Darstellung der dreistufigen PCR zur Synthese von InhPg und ExhPg. Als
Template wurden die Plasmide pPLGKG, InNK15pPIC3.5K und ExNK15pPIC9K verwendet. Daraus wurden in
drei Schritten die ,,Inserts* InhPg und ExhPg fiir die Ligation in die Vektoren pPIC3.5K und pPIC9K kon-
struiert. Beide ,,Inserts” trugen drei Mutationen, entsprechend fiir die beiden hauptsdchlichen Glykosylie-
rungsstellen N289A und T346A, sowie zur Inaktivierung der katalytischen Triade S741A.

1. Stufe 2. Stufe 3. Stufe
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Figur 5.10: PCR-Amplifikate. Marker 1 kbp: 1 kbp DNA Grossenstandard. Marker 100 bp: 100 bp Grossen-
standard. a: Primer hPg for / S741A, 821 bp. b: Primer hPg tail / hPg back, 674 bp. c: Primer hPg for / hPg back,
978 bp. d: Primer pPIC3.5K for / HC tail, 1689 bp. e: Primer pPIC9K for / HC tail, 1680 bp. f: Primer
pPIC3.5K for / hPg back, 2442 bp + Fehlbande. g: Primer pPIC9K for / hPg back, 2433 bp.

Im ersten Schritt der dreistufigen PCR (Figur 5.9) wurden zwei Reaktionen angesetzt, wobei jeweils
zwei sich Uberlappende Fragmente, entsprechend der leichten Kette, entstanden. Die Amplifikate a
und b wurden zusammengegeben und einer zweiten PCR unterworfen. Da sich einer der beiden
Strange am 3’-Ende nicht mit den gegentberliegenden Basen paaren konnte, wurde nur der Strang,
der die Mutation der katalytischen Triade enthielt, komplettiert. Somit wurde mit den beiden ausseren
Primern lediglich Produkt c, mit der Mutation S741A, entsprechend der Basensubstitution AAC —
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GCC, amplifiziert. Parallel dazu wurden in zwei weiteren Reaktionen die schwere Kette mit den beiden
mutierten Glykosylierungsstellen, entsprechend den Amplifikaten d und e, hergestellt. Im dritten Schritt
wurden wiederum zwei PCR angesetzt, wobei jeweils zwei sich Uberlappende Fragmente, d.h. die
Amplifikate ¢ und d sowie ¢ und e, entsprechend der schweren und der leichten Kette, zusammenge-
geben wurden. Wiederum konnte mit Hilfe der beiden ausseren Primer jeweils nur einer der beiden
Strange komplettiert werden, was zu den gewiinschten ,Inserts® InhPg (f) und ExhPg (g) flhrte.

Alle PCR wurden mit Pfu Polymerase wahrend 35 Zyklen bei einer Hybridisierungstemperatur von 55 -
60°C, je nach verwendeten Primern, vollzogen. Vor der weiteren Verwendung wurden die Amplifikate
aus der jeweiligen PCR (Figur 5.10) aus Kristallviolettagarosegelen von 0.7% ohne Einsatz von
UV-Licht ausgeschnitten und mittels MinElute™ Gel Extraction Kit gereinigt.

5.2.1.2 Ligation und Transformation in £. colf

Die ganze Ligations- und Transformationsprozedur lief sehr ahnlich ab wie in Kapitel 5.1.1.2 fir die
Konstrukte der schweren Kette von hPg beschrieben. Die gereinigten PCR-Ampilifikate InhPg und
ExhPg, sowie die Vektoren pPIC3.5K und pPIC9K wurden mit SnaBl an den Enden verdaut bezie-
hungsweise linearisiert und das Enzym anschliessend hitzeinaktiviert. Die Vektoren wurden mit SAP
dephosphoryliert, wahrend die ,Inserts“ mit T4 PNK phosphoryliert wurden. Die Ligation wurde ange-
setzt, wobei das molare Verhaltnis Vektor zu ,Insert* etwa 1:10 betrug. Kompetente E. coli TOP10F’
Zellen wurden mit den Ligationsansatzen transformiert und Uber Nacht auf LB-Agar Platten wachsen
gelassen. Insgesamt wuchsen etwa 20 Kolonien pro Transformationsansatz, wovon vier das ,Insert"
eingebaut hatten. Mit der Einfiihrung der Mutation S741A wurde zugleich eine neue Schnittstelle fir
Hgal eingefihrt. Diese bewirkt, dass das grosste Hgal-Fragment des nicht mutierten Plasmids
(3670 bp) geschnitten wird (2892 / 778 bp). Daher wurde mit Hilfe des Restriktionsenzyms Hgal im
Plasmid nach der mit der Mutation S741A neu eingefihrten Schnittstelle gesucht (Figur 5.11).

InhPg ExhPg
bp Marker 1 2 Marker 3 4 Marker bp

1 kbp 100 bp 1 kbp
5090 — =1:28?8

4072 —

3054 — P — F — — 3054
- —_— 2036
2036 - -
1636 3 e B S <1636
— _ e €—1018
1018 —p E

517 / 506 —)> Me—_ - <517/ 506

Figur 5.11: Restriktion von InhPgpPIC3.5K und ExhPgpPIC9K mit Hgal. Marker 1 kbp: 1 kbp Grossen-
standard, 100 bp Grdssenstandard. InhPg: Kolonien 1 und 2 zeigen eine Bande bei 3670 bp als grosstes Frag-
ment. ExhPg: Bei Kolonie 3 liegt die hochste Bande ebenfalls bei 3670 bp, jedoch ist diese bei Kolonie 4 nicht
zu sehen, was auf eine weitere Restriktionsstelle fiir Hgal hindeutet, entsprechend der gewiinschten Mutation.

In einer der vier Kolonien konnte die gewunschte Mutation, d.h. eine neue Schnittstelle nachgewiesen
werden. Die Plasmide aller vier Kolonien, d.h. zwei InhPgpPIC3.5K und zwei ExhPgpPIC9K, wurden
vom 3’-Ende her sequenziert. Dabei bestatigte sich das Resultat der Restriktionsanalyse, dass nur
eine Kolonie des Typs ExhPgpPIC9K die Mutation S741A beherbergte.

Um dennoch ein korrektes InhPgpPIC3.5K-Konstrukt zu erhalten, wurde wie im Falle des Vektors
INNK15pPIC3.5K (siehe Kapitel 5.1.1.2) vorgegangen. Dabei wurde das die Mutation-enthaltende
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EcoRI-Fragment aus dem Vektor ExhPgpPICO9K mit dem EcoRI-Plasmidfragment von
INNK15pPIC3.5K, welches schon vom friiheren Experiment vorhanden und identisch mit dem EcoRI-
Plasmidfragment von InhPgpPIC3.5K war, ligiert und erneut in E. coli TOP10F’ Zellen transformiert.
Das neue Konstrukt InhPgpPIC3.5K, sowie der Vektor ExhPgpPIC9K wurden schliesslich in vier Re-
striktionsansatzen auf ihre Richtigkeit Gberprift (Figur 5.12).

Mit Sall wurden die Plasmide linearisiert, mit SnaBl konnten die ,Inserts“ nachgewiesen werden, mit
EcoRlI konnte die Richtung der ,Inserts* bestatigt sowie Mehrfachinsertionen ausgeschlossen werden
und mit Hgal konnte die neu eingefiihrte Mutation nachgewiesen werden. Von beiden Plasmiden wur-
den diesmal die ,Inserts* mit Standardprimern, auf die Promotorregionen passend, ganz durchse-
quenziert. Sowohl im Vektor InhPgpPIC3.5K als auch im Plasmid ExhPgpPIC9K konnte die fehlerfreie
Sequenz der ,Inserts* bestatigt werden. Zudem konnten die 6 insertierten Basen nur am 5’-Ende des
Vektors InhPgpPIC3.5K nachgewiesen werden, die vom Vektor INNK15pPIC3.5K herriihrten. Dem-
nach hatte diesmal die Ligation mit SnaBl-verdautem PCR-Amplifikat stattgefunden.
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bp Sall  Marker Sall SnaBl Marker SnaBl EcoRI| Marker EcoRl Hgal Marker Hgal bp
1 kbp 1 kbp 1 kbp 100 bp
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Figur 5.12: Restriktion von InhPgpPIC3.5K und ExhPgpPICIK. Marker 1 kbp: 1 kbp Grossenstandard. Mar-
ker 100 bp: 100 bp Grossenstandard. InhPgpPIC3.5K: Sall: 11440 bp, SraBI: 9010 / 2430 bp, EcoRI: 9169 /
2271 bp, Hgal: 2892 / 2285 / 1492 / 873 / 778 bp + kleinere Fragmente. ExhPgpPICIK: Sa/l: 11697 bp, SnaBI:
9276 / 2421 bp, EcoR1: 9426 /2271 bp, Hgal: 2892 / 2548 / 1492 / 873 / 778 bp + kleinere Fragmente.

5.2.1.3  Transformation und Selektion in P. pastoris

Die Transformation in P. pastoris wurde analog zu den Experimenten mit der schweren Kette (siehe
Kapitel 5.1.1.3) durchgefluhrt, indem jeweils 5 bis 7 pg mit Sall linearisiertes Plasmid in Spheroplasten
der P. pastoris Stdmme GS115 und KM71 transformiert und in Top-Agar auf Histidin-defiziente Platten
gegossen wurden.

Die Selektion wurde ebenfalls wie fiir die schwere Kette in Kapitel 5.1.1.3 bereits beschrieben in vier
Schritten durchgefihrt. Als erstes wurden wiederum nach etwa 4 bis 5 Tagen die mehreren 100 Kolo-
nien auf den RDB-Platten aus dem Top-Agar herausgeldst und auf Geneticin-enthaltende G418-YPD-
Platten verschiedener Konzentrationen ausgestrichen. Im Vergleich dazu war auf Histidin-haltigen
Platten wiederum ein Zellrasen statt einzelner Kolonien zu beobachten, wahrend auf keiner Negativ-
kontrolle Kolonien wuchsen. Die nach zwei Tagen auf Geneticin gut gewachsenen Kolonien wurden
erneut auf frische Platten ausgestrichen, um die Hyperresistenz eindeutig nachzuweisen. Die hyperre-
sistenten Kolonien wurden schliesslich noch auf ihren Mut-Phanotyp hin Uberpruft, indem jede Kolonie
auf MM- und MD-Platten ausgestrichen wurde. Dabei zeigte sich, dass wiederum alle GS115 Stdmme
Mut” waren, wahrend bei allen KM71 Stdmmen der MutS-Phénotyp zu beobachten war.

Um sicher zu sein, dass in den selektionierten Kolonien nebst dem Wildtyp-Histidinoldehydrogenase-
gen und dem G418-Resistenzgen zusatzlich das rekombinierte Gen des hPg im Genom zu finden
war, wurde von mehreren Zellen die genomische DNA isoliert und mittels PCR das Gen nachgewie-
sen (Figur 5.13). Hierzu wurde eine PCR mit den Primern pPIC3.5K for / hPg back beziehungsweise
pPICOK for / hPg back angesetzt und unter den selben Bedingungen wie in Kapitel 3.1.2.3.2 unter
LAnsatz 3" beschrieben das Gen amplifiziert.
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Figur 5.13: PCR zum Nachweis vom ,Insert“ in der genomischen DNA der vier verschiedenen Zell-
Plasmid-Varianten. Marker 1 kbp: 1 kbp Grossenstandard. Bahnen 1 - 5: Entsprechen jeweils dem PCR-
Produkt InhPg (2442 bp) oder ExhPg (2433 bp) im Genom verschiedener Klone. Bahn 6: Entspricht dem jewei-
ligen Referenzvektor InhPgpPIC3.5K (2442 bp) oder ExhPgpPIC9K (2433 bp).

Vollstandig charakterisiert waren somit je fiinf Stamme der vier Zell-Plasmid-Varianten (Tabelle 5.4).
Je vier Stamme beherbergten mehrere Kopien des Gens fiir hPg, wahrend je ein Stamm nur etwa
eine Kopie ins Genom rekombiniert hatte. Somit konnten die Expressionen mit jeweiliger Hintergrund-
referenz, Uberexpressionsreferenz und Expressionsreferenz (GS115 Albumin oder GS115 B-Galacto-
sidase) begonnen werden.

Tabelle 5.4: Charakterisierung der rekombinanten P. pastoris Staimme mit hPg
GS115 - InhPgpPIC3.5K: 5 Stdmme, Mut”, intrazellulére Expression, 4x hyperresistent (mehrere
Kopien), 1x ~1 Kopie (Referenz Uberexpression)

GS115 - ExhPgpPIC9K: 5 Stamme, Mut’, sekretierte Expression, 4x hyperresistent (mehrere
Kopien), 1x ~1 Kopie (Referenz Uberexpression)

KM71 - InhPgpPIC3.5K: 5 Stamme, Mut®, intrazellulére Expression 4x hyperresistent (mehrere
Kopien), 1x ~1 Kopie (Referenz Uberexpression)

KM71 - ExhPgpPIC9K: 5 Stamme, Mut®, sekretierte Expression 4x hyperresistent (mehrere
Kopien), 1x ~1 Kopie (Referenz Uberexpression)

Hintergrundreferenzen: Es konnten die gleichen verwendet werden wie fur NK15

5.2.2  Proteinchemie
5.2.2.1  Expression im Kleinansatz

Alle charakterisierten Stdmme wurden analog zu den Konstrukten der schweren Kette NK15 (siehe
Kapitel 5.1.2.1) angesetzt, induziert und geerntet. Von den letzten Proben, d.h. nach 96 Stunden fir
die Mut"-Stamme und 144 Stunden fiir die Mut>-Stamme, wurden ,Immunoblots* gemacht, um eine
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alifallige Uberexpression zu erkennen (Figur 5.14). Zudem wurden immer auch die drei Referenzen fir
die Uberexpression, den Hintergrund und die Expressionsbedingungen analysiert.

Im Gegensatz zu den Expressionen von HXNK15 konnten hier mindestens einige Stamme jeder Va-
riante gefunden werden, dle hPg schwach exprimierten. Bei der intrazelluldren Expression konnten
sowohl Mut'- als auch Mut®-Stamme gefunden werden, die eine Bande bei ca. 90 kDa zeigten. Die
theoretische Masse vom rekombinanten, intrazellular exprimierten hPg mit den drei Mutationen in
unglykosylierter Form betrug 89'920 Da, was sehr gut der Grésse der Bande auf dem ,Immunoblot*
entsprach. Bei der sekretierten Expression konnte kein Protein im Medium nachgewiesen werden,
auch nicht nach Aufkonzentrierung um das finf- bis zehnfache. Jedoch waren in den Pelletfraktionen
Banden zumindest bei den Mut’-Stdmmen zu beobachten, in schwécherer Intensitat auch bei einigen
Mut®-Stammen, allesamt bei einer Hohe knapp ber 100 kDa. Die theoretische Masse vom rekombi-
nanten, sekretierten hPg mit den drei Mutationen in unglykosylierter Form betragt 90°028 Da. Da aber
das Protein in der Pelletfraktion nachgewiesen werden konnte, war anzunehmen, dass das a-Faktor
Exportsignal immer noch N-terminal am Protein hing. Die theoretische Masse des hPg mit dem Ex-
portsignal betrug 99’301 Da, was der beobachteten Bande sehr nahe kam.

GS115 - InHXhPg Pellets KM71 - InHXhPg Pellets
1 2 3 4 5 6 Marker hPg kDa 1 2 3 4 5 6 Marker hPg kDa
\
> e
GS115 - ExHXhPg Pellets KM71 - ExHXhPg Pellets
1 2 3 4 5 6 Marker hPg kDa 1 2 3 4 5 6 Marker hPg kDa
» >
GS115 - ExHXhPg Uberstande KM71 ExHXth Uberstinde
1 2 3 4 5 ] Marker hPg kDa 2 4 5 6 Marker hPg kDa
- 20

Figur 5.14: ,Immunoblots* aller Stimme zur Detektion von HXhPg. GS115: Proben nach 96 Stunden Ex-
pression. KM71: Proben nach 144 Stunden Expression. Bahnen 1 - 4: Entsprechen jeweils den vier Stimmen mit
mehreren Kopien des rekombinanten Gens. Bahn 5: Uberexpressionsreferenz mit nur einer Kopie des rekombi-
nanten Gens. Bahn 6: Hintergrundreferenz mit dem rekombinierten Vektor ohne ,,Insert“. Marker: MagicMark
Grossenstandard. hPg: Humanes Plasminogen aus Blutplasma isoliert als Positivkontrolle fiir den Antikorper.
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Nun galt es einerseits die beste Expressionsdauer fir eine optimale Ausbeute zu eruieren und ande-
rerseits die Beobachtungen bezlglich des Gréssenunterschieds zwischen InHXhPg und ExHXhPg zu
bestatigen. Als erstes wurden von vier vielversprechenden Stammen die 1 ml Zeitreihen erneut mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und diesmal zusatzlich geblottet und immunologisch detektiert (Figur 5.15).

GS115 - InHXhPg Pellets (Bahn 1) KM71 - InHXhPg Pellets (Bahn 4)
0 6 12 24 36 48 60 T2 96 Marker kDa 0 24 48 72 96 120 144  Marker kDa
-
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i S
R <80 <60
60 <450
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'1—40
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GS115 - ExHXhPg Pellets (Bahn 4) KM71 - ExHXhPg Pellets (Bahn 4)
0 6 12 24 36 48 60 72 96 Marker kDa 0 24 48 72 96 120 144  Marker kDa
o o 13
- p——— 100
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<460 p <60
<450 <50
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Figur 5.15: ,I mmunoblots* der Zeitreihen von 4 Stimmen zur Ermittlung der optimalen Expressions-
dauer. Die Bezeichnungen in Klammern beziehen sich auf Figur 5.14; von den Stimmen jener Bahnen wurden
die Zeitreihen analysiert. Zahlen der Bahnen: x Stunden nach Start der Induktion. Marker: MagicMark " Gros-
senstandard.

Aus der Analyse der Zeitreihen konnte die optimale Expressionsdauer ziemlich eindeutig auf 60 Stun-
den nach dem Beginn der Induktion festgelegt werden, unabhangig von intrazelluldrem oder sekretier-
tem Konstrukt, sowie Mut’- oder MutS-Phénotyp. Nun wurde mit den Proben nach 60 Stunden (beide
Mut*-Stamme) und 48 Stunden (beide Mut®-Stamme) versucht den Grossenunterschied zwischen
InHXhPg und ExHXhPg, der sich aus den vorangehenden ,Immunoblots® abzuzeichnen schien, zu
untermauern (Figur 5.16). Aus einem solchen ,Immunoblot* konnte zumindest bei den Mut’-Stdmmen
eindeutig gesehen werden, dass es sich um zwei verschieden grosse Proteine handelte. Das Kleinere
schien dem InHXhPg zu entsprechen, wahrend das Grossere ExHXhPg mit N-terminalem Export-
signal sein musste.

Mehrere am Ende der Induktion gesammelte Pellets wurden aufgeschlossen und auf verschiedene
Arten weiterverarbeitet, um eventuell intaktes Protein fir die Analytik zu erhalten. Wenn das Zelllysat
direkt auf eine Lysin-Bio-Gel-Saule geladen wurde, konnte kein Protein eluiert werden. Demnach war
das Protein entweder in zu geringen Mengen vorhanden oder nicht zuganglich. Zudem war auch
denkbar, dass es falsch gefaltet sein konnte und es somit nicht mit den Lysinbindungsstellen (LBS) an
Lysin binden konnte. Wenn das denaturierend mit Gu-HCI-Puffer aufgeschlossene Zelllysat auf eine
Ni-NTA-Saule geladen und pH-abhangig eluiert wurde, konnte ein Peak einer Héhe von etwa 0.4 AU
in 20 ml gesammelt werden. Die Analyse des Eluats mittels RP-HPLC ergab im Chromatogramm aber
nur mehrere kleine Peaks. Trotzdem wurde versucht das Eluat zuriickzufalten, wie schon ausfuhrlich
fur die diversen E. coli Konstrukte beschrieben, um schliesslich auf einer Lysin-Bio-Gel-Saule zu beo-
bachten, ob irgend eine Affinitat bestand. Aber auch auf diesem Weg konnte kein Protein von der
Saule eluiert werden. Es war anzunehmen, dass entweder die Rickfaltung nicht geklappt hatte oder
zu wenig Material fur eine adaquate Detektion vorhanden war.

Wie von von Haller (nicht publiziert) schon einmal durchgefuhrt, wurden als letzte Mdglichkeit mit Na-
triumphosphatpuffer aufgeschlossene Zellen zunachst mehrere Male dialysiert und erst dann auf eine
Lysin-Bio-Gel-Saule geladen, wie in Kapitel 3.2.2.2.1 beschrieben. Von Haller konnte mit dieser Me-
thode die Proteine ExXNK1 und ExK45 aus Kleinansatzen in analytischen Mengen isolieren, was zuvor
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ohne die Dialyse fehlgeschlagen war. Bei den exprimierten Proteinen InHXhPg und ExHXhPg konnten
jedoch keine Elutionspeaks im Chromatogramm beobachtet werden, selbst nicht als die standardmas-
sige Einstellung der Absorptionsempfindlichkeit von 1.0 AU auf zehnfach empfindlichere 100 mAU
umgestellt wurde.

kDa hPg Marker GS115 GS115 Marker KM71 ~ KM71 Marker kDa
ExhPg InhPg InhPg ExhPg
60 60 48 48

Figur 5.16: ,,Immunoblot“ von vier Stimmen nach der optimalen Expressionsdauer zum Nachweis des
Grossenunterschieds. InhPg: InHXhPg auf der Hohe der blauen Pfeile. ExhPg: ExHXhPg auf der Hohe der
roten Pfeile. Marker: MagicMark ~ Grossenstandard. hPg: Humanes Plasminogen aus Blutplasma isoliert als
Positivkontrolle fiir den Antikorper.

5.2.2.2  Expression im Grossansatz

Die vier Stdmme wurden auf YPD-Platten angezogen, in 25 ml Glycerin-haltigem BMGY-Medium ent-
sprechend Kapitel 3.1.2.9.4 Gberimpft und schliesslich in 500 ml BMGY uberfihrt. Diese grossen Vor-
kulturen wurden bis zu einer ODgog zwischen 2 bis 6 wachsen gelassen. Die pelletierten Zellen wurden
schliesslich im Falle der Mut’-Stamme in je zweimal 500 ml Methanol-haltigem BMMY-Medium zu
einer ODggo von 1 aufgenommen, wahrend die Mut®-Stamme in 100 ml BMMY-Medium induziert wur-
den. Alle wurden nach jeweils 24 Stunden mit 0.5% Methanol supplementiert und nach 60 Stunden
geerntet.

Die Pellets wurden in Natriumphosphatpuffer resuspendiert und mittels ,French press*, Ultraschall und
Glasperlen aufgebrochen. Nach vier Dialyseschritten in Natriumphosphatpuffer wurden die Lysate auf
Lysin-Bio-Gel-Saulen geladen und versucht moglichst viel Protein zu eluieren. Bei der Elution konnte
in den Chromatogrammen jeweils ein relativ rascher Anstieg der Absorptionsintensitat beobachtet
werden. Dieser war jedoch so klein, dass das anschliessende Plateau der Absorption durch 6-AHA
héher war (Figur 5.17). Demnach misste versucht werden mit weniger, d.h. mit etwa 50 mM 6-AHA
zu eluieren, womit dann wahrscheinlich ein kleiner Peak beobachtet werden konnte, weil das Plateau
der Absorption entsprechend tiefer ware.

Wahrend der folgenden Dialyse der etwa 5 ml Eluat gegen 5 | mQH,O-pH3.5 wurden jeweils 50 pl
entnommen und auf dem RP-HPLC analysiert. Das Chromatogramm bestand statt aus einem einzi-
gen, aus mehr als 10 sehr schwachen Peaks, die moglicherweise auf eine Fragmentierung des Pro-
teins hindeuteten und dies trotz Einsatz einer Mischung von Proteaseinhibitoren. Es kénnte auch sein,
dass sich dieser sehr kleine Elutionspeak hauptsachlich aus unspezifisch bindenden Komponenten
zusammensetzte. Nach der Lyophilisation war praktisch kein Material in den Kolben vorzufinden. So-
mit war auch den Experimenten mit Grosskulturen kein Erfolg bezlglich der Isolation von rekombinan-
tem hPg beschieden.
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Figur 5.17: Affinititschromatogramm von HXhPg auf Lysin-Bio-Gel. Punkt 1: Siule dquilibriert mit Na-
triumphosphatpuffer pH 8.5. Punkt 2: Dialysat laden und Sdule waschen mit Natriumphosphatpuffer pH 8.5.
Punkt 3: Eluieren mit 200 mM 6-AHA in Natriumphosphatpuffer pH 8.5. Punkt 4: Ende des Chromatogramms.
Der rote Bereich entspricht der gesammelten und weiterverarbeiteten Fraktion.

5.3  Expression von NK1, NK13 und K45

Die drei Konstrukte NK1, NK13 und K45 wurden vorgangig von von Haller (1999) in den pPIC3.5K-
Vektor kloniert und in P. pastoris transformiert. Allerdings konnte in kleinen Expressionsansatzen kein
Protein auf den ,Immunoblots“ nachgewiesen werden. Da die intrazellulare Expressionsvariante nicht
zum gewdinschten Ziel fuhrte, wurden die drei Konstrukte ebenfalls von von Haller (nicht publiziert) in
den pPIC9K-Vektor ligiert und in den P. pastoris Stamm KM71 transformiert. In kleinen Expressions-
ansatzen konnte fur die beiden kleineren Konstrukte NK1 und K45 je eine Bande immunologisch
nachgewiesen werden, wahrend fir NK13 kaum Expression beobachtet werden konnte. Aufgrund
dieser Vorexperimente sollte nun Uberprift werden, ob auch gréssere Mengen an Protein isoliert wer-
den konnten, insbesondere ob die Ausbeute an NK1 aus P. pastoris grosser war als jene aus E. coli.
Damit hatte man einen Vergleich zwischen den beiden Expressionssystemen bezlglich der Expres-
sion von Fragmenten des hPg und deren Eigenschaften und Reinheit.

Wie in Figur 5.18 dargestellt begannen die Konstrukte ExXNK1pPIC9K und ExNK13pPIC9K nach dem
a-Faktor Exportsignal mit den zwei Aminosauren Tyr und Val, entsprechend der 5'-terminalen Klonie-
rungsstelle mit SnaBl, gefolgt von Glu' des N-terminalen Peptids (NTP) des hPg bis zu GIu'® am
Ende des Kringels 1 im Falle von NK1, wahrend sich das rekombinante Gen von NK13 bis hin zu
Ser*® erstreckte. Zudem war die Glykosylierungsstelle an Asn®®*® zu GIn®®® mutiert worden. Am
3’-Ende waren die rekombinanten Gene nach den zwei eingefihrten Stopcodons mit Notl in den Vek-
tor kloniert worden. Das Konstrukt ExK45pPIC9K startete nach dem a-Faktor Exportsignal ebenfalls
mit den zwei Aminosauren Tyr und Val, entsprechend der 5’-terminalen Klonierungsstelle mit SnaBl,
wobei aber das Val schon der ersten Aminosaure des rekombinanten Gens entsprach, namlich val®®
am Anfang des Kringels 4. Es erstreckte sich weiter bis zu Ala®*® am Ende des Kringels 5, gefolgt von
zwei Stopcodons und der 3’-terminalen Klonierungsstelle EcoRI. Demnach sollten die drei Konstrukte
in das Medium sekretiert werden und auf einer Lysin-Bio-Gel-Saule affinitatschromatographisch in
reiner Form isoliert werden koénnen. Nachfolgend werden die Gene immer als ExNK1pPIC9K,
ExNK13pPICOK beziehungsweise ExK45pPIC9K, die daraus resultierenden Proteine als ExNK1,
ExNK13 respektive ExK45 bezeichnet.
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ExXNK1pPIC9K
Promotor Kozak Start SnaBl 2x Stop  Notl
pPICOK > m—— ATG TACGTA TAATGAGCGGCCGC—p pPICIK
la-Faktor ExS|YV [E' NTP + K1 E"™|
ExNK1
ExXNK13pPIC9K
Promotor Kozak Start SnaBl 2 §l0p Notl
pPICOK =>-m—— ATG TACGTA TAATGAGCGGCCGC— pPICOK
[c=Faktor ExS[YV]E'_NTP + K1 + K2 + K3 57
ExNK13
ExK45pPIC9K
Promotor Kozak Start SnaBl 2x StopBamH| EcoRI
pPICOK - m—— . C CATC TACGTA TAATGAGGATCCGAATTC—P pPICOK
[o-Faktor ExS[Y[V™ kK4 + K5 A*]
ExK45

Figur 5.18: DNA-Konstrukte und ihre Proteine. EXNK1pPIC9K: Gen von NTP bis K1 in pPICIK; das ATG-
Startcodon ist in der Kozak-Konsensussequenz des a-Faktor Exportsignals (ExS) integriert. EXNK1: Protein von
NTP bis K1 mit N-terminalem o-Faktor Exportsignal. ExXNK13pPIC9K: Gen von NTP bis K3 in pPIC9K; das
ATG-Startcodon ist in der Kozak-Konsensussequenz des a-Faktor Exportsignals integriert. ExXNK13: Protein
von NTP bis K3 mit N-terminalem a-Faktor Exportsignal, sowie der Mutation N289Q. ExK45pPIC9K: Gen von
K4 bis K5 in pPICIK; das ATG-Startcodon ist in der Kozak-Konsensussequenz des a-Faktor Exportsignals
integriert. ExK45: Protein von K4 bis K5 mit N-terminalem a-Faktor Exportsignal.

Die drei Stamme wurden auf YPD-Platten angezogen und in 25 ml Glycerin-haltigem BMGY-Medium
Uberimpft (siehe Kapitel 3.1.2.9.4). Von diesen kleinen Vorkulturen wurden 500 ml BMGY inokuliert
und bis zu einer ODggg zwischen 2 bis 6 wachsen gelassen. Die pelletierten Zellen wurden schliesslich
in 100 ml Methanol-haltigem BMMY-Medium aufgenommen und wahrend 60 Stunden induziert sowie
alle 24 Stunden mit 0.5% Methanol supplementiert. Nach der Expression wurde je 1 ml enthommen
und fur eine Analyse mittels ,Immunoblotting” vorbereitet. Dazu wurden sowohl die aufbereiteten Pel-
lets, als auch die Uberstidnde mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und
immunologisch nachgewiesen (Figur 5.19).

Pellet Uberstand
kDa  Marker NK1 NK13 K45 Marker K45 NK13 NK1 Marker hPg kDa
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Figur 5.19: ,,Immunoblot*“ der Proteine ExNK1, ExXNK13 und ExK45. Marker: MagicMarkTM Grossenstan-
dard. hPg: Humanes Plasminogen aus Blutplasma isoliert als Positivkontrolle fiir den Antikdrper.

Auf dem ,Immunoblot war deutlich eine Uberexpression von ExNK1 und weniger stark von ExK45 im
Medium zu sehen, hingegen wies keine Bande auf die Anwesenheit von ExXNK13 hin. Die Bande von
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ExNK1 lag ziemlich genau bei 25 kDa, wahrend jene von ExK45 leicht dartber lag. Diese Beobach-
tung stimmt relativ gut mit den theoretischen Massen von 18’941 Da beziehungsweise 21°147 Da
Uberein, unter Beriicksichtigung, dass schon des 6ftern eine Verschiebung nach héheren Massen bei
einzelnen rekombinanten Kringel beschrieben wurde [von Haller (1999)]. Der Masseunterschied konn-
te zudem nicht von der allfallig noch vorhandenen a-Faktor Exportsequenz stammen, da dies eine
Verschiebung um ziemlich genau 10 kDa zur Folge gehabt hatte, wie schon im Fall von in P. pastoris
exprimiertem rekombinantem hPg gezeigt (siehe Kapitel 5.2.2.1). Demnach schien bei diesen kleine-
ren Konstrukten die Sekretion und Prozessierung des Exportsignals offensichtlich zu funktionieren,
wahrend beim ganzen Plasminogen auch die fir den Export bestimmten Proteine aus dem Zellpellet
isoliert werden mussten. Die Bande bei 25 kDa in der Pelletfraktion von ExNK1 rihrte héchstwahr-
scheinlich von wenig noch nicht exportiertem Protein her. Die Ubrigen in den Pelletfraktionen sichtba-
ren Banden konnten auf unspezifische Bindungen des eingesetzten Antikdrpers zurtickgefihrt wer-
den, weil allgemein sehr viel Material auf das Gel geladen worden war.

- ExNK1

—_—

3
z
748

10 15 0 25 30 33 <0 an min

Figur 5.20: Préiparative Aufarbeitung von ExNK1 und ExK45 mittels RP-HPLC in Gegenwart von 0.1%
TFA bei 210 nm. Bedingungen: RP-HPLC-Laufmittel B in A von 0 - 100% in 50 Minuten. Chromatogramm
ExNK1: % der Ausbeute von ExNK1; Retentionszeit 17.5 min. Chromatogramm ExK45: V4 der Ausbeute von
ExK45; Retentionszeiten 17.8, 19.8 und 20.3 min.

Die 100 ml Medium jedes Ansatzes wurden viermal gegen Natriumphosphatpuffer dialysiert und an-
schliessend auf eine Lysin-Bio-Gel-Saule geladen. Dabei konnten im Fall von ExNK1 etwa 20 ml einer
Peakhohe von 0.2 AU eluiert werden, wahrend ExK45 etwa 20 ml einer Absorption von 0.1 AU liefer-
te. Bei ExNK13 konnte erwartungsgemass kein Peak beobachtet und demnach auch nichts weiter-
verarbeitet werden. Die beiden Proteine ExNK1 und ExK45 wurden fiinfmal gegen je 5 | mQH,O-
pH3.5 dialysiert und schliesslich lyophilisiert.
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P. pastoris: Resultate

Die Ausbeute war sehr gering und betrug um die 100 pg. Da beide Lyophilisate braunlich waren, wur-
den sie in je 100 yl sHO resuspendiert und wahrend 2 Minuten mit 20'000 g bei Raumtemperatur
zentrifugiert, wobei unlésliche Bestandteile pelletiert werden konnten. 25 ul der Uberstande wurden
mittels RP-HPLC gereinigt und die Proteinfraktionen gesammelt (Figur 5.20).

Bei ExNK1 konnte ein einziger Peak im Chromatogramm beobachtet werden. Die Hohe des Peaks
liess auf relativ viel Protein schliessen und war als weisses Lyophilisat nach dem Trocken in der
Speed-Vac zu sehen. Im Falle von ExK45 wurden drei Peaks im Chromatogramm entdeckt. Die Hohe
der einzelnen Peaks war 10 bis 20 mal geringer als bei ExXNK1. Nach der Lyophilisation konnten zu-
dem auch keine weissen Ruckstande gesehen werden, wie dies bei ExXNK1 der Fall gewesen war.
Das Lyophilisat von EXNK1 konnte schliesslich mittels ,Immunoblotting®, Edman-Abbau, Aminosaure-
analyse und ESI-MS charakterisiert werden (Figur 5.21), wahrend die drei gesammelten lyophilisierten
Fraktionen von ExK45 keine schlissigen Resultate, aufgrund zu geringer Proteinmengen, lieferten.

ExNK1
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Figur 5.21: Analyse von ExNKI. Links: Massenspektrum gemessen mittels ESI-MS, Hauptmassepeaks:
10162.13 £0.37 Da, 10472.75 £ 0.62 Da, 10324.00 + 0.46 Da und 9776.50 + 0.51 Da. Rechts: ,,Jmmunoblot®.

In Tabelle 5.5 sind die Resultate der Analyse von ExXNK1 zusammengefasst. Keine der gemessenen
Massen des ESI-MS Spektirums entsprachen dem intakten Protein. Alle gefundenen Peaks waren
kleiner als die theoretische Masse von 21’147.41 Da, wovon zwei Peaks Fragmenten von ExNK1 zZu-
geordnet werden konnten. Die Masse von 10°162.13 + 0.37 Da entsprach dem Kringel 1 von Glu’® bis
Glu * und Jene von 9'776.50 £ 0.51 Da stimmte mit einem leicht kiirzeren Fragment von Kringel 1 von
Val™ bis Glu'® (iberein. Die weiteren im Spektrum auftretenden Massen mussten irgendwelche Ad-
dukte sein, da sie keinen weiteren Fragmenten zugeordnet werden konnten. Die Massen um 10 kDa
konnten ebenfalls im ,Immunoblot® als breite Bande nachgewiesen werden, die wie fir rekombinante
Kringel Ublich nach etwas héherer Masse verschoben war. Die Sequenzierung nach Edman lieferte
die N-terminale Sequenz der zwei obengenannten Fragmente, wobei jenes mit Glu’ startend ein
Signal lieferte, welches etwa fiinfmal intensiver war als jenes vom anderen Fragment herrGhrend.
Demnach musste das Lyophilisat hauptsachlich aus dem Fragment Glu”™ - GIu'® bestehen, was mit-
tels der Bestimmung der Aminosaurenzusammensetzung bestatigt werden konnte.

Tabelle 5.5: Charakterisierung von ExNK1

ESI-MS: gemessen theoretisch
9776.50 + 0.51 Da 9778.74 Da V"? - E'® (K1)
10162.13 + 0.37 Da 10164.20 Da E"® - E'® (K1)

10324.00 + 0.46 Da -
10472.75 £ 0.62 Da -

N-terminale Sequenzierung: EKKVY (Intensitat 5x)
VYLSE (Intensitat 1x)

Ausbeute: ca. 100 ug
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6 Diskussion
6.1 E. colr

Die Klonierung der Konstrukte der schweren Kette von humanem Plasminogen (hPg) in die beiden
Vektoren pQE-8 und pET-9a verlief relativ problemlos und flihrte rasch zum Ziel. Einzig die Ligationen
erwiesen sich als schwierig. Deshalb wurden einige der Ligationsansatze, statt in chemisch-kompe-
tente, mittels Elektroporation in elektrokompetente Zellen transformiert. Die Effizienz der Transforma-
tionen steigerte sich dadurch um etwa drei Zehnerpotenzen, womit auch Ligationsansatze mit tiefen
Ausbeuten zu einigen Kolonien mit dem richtigen Konstrukt fihrten. Statistisch gesehen reichte somit
eine einzige Transformation mit elektrokompetenten Zellen, um mehrere Kolonien ernten zu kénnen,
wahrend etwa hundert Transformationsansatze mit chemisch-kompetenten Zellen nétig gewesen wa-
ren, um eine einzige Kolonie zu erhalten.

Die zwei Konstrukte der schweren Kette von hPg mit und ohne N-terminales Peptid (NTP) im pQE-8
Vektor waren so konzipiert, dass sie eine Isolation tber zwei Affinitatschromatographien ermadglichen
sollten. Einerseits konnte mit Hilfe des ,His-tags® das Protein an eine Ni**-Matrix binden, andererseits
konnten die Kringel mit ihren Lysinbindungsstellen (LBS) mit einer Lysinmatrix in Wechselwirkung
treten. Durch Anwendung beider Isolationsmethoden in Serie konnte schon verschiedentlich reines
Protein erhalten werden, wie dies auch fur diverse kleinere Fragmente von hPg beschrieben worden
war [Douglas et al. (2002); Marti et al. (1994)]. Die Konstrukte im pET-9a Vektor hatten weder N- noch
C-terminal einen coexprimierten ,His-tag“, womit diese Proteine nur mittels Lysin-Bio-Gel als einziger
Affinitatschromatographie gereinigt werden konnten.

Als erste Experimente wurden ,native Isolationen, d.h. Aufschluss der Zellen in Natriumphosphatpuf-
fer ohne Zugabe von denaturierenden Agentien, durchgefiihrt, um die Proteine in bereits gefalteter
Form isolieren zu kénnen. Allerdings konnte nach dem Laden der Lysate auf eine Lysin-Bio-Gel-Saule
kein Protein eluiert werden. Daflir gab es zwei mogliche Griinde: Erstens konnte das Protein ,falsch®
gefaltet gewesen sein, d.h. die Konformation der LBS der Kringel hatte nicht der natirlichen dreidi-
mensionalen Struktur entsprochen, womit auch keine Affinitat zu Lysin hatte zustande kommen kén-
nen. Da das Cytoplasma eine reduzierende Umgebung darstellt, war zudem auch denkbar, dass
durch den Aufschluss der Zellen, wenn der Zellinhalt augenblicklich in die oxidierende Umgebung
gelangt, das Protein in der jeweiligen Konformation durch Ausbildung der Disulfidbricken zwischen
zwei Cysteinresten zu einem Cystin kovalent zusammengehalten wurde. Zweitens bestand die Mog-
lichkeit, dass das Protein in aggregierter Form in sogenannten ,inclusion bodies* nach dem Auf-
schluss der Zellen in den Pellets zurlickblieben. Aus diesen Griinden wurden die Zellen denaturierend
mit Gu-HCI-Puffer aufgebrochen, womit die allfalligen ,inclusion bodies” solubilisiert wurden und das
Protein in offener Konformation vorlag. Da die Proteine nun in denaturierter Form vorlagen, konnte
logischerweise auch keine Isolation mittels Affinitatschromatographie an Lysin-Bio-Gel mehr ins Auge
gefasst werden, weil die LBS der Kringel sicherlich nicht in nativer Form vorlagen. Deshalb wurden die
pET-9a Konstrukte, die keinen ,His-tag”“ enthalten, nicht mehr weiterverfolgt und fortan wurde mit den
beiden pQE-8 Konstrukten experimentiert. In Kleinansatzen konnten dank der Affinitat des ,His-tags*
an Ni**-lonen schliesslich im Eluat einer solchen Chromatographie mehrere Peaks beobachtet wer-
den. Da mehrere Peaks nahe beieinander vorhanden waren, musste auf mehrere Faltungszustande,
d.h. verschiedene, durch den Aufschluss der Zellen verursachte Disulfidverknipfungsmuster, ge-
schlossen werden. Diese Annahme kann mit der Beobachtung untermauert werden, dass bei der Iso-
lation von rekombinanten Kringeln aus E. coli vor der Zugabe von Reduktionsmitteln mehrere Peaks
im RP-HPLC-Chromatogramm zu sehen sind, hingegen nach der Zugabe von DTT nur noch ein Peak
vorhanden ist. Demnach fiihren verschiedene Verknlpfungen der Disulfidbricken beim Aufschluss
der Zellen zu unterschiedlichen Retentionszeiten im RP-HPLC-Chromatogramm.

Von den beiden rekombinanten schweren Ketten mit und ohne NTP in pQE-8 wurden Grossansatze in
Angriff genommen, um mit mehr Material arbeiten zu kénnen, was die Affinitdtschromatographien
wesentlich erleichterte. Die Zelllysate wurden demnach Uiber eine Ni**-S&ule gereinigt, in vitro zuriick-
gefaltet, Uber Lysin-Bio-Gel chromatographiert und nach der sauren Dialyse lyophilisiert. Dabei war
der zweite Chromatographieschritt zugleich auch eine Art ,physiologischer” Funktionstest, der zeigte,
ob das Protein intakte LBS in den Kringeldomanen enthalt. Die Analyse der schweren Kette mit NTP
mittels RP-HPLC zeigte einen einzelnen Peak im Chromatogramm, wahrend im Chromatogramm des
Konstrukts ohne NTP mehrere Peaks beobachtet werden konnten. Demnach schien das Protein mit
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NTP in einer einzigen Konformation vorzuliegen, wahrend sich bei jenem ohne NTP mehrere Fal-
tungszustande zeigten. Allerdings mussten all diese Konformationen mindestens eine intakte LBS
aufweisen, da sie sonst nicht an die Lysinmatrix gebunden hatten. Aufgrund dieses Unterschieds wur-
de die wichtige Rolle des NTP in der Stabilisierung der ganzen Struktur der schweren Kette deutlich,
indem es die Riickfaltung in vitro in eine einzige Konformation begtinstigte. Von Cockell et al. (1998)
wurde ja gezeigt, dass das NTP mit der LBS des Kringels 5 interagiert und héchstwahrscheinlich
durch diese Wechselwirkung die kompakte Struktur von Plasminogen in der inaktiven a-Konformation
zustande kommt. Das Projekt der rekombinanten Expression der schweren Kette war demnach von
grosser Wichtigkeit, weil dieses Postulat mit reinem markiertem Protein mittels NMR in Lésung ein-
deutig bewiesen oder wiederlegt hatte werden kénnen.

Aus diesen Ansatzen konnte allerdings nicht gentgend reines Protein fur eine Massenbestimmung
mittels ESI-MS isoliert werden. Eine allféllige Toxizitat des exprimierten Proteins konnte fir die ge-
ringe Ausbeute als Grund eindeutig ausgeschlossen werden, weil dies zum Tod der Zellen gefiihrt
hatte. In diesen Experimenten konnte allerdings auch nach mehreren Stunden Expression noch eine
Zunahme der Zelldichte beobachtet werden, wonach das akkumulierte Protein fir den Wirt nicht
toxisch sein konnte.

Die Sequenzierung des Proteins nach Edman zeigte zwar eine einzige Sequenz, die mit jener der
schweren Kette mit und ohne NTP genau Ubereinstimmte, jedoch mahnten der Gehalt und die Analy-
se mittels ,Immunoblotting” zur Vorsicht. Der berechnete Gehalt war viel zu tief und zudem waren auf
dem ,Immunoblot“ mehrere Banden unterhalb der gesuchten Grosse zu beobachten. Demnach schien
das Protein zwar vorhanden zu sein, jedoch in fragmentierter Form. Fur eine Fragmentierung konnten
mehrere Grunde verantwortlich sein: Erstens hatte sie durch die mehrere Tage dauernde Aufarbeitung
zustande kommen kdnnen. Demnach waren proteolytische Prozesse wahrend der Isolation, Chroma-
tographie und Dialyse fir die Fragmentierung verantwortlich gewesen. Zweitens hatte sie aber auch
schon in den Zellen entstanden sein kdnnen. Hierfir kamen einerseits proteolytische Prozesse in der
Zelle in Frage, andererseits aber auch der Umgang der prokaryontischen Translationsmaschinerie mit
dem eukaryontischen Gen. Dabei kdnnte der ,codon usage” von E. coli eine Rolle gespielt haben wie
auch die Sekundarstruktur der mRNA, die sich eventuell mit den prokaryontischen Translationsfakto-
ren und Ribosomen schlecht vertrug. Beides hatte zu einer friihzeitigen Termination der Translation
geflhrt und demnach kiirzere Fragmente produziert, wie sie im ,Immunoblot‘ nachgewiesen werden
konnten. Je nach Sekundarstruktur der mRNA ware auch eine reduzierte Initiation der Translation
denkbar gewesen, die eine stark verminderte Ausbeute an rekombinantem Protein zur Folge gehabt
hatte.

Zwar waren die proteolytischen Prozesse wahrend der Aufarbeitung als Grund fur die Fragmentierung
eher unwahrscheinlich, da die Sequenzanalyse mittels Edman-Abbau auf Fragmente verschiedener
Lange hindeutete, die alle mit dem N-Terminus begannen. Trotzdem wurde durch diverse Optimie-
rungen versucht die Isolationsdauer auf ein Minimum zu beschranken, wobei die ganze
Isolationsmethode schliesslich auf einen einzigen Tag verklrzt werden konnte und immer mit
Proteaseinhibitoren gearbeitet wurde. Da die Resultate der Analyse von solchen ,Eintagesisolationen®
mittels ,Immunoblotting“, Gehaltsbestimmung und Edman-Abbau immer noch auf eine klare
Fragmentierung hindeuteten, schien das Problem eher im Wirt lokalisiert und translatorischer Art oder
durch die Struktur der mRNA bedingt zu sein.

In einem letzten Versuch beschrankte ich mich auf die Synthese der schweren Kette mit NTP, weil
dabei aufgrund der obigen Erlduterungen die Chancen fiur ein in homogener Konformation vorliegen-
des Protein grosser schienen, als mit dem Konstrukt ohne NTP. Mit dem neuen Zellstamm
SG13009[pREP4] konnte schliesslich genitigend reines Protein isoliert werden, um ein interpretierba-
res Massenspektrum zu erhalten. Wiederum war die vorgangig bestimmte N-terminale Sequenz kor-
rekt und eindeutig, die Gehaltsbestimmung und der ,iImmunoblot* deuteten aber nach wie vor auf eine
Fragmentierung hin. Im Massenspektrum konnte schliesslich ein sehr breiter Peak bei der gesuchten
Grosse von 63 kDa gefunden werden. Allerdings waren zudem mehrere Peaks kleinerer Massen zwi-
schen 10 und 30 kDa anwesend, wovon die zwei intensivsten Fragmente der rekombinanten schwe-
ren Kette von Plasminogen zugeordnet werden konnten. Das kleinere entsprach einem NTP-
Fragment von Met'® bis Leu, das gréssere dem NTP mit dem ersten Kringel bis genau vor dem ers-
ten Cystein des zweiten Kringels, entsprechend dem Fragment von Met'® bis GIu'®. Die C-terminalen
Aminosauren waren demnach ein Leucin beziehungsweise eine Glutaminsdure, wahrend die darauf-
folgenden Aminosauren jeweils ein Phenylalanin respektive ein Cystein gewesen waren. Wenn man
fur die vier entsprechenden Codons UUA (Leu), UUU (Phe), GAA (Glu) und UGU (Cys) den ,codon
usage”“ des Menschen mit jenem von E. coli verglich, handelte es sich hier keineswegs um sogenannt
kritische Codons, die selten in E. coli benutzt werden und demnach zu einer friihzeitigen Termination
fuhren konnten. Die Haufigkeit der vier Codons in E. coli K12 betragt fir UUA 13.9%, fir UUU 22.4%,
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fur GAA 39.5% und fir UGU 5.2%, wahrend sie im H. sapiens 7.5%, 17.1%, 29.0% und 10.0% aus-
machen. Einzig das Cysteincodon mit einer auftretenden Haufigkeit von 5.2% konnte allenfalls kritisch
gewesen sein, allerdings bleibt hier festzuhalten, dass vorgangig dieses Codon schon flinfmal erkannt
wurde und zu keinem frihzeitigen Abbruch gefiihrt hatte. Demnach scheint, dass die Expression der
rekombinanten schweren Kette des hPg aufgrund der mRNA Sekundarstruktur problematisch gewe-
sen sein kdnnte und zum friihzeitigen Abbruch der Translation an genau definierten Loci fihrte. Diese
Annahme wird ferner durch die Resultate von Christen (2002) unterstitzt. In seinen durchgefiihrten
Experimenten wurde die Expression von rekombinantem K13 in E. coli angestrebt. Dabei konnte zwar
das ganze Protein nachgewiesen werden, jedoch bestand das Material zu einem Drittel aus K1. Da
auch in diesem Fall nur eine einzige N-terminale Sequenz nachgewiesen wurde, konnte die Fragmen-
tierung keine Folge einer proteolytischen Degradation des Proteins wahrend der Isolation sein. Viel-
mehr scheint auch hier der Grund in der 3-dimensionalen Struktur der mRNA zu liegen, die zu einer
frihzeitigen Termination der Translation fuhrt.

Da es sich bei Plasminogen um ein eukaryontisches Gen handelt, ist zu beachten, dass es im
menschlichen Genom durch 18 Introns unterbrochen wird. Fir diverse eukaryontische Proteine schei-
nen Introns die Expression deutlich zu beeinflussen und zu regulieren und sind keineswegs irgend-
welche ,Non-sense-Insertionen” ohne jegliche Funktion [Le Hir et al. (2003)]. Die Introns kénnen einen
wichtigen Einfluss auf die Sekundarstruktur der mRNA haben und kénnen sie durch assoziierte Pro-
teine zuganglich machen oder fur die Translation sperren. Interessant ware nun zu wissen, was fur
eine Sekundarstruktur die in E. coli synthetisierte mRNA einnimmt, welche nicht aus einem Intron-
enthaltenden Gen transkribiert wurde. Ein Moglichkeit ware eine starke Sekundarstruktur, die in Eu-
karyonten durch die Introns und deren assoziierter Proteine gar nicht erst zustande kdme und dem-
nach in E. coli zu einer friihzeitigen Termination der Proteinsynthese fuhren wirde. Dies bleiben aller-
dings nur Spekulationen und mussten im Detail auf der RNA-Ebene weitergehend analysiert werden.

Die Expression und Isolation von N-markiertem NK1 erzielte beinahe 6 mg an reinem Protein aus
einem | Kultur. Dabei war die Ausbeute an markiertem NK1 aus den in Minimalmedium gewachsenen
Zellen sogar hoher als jene an vorgangig hergestelltem, unmarkiertem Protein unter Verwendung von
Vollmedium [vergleiche mit Douglas et al. (2002)]. Die hohere Ausbeute konnte vor allem auf die Ver-
wendung von Ameisensaure statt Salzsaure wahrend der sauren Dialyse nach der Reinigung mittels
Lysin-Bio-Gel zuriickgeflihrt werden. Von de Vos et al. (1992) konnte namlich durch Zugabe von
schon geringen Mengen an Chloridionen eine drastische Verminderung der Ldslichkeit von einzelnen
Kringeln nachgewiesen werden.

Das markierte NK1 wurde zur strukturellen Aufklarung und fur weiterfihrende Bindungsstudien mittels
NMR an die Gruppe M. Llinas in Pittsburgh, USA gesandt, wdhrend mit unmarkiertem Protein Bin-
dungsstudien mittels Fluoreszenzspektroskopie durchgefihrt wurden. Dazu wurden Fluoreszenztitra-
tionen mit dem Liganden 6-AHA in Wechselwirkung mit NK1 durchgefihrt und mit Titrationskurven
von K1 und NTP verglichen. Wie erwartet konnten fir NK1 und K1 Sattigungskurven gemessen wer-
den, die in einer normierten Darstellung nahe beieinander lagen. Die Messung mit NTP erreichte kei-
ne Sattigung, da auch mit grésseren Mengen an 6-AHA eher eine Gerade statt einer Sattigungskurve
dargestellt werden konnte. Dies liess den Schluss zu, dass es sich um eine sehr schwache Wechsel-
wirkung mit dem Liganden handelte, falls Gberhaupt eine vorhanden war. Um die Bindungskonstanten
zu berechnen, wurden die Kurven nach Scatchard (1948) linearisiert. Das Bestimmtheitsmass R? der
Trendlinien war im Falle von NK1 und K1 sehr nahe bei 1, womit es sich um sehr genaue Resultate
handeln musste, wahrend jenes von NTP viel schlechter abschnitt. Die Werte der jeweiligen Assozia-
tionskonstanten K, und Dissoziationskonstanten Ky konnten aus der Steigung der Trendlinien berech-
net werden. Die K,-Werte vom Liganden 6-AHA mit K1 und NK1 betrugen 56 beziehungsweise
40 mM™. Diese Werte sind zwar etwas kleiner als 74 respektive 64 mM™ wie von von Haller (1999)
bestimmt, jedoch sind sie in der gleichen Gréssenordnung und liegen vergleichbar auseinander. Aus
den Resultaten geht hervor, dass sich die Bindungskonstanten von K1 und NK1 nur unwesentlich
unterscheiden. Im Gegensatz dazu konnte keine Wechselwirkung von 6-AHA mit NTP nachgewiesen
werden, da der relativ ungenaue K,-Wert ~1 mM”’ betrug. Aus den Messungen wird ersichtlich, dass
das NTP nicht in die LBS des Kringels 1 bindet. Falls dies der Fall ware, musste sich die Bindungs-
konstante von NK1 in Wechselwirkung mit 6-AHA wesentlich von jener des Kringels 1 unterscheiden.
Das NTP wirde namlich durch die Bindung in die LBS des Kringels 1 die Wechselwirkungseigen-
schaften mit dem Liganden 6-AHA verédndern. Der daraus resultierende K,-Wert misste einiges klei-
ner sein als der experimentell bestimmte Wert. Aus diesem Grund ist nicht anzunehmen, dass Kringel
1 der hauptsachliche Wechselwirkungspartner des NTP in der a-Konformation von Plasminogen ist
[Cockell et al. (1998); Ponting et al. (1992)].
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6.2 P. pastoris

Verschiedene rekombinante Proteine wurden mit schon fast sensationellen Ausbeuten von mehreren
g/l aus P. pastoris isoliert und charakterisiert. Sogar Kringeldomanen des t-PA, dem gewebsspezifi-
schen Plasminogenaktivator, konnten in 100 mg-Mengen exprimiert und in reiner Form dargestellt
werden [Nilsen et al. (1997)]. Damit schien P. pastoris auch ein geeignetes Expressionssystem fur die
Uberexpression von Plasminogen zu sein.

Der molekularbiologische Teil in E. coli sowohl der schweren Kette als auch des ganzen Plasmino-
gens verlief relativ problemlos. Einzig die Einfihrung der Mutationen mittels PCR war etwas schwierig,
da teilweise mehrere Klone sequenziert werden mussten bis einer gefunden werden konnte, der die
entsprechenden Mutationen trug. Dies scheint ein recht verbreitetes Problem zu sein, denn offenbar
ist es immer lohnenswert mehrere Klone auf eine eingefiihrte Mutation zu Uberprufen, bevor die Reak-
tion wiederholt wird. Diese Beobachtung wurde zudem vom Leiter der Microsynth GmbH Herrn T.
Schmidheini (personliche Mitteilung) bestatigt.

Die Selektion nach der Transformation in P. pastoris war langwierig und nicht sehr einfach. Denn vor
allem bei der Selektion auf Geneticin-haltigen Platten musste besonders darauf geachtet werden,
dass keine Agarstiickchen vom Top-Agar mitgenommen wurden und man schliesslich falsch-positive
Kolonien selektionierte. Die einzige Mdglichkeit, um wirklich sicher zu gehen, dass die Kolonien auch
tatsachlich das gesuchte Gen ins Genom rekombiniert hatten, war eine PCR von isolierter genomi-
scher DNA. Allerdings ist dies eine materialintensive Methode und konnte daher leider langst nicht auf
alle selektionierten Klone angewendet werden.

Im Kleinansatz wurde versucht eine Uberexpression der schweren Kette nachzuweisen, jedoch ohne
Erfolg. Dank der Backgroundreferenz konnten jeweils gewisse vielversprechende Banden, die als
rekombinant exprimiertes Protein in Frage gekommen waren, ausgeschlossen werden. Zudem konnte
mit der Expressionsreferenz immer gezeigt werden, dass die Expressionsbedingungen gut waren und
dies nicht der Grund flr eine fehlende Expression sein konnte.

Es ist anzunehmen, dass durch diverse Optimierungsversuche eine minime Expression hatte erzielt
werden kénnen, wie dies schon bei E. coli der Fall gewesen war. Jedoch wurde aus zeitlichen Griin-
den darauf verzichtet, denn dies hatte keinen wesentlichen Fortschritt gegentiber der Expression in
E. coli bedeutet. Zudem ware wohl auch hier die strukturelle Untersuchung der mRNA von grossem
Interesse, denn bei P. pastoris handelte es sich immerhin um ein eukaryontisches Expressionssytem.
Zwar ist dieses lange nicht so ausgekliigelt wie jene aus héheren Eukaryonten, jedoch sind in ver-
schiedenen Hefestammen Gene mit Introns beschrieben worden, wonach auch in diesen Organismen
eine Art ,Intronmaschinerie” vorhanden zu sein scheint.

Die Kleinansatze des ganzen rekombinanten hPg waren im Vergleich zur schweren Kette schon viel
ergiebiger. In den meisten Pelletfraktionen wurde eine Bande auf der gesuchten Hohe gefunden. Die
Grosse der intrazellular exprimierten Proteine stimmte sehr gut mit den Erwartungen Uberein, und
zwar mit der unglykosylierten Form. Allerdings waren die fir die Sekretion bestimmten Proteine nicht
im Medium zu finden, sondern waren ebenfalls in der Pelletfraktion akkumuliert. Fir den Verbleib der
Proteine in der Pelletfraktion kamen verschiedene Grinde in Frage: Erstens war es denkbar, dass die
Proteine zwar in das ER exportiert worden waren, jedoch dort oder im Golgi-Apparat steckenblieben.
Zweitens war es aufgrund struktureller Gegebenheiten wahrend der Translation méglich, dass das
synthetisierte Protein gar nicht erst exportiert wurde, sondern als intrazellulares Protein akkumulierte.
Die Grosse der exprimierten Proteine entsprach Uberdies nicht den urspriinglichen Erwartungen, sie
waren namlich etwa 10 kDa zu gross. Dies entsprach allerdings ziemlich genau der Grosse der
N-terminalen Exportsequenz, die offenbar immer noch am Protein hing und nicht prozessiert worden
war. Damit liess sich auf einfache Art und Weise die beobachtete Verschiebung zu grésserer Masse
erklaren.

Interessanterweise betrug in allen Fallen die optimale Expressionsdauer 60 Stunden, egal ob es sich
um intrazellulares oder fir die Sekretion bestimmtes Protein handelte, sowie unabhangig vom Mut-
Phéanotyp. Allgemein blieb nach 60 Stunden das nachweisbare Protein mengenmassig nicht etwa
gleich, sondern nahm eher ab, was auf einen eventuellen Abbau des Proteins hatte hindeuten koén-
nen. Zwei Griinde kamen dafir in Frage: Erstens handelte es sich bei dem exprimierten hPg um ein
vom Wirt nicht verwendetes Protein, welches méglicherweise im normalen ,turnover® der Zelle abge-
baut wirde. Zweitens war das Protein eventuell ,falsch® gefaltet oder wurde zumindest als nicht-
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korrekt gefaltetes Protein vom Wirt erkannt, was ebenfalls zu einer sukzessiven Degradation des Pro-
dukts durch die Zelle gefihrt hatte.

Die Theorie des ,falsch” gefalteten Proteins, das in einer nicht dem nativen Plasminogen entspre-
chenden Konformation vorlag, kénnte der wahrscheinliche Grund sein. Aus den Kleinansatzen sowie
aus einem Grossansatz konnte namlich nie rekombinantes hPg mittels Lysinaffinitat isoliert werden
oder zumindest nicht in nachweisbaren Mengen. Dies bedeutete, dass entweder zu wenig Protein
vorhanden war oder aber die LBS der Kringel kein Lysin binden konnten, weil sie nicht in der richtigen
Konformation vorlagen. Falls in Zukunft die Proteinexpression wohl gesteigert werden kénnte, aber
das Protein tatsachlich falsch gefaltet ware und eine Ruckfaltung nétig wirde, fielen die ganzen
Vorteile von P. pastoris gegenuber E. coli dahin. Einer der wichtigsten Vorteile von P. pastoris ist
namlich die Expression sehr vieler Proteine in ihrer nativen Konformation, weshalb auch in unserem
Labor Versuche mit diesem Organismus begonnen wurden.

Die ersten Versuche zur Expression von grosseren Mengen ExNK1, ExNK13 und ExK45 aus
P. pastoris verliefen zunachst vielversprechend. Sowohl fir ExXNK1 als auch in geringeren Mengen fur
ExK45 konnte das gewtinschte Protein in sekretierter Form im Medium mittels ,Immunoblotting” nach-
gewiesen werden, wahrend keine Expression von ExNK13 beobachtet wurde. Dies stimmte mit be-
reits getatigten Vorversuchen im kleinen Massstab (iberein. Nach der Reinigung konnte allerdings im
Falle von ExK45 nicht genligend Protein isoliert werden, um eine genauere Analyse durchfihren zu
kénnen. Zudem schien das isolierte Material aufgrund des RP-HPLC Chromatogramms inhomogen,
d.h. méglicherweise fragmentiert zu sein. Diese Beobachtung war in voller Ubereinstimmung mit
schon friher durchgefiihrten Experimenten zur Expression von rekombinantem K45 aus E. coli
[Moshfegh (1993)]. Auch hier konnten im RP-HPLC-Chromatogramm verschiedene Peaks beobachtet
werden, die allerdings genauer analysiert werden konnten. Wahrend Kringel 4 richtig gefaltet war und
demnach die an Lysin-Bio-Gel bindende Einheit darstellte, bestand Kringel 5 aus mehreren Fragmen-
ten, die am C-Terminus verschieden lang waren. Ahnliche Resultate wurden auch von P. Lachat (un-
publiziert) erhalten, in welchen zwar eindeutig das ganze K45 Protein vorhanden war, jedoch zwei
weitere am C-Terminus verklrzte Fragmente mitisoliert wurden. Weder die Verwendung von Protea-
seinhibitoren noch der Einsatz von sogenannten ,codon plus“ Expressionszellen lieferten bessere
Resultate. Diese Zellen enthalten héhere Mengen an selten verwendeten tRNA, womit eine friihzeitige
Termination der Translation durch den ,codon usage® von E. coli verhindert wird und somit auch
menschliche Gene besser exprimiert werden sollten. Demnach scheint auch hier die dreidimensionale
Struktur der mRNA wiederum die entscheidende Rolle in der Expression von K45 zu spielen, wie dies
auch fur die schwere Kette gezeigt werden konnte.

Im Falle von ExNK1 konnte hingegen ein einziger Peak im RP-HPLC beobachtet und etwa 100 ug
Protein isoliert werden. Jedoch konnten hauptsachlich zwei Massen aus dem Massenspektrum identi-
fiziert sowie zwei N-terminale Sequenzen bestimmt werden, so dass das lyophilisierte Material aus
zwei leicht verschieden langen K1-Fragmenten bestand. Der Immunnachweis des Lyophilisats zeigte
eine breite Bande etwas oberhalb von 10 kDa entsprechend den beiden K1-Fragmenten aus dem
Massenspektrum. Da auf dem ,Immunoblot* unmittelbar nach der 60-stiindigen Expression eine Ban-
de bei 25 kDa nachgewiesen werden konnte, musste zu diesem Zeitpunkt das Protein NK1 noch voéllig
intakt gewesen sein. Demnach musste die Fragmentierung des intakt exprimierten NK1 wahrend der
Isolation geschehen sein. Da im Massenspektrum zudem keine Masse einem NTP-Fragment zuge-
ordnet werden konnte, musste die Fragmentierung vor der affinitdtschromatographischen Reinigung
mittels Lysin-Bio-Gel erfolgt sein, weil auf einer solchen S&ule nur das K1- jedoch nicht das NTP-
Fragment bindet. Aus diesem Grund musste die Fragmentierung wahrend der Dialyse in Natrium-
phosphatpuffer mit einem pH von 8.5 aufgetreten sein; der einzige Aufarbeitungsschritt zwischen Ex-
pression und Affinitatschromatographie. Aufgrund dieser Erkenntnis misste das Experiment nochmals
unter Einsatz von Proteaseinhibitoren wahrend der Dialyse des Mediums wiederholt werden.

Solche Fragmentierungsprobleme wahrend der Isolation von NK1 konnten in E. coli nie beobachtet
werden. Im E. coli Protokoll wurden sogar zwei Affinitatschromatographien durchgefiihrt, wahrend im
Falle von P. pastoris nur eine angewandt wurde und somit das Protein in weniger Zeit isoliert werden
konnte. Allerdings gab es einen wichtigen Unterschied am Anfang der ganzen Isolationsprozedur:
NK1 wurde mittels starkem Denaturierungspuffer aus den E. coli Zellen Gber Nacht isoliert, wahrend
im Falle von P. pastoris das Protein schon im Medium vorhanden war und demnach nur noch mit Na-
triumphosphatpuffer wahrend 3 Tagen dialysiert werden musste. Da die Isolation aus E. coli mit dena-
turierendem Puffer und wahrend kurzer Zeit durchgefihrt wurde, war eine proteolytische Aktivitat
praktisch ausgeschlossen. Hingegen wurde NK1 aus P. pastoris wahrend relativ langer Zeit mit einem
Puffer dialysiert, in welchem proteolytische Aktivitat durchaus mdglich war, trotz der Durchfiihrung der
Dialyse bei 4°C. Demnach sollte die Dialyse von NK1 aus P. pastoris unbedingt unter Zusatz von Pro-
teaseinhibitoren erfolgen.
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6.3  Vergleich zwischen E. coli und P. pastoris

Die Vorteile von E. coli sind die einfache Handhabung der Bakterien, die wenig Zeit, Material, sowie
Geld erfordert und trotzdem zu sehr guten Resultaten bezliglich der Expression von Proteinen flhren
kann. Allerdings stiess man mit etlichen Proteinen an die Grenzen des Machbaren in diesem Orga-
nismus. Ein Beispiel ist die versuchte Expression von Plasminogen durch Gonzalez-Gronow et al.
(1990), die zwar Material isolieren konnten, das jedoch keinerlei vergleichbare physiologische Aktivitat
mit hPg aus Blutplasma zeigte, obwohl eine Bindung an Lysin-Sepharose nachweisbar gewesen war.
Die Analyse des isolierten Produkts hatte allerdings mehrere Banden auf einem SDS-PAGE gezeigt,
was mit meinen Beobachtungen der durchgeflihrten Experimente mit der schweren Kette, die in E. coli
exprimiert worden waren, im Einklang stand.

Das in vitro Experiment, in welchem versucht wurde die schwere Kette in E. coli Lysat und Reticulocy-
tenlysat zu exprimieren, zeigte sehr deutlich den Vorteil des hdoheren eukaryontischen Expressions-
systems gegenlber dem prokaryontischen auf. In E. coli waren einmal mehr etliche relativ intensive
Banden zu sehen, was sehr gut mit den sonst gemachten Erfahrungen beziglich der Expression in
E. coli Gbereinstimmte, bei welchen auch immer mehrere Banden immunologisch nachgewiesen wer-
den konnten. Hingegen zeigte die Expression im Reticulocytensystem eine einzige intensive Bande
auf der gesuchten Hoéhe. Dies stimmt sehr gut mit publizierten Erfahrungen Uberein, denn Plasmino-
gen wurde schon in mehreren héheren eukaryontischen Systemen erfolgreich exprimiert [Whitefleet-
Smith et al. (1989); Gonzalez-Gronow et al. (1990); Azuma et al. (1997); Nilsen und Castellino
(1999)]. Diese umfassen COS Zellen aus Saugern, Drosophila Schneider S2 Zellen und Baculoviren-
infizierte Spodoptera frugipedra Insektenzellen. In Dorsophila Zellen ist es nun gelungen ein stabil
exprimierendes System zu konstruieren, in welchem aus 1 | Medium etwa 10 mg physiologisch aktives
Protein isoliert werden kénnen [Nilsen und Castellino (1999)].

Mit P. pastoris hat man ein eukaryontisches System mit vielen Vorteilen eines prokaryontischen Sys-
tems. Die Handhabung ist nicht viel schwieriger als jene von E. coli, allerdings dauern aufgrund des
langsameren Wachstums viele Prozeduren meistens einiges langer. Zudem ist die Klonierung mate-
rialintensiver sowie umstandlicher und demnach auch etwas teurer. Allerdings hat P. pastoris auch
viele Vorteile der hdheren eukaryontischen Systeme. Die Proteine kdnnen normalerweise ohne weite-
res in korrekter Konformation ins Medium sekretiert werden. Fir physiologische Experimente ist es
zudem auch wichtig, dass eine Glykosylierung stattfindet, die von P. pastoris auch haufig bewerkstel-
ligt wird. In meinen Experimenten war dies allerdings nicht erwilinscht und die hauptsachlichen Glyko-
sylierungsstellen mussten mutiert werden. Ein wesentlicher Vorteil gegentiber den héheren eukaryon-
tischen Systemen ist zudem die sehr einfache Markierung von Proteinen, indem die methylotrophe
Hefe P. pastoris mit markiertem Methanol als einziger Kohlenstoffquelle auskommt. Dies ware sogar
ein wesentlicher Vorteil gegenuber E. coli, da diese Prokaryonten mit markierter Glucose supplemen-
tiert werden missen, die ihrerseits einiges teurer als markiertes Methanol ist. Ein weiterer Vorteil des
Hefesystems ist, dass es in héheren eukaryontischen Expressionssystemen sehr oft nicht einfach ist,
eine stabil exprimierende Zelllinie zu selektionieren, was bei P. pastoris jedoch praktisch immer der
Fall ist.

Aus den durchgefiihrten Experimenten, vor allem aber mit NK1 geht hervor, dass bis anhin fir die
Expression von kleinen rekombinanten Konstrukten aus hPg E. coli im Vergleich zu P. pastoris den
eindeutig ergiebigeren Organismus darstellt. Wenn man namlich die eingesetzte Menge an Material
und Medien in Betracht zieht, kann nach dem in dieser Arbeit dargestellten Stand der Dinge aus
P. pastoris viel weniger Protein als aus E. coli isoliert werden. Dies obwohl man bei P. pastoris keine
Ruckfaltung durchfiihren muss, bei welcher immer recht viel Protein verloren geht. Wahrend die mar-
kierte Expression von NK1 in E. coli sehr erfolgreich verlief, missten noch weitere Experimente in
P. pastoris durchgefuhrt werden, insbesondere die oben erwadhnte Anwendung von Proteaseinhibi-
toren ausprobiert werden, bevor eine Expression in '°N und "*C markiertem Minimalmedium ins Auge
gefasst werden kdnnte.

Die gemachten Erfahrungen lassen aber den Schluss zu, dass die Uberexpression von Fragmenten
von hPg desto schwieriger wird, je grésser die Konstrukte sind. Wahrend einzelne Kringel sowie das
NTP relativ problemlos in E. coli exprimiert werden kdnnen, gerat man mit rekombinanten Multidoma-
nen von hPg bald an die Grenzen dieses Organismus. Der Grund scheint eindeutig in der Sekundar-
struktur der mRNA zu liegen, die in E. coli offensichtlich zur friihzeitigen Termination der Translation
fuhrt, wie dies flr K13 [Christen (2002)], K45 [Moshfegh (1993)] und NK15 der Fall ist. Im Fall von
NK1 sowie allgemein mit Fragmenten, die das NTP enthalten, ist der Grund der Fragmentierung nicht
etwa in der Sekundarstruktur der mRNA zu suchen, sondern geschieht viel mehr durch proteolytische
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oder saureinduzierte Degradation, wie mit ExXNK1 aus P. pastoris gezeigt. Da es sich mit der Schar-
nierregion des NTP um eine ,Sollbruchstelle” handelt, ist es nicht verwunderlich, dass diese Region
allgemein zu den labilsten des hPg gehért und demnach dort Spaltungen auftreten kénnen. Aus den
Experimenten mit rekombinantem hPg in P. pastoris geht hervor, dass in diesem Organismus eine
Expression immerhin madglich ist, wenn auch in geringen Mengen. Das exprimierte hPg ist keinesfalls
fragmentiert und konnte wahrscheinlich nach verschiedenen Optimierungen als intaktes Protein iso-
liert werden. Demnach scheint die Sekundarstruktur der mRNA in P. pastoris kein uniberwindbares
Hindernis darzustellen, wahrend sie bei der schweren Kette, hPg [Gonzalez-Gronow et al. (1990)],
K13 [Christen (2002)] sowie K45 [Moshfegh (1993)] E. coli vor unlésbare Probleme stellt und zur frih-
zeitigen Termination der Translation fihrt.
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6.4 Ausblick

Aufgrund der gemachten Erfahrungen und den publizierten Daten von Gonzalez-Gronow et al. (1990)
wird es kaum mdglich sein, dass in E. coli das Ziel von grésseren Mengen an rekombinantem hPg in
reiner, unfragmentierter Form je erreicht werden kann. In P. pastoris hingegen ist das Potential sicher-
lich noch nicht ausgeschdpft. Wichtig ware allerdings zunachst einmal eine genauere Analyse der
Struktur der mRNA. Je nachdem wie die Sekundarstruktur aussieht, missten dann stille Mutationen
eingefuhrt werden, um die Struktur der mRNA zu verandern, ohne jedoch die Proteinsequenz zu tan-
gieren. Als weiteren Versuch kdnnte man sich durchaus vorstellen, einen Intron-enthaltenden Vektor
zur Expression zu benutzen [Melcher et al. (2002); Marklund et al. (2002)]. Beispielsweise konnte von
Melcher et al. (2002) in CHO Zellen gezeigt werden, dass verschiedene rekombinante Proteine mit
einer direkt dem eigentlichen rekombinanten Gen vorgeschalteten 5’-Intronsequenz eine bis zu 30-mal
hdhere Expression zeigten, als in Abwesenheit des Introns. Zudem konnten Lumbreras et al. (1998) in
der Grunalge Chlamydomonas reinhardtii, ein niederer Eukaryont, der auch als ,griine Hefe* bezeich-
net wird, ebenfalls eine flinf bis zwanzigfache Steigerung der Expression eines rekombinanten Gens
nachweisen, falls die erste 5-Intronsequenz des in der Alge vorkommenden RBCS2-Gens an das
5’-Ende fusioniert wurde. Ob ein derart dramatischer Effekt auch bei P. pastoris eintreten kdnnte, ist
durchaus nicht auszuschliessen. Allerdings konnte ich bis heute keine Intron-enthaltenden Vektoren
fir Hefesysteme finden, geschweige denn auf P. pastoris zugeschnittene. Demnach muisste ein
massgeschneiderter Vektor zuerst kloniert und mit den nétigen Sequenzen ausgestattet werden. Als
drittes weiterfiihrendes Experiment ware sicherlich eine Expression des natirlich vorkommenden
Gens fiir hPg auszuprobieren, welches 18 Introns enthalt. Allerdings ist das Gen mit den Introns
51’055 Basenpaare lang und ist mit den hier verwendeten Vektoren sicherlich nicht in P. pastoris klo-
nierbar. Dazu musste man auf andere Vektorsysteme zurlickgreifen, die ebenfalls nicht fiir diesen
Hefestamm optimiert sind. Aufgrund der Beobachtung, dass 5’-vorgelagerte Introns sowie auch das
erste Intron eines naturlich vorkommenden Gens sehr haufig die Translationseffizienz betrachtlich
beeinflussen kénnen [Le Hir et al. (2003)], ware es vielleicht ratsam, eine Expression der cDNA von
hPg auszuprobieren, die das erste Intron enthalt. Von der Grésse her ware das durchaus mit den hier
verwendeten Vektoren machbar. Falls es dann gelingen wirde einige mg Protein zu gewinnen,
musste sicherlich ein ,Up-scaling® in Fermentern stattfinden, wobei dies entsprechend viel neues
~know-how" erfordert.

Eine Expression in einem hoheren eukaryontischen System, am besten in Drosophila Zellen, ware
durchaus auch ein Versuch wert. Immerhin wurde die cDNA erfolgreich in diesem System exprimiert.
Mit der konstruierten DNA, die zwei mutierten Glykosylierungsstellen und die inaktivierte katalytische
Triade enthaltend, sollte im Idealfall reines, unglykosyliertes, rekombinantes hPg exprimiert werden
koénnen. Allenfalls kdnnte man die dritte Glykosylierungsstelle der Vollstandigkeit halber auch noch zu
Alanin mutieren, damit ganz sicher keine Glykosylierung auftreten kann. Allerdings ware dieses Mate-
rial in reiner Form nur fir Kristallisationsexperimente mit anschliessender Strukturaufklarung mittels
Réntgendiffraktion geeignet, weil das Material nicht markiert ware. Demnach wéren keinerlei Resultate
zu erwarten, wenn das Protein nicht kristallisierbar ist. Fur strukturelle Studien mittels NMR in Lésung
bedarf es aber grossere Mengen Protein in markierter Form. Im Anbetracht der Grosse von Plasmino-
gen musste sicherlich mit N und C markiert werden, um strukturelle Daten zu erhalten. Zudem
konnten mit NMR die verschiedenen postulierten Konformationen von hPg genauer bestimmt werden,
was mittels Rontgendiffraktion kaum madglich ist. Wie jedoch das Problem der Markierung in Drosophi-
la oder allgemein in héheren eukaryontischen Expressionssystemen bewerkstelligt werden kann, ist
eine schwierige und kaum lésbare Aufgabe. Zur Zeit sind keine zur Markierung geeigneten Minimal-
medien fur Insektenzellen oder héhere Zelllinien erhaltlich. Jedenfalls ware dies sicherlich eine teure
Angelegenheit, viel teurer als in E. coli und P. pastoris.
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7 Zusammenfassung

Plasminogen ist die Hauptkomponente der Fibrinolyse und ist in aktivierter Form fiir die Auflésung von
Fibrin verantwortlich. Damit keine Uberreaktion stattfindet, sind die Blutkoagulation und die Fibrinolyse
durch ein vernetztes System von Aktivatoren und Inhibitoren reguliert, welche die beiden Reaktionsab-
laufe im Gleichgewicht halten. Seit der Entdeckung des Plasminogens als fibrinolytische Serinprotea-
se konnte zudem dessen Beteiligung an verschiedenen weiteren Prozessen wie der Zellmigration und
der Angiogenese im Koérper nachgewiesen werden, sowie eventuell sogar ein Mitwirken am Krank-
heitsbild der Ubertragbaren spongiformen Encephalopathien.

Durch die Bindung von Plasminogen an Fibrin, Zelloberflachen oder Liganden, mit Hilfe der Lysinbin-
dungsstellen, findet eine Konformationsanderung von der kompakten a-Konformation zur offenen
B-Konformation statt. Dadurch wird die Plasminogenaktivierungsstelle, die Bindung zwischen Arg561
und Val®®, fiir verschiedene Enzyme zuganglich, welche diese Peptidbindung hydrolytisch spalten
und aktives Plasmin freisetzen. Nebst dieser Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin kénnen aus
den sogenannten Glu-Formen durch Autoproteolyse zwischen Lys77 und Lys78 die Lys-Formen entste-
hen, wobei das sogenannte N-terminale Peptid freigesetzt wird. Bei der Generierung von Plasmin
bleiben die leichte und die schwere Kette miteinander Uber zwei der insgesamt 24 Disulfidbricken
kovalent verbunden. Die schwere Kette umfasst demnach die funf Kringeldomanen (K1 - K5), die fir
die Bindung an das Substrat verantwortlich sind. Die Bindung kommt durch eine Wechselwirkung der
Lysinbindungsstellen mit Lysinresten des Substrats zustande, wobei nicht alle eine gleich starke Affini-
tat zeigen. Die Reihenfolge ist K1 > K4 > K5 > K2, wahrend bei K3, aufgrund einer nicht funktionellen
Lysinbindungsstelle, keine Affinitat nachzuweisen ist. Die leichte Kette besteht aus der Serinprotease-
domane, die mit einer katalytischen Triade, in dhnlichem Muster wie bei Chymotrypsin, ausgestattet
ist.

Um strukturelle Untersuchungen mit Plasminogen durchfiihren und dessen Eigenschaften genauer
untersuchen zu kdénnen, wurden schon mehrere Fragmente hergestellt, entweder rekombinant oder
durch limitierte Proteolyse. Zu den rekombinanten Fragmenten gehéren unter anderem das N-ter-
minale Peptid sowie die funf Kringeldomanen, die alle als einzelne Kringel oder als Multikringeldoma-
nen exprimiert werden konnten. Hingegen Miniplasminogen bestehend aus Kringel 5 und der Se-
rinproteasedomane sowie Mikroplasminogen, welches der Serinproteasedomane entspricht, konnten
proteolytisch generiert werden. Durch Mutationsstudien der Lysinbindungsstellen der Kringel konnten
wesentliche Erkenntnisse betreffend der Anordnung der Aminosauren in der Bindungstasche gewon-
nen werden.

Die dreidimensionale Struktur vom ganzen humanen Plasminogen ist allerdings weiterhin unbekannt.
Bisher konnten nur physiologische Daten von rekombinantem Plasminogen gewonnen werden sowie
durch Elektronenmikroskopie und Bindungsstudien eine dreidimensionale Anordnung der a-Konforma-
tion postuliert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht die schwere Kette, sowie das ganze humane Plasminogen
rekombinant in unglykosylierter Form zu exprimieren, damit die Struktur mittels NMR und Roéntgen-
diffraktion geldst werden konnte. Mit beiden Konstrukten kénnte zudem durch Bindungsstudien ein-
deutig ermittelt werden, welche Lysinbindungsstelle mit welchem Lysin interagiert und fur die kompak-
te a-Konformation des Plasminogens verantwortlich ist.

Zunachst wurde versucht die schwere Kette mit und ohne N-terminales Peptid in zwei verschiedenen
E. coli Expressionssytemen mit den pQE-8 und pET-9a Vektoren zu exprimieren. Mit dem pQE-8 Vek-
tor war eine Isolation mittels Ni**-Affinitat eines coexprimierten »His-tags®, sowie mittels Lysinaffinitat
der Lysinbindungsstellen moéglich, wahrend pET-9a Konstrukte nur Uber Lysinaffinitat isoliert werden
konnten. Aus einer pQE-8 Expression der schweren Kette mit N-terminalem Peptid konnte schliesslich
genligend reines Material hergestellt werden, um zumindest eine analytische Charakterisierung des
exprimierten Proteins durchfiihren zu kénnen. Dabei wurde eine Fragmentierung des Proteins festge-
stellt, wobei aber alle Fragmente mit dem gleichen N-Terminus begannen. Demnach erschien es am
wahrscheinlichsten, dass die Fragmentierung durch eine fir E. coli inkompatible Sekundarstruktur der
mRNA verursacht wurde, die zu einer frihzeitigen Termination der Proteinsynthese fiihrte. Diese
Theorie konnte durch in unserer Gruppe bereits gemachte Beobachtungen mit den Konstrukten K13
und K45 eindeutig untermauert werden. Mit den pET-9a Vektoren wurden zudem in vitro Expressio-
nen mit E. coli Lysat und Reticulocytenlysat entsprechend prokaryontischer und eukaryontischer
Transkriptions- / Translationsmaschinerie durchgefiihrt. Das E. coli System fiihrte zwar zu einer Ban-
de auf der richtigen Hohe, jedoch auch zu weiteren intensiven Banden mit tieferem Molekulargewicht,
so dass von einer Fragmentierung ausgegangen werden musste. Im eukaryontischen System war
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hingegen eine einzige Bande auf der richtigen Héhe vorzufinden. Diese Beobachtungen korrelierten
sehr gut mit publizierten Daten von rekombinant exprimiertem humanem Plasminogen.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde versucht, die schwere Kette des humanen Plasminogens mit
dem N-terminalen Peptid im P. pastoris Expressionssystem herzustellen, da dieser Organismus ein
Eukaryont ist und demnach vielleicht besser mit der mRNA-Struktur umgehen kann. Allerdings war
aus Kleinansatzen keine Expression des rekombinanten Proteins festzustellen, weder aus schnell und
langsam Methanol-metabolisierenden Zellen, noch in intrazellularer oder sekretierter Form.

Parallel dazu wurde auch das ganze humane Plasminogen in die pPIC3.5K- und pPIC9K-Vektoren flr
intrazellulare oder sekretorische Expression kloniert. Die konstruierten Gene wurden schliesslich in
GS115 und KM71 P. pastoris Zellen rekombiniert, entsprechend schnellem und langsamem Wachs-
tum in Methanol-Minimalmedien. In allen vier Varianten konnte, im Gegensatz zu Versuchen mit der
schweren Kette, in Kleinansatzen eine Expression nachgewiesen werden. Bei den intrazellular expri-
mierten Proteinen konnte aus den Pellets eine Bande auf der richtigen H6he immunologisch nachge-
wiesen werden, wahrend im Uberstand der sekretorisch exprimierten Proteine nichts zu finden war.
Trotz Exportsequenz hatte keine Sekretion stattgefunden. Diese Zellen hatten die Proteine jedoch
intrazellular akkumuliert und konnten immunologisch als etwa 10 kDa héhere Banden, als dies bei den
intrazellularen Expressionen der Fall war, nachgewiesen werden. Der Masseunterschied riihrte von
der N-terminal immer noch vorhandenen Exportsequenz her. Demnach schien P. pastoris zumindest
im Fall des ganzen Plasminogens keine Probleme beziglich frihzeitiger Termination der Translation
durch die Sekundarstruktur der mRNA gehabt zu haben, wie dies bei verschiedenen Konstrukten in
E. coli beobachtet worden war.

Als weiteres Projekt wurde das Konstrukt NK1, entsprechend dem N-terminalen Peptid mit dem ersten
Kringel von humanem Plasminogen, in E. coli und P. pastoris exprimiert, isoliert und charakterisiert.
Aus dem prokaryontischen System liess sich reines und intaktes Protein isolieren, wahrend das Hefe-
system zwar das Protein exprimierte, jedoch die Reinigung zu einer Fragmentierung durch Spaltung in
der Scharnierregion fihrte. Aufgrund der hohen Ausbeute in E. coli wurde eine markierte Expression
in diesem Expressionssystem angesetzt. Im Vergleich zu friiheren in unserer Gruppe durchgefiihrten
Expressionen in Vollmedien konnte die Ausbeute an markiertem Protein in Minimalmedium durch
Optimierungen weiter gesteigert werden. Damit zeigte sich die Uberlegenheit von E. coli im Vergleich
zu P. pastoris fur die Expression von NK1 sehr deutlich, obwohl das Potential der methylotrophen
Hefe sicherlich noch nicht ausgeschoépft ist und die Anwendung weiterer isolationstechnischer Metho-
den zu reinem sowie intaktem Protein fihren kdnnten.

Die Fluoreszenztitration von NK1 mit dem Ligand 6-AHA wurde mit jener von K1 verglichen. Die be-
rechneten Assoziationskonstanten waren durchaus vergleichbar, jedoch lagen sie etwas tiefer als in
vorgangigen Experimenten. Aus den Messungen konnte kein Einfluss des NTP auf die Wechselwir-
kung des Kringels 1 mit dem Liganden 6-AHA festgestellt werden, womit auch eine wichtige Rolle
einer solchen Wechselwirkung in der kompakten a-Konformation des Plasminogens ausgeschlossen
werden konnte.

Auch das Konstrukt K45, entsprechend den Kringeln 4 und 5, wurde in P. pastoris exprimiert und iso-
liert, jedoch mit weniger Erfolg als mit NK1. Zwar konnte die Expression von K45 nachgewiesen wer-
den, jedoch war die Ausbeute nach der Reinigung zu gering, um eine detaillierte Analyse des Proteins
durchfuhren zu kénnen. Das erhaltene RP-HPLC-Chromatogramm liess allerdings auf eine Fragmen-
tierung schliessen, wie sie schon fir in E. coli exprimierten K45 aus friheren Experimenten in unserer
Gruppe beobachtet worden war.

Eine Expression von NK13 in P. pastoris, entsprechend dem N-terminalen Peptid mit den ersten drei
Kringeln, blieb ohne Erfolg.

Demnach scheint E. coli ein ideales System fiir die Expression von kleinen Konstrukten von humanem
Plasminogen zu sein, jedoch ist das Potential fur die Expression von Multidomanen des Plasminogens
aufgrund der Probleme mit der Sekundarstruktur der mRNA offensichtlich ausgeschopft. Bei P. pasto-
ris ist es jedoch nicht sicher, ob in diesem System wirklich keine grésseren Mengen von Plasminogen
und verschiedener Domanen hergestellt werden kénnen als hier gezeigt. Da das Hefesystem aber
noch langst nicht ausgeschopft ist, missten weiterreichende Untersuchungen tber das Expressions-
verhalten von P. pastoris durchgefiihrt werden.
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