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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkurzungsverzeichnis

A Auftrag

Abs. Absorption

ABTS 2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)
ACC 7-amino-4-carbamoylmethylcoumarin
AMC 7-Amino-4-methylcoumarin

AOX Alkoholoxidase

APC N-(1-Hydroxy-2-naphthoyl)-L-arginyl-L-prolinamide
APPA 4-Amidinophenylbrenztraubensaure
ARG Argininosuccinat Lyase Gen

ATHI Antithrombin llI

BMG Buffered Glycerol-minmal Medium
BMGY Buffered Glycerol-complex Medium
BMM Buffered Methanol minimal Medium
BMMY Buffered Methanol-complex Medium
Boc tert-Butyloxycarbonyl

bz Schutzgruppe Benzoyl

CGRP Calcitonin gene-related peptide

Ccv Saulenvolumen

DAB 3,3’-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
DL Durchlauf

E Elutionsfraktion

E64 L-trans-epoxysuccinyl-leucylamido(4-guanidino)butan
Endkonz. Endkonzentration

Endo Hs Endoglykosidase

GAP Glycerinaldehyd-3-phosphat

His Histidinol dehydrogenase defizient
His” Histidinol dehydrogenase plus

Hisg Hexahistidin

HMW Hochmolekular

hu human

HyCoSuL Hybrid Combinatorial Substrate Library
K Kontrolle

Keat Umsetzungsrate

KEX2 Prohormon-Prozessierungsendopeptidase
K Dissoziationskonstante

Konz. Konzentration

L-2-Nal L-2-Naphtylalanine

L-Ala(Bth) 3-(Benzothiazol-2-yl)-L-alanine

L-Bta Benzothienyl-L-alanin

L-Chg L-Cyclohexylglycin

L-Cys(Bzl) S-benzyl-L-cystein

L-hCha Hydroxycyclohexylalanin

L-Hnv 5-Hydroxynorvalin

L-Hyp L-4-Hydroxyprolin

L-NptGly L-Neopentylglycin

L-Oic L-Octahydroindol-2-carboxylséaure
L-Phg L-Phenylglycin

L-Tyr(Bzl) L-O-Benzyl-L-tyrosin

LB Luria-Bertani Medium

LBTI Lima Bean Trypsin Inhibitor

M Marker

MeOSuc N-Methoxysuccinyl

MRE mittlere molare Elliptizitat

S Siemens

mTryptase monomere Tryptase

Mut” Methanol utilization plus
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Mut® Methanol utilization slow

Ni-NTA Nickel-Nitriloessigsaure

NK, PK Negativ-, Positivkontrolle

ODy Optische Dichte bei x Nanometern

P. pastoris Pichia pastoris

PBST Phosphate buffered saline + Tween-20
PEP4 Gensequenz der Proteinase A

PHM Peptid Histidin-Methionin

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

Proteinges Gesamte Proteinmenge

proTyAC Gensequenz des Zymogens der Tryptase y
PTP pH-Testpuffer

RF Relative Fluoreszenz

rh rekombinant human

rLDTI rekombinant leech-derived Inhibitor
rTyAC Gensequenz der katalytischen Doméane der Tryptase
SBTI Soy Bean Trypsin Inhibitor

sC single chain, Einzelkette

TAE Tris-Acetat-EDTA

TFA Trifluoressigsaure

TGNV Kaninchen anti-Tryptase y Antikorper
TMB 3,3’,5,5'-Tetramethylbenzidin

tos Schutzgruppe Tosyl

TTP Tryptase Testpuffer

tTryptase tetramere Tryptase

TVP Tryptase Verdiinnungspuffer

uPA Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator
Verd. Verdiinnung

VIP Vasoaktives intestinales Peptid

YNB Yeast Nitrogen Base

YPD Yeast extract peptone dextrose

4 Benzyloxycarbonyl

alPI al1-Proteinase Inhibitor
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ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Mastzellen sind als Effektorzellen der angeborenen und adaptiven Immunantwort in eine
Vielzahl physiologischer Prozesse wie Wundheilung und Parasitenabwehr involviert, jedoch
auch ursachlich an der Pathogenese entzindlicher Erkrankungen wie Allergie, Asthma und
Arthritis beteiligt. Aktivierte Mastzellen sezernieren sowohl neu synthetisierte als auch in
Granula gespeicherte Mediatoren, innerhalb derer die Tryptasen quantitativ dominieren. Die
humanen Tryptasen werden durch die vier Gene TPSAB1, TPSB2, TPSG1 und TPSD1
kodiert, auf Proteinebene wird zwischen den Tryptasen a, B, y und & unterschieden.
Innerhalb der Gruppe sind die Tryptasen a, f und & eng verwandt (> 80 % Aminosaure-
Sequenzidentitat), wahrend Tryptase y nur ca. 50 % Identitdt aufweist und sich durch eine
zusatzliche hydrophobe C-terminale Domane unterscheidet. Die Tryptasen a und B sind
funktionell und strukturell gut charakterisiert und werden als Biomarker fir Mastzellen und

ihre Aktvierung verwendet.

Um Tryptase y analog den Tryptasen a und 3 zu charakterisieren, wurden das Zymogen und
die enzymatisch aktive reife Protease rekombinant hergestellt. Wie auch bei anderen
Tryptasen fihrt die Expression in E. coli zur Bildung von Einschlusskérperchen; die
Herstellung einer aktiven Protease durch Ruckfaltung oder Verwendung alternativer
Expressionsvektoren und -stdmme gelang nicht. Fir die Herstellung in der Hefe Pichia
pastoris wurden Expressionskonstrukte in den Vektoren pPICZaA und pGAPZaA kloniert; die
Signalsequenz der Tryptase y wurde dabei durch die des a-Faktor-Sekretionssignals und die
C-terminale hydrophobe Domane durch einen c-myc/Hisg-Tag ausgetauscht. Das y Zymogen
wird von P. pastoris mit korrekt prozessiertem N-Terminus in das Medium sekretiert; durch
Metall-Affinitdtschromatographie wurden ca. 9 mg mit = 98 % Reinheit pro Fermentation (5 1)
gewonnen. Die Expression der reifen Form der Tryptase y fiihrt dagegen zur Bildung von
Aggregaten, die auf die zwei freien Cysteinreste C145 und C154 zurlckgefuhrt wurden.
Nach Mutagenese der einzelnen bzw. beider Cysteine zu Alanin wurden |8sliche Proteine
exprimiert, die in den Hefeliberstand sekretiert werden. Dabei wurde mit der Doppelmutante
die hochste Expressionsausbeute der enzymatisch aktiven Protease erzielt; die Ausbeute
wurde durch Skalierung der Fermentation vom Schittelkolben in einen 5 I-Bioreaktor
nochmals ca. 140-fach gesteigert. Durch eine vierstufige Isolierung mittels Dialyse, lonen-
austausch- und Affinitdtschromatographie wurde die Doppelmutante mit = 98 % Reinheit und
ca. 60 %-iger Ausbeute aufgereinigt; pro Fermentation wurden ~50 mg der aktiven Protease

gewonnen.

Die rekombinante Tryptase yC145A/C154A/ACterm-Doppelmutante (rhTryptase y) zeigt wie

auch Tryptase B Trypsin-ahnliche enzymatische Aktivitat, wahrend das y-Zymogen erst nach
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ZUSAMMENFASSUNG

Prozessierung zur reifen Protease aktiv ist. Gelfiltrationsanalysen zeigten, dass rhTryptase y
als Monomer enzymatisch aktiv ist, wahrend die Tryptasen a und 8 Tetramere ausbilden und
B als Monomer weitgehend inaktiv ist. Heparin, das enzymatisch aktive  Tetramere bindet
und stabilisiert, hat dagegen keinen Einfluss auf die Aktivitdt und keine mittels

Affinitadtschromatographie nachweisbare Affinitat zur rhTryptase y.

Die Tryptasen y und B weisen gemeinsame, z. T. jedoch auch deutlich divergierende
funktionelle Eigenschaften auf. Beide Tryptasen haben pH-Optima im neutralen Bereich
zwischen 7 und 8, im Gegensatz zu B ist rhTryptase y auch im sauren pH bis ca. 5,5
enzymatisch aktiv. Die rhTryptase y bevorzugt Substrate mit Arginin an P1, wahrend
Tryptase B auch Lysin akzeptiert. Der Vergleich mittels Peptid-Substratbibliotheken zeigt,
dass rhTryptase y an P2 groRRe, hydrophobe Reste und Tryptase B kleine polare Amino-
sauren bevorzugt. Die Tryptasen weisen an den Positionen P3 und P4 sehr ahnliche
Praferenzen fir basische bzw. aliphatische Reste auf. RhTryptase vy ist in der Lage, einige
Peptid- und Proteinsubstrate wie CGRP, Fibrinogen und Kininogen zu spalten, die als
physiologisch relevante Substrate der Tryptase  angesehen werden; die Spaltungsmuster
sind jedoch z.T. deutlich unterschiedlich. Auch die Interaktion mit Inhibitoren zeigt
Ubereinstimmende und abweichende Eigenschaften: Typische Inhibitoren Trypsin-ahnlicher
Serinproteasen wie Pefabloc SC und Benzamidin, aber auch APC-366 — ein als Tryptase (-
spezifisch angesehener Inhibitor — hemmen beide Proteasen, wahrend andere Inhibitoren
wie SBTI bzw. rLDTI nur rhTryptase y oder B hemmen und damit zwischen den Proteasen

diskriminieren.

Zum immunologischen Nachweis der Tryptase y wurden polyklonale Antikérper durch
Immunisierung von Kaninchen mit rhTryptase y erzeugt. Die gewonnenen Antiseren zeigten
ausgepragte Kreuzreaktivitat mit Tryptase B; nach positiver und negativer Selektion mittels
Affinitadtschromatographie konnten schlieRlich spezifische Antikérper fir beide Tryptasen
isoliert werden, die derzeit fir die Immunhistologie und die Entwicklung von ELISAs

verwendet werden.

Durch die rekombinante Expression des Zymogens und den enzymatisch aktiven Tryptase y-
Varianten stehen jetzt erstmals ausreichende Mengen dieser Protease fur funktionelle und
strukturelle Untersuchungen zur Verfugung. Im Vergleich zu Tryptase B hat rhTryptase y
Uberlappende, im Detail aber auch divergierende Eigenschaften, die sowohl synergistische
als auch eigenstandige physiologische Funktionen implizieren. Mit der Analyse der
Substratspezifitdt und der Affinitdt zu Inhibitoren sowie der Generierung von Antikdrpern
wurden erste Werkzeuge bereitgestellt, die eine gute Basis fur den Nachweis und die
Diskriminierung beider Proteasen sind und damit eine Analyse ihrer Funktionen bei Mastzell-

vermittelten Prozessen in Physiologie und Pathophysiologie ermoglichen.
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SUMMARY

2 Summary

Mast cells are effector cells involved in many facets of innate and acquired immune
responses ranging from wound healing and parasite defense to chronic inflammation and
autoimmune diseases. After activation, mast cells secrete a wide array of newly synthesized
as well as pre-formed, granule-stored mediators. Within the latter group, tryptases are most
prominent. In man, these serine proteases are encoded by the four genes TPSAB1, TPSB2,
TPSG1 and TPSD1, on the protein level the tryptases a, B, y and & can be distinguished.
Among them, a, B and & are closely related (> 80 % amino acid sequence identity), whereas
tryptase y shows only ~ 50 % sequence identity and differs in an additional C-terminal
hydrophobic domain. Tryptases a and B have been structurally and functionally well

characterized and are used as biomarkers for mast cells and their activity.

To characterize tryptase y in comparison to the other tryptases, we have recombinantly
expressed the zymogen and the mature form. Similar to other tryptases, heterologous
expression in E. coli leads to the formation of inclusion bodies, and refolding did not yield in a
functional protein. For the production in the yeast Pichia pastoris, expression constructs were
cloned in the vectors pPICZaA and pGAPZaA, replacing the signal peptide by an a-factor
secretion signal and the C-terminal hydrophobic domain by a c-myc/Hise-tag. Using this
approach, the tryptase y-zymogen is secreted into the media of P. pastoris with a correctly
processed N-terminus. After isolation by metal affinity chromatography approx. 9 mg with
= 98 % purity per fermentation process (5 |) were obtained. The mature form is also secreted
into the media, but forms disulfide-bridged aggregates. Using mutagenesis, aggregation was
shown to involve two cysteine residues C145 and C154 that are not present in other
tryptases. After exchange to alanine, soluble proteins were expressed and secreted into the
supernatant. Highest expression yields of enzymatically active protease were obtained with
the tryptase yC145A/C154A/ACterm double mutant (rhtryptase y). The yield was increased
140 fold by upscaling of the fermentation process from shaking flasks to a 5 | bioreactor.
Using a four-step purification protocol, approx. 50 mg of rhtryptase y were isolated with
~60 % yield and = 98 % purity.

Like tryptase B, the recombinant rhtryptase y has trypsin-like enzymatic activity, while the
zymogen is active only after processing to the mature form. Size exclusion chromatography
revealed that rhtryptase y is active as a monomer, while tryptases a and  form tetrameric
structures. Heparin, which is required for the stabilization of the enzymatic active tryptase [3-

tetramer, neither binds to nor influences the enzymatic activity of rhtryptase y.
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SUMMARY

The tryptases y and B exhibit common, but to some extent also divergent functional
properties. Both tryptases have a pH optimum in the neutral range between 7 and 8, but
rhtryptase v is also active at acidic pH 5.5. Rhtryptase y prefers substrates with arginine at
position P1, whereas 3 also accepts lysine. Comparative analysis of the extended substrate
specificities of both tryptases using peptide substrate libraries revealed that rhtryptase y
prefers bulky and hydrophobic residues at P2, whereas tryptase 3 favors small and polar
amino acids at this position. Both tryptases have similar preferences for basic and aliphatic
residues at positions P3 and P4, respectively. Rhtryptase y is capable to hydrolyze peptide
and protein substrates like CGRP, fibrinogen and kininogen that are thought to be
physiologic relevant substrates of tryptase B, but the cleavage patterns differ. Likewise, the
interaction with inhibitors shows similar and divergent properties: typical inhibitors of trypsin-
like serine proteases such as Pefabloc SC and benzamidine, as well as APC366 -
considered to be a tryptase B-specific inhibitor — inhibit both proteases. However, we
identified some inhibitors such as SBTI and rLDTI that inhibit either tryptase y or B,

respectively, and thus can be used to discriminate between these proteases.

For the immunological detection of tryptase y we produced polyclonal antibodies by
immunizing rabbits. The crude antisera showed a high degree of cross-reactivity with
tryptase B, but specific antibodies against both tryptases were isolated after positive and
negative selection by affinity chromatography. These immunopurified polyclonal antibodies

are currently used for immune histology and the development of ELISAs.

The recombinant expression of both the zymogen and the enzymatically active tryptase y
variants and the availability of sufficient amounts of this protease now largely facilitate
functional and structural studies. The results show that compared to tryptase B, rhiryptase y
has overlapping but in detail also divergent properties that implicate both synergistic and
independent physiologic functions. By analyzing the substrate specificity, the affinity of
inhibitors and by generation of antibodies, we have developed tools that are a good basis for
the detection and discrimination of both proteases and the analysis of their functions,

especially in regard to mast cell-mediated processes in physiology and pathophysiology.
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3 Einleitung

3.1 Die humane Mastzelle

Mastzellen wurden erstmals im Jahr 1878 von Paul Ehrlich beschrieben, der nach
histologischer Farbung mit neuartigen Anilinfarben im Bindegewebe Zellen identifizierte, die
durch eine starke metachromatische Anfarbung von prominenten Granula auffielen. Ehrlich
beobachtete ein vermehrtes Auftreten dieser Zellen nach chronischen Entziindungen, bei
Lungenfibrose sowie bei Karzinomen, d. h. Erkrankungen, die damals auf einen lokal
gesteigerten Erndhrungszustand des Gewebes zurickgefuhrt wurden. Daher folgerte er,
dass sich die Zellen aus den fixen Bindegewebszellen entwickeln und Produkte der M&stung

der Bindegewebszellen sind, und nannte sie Mastzellen (Abb. 3.1-1) [1-3].

Abb. 3.1-1: Histologischer Schnitt des Bindegewebes der Speiser6hre nach Toluidinfirbung und
elektronenmikroskopische Aufnahme einer humanen Mastzelle. Links und Mitte: Mastzellen (M) im
Bindegewebe der Speiserbhre einer Ratte (links, Mitte) [4]; Mu Muskelzelle; K Kapillare; Fb Fibroblast;, F
Fettzelle; Kf Kern einer Fettzelle. Rechts: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer humanen Mastzelle [5].

Inzwischen ist jedoch deutlich geworden, dass Mastzellen hdmatopoetischen Stammzellen
des Knochenmarks entstammen und im Gewebe unter dem Einfluss von Gewebefaktoren
wie SCF (Stammzellfaktor) differenzieren [6]. Sie kénnen so zu Mastzellen des
Bindegewebes (MC+c) oder der Schleimhaute (MCy) transdifferenzieren, die sich durch ihre
Morphologie und die Expression der Proteasen Chymase, Carboxypeptidase A3, Cathepsin
G und Tryptase unterscheiden [7-9]. Durch die strategische Lokalisierung in an die Umwelt
grenzenden Geweben wie der Haut, den Bronchien und dem Verdauungssystem [10]
vermitteln sie die Immunabwehr gegen bakterielle und parasitére Infektionen, die
Neutralisierung von Schlangengiften und stimulieren die Angiogenese und Gewebe-
erneuerung bei der Wundheilung [1, 11]. Andererseits sind Mastzellen durch ihre Beteiligung

in pathophysiologischen Prozessen wie Asthma, Allergie und Anaphylaxie bekannt [12-14].
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Diese kontraren physiologischen und pathophysiologischen Effekte ergeben sich u. a. durch

die Vielzahl von Mediatoren, die die Mastzelle nach Aktivierung sezernieren kann.

Die Aktivierung der Mastzelle kann Uber verschiedene Wege erfolgen. Am besten ist die
Aktivierung Uber FceRI-Rezeptoren beschrieben, die nach hochaffiner Bindung Antigen-
gebundener Immunglobuline E (IgE) Cluster ausbilden und zur Degranulierung der Mastzelle
fuhren [15]. Alternativ kénnen Mastzellen Uber Fcy-Rezeptoren und verschiedene
Komplementrezeptoren aktiviert werden, die auf ein aktiviertes Komplementsystem und
opsonisierte Organismen reagieren [16]. Die Expression von Toll-like-Rezeptoren (TLR) an
der Zelloberflache lasst zudem eine Aktivierung durch direkte Mustererkennung von
Pathogenen zu [17]. Schliel3lich wurden auch Purinorezeptoren P2X7 auf der Oberflache von
Mastzellen identifiziert, die extrazellulares ATP binden und damit auf verschiedene

Stressfaktoren wie Nekrose und bakterielle Infektion reagieren [18].

Die Mediatoren der Mastzelle umfassen zum einen praformierte Mediatoren, die in den
Granula gelagert sind und nach Aktivierung der Mastzellen innerhalb von Sekunden durch
Degranulierung in den extrazellularen Raum abgegeben werden. Dazu gehdren Histamin,
Proteoglykane wie Heparin und verschiedene Proteasen. Mastzellen exprimieren eine Reihe

von verschiedenen Proteasen, die bis zu 25 % ihres Proteingehalts ausmachen und fir die
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Abb. 3.1-2: Schematische Darstellung (patho)physiologischer Effekte einer aktivierten Mastzelle. Nach
Aktivierung und Degranulierung der Mastzelle werden Mediatoren freigesetzt, die zur Degradierung der
extrazelluldren Matrix, Kontraktion von Muskelzellen, Schleimsekretion, Juckreiz und Wundheilung fiihren. Zudem
wird die Permeabilitdt der BlutgefdBe erh6ht und Immunzellen in das Gewebe rekrutiert. Ausgehend von
Sommerhoff, 2001, und Abraham, 2010 [6, 19].
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Mastzelle spezifisch sind [20]. Darunter zahlen die Metalloproteinase Carboxypeptidase A3,
die Chymotrypsin-ahnliche Serinprotease Chymase und die Familie der Trypsin-ahnlichen
Serinproteasen Tryptase. Zum anderen sekretieren aktivierte Mastzellen nach wenigen
Minuten bis zu mehreren Stunden neu synthetisierte Mediatoren, die wie die Prostaglandine
und Leukotriene aus Lipiden gebildet werden und verschiedene Cytokine wie z. B. TNF und

Interleukine, die erst transkribiert werden muissen [6, 21].

Uber diese Mediatoren regulieren Mastzellen z. B. die Kontraktion der glatten Muskulatur, die
Schleimsekretion von Epithelzellen, die Degradierung der extrazelluldren Matrix, die
Ausbildung eines Juckreizes durch Aktivierung von Nervenzellen, die Wundheilung durch
Aktivierung von Fibroblasten und die Rekrutierung von Leukozyten an den Ort der Infektion
(Abb. 3.1-2) [19].

3.2 Die Tryptase-Familie

Die Familie der Tryptasen umfasst vier verschiedene Serinproteasen, Tryptase a, 8, y und o,
die auf dem Chromosom 16p13.3 durch vier Gene (TPSAB1, TPSB2, TPSG1 und TPSD1)
kodiert sind [22-25]. Auf Aminosaureebene zeigen die Tryptasen a, B und & eine hohe
Sequenzidentitat von ca. 90 %, wahrend sich die Tryptase y mit etwa 50 % ldentitat deutlich
von den anderen Tryptasen unterscheidet [26]. Die Tryptasen werden als Praproproteine
selektiv in den humanen Mastzellen und zu einem sehr geringen Anteil auch in basophilen
Granulozyten exprimiert [27, 28]. In humanen Mastzellen kénnen sie bis zu 25 % des
gesamten Proteingehalts ausmachen [27], nicht zuletzt aus diesem Grund werden ihnen
viele Funktionen in den physiologischen und pathophysiologischen Wirkungen der

Mastzellen zugesprochen.

3.2.1 Die Gene TPSAB1 und TPSB2

Die Gene TPSAB1 und TPSB2 kodieren fir die allelischen Varianten Tryptase a und Bl bzw.
BIl, Bl und BIIIFS [23, 29]. Die Allele Tryptase a und BIIIFS fihren aufgrund eines Amino-
saureaustauschs im aktiven Zentrum bzw. einer Leserasterverschiebung zu enzymatisch
inaktiven Formen und werden daher als dysfunktionale Allele angesehen [30-32]. Sie treten
mit einer Préavalenz von 70 % bzw. 15 % (Tryptase a bzw. BllI*°) in der Weltbevélkerung auf,
sind jedoch in verschiedenen ethnischen Gruppen unterschiedlich verteilt: Das Tryptase a-
Allel ist bei 82 % und 70 % der Individuen asiatischer bzw. europaischer Abstammung
vorhanden, jedoch nur bei 55 % der Individuen afrikanischer Herkunft [33, 34]. Das Tryptase
BII"S-Allel wurde dagegen bei 19 % und 23 % afrikanischer und européaischer Personen
detektiert, nicht aber bei asiatischen Personen [32]. Es wurde beobachtet, dass die

dysfunktionalen Allele weitgehend mit funktionalen Allelen der Tryptase  gemeinsam vererbt
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werden: a mit BIl und BIIIFS mit BI, Individuen ohne funktionale Tryptase B-Allele wurden
bisher nicht identifiziert, alle untersuchten Populationen hatten zwei bis vier aktive Gene.
Dies lasst die Vermutung zu, dass aktive Tryptase B-Allele essenziell sind und dass die
Dosis aktiver Gene eventuell in Zusammenhang mit Tryptase- bzw. Mastzell-assoziierten

Krankheiten relevant ist [32].

3.2.2 Tryptase

Mit bis zu 35 pg/Zelle ist Tryptase B die vorherrschende Protease der humanen Mastzelle
[27]. Unter diesen Namen werden die Isoenzyme B, Bl und Blll zusammengefasst, die sich
nur in wenigen Aminosauren sowie der Anzahl der Glykosylierungsstellen unterscheiden (I
und Bl mit zwei, BIl mit einer Glykosylierungsstelle) [23, 29]. Auch funktionell zeigen die
Isoenzyme gegentiber Substraten und Inhibitoren keine oder nur geringfiigige Unterschiede
[35, 36].

Tryptase B wird als Prapropeptid exprimiert und nach Abspaltung des Signalpeptids in einem
zweistufigen Prozess im sauren Milieu der Mastzell-Granula aktiviert, d.h. durch
Autokatalyse am Aminosdurerest R-3 und Prozessierung durch die Dipeptidyl Amino-
peptidase Cathepsin C [37]. Als alternativer Aktivierungsmechanismus wurde die direkte
Prozessierung durch die Proteasen Cathepsin B und L beschrieben, die ebenfalls in
Mastzellen vorkommen [38]. Tryptase 8 wird als aktive Protease in den Granula gelagert, in
denen ihre enzymatische Aktivitat durch das saure Milieu, die Interaktion mit Salzen sowie
durch die dichte Packung mit Proteoglykanen reguliert wird [39]. Nach Aktivierung und
Degranulierung der Mastzelle wird Tryptase B zusammen mit Heparin und Histamin in den
Extrazellularraum sezerniert. Dort ist sie als Tetramer enzymatisch aktiv [40], einem in
Abhangigkeit von Heparin gebildeten, nicht-kovalenten Homo-Oligomer mit einer Gré3e von
etwa 130 kDa (Abb. 3.2-1) [41]. Die Réntgen-Strukturaufklarung im Jahr 1998 zeigte, dass
Tryptase B eine ringartige quaternare Struktur aus vier Monomeren bildet, die durch die
Bindung des negativ-geladenen Heparins an positiv-geladene Reste auf den Monomeren
stabilisiert wird [42]. Der Verlust der Heparinbindung flihrt deshalb zur Dissoziation des
Tetramers und zu Monomeren, die im neutralen bzw. leicht basischen pH weitgehend inaktiv
sind [43, 44]. Im Tetramer sind die aktiven Zentren der vier Monomere zu der zentralen Pore
hin ausgerichtet, die mit einem Durchmesser von 25 x 50 A den Zugang fir Peptide mit
einem Durchmesser einer a-Helix zulasst [42]. Daher ist Tryptase B gegentber der Bindung
von makromolekularen, naturlich vorkommenden Inhibitoren wie Serpinen, a,-Makroglobulin
und Aprotinin resistent [40]. Einer der wenigen Protein-Inhibitoren der Tryptase B ist der
atypische Kazal-Typ Leech-derived Trypsin Inhibitor (LDTI), der durch seine kleine GroRe

von etwa 5 kDa an zwei der vier aktiven Zentren der Tryptase  binden kann [45, 46]. Unter
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physiologischen Bedingungen wird die enzymatische Aktivitdt der Tryptase [ damit
mafgeblich durch Assoziation der Monomere bzw. Dissoziation der Tetramere und der

Interaktion mit Proteoglykanen reguliert, nicht dagegen durch Inhibitoren.

In vitro war es mdglich, auch Tryptase B Monomere auszubilden, die im sauren pH bei 6,0
und in Anwesenheit von kurzkettigem Heparin (< 10 Disaccharide/Molekul) enzymatisch aktiv
sind. Unter diesen Bedingungen spaltet monomere Tryptase B auch makromolekulare
Substrate wie Fibronektin und wird von Inhibitoren wie Aprotinin, Serpinen sowie SBTI
gehemmt, ist jedoch schwacher aktiv als das Tetramer [40, 43, 44, 47, 48]. Inwieweit diese

Monomere in vivo z. B. in Mastzell-Granula existieren und aktiv sind, ist bisher unklar.

Tryptase B spaltet Substrate C-terminal der basischen Reste Arginin und Lysin. Die
Untersuchung der erweiterten Substratspezifitat hat Praferenzen flr Asparagin an P2,
basische Reste an P3 und Prolin an P4 aufgezeigt (Schechter und Berger Nomenklatur) [19,
36]. Aufgrund der geringen Grof3e der zentralen Pore ist der Zugang fur biologisch relevante
Substrate zu den aktiven Zentren des Tryptase B-Tetramers jedoch limitiert. So wurden
insbesondere kleine Substrate wie die Neuropeptide Calcitonin gene-related peptide
(CGRP), vasoaktives intestinales Peptid (VIP) und Peptid Histidin Methionin (PHM) als
potenziell relevante Substrate identifiziert [49]. Die Degradierung dieser Neuropeptide durch
Tryptase B modifiziert die neuronale Transmission und kann z. B. zur Bronchokonstriktion
fuhren [50].

Abb. 3.2-1: 3D-Struktur der Tryptase B. Das Tetramer der Tryptase ( ist aus vier Monomeren aufgebaut, die
liber sechs Oberfldchenschleifen interagieren und einen rechteckigen, flachen Rahmen bilden. Die aktiven
Zentren der Monomere sind in Richtung der zentralen Pore (& 15x40 A) ausgerichtet. Jedes der vier Monomere
bindet ein Inhibitionsmolekiil APP (orange, Kalottenmodell; 4-Amidinophenylbrenztraubenséure), das in der
jeweiligen S1-Substratbindungstasche lokalisiert ist. Nach Sommerhoff et al. [42].
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Im Gegensatz zu Peptidsubstraten wurden bisher nur wenige Proteinsubstrate identifiziert,
was der Tetramerstruktur bzw. der geringen Porengrélie entspricht. Eine Voraussetzung fiir
die Spaltung makromolekularer Substrate ist, dass diese spaltbare Oberflachenschleifen
prasentieren, die > 20 A aus der Struktur herausragen, um an die aktiven Zentren der
Tryptase B binden zu kénnen [22]. So ist Tryptase 8 in der Lage, die Zymogene pro-MMP3
und Prourokinase zu aktivieren und die Proteine Fibronektin sowie Collagen | zu inaktivieren
bzw. zu degradieren [19]; Tryptase B kann so die Umgestaltung und den Abbau der
extrazellularen Matrix und viele nachfolgende Prozesse wie Wundheilung, Embryogenese
und Metastasierung von Tumorzellen beeinflussen [51-54]. Die Spaltung der a-Kette des
Fibrinogens durch Tryptase (8 fuhrt zum Verlust der Erkennungsstelle des Thrombins, sodass
Tryptase B eine antikoagulatorische Wirkung hat [55-57]. Die Degradierung des hoch-
molekularen Kininogens durch Tryptase B kann ebenfalls auf eine antikoagulatorische
Funktion hinweisen [58, 59]. Diese Funktion, die nach Mastzell-Degranulierung beobachtet
wurde und mit Vasodilatation und Odembildung assoziiert wurde, wurde lange allein den
Proteoglykanen (u. a. Heparin) zugeschrieben, die in diesem Zusammenhang jedoch nur

indirekt wirken, da sie das Tryptase B-Tetramer stabilisieren [60].

Der Einfluss der sterischen Hemmung aufgrund der Tetramerstruktur wird auch durch die
Prozessierung des Kininogens durch Tryptase 8 verdeutlicht. In vifro wurde gezeigt, dass
Tryptase B allein nicht in der Lage ist, aus Kininogen Kinine zu bilden, jedoch zusammen mit
neutrophiler Elastase: Die Spaltung des Kininogens durch Elastase fiihrt zunachst zu
Fragmenten, die klein genug sind, um von Tryptase (3 prozessiert zu werden. Im Gegensatz
zu Plasma- oder Gewebekallikrein kann die Tryptase B/Elastase-Mischung auch oxidiertes
Kininogen spalten, sodass diese Prozessierung als alternativer Mechanismus zur Kinin-
bildung unter oxidativen Bedingungen wie z. B. an Entzindungsstellen vermutet wird [61].
Ebenso konnte beobachtet werden, dass Tryptase 8 in Anwesenheit von Prakallikrein eine
erhohte vaskulare Permeabilitat durch Prozessierung von Kininogen zu Bradykinin

induzieren kann [62].

Tryptase B aktiviert den Protease-aktivierten Rezeptor 2 (PAR-2) [63]. Dieser G-Protein-
gekoppelte Rezeptor wird durch eine Spaltung am extrazellularen N-Terminus aktiviert, bei
der ein gebundener Ligand freigelegt wird, dessen Bindung an die zweite extrazellulare
Schleife zur Aktivierung der nachfolgenden Signalkaskade fiihrt [40]. PAR-2 ist auf Epithel-
und Endothelzellen, Fibroblasten, Immunzellen, Neuronen und Gliazellen in verschiedenen
Geweben wie den Nieren, Pankreas, Darm, Atemwegen sowie Haut exprimiert [64]. Die
Aktivierung dieses Rezeptors durch Tryptase B ist abhangig vom jeweiligen Gewebe mit
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen assoziiert wie dem Juckreiz durch
Aktivierung von Neuronen in der Haut [65] oder der Aktivierung der asthmatischen

bronchialen glatten Muskulatur [66].
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Trotz der limitierten Zahl bekannter Substrate ist die Aktivitat der Tryptase B sowohl mit
physiologischen als auch pathophysiologischen Funktionen assoziiert. Da Tryptase ( die
vorherrschende Protease in humanen Mastzellen ist und nach Mastzell-Aktivierung ein
erhdhtes Tryptase-Level im Serum messbar ist, wurde sie lange Zeit jedoch vor allem mit
Krankheiten in Verbindung gebracht wie Anaphylaxie, Asthma, allergischen Entzindungs-
reaktionen und entziindlichen Darmerkrankungen [22, 67]. Seitdem wird Tryptase (B als
potenzielles Ziel fir die Medikamentenentwicklung zur Behandlung Mastzell-assoziierter
Krankheiten betrachtet. So wurden Tryptase-Inhibitoren wie APC-366, RWJ-58643 und APC-
2059 in klinischen Studien z. T. in Phase Il auf ihre therapeutische Wirkung in allergischem
Asthma, allergischer Rhinitis bzw. Colitis ulcerosa untersucht [68-70]. Jedoch zeigten die
Inhibitoren meist nur geringe Wirkung. Insgesamt wird die Entwicklung von Tryptase-
Inhibitoren durch Probleme der Selektivitat, Wirksamkeit und Bioverfligbarkeit erschwert,
was auch die geringe Zahl klinischer Studien erklaren koénnte [14, 20, 22, 50, 67, 71, 72].

Neben den pathophysiologischen Effekten wurde Tryptase B in den letzten Jahren mit
einigen physiologischen Prozessen wie der Wundheilung assoziiert. Mittlerweile wird ihr
auch eine protektive Rolle z. B. bei der Abwehr bakterieller sowie parasitarer Infektionen [73]
und der Degradierung von Schlangengiften zugesprochen [74], sodass sogar eine

therapeutische Anwendung in Betracht gezogen wird.

3.2.3 Tryptase a

Die Nukleotidsequenz der Tryptase a zeigt eine sehr hohe Sequenzidentitat von 98 % zu
Tryptase B, die zu einer Identitdt von 93 % auf Aminosaureebene fihrt [33]. Trotz dieser
hohen Sequenzidentitat hat Tryptase a einige einzigartige Eigenschaften. Im Vergleich zu
Tryptase [ fuhrt ein Aminosaureaustausch von Arginin zu Glutamin an Position -3 (R-3Q) zur
Blockierung der Autoprozessierung [75]. Immunologische Analysen weisen darauf hin, dass
die Proformen der Tryptase a sowie 3 ins Medium der Mastzelllinien Mono-Mac-6 bzw. HMC-
1 und aus Haut isolierter Mastzellen sekretiert werden, wahrend die reifen Formen der
Tryptasen in den sekretorischen Granula gelagert werden [76]. Da lange kein physiologisch
relevanter Prozessierungsmechanismus der Protryptase a bekannt war, wurde davon
ausgegangen, dass Tryptase a nicht in den Granula gelagert wird, sondern als Zymogen
konstitutiv oder spontan sekretiert wird [76, 77]. In vitro konnte Le et al. [38] jedoch zeigen,
dass rekombinante Protryptase a wie Protryptase 3 von Cathepsin B und L direkt prozessiert
werden kann. Ob Tryptase a durch diese Proteasen in vivo prozessiert wird und wie Tryptase

B als reife Protease in den sekretorischen Granula gelagert wird, ist bisher nicht bekannt.
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Die Strukturaufklarung zeigte, dass rekombinante Tryptase a ebenso wie Tryptase B eine
tetramere Struktur mit vier aktiven Zentren ausbildet, die zu einer zentralen Pore gerichtet
sind [30, 31]. Jedoch zeigt Tryptase a nur sehr geringe enzymatische Aktivitat, die auf einen
Aminosaureaustausch an der Position 216 von Glycin zu Aspartat zurickgefihrt werden
konnte [30, 31]. Durch die Kristallstruktur konnte gezeigt werden, dass das Asp216 in die S1-
Tasche bindet und mit dem Oxyanion Hole interagiert. Diese Bindung scheint gegentiber der
Bindung eines P1-Restes eines Substrats energetisch bevorzugt zu sein und fihrt auRerdem
zu einem Knick im Trp215-Gly219-Segment in der Nahe der Substratbindestelle S1, sodass
der Zugang des Substrats zur Substratbindestelle verhindert ist (Abb. 3.2-2) [30, 79].

Abb. 3.2-2: Stdbchenmodell des aktiven Zentrums der Tryptase a (orange) [78]. Das Asp216 interagiert (iber
Wasserstoffbriickenbindungen (grau) mit Ser195 und Gly193. Dies verursacht einen Knick im Trp215-Gly219-
Segment und verhindert den Zugang zur S1-Bindungstasche. Das S214-G219-Segment der Tryptase B (griin)
weist eine offene Konformation auf, sodass die S1-Bindungstasche flir Substrate zugénglich ist.

Tryptase a und B unterscheiden sich dartber hinaus in einigen Aminosauren der Schleifen,
die die Monomer-Monomer-Kontakte ausbilden. Es konnte gezeigt werden, dass das
Tryptase a-Tetramer Heparin binden kann, jedoch die Stabilisierung der Konformation nicht
von Heparin abhangig ist [30, 31]. Aufgrund der hohen Sequenzidentitdt der Tryptase a mit
Tryptase B war bisher eine Unterscheidung der beiden Tryptasen auf immunologischer
Ebene nicht moglich. AuRerdem zeigt Tryptase a nur sehr geringe enzymatische Aktivitat,
sodass eine funktionelle Charakterisierung nicht méglich war und bis heute noch wenig Gber

die physiologische Funktion der Tryptase a bekannt ist.

Die Defizienz bzw. unterschiedliche Verteilung des Tryptase a-Allels des Gens TPSAB1 in
verschiedenen ethnischen Gruppen [33, 34] konnte bisher noch nicht eindeutig mit einer
Suszeptibilitdt fir Krankheiten wie allergische Erkrankungen oder systemische Mastozytose
in Verbindung gebracht werden: Wahrend Caughey et al. davon ausgehen, dass Tryptase a
nicht in Asthma impliziert ist [33], zeigten Abdelmotelb et al. [80], dass in Asthma-Patienten

die Kopienzahl der Tryptase a- auf komplexe Art mit dem IgE-Level im Serum assoziiert ist.
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Patienten ohne Tryptase a weisen ein normales Level von totalen und Hausstaubmilben-
spezifischen IgE auf, Patienten mit einem Tryptase a-Gen hatten im Vergleich geringere
Serumkonzentrationen und Patienten mit zwei Tryptase a-Genen zeigten ein erhdhtes Level
dieser Antikorper [80]. Dagegen ist in Patienten mit systemischer Mastozytose die Verteilung
der Tryptase-Haplotypen identisch zu der Kontroligruppe [34]. In einer aktuellen Studie
wurde erstmals das Tryptase a-Allel mit schweren Formen des Dengue Fiebers assoziiert.
Asiatische Patienten (Vietnam n=1001, Philippinen n=155), die homozygot fir das Tryptase
a-Allel sind, hatten verglichen zur Kontrollgruppe eine Odds Ratio von 2,5 bzw. 4,4 nach
einer Infektion hdmorrhagisches Dengue Fieber sowie Dengue Schock-Syndrom zu ent-
wickeln [81]. Somit ist dies die erste Studie, die ausgehend von einem Tryptase-Haplotypen

eine Prognose uber den Schweregrad bzw. die Suszeptibilitdt einer Krankheit zulasst.

3.24 Tryptase d

Im Jahr 1999 wurde mit Hilfe von BAC (Bacterial artificial chromosome) Bibliotheken,
Restriction mapping und Sequenzierung das Gen TPSD1 bzw. mMCP7-like als neues
Mitglied der Tryptase-Familie auf Chromosom 16p13.3 identifiziert. Dieses Gen kodiert fir
Tryptase &, die eine > 80 %-ige Sequenzidentitat mit Tryptase a besitzt [23]. Wie Tryptase a
hat auch Tryptase & eine R-3Q Mutation im Propeptid, sodass die Aktivierung durch
Autoprozessierung und Cathepsin C nicht mdglich ist [82]; ob alternativ Cathepsin B und L
das Tryptase 8-Zymogen analog zu Tryptase a prozessieren kdnnen, ist unklar. Aufgrund
einer Nonsense Mutation Trp205X ist der C-Terminus der Tryptase 6 verglichen zu Tryptase
a und B um 40 Aminosauren verkurzt. Wahrend die katalytische Triade trotz der Verklrzung
enthalten ist, fehlen die zwei Glycinreste der Spezifitatstriade (D188, G215, G225), die in der
Ausbildung der Substratbindungstasche bei Tryptase a und B beteiligt sind [82, 83]. Es wird
daher angenommen, dass die Deletion der 40 Aminosduren am C-Terminus einen

wesentlichen Einfluss auf die Faltung und Aktivitat der Tryptase & hat.

Da zunachst keine Transkripte des Tryptase 8-Gens in humanem Gewebe und Mastzellen
detektiert wurden, wurde davon ausgegangen, dass TPSD1 ein Pseudogen ist [83]. Jedoch
konnten Wang et al. (2002) [84] spater die Expression der Tryptase & auf RNA-Ebene v. a. in
Dickdarm, Lunge sowie der Mastzelllinie HMC-1 und auf Proteinebene in Gewebeschnitten
von humanem Dickdarm nachweisen. Auflerdem konnten Wang et al. anhand einer
rekombinanten, prozessierbaren Tryptase ® geringe enzymatische Aktivitdt zeigen, die
jedoch angezweifelt wird [82, 84]. Dartiberhinaus sind die proteinchemischen Eigenschaften
der Tryptase O, die Tertiarstruktur, die Prozessierung des Zymogens, die Lokalisierung in

Mastzellen und die Rolle in der Mastzellbiologie unklar.
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3.2.5 Tryptasey
Nach Entdeckung des TPSD17-Gens wurde mittels der PCR/RACE-Methode das Gen TPSG1

(alternativ PRSS37) am telomeren Ende des multigenen Tryptase-Locus auf Chromosom
16p13.3 identifiziert. Dieses Gen ist evolutionar konserviert und kodiert fiir Tryptase vy, die als
phylogenetisch altestes Mitglied der Tryptase-Familie gilt [85]. Es wurden zwei allelische
Varianten identifiziert, die zu den Isoenzymen Tryptase yl und yll fihren und sich in finf
Aminosaureresten unterscheiden (M60V, 1126M, S132T, L204I, L288F) (Uniprot QINR22)
[85, 86].

Auf Aminosaureebene hat humane Tryptase y eine Sequenzidentitat von etwa 50 % mit den
anderen Tryptasen. Sie unterscheidet sich v. a. im Propeptid und durch eine zuséatzliche
hydrophobe C-terminale Doméane [24]. Das Propeptid weist im Gegensatz zu den anderen
Tryptasen einen Argininrest an Position -1 (bzw. 37) auf und I&sst somit einen tryptischen
Aktivierungsmechanismus erwarten, der jedoch bisher nicht naher untersucht wurde [25].
Damit unterscheidet sich die Zymogenprozessierung der Tryptase y von der der Tryptase 3
sowie anderer Granula-assoziierter Serinproteasen, die von Cathepsin C abhangig ist [87].
Tryptase y hat im Vergleich zu anderen Tryptasen drei zusatzliche Cysteinreste, C26 in der
Prodoméane und C145 sowie C154 in der katalytischen Doméane. Aufgrund der Analogie zu
aktiviertem Chymotrypsin wurde eine Verbindung zwischen C26 und C145 vorausgesagt, die
nach Zymogenprozessierung zu einer Zweikettenform der reifen Tryptase y fiuhren wirde
und auch mit gentechnisch modifizierten Varianten mit einer Enterokinase-Prozessierungs-
stelle zwischen Propeptid und katalytischer Domane bestatigt wurden [25, 26, 88].
Rekombinante humane Tryptase y ist als Monomer enzymatisch aktiv und zeigt dabei
Unterschiede in Substratspezifitdt und Inhibitionsprofil im Vergleich zur Tryptase B [26, 88,
89]. Aufgrund der hydrophoben Domane in der Nahe des C-Terminus wird Tryptase y zu den
Typ | Transmembran-Serinproteasen gezahlt [90], mit deren Vertretern Prostasin und
Testisin sie auch eine etwa 50 %-ige Sequenzidentitdt besitzt [25]. Allerdings wird bei
Prostasin und Testisin die C-terminale hydrophobe Doméane posttranslational durch eine
GPI-Verknipfung modifiziert, die eine Verankerung in die Zellmembran vermittelt [89-92].
Dagegen scheint Tryptase y mittels ihrer Transmembrandomé&ne nach Aktivierung und
Degranulierung der Mastzelle an der Zellmembran gebunden zu sein [88, 90]. Die
Generierung von Chimaren mit Prostasin und dem C-Terminus muriner Tryptase y zeigte,
dass eine Prozessierung zur l0slichen Form durch Abspaltung der Ektodomane moglich ist
[93].

Tryptase y konnte in ruhenden, isolierten Mastzellen aus Nabelschnurblut gesunder
Probanden und peripheren Blut von Asthmapatienten immunologisch in den Granula und
nach Aktivierung der Zellen an der Zelloberflache nachgewiesen werden [88]. Prinzipiell

wurde ihr Vorkommen sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene in der Mastzelllinie HMC-
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1 sowie in verschiedenen Geweben wie z.B. der Haut, der Atemwege, des Gastro-
intestinaltrakts sowie in Tumorgewebe beschrieben [24, 25, 94]. Besonders in Gewebe-
proben des Gastrointestinaltrakts wurde ein hohes Expressionslevel der Tryptase y mittels
Immunbhistologie detektiert (Human Protein Atlas) [24, 94]. Im Vergleich dazu wurde Tryptase
B im gleichen Gewebe dagegen nur mit einem mittleren Expressionslevel auf Proteinebene
nachgewiesen. Allgemein liegt das Transkriptionslevel der Tryptase y in den Geweben sowie

in HMC-1 niedriger als das der Tryptase .

Basierend auf in vivo Studien hat Tryptase y pro-inflammatorische Wirkung. Die Applikation
rekombinanter humaner Tryptase y in die Atemwege von Mausen 16st nach 24 h eine
Atemweg-Hyperreaktivitdt (AHR) aus, die durch einen IL-13/IL-4Ra/STAT6-abhangigen
Signalweg vermittelt wird. Rekombinante humane Tryptase B hat dagegen keinen Effekt in
diesem Modell [88]. Auch Studien mit Tryptase y-defizienten Mausen (Prss31” B6 Maus)
haben pro-inflammatorische Wirkung der Tryptase y in Krankheitsmodellen wie
experimentelle COPD (chronische obstruktive Lungenerkrankung) sowie Colitis aufgezeigt
[95]: In Tryptase y-defizienten Mausen wurde eine geringere Zahl an Makrophagen und
verminderte Fibrose in den Atemwegen COPD-erkrankter Mause beobachtet. Bei dem
Modell der Colitis fihrte die Tryptase y-Defizienz zu vermehrter Gewichtszunahme, einer
erniedrigten Zahl entzindlicher Zellen und verkirzten Dickdarmen. Zusammenfassend
zeigen diese in vivo Studien eine pro-inflammatorische Wirkung der Tryptase y, sodass sie

als therapeutisches Ziel vielversprechend erscheint.

3.3 Aufgabenstellung

Im Gegensatz zu den Tryptasen a und B wurde Tryptase y bisher nur ansatzweise
charakterisiert [26, 88]. Dies ist z. T. auf die geringen zur Verfigung stehenden Mengen bzw.
die geringen Ausbeuten bei der rekombinanten Herstellung zuriickzufihren. Deshalb sollten
im Rahmen dieser Arbeit das Zymogen sowie die enzymatisch aktive katalytische Domane
der Tryptase y praparativ in der Hefe Pichia pastoris hergestellt werden, um ausreichende
Mengen fir Funktions- und Strukturanalysen bereitzustellen. Insbesondere sollte die
Prozessierung des Zymogens sowie die enzymatische Aktivitdt, Substratspezifitdt und
Interaktion mit Inhibitoren der reifen Protease im Vergleich zur Tryptase B analysiert werden.
Darlber hinaus sollte die rekombinante Tryptase y fur die Entwicklung von Testverfahren, fir
die Generierung von Antikdrpern und darauf aufbauenden immunologischen Nachweis-

methoden genutzt werden.
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4 Materialien und Methoden
4.1 Materialien
4.1.1 Gerate

4.1.1.1 Gerate fur mikrobiologische und molekularbiologische Arbeiten

Bezeichnung Hersteller

Bioreaktor Labfors 4, 5 | Infors HT, Bottmingen
Brutschrank Typ Tv30u Memmert, Schwabach
Gel-Bilderfassung: Gel Imager Intas GmbH, Géttingen
Gene Pulser Xcell Elektroporationssystem Bio-Rad, Hercules, USA

Gene Pulser

Capacity Extender

Pulse Controller

Inkubationsschuttler Typ ITE Infors HT, Bottmingen
Lichtmikroskop Typ IMT-2 Olympus, Tokio, Japan
Mikrowellenofen HMT84M421 Bosch, Gerlingen

NanoDrop 1000 Peglab Biotechnology, Erlangen
Perfect Blue Horizontale Mini Elektrophorese System Peqlab Biotechnology, Erlangen

Model MiniS 7x8 cm, 30 ml Gelvolumen
Model MiniExM 23x14 cm, 290 ml Gelvolumen

Sicherheitswerkbank Uniflow UVUB 1200 Uniequip, Martinsried
Thermocycler T3 Biometra, Géttingen
UV-Transilluminator 302 nm Bachofer, Reutlingen

4.1.1.2 Gerate fur proteinchemische Arbeiten

Bezeichnung Hersteller
Akta-Explorer mit GE Healthcare, Frankfurt a. M.
Box-900

Detektor UV-900
Fraktionssammler FRAC-900
2 Pumpen P-900

Bio Assay Reader HTS 7000
Bio-Dot Microfiltration Apparatur
Conductivity Meter LF 538, WTW
FPLC-Anlage mit
Gradienten-Controller LCC-500 Plus
Detektor UV-M
Fraktionssammler FRAC-100
2-Kanalflachbrettschreiber REC-102
2 Pumpen P500
Gasphase-Sequenator 473
Geltrocknungsrahmen
HPLC-Anlage mit
Column Thermo Controller, S 4011

Linear UVIS-205 Absorbance Detector

Low Pressure Gradient Mixer, S 8111
Reagent Organizer, S 7121
Sample Injector, S 5200

Perkin Elmer, Waltham, USA
Bio-Rad, Hercules, USA
Gemini BV, Apeldoorn, NL
Pharmacia, Freiburg

Applied Biosystems, Weiterstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Sykam GmbH, Ereising
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Solvent Delivery System, S 1121
Jasco Spektropolarimeter J-715
Pierce Fast Semi-Dry Blotter

Tangentialflusssystem Minimate mit
Membrankassette 10 kDa

Jasco, Easton, MD, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Pall, Dreieich

4.1.1.3 Sonstige Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Eismaschine AF-10
pH-Meter Inolab pH Level 2

Thermomixer Comfort
Thermostatbad RM 6

Autoklaven
Autoklav LTA400
Vertikaler Standautoklav Typ VE-150

Photometer

Biophotometer

Photometer Smart Spec 3000
Spektralphotometer Uvikon XL

Zentrifugen

Centrikon H-401, Rotor A6.9
Centrikon H-401, Rotor A8.20
Mikrozentrifuge 5424 R
Sorvall RC-3B, Rotor H-6000A
Tischzentrifuge Biofuge pico

Scotsman, Frimont, Italien
Wiss.-Techn. Werkstatten GmbH,
Weilheim

Eppendorf, Hamburg

Lauda, Lauda-Kdénigshofen

Zirbus, Bad Grund
Systec, Wettenberg

Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad, Hercules, USA
Biotek Instruments, Miinchen

Kontron-Hermle, Eching
Kontron-Hermle, Eching

Eppendorf, Hamburg

Sorvall, Thermo Scientific, Schwerte
Heraeus, Miinchen

4.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Materialien

Alle Chemikalien und Reagenzien, die nicht gesondert aufgefuhrt werden, wurden von den

Firmen Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

4.1.3 Materialien und Reagenzien fiir mikro- und molekularbiologische Arbeiten

Bezeichnung Hersteller

Reagenzien

6x DNA Loading Dye Thermo Scientific, Rockford, USA
10x BSA New England Bioloabs, Frankfurt
Agarose Broad Range Carl Roth, Karlsruhe

Ampicillin Life Technologies, Darmstadt
Antischaum 204 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bacto-Agar BD Biosciences, Bedford, USA
dNTP-Mischung (40 mM) Roche, Penzberg

Dpnl Stratagene, La Jolla, USA

GeneRuler DNA Ladder Mix
L-Histidin

Ligase T4 + Ligasepuffer
NEB4 Puffer

Pfu Turbo DNA Polymerase
Phenol/Chloroform-Lésung

Thermo Scientific, Rockford, USA
Life Technologies, Darmstadt
Roche, Penzberg

New England Biolabs, Frankfurt
Stratagene, La Jolla, USA

Carl Roth, Karlsruhe
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Restriktionsenzyme (Pmel, Sapl, Xbal, Xhol, BspHI)
Yeast Nitrogen Base without amino acids (YNB)
Zeocin

Materialien

Erlenmeyerkolben mit Schikanen
Kryoréhrchen

Universal Elektroporationskiivette, 2 mm
Kits

MinElute Gelextraktionskit

QlAprep Spin Maxi- bzw. Miniprep Kit
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit

New England Biolabs, Frankfurt
BD Biosciences, Bedford, USA
Life Technologies, Darmstadt

Nalgene, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Eurogentec, Kdln

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Stratagene, La Jolla, USA

4.1.4 Materialen und Reagenzien fur proteinchemische Arbeiten

Bezeichnung

Hersteller

1-Step Ultra-TMB Substrat

ABTS Substrat

AminoLink Coupling Resin

Benzamidin-Sepharose 4 Fast Flow

Bio Trace PVDF-Transfer Membran 0,45 ym

DryEase Mini-Gel Drying System

Endoglycosidase EndoH¢mit Puffer G5

Filtereinheit FP 30/0,2 CA-S

Filterpapier 1,2 — 1,5 mm

Fractogel EMD SO3 (M)

Gel Code Blue Safe Protein Stain

Gel Filtration LMW + HMW Calibration Kit

Heparin HO777, H8537

High performance chemiluminescence film

Kodak processing chemicals for autoradiography
films GBX fixer/replenisher

Leersaule 5 ml und 10 ml

Macrosep Centrifugal Devices 3 und 10 kDa Omega

Magic Mark XP Western Protein Standard

MaxiSorb 96-well Platte mit Flachboden,
transparent

Micro BCA Protein Assay

Mikrotiterplatte, 96 well, transparent

Milchpulver, fettarm

Ni-NTA-Agarose

Peroxidase Substrate Kit DAB, SK-4100

Pierce Blue Protein Molecular Weight

Pierce ECL Western Blotting Substrate

Pierce Fast Semi-Dry Transfer Buffer

Protran BA 85 Nitrocellulose Blotting Membran

Spectra/Por 1 Dialyseschlauch MWCO 6-8.000

Spectra/Por 3 Dialyseschlauch MWCO 3.500

Spectra/Por 7 Dialysemembran MWCO 10.000

Superose 12 10/300 GL

Tris-Glycin-Gradientengele 4-20 %, 12 Bahnen

TSKgel Heparin-5PW, rostfreier Stahl,
7,5mmx7,5cm

Zellophanblatter

Thermo Scientific, Rockford, USA
Roche, Penzberg

Thermo Scientific, Rockford, USA
GE Healthcare, Frankfurt a. M.
Pall, Dreieich

Life Technologies, Darmstadt
New England Biolabs, Frankfurt
Whatman, Dassel

Whatman, Dassel

Merck, Darmstadt

Thermo Scientific, Rockford, USA
GE Healthcare, Frankfurt a. M.
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

GE Healthcare, Frankfurt a. M.
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Mobitec, Géttingen

VWR, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt
VWR, Darmstadt

Thermo Scientific, Rockford, USA
Corning, NY, USA

Carl Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Vector Lab Inc, Burlingame, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
GE Healthcare, Frankfurt a. M.
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

GE Healthcare, Frankfurt a. M.
Anamed, GroR-Bieberau

Tosoh, Tokio, Japan

Life Technologies, Darmstadt
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Reagenzien fur enzymkinetische Methoden

Bezeichnung

Hersteller

Diverse fluorogene Substrate

Mikrotiterplatte, 96 well, schwarz, flacher Boden

TFA, 91701, >99,5 %

Proteasen
Cathepsin C
Cathepsin G
Cathepsin V
Elastase
Faktor Xa
Kallikrein
Plasmin

rekombinante Tryptase B4, 3—Monomer/Tetramer

t-PA
Urokinase

Inhibitoren

1,10-Phenanthrolin

Antipain
APC-366
Aprotinin

Arg15-Aprotinin

Ecotin

Gabexat mesylat

rLDTI

Tryptase B-Inhibitoren
eigene Tryptase B-Inhibitoren
a1-Proteinaseinhibitor

Protein- und Peptidsubstrate
CGRP, human, H-1470

Fibrinogen
Kininogen

PHM-27, human, H-6355

Prothrombin
pro-uPA

VIP, human, H-3775

Bachem, Bubendorf, Schweiz
Corning, NY, USA
Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Boehringer-Ingelheim, Ingelheim aR
Biocentrum, Krakau, Polen

R&D Systems, Minneapolism USA
Biocentrum, Krakau, Polen
Boehringer-Ingelheim, Ingelheim aR
Bayer, Leverkusen
Boehringer-Ingelheim, Ingelheim aR
AG Sommerhoff

AG Magdolen, TU Miinchen
Cytoshop, Rehovot, Israel

Serva, Heidelberg

Bachem, Bubendorf, Schweiz
Santa Cruz, Dallas, USA

Bayer, Leverkusen

AG Fritz

Biocentrum, Krakau, Polen

R&D Systems, Minneapolis, USA
Novartis, Basel, Schweiz

Altana, Konstanz

N. Schaschke, Hochschule Aalen
Abcam, Cambridge, UK

Bachem, Bubendorf, Schweiz
Calbiochem, Merck, Darmstadt
Haemochrom, Essen

Bachem, Bubendorf, Schweiz
Biocentrum, Krakau, Polen

AG Magdolen, TU Miinchen
Bachem, Bubendorf, Schweiz

4.1.6  Antikorper

Bezeichnung Antigen Klonalitdt  Spezies Hersteller

111-035-045 Kaninchen IgG poly Ziege Dianova, Hamburg

115-035-062 Maus IgG poly Ziege Dianova, Hamburg

305-035-008 Ziege IgG poly Kaninchen Dianova, Hamburg

7076 Maus IgG poly Pferd Cell Signalling, Leiden, Holland
9E10 c-myc mono Maus Santa Cruz, Dallas, USA

AS5795 Ratte IgG poly Kaninchen Sigma-Aldrich, Taufkrichen

AA1 huTryptase a + 3 mono Maus MBL, Woburn, USA

AF1667 TPSGH1 poly Ziege R&D Systems, Minneapolis, USA
H9 huTryptase a + 3 mono Maus Santa Cruz, Dallas, USA
Hise-HRP Hise-Tag mono Maus Roche, Penzberg

Kl huTryptase poly Kaninchen AG Sommerhoff

MAB1222/G3 TPSAB1 mono Maus EMD Millipore, Darmstadt
MAB1667 TPSGH1 mono Ratte R&D Systems, Minneapolis, USA
sTE1 huTryptase poly Schaf AG Sommerhoff

TGNV rhTryptase y poly Kaninchen AG Sommerhoff

TPSD1 huTryptase & poly Kaninchen Abgent, San Diego, USA
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Bezeichnung Zielprotein Hersteller
SEBO70Hu Tryptase (TPS) Wuhan USCN Business Co., Hubei, China
E10501H Tryptase y (TPSG1) Wuhan USCN Business Co., Hubei, China

CSB-E09012h

Tryptase y (TPSG1)

Cusabio Life Science, Hubei, China

4.1.8 Pufferlosungen und Medien

Bezeichnung

Zusammensetzung

10x Tris-Glycin-Laufpuffer
Basalsalz Medium

Benzamidin-Affinitdtschromatographie
Puffer A
Puffer B

Beschichtungspuffer Sandwich-ELISA
Beschichtungspuffer indirekter ELISA
Blockierungslésung Immunblot
Blockierungspuffer Sandwich-ELISA
BM_-Medium

BMG-Medium
BMM-Medium
BM_Y-Medium

BMGY-Medium

BMMY-Medium
Coomassie-Farbeldsung
Dialysepuffer 1 fir Immunisierung
Dialysepuffer 2 flr Immunisierung
Gelffiltration Puffer A

Gelffiltration Puffer B

Heparin-Affinitdtschromatographie
Puffer A
Puffer B

Kaliumphosphatpuffer

Kationenaustauschchromatographie
Puffer A
Puffer B

Konservierungslésung fur SDS-Gele

Lagerungspuffer fir Tryptase y-Zymogen

Lagerungspuffer rhTryptase y
LB low salt-Medium
LB-Agar

0,25 M Tris-Base, 2,5 M Glycin, 1 % SDS, pH 8,3 - 8,5

2 % ortho-Phosphorsaure, 0,09 % CaSOy4, 1,8 % K,SO,,
1,49 % MgS0O4*7H,0, 0,41 % KOH, 4 % Glycerin, 0,45 %
Spurenelementlésung (steril)

50 mM NaH,PO4/Na,HPO,4, 1 M NaCl, pH 7,5
50 mM NaH,PO4/Na,HPO4, 1 M NaCl, 250 mM
Benzamidin, pH 7,5

15 mM Na,COj3;, 35 mM NaHCO;3;, pH 9,6
0,1 M NaOAc, 0,1 M NaCl, pH 5,5

1x PBST, 5 % Milchpulver (w/v)

PBST, 5 % BSA (w/v)

0,1M Kalium5phosphatpuffer, pH 6,0 (steril) 1,34 % YNB
(steril), 4*10™ % Biotin (steril)

BM_-Medium + 1 % Glycerin (v/v) (steril)
BM_-Medium + 1 % Methanol (v/v) (steril)

1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, 1,34 % YNB (v/v) (steril),
0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 (steril), 4*10° %
Biotin (v/v) (steril),

BM_Y-Medium + 1 % Glycerin (v/v) (steril)
BM_Y-Medium + 1 % Methanol

10 % Essigsaure, 30 % Methanol, 0,1 % Coomassie
50 mM NaH,PO,, pH 7,5

50 mM NaH,POQO4, 150 mM NacCl, 10 % Glycerin

50 mM MES, 1 M NacCl, 0,01 % NaNs, pH 6

PBS, 1 M NaCl

50 mM Tris, 0,1 M NacCl, pH 7,5
50 mM Tris, 2 M NaCl, pH 7,5

1 M KHoPOL/KHPOy, pH 6,0

50 mM MES, pH 5,75
50 mM MES, 2 M NaCl, pH 5,75

20 % Ethanol, 5 % Glycerin

50 mM NaH,PO,, 150 mM NacCl, pH 6,0

50 mM NaH,PO4/Na,HPO,, 1 M NaCl, pH 5,0

1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl

1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl, 2% Agar
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LB-Medium
Ni-NTA-Affinititdtschromatographie fiir
rhTryptase y

Puffer A

Puffer B

Ni-NTA-Affinititdtschromatographie fiir
Tryptase y-Zymogen

Puffer A

Puffer A2

Puffer B

NZY Medium

PBS

PBST
pH-Testpuffer (PTP) 1a-c

PTP 2a-c
PTP 3a-c
PTP 4a-c
PTP 5a-c

Puffer fiir AminoLink Resin
Cyanoborhydridlésung
Elutionspuffer
Kopplungspuffer
Lagerungspuffer
Neutralisierungspuffer
Quenching Puffer
Waschlésung

Puffer fiir CD-Spektroskopie
Puffer CD-B
Puffer CD-G

SOC-Medium

Spurenelementlésung

Substratldsung indirekter ELISA

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer, 50x
Tris-Glycin-Probenpuffer, 4x

Tryptase-Testpuffer (TTP)
Tryptase-Verdinnungspuffer (TVP)

Vorlageflasche Antischaum
Vorlageflasche Base
Vorlageflasche Glycerin

1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl

50 mM NaH,PO,, 0,3 M NaCl, 5 mM Imidazol, pH 7,5
50 mM NaH,PO,, 0,3 M NaCl, 50, 100 und 250 mM
Imidazol, pH 7,5

50 mM NaH,PO,, 0,3 M NaCl, 5 mM Imidazol, pH 8,0

50 mM NaH,POQq,, 0,3 M NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0
50 mM NaH,PO,, 0,3 M NaCl, 50, 100 und 250 mM
Imidazol, pH 8,0

1 % NZ amin (casein hydrolysate), 5 % Hefeextrakt, 5 %
NaCl, pH 7,5, autoklavieren

12,5 M MgCL,, 12,5 M MgSOy, 4 % Glucose

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPOy,, 1,8 mM
KH,;POy,, pH 7,4

PBS + 0,5 % Tween-20

50 mM Na,HPO,/NaH,PO,, 0,15, 0,5 bzw. 1 M NacCl, pH
11-12, £ 0,1 yg/ml Heparin

50 mM Glycin/NaOH, 0,15, 0,5 bzw. 1 M NaCl, pH 9,5-
10,5, £ 0,1 pg/ml Heparin

50 mM Tris/HCI, 0,15, 0,5 bzw. 1 M NaCl, pH 7-9, £

0,1 yg/ml Heparin

50 mM MES/NaOH, 0,15, 0,5 bzw. 1 M NaCl, pH 5,5-6,5,
+ 0,1 pg/ml Heparin

50 mM Na,HPO,/Zitronensaure, 0,15, 0,5 bzw. 1 M NaCl,
pH 3-5, + 0,1 yg/ml Heparin

1 M NaOH, 5 M NaCNBH3;

50 mM Glycin/HCI, pH 2,5

0,1 M Na,HPO4/NaH,PO,, 0,15 M NaCl, pH 7,2
PBS + 0,05 % NaNj;

1 M Tris/Glycin, pH 9,0

1 M Tris/HCI, pH 7,4

1 M NaCl

20 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7,6, 50 pg/ml Heparin

50 mM NaH2PO4, pH 8,0

2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM
KCI (steril), 10 mM MgCl;, (steril), 1 M Glucose (steril)
0,6 % CuSOy, 0,008 % Nal, 0,3 % MnSQy, 2 % ZnCly,
0,02 % Na,MoQy,, 0,002 % H3Bos, 0,05 % CoCl,, 6,5 %
FeSQy4, 0,02 % Biotin, 0,5 % H,SO,, steril filtrieren

0,1 M Citronensaure, 0,1 M Na,HPO,, pH 4,5, 2 % ABTS,
0,6 % H,0,

2 M Tris Base, 1 M Essigsaure, 0,05 M EDTA, pH 8,5
0,4 M Tris-HCI, 20 % Glycerin, 8 % SDS,
Bromphenolblau, pH 6,8

50 mM Tris, 150 mM NacCl, pH 7,6, 0,01 % Triton X-100,
0,01 % NaNs, 0,2 ym Rotrandfilter

10 mM MES, 1 M NaCl, 0,01 % Azid, pH 6,1, 0,2 um
Rotrandfilter, 0,01 % Triton X-100,

1 % Antischaum

14 % NH4,OH

50 % Glycerin, 1,25 % Spurenelementlésung (steril)
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Vorlageflasche Methanol 100 % Methanol, 1,25 % Spurenelementlésung (steril)
Vorlageflasche Saure 6 % ortho-Phosphorsaure

YPD-Agar 1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, 2 % Agar, 2 % Dextrose
YPD-Medium 1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, 2 % Dextrose

419 Bakterien- und Hefestamme

Bezeichnung Hersteller

Escherichia coli OneShot TOP10F’ Life Technologies, Darmstadt
Escherichia coli XL1-Blue Stratagene, La Jolla, USA
Pichia pastoris GS115 Life Technologies, Darmstadt
Pichia pastoris KM71 Life Technologies, Darmstadt
Pichia pastoris SMD1168 Life Technologies, Darmstadt
Pichia pastoris X33 Life Technologies, Darmstadt

4.1.10 Plasmide
Die verwendeten pPICZaA- und pGAPZaA-Plasmide enthalten den pUC origin, der die

Replikation und Stabilitdt des Plasmids in E. coli erlaubt und das Zeocin-Resistenzgen,
dessen Expression durch die Promotoren Ptgpqy und Pgyy in Pichia pastoris bzw. E. coli
kontrolliert wird. Die Plasmide unterscheiden sich in den Promotoren upstream (5’) der
Multiple Cloning Site, mit dem Methanol-induzierbaren AOX1-Promotor im pPICZaA-Vektor
und dem konstitutiv aktiven GAP-Promotor im pGAPZaA-Vektor. Die Integration der
Plasmide in das Pichia-Genom erfolgt Gber homologe Rekombination am AOX1- bzw. GAP-

Lokus.

4.1.10.1 pPICZaA

Xho It

* Pst 1 is in Version B only
Cla | is in Version C only

Abb. 4.1-1: Vektorkarte des Plasmids pPICZaA. Darstellung der Gensequenzen der Promotorregion Paox1, der
multiplen Klonierungsstelle mit Restriktionsschnittstellen und Antibiotikaresistenz fiir Zeocin (Life Technologies).
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4.1.10.2 pGAPZoA

* There is an additional restriction
site between the a-factor signal
sequence and the EcoR | site in
versions B and C of pGAPZa:

Pstlin pGAPZa B
Clalin pGAPZa C

Abb. 4.1-2: Vektorkarte des Plasmids pGAPZaA. Schematische Darstellung der Genabschnitte des Promotors
Pcap, der multiplen Klonierungsstelle mit Restriktionsschnittstellen und der Zeocinresistenz (Life Technologies).

4.1.11 Konstrukte
Die initial verwendeten Konstrukte stammen aus Vorarbeiten von U. Sauer [96]. Sie sind in
der Multiple Cloning Site des pPICZaA-Vektors kloniert. lhre Eigenschaften sind in der

folgenden Tabelle zusammengefasst (s. a. Abb. 5.2-1):

Konstrukt Abklirzung Beschreibung Quelle

Tryptase y Zymogen AC proTyAC Fragment R20-R281 U. Sauer,
N-Terminus: a-Faktor-Signalpeptid, K113
KEX2-Schnittstelle
C-Terminus: c-myc-Hisg-Tag

Tryptase y reife Form AC  rTyAC Fragment 138-R281 U. Sauer,
N-Terminus: a-Faktor-Signalpeptid, K115
KEX2-Schnittstelle
C-Terminus: c-myc-Hisg-Tag

4.1.12 Primer

4.1.12.1 Primer fur die Sequenzierung

Tab. 4.1-1: Primer fiir die Sequenzierung von Konstrukten in der Multiple Cloning Site der Vektoren
pPPICZaA und pGAPZaA.

Name Sequenz Vektor Hersteller
5'A0X1 GAC TGG TTC CAA TTG ACA AGC pPICZaA,; forward
3'’AOX1 GCA AAT GGC ATT CTG ACA TCC pPICZa, pGAPZa; reverse E;re‘;‘;gzr .
alpha-f TAC TAT TGC CAG CAT TGC TGC pGAPZa; forward
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4.1.12.2 Primer fur die Mutagenese

Tab. 4.1-2: Primer fiir die zielgerichtete Mutagenese einzelner Aminoséuren.

Ziel Sense (5" — 3) Antisense (5" — 3’) Hersteller
C145A GATCCTGCCCGTCGCCCTCCCGG GGCCTCCGGGAGGGCGACGGG  Metabion,
AGGCC CAGGATC Planegg
C154A GGCTCAGATGACTTCGCCCCTGG CACCGGATCCCAGGGGCGAAGT Metabion,
GATCCGGTG CATCTGAGGC Planegg
S222A GCCAGGACGACGCCGGGGGGCC  AGGCCCCCCGGCGTCGTCCTG Metabion,
T GC Planegg

4.1.13 Software-Programme und Datenbanken

Analyse/Methode Software Hersteller
CD-Spektroskopie K2D3 [97], URL: k2d3.ogic.ca
K2D2 [98], URL: k2d2.ogic.ca

Densitometrie Imaged Vers. 1.47v Wayne Rasband, NIH, USA
Enzymkinetik pro Fit Vers. 6.2.16 QuantumSoft, Uetikon am See,

CH

GraphPad Prism Vers. 5  GraphPad Software, La Jolla,

USA
Gen- und Protein- NCBI Datenbank National Center for
Referenzsequenzen Biotechnology Information, US

National Library of Medicine
Glykosylierungsstellen NetNGlyc, Expasy Swiss Institut of Bioinformatics
Isoelektrischer Punkt (pl) ProtParam, Expasy Swiss Institut of Bioinformatics
Literatur EndNote Vers. X7 Thomson Reuters
Modellierung der rhTryptase y Swiss-Model Swiss Institut of Bioinformatics
Mutagenese-Primer QuikChange Primer Design Strataclone, La Jolla, USA
Nukleotid- und MacVector Vers. 12.5 MacVector Inc., Cambridge, GB
Aminosauresequenzen
Proteasen Datenbank Merops [99]
Templates zur Modellierung RCSB PDB National Science Foundation,

National Institutes of Health, US
Department of Energy

Uberlagerung von Modellen PyMol Vers. 1.8 PyMOL Molecular Graphics
System, Schrédinger, LLC.
Steuerung des Bioreaktors Iris Vers. 5 Infors-HT, Bottmingen
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4.2 Methoden

4.2.1  Molekularbiologische Methoden
4.21.1 Zielgerichtete Mutagenese

Fur die zielgerichtete Mutagenese einzelner Aminosauren in den Tryptase y-Konstrukten
wurde das QuikChange Mutagenesis Kit der Firma Stratagene verwendet und entsprechend
dem Protokoll vorgegangen. Zunachst wurden die Primer (s. Tab. 4.1-2) mit Hilfe des Quik-
Change Primer Design-Programms ausgewahlt. Fir eine PCR-Reaktion wurden sie in einer
Endmenge von je 2,5ng mit dem jeweiligen Plasmid pPICZaA- bzw. pGAPZaA-rTyAC
(Vektorkarten s. Abb. 4.1-1 und Abb. 4.1-2) in einer Endmenge von 1 ng, einer dNTP-
Mischung (Endkonzentration 1 mM) und der Pfu Turbo DNA Polymerase (2,5 U) angesetzt.

Die PCR-Reaktion wurde nach folgendem Programm durchgefuhrt:

Zyklen Temperatur [°C] Dauer [sec]

1 95 30
95 30
16 55 60
68 300

1 4 unendlich

Um das eingesetzte, methylierte und unmutierte Plasmid abzubauen, wurde der Ansatz
anschliefend eine Stunde bei 37°C mit Dpnl (10 U) inkubiert. Fir die Transformation der
superkompetenten E. coli XL1-Blue-Zellen wurden 50 pul der Zellsuspension mit 2 pyl des
Ansatzes versetzt und 30 min auf Eis ruhen gelassen. Danach folgte ein Hitzeschock bei
42°C flr 45 s und eine Inkubation bei 4°C fiir 2 min. SchlieRBlich wurden die Zellsuspension
mit 0,5 ml NZY-Medium versetzt, eine Stunde unter Schiitteln bei 37°C inkubiert, auf LB-

Zeocin-Platten (25 ug/ml Zeocin) ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C kultiviert.

Fir die Herstellung der pPICZaA- und pGAPZaoA-rTyAC-C145A/C154A-Konstrukte wurden
zuerst die entsprechenden C154A-Konstrukte generiert und anschlieRend fir die ziel-

gerichtete Mutagenese mit dem C145A-Primerpaar verwendet (s. Tab. 4.1-2).

4.2.1.2 Agarosegelelektrophorese

Zur Herstellung von 1,5 %-igen (w/v) Agarosegelen wurde Agarose der entsprechenden
Menge in 1x TAE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle (900 W, 1 min) gelést. Diese
Lésung wurde in die Gelkammer in Anwesenheit eines Probenkamms gegossen und mit
Ethidiumbromid (0,05 % Endkonz.) versetzt. Nach dem Abkuhlen wurde das Gel in die
Elektrophoresekammer eingesetzt, der Laufpuffer (1x TAE) zugegeben und der Kamm
entfernt. Die DNA-Proben wurden mit 6-fach konzentriertem Probenpuffer versetzt, parallel
zum Marker in die Geltaschen geflllt und mit 100 V etwa 20 - 40 min elektrophoretisch

aufgetrennt. Mit Hilfe des Gel Imagers wurden die Banden im UV-Licht mit 302 nm sichtbar
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gemacht und fotografiert. Bei Gelen, die der praparativen Aufreinigung der DNA dienten,
wurde die UV-Exposition wahrend des Ausschneidens der Gelstlicke so gering wie mdglich

gehalten.

4.2.1.3 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Fur die Isolierung der DNA aus Agarosegelen wurde entsprechend dem Protokoll des
MinElute Gelextraktionskits der Firma Qiagen vorgegangen. Dafiir wurde das aus-
geschnittene Gelstlick in der dreifachen Menge Puffer QC 10 min bei 55°C gel6st,
anschliefend mit einem Gelvolumen Isopropanol vermischt und auf eine MinElute-Saule

gebunden. Nach zweimaligem Waschen wurde die DNA mit 30 pyl Wasser eluiert.

4.2.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA

Um Plasmid-DNA aus E. coli zu isolieren, wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit fir geringe
Ausbeuten (ca. 200 ng/ul) und das QIAprep Spin Maxiprep Kit fir hohe Ausbeuten (ca.
3000 ng/ul) verwendet. Daflir wurden einzelne Kolonien in 3 ml LB-low salt mit Zeocin
(25 pg/ml) angeimpft und lber Nacht bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Fir die Mini-
praparation wurden die Zellen dieses Ansatzes zentrifugiert (9500 x g, 3 min) und
entsprechend dem Protokoll des Miniprep Kits weiter behandelt. Um gréRere Ausbeuten mit
Hilfe der Maxipraparation zu erhalten, wurden diese Ansatze in 100 ml LB-low salt-Zeocin
uberfuhrt und Gber Nacht bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Die Zellen wurden zentrifugiert

(6000 x g, 15 min, 4°C) und anschlieRend nach dem Protokoll des Maxiprep Kits aufbereitet.

4.2.1.5 Quantifizierung von DNA

Die Quantifizierung von DNA erfolgte am UV/Vis-Spektralphotometer, das basierend auf dem

Lambert-Beer'schen-Gesetz

mit A = Absorption bei 260 nm in AU
¢ = Extinktionskoeffizient in M'cm™’
und L = Schichtdicke in cm

die Konzentration doppelstrangiger Nukleinsduren bestimmt. Dabei wurde nach den
Herstellerangaben vorgegangen und darauf geachtet, dass das Verhaltnis der Azgo/Azso etwa
1,8 betragt.

4.21.6 Sequenzierung von DNA

Zur DNA-Sequenzierung von Klonierungsprodukten wurden die Plasmide isoliert (s. 0.) und
in einer Konzentration von 50 - 100 ng/pl in Wasser aufgenommen. Fur Konstrukte im
pPICZaA-Plasmid wurde das Primerpaar 5’A0X1 und 3'AOX1 und flir pGAPZaA-Konstrukte
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das Paar alpha-f und 3’AOX1 gewahlt. Die Sequenzierung wurde von der Firma Eurofins in

Ebersberg vorgenommen.

4.2.1.7 Klonierung in den Vektor pGAPZoA

4.2.1.7.1 Restriktion aus dem Vektor pPICZaA

Fir die Umklonierung der Konstrukte pPICZaA-rTyAC-C145A, pPICZaA-rTyAC-C154A und
pPICZaA-rTyAC-C145A/C154A in den pGAPZaA-Vektor wurden die Inserts zuerst mittels
Restriktion aus dem pPICZaA-Vektor geschnitten. Dafiir wurden die Plasmide (3 pg/ul) und
der Zielvektor (0,2 pg/ul) nach folgendem Pipettierschema mit den Restriktionsenzymen Xhol
und Xbal (NEB) eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Reagenz Volumen [ul]
Probe Kontrolle1 Kontrolle2 Kontrolle &

pPICZaA-rTyAC-wt; -C145A,;

- C154A; -C145A/C154A (3 pg/ul) 3 3 3 3
Xhol 1 1 - -
Xbal 0,5 - 0,5 -
NEB4 Puffer 2 2 2 2
10x BSA 2 2 2 2
ddH,0 11,5 12 12,5 13
Gesamtvolumen 20 20 20 20

Reagenz Volumen [ul]

Probe Kontrolle 1

pGAPZaA (3 ug/ul) 10 5

Xhol 1 -

Xbal 0,5

NEB4 Puffer 2 2

10x BSA 2 2

ddH,0 4,5 11

Gesamtvolumen 20 20

Die Ansatze (20 pl) wurden anschlieffend mit 6-fachem Ladungspuffer (4 ul) versetzt, auf ein
1,5 %-iges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch der GréRe nach getrennt. Die
Banden bei einer Grole von 746 nt wurden aus dem Gel geschnitten und die DNA-

Fragmente wie in 4.2.1.2 beschrieben isoliert.

4.2.1.7.2 Ligation der Inserts mit dem pGAPZaA-Vektor

Nach Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration (s. 4.2.1.5) der Inserts (746 nt) und des
Vektors pGAPZaoA (3060 nt) wurden diese fir die Ligation nach folgendem Ansatz mit der
Ligase T4 (Roche) eine Stunde bei 16°C inkubiert.
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Reagenz Volumen [ul]
Probe Kontrolle 1

pGAPZaA (20 ng/ul) 1 1
Insert (14 ng/pl) 1 1

T4 Ligase 1 -
Ligasepuffer 1 1
ddH,O 6 7
Gesamtvolumen 10 10

4.2.1.7.3 Transformation von E. coli One Shot TOP10F’
Die Ligationsansatze wurden fur die Transformation der elektrokompetenten E. coli One Shot

TOP10F’-Zellen verwendet. Daflr wurde wie in Kapitel 4.2.2.2 beschrieben vorgegangen.

4.2.1.7.4 Restriktionsanalyse

Um die Ligation der Inserts mit dem Zielvektor pGAPZoA zu verifizieren, wurde eine
Restriktionsanalyse durchgefuhrt. Dafir wurden zuerst die Plasmide aus den E. coli-Zellen
isoliert (s. 4.2.1.4), mit den Restriktionsenzymen Sapl und Xbal nach folgendem Schema

versetzt und eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Reagenz Volumen [ul]

pPGAPZaA-rTYAC-wt; -C145A;

- C154A; -C145A/C154A 6,25
Sapl 0,6
Xbal 0,6
10x BSA 1,25
NEB4 Puffer 1,25
ddH,0 2,55
Gesamtvolumen 12,5

AnschlieRend wurden die Ansatze mit 6-fachem Ladungspuffer (2,5 ul) vermischt und die

Restriktionsfragmente mittels Agarosegelelektrophorese (s. 4.2.1.2) getrennt.

4.2.2 Mikrobiologische Methoden

4.2.2.1 Transformation von E. coli mittels Hitzeschock

Fur die Transformation von superkompetenten XL1-Blue E. coli-Zellen wurden die Zellen
(50 pl) mit dem Plasmid (2 pl) versetzt, 30 min auf Eis inkubiert und fir 45 s auf 42°C im
Wasserbad erhitzt. AnschlieBend wurden die Zellen 2 min auf Eis ruhen gelassen, mit
vorgewarmten NZY-Medium (0,5 ml) versetzt und eine Stunde bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert. Schliel3lich wurden die Zellen auf LB-Agarplatten mit Zeocin (25 pg/ml)

ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C bebritet.
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4.2.2.2 Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Die elektrokompetenten TOP10F’ E. coli-Zellen (80 ul) wurden auf Eis aufgetaut, mit dem
Ligationsansatz oder Plasmid (2 pl bzw. ca. 5 ng) versetzt und leicht gemischt. Nach kurzer
Inkubation (1 - 2 min) wurden die Ansatze in vorgekuhlte (-20°C) Elektroporationskivetten
Uberfihrt und mit Hilfe des Gene Pulser Xcell Elektroporationssystems (2,5 kV, 25 pF,
200 Q) elektroporiert. Unmittelbar danach wurden die Zellen mit vorgewarmtem SOC-
Medium (1 ml) versetzt, die Ansatze in Reaktionsgefalie (15 ml) Uberfihrt und eine Stunde
bei 37°C unter Schitteln inkubiert. SchlieBlich wurden die Zellen auf LB-Agarplatten mit
Zeocin (25 pg/ml) ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C kultiviert.

4.2.2.3 Transformation von Pichia pastoris

Die beschriebene Vorgehensweise fiir die Transformation von P. pastoris-Wirtsstdmmen gilt
fur alle vier verwendeten Wirtsstdmme X33, KM71, GS115 und SMD1168.

4.2.2.3.1 Herstellung elektrokompetenter P. pastoris-Zellen

Um P. pastoris-Zellen fir die Elektroporation vorzubereiten, wurden die Zellen zuerst bis zu
einer Zelldichte von ODgg = 1,0 - 1,3 in 250 ml YPD-Medium hochgezogen. Die Kultur wurde
zentrifugiert (1600 x g, 10 min, 4°C) und das Pellet in kaltem ddH,O auf Eis resuspendiert.
Nach erneuter Zentrifugation (1600 x g, 10 min, 4°C) wurde das Zellpellet in eiskaltem
Sorbitol (1 M, 20 ml) resuspendiert und zentrifugiert (1600 x g, 10 min, 4°C). Schlie3lich
wurde das Pellet in eiskaltem Sorbitol (1 M, 1 ml) aufgenommen und fur die Transformation

80 ul der Zellsuspension in vorgekulhlte Elektroporationskivetten berfihrt.

4.2.2.3.2 Linearisierung des Vektors

Fir die Transformation von P. pastoris wurden die Vektoren pPICZaA und pGAPZaA mit
dem entsprechenden Insert zunachst linearisiert, um deren Einbau in die genomische DNA
der Hefe zu gewahrleisten. Dafir wurden die Restriktionsenzyme Pmel, das das Plasmid
pPICZaA an zentraler Stelle im AOX1- Promoter schneidet, bzw. das Enzym BspHI gewahlt,
das seine Erkennungssequenz im GAP-Promoter des pGAPZaA-Vektors hat. Fur die
Restriktion von 30 ug Plasmid wurden die Ansatze nach folgendem Schema pipettiert und
vier Stunden bei 37°C inkubiert:

Reagenz Volumen [ul]
pPICZaA-rTyAC-C145A; - C154A; 10
-C145A/C154A (3 pg/ul)

Pmel 3
NEB4 Puffer 3

10x BSA 3
ddH,0O 11
Gesamtvolumen 30
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Reagenz Volumen [ul]
PGAPZoA-rTyAC-C145A; - C154A; 40
-C145A/C154A (0,7 pg/ul)

BspHI 3
NEB4 Puffer 5
ddH,0 2
Gesamtvolumen 50

AnschlieRend wurden die Restriktionsenzyme Pmel und BspHI 10 bzw. 20 min durch Hitze
(65°C) inaktiviert und das Volumen des Ansatzes durch Zugabe von ddH,O auf 100 pl
erhoht.

4.2.2.3.3 Extraktion und Ethanolféllung des linearisierten Vektors

Zur Aufreinigung der DNA aus proteinreichen Loésungen wurde sie mittels Phenol/-
Chloroform-Fallung extrahiert. Daflr wurde der Ansatz mit dem gleichen Volumen eines
Phenol/Chloroform-Gemisches (1:1) versetzt und eine Minute gemischt. Nach Zentrifugation
(10.000 x g, 5 min) wurde die obere, wassrige Phase abgenommen und mit dem gleichen
Volumen an Chloroform vermischt und zentrifugiert (10.000 x g, 5 min); dieser Waschschritt
wurde einmal wiederholt. Fur die Fallung der DNA mit Ethanol wurde der Ansatz mit einer
Natriumacetatlésung (0,3 M Endkonz.) und einem 2,5-fachen Volumen einer 100 %-igen
Ethanollésung versetzt und Gber Nacht bei -20°C inkubiert. Nach Zentrifugation (15.000 x g,
30 min) wurde das Pellet zweimal mit einer 80 %-igen Ethanollésung (200 ul) gewaschen,

zentrifugiert (15.000 x g, 30 min), getrocknet und in ddH,O (10 pl) aufgenommen.

4.2.2.3.4 Transformation der P. pastoris-Zellen mittels Elektroporation

Fir die Transformation der Hefezellen wurde die Zellsuspension in den Elektroporations-
kGvetten mit dem linearisierten Vektor (15 pg) versetzt, etwa 5 min auf Eis inkubiert und am
Gene Pulser Xcell Elektroporationssystem (1,5 kV, 25 uF, 200 Q) elektroporiert. Die Zellen
wurden direkt in eiskaltem Sorbitol (1 M, 1 ml) aufgenommen, eine Stunde ohne Schitteln
bei 30°C und nach Zugabe von YPD-Medium (1 ml) weitere drei Stunden inkubiert.
SchlieBlich wurden sie auf YPDS-Agarplatten mit unterschiedlichen Zeocinkonzentrationen
(100, 500 und 1000 pg/ml) ausgestrichen und tber zwei Tage bei 30°C bebriitet.

4.2.2.4 Haltung von Stammkulturen

4.2.2.4.1 Stammhaltung von Bakterienkulturen

Fir die langfristige Lagerung eines Bakterienstamms wurde dieser auf eine LB-Agarplatte
mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C bebritet. Einzelne
Kolonien wurden in 2 ml LB-Medium angeimpft und Uber Nacht bei 37°C unter Schitteln
(200 rpm) kultiviert. Diese wurden mit Glycerin auf eine Endkonzentration von 20 % versetzt,

in Kryoréhrchen tberfiihrt und bei -80°C gelagert.
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4.2.2.4.2 Stammhaltung von Hefekulturen

Die Hefestdmme wurden auf LB-Agarplatten mit Zeocin (100 pg/ml) Gber zwei Tage bei 30°C
angezogen, einzelne Stamme in YPD-Medium (10 ml) angeimpft und tber Nacht bei 30°C
unter Schutteln (200 rpm) kultiviert. Bei einer Zelldichte von ODgy = 50 - 100 wurde die
Kultur mit Glycerin (Endkonz. von 20 — 25 %) versetzt und in Kryoréhrchen fir die langfristige

Lagerung bei -80°C aliquotiert.

4.2.3 Rekombinante Expression der Tryptase y-Formen in P. pastoris

4.2.3.1 Testexpression mit den pPICZaA-Stammen im 10 ml-Malstab

Fur Testexpressionen und die Auswahl geeigneter Expressionsstamme wurde die
Expression im 10 ml-MaRstab gewahlt. Dafur wurden 10 ml BMGY-Medium mit der
entsprechenden Glycerinkultur oder einer Kolonie eines Verdinnungssaustriches angeimpft
und die Kultur ein bis zwei Tage unter Schutteln bei 30°C hochgezogen. Bei einer ODgyo von
2,5 wurden die Zellen zentrifugiert (10 min, 1500 x g) und in methanolhaltigem (1 %) BMMY-
Medium (10 ml) resuspendiert. Unter taglicher Methanolzugabe (Endkonz. 1 %) wurden die

Kulturen Uber drei bis finf Tage kultiviert.

4.2.3.2 Kultivierung der pPICZaA-Expressionsstamme im Schuttelkolben

Zur rekombinanten Expression im Schiuttelkolben wurde der pPICZaA-Stamm zuerst in 10 ml
YPD-Medium Uber Nacht bei 30°C angezogen. AnschlieRend wurden mit der Kultur 500 ml
BMGY-Medium in einem 2 I-Erlenmeyerkolben mit Schikanen angeimpft und tber Nacht bei
30°C bebritet. Um die Kultur in methanolhaltiges Medium zu Uberfihren, wurden die Zellen
zentrifugiert (10 min, 1500 x g, 4°C) und in BMMY-Medium resuspendiert, sodass ein
Nassgewicht von 3 g/l (ca. ODggo = 3) erreicht wurde. Die Zellen wurden anschlieRend Uber

drei bis funf Tage durch tagliche Methanolzugabe (Endkonz. 1 %) bei 30°C kultiviert.

Bei der Kultivierung der P. pastoris-Stamme GS115, KM71 und SMD1168 wurden zusatzlich
0,004 % Histidin (Endkonz.) zu dem Medium hinzugefugt.

4.2.3.3 Kultivierung der pPICZaA-Expressionsstamme im Bioreaktor

Die Fermentation von P. pastoris-Expressionsstammen im Bioreaktor Labfors 4 erlaubt die
Kultivierung der Hefe unter sterilen und kontrollierten Bedingungen. Dieser Bioreaktor
besteht aus einem Kulturgefal (5 1) und einer Regeleinheit, die manuell oder auch mit Hilfe
der Software Iris 5 bedient wird und Parameter wie den Sauerstoffgehalt, pH-Wert,

Temperatur und Schaumbildung regeln kann (Abb. 4.2-1).
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Abb. 4.2-1: Schematische Darstellung des Bioreaktors Labfors 4.

4.2.3.3.1 Anzucht der Vorkultur

Fur die rekombinante Expression wurden zunachst 10 ml YPD-Medium mit einer Kolonie
eines Verdinnungsausstrichs oder einer Glycerinkultur angeimpft und die Kultur Gber Nacht
bei 30°C unter Schutteln (200 rpm) hochgezogen. Diese wurde fir die Expression in
Vollmedium in 500 ml BMGY-Volimedium bzw. fir die Expression in Minimalmedium in
500 ml BMG-Minimalmedium in einen Erlenmeyerkolben mit Schikanen utberfihrt und 24 h
bzw. 48 h bei 30°C unter Schutteln (200 rpm) bis zu einem Nassgewicht von ca. 30 g/l
kultiviert.

4.2.3.3.2 Vorbereitung des Bioreaktors

Vor der rekombinanten Expression wurde der Bioreaktor sterilisiert. Dazu wurde das
Kulturgefall mit dem Medium (Vollmedium BM_Y (2700 ml) bzw. Basalsalz-Medium
(3000 ml)) sowie dem Luftrohr, der Antriebsnabe, dem Probenahmesystem, den
Pumpenképfen, der pO2- und der kalibrierten pH-Sonde fiir 30 min bei 121°C sterilisiert
(Standautoklav Typ VE-150). Nach dem Abkihlen des Mediums wurde dem Vollmedium
YNB, Glycerin, Kaliumphosphatpuffer und Biotin bzw. dem Basalsalz-Medium die
Spurenelementlésung (21,75 ml) steril hinzugeflugt, der Temperatursensor in das Blindrohr
eingefiihrt und die pO,-Sonde 6 h polarisiert und unter starker Luftzufuhr kalibriert.
AnschlieRend wurden die Vorlageflaschen des Antischaums, der Saure, der Base und des

Glycerins angeschlossen und der pH-Wert auf 5,5 eingestellt (Abb. 4.2-1).

4.2.3.3.3 Fermentation der pPICZaA-Expressionsstdmme

Zunachst wurde die Vorkultur zu dem Medium steril hinzugefugt, sodass ein Nassgewicht
von ca. 3,0 g/l erreicht wird. Die Fermentation unterteilt sich in drei Phasen und ist
unabhangig vom eingesetzten Expressionsmedium. In der ersten Phase, der Glycerin-Batch-

Phase (1 % Glycerin), wird innerhalb von 24 h Zellmasse bis zu einem Nassgewicht von ca.
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100 g/l generiert. In der Glycerin-Futterungsphase, der zweiten Stufe, wird durch weitere
Glycerinzugabe von ca. 1 %/h*l (bzw. 8 ml/h*l) die Zellmasse auf ein Nassgewicht von ca.
300 g/l erhéht. Nach Erreichen einer optimalen Zellmasse wird durch steigende Zugabe von
Methanol mit anfangs <0,4 %/h*l (bzw. 3 ml/h*l) bis zu 3 %/h*l (bzw. 30 ml/h*l) die

rekombinante Expression der Zielproteine induziert.

Wahrend der Fermentation wurde der pO,-Wert bei 32 - 35 % und die Temperatur bei 28°C
konstant gehalten. Es wurden alle 12 - 24 h Proben enthommen und zentrifugiert (1500 x g,
10 min, 4°C). Das Pellet wurde fir die Bestimmung des Nassgewichts verwendet und von
den Uberstanden wurden Proben fiir den Immunblot (4.2.5.2) angefertigt. AuRerdem wurden

von den Uberstanden Proben fiir die Messung der enzymatischen Aktivitat entnommen.

4.2.3.3.4 Zellernte

Nach Beendigung der Fermentation wurde die Hefekultur Uber das Probenahmesystem aus
dem Kulturgefall geerntet und anschlieRend zentrifugiert (2600 x g, Sorvall H-6000A Rotor, 3
- 6 h, 4°C). Der Hefeuberstand wurde bis zur Isolierung der rekombinanten Proteine bei 4°C

gelagert.

4.2.3.4 Kultivierung der pGAPZoA-Expressionsstamme

Die pGAPZaA-Expressionsstamme wurden sowohl fiir die Testexpression im 10 ml-MaRstab
als auch fur die Expression im Schuttelkolben tber drei Tage bei 30°C in BMGY-Medium
kultiviert.

4.2.4 Chromatographische Methoden
4.2.4.1 Isolierung der rhTryptase y
4.2.4.1.1 Metall-Affinitdtschromatographie

Zur lIsolierung der rhTryptase y uUber den C-terminalen Hisg-Tag wurde die Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie verwendet. Dafur wurden nach der Fermentation 50 ml des
Hefelberstands mit NaCl (300 mM) und Imidazol (5 mM) versetzt, der pH auf 7,5 eingestellt
und die Lésung mit einer Flussrate von 1 ml/min auf eine offene Ni-NTA-Agarose (1,5 ml;
0,85 x 0,75 cm, h x r) bei Raumtemperatur aufgetragen. Ungebundene Proteine wurden mit
dem Puffer A von der Saule gewaschen, bis eine Az < 0,1 erreicht wurde. Schlief3lich
wurden die gebundenen Proteine mit steigender Imidazolkonzentration (50, 100 und
250 mM) von der Saule eluiert. Von den einzelnen Fraktionen wurde die Absorption bei

280 nm und zum Teil auch die enzymatische Aktivitat bestimmt.

Far die Untersuchung der C-terminalen Prozessierung wurden Elutionsfraktionen mit hohen
Absorptionswerten und ohne nachweisbarer enzymatischer Aktivitat ausgewahlt und mittels

SDS-PAGE und N-terminaler Sequenzbestimmung analysiert.
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4.2.4.1.2 Dialyse

Fir die Entfernung von Zellresten wurde der Hefelberstand zentrifugiert (14.000 rpm,
Kontron Rotor 8.2, 20 min, 4°C) und filtriert (0,22 ym). Durch Dialyse wurde anschlieRend
der pH auf 5,75 eingestellt und kleine basische Peptide entfernt. Dafiir wurde das Filtrat in
Dialyseschlauche mit einer Ausschlussgrenze von 6 - 8 kDa (Spectra/Por 1; ca. 11) gefiillt
und einmal 2 h und einmal Uber Nacht bei 4°C gegen den Puffer A (4 1) der Kationen-

austauschchromatographie in einem Verhaltnis 1:4 dialysiert.

4.2.4.1.3 Kationenaustauschchromatographie

Nach der Dialyse wurde zur Isolierung der rhTryptase y direkt mit der Kationenaustausch-
chromatographie (Fractogel EMD SOg3 (M) ca. 90 ml, 4,5 x 2,5 cm, h x r) fortgefahren. Daflr
wurde das Dialysat (ca. 2500 - 3000 ml) bei 4°C mit einer Flussrate von 1 ml/min auf die
Saule aufgetragen und der Durchlauf fir die spatere Analyse fraktioniert (500 ml)
aufbewahrt. AnschlieRend wurden mit dem Puffer A ungebundene Proteine von der Saule
gewaschen (5 - 10 CV), bis eine Absorption Ay < 0,1 erreicht wurde. Die Zielproteine
wurden schlie3lich mit dem Puffer B von der Saule eluiert und fraktioniert (25 ml) gesammelt.
Von allen Fraktionen wurde jeweils die Absorption bei 280 nm, die Leitfahigkeit und die

enzymatische Aktivitat bestimmt.

4.2.4.1.4 Benzamidin-Affinitdtschromatographie

Das Eluat der Kationenaustauschchromatographie (ca. 20 ml bzw. ca. 510’ U) wurde mit
dem Puffer A der Benzamidin-Affinitdtschromatographie im Verhaltnis 5:1 verdinnt und der
pH auf 7,5 eingestellt. Die Lésung wurde mit einer Flussrate von 1 ml/min auf eine offene
Benzamidin-Sepharose (10ml, 4,5x0,85cm, hxr) aufgetragen und der Durchlauf
fraktioniert gesammelt (5 ml). Ungebundene Proteine wurden mit dem Puffer A von der
Saule gewaschen, bis eine Absorption Aysy < 0,1 erreicht wurde. Die rhTryptase y wurde
schliellich mit dem Puffer B von der S&ule eluiert und in Fraktionen (2 ml) gesammelt. Zur
Bestimmung der Fraktionen mit der hochsten Ausbeute wurde von allen Fraktionen die

Absorption bei 280 nm und die enzymatische Aktivitat bestimmt.

Die Fraktionen mit den hochsten Ausbeuten bzw. der hdochsten enzymatischen Aktivitat
wurden vereinigt und in einem Dialyseschlauch mit einer Ausschlussgrenze von 10 kDa
gegen den Lagerungspuffer (im Verhaltnis 1:1000) dialysiert, bis die Benzamidin-
konzentration rechnerisch im femtomolaren Bereich war. Zuletzt wurde lber eine 3 kDa-
Membran (MacroSep, Omega) mittels Ultrafiltration die rhTryptase y weiter aufkonzentriert.

Die Proteinlésung wurde aliquotiert und bei -20°C bzw. -80°C gelagert.
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4.2.4.2 Isolierung des Zymogens der Tryptase y
4.2.4.2.1 Metall-Affinitdtschromatographie

Nach der Zellernte wurde der Hefeliberstand (ca. 3000 ml) zunachst Uber das Tangential-
flusssystem Minisette (Pall) mit einer Membrankassette von 10 kDa Ausschlussgréf3e um
den Faktor funf konzentriert. Dieses Konzentrat (ca. 570 ml) wurde mit einem Drittel des
Volumens (200 ml) mit Puffer A der Ni-NTA-Affinitdtschromatographie versetzt und der pH
auf 8,0 eingestellt. Die Losung wurde mit einer Flussrate von 1 ml/min bei Raumtemperatur
auf eine Ni-NTA-Agarose (10 ml; 5,7 x 0,75 cm, h x r) aufgetragen. Ungebundene Proteine
wurden mit Puffer A und Puffer A2 von der Saule gewaschen, bis eine Absorption bei
280 nm < 0,1 erreicht wurde. AnschlieRend wurden gebundene Proteine mit steigender

Imidazolkonzentration in Puffer B (50, 100 und 250 mM) von der S&ule eluiert.

Die Fraktionen mit den héchsten Absorptionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert, um die
Anwesenheit des Zielproteins und die Reinheit zu kontrollieren. Ausgewahlte Fraktionen
wurden anschlieBend vereinigt, tGber eine 10 kDa Filtermembran (MacroSep, Omega)
konzentriert und schlieRlich gegen einen Lagerungspuffer viermal im Verhaltnis 1:250
dialysiert (10 kDa, Spectra/Por), um die Imidazolkonzentration rechnerisch auf einen pico-
molaren Wert zu senken. Die Proteinldsung wurde aliquotiert und bei -20°C bzw. -80°C

gelagert.

425 Proteinchemische Methoden

4.2.5.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration von Ldsungen wurde mittels Micro BCA Protein Assay Kit
bestimmt, das nach den Herstellerangaben durchgefiihrt wurde. Die Proben wurden dafir in
entsprechenden Verdinnungen (meist 1:5 - 1:100) in der Mikrotiterplatte vorgelegt, mit dem
gleichen Volumen an Substratlésung versetzt und zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Die
Absorption wurde bei 550 nm gemessen und die Konzentrationen der Proben anhand einer
BSA-Standardreihe ermittelt.

Zur photometrischen Proteinbestimmung wurde die Proteinlésung (0,5 - 1 ml) in eine
Quartzklvette geflllt und die Absorption bei 280 nm Wellenlange am Photometer Smart
Spec 3000 gemessen. Mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes wurde die Protein-
konzentration ermittelt. Fur die Bestimmung der Antikorperldsungen wurde der Extinktions-

koeffizient von 1,36 M'cm™ fiir IgG verwendet (ProtParam, Expasy).

4.2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Fir die Auftrennung von Proteingemischen mittels SDS-PAGE wurden Tris/Glycin-

Gradientengele 4-20 % verwendet. Daflir wurden die Proben (10 pl) mit Tris/Glycin-Proben-
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puffer — fir reduzierende Bedingungen mit 0,1 M DTT — versetzt und die Proteine 10 min bei
95°C denaturiert. AnschlieRend wurden die Proben und der Proteinmarker, Pierce Blue
Protein Molecular Weight oder Magic Mark XP Western Protein Standard (je 5ul), auf das

Gel aufgetragen und bei 125 V innerhalb von 1,5 Stunden elektrophoretisch getrennt.

4.2.5.2.1 Proteinfallung mit Trichloressigséaure

Zur Aufkonzentrierung von Proteinen in einer Probe wurde diese mit 10 % Trichloressigsaure
(TCA) versetzt und 15 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min, 14.000 x g) der
Probe wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet zweimal mit Aceton gewaschen, in

Tris/Glycin-Probenpuffer aufgenommen und 10 min bei 95°C gekocht.

4.2.5.3 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteinbanden mit Hilfe der Gel Code Blue Safe
Protein Stain-Lésung (Thermo Scientific) visualisiert. Dazu wurde das Gel zweimal je 10 min
mit Wasser gewaschen, eine Stunde in der Farbelésung (40 ml) inkubiert und anschlielend

mehrmals mit Wasser entfarbt, bis der Hintergrund klar wurde.

Fir die Langzeitlagerung von SDS-Gelen wurde das Gel in Konservierungslésung 15 min bei
Raumtemperatur aquilibriert, zwischen zwei Zellophanblattern eingespannt und Uber Nacht

bei Raumtemperatur getrocknet.

4.2.5.4 Proteinnachweis mittels Immunblot-Analyse

4.2.5.4.1 Proteintransfer auf PVDF-Membranen

Der Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte unter Verwendung der Fast
Semi-Dry-Methode. Dafir wurde das Gel nach der Elektrophorese 10 min in ddH,O
gewaschen und 10 min in Pierce Fast Semi-Dry Transfer Buffer aquilibriert. Die PVDF-
Membran wurde mit Methanol (100 %) befeuchtet, kurz mit ddH,O gewaschen und in Fast
Semi-Dry Transfer Buffer aquilibriert. AuBerdem wurden vier Filterpapiere (1,2 - 1,5 mm) in
Fast Semi-Dry Transfer Buffer prainkubiert und mit dem Gel und der Membran in der

Reihenfolge:

Anode — 2 Filterpapiere — PVDF-Membran — SDS-Gel — 2 Filterpapiere — Kathode

in der Apparatur Pierce Semi-Dry Blotter aufgebaut. Der Proteintransfer erfolgte flir 10 min
bei 25 V.

4.2.5.4.2 Bindung von Antikbrpern

Fur die Immundetektion von Proteinen mittels Antikdrper wurde die Membran zunachst nach
dem Proteintransfer eine Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C in
Blockierungslosung inkubiert. Nach einem Waschschritt in PBST (5 min) wurde sie mit dem
Primarantikérper und anschlie®Bend dem Sekundarantikérper eine Stunde bei Raum-

temperatur inkubiert. Die Antikérper wurden in PBST verdinnt und wie in Tab. 4.2-1

51



MATERIALIEN UND METHODEN

beschrieben eingesetzt. Nach der Inkubation mit den Antikérpern wurde die Membran jeweils
dreimal fur 10 min mit PBST gewaschen; vor der Detektion mit der ECL-L6sung wurde die

Membran noch 10 min mit PBS gewaschen.

Tab. 4.2-1: Verwendung primdrer und sekundérer Antikérper abhédngig vom Zielprotein im Immunblot.

Zielprotein Primé&rantikbrper Sekundérantikérper
Hisg-Tag Maus anti-Hisg -HRP -
Roche
1:500
Tryptase Maus anti-hTryptase Ziege anti-Maus-HRP
Chemicon Dianova
1:2000 1:5000
c-myc-Tag Maus anti-c-myc Pferd anti-Maus-HRP
Santa Cruz Cell Signaling
1:1000 1:5000
Tryptase y Ziege anti-hTryptase y Kaninchen anti-Ziege-HRP
R&D Systems Dianova
1:1000 1:10000

4.2.5.4.3 Detektion mittels ECL-Substrat

Die Antikérperbindung an das Zielprotein wurde schlieRlich mittels Spaltung des Luminol-
basierten ECL-Substrats durch die Antikérper-gekoppelte Meerrettich-Peroxidase (HRP)
detektiert. Dafir wurde die Membran mit dem Substrat eine Minute bei Raumtemperatur

inkubiert und das Signal durch Auflegen eines Chemilumineszenz-Films aufgenommen.

4.2.5.5 Auswanhl geeigneter Expressionsstamme mittels Dot Blot-Analyse

Nach Transformation von P. pastoris-Wirtsstdmmen (s. 4.2.2.3) wurden geeignete
Expressionsstdmme mit Hilfe der Dot Blot-Analyse ausgewahlt. Dazu wurden zunachst
einzelne Stdmme im Rahmen einer Testexpression im 10 ml-MaRstab fir drei bis funf Tage
kultiviert (s. 4.2.3.1) und der Uberstand schlieBlich nach Zentrifugation (10 min, 1500 x g) auf
die Expressionsausbeute hin untersucht. Fur die Dot Blot-Analyse wurde eine Nitrocellulose-
membran (11,5 x 8,3 cm) in PBS aquilibriert (10 min, RT), in die Dot Blot-Apparatur ein-
gespannt, mit PBS gewaschen und mittels Vakuum getrocknet. Anschlielend wurden die
Uberstande der Hefekulturen (400 pl) und Kontrollproben auf die Membran aufgetragen und
etwa 2 h inkubiert. Nachdem Probenrickstande mittels Vakuum abgezogen worden waren,
wurde die Membran einmal mit PBS gewaschen und Uber Nacht in Blockierungslésung
(PBST/5 % Milch) bei 4°C inkubiert. Zur Detektion der Tryptase y-Konstrukte wurde die
Membran mit dem Maus anti-hu Mastzell-Tryptase-Antikérper (MAB1222/G3, Chemicon)
(1:2000 in PBST, 1 h, RT) und einem Ziege anti-Maus-HRP-Antikérper (Dianova; 1:5000 in
PBS, 1 h , RT) inkubiert. Danach wurde die Membran jeweils dreimal 5 min mit PBST und
nach dem Sekundarantikérper zusatzlich einmal mit PBS gewaschen. SchlieRlich wurde die

Antikérperbindung nach Herstellerangaben mit einem DAB-Substrat detektiert.
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4.2.5.6 Deglykosylierung

Fir die Bestimmung der N-Glykosylierung rekombinanter Proteine wurde das Zielprotein mit
der Endoglycosidase Endo H; behandelt. Daflir wurden zuerst das Zielprotein auf eine Kon-
zentration von 1 pg/ul und die Endo Hi um den Faktor 1000 in PBS verdiinnt und danach
nach folgendem Pipettierschema in einem Reaktionsansatz eingesetzt und 1 h bei 37°C
inkubiert:

Reagenz Volumen [ul]

Probe Kontrolle 1 Kontrolle 2
Zielprotein 3 - 3
EndoH; 1 1 -
Puffer G5 10x 1 1 1
ddH,0 5 8 6
Gesamtvolumen 10 10 10

AnschlieRend wurden die Ansatze mit 2-fachem Tris-Glycin-Probenpuffer und DTT (10 pl)

versetzt und mittels SDS-PAGE analysiert. Die Analyse wurde zweimal durchgefuhrt.

4.2.5.7 Analyse der N-terminalen Sequenz und der Reinheit von Proteinen und
Peptiden

Zur Bestimmung der N-terminalen Sequenz von Proteinen und Peptiden wurden die Proben
mittels SDS-PAGE getrennt (4.2.5.2), auf eine PVDF-Membran ubertragen (4.2.5.4.1) und
mit einer Coomassie-Farbelésung gefarbt. Fur die Bestimmung ihrer Reinheit wurden die
Proteinlésungen auf eine PVDF-Membran getropft und mit Coomassie gefarbt. Die ange-
farbten Membranstiicke wurden ausgeschnitten und die Proteine mittels automatisierter
Edman-Degradierung am Gasphase-Sequenator 473 (Applied Biosystems, Weiterstadt) von

Herrn Reiner Mentele (MPI fur Biochemie, Martinsried) sequenziert.

4.2.5.8 Gelfiltration

Die Quartarstruktur bzw. Oligomerisierung der Tryptasen wurde mittels Gelfiltration
analysiert. Daflir wurden die Proteine mit dem Puffer A auf eine Konzentration von 500 ng/ul
verdunnt. Die Proteinlésung (200 yl) wurde mit einer Flussrate von 0,5 ml/min auf die
Superose 12 10/300 GL (GE Healthcare) am Akta-Explorer (GE Healthcare) aufgetragen.
Das Eluat wurde in 0,5 ml-Fraktionen gesammelt und wahrenddessen wurde die Absorption
bei 280 nm bestimmt. Von den Elutionsfraktionen wurden Proben (50 ul) enthommen und die

enzymatische Aktivitdt mit dem entsprechenden Substrat (s. Tab. 4.2-2) bestimmt.

Zur Kalibrierung der Superose 12 wurden die Proteine Ferritin (1 mg/ml), Catalase, Oval-
bumin und Ribonuclease A (je 10 mg/ml) (Gel Filtration LMW + HMW Calibration Kit) in
einem Verhaltnis 1:10 mit dem Puffer B verdinnt. Die Lésung (100 pl) wurde mit einer
Flussrate von 0,5 ml/min auf die Superose 12 aufgetragen. Die Analyse wurde dreimal
durchgefihrt.
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4.2.5.9 Heparin-Affinitatschromatographie

Die Heparinaffinitdt der Tryptasen wurde mittels Heparin-Affinitdtschromatographie
untersucht. Die Proteine wurden mit Puffer A auf eine Konzentration von 80 pg/ml verdinnt
und die Lésung bei Raumtemperatur mit einer Flussrate von 0,3 ml/min auf eine TSKgel
Heparin-5PW-S&ule (rostfreier Stahl, 7,5mm x 7,5cm, Tosoh) am Akta-Explorer
aufgetragen. Ungebundene Proteine wurden mit Puffer A von der Saule gewaschen (5 CV)
und gebundene Proteine mit einem Stufengradienten des Puffers B (je 5 CV von 25 %, 50 %
und 100 % Puffer B) von der S&ule eluiert. Das Eluat wurde fraktioniert (1 ml) gesammelt, die
Absorption bei 280 nm bestimmt und von einzelnen Elutionsfraktionen die enzymatische

Aktivitat bestimmt. Die Analyse wurde zweimal durchgefuhrt.

4.2.5.10 CD-Spektroskopie

Fir die Bestimmung der Konformation mittels CD-Spektroskopie wurden die rhTryptase vy
und das Tryptase y-Zymogen im Puffer CD-G und Tryptase B in Puffer CD-B auf die
Konzentration von 6 puM verduinnt. Zur Denaturierung der Proteine wurden die

Proteinlésungen 10 min bei 95°C erhitzt.

Die CD-Spektren wurden mit einem Jasco Spektropolarimeter J-715 (MPI, Martinsried) bei
37°C im fernen UV-Licht von 200 - 240 nm aufgenommen. Die Messung erfolgte in Quartz-
kivetten mit einer Schichtdicke von 0,1 cm. Die gemessene molare Elliptizitdt ([6] bzw.
grad*cm?*dmol™) bezogen auf die Anzahl der Aminosaurereste ergibt die mittiere molare
Elliptizitat ([6/aa] bzw. MRE). Fir die Analyse der Sekundarstrukturen wurde die mittlere
molare Elliptizitdt durch den Umrechnungsfaktor 3298 dividiert, um den molaren zirkularen
Dichroismus zu erhalten ([Ag]). Diese Werte wurden schlieBlich mit den Software-
Programmen K2D2 [98] sowie K2D3 [97] ausgewertet.

Fir den Vergleich der Anteile an Sekundarstrukturen wurden die Kristallstrukturen von
Tryptase B (PDB 1A0L), Trypsin (PDB 1TRN), Trypsinogen (PDB 1TGN), a-Chymotrypsin B
(PDB 5CGA) und a-Chymotrypsinogen (PDB 2CGA) aus der RCSB PDB-Datenbank
(www.rcsb.org) [100] verwendet. Die Anteile an a-Helix und B-Faltblatt wurden jeweils den

Werten ,Author Sec. Struc.” enthommen.
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4.2.6 Enzymkinetische Methoden
4.2.6.1 Bestimmung der Enzymaktivitat

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat von Proteasen wurden fluorogene Substrate
verwendet. Die Fluoreszenz des freigesetzten Fluorophors AMC wurde Uber die Zeit (10 min)
bei einer Anregungswellenlange von 365 nm und einer Emissionswellenlange von 460 nm
am Platten-Fluorimeter HTS (Perkin Elmer) bei 37°C gemessen. Die Bedingungen sind in
Tab. 4.2-2 zusammen gefasst:

Tab. 4.2-2: Testbedingungen fiir die Messung der enzymatischen Aktivitdt der rhTryptase y, Tryptase

und Trypsin. Fiir die Messung wurden die aufgefiihrten Komponenten in eine 96-well Platte pipettiert. Das
Endvolumen betrégt 200 pl.

Protease Protease- Substrat Substrat- Puffer
konzentration konzentration
[nM] [uM]
rhTryptase y 20 Z-FR-AMC 10 TTP
Tryptase 0,2 tos-GPR-AMC 5 TTP + 0,1 pg/ml
Heparin
Trypsin 0,01 tos-G-P-R-AMC 5 TTP

Bei der Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt wurde jeweils eine AMC-Eichkurve (0 -
1 uM) mitgefihrt. Die Einstellungen am Fluorimeter wurden so gewahlt, dass 1 yM AMC mit
40.000 bis 60.000 RF gemessen wird. Mit Hilfe des AMC-Standards wurde der Substrat-

verbrauch ermittelt, der maximal 5 % betragen sollte.

4.2.6.2 Bestimmung des pH-Optimums

Um das pH-Optimum der rhTryptase y zu bestimmen wurde die enzymatische Aktivitat in
verschiedenen Pufferldésungen (PTP 1a - 5¢) bestimmt. Diese decken einen pH-Bereich von
pH 3 - 12 ab und enthalten verschiedene Salzkonzentrationen (150 mM, 500 mM, 1000 mM)
sowie Heparinkonzentrationen (0 und 0,1 pg/ml). Jeweils 100 pyl des Puffers wurde in einer
Mikrotiterplatte vorgelegt und mit rhTryptase y bzw. B (50 yl; Endkonz. 20 bzw. 0,2 nM)
versetzt. Nach Zugabe des Substrats Z-Phe-Arg-AMC bzw. tos-Gly-Pro-Arg-AMC (50 pl;
Endkonz. 10 bzw. 5 uM) wurde die enzymatische Aktivitdt Gber 10 min bei 37°C am

Fluorimeter bestimmt. Die Analyse wurde dreimal durchgefihrt.

4.2.6.3 Zymogenaktivierung
4.2.6.3.1 Aktivierung mit Trypsin

Um die Funktionalitdt des rekombinanten Tryptase y-Zymogens zu untersuchen, wurde
dessen Aktivierung mit Hilfe von Trypsin untersucht. Dazu wurde das Zymogen (125 nM) mit
Trypsin (0,25 nM) Uber 48 h bei 37°C inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 24 und 48 h
wurde die enzymatische Aktivitdt mit dem Substrat Z-Phe-Arg-AMC (10 yM) bestimmt. Fir
die Analyse mittels SDS-PAGE wurde 10 yM Zymogen mit 10 nM Trypsin Uber 24 h bei 37°C
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inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, und 24 h wurden Proben (10 pl) enthommen und fir die

Analyse entsprechend aufbereitet. Die Analyse wurde dreimal durchgefiihrt.

4.2.6.3.2 Aktivierung mit verschiedenen Proteasen

Um die Aktivierung des Zymogens durch verschiedene Proteasen zu bestimmen, wurde die
Zunahme der enzymatischen Aktivitdt gemessen. Dazu wurde das Zymogen (500 nM) mit
den Proteasen (je 10 nM) Uber 24 h bei 37°C inkubiert. Als Kontrollen wurden die reifen
Proteasen sowie rhTryptase y (500 nM) allein Uber die Zeit inkubiert. Die Bedingungen der

Inkubationsansatze sind in folgender Tabelle zusammen gefasst:

Protease Puffer

rhTryptase y TTP

Cathepsin C 25 mM MES, 50 mM NaCl, 5 mM DTT, pH 6,0
Cathepsin G TTP

Cathepsin V 25 mM Na-Acetat, 2,5 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 4,0
Cathepsin B 200 mM Na-Acetat, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 5,5
Cathepsin L 400 mM Na-Acetat, 4 mM EDTA, 8 mM DTT, pH 5,5
t-PA TTP

Urokinase TTP

Elastase TTP

Thrombin TTP

Plasmin TTP

Kallikrein TTP

Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4 und 24 h wurden Proben (50 pl) enthommen und in einer Mikro-
titerplatte zu dem TT-Puffer (100 pl) hinzugefiigt. Nach Zugabe des Substrats Z-Phe-Arg-
AMC (50 pl; Endkonz. 10 uM) wurde die enzymatische Aktivitdt iber 10 min bei 37°C am

Fluorimeter gemessen.

Zur Untersuchung der Aktivierung des Tryptase y-Zymogens durch Tryptase B wurde das

Zymogen (Endkonz. 3 uM) mit den Proteasen unter folgenden Bedingungen versetzt:

Protease Konzentration Puffer
[nM]
Tryptase -Monomer 3 TTP, pH 6,0, 200 ug/ml Heparin H8537
Tryptase B-Tetramer 30 TTP, pH 7,4, Heparin HO777
Trypsin 6 TTP,pH 7,4

AuBBerdem wurden zur Kontrolle die Ansatze mit Aprotinin (Endkonz. 10 uM) inkubiert und
die rhTryptase y (Endkonz. 3 uM) als Referenz im TT-Puffer inkubiert. Die Ansatze wurden
Uber die Zeit bei 37°C inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4 und 6 h wurden Proben
entnommen, in TT-Puffer 1:60 verdinnt und mit dem Substrat Z-Phe-Arg-AMC (Endkonz.

10 uM) versetzt. Die enzymatische Aktivitdt wurde Uber 10 min bei 37°C am Fluorimeter

56



MATERIALIEN UND METHODEN

gemessen. Fur die Analyse wurde die Differenz der Aktivitdt mit und ohne aktivierende

Protease bestimmt.

Fir die Analyse der Aktivierung mittels SDS-PAGE wurden von den gleichen Ansatzen zu
den gegebenen Zeitpunkten jeweils 10 yl Proben entnommen, mit Probenpuffer versetzt,
10 min bei 95°C gekocht und auf ein SDS-Gel aufgetragen. Zum Zeitpunkt 6 h wurde aulRer-
dem eine Probe mit Probenpuffer onne DTT behandelt. Nach der Elektrophorese wurden die

Proteine mit Coomassie-Blau angefarbt. Die Analyse wurde dreimal durchgefiihrt.

4.2.6.4 Bestimmung der Spaltung von Peptidsubstraten mittels HPLC

Die Spaltung von Neuropeptiden durch die Tryptasen wurde mittels Reversed Phase
Chromatographie an einer HPLC-Anlage untersucht. Dazu wurden die Peptide CGRP
(50 uM), PHM (50 uM) sowie VIP (40 uM) mit der Tryptase B (1 nM) in TTP mit 50 pg/ml
Heparin oder rhTryptase y (50 nM) in TTP bis zu 3 h bei 37°C inkubiert. Zu den Zeitpunkten
0, 0,5, 1 und 3 h wurden jeweils 180 ul der Ansatze entnommen und die Reaktion mit 20 pl
1% TFA (Endkonz. 0,1 %, pH 3,5) abgestoppt. Fur die Analyse der Spaltprodukte wurden
die Proben (je 100 ul) auf eine Reversed-Phase-Saule (LiChrospher WP 100, RP-18, Merck)
bei 17°C aufgetragen und nach folgender Methode (Tab. 4.2-3) mit einem acetonitrilhaltigen
Puffer (Acetonitril LiChrosolv, 0,06 % TFA) eluiert. Die Peptide wurden bei einer Absorptions-

wellenlange von 206 nm detektiert. Die Analyse wurde dreimal durchgefiihrt.

Tab. 4.2-3: HPLC-Gradient zur Analyse der Spaltung von Peptidsubstraten.

Initiale Konzentration Rampe Endkonzentration  Halten [min]
[%] [%/min] [%]
1 0,5 60 0
60 80 80 0
80 -80 1 5
1 0 1 10

4.2.6.5 Bestimmung der Spaltung von Proteinsubstraten mittels SDS-PAGE

Um die Spaltung von Proteinsubstraten zu untersuchen, wurden die Proteine Prothrombin,
Fibrinogen, sc-HMW-Kininogen und Casein (je 4 ug) mit rhTryptase y (0,4 ug) in PBS ver-
setzt und vier Stunden bei 37°C inkubiert. Als Kontrollen wurden die Proteine auch allein

inkubiert. AnschlieRend wurden 10 pl der Ansatze mittels SDS-PAGE analysiert.

Fir die zeitabhangige Analyse der Spaltung der Proteine Fibrinogen und sc-HMW-Kininogen
wurden die Proteine (40 pug) mit rhTryptase y sowie Tryptase B (je 0,8 ug) in TTP bzw.
TTP/0,1 pg/ml Heparin versetzt. Zur Kontrolle wurden die Proteine und die Tryptasen einzeln
inkubiert. Die Ansatze wurden Uber 24 h bei 37°C inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 0,25, 3, 6
und 24 h wurden jeweils 10 yl Probe entnommen und mittels SDS-Gel untersucht. Die

Analyse wurde zweimal durchgefuhrt.
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4.2.6.6 Aktivierung des pro-u-Plasminogen-Aktivators (pro-uPA)

Um die Aktivierung des pro-uPAs zu untersuchen, wurde die Aktivitdtszunahme uber die Zeit
am Fluorimeter gemessen. Dazu wurde in einer Mikrotiterplatte der Puffer TTP mit 0,1 pug/ml
Heparin vorgelegt und pro-uPA (Endkonz. 1 uM) sowie Plasmin (0,1 nM) oder rhTryptase y
(100 nM) zugegeben. Nach Zugabe des Substrats Boc-LGR-AMC (20 uM) wurde die
enzymatische Aktivitat dber 30 min bei 37°C gemessen. Zur Kontrolle wurden pro-uPA sowie

Plasmin und rhTryptase y einzeln gemessen.

Zur Bestimmung der Prozessierung mittels SDS-PAGE wurde pro-uPA (10 ug) mit den
Proteasen Plasmin, Thrombin, Tryptase B und rhTryptase y (je 0,4 pug) in TT-Puffer mit
0,2 yg/ml Heparin 30 min bei 37°C inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0 und 30 min wurden
jeweils 10 yl Probe und mittels SDS-PAGE analysiert.

4.2.6.7 Bestimmung der Substratspezifitat mittels Peptid-Substratbibliotheken

Zur Analyse der Substratspezifitdt der Tryptasen wurden die Position Scanning Libraries und
Hybrid Combinatorial Libraries (M. Drag, Universitdt Wroclaw, Polen) verwendet. Dazu
wurden die rhTryptase y (Endkonz. 1 nM) in TTP und die Tryptase B (Endkonz. 0,5 nM) in
TTP + 0,1 ug/ml Heparin mit den Substraten (jeweils Endkonz. 5 uM) in einer Mikrotiterplatte
versetzt. Die enzymatische Aktivitat wurde Uber 30 min bei 37°C gemessen. Die Messungen

wurden dreimal durchgefiihrt und die Mittelwerte + SEM mittels GraphPad Prism ermittelt.

4.2.6.8 Bestimmung kinetischer Kenngro3en

Die Reaktion von Enzymen bzw. Proteasen mit Substraten basiert auf der Gleichung

k7 kcat
E+S «— ES — E + P

k.
mit E = Enzym
S = Substrat
P = Produkt.

Daraus ergibt sich die Michaelis-Menten-Gleichung
_ Vmax * [S]
~ Km+ [S]

und die Gleichung fiir die Umsetzungsrate kg

mit V = Reaktionsgeschwindigkeit
Kn = Michaelis-Menten Konstante.
Mit deren Hilfe lassen sich kinetische KenngréRen der Substrate fir Enzyme wie die

Michaelis-Menten-Konstante (Ky), Umsetzungsrate (k.ot) und katalytische Effizienz (keat/Km)

ermitteln. Um diese experimentell zu bestimmen, wurden Substrate Giber 12 Kavitaten im TT-

58



MATERIALIEN UND METHODEN

Puffer mit 10 % DMSO in einer Mikrotiterplatte seriell verdinnt (0 — 50 yM; Endvolumen
50 pl). AnschlieRend wurde die jeweilige Protease (50 pl) zugegeben. Die Konzentration

wurde an die Messbedingungen angepasst:

Protease Konzentrationsbereich [nM]
rhTryptase y 5-200

Tryptase 3 100 — 500

Trypsin 100 — 500
Thrombin 100 — 200

Die enzymatische Aktivitdt wurde Uber 10 min bei 37°C am Fluorimeter gemessen. Diese
Messungen wurden dreimal durchgefihrt. Die Reaktionsgeschwindigkeiten (Vo) wurden in
Abhangigkeit zu den Substratkonzentrationen aufgetragen. Mittels nicht-linearer Regression
sowie Michaelis-Menten-Gleichung wurden die Werte der K, und V.« ermittelt. Mit Hilfe der
Gleichung fur die Umsetzungsrate wurde k. und schliellich die katalytische Effizienz
(keat! Km) ermittelt. Bei Trypsin und Thrombin konnte aufgrund der Léslichkeitsgrenze der
Substrate die Substratsattigung nicht erreicht werden. Daher wurde k../K, Uber die Steigung

V/[S] bei niedrigen Substratkonzentrationen ermittelt.

Die relative Fluoreszenz des Fluorophors ACC ist um den Faktor 1,7 (eigene Daten) gréRer
als die des AMC. Bei der Bestimmung der katalytischen Kenngréf3en der ACC-Substrate

wurde dieser Faktor mit einberechnet.

4.2.6.9 Einfluss von Inhibitoren auf die enzymatische Aktivitat

4.2.6.9.1 Klassifizierung des proteolytischen Mechanismus der rhTryptase y

Um den katalytischen Mechanismus der rhTryptase y zu Uberprifen, wurde die Hemmung
mit Inhibitoren verschiedener Proteasefamilien untersucht. Dazu wurden rhTryptase y
(20 nM) und B (0,2 nM) mit den Inhibitoren (Tab. 4.2-4) in der Mikrotiterplatte 1 h bei 37°C
inkubiert. AnschlieRend wurden die Restaktivitadten tGber 10 min bei 37°C gemessen. Der
Vergleich der Aktivitaten ergab die prozentuale Inhibition. Die Messungen wurden zweimal

wiederholt.

Tab. 4.2-4: Verwendete Inhibitoren zur Klassifizierung des katalytischen Mechanismus.

Inhibitor Endkonzentration [mM]
E64 0,01
1,10-Phenanthrolin 0,1
EDTA 10
EGTA 10
Pefabloc SC 10
PMSF 10

59



MATERIALIEN UND METHODEN

Zur ldentifizierung von Inhibitoren gegen rhTryptase y wurden 109 natirlich vorkommende
und synthetische Inhibitoren tryptischer Proteasen, eine Bibliothek von 790 Tryptase [-
Inhibitoren der Firma Altana und 55 Tryptase [B-Inhibitoren unserer Arbeitsgruppe, die in
Kooperation mit N. Schaschke entwickelt wurden, untersucht. Dazu wurde rhTryptase y
(20 nM) mit den Inhibitoren (Endkonz. 100 uM) in TT-Puffer 1 h bei 37°C in der Mikrotiter-
platte inkubiert und die prozentuale Inhibition bestimmt. Es wurden acht Inhibitoren
identifiziert, die rhTryptase y signifikant hemmen und von ihnen wurden im Folgenden die

Dissoziationskonstanten bestimmt.

4.2.6.9.2 Bestimmung der Dissoziationskonstante K
Fur die Ermittlung der Dissoziationskonstanten wurden die Tryptasen mit steigenden

Inhibitorkonzentrationen unter folgenden Bedingungen prainkubiert:

rhTryptase y Tryptase B
Proteasekonzentration 20 nM 0,2 nM
Puffer TTP TTP 0,1 pg/ml Heparin
Substrat Z-FR-AMC 10 yM tos-GPR-AMC 5 yM
Inkubation 1h,37°C 1h,37°C
max. Inhibitorkonzentration [uM]
Benzamidin 100.000 1000
SBTI 0,5 200
Ecotin 0,1 1
a1PlI 200 300
Aprotinin 100 100
Arg15-Aprotinin 100 100
LBTI 200 200
Antipain 100 100
Byk296172 20 0,1
rLDTI 10 0,1
APC-366 25 25
Gabexat mesylat 400 1
Nafamostat mesylat 20 1*10°°

Dazu wurden die Inhibitoren seriell Uber 12 Kavitaten in einer Mikrotiterplatte verdinnt
(Endvol. 100 pl). AnschlieRend wurden die Tryptasen (50 ul) zugegeben und eine Stunde bei
37°C inkubiert. Nach Erreichen des Gleichgewichts (steady-state Kinetik) wurde das Substrat

(Tab. 4.2-2) zugegeben und die enzymatische Aktivitat tiber 10 min bei 37°C bestimmt.

60



MATERIALIEN UND METHODEN

AnschlieRend wurde die Restaktivitdt abhangig von der Inhibitorkonzentration analysiert und

die Dissoziationskonstante unter Einbeziehung der Morrison-Gleichung [101] ermittelt:
0,5

(Et+x+(1<i.(1+,(im)))_ ((m“(Ki.(1+Kim)>)z>_4.Et.X

Y=Vo-| 1— V
0 ZEt + s

Die Messungen wurden dreimal durchgefiihrt, jeweils die K-Werte mit der Software profit

ermittelt und die Mittelwerte £+ SEM angegeben.

4.2.6.9.3 Quantifizierung der spezifischen Aktivitat

Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat der rhTryptase y wurde der Inhibitor SBTI mit
einer max. Konzentration von 2 uM uber 12 Kavitaten in einer Mikrotiterplatte seriell im Puffer
TTP verdiinnt (je Endvol. 100 pl). Die rhTryptase y (je ca. 1 uM; 50 pl) wurde zugegeben und
die Ansatze eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Substrat Z-LR-AMC
dazu pipettiert (je 50 pyl, Endkonz. 10 uM) und die enzymatische Aktivitat tber 10 min bei
37°C gemessen. Fur die Bestimmung der Enzymkonzentration wurde die enzymatische
Aktivitdt abhangig von der Inhibitorkonzentration aufgetragen und durch die Anpassung an
die Morrison-Gleichung (s. 0.) ermittelt. Durch Einbeziehen des Verdunnungsfaktors wurde
die Konzentration an enzymatisch aktiver Protease bestimmt. Diese wurde auf die ermittelte

Proteinkonzentration bezogen und die spezifische Aktivitat quantifiziert.

4.2.6.9.4 Salzabhéngigkeit
Um den Einfluss von Salzen auf die enzymatische Aktivitat der Tryptasen zu untersuchen,
wurden Hemmekinetiken nach dem Prinzip der Ki-Bestimmung durchgefiihrt. Dazu wurden die
Salze (NaCl, KCI, CaCl,, MgCl,), Histamin sowie ZnCl, (max. Endkonz. 1 M bzw. 0,2 M) in
TTP seriell Gber 12 Kavitaten in einer Mikrotiterplatte verdinnt (Endvol. 100 pl). Die Ansatze
mit ZnCl, wurden zusatzlich in TTP/pH 6,0 verdinnt. AnschlieRend wurden die rhTryptase y
und B (je 50 pl; 20 bzw. 0,2 nM) sowie das jeweilige Substrat (Tab. 4.2-2) zugegeben und die
enzymatische Aktivitat iber 10 min bei 37°C bestimmt. Die Ansatze mit ZnCl, wurden vor der
Substratzugabe 1 h bei 37°C inkubiert. Die gemessene Restaktivitdt wurde gegeniber den
Salzkonzentrationen aufgetragen und die ICso-Werte mit Hilfe nicht-linearer Regression und
Logistic Equation [102] ermittelt:
P = Puin + (L0 _[Iimin
@)

Iso

)

mit p = Prozent Inhibition
[1]o = Inhibitorkonzentration.
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4.2.6.9.5 Inhibition durch Serumproteine

Die Proteasen rhTryptase y, Tryptase B und Trypsin (5 pl; Endkonz. 1 yM) wurden zu
humanem Serum (95 pl) zugegeben und 1 h bzw. Uber 24 h bei 37°C unter Schitteln
(400 rpm) inkubiert. Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden die Ansatze im jeweiligen Puffer
(Gesamtvol. 200 pl) im Verhaltnis 1:10, 1:30 und 1:100 in der Mikrotiterplatte verdinnt und

mit folgenden Substraten (Endkonz. je 10 uM) versetzt:

Protease Substrat Puffer

rhTryptase y Z-FR-AMC TTP

Tryptase 3 Boc-LKR-.AMC TTP + 0,1 yg/ml Heparin
Trypsin Z-LR-AMC TTP

Die enzymatische Aktivitdt wurde Uber 10 min bei 37°C im Fluorimeter gemessen. Die
Analyse wurde dreimal durchgefihrt und es wurde zusatzlich a2-Macroglobulin im Serum
durch Inkubation mit Methylamin (100 mM, UN, 37°C) deaktiviert.

4.2.6.9.6 Bestimmung der Komplexbildung mit physiologischen Inhibitoren mittels
Aktivitdtsmessung und SDS-PAGE

Um die Art der Inhibition der rhTryptase y durch a1Pl und ATIIl zu untersuchen, wurden die
Inhibitoren in drei Ansatzen seriell Uber 12 Kavitaten in einer Mikrotiterplatte (Endvol. 100 pl)
verdinnt. AnschlieRend wurden die Proteasen (100 ul) zugegeben und die Ansatze Uber die
Zeit bei 37°C inkubiert. Zu den Zeitpunkten 1, 4 und 24 h wurden Proben (20 ul) enthommen
und im Verhaltnis 1:10 verdinnt. Nach Zugabe der Substrate (20 pl) zu den 1:1- und den
1:10-Ansatzen wurde die enzymatische Aktivitdt Uber 10 min bei 37°C am Fluorimeter

gemessen. Die Testbedingungen sind in folgender Tabelle zusammengefasst:

Reagenz rhTryptase y Trypsin
Proteasekonzentration 200 nM 20 nM
Puffer TTP TTP

alPlI 0-250 uM 0-0,2 uM
ATII 0-500 uM -
Substrat 10 uM Z-FR-AMC 20 uyM bz-R-AMC

Die gemessenen Aktivitdten wurden auf die hdchste Aktivitdt normalisiert. Die relativen
Aktivitaten wurden gegenlber den Inhibitorkonzentrationen aufgetragen und die Hemm-

kurven mittels nicht-linearer Regression (GraphPad Prism) erstellt.

Zur Analyse der Komplexbildung wurden die Proteasen nach folgendem Schema mit den
Inhibitoren Gber 24 h bei 37°C inkubiert:
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Reagenz rhTryptase y Trypsin Faktor Xa

Proteasekonzentration [uM] 5 5 5

a1PI [uM] 10 10 -

Puffer TTP TTP -

ATII [uM] 10 - 10

Puffer TTP + 50 ug/ml - TTP + 50 ug/ml
Heparin Heparin

Zu den Zeitpunkten 0, 1, 4 und 24 h wurden jeweils Proben (10ul) enthommen und mittels
SDS-PAGE analysiert. Die Proteine wurden anschlieBend mittels Coomassie-Farbung

visualisiert. Die Analyse wurde dreimal durchgefuhrt.

4.2.7 Immunbiologische Methoden

4.2.7.1 Immunisierung von Kaninchen mit rhTryptase y

Fur die Herstellung polyklonaler Antikdrper gegen rhTryptase y wurden zwei Kaninchen mit
rhTryptase y immunisiert (Firma Biogenes). Daflr wurde rhTryptase y (1,6 mg/ml; 2 ml), die
in Puffer mit pH 5,0 und 1 M NaCl gelagert wird, zunachst gegen einen physiologischen
Puffer dialysiert (Dialysepuffer 1 und 2, je 21, 2 h, 4°C; Ausschlussgrenze je 3,5 kDa).

Die Immunisierung erfolgte nach folgendem Protokoll:

Tag Vorgehen

1 Erstimmunisierung und Blutung (1,5 ml Praimmunserum)
7 2. Immunisierung

14 3. Immunisierung

28 4. Immunisierung und Blutung (25 ml)

35 Blutung (25 ml)

Nach Erhalt des Praimmunserums sowie der Seren nach den beiden Blutungen an Tag 28
und 35 wurden zur Bestimmung der Affinitdt und Spezifitdt der Seren indirekte ELISAs

durchgefihrt (s. 4.2.7.3.1). Die Analyse wurde zweimal durchgefihrt.

4.2.7.2 Isolierung spezifischer anti-Tryptase y-Antikorper

4.2.7.2.1 Kopplung der Tryptasen an AminoLink Coupling Resin

Fir die Immobilisierung der rhTryptase y (1,6 mg/ml) sowie der Tryptase B (1,9 mg/ml) an ein
AminoLink Coupling Resin Uber primare Aminogruppen wurden die Proteinlésungen zuerst
gegen den Kopplungspuffer dialysiert (je 5 mg Protein, Kopplungspuffer 2 x 2 h, 11, 4°C,
Ausschlussgrenze 6 - 8 kDa). Wahrenddessen wurden 4 ml einer AminoLink Coupling Resin-
Suspension, entsprechend 2 ml Saulenvolumen, mit drei Sdulenvolumen (6 ml) Kopplungs-

puffer in einer Leersaule (5 ml, 3,8 x 0,65 cm, h x r) aquilibriert. Nach der Dialyse wurde die
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Proteinlésung zu dem Saulenmaterial gegeben, mit Cyanoborhydridlésung (40 ul, Endkonz.
50 mM) versetzt und Uber Nacht bei 4°C unter Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die
Lésung von der Saule abgelassen, der Durchfluss aufbewahrt und auf das Vorhandensein
restlicher Tryptasen mittels enzymatischer Aktivitatsmessung und Proteinbestimmung am
Photometer bei 280 nm Wellenlange Uberprift. Zur Blockierung freier Kopplungsstellen
wurde das S&ulenmaterial zuerst mit 2 CV Quenching Puffer (4 ml) gewaschen und
daraufhin mit 1 CV Quenching Puffer (2 ml) und Cyanoborhydridlésung (40 pl, Endkonz.
50 mM) 30 min bei Raumtemperatur unter Schutteln inkubiert. Schliellich wurde das
Saulenmaterial mit 5 CV Waschlésung (10 ml) und mit 3 CV Lagerungspuffer (6 ml)
gewaschen. Bis zur Verwendung wurde das Sdulenmaterial in ca. 2 CV Lagerungspuffer (3 -
4 ml) bei 4°C aufbewahrt.

4.2.7.2.2 Isolierung der anti-Tryptase y-Antikbrper mittels Affinitdtschromatographie

Zur Isolierung spezifischer gegen Tryptase y gerichteter Antikérper aus den Kaninchenseren
wurde zuerst eine Affinitdtschromatographie mit immobilisierter rhTryptase y und
anschlielfend eine negative Affinitdtschromatographie mit Tryptase B durchgefiihrt. Dazu
wurde zunachst die Amino Link Coupling Resin-rhTryptase y-Saule (2 ml; 1,5 x 0,65, h xr)
mit dem Auftragspuffer PBS &aquilibriert, das Serum (7,5 ml) eines Kaninchens mit PBS
(2,5 ml) versetzt und dieses in einer Endlosschleife mit einer Flussrate von 1 ml/min Gber
Nacht bei 4°C auf das Saulenmaterial aufgetragen. AnschlieRend wurde die Losung
abgelassen, die Durchflussfraktion aufbewahrt und ungebundene Proteine mit PBS von dem
Saulenmaterial gewaschen, bis eine Ajsy < 0,02 erreicht wurde. Die Elution der Antikérper
wurde durch eine starke pH-Verschiebung erzwungen. Dazu wurde der stark saure
Elutionspuffer mit pH 2,5 auf das Saulenmaterial mit einer Flussrate von 1 ml/min
aufgetragen und das Eluat in ReaktionsgefaRen mit einem vorgelegten Neutralisierungs-
puffer (70 ul, pH 9,0) fraktioniert aufgefangen (1 ml). Die Elutionsfraktionen mit den héchsten
Absorptionswerten bei 280 nm wurden gesammelt (9 ml) und fir die Aufreinigung mittels
Amino Link Coupling Resin-Tryptase (3-Saule zweimal 2 h und einmal Uber Nacht bei 4°C

gegen PBS (2 1) mit einer Ausschlussgrenze von 1000 Da dialysiert.

Fir die negative Affinitdtschromatographie mit Tryptase B wurde analog der Affinitats-
chromatographie mit Tryptase y vorgegangen. Das Eluat der ersten Chromatographie wurde
auf eine Amino Link Coupling Resin-Tryptase B-Saule (2 ml; 1,5 x 0,65cm, h x r) auf-
getragen (1 ml/min, UN, 4°C). AnschlieBend wurde die Lésung abgelassen, diese Durchlauf-
fraktion (8,5 ml) wurde mit 10 % Glycerin versetzt und bei -20°C sowie -80°C aufbewabhrt.
SchlieRlich wurde die Saule gewaschen, gebundene Antikérper wie oben beschrieben von
dem Saulenmaterial eluiert, das Sdulenmaterial mit PBS + 0,01 % Azid versetzt und bei 4°C

gelagert.
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Zur Bestimmung der Spezifitat und Affinitdt der isolierten Antikbrper wurden mit den
einzelnen Fraktionen der beiden Chromatographien indirekte ELISA-Assays durchgefihrt (s.

4.2.7.3.1). Die Analyse wurde dreimal durchgefihrt.

4.2.7.3 Indirekter Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
4.2.7.3.1 Indirekter ELISA mit konstanter Antigenkonzentration

Die Bestimmung der Spezifitdt von Seren und Antikdrpern erfolgte mittels indirektem ELISA.
Dafiir wurden die Antigene (Tab. 4.2-5) im Beschichtungspuffer auf eine Konzentration von
5 pg/ml verdiinnt, mit einem Volumen von 100 pl auf eine MaxiSorb-Mikrotiterplatte gegeben
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Mikrotiterplatte dreimal mit PBST
(300 pl/Kavitat) gewaschen. Das jeweilige Serum oder Antikérper (Tab. 4.2-6) wurde in
Reaktionsgefafien in PBS mit 2 % BSA Uber 16 Stufen verdinnt (1:50, 1:100, 1:500, 1:2000,
1:6000, weiter in 1:3-Schritten), von jeder Verdinnungsstufe wurden 100 pl pro Kavitat auf
die Mikrotiterplatte pipettiert und diese 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Mikrotiter-
platte viermal mit PBST gewaschen (300 ul/Kavitat), der entsprechende Sekundarantikérper
(100 pl/Kavitat) zugegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde viermal mit
PBST und einmal mit PBS (je 300 pl/Kavitat) gewaschen.

Bei der Verwendung des indirekten ELISAs zur Analyse der Spezifitdt wahrend der
Isolierung von anti-Tryptase y-Antikérper aus Kaninchenserum wurde das Substrat ABTS
verwendet. Dieses wurde in einem leicht sauren Puffer mit Wasserstoffperoxid frisch
angesetzt und 100 pl/Kavitat zugegeben. Die Farbentwicklung wurde nach 45 min bei 37°C
bei einer Absorption von 405 nm gemessen. Fur die Bestimmung der Kreuzreaktivitadten
verschiedener Antikorper wurde dagegen das Substrat 1-Step Ultra-TMB verwendet. Dieses
wurde 30 min bei 37°C inkubiert (100 pl/Kavitat), die Reaktion durch Zugabe einer H,SO4-
Lésung (2 M, 100 pl) angehalten und die Farbentwicklung bei einer Absorption von 450 nm

gemessen.

Die Titer, d.h. die Verdinnung mit halbmaximaler Reaktion, wurden analog der |Cs,-Werte

von Salzen mittels nicht-linearer Regression und Logistic Equation (s. a. 4.2.6.9.4) bestimmt.

Tab. 4.2-5: Verwendung der Antigene im indirekten ELISA.

Antigen Stocklésung Assaykonzentration
[mg/mi] [ug/ml]
Tryptase a 1,5 5
Tryptase 3 1,9 5
rhTryptase y 1,6 5
rhTryptase y Zymogen 0,9 5
Tryptase & 0,5 5
Trypsin 2,8 5
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Tab. 4.2-6: Verwendung der Antikérper im indirekten ELISA.

Antikérper Sekundaérantikérper Verdiinnung
AA1 Ziege anti-Maus-HRP, Dianova 1:5000
AF1667 Kaninchen anti-Ziege-HRP, Dianova 1:5000
H9 Ziege anti-Maus-HRP, Dianova 1:5000
Kaninchen-Serum Ziege anti-Kaninchen-HRP, Dianova 1:7500
Kl Ziege anti-Kaninchen-HRP, Dianova 1:5000
MAB1222/G3 Ziege anti-Maus-HRP, Dianova 1:5000
MAB1667 Kaninchen anti-Ratte-HRP, Sigma 1:5000
STE1 Kaninchen anti-Ziege-HRP, Dianova 1:5000
TGNV Ziege anti-Kaninchen-HRP, Dianova 1:5000
TPSD1 Ziege anti-Kaninchen-HRP, Dianova 1:5000

4.2.7.3.2 Indirekter ELISA mit steigender Antigenkonzentration

Zur Bestimmung der Affinitdt von Tryptase y-Antikdrpern zum Antigen wurde der indirekte
ELISA mit steigenden Antigenkonzentrationen verwendet. Dazu wurde rhTryptase y in einer
Verdinnungsreihe Gber 16 Stufen mit dem Beschichtungspuffer seriell verdiinnt (max. Konz.
2 ug/ml), auf eine Mikrotiterplatte pipettiert (100 pl/Kavitat) und inkubiert (UN, 4°C). Danach
wurde wie oben beschrieben vorgegangen und die Antikdrper wie in Tab. 4.2-7 angegeben,

eingesetzt. Die Antikérperbindung wurde mit der 1-Step Ultra-TMB-Substratlésung detektiert.

Tab. 4.2-7: Verwendung der Antikérper im indirekten ELISA mit unterschiedlicher Antigenkonzentration.

Primé&rantikérper  Verdiinnung Sekundérantikérper Verdiinnung
AF1667 1:250 Kaninchen anti-Ziege-HRP 1:5000
MAB1222 1:250 Ziege anti-Maus-HRP 1:5000
MAB1667 1:250 Kaninchen anti-Ratte-HRP 1:5000
TGIV 1:250 Ziege anti-Kaninchen-HRP 1:5000

4.2.7.4 Sandwich ELISA

Zur Detektion spezifischer Proteine in Losungen wurde der Sandwich-ELISA durchgefihrt.
Dazu wurde zuerst der entsprechende Beschichtungsantikdrper im Beschichtungspuffer ver-
dunnt, auf die Kavitdten der Mikrotiterplatte aufgebracht (100 pl) und die Ansatze inkubiert
(UN, 4°C). AnschlieRend wurden die Kavitaten gewaschen (PBST, 3 x 300 pl) und mit
Blockierungsldésung inkubiert (PBST, 5 % BSA; 1 h, 37°C). Die Proteine und Antikérper
wurden wie in 4.2.7.4.1 - 4.2.7.4.3 beschrieben inkubiert (100 pl, 1 h, 37°C). SchlieBlich
wurden die ungebundenen Antikérper mit PBST und PBS (4 x bzw. 1 x, je 300 pl) entfernt.
Die Antikérperbindung wurde mit dem 1-Step Ultra TMB-Substrat detektiert. Zur Optimierung
des Tryptase y-Sandwich-ELISA wurde nach der Inkubation mit dem Detektionsantikorper

mit Blockierungslésung (PBST, 5 % BSA, 1 h, 37°C) inkubiert. Die einzelnen Komponenten
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im Sandwich-ELISA wurden abhangig von der Fragestellung nach folgenden Tabellen

eingesetzt.

4.2.7.4.1 Position der Antikérper in Sandwich-ELISA

Versuch Beschichtungs- Antigen Detektions- HRP-konjugierter
antikbérper antikérper Sekundérantikérper
Name Verd. Name Konz. Name Verd.

A AF1667 1:250, rhTy  5pug/ml TGIV 1:250, Ziege anti-
1:500, 1:500, Kaninchen-HRP,
1:1000 1:1000 1:5000

B TGIV 1:250, rhTy  Spug/ml AF1667 1:250, Kaninchen anti-
1:500, 1:500, Ziege-HRP,
1:1000 1:1000 1:5000

4.2.7.4.2 Ermittlung der Antikérper-Verdiinnungen im Sandwich-ELISA

Beschichtungs- Antigen Detektions- HRP-konjugierter
antikbérper antikbérper Sekundérantikérper
Name Verd. Name Konz. Name Verd.
AF1667 1:250, rhTy max. 1 ug/ml, TGIV 1:250 Ziege anti-Kaninchen-
1:500, 8 Stufen 1+1 HRP,
1:1000, 1:5000
1:1500,
1:2000
AF1667 1:250, rhTy max. 1 ug/ml, TGIV  1:250, Ziege anti-Kaninchen-
1:500 8 Stufen 1+1 1:500, HRP,
1:1000 1:5000

4.2.7.4.3 Trpytase y-Sandwich-ELISA

Komponente Verwendung
AF1667 1:250
rhTryptase y, -Zymogen 0-0,2 yg/ml
Tryptase a, B, 6; Trypsin 0-10 pg/mi
TGIV 1:250

Ziege anti-Kaninchen-HRP 1:5000

4.2.7.4.4 Bestimmung der Validierungskriterien

Zur Validierung des Kalibrierbereichs wurde der Tryptase y-Sandwich-ELISA an sieben

Tagen durch zwei Anwender durchgefiihrt. Die Mittelwerte + SD wurde mit der Software

GraphPad Prism ermittelt und in einem log-log-Diagramm aufgetragen. Der Variations-
koeffizient (% VK) ergibt sich aus dem Verhéaltnis SD*100 durch Mittelwert. Die Quanti-

fizierungsgrenze (LoQ) wurde aus dem Mittelwert der Leerwerte + 10x SD bestimmt. Bei der

Validierung der Selektivitat wurden die Versuche an drei verschiedenen Tagen durchgefihrt
und die Mittelwerte + SEM mittels GraphPad Prism ermittelt.
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Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate der rhTryptase y in Serum wurde humanes Serum
in den Verhaltnissen 1:5, 1:10 und 1:50 in PBS verdinnt und mit 25 ng/ml und 100 ng/ml
rhTryptase y versetzt. Diese Ansatze wurden als Proben mittels Sandwich-ELISA analysiert.
Die Messwerte wurden anhand der Standardkurve mit Hilfe der Software GraphPad Prism
interpoliert und somit die Konzentrationen ermittelt. Angegeben sind die Mittelwerte £ SD aus
drei verschiedenen Messungen. Der Bias wurde Uber das Verhaltnis Messergebnis gegen-

Uuber Sollwert*100 bestimmt.

4.2.7.5 Bestimmung der Wiederfindungsrate rekombinanter Tryptasen mit
kommerziellen ELISA-Kits

Fir die Bestimmung der Wiederfindungsrate der rekombinanten Tryptasen mit Hilfe

kommerzieller ELISA-Kits wurden die Tryptasen a, B, ©, y und y-Zymogen in PBS sowie

10 %-igem Serum verdinnt und abhangig vom Detektionsbereich des jeweiligen Kits ein-

gesetzt. Die ELISA-Kits wurden nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Der ImmunoCAP-

Assay wurde durch die Firma Labor Limbach, Heidelberg ausgefihrt. Die verwendeten

Tryptase-Konzentrationen sind in folgender Tabelle zusammengefasst:

ELISA-Kit Zielprotein Detektionsbereich Tryptasen
[ng/ml] [ng/ml]
SEBO070Hu Tryptase (TPS) 0,3-20 0,4, 2,10, 50
E10501h Tryptase y (TPSG1) 0,03-2 0,0625, 0,25, 1, 2
CSB-E09012h Tryptase y (TPSG1) 0,3-20 0,625, 2,5, 10, 20

4.2.8 Bioinformatik

4.2.8.1 Vergleich von Nukleotid- und Aminosauresequenzen
Far den Vergleich von Nukleotid- und Aminosauresequenzen wurde das Software-Programm
MacVector verwendet. Zu untersuchende Sequenzen wurden mit Hilfe der Funktion Clustal

W verglichen.

4.2.8.2 Erstellung von Tryptase y-Modellen

Zur Erstellung von Strukturmodellen der katalytischen Domane der wt-Tryptase wurden
zunachst die Kristallstrukturen der Tryptase  (PDB 1AOL) und Prostasin (PDB 3EON) aus
der Datenbank RCSB PDB (www.rcsb.org) [100] entnommen. Diese dienten als Templates
zur Modellierung der katalytischen Doméane der wt-Tryptase y (I38-R267) mit Hilfe der Soft-
ware Swiss-Model [103-106]. Die beiden Modelle wurden mit der 3D-Struktur des Tryptase
B-Monomers mittels der Software PyMol (PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8

Schrédinger, LLC) visualisiert und verglichen.
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3 Ergebnisse

5.1 Evaluierung von Expressionskonstrukten fur die Herstellung von
Tryptase vy in Pichia pastoris

Fir die praparative Herstellung der Tryptase y wurden zunachst Expressionskonstrukte
evaluiert, die aus Vorarbeiten von U. Sauer [96] in der Arbeitsgruppe vorlagen. Fir die
heterologe Expression des Zymogens und der vollstandig prozessierten, reifen Form der
Tryptase y in der Hefe P. pastoris sind in diesen Konstrukten die fir die Signal- bzw. Signal-
und Propeptid kodierenden Sequenzen durch das S. cerevisiae-a-Faktor-Signalpeptid ersetzt
(Abb. 5.1-1); es vermittelt die Sekretion des Proteins in den Hefelberstand und wird wahrend
des Transports in der Zelle durch die Protease KEX2 abgespalten. Auerdem wurde die C-
terminale hydrophobe Doméane (L282-D321) durch einen c-myc-Hexahistidin (Hisg)-Tag
ausgetauscht (TyAC), um die Léslichkeit des rekombinanten Proteins zu erhéhen und die
Aufreinigung und Detektion im Verlauf der Herstellung zu erleichtern. Diese Konstrukte
wurden fir die Expression unter der Kontrolle des Methanol-induzierbaren Promotors
Alkoholoxidase 1 (AOX1) in den Vektor pPICZaA kloniert und die Plasmide pPICZoA-
proTYyAC und pPICZaA-rTyAC anschlieRend fiir die Transformation des P. pastoris X33

Wirtsstammes verwendet.

Fir die Testexpression im Schuttelkolben (500 ml) wurden die rekombinanten Stdmme in

glycerinhaltigem Vollmedium (BMGY) hochgezogen, bis eine ODgy von 3 erreicht war.

M1 R20 138 L282 D321

Tryptase y Signalpeptid pro katalytische Domane hydrophob
C63 C79
C26 C145 C192 C210C218 C246

C154
Tryptase y
Zymogen AC a-Faktorsignal pro katalytische Doméane c-myc-Hisg
Konstrukt

C154
Tryptase y
Reife Form AC a-Faktorsignal katalytische Domane c-myc-Hisg
Konstrukt

C145
C154

Abb. 5.1-1: Doménenstruktur der Tryptase y und der fiir die rekombinante Expression in P. pastoris
hergestellten Konstrukte. In der Wildtypform sind alle Cysteinreste, in den Expressionskonstrukten nur die
potenziell freien dargestellt. Die Disulfidbriicken sind entsprechend der Voraussage von Uniprot QINRR2
angegeben.
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AnschlieRend wurde die Expression durch die Zugabe von 1 % Methanol alle 24 Stunden
Uber drei Tage induziert. Fur die Bestimmung der Expressionsausbeute mittels Immunblot
wurden Proben des Hefeliberstandes (1 ml) mittels TCA (10 %) gefallt, unter reduzierenden
(+DTT) bzw. nicht-reduzierenden (-DTT) Bedingungen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
die rekombinanten Proteine nach dem Transfer auf eine PVDF-Membran mit einem anti-Hisg-
Antikérper detektiert. Das rekombinante Zymogen (proTyAC) ist sowohl unter reduzierenden
als auch unter nicht-reduzierenden Bedingungen als prominente Bande mit einem
Molekulargewicht zwischen 30 und 40 kDa nachweisbar (Abb. 5.1-2). Dagegen ist die
rekombinante katalytische Domane der Tryptase y (rTyAC) nur unter reduzierenden
Bedingungen und als deutlich schwachere Bande bei ca. 35 kDa sichtbar, unter nicht-
reduzierenden Bedingungen ist dagegen eine breitere Bande bei einem Molekulargewicht
> 120 kDa zu beobachten. Diese Ergebnisse zeigen, dass das Zymogen der Tryptase y in
gréReren Mengen von P. pastoris in den Uberstand sekretiert wird, sodass dieses
Expressionskonstrukt fur die rekombinante Expression des Zymogens geeignet erscheint;
die praparative Expression ist in Kapitel 5.3 beschrieben. Die Testexpression der
katalytischen Doméne der Tryptase y zeigt dagegen, dass mit dem Konstrukt pPICZaA-
rTYAC nur sehr geringe Mengen hergestellt werden kénnen und dass es auflerdem zur
Ausbildung disulfidverbriickter Aggregate kommt. Diese kénnen durch die zwei Cysteinreste
C145A und C154A begriindet sein, die im Sequenzvergleich der katalytischen Domane mit
anderen Serinproteasen und dem Zymogen zusatzlich vorkommen bzw. frei vorliegen (Abb.

5.1-1). Dieses Konstrukt erscheint daher flr eine praparative Expression nicht geeignet.

s & s &
& & & &
& S S
kDa - 4
40—
— -
30—
+DTT -DTT

Abb. 5.1-2: Testexpression des Zymogens und der katalytischen Doméne der Tryptase y. Nach dreitdgiger
Expression wurden Proben des Uberstands (1 ml) mit 10 % TCA geféllt und die rekombinanten Proteine nach
Auftrennung mittels SDS-PAGE unter reduzierenden (+DTT) bzw. nicht-reduzierenden Bedingungen (-DTT) mit
einem anti-Hise-Antikérper im Immunblot detektiert.
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5.2 Rekombinante Expression der katalytischen Domane

5.2.1  Herstellung von Cysteinvarianten

5.2.1.1 Austausch der Cysteinreste C145 und C154 durch Mutagenese

Um den Einfluss der potenziell freien Cysteine C145 und C154 (Abb. 5.1-1) auf die
Aggregatbildung bei der Expression der reifen Form der Tryptase y zu untersuchen, wurden
sie einzeln bzw. gemeinsam mittels zielgerichteter Mutagenese durch Alanin ersetzt (Abb.
5.2-1). Dazu wurden mit Hilfe des Programms Quick Change Primer Design Primer
entworfen, die an zentraler Stelle das fur Alanin (GCC) anstatt des fir Cystein (TGC)
kodierenden Tripletts enthalten. Diese Primer wurden in einer PCR mit dem Plasmid
pPICZaA-rTyAC als Template eingesetzt. AnschlieRend wurden die Template-Plasmide, die
aus E. coli isoliert worden waren und deshalb methyliert vorliegen, mit dem
Restriktionsenzym Dpnl abgebaut. Die mutierten Amplikons wurden zur Transformation von
superkompetenten E. coli XL1-Blue Zellen verwendet, die anschlieRend auf zeocinhaltigem
(25 pg/ml) LB-Agarmedium ausgestrichen wurden; das entsprechende Resistenzgen ist im
Expressionsvektor pPICZaA vorhanden. Einzelne Kolonien wurden in LB-Zeocin-Medium
angezogen, die Plasmide isoliert und anschlielfend sequenziert. Die DNA-Sequenzierung
verifiziert die erfolgreichen Nukleotidaustausche in allen drei Konstrukten, die Translation

zeigt den Cystein/Alanin-Austausch an den gewlnschten Positionen (Abb. 5.2-2).

Tryptase y
Reife Form AC a-Faktorsignal katalytische Doméane c-myc-Hisg
Konstrukt

C145

C154
E;:::ﬁ‘llj ﬁtc o-Faktorsignal katalytische Doméne c-myc-Hisg
C154A/AC : .
-Fakt [ -myc-
Konstrukt a-Faktorsigna c-myc-Hisg
C14SACI54AIAC o-Faktorsignal katalytische Doméne c-myc-Hisg
Konstrukt
* %
C145A
C154A

Abb. 5.2-1: Konstrukte zur Expression von Cysteinmutanten der Tryptase y. Die potenziell freien
Cysteinreste 145 und 154 wurden einzeln bzw. gemeinsam durch Alanin ersetzt.
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A

NM_012467 411 CTCTCCAGCC GGATCCTGCC CGTCTGCCTC CCGGAGGCCT CAGATGACTT CTGCCCTGGG ATCCGGTGCT 480
C145A i e e T
CI54A e i e e e GCo s
C145A/C154A Lo e GCoovr o GCo s

B

NP_036599 111 TLHSSPSGQP GTSGDIALVE LSVPVTLSSR ILPVCLPEAS DDFCPGIRCW VTGWGYTREG EPLPPPYSLR 180
CLA5A e e e e Ao e e
CI54A e e e Ao o
CLA5A/CI54A e e e e Ao Ll Ao s

Abb. 5.2-2: Sequenzierung der Expressionskonstrukte Tryptase y-C145A, -C154A und -C145A/C154A. A)
Ausschnitt aus der Nukleotidsequenz. B) Translation der Sequenz. Die Aminoséduresequenz zeigt den Austausch
der Cysteinreste 145 bzw. 154 gegen Alanin.

5.2.1.2 Transformation von P. pastoris und Selektion von Stammen

Nach der Mutagenese und Verifizierung der drei Plasmide pPICZaA-rTyAC-C145A,
pPICZaA-rTyAC-C154A und pPICZaA-rTyAC-C145A/C154A durch Sequenzierung wurden
sie zur Transformation von P. pastoris verwendet. Um die Zellen des P. pastoris-
Wirtsstammes X33 fir die Elektroporation kompetent zu machen, wurden sie in YPD-
Medium bis zu einer Zelldichte von ODego = 1 - 1,3 kultiviert, mit kaltem Wasser gewaschen,
in 1 M Sorbitol aufgenommen und durch Zentrifugation um den Faktor 250 konzentriert.
Parallel dazu wurden die oben genannten Plasmide mit dem Restriktionsenzym Pmel
linearisiert, das eine Schnittstelle in der 5 AOX1 Promotorregion erkennt. Nach
Hitzeinaktivierung von Pmel wurden die linearisierten Plasmide durch Phenol/Chloroform-
Extraktion und anschlieRende Ethanolfallung isoliert. Schliellich wurden die
elektrokompetenten Pichia-Zellen mit der isolierten DNA versetzt, kurz inkubiert und im
GenePulser™ elektroporiert. Nach einstiindiger Inkubation in 1 M Sorbitollésung (30°C) und
dreistindiger Inkubation in YPD-Medium wurden die Ansatze auf zeocinhaltigen YPDS-
Platten ausgestrichen. Um eine multiple Integration der Plasmide zu favorisieren, die unter
Umstadnden mit einer erhohten Ausbeute der Zielproteine und einer erhdhten Resistenz
einhergeht, wurden ansteigende Zeocinkonzentrationen (100, 500 und 1000 pg/ml)
verwendet. Das Wachstum von Kolonien (Tab. 5.2-1) auf allen YPDS-Platten nach 48-
stiindiger Inkubation bei 30°C zeigt die erfolgreiche Integration der DNA in die Pichia-Zellen.
Bei der niedrigeren Zeocinkonzentration von 100 ug/ml wurden zahlreiche Kolonien
beobachtet (> 85), bei hdheren Konzentrationen (500 und 1000 pug/ml) dagegen deutlich

weniger (< 10).
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Tab. 5.2-1: Einfluss von Zeocin auf die Kolonienzahl nach Transformation von P. pastoris und 48-
stiindiger Inkubation.

Zeocinkonzentration [ug/ml]

100 500 1000
Konstrukt Anzahl der Kolonien
pPICZaA-rTyAC-C145A 356 3 1
pPICZaA-rTyAC-C154A 85 3
pPICZaA-rTyAC-C145A/C154A 197 7

Um transformierte Pichia-Stamme mit hoher Expressionsausbeute zu identifizieren, wurden
Testexpressionen im 10 ml-Maf3stab durchgefuhrt. Dazu wurden bis zu acht Stdmme jedes
der drei Konstrukte in Vollmedium angeimpft und Uber drei Tage in methanolhaltigem
Volimedium kultiviert. AnschlieBend wurde Tryptase y im Uberstand der Kulturen mit Hilfe
der Dot-Blot-Methode mit einem anti-Tryptase y Antikérper nachgewiesen (Abb. 5.2-3). In E.
coli hergestellte Tryptase y diente als Mengenstandard, der nicht-transformierte P. pastoris-
Stamm X33 als Negativkontrolle (NK) und zwei rTyAC-exprimierende Stdmme (rTyAC-X33)
als Positivkontrolle (PK). In den Uberstanden aller Stamme konnte Tryptase y nachgewiesen
werden, jedoch in unterschiedlichen Mengen. Die Stdmme mit der hdchsten Expressions-

ausbeute (in Abb. 5.2-3 rot markiert) wurden fir die weiteren Expressionsversuche

ausgewahlt.
Standard [ng] C145A C154A C145A/C154A
200 ® D 4 1 4
50 ® @ 5 S 5 .
10 6 6 10
NK M 7 7 11
X33 do 8 8 12
X33 d,
9 9 13
PK wi-1
Wi-2 10 10 14

Abb. 5.2-3: Bestimmung der Expressionsausbeute von Pichia-Stimmen nach Transformation mit
PPICZaA-rTyAC-C145A, -C154A und -C145A/C154A mittels Dot Blot-Analyse. In E. coli hergestellte Tryptase
y dient als Mengenstandard. Als Negativkontrolle (NK) wurde der nicht-transformierte P. pastoris-Stamm X33 zum
Zeitpunkt Tag 0 (dg) und Tag 3 (ds), als Positivkontrolle (PK) wurden zwei rTyAC-exprimierende Stdmme (wt-1,
wt-2; Tag 3) verwendet.
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5.2.1.3 Analyse der Expression und der Aggregatbildung mittels Immunblot

Um die Expression und die Aggregatbildung der drei rTyAC-Cysteinvarianten zu
untersuchen, wurden Testexpressionen mit den hinsichtlich der Expressionsausbeuten
ausgewahlten Stdmmen (s. 5.2.1.2) durchgefihrt. Als Kontrollen wurden Stdmme, die die
Wildtypform und das Zymogen exprimieren, mitgefiihrt. Die Expressionsstdmme wurden
Uber drei Tage in methanolhaltigem Vollmedium (500 ml) kultiviert, Proben der Ubersténde
entnommen und die rekombinanten Proteine nach Auftrennung mittels SDS-PAGE unter
reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen (£DTT) im Immunblot mit einem anti-c-
myc-Antikdrper detektiert. Unter reduzierenden Bedingungen (+DTT) sind alle Varianten mit
unterschiedlicher Bandenintensitat bei einem Molekulargewicht zwischen 30 und 40 kDa zu
sehen (Abb. 5.2-4). Dagegen sind unter nicht-reduzierenden Bedingungen (-DTT) nur das
Zymogen und die rTyAC-C145A/C154A-Variante als Banden mit &hnlicher Masse
nachweisbar, die Wildtypform und die Einzelmutanten laufen bei einem apparentem
Molekulargewicht > 220 kDa. Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass die Cysteinreste
in die Aggregatbildung involviert sind und dass die Mutagenese beider Cysteine zu Alanin zu
einer Reduzierung der Aggregatbildung fiihrt, wahrend die Mutagenese einzelner nicht

ausreicht.

6““ 6”‘?;\
O ?X O <3 b< o_,?x ¥
kDa r--p—
-
-
40 —| - - S -
30— -
20 — w-»
+ DTT -DTT

Abb. 5.2-4: Analyse der Aggregatbildung der Tryptase y-Cysteinvarianten. Nach der rekombinanten
Expression aller Tryptase y-Varianten (ber drei Tage im Schiittelkolben wurden Proben (10 ul) unter
reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE getrennt. Die rekombinanten Proteine
wurden mittels Immunblot mit einem Maus anti-c-myc-Antikérper detektiert. Unter nicht-reduzierenden
Bedingungen sind nur das Zymogen und die rTyAC-C145A/C154A-Variante als nicht aggregierte Proteine mit
einer apparentem Molekularmasse von 30 - 40 kDa detektierbar.
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5.2.1.4 Analyse der Expression mittels Quantifizierung der enzymatischen Aktivitat

Um funktionelle, enzymatisch aktive rTyAC im Hefelberstand nachzuweisen, wurde deren
Aktivitat mittels fluorogener Peptidsubstrate quantifiziert. Fir den Ansatz wurden Proben
(50 ul) der Uberstande aus den Testexpressionen der selektierten Expressionsstamme (s.
5.2.1.2) sowie rekombinante Tryptase [ (100 pM) als Kontrolle mit verschiedenen
Peptidsubstraten (Endkonzentration jeweils 5 uyM) eine Stunde bei 37°C in TT-Puffer mit
50 pyg/ml Heparin inkubiert. Die Abspaltung des Fluorophors AMC wurde im Fluorimeter
HTS7000 bei einer Anregungswellenlange von 360 nm und einer Emissionswellenlange von
465 nm verfolgt. Die Aktivitdt [U] der Protease mit einem Substrat ergibt sich aus der

Zunahme der Fluoreszenz Uber die Zeit.

Die Messung der enzymatischen Aktivitat (Abb. 5.2-5) zeigt, dass die rTyAC-Varianten das
Substrat Z-Phe-Arg-AMC gegeniber den typischen Substraten der Tryptase  bevorzugen.
Dabei weist die rTyAC-C145A/C154A im Vergleich zu rTyAC-C145A, -C154A und der
Wildtypform die hochste Aktivitdt gegentber Z-Phe-Arg-AMC auf (rTyAC-C145A/C154A
> -C154A > -C145A > -wt). Die Hohe der Aktivitat korreliert mit der Bandenintensitat und
invers mit der Aggregatbildung, die im Immunblot (Abb. 5.2-4) beobachtet wurden. Diese
Ergebnisse zeigen, dass der Expressionsstamm rTyAC-C145A/C154A zu einer nicht-
aggregierten, sezernierten und enzymatisch aktiven Tryptase y-Variante fihrt — im
Folgenden rhTryptase y genannt —, so dass dieser Pichia-Stamm fur die folgenden

Expressionen verwendet wurde.
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Abb. 5.2-5: Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt der rTyAC-Cysteinvarianten mit verschiedenen
Substraten. Nach dreitdgiger Testexpression (10 ml) wurde die enzymatische Aktivitdt in Proben (50 ul) der
Ubersténde mit fluorogenen Peptidsubstraten (5 uM) iiber 1 h bei 37°C gemessen. Tryptase (100 pM) diente als
Kontrolle.
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5.2.2 Wahl des Expressionssystems

5.2.2.1 Umklonierung in den konstitutiven Expressionsvektor pGAPZaA

Um den Einfluss des Expressionssystems auf die Expression und die Aggregatbildung zu
untersuchen wurden die bisherigen Expressionskonstrukte aus dem Vektor pPICZaA in den
Vektor pGAPZaA umkloniert. Im Gegensatz zum Vektor pPICZaA mit dem Methanol-
induzierbaren Promotor der Alkoholoxidase (AOX1) steht die Expression im Vektor
pGAPZaA unter Kontrolle des konstitutiv aktiven Promotors der Glycerinaldehyd-3-phosphat
Dehydrogenase (GAPDH).

Fir die Umklonierung wurden die Plasmide pPICZaA-rTyAC-C145A, -C154A
und -C145A/C154A mit den Restriktionsenzymen Xhol und Xbal geschnitten, die Ansatze
mittels Gelelektrophorese (Abb. 5.2-6) aufgetrennt und die Expressionskonstrukte (746 nt)
aus dem Agarosegel isoliert. Analog wurde der Vektor pGAPZaA linearisiert und somit

komplementare Enden flir die anschlielRende Ligation generiert.

Fur die Ligation wurden die drei isolierten Expressionskonstrukte mit dem linearisierten
pGAPZaA-Vektor (ca. 3060 bp) und T4-DNA-Ligase eine Stunde bei 16°C inkubiert. Der
Erfolg der Ligation bzw. der Umklonierung wurde durch Restriktionsanalyse mit Sapl und
Xbal Uberprift; diese Enzyme schneiden aus den pGAPZaA-Konstrukten ein Fragment mit
1231 nt aus, wahrend sie die pPICZaA-Konstrukte lediglich linearisieren. In der Gelelektro-
phorese (Abb. 5.2-7) ist bei allen drei pGAPZaA-Konstrukten eine Bande bei etwa 1200 bp
und < 3000 bp zu erkennen, jedoch nicht bei denen im urspriinglichen pPICZaA-Plasmid.

AnschlieBend wurden die Konstrukte auch durch Sequenzierung verifiziert.

Die so generierten Plasmide wurden anschlielend fur die Transformation von P. p. X33 (s. a.

5.2.1.2) verwendet. In Testexpressionen wurden mehrere Stdmme jedes Konstrukts in

C145A C154A C145A/C154A

PK1K2KJZ P K1K2KJ P K1 K2 K&

3000

1000

500

Abb. 5.2-6: Gelelektrophorese der Plasmide der rTyAC-Cysteinvarianten nach Restriktionsverdau. Nach
Inkubation der Plasmide mit beiden (P), einem (K1, K2) bzw. ohne (K@) Restriktionsenzym wurden die Produkte im

Agarosegel aufgetrennt. Nur nach Inkubation mit beiden Restriktionsenzymen ist ein Produkt bei ca. 750 bp
sichthar.
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glycerinhaltigem Vollmedium (10 ml) Uber drei Tage kultiviert und die mit den hdchsten
Expressionsausbeuten mittels Dot Blot-Analyse (s. a. 5.2.1.2) fur die folgenden Expressions-

studien ausgewahlt.

pGAPZoA-rTyAC pPICZaA-rTyAC

C145A/
C145A C154AC154A wt wt
- + + + - +  Sapl + Xbal
bp s
3000
2000
1200

Abb. 5.2-7: Restriktionsanalyse der rTyAC-Konstrukte im Vektor pGAPZaA. Die als Kontrollen verwendeten,
ungeschnittenen Plasmide (-) zeigen die typischen zwei Banden eines zirkuldren Plasmids. Die mit den
Restriktionsenzymen behandelten Konstrukte zeigen jeweils eine Bande bei 4000 bp, < 3000 bp und bei 1200 bp
(Pfeil), die die korrekte Ligation bestétigen.

5.2.2.2 Vergleich der Expressionssysteme hinsichtlich Expressionsausbeute und
Aggregatbildung

Um den Einfluss des Expressionsvektors bzw. des konstitutiv und des induzierbaren
Promotors auf die Expressionsausbeuten der rTyAC-Cysteinvarianten der Tryptase y zu
untersuchen, wurden Testexpressionen durchgefiuhrt. Dazu wurden die pGAPZaA-Stamme
drei Tage bei 30°C in Vollimedium kultiviert. Die pPICZaA-Stdmme wurden dagegen in
Vollmedium hochgezogen, in methanolhaltiges Medium (1 %; BMMY) uberfuhrt und drei
Tage kultiviert. Die mit den verschiedenen Stdmmen erzielten Expressionsausbeuten wurden
Uber die enzymatische Aktivitat der funktionellen rTyAC in den Uberstdnden am Tag drei
quantifiziert (Abb. 5.2-8). Bei allen Cysteinvarianten ist deren enzymatische Aktivitat
nachweisbar, im Uberstand des Expressionsstamms rTyAC-C145A/C154A ist sie jedoch
gegenuber den beiden Einzelmutanten deutlich hoher. Die Expressionsausbeuten der
rTyAC-C145A/C154A mit dem konstitutiven Promotor im Vergleich zum induzierbaren
Expressionssystem unterscheiden sich dagegen nur um den Faktor 1,2. Daraus ergibt sich,
dass mit dem Stamm rTyAC-C145A/C154A-X33 die hochsten Expressionsausbeuten an
funktioneller rTyAC erzielt werden und dass der Expressionsvektor nur einen geringeren
Einfluss hat. Da die Steuerung der rekombinanten Expression mit dem pPICZaA Vektor
gezielter verlauft, wurde dieser fir die rekombinante Herstellung der katalytischen Doméane

der Tryptase y gewahlt.
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Abb. 5.2-8: Testexpression der rTyAC-Cysteinmutanten in den Vektoren pPICZaA und pGAPZaA. Nach
dreitégiger Testexpression (10 ml) wurde die enzymatische Aktivitét [U] in Proben (50 ul) der Ubersténde mit dem
Substrat Z-Phe-Arg-AMC (10 uM) iiber 10 min bei 37°C gemessen.

5.2.3 Expression in verschiedenen Wirtsstammen

Da der zur heterologen Expression verwendete Wirtsstamm die Expressionsausbeute
wesentlich beeinflussen kann, wurden im Rahmen der Optimierung verschiedene P.
pastoris-Wirtsstamme (Tab. 5.2-2) verglichen. Neben dem Wildtypstamm X33, der aufgrund
der beiden Gene AOX7 und AOX2 einen Mut’-Phénotyp (methanol utilization plus) aufweist
und gut in Gegenwart von Methanol wéachst, wurden die Expressionen in den Wirtsstammen
GS115, KM71 und SMD1168 untersucht. Der Stamm GS115 kann Methanol wie der
Wildtypstamm umsetzen (Mut’), tragt jedoch eine Mutation im HIS4-Gen (his4) und ist im
Phanotyp His’, benétigt also Histidin fur das Wachstum; diese Eigenschaft kann mit HIS4-
positiven Vektoren zur Selektion dienen. Der Stamm KM71 tragt zuséatzlich zur Mutation im
HIS4-Gen eine Deletion im AOX7-Gen, sodass die Metabolisierung des Methanols vom
Genprodukt des schwacheren AOX2-Gens abhangt; der Stamm wachst deshalb in der
Gegenwart von Methanol nur langsam (Mut®). Der Stamm SMD1168 hat den Vorteil, dass er
Protease A-defizient ist und heterologe Proteine daher potenziell langsamer degradiert

werden.

Tab. 5.2-2: Genotypen und Eigenschaften der verwendeten P. pastoris-Wirtsstimme

Stamm Genotyp Phénotyp
X33 Wildtyp Mut® His*
GS115 his4 Mut” His
KM71 his4, aox1::ARG4, arg4 Mut® His™
SMD1168 his4, pep4 Mut® His™ Protease A-defizient
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Zunachst wurden die verschiedenen Wirtsstimme mit dem Plasmid pPICZaA-rTyAC-
C145A/C154A (s. a. 2.2.2.3) transformiert und Expressionsstdmme mittels Dot Blot-Analyse
und Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt ausgewahlt (s.a. 2.2.5.5). Diese
selektionierten Stdmme wurden anschlieend in Testexpressionen Uber drei Tage mit
Methanol induziert und die Expressionsausbeuten der rhTryptase y im Uberstand mittels
Immunblot mit einem anti-Hise-Antikdrper und Quantifizierung der enzymatischen Aktivitat
verglichen. Im Immunblot (Abb. 5.2-9A) ist die rhTryptase y als Hauptbande bei einem
Molekulargewicht von ca. 35 kDa im Uberstand aller Stamme detektierbar. Anhand der
Bandenintensitaten sind die Expressionsausbeuten bei den Wirtsstammen X33 und KM71
ahnlich, bei dem Wirtsstamm SMD1168 etwas hoher und bei dem Wirtsstamm GS115
deutlich niedriger. Bei der Analyse der enzymatischen Aktivitat (Abb. 5.2-9B) fallen vor allem
die hohen Aktivitaten im Uberstand der beiden Wirtsstamme X33 und KM71 auf, die deutlich
hoéher sind als bei den beiden anderen Stdmmen. Da mit dem Wirtsstamm X33 eine relativ
gute Expression beobachtet wurde und dieser Stamm fir die Fermentation in einem

einfachen Medium geeignet ist, wurde er fir die weiterfUhrende praparative Expression

gewahlt.
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Abb. 5.2-9: Analyse der Expressionsausbeute in verschiedenen P. pastoris-Wirtsstimmen. A) Die Proteine
wurden nach dreitdgiger Expression aus dem Uberstand (1 ml) geféllt, Proben mittels SDS-PAGE getrennt und
die rhTryptase y mittels Imnmunblot mit einem anti-Hiss-AntikGrper detektiert. B) Nach dreitdgiger Testexpresssion
wurde die enzymatische Aktivitat [U] der rhTryptase y in Proben der Uberstande mit dem Substrat Z-Phe-Arg-
AMC (10 uM) quantifiziert.
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5.2.4  Optimierung und ‘Upscaling’

5.2.4.1 Verlauf der Expression im Schuttelkolben

Im Rahmen der Optimierung der Expression der rhTryptase y wurden die Akkumulation des
funktionellen Proteins und die Bildung von Degradierungsprodukten zundchst im Schuttel-
kolben untersucht. Dazu wurde der Expressionsstamm rTyAC-C145A/C154A-X33 im kleinen
Mafstab (10 ml) angezogen und anschlieBend unter Zugabe von Glycerin (1 %) im
Schuttelkolben (500 ml) bis zu einer optischen Dichte (ODegoo) von etwa 3 kultiviert. Ab
diesem Zeitpunkt wurde die Expression durch Zugabe von Methanol (1 %) alle 24 h Uber vier
Tage induziert. Der Verlauf der Expression wurde mittels Immunblot (Abb. 5.2-10) mit den
anti-Hisg- und anti-Tryptase y-Antikérpern sowie Uber die Quantifizierung der enzymatischen
Aktivitat (Abb. 5.2-11) verfolgt.

Der anti-Hise-Immunblot zeigt, dass die Intensitat der Hauptbande bei einer Molekilmasse
von 35 kDa Uber vier Tage ansteigt, die rhTryptase y also Uber diese Zeit im Hefelberstand
akkumuliert. Die Detektion mit dem anti-Tryptase y-Antikérper zeigt ebenfalls die Zunahme
der Hauptbande, jedoch gleichzeitig die Akkumulation von Degradierungsprodukten

insbesondere ab Tag 3.

Die Messung der Gesamtaktivitat (U) (Abb. 5.2-11) korreliert mit den Ergebnissen der
Immunblots und zeigt einen Anstieg uUber die Zeit, der ab Tag drei etwas geringer wird. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die rhTryptase y durch Kultivierung des Expressions-
stammes rTyAC-C145A/C154A-X33 im Schiittelkolben Uber drei Tage im Uberstand
akkumuliert und dass ab Tag vier die Bildung von Degradierungsprodukten zunimmt.

Deshalb wurde in folgenden Versuchen die Expression auf drei Tage begrenzt.

MO234([d MO1234I[d

kDa
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anti-Hisg anti-Tryptase y

Abb. 5.2-10: Analyse der rekombinanten Expression der rhTryptase y im Schiittelkolben. An den Tagen 0-4
der Expression wurden Proben (1 ml) des Uberstands entnommen, mit 10% TCA geféllt und mittels SDS-PAGE
getrennt. Die rekombinante Tryptase y wurde mittels Immunblot mit anti-Hise- bzw. anti-Tryptase y-Antikérpern
detektiert. M Proteinmarker.
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Abb. 5.2-11: Quantifizierung der enzymatischen Aktivitét der rhTryptase y im Verlauf der Expression im
Schiittelkolben. Wéhrend der Expression wurde die Aktivitdt der rhTryptase y in Proben (50 ul) des Uberstands
taglich mit dem Substrat Z-Phe-Arg-AMC (10 uM) gemessen. Mittelwerte + SEM, n = 3.

5.2.4.2 Praparative Fermentation im Bioreaktor

Zur praparativen Expression der rhTryptase y wurde die Fermentation vom Schittelkolben in
einen Bioreaktor mit einem Volumen von 5 | Uberfuhrt. Im Bioreaktor erfolgt die Fermentation
in einem dreischrittigen Prozess (Abb. 5.2-12): In der ersten Phase wird die Hefe in
glycerinhaltigem (1 %) Vollimedium kultiviert und Zellmasse (ca. 100 g/l) generiert, die durch
weitere Zugabe von Glycerin (ca. 1%/h*l bzw. 8 ml/h*l) in der zweiten Phase
(FUtterungsphase) weiter vermehrt wird (bis ca. 300 g/l). Die heterologe Expression der
rhTryptase y wird schlieBlich in der dritten Phase durch Zugabe von Methanol in steigender
Menge (< 0,4 - 3 %/h*l bzw. 3 - 30 ml/h*l) induziert. Dabei wird der Sauerstoffgehalt in der
Kultur, der kontinuierlich Gber den Partialdruck des gelésten Sauerstoffs (pO,) gemessen
wird, auf einen pO,-Wert von 32 - 35 % geregelt. Da der Metabolismus der Kohlenstoff-
quellen, Glycerin bzw. Methanol, Sauerstoff verbraucht, erfolgt die Regelung durch Erhéhung
der Drehzahl sowie der Luftzufuhr und gegebenenfalls durch verminderte Zugabe der
Kohlenstoffquelle.

Der Verlauf der Fermentation wurde Uber das Nassgewicht der Zellmasse, die enzymatische
Aktivitat der rhTryptase y und Immunblots verfolgt. Basierend auf den bisherigen
Ergebnissen wurde die Fermentation nach drei Tagen beendet. Die Bestimmung des
Nassgewichts (Abb. 5.2-12) zeigt einen Anstieg der Zellmasse von ca. 30 g/l auf 100 g/l in
der Glycerin-Batch-Phase und weiter auf ca. 300 g/l in der Glycerin-Futterungsphase.
Wahrend der anschlieRenden Methanol-Fitterungsphase bleibt die Zellmasse weitgehend
konstant. Die Messung der enzymatischen Aktivitdt der rhTryptase y im Uberstand der
Hefekultur zeigt eine Zunahme der sezernierten Protease Uber die Zeit. Zu Beginn der

Induktion (0 h) wurde eine basale Aktivitat von etwa 60*10° U gemessen, die (iber die Zeit
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Abb. 5.2-12: Verlauf der Expression der rhTryptase y im Bioreaktor. Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden
Proben entnommen und das Nassgewicht der Hefe gemessen. Wéhrend der Induktion mit Methanol wurde die
enzymatische Aktivitét der rhTryptase y in den Proben (10 ul) des Hefeliberstands gemessen.
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Abb. 5.2-13: Analyse der rekombinanten Expression der rhTryptase y im Bioreaktor. Wéhrend der
Fermentation (iber drei Tage im Vollmedium wurden téglich Proben (10 ul) des Uberstands genommen,
anschlieBend mittels SDS-PAGE getrennt und rhTryptase y mittels Immunblot mit einem anti-Hiss- und einem
anti-Tryptase y-Antik6érper detektiert.

82



ERGEBNISSE

auf bis zu 380*10° U nach 68 h ansteigt. Bei der Analyse des Expressionsverlaufs mittels
Immunblot mit dem anti-Hise-Antikérper (Abb. 5.2-13) ist anhand der steigenden
Bandenintensitat bei etwa 35 kDa die Akkumulation der rhTryptase y im Hefelberstand Gber
die Zeit zu sehen. Gleichzeitig ist mit Hilfe des anti-Tryptase y-Antikérpers auch die
Zunahme der Degradierungsprodukte zu beobachten. Der Verlauf der Fermentation im Bio-
reaktor sowie die Akkumulation der rhTryptase y und die Bildung von Degradierungs-
produkten entsprechen damit weitgehend dem Verlauf der Expression im Schittelkolben
(Abb. 5.2-10).

5.2.4.3 Einfluss des Kulturmediums und Reproduzierbarkeit der Fermentation

Um den Einfluss des Kulturmediums auf die Expressionsausbeute der rhTryptase y und
gleichzeitig die Reproduzierbarkeit der Fermentation im Bioreaktor zu untersuchen, wurden
mehrere Fermentationen im bisher verwendeten Vollmedium sowie in Minimalmedium
durchgefuhrt. Dafir wurde die rhTryptase y jeweils analog der Fermentation im bisherigen
Vollmedium (s.a. 5.2.4.2) Uber drei Tage in Voll- bzw. Minimalmedium im Bioreaktor
exprimiert. Die Expressionsausbeute der Fermentation wurde Uber die Messung der
enzymatischen Aktivitdt am Tag drei bestimmt (Abb. 5.2-14). Daraus ergibt sich, dass die
Expressionsausbeute im Vollmedium mit 440 + 110*10° U (n=3) gegeniiber der Expression
im Minimalmedium mit 25 + 8*10°U (n=3) etwa 20-fach hoher liegt. Zudem bestatigen die
unabhangigen Versuche die Reproduzierbarkeit des Fermentationsprotokolls und der
erzielten Expressionsausbeuten. Daher wurde die rekombinante Expression der rhTryptase y
im Vollmedium bevorzugt, obwohl dieses komplexe Medium die anschlielende Protein-
aufreinigung deutlich erschwert.
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Abb. 5.2-14: Expressionsausbeuten der rhTryptase y nach Fermentation in Voll- und Minimalmedium im
Bioreaktor. Die Ausbeuten wurden Uliber die Messung der enzymatischen Aktivitdt nach Ernte der Hefekultur an
Tag 3 bestimmt. Mittelwerte + SEM, n=3.
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5.2.4.4 Bestimmung der Ausbeute

Der Vergleich der Ausbeuten der heterologen Expression der rhTryptase y im 10 ml-, 500 ml-
und 5 I-Mafstab veranschaulicht den Erfolg der Optimierung und der Hochskalierung (Tab.
5.2-3). Anhand der Aktivitat pro ml wird deutlich, dass die Uberfilhrung vom 10 miI-MaRstab
zum Schuttelkolben zuerst zu einer Reduktion der Ausbeute um den Faktor 2 und erst die
Uberfiihrung in den Bioreaktor zur Zunahme um den Faktor 12 fiihrt. Durch die Hoch-
skalierung von 10 ml auf 500 ml bzw. 3300 ml wird das Volumen deutlich vergréRert, das die
Kultivierung einer héheren Biomasse erlaubt. In der Gesamtaktivitat fuhrt dies vom 10 ml-
MaRstab (100 + 3*10° U) zum Schiittelkolben (2200 + 200*10° U) und zum Bioreaktor (440 +
110*10° U) zu einer 20- bzw. 200-fachen Zunahme. Insgesamt wurde durch die Uberfiihrung

vom 10 mI-MaRstab bis zum Bioreaktor die Ausbeute um den Faktor 4000 erhoht.

Tab. 5.2-3: Vergleich der Ausbeuten der rhTryptase y bei Expression im 10 mi-MaBistab, Schiittelkolben
(0,5 1) und Bioreaktor (5 1). Nach dreitdgiger Expression wurde die enzymatische Aktivitdt der rhTryptase y in
Proben des Uberstands gemessen und pro ml sowie auf das gesamte Volumen berechnet . Mittelwerte + SEM,
n=3.

Volumen Aktivitat Gesamtaktivitat Anzahl
[mi] [U/mi] [10° U] [n]
10 ml 10 10600 0,1 £ 0,004 3
Schuttelkolben 500 4500 22%0,2 4
Bioreaktor 3300 130000 440 + 110 3

5.2.5 Isolierung und proteinchemische Charakterisierung der rhTryptase y

Nach der Optimierung der rekombinanten Expression der rhTryptase y wurde eine Methode
zur Isolierung der Protease aus dem Hefeuberstand etabliert. Da durch die Klonierung der
rTyAC in den pPICZaA-Vektor ein C-terminaler Hisg-Tag in das Expressionskonstrukt ein-
gefuhrt worden war, wurde zunachst die Ni-NTA-Affinitatschromatographie fur die Isolierung
evaluiert. Es zeigte sich jedoch, dass die rhTryptase y nicht ausreichend an das Saulen-
material gebunden wurde. Daher wurde eine vierschrittige, aus einer Kationenaustausch-
und einer Benzamidin-Affinitdtschromatographie sowie zwei Dialyseschritten bestehende
Methode optimiert, mit der die rhTryptase y mit adaquater Menge, Ausbeute und Reinheit

aufgereinigt werden konnte.

5.2.5.1 Ni-NTA-Affinitatschromatographie

Zur lIsolierung der rhTryptase y aus dem Hefelberstand sollte zunachst die Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie verwendet werden, bei der die Affinitdt des C-terminalen Hise-Tags
zu immobilisierten Ni**-lonen genutzt wird. Dazu wurde ein Aliquot des Hefeiiberstands
(50 ml) mit NaCl (Endkonz. 300 mM) und Imidazol (Endkonz. 5 mM) versetzt und nach Ein-
stellung des pH auf 7,5 bei Raumtemperatur mit einer Flussrate von 1 ml/min auf eine Ni-
NTA-Agarose-Saule (1,5 ml, 0,85 x 0,75 cm, h xr) aufgetragen. AnschlieRend wurden un-

spezifisch gebundene Proteine mit einem Puffer mit niedriger Imidazolkonzentration (5 und
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10 mM) von der Agarose gewaschen. Das rTyAC-Fusionsprotein wurde schlieRlich mit
Puffern mit steigender Imidazolkonzentration (50, 100, 250 mM) von dem Saulenmaterial
eluiert. In den gesammelten Fraktionen (1 ml) wurde die Absorption bestimmt, in einzelnen
auch die enzymatische Aktivitdt. Die Absorption bei 280 nm (Abb. 5.2-15) zeigt eine hohe
Proteinkonzentration im Auftrag und im Durchlauf (50 ml) und lediglich einen geringen
Anstieg der Absorption nach dem Wechsel von 10 auf 50 mM Imidazol (bei etwa 5 ml
Elutionsvolumen). Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt und Bilanzierung (Tab.
5.2-4) zeigt ebenfalls, dass etwa 90 % der enzymatisch aktiven rhTryptase y nicht an das

Saulenmaterial gebunden werden, sondern im Durchlauf eluieren.

Zur Verbesserung der Bindung der rhTryptase y an die Metall-Affinitatschromatographie
wurden systematisch verschiedene Bedingungen bei der Beladung der Saule (pH-Wert,
Temperatur, Puffersystem) sowie verschiedene Affinitatsmatrize (Ni**, Co®*) untersucht.
Jedoch waren unter allen Bedingungen > 70 % der enzymatisch aktiven Protease in der
Durchflussfraktion detektierbar. Daher wurde eine alternative Methode bestehend aus lonen-

austausch- und Liganden-Affinitadtschromatographie etabliert.
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Abb. 5.2-15: Versuch der Isolierung der rhTryptase y mittels Ni-NTA-Affinititschromatographie. Nach der
Chromatographie wurde die Absorption Azso in den Fraktionen bestimmt. A Auftrag, DL Durchlauf.

Tab. 5.2-4: Bilanzierung der Ni-NTA-Affinititschromatographie. Nach der Chromatographie wurde die
enzymatische Aktivitét der rhTryptase y in einzelnen Fraktionen gemessen. EP Elutionspool.

Volumen Aktivitat Gesamtaktivitat Ausbeute

[ml] [10° U/mi] [10° U] [%]
Auftrag 50 107 5370 100
Durchlauf 50 95 4750 89
Wasch 11 11 124 2,3
EP 3-8 ml 6 29 176 3,3
EP 14-19 ml 6 20 122 2,3
EP 25-30 ml 6 19 114 2,1
EP 37-39 ml 3 0 0 0
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5.2.5.2 Vierstufiges Aufreinigungsprotokoll fur rhTryptase y

5.2.5.2.1 Kationenaustauschchromatographie

Als Alternative zur Ni-NTA-Affinitdtschromatographie wurde eine Aufreinigung mit zwei
Chromatographie- und zwei Dialyseschritten etabliert. Fir den ersten Schritt wurde eine
Kationenaustauschchromatographie gewahlt, die vergleichsweise einfach skalierbar ist, die
Aufkonzentrierung grof3er Volumina erlaubt und im leicht sauren pH-Bereich moglich ist, in
dem die rhTryptase y stabil ist. Zunachst wurde der Fermentationsiberstand (3270 ml; s. a.
5.2.4.4) gegen den Bindungspuffer der Kationenaustauschchromatographie dialysiert, um
den pH auf 5,75 und damit unterhalb des isoelektrischen Punkts der rhTryptase y (pl 6,4)
einzustellen. Gleichzeitig werden durch die Dialyse niedermolekulare basische Bestandteile
des peptidreichen Vollmediums entfernt, die mit hoher Affinitdt an die Kationenaustausch-
matrix binden und damit die Bindungskapazitdt fur Proteine und die Trennleistung
reduzieren. AnschlielRend wurde das Dialysat (3300 ml) auf eine Fractogel-Saule mit Sulpho-
gruppen (SO3, ca. 90 ml, 4,5 x 2,5 cm, h x r) bei 4°C aufgetragen. Unspezifisch gebundene
Proteine wurden mit Bindungspuffer von dem Saulenmaterial gewaschen und die rhTryptase
y anschlieend mit einem Stufengradienten des salzhaltigen Elutionspuffers (2 M NaCl) von
der stationaren Phase eluiert. In den Fraktionen (je ca. 25 ml) wurden die Absorption Aggg,
die Leitfahigkeit und die enzymatische Aktivitat bestimmt (Abb. 5.2-16).

Der Verlauf der Leitfahigkeit verdeutlicht den Anstieg der Salzkonzentration, die nach 150 ml
(1,5 Saulenvolumen (CV)) etwa der des Elutionspuffers entspricht. Der parallele Verlauf der
Absorption Agzgy und der enzymatischen Aktivitat mit einem Maximum zwischen ca. 80 und

150 ml Elutionsvolumen zeigt, dass die rhTryptase y mit der Majoritat des Proteins eluiert
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Abb. 5.2-16: Isolierung der rhTryptase y mittels Kationenaustauschchromatographie. Nach der Chromato-
graphie wurde in den Fraktionen die Absorption bei 280 nm, die Leitfdhigkeit [mS/cm], und die enzymatische
Aktivitat [1 0° U/ml] der rhTryptase y bestimmt. Die rhTryptase y eluiert bei 80 - 150 ml.
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wird. Die Analyse mittels SDS-PAGE (Abb. 5.2-17) zeigt in den Elutionsfraktionen eine
prominente Bande bei einem Molekulargewicht von etwa 35 kDa (Pfeil), die im Auftrag nur
schwach und den Durchlauffraktionen nicht zu sehen ist. Mittels Immunblot wurde verifiziert,
dass diese Bande der rhTryptase y entspricht (Daten nicht gezeigt). Die Analyse der
vereinigten Elutionsfraktionen unter nicht-reduzierenden Bedingungen (-DTT) (Abb. 5.2-17)
zeigt wie unter reduzierenden Bedingungen eine Hauptbande mit einer Molekilmasse von

35 kDa, Aggregate mit gréf3erer Molekilmasse sind nicht zu erkennen.
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Abb. 5.2-17: Analyse der Isolierung der rhTryptase y mittels Kationenaustauschchromatographie. Nach
der Chromatographie wurden Proben (10 ul) aus den Aufreinigungsschritten mittels SDS-PAGE getrennt und die
Proteine mittels Coomassie geférbt. Der Pfeil markiert die Position der rhTryptase y bei etwa 35 kDa. EP
Elutionspool.

5.2.5.3 Affinitatschromatographie an Benzamidin-Sepharose

Zur weiteren Aufreinigung der rhTryptase y wurde eine Affinitdtschromatographie mit
Benzamidin-Sepharose gewahlt. Benzamidin ist ein an das aktive Zentrum Trypsin-ahnlicher
Serinproteasen bindender reversibler Inhibitor, der fur die Affinitdtschromatographie kovalent
an stark quer-vernetzte 4 %-ige Agarose immobilisiert wurde. Fur die Chromatographie
wurde das Eluat der Kationenaustauschchromatographie 5:1 mit dem Auftragspuffer
verdinnt und der pH auf 7,5 eingestellt. Ein Aliquot (25 % des Volumens, etwa 40 ml) wurde
auf die Benzamidin-Sepharose (10 ml, 4,5 x 0,85 cm, h x r) aufgetragen; Vorversuche hatten
gezeigt, dass die Saule etwa 0,5*10%U rhTryptase y bindet und dass diese Kapazitat nur fir
etwa ein Viertel der Fermentationsausbeute ausreichend ist. Nach dem Waschen der
Sepharose mit dem Bindungspuffer wurde die rhTryptase y mit einem Stufengradienten des
benzamidinhaltigen (250 mM) Elutionspuffers eluiert. Da Benzamidin spektrophotometrische
Absorptionsmessungen nahezu unmdglich macht, wurde der Verlauf der Elution Uber die
Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der rhTryptase y verfolgt; dazu mussten die Proben

um den Faktor 200 verdinnt werden, um die Inhibition durch den reversiblen Inhibitor
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Benzamidin zu vermindern. Der Verlauf der enzymatischen Aktivitat (Abb. 5.2-18,
reprasentativ fur alle vier Chromatographien) zeigt, dass rhTryptase y bei 10 - 30 ml eluiert.
Die Chromatographie wurde insgesamt viermal durchgefuhrt; die Peakfraktionen (je 14 -
20 ml) aller vier Chromatographien wurden vereinigt, zur Entfernung des Benzamidins gegen
den Lagerungspuffer (1 M NaCl, pH 5,0) dialysiert, durch Ultrafiltration (Ausschlussgrenze
3 kDa) um den Faktor zwei aufkonzentriert und bei -80 °C gelagert.

Die Analyse der Affinitatschromatographie mittels SDS-PAGE (Abb. 5.2-19) zeigt in den
Elutionsfraktionen eine prominente Bande mit einer Molekiilmasse von ca. 35 kDa. Daneben

sind nur einige schwache weitere Banden zu erkennen.

Aktivitat [108 U/ml]

0 10 20 30
Elutionsvolumen [ml]

Abb. 5.2-18: Isolierung der rhTryptase y mittels Benzamidin-Sepharose. Nach der Chromatographie wurde
die enzymatische Aktivitét in den Elutionsfraktionen nach einer 200-fachen Verdiinnung bestimmt. Reprdsentativ
fiir alle vier Affinitdtschromatographieléufe.
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Abb. 5.2-19: Analyse der Affinitdtschromatographie mittels SDS-PAGE und Coomassie-Fdrbung. Nach der
Chromatographie wurden Proben (10 ul) der einzelnen Fraktionen mittels SDS-PAGE getrennt und die Proteine
mit Coomassie geférbt. Die Hauptbande der rhTryptase y bei etwa 35 kDa ist mit einem Pfeil markiert.
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5.2.5.4 Bilanzierung der Isolierung

Zur Bilanzierung der Isolierung der rhTryptase y sind die Ausbeuten der Chromatographie-
und Dialyseschritte in Tab. 5.2-5 zusammengefasst. Die Reduktion des Volumens von
3270 ml auf 35,5 ml reflektiert die Konzentrierung der rhTryptase y um den Faktor 100, die
vor allem durch die Kationenaustauschchromatographie (20 x) erreicht wurde. Die Gesamt-
proteinmenge wurde von rund 8000 mg auf 57 mg um den Faktor 140 reduziert. Die
Wiederfindung der rhTryptase y betragt bei den Chromatographieschritten tber 70 %, bei
den Dialyseschritten ca. 100 %. Die Gesamtausbeute der rhTryptase vy ist fur ein vierstufiges
Verfahren mit 63 % als sehr gut zu bewerten. Ausgehend von einer Fermentation kann durch
die Isolierung rund 56 mg rhTryptase y mit einer Konzentration von 1,5 mg/ml bzw. 42,3 yM

gewonnen werden.

Tab. 5.2-5: Bilanzierung der Isolierung der rhTryptase y. Nach den Aufreinigungsschritten wurde jeweils die
Gesamtproteinmenge mittels MicroBCA-Assay und die enzymatische Aktivitat der rhTryptase y bestimmt.

s . Ausbeute des Gesamt-
. . Volumen Aktivitat Gesamtprotein . .
Reinigungsschritt 6 Reinigungsschritts  ausbeute
[mi] [10" U] [mg] 0 o
[%] [%]
Medium der 3270 376 8060
Fermentation
Dialyse 3300 389 7650 104 101
Katlonenaustau.sch- 165 282 231 73 74
chromatographie
A 18 70 16,6 25 19
Benzamidin- B 20 60 14,2 21 16
>78 X224 > 60,4 79 2 60
Sepharosen ¢ 22 39,6 12,6 14 11
D 18 54 17,0 19 14
Dial +
ayse » 35,5 238 56,9 106 63
Konzentration

5.2.5.5 Reinheit und N-terminale Sequenzierung

Um die korrekte N-terminale Prozessierung der in P. pastoris exprimierten rhTryptase y
nachzuweisen, wurde die Aminosauresequenz durch Edman-Sequenzierung bestimmt. Dazu
wurde die isolierte Protease (1 pg) auf ein Filterpapier aufgetragen und zur Visualisierung mit
Coomassie-Blau gefarbt. Die Bestimmung der Aminosauresequenz mittels Gasphasen-
sequenator (R. Mentele, MPI, Martinsried) ergab die Abfolge IVGGH. Diese Aminosaure-
sequenz, die dem N-Terminus der reifen Tryptase y entspricht, zeigt die korrekte
Prozessierung des Fusionskonstrukts (Abb. 5.2-1) durch die KEX2-Protease der Hefe. Der

geringe Anteil an Nebensequenzen ergibt eine Reinheit der rhTryptase y von > 95 %.
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5.2.5.6 Quantifizierung der spezifischen Aktivitat

Die spezifische Aktivitat der isolierten rhTryptase y wurde durch Titration mit dem reversiblen
Serinprotease-Inhibitor SBTI (Soy bean trypsin inhibitor) bestimmt. Daflr wurde die isolierte
rhTryptase y (ca. 1 yM) mit steigenden Inhibitorkonzentrationen (0 - 2 uM) eine Stunde bei
37°C inkubiert und anschlieRend die residuale enzymatische Aktivitat mit dem Substrat Z-
Leu-Arg-AMC (Endkonz. 10 yM) Uber 10 min bei 37°C bestimmt (Abb. 5.2-20). Die
Inhibitorkonzentration wurde zuvor mit Trypsin bestimmt, dessen Konzentration mittels Burst-
Titration ermittelt worden war. Da die Equilibrium-Dissoziationskonstante des SBTI-
rhTryptase y-Komplexes mit K; = 0,02 uM (s. a. 4.5.9.4) unter diesen Bedingungen etwa 50

Mal geringer ist als die Enzymkonzentration, sind Titrationsbedingungen gewahrleistet.

Die Anpassung der Morrison-Gleichung an die gemessene Aktivitdt abhangig von der
Inhibitorkonzentration ergibt eine Konzentration der enzymatisch aktiven rhTryptase y von
0,65 uM im Test bzw. unter Einberechnung des Verdinnungsfaktors eine Molaritdt von
41,6 yM. Bezogen auf die Proteinkonzentration von 42,3 uyM entspricht dies einer
spezifischen Aktivitdt von 96 %. Im Rahmen der Messgenauigkeit ist deshalb davon
auszugehen, dass die isolierte rhTryptase y vollstdndig korrekt gefaltet und enzymatisch
aktiv ist.
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Abb. 5.2-20: Titration der rhTryptase y mit SBTI. Die enzymatische Aktivitét der isolierten rhTryptase y wurde
nach Inkubation mit steigenden Konzentrationen des Inhibitors SBTI (max. 2 uM) mit dem Substrat Z-Leu-Arg-
AMC (10 uM) gemessen (n=3).
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5.2.5.7 Analyse der Glykosylierung

Die Glykosylierung der rhTryptase y wurde mittels Endoglycosidasen analysiert. Da
sekretorische Proteine in der Hefe P. pastoris vor allem mit N-gekoppelten Mannoseresten
modifiziert werden, wurde zunachst die Endoglycosidase Endo H; verwendet, die
Oligosaccharide vom Mannose-Typ von Glykoproteinen abspaltet. Fur die Deglykosylierung
wurde rhTryptase y mit Endo H¢ im Verhaltnis 1 U/10 ug Protein fir eine Stunde bei 37°C bei
einem pH von 5,5, bei dem die Endo Hs aktiv ist, inkubiert. Die anschlieRende Analyse mittels
SDS-PAGE und Coomassie-Farbung (Abb. 5.2-21) zeigt im Vergleich zur unbehandelten
rhTryptase y (35 kDa) eine zusatzliche Bande mit einer Molekilmasse von etwa 30 kDa.
Dieses Ergebnis zeigt, dass rhTryptase y eine Glykosylierung mit Oligosacchariden vom
mannosereichen Typ aufweist, die rund 5 kDa des Proteins (insgesamt 35 kDa) ausmacht.
Eine weitere Glykosylierung ist weitgehend auszuschlielen, da die Molekularmasse des
deglykosylierten Proteins (ca. 30 kDa) dem der Peptidkette (28,7 kDa) entspricht. Da bei der
Deglykosylierung nur eine zusatzliche Bande beobachtet wurde, ist von nur einer
Glykosylierungsstelle auszugehen, die auch bioinformatisch (NetNGlyc, Expasy) fir die

Aminosaure Asn48 berechnet wurde.

+ + - rhTryptasey

+ - + EndoH;
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Abb. 5.2-21: Deglykosylierung der rhTryptase y. Nach Inkubation der rhTryptase y (3 ug) mit Endo Hr
(1 U/10 ug Protein) wurden die Molekiilmassen unter reduzierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE und
Coomassie-Férbung analysiert. Die Probe mit Endo Hs zeigt eine zusétzliche Bande mit einer Molekiilmasse von
ca. 30 kDa.
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5.3 Rekombinante Herstellung des Tryptase y-Zymogens

Fur die rekombinante Expression des Zymogens der Tryptase y wurde ein Konstrukt ver-
wendet (Abb. 5.3-1), das fur ein Fusionsprotein aus dem a-Faktor-Signalpeptid und den Pro-
und katalytischen Doméanen der Tryptase y kodiert; die hydrophobe C-terminale Domane der
Tryptase y wurde durch einen c-myc-Hise-Tag ersetzt. Die initialen Testexpressionen mit
diesem Konstrukt (Abb. 5.1-2) hatten gezeigt, dass das Zymogen proTyAC in grofen
Mengen in das Medium der Hefe sezerniert wird und Aggregate nicht auftreten. Fir die pra-
parative Expression wurde deshalb auf eine weitere biotechnologische Modifizierung

verzichtet.

5.3.1  Expression im Minimal- und Vollmedium

Im Rahmen der Optimierung wurde =zunadchst die Expression des Zymogens in
verschiedenen Kulturmedien verglichen. Dabei wurde weitgehend analog der Expressions-
optimierung der rhTryptase y vorgegangen (s. a. 5.2.4.1). Nach Transformation des Wirts-
stammes X33 mit dem Expressionsplasmid pPICZaA-proTyAC (s. a. 5.2.1.2) wurden in Test-
expressionen (10 ml) zunachst mehrere Expressionsstdmme in methanolhaltigem Voll-
medium kultiviert und die Expressionsausbeute nach drei Tagen mittels Dot Blot-Analyse der
Uberstande untersucht. AnschlieRend wurde der Stamm mit der héchsten Ausbeute im
kleinen Mafdstab (10 ml) angezogen und im Schittelkolben in glycerinhaltigem Voll- bzw.
Minimalmedium bis zu einer ODggo von 3 kultiviert, bevor die Expression durch Zugabe von
1 % Methanol alle 24 h induziert wurde (s. a. 5.2.4.1).

Der Verlauf der Expression und die Ausbeuten wurden mittels Immunblot mit anti-Hisg- und
anti-Tryptase y-Antikdrpern untersucht (Abb. 5.3-1). Das rekombinante Zymogen ist nach
Expression im Minimal- und im Vollmedium mit beiden Antikdrpern bei einer Molekilmasse
von 35 - 40 kDa detektierbar; die Doppelbande nach Detektion mit dem anti-Tryptase y-

Antikérper konnte spater auf eine C-terminale Prozessierung und Abspaltung des Hisg-Tags

Minimal- Voll- Minimal- Vollmedium
M0123 012 3 [d] M 0123012 3K|[d]

kDa

- =
40 - o P
- : =-
30— % - -
20 % ~
anti-Hisg anti-Tryptase y

Abb. 5.3-1: Analyse der rekombinanten Expression des Zymogens in Minimal- vs. Vollmedium. An den
Tagen 0 - 3 der Expression wurden Proben (1 ml) entnommen und mittels SDS-PAGE und Immunblot analysiert.
Der Vergleich zeigt eine deutlich héhere Ausbeute bei Expression im Vollmedium. M GréBenstandard, K
Mengenkontrolle 80 ng Tryptase y.
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zurtckgefihrt werden (s. a. 5.5.2). Aufgrund der deutlich héheren Ausbeute und starkeren
Akkumulation tber die Zeit wurde Vollmedium fir die weitere rekombinante Expression im

Biorektor verwendet.

5.3.2 Rekombinante Expression des Tryptase y-Zymogens im Bioreaktor
Bei der praparativen Expression des Tryptase y-Zymogens im Bioreaktor wurde weitgehend
analog der Fermentation der rhTryptase y vorgegangen (s.a. 5.2.4.2). Der Hefestamm
pPICZaA-proTyAC-X33 wurde zunachst im Schittelkolben (500 ml) angezogen. Die Kultur
wurde mit einem Nassgewicht von 30 g/l in den Bioreaktor tiberflihrt und dort in der Glycerin-
Batch-Phase (Phase |) bis zu einer Dichte von ca. 100 g/l kultiviert (Abb. 5.3-2), die in der
Glycerin-Futterungsphase (Phase II) weiter auf knapp 300 g/I erhéht wurde. Anschlielend
wurde die Expression Uber drei Tage durch steigende Methanolzugabe (<0,4 - 3 %/h*l bzw. 3
- 30 ml/h*l) induziert, wobei der Sauerstoffgehalt in der Kultur durch Steuerung der Drehzahl
und Luftzufuhr auf 32 - 35 % geregelt wurde. Der Verlauf der Fermentation wurde Uber die
Bestimmung der Zellmasse verfolgt (Abb. 5.3-2); dabei zeigt sich ein ahnliches Wachstums-
verhalten der Hefe wie bei der Fermentation des Expressionsstamms rTyAC-C145A/C154A-
X33 mit einem steilen Anstieg der Zellmasse in Phase | und Il und einem konstanten Nass-
gewicht in Phase lIl.

Da das Zymogen wie erwartet enzymatisch inaktiv ist, war es nicht moglich die Expressions-
ausbeute wahrend der Fermentation mittels Aktivitdtsmessung zu verfolgen (Abb. 5.3-2).
Stattdessen wurde der Verlauf der Expression und die Expressionsausbeute nach
Beendigung der Fermentation mittels Immunblot mit anti-Hisg- und anti-Tryptase y-Anti-
kérpern untersucht (Abb. 5.3-3). Zur Bestimmung der Ausbeute sowie der Aggregatbildung
wurde neben den Proben von Tag 0 - 3 auch eine Mengenkontrolle (K, 100 ng in E. coli her-

gestellter Tryptase y) und eine nicht-reduzierte Probe von Tag 3 mitgefihrt. Im Immunblot
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Abb. 5.3-2: Verlauf der Fermentation des Tryptase y-Zymogens. Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden
Proben entnommen und das Nassgewicht der Hefekultur sowie die enzymatische Aktivitdt mit den Substraten Z-
FR-AMC (10 uM) bestimmt.
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mit dem anti-Hisg-Antikorper ist eine prominente Bande bei etwa 37 kDa zu sehen, wahrend
der anti-Tryptase y-AntikOrper wiederum eine zusatzliche Bande mit geringerer Molekul-
masse detektiert (s. a. 5.3.1), die spater auf eine C-terminal prozessierte Form zurtickgefihrt
wurde (s. 5.5.2). Die Intensitat der Banden steigt von Tag 0 auf Tag 1 an und bleibt danach
weitgehend konstant. Eine Aggregatbildung ist nicht nachweisbar (s. nicht-reduzierte Probe,
-DTT). Anhand der Mengenkontrolle (K, 100 ng) wurde die Expressionsausbeute densito-
metrisch auf 50 - 90 ng/10 pl Probe bzw. 5 - 9 mg/l Kulturmedium bestimmt.

0 1 2 3K-DTTM 0 1 2 3K-DTTM
- kDa
-
e
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-— - — —_ -
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- - e —20
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Abb. 5.3-3: Analyse der rekombinanten Expression des Tryptase y-Zymogens im Bioreaktor. Nach der
Fermentation wurden Proben (10 ul) der Ubersténde von Tag 0 - 3 mittels SDS-PAGE getrennt. Das
rekombinante Protein wurde im Immunblot mit anti-Hise-Antikérper und anti-Tryptase y-Antikérpern detektiert. M
GréBenstandard, K Mengenkontrolle 100 ng in E. coli exprimierte Tryptase y.

5.3.3 Affinitatschromatographie mittels Ni-NTA-Agarose

Zur lIsolierung des Tryptase y-Zymogens wurde eine Affinitdtschromatographie an Ni-NTA-
Agarose verwendet. Dazu wurde der Uberstand der Fermentation zuerst mittels
Zentrifugation von den Zellen getrennt und das Volumen durch Tangentialfiltration Gber einen
10 kDa-Filter von 3| auf 570 ml reduziert. AnschlieBend wurde das Retentat 3:1 (v/v) mit
dem Bindungspuffer verdinnt und nach Einstellung des pH-Werts auf 8 auf eine Ni-NTA-
Agarose-Saule (10 ml, 5,7 x 0,75cm, h x r) aufgetragen (1 ml/min). Um unspezifisch
gebundene Proteine zu entfernen, wurde die Sdule mit dem Bindungspuffer gewaschen, bis
eine Agg < 0,1 erreicht wurde. Das Tryptase y-Zymogen wurde dann mit steigenden
Imidazolkonzentrationen im Elutionspuffer von der Saule eluiert. Die Elutionsfraktionen mit
den hochsten Absorptionswerten wurden vereinigt, Uber einen 10 kDa Filter um den Faktor 2
aufkonzentriert, zur Entfernung des Imidazols gegen den Lagerungspuffer (50 mM Na;HP Oy,
150 mM NaCl, pH 6,0) dialysiert und bei -20°C gelagert.

Der Verlauf der Elution wurde Uber die Absorption bei 280 nm (Abb. 5.3-4) verfolgt, die ein
deutliches Maximum nach dem Wechsel auf 50 mM Imidazol bei 8 - 24 m| Elutionsvolumen
zeigt. Die Erhéhung der Imidazolkonzentration auf 100 mM im Elutionspuffer fihrt zu einem

weiteren, jedoch kleinem Anstieg der Absorption Aggo.
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Abb. 5.3-4: Isolierung des Tryptase y-Zymogens mittels Affinitditschromatographie an Ni-NTA-Agarose.
Wéhrend der Aufreinigung wurden Fraktionen gesammelt (2 ml) und die Absorption bei 280 nm bestimmt. Nach
Wechsel der Imidazolkonzentration auf 50 mM eluiert das Zymogen zwischen 8 und 24 ml.

Die Analyse der Isolierung mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung (Abb. 5.3-5A) zeigt
in den Elutionsfraktionen eine Hauptbande bei 37 kDa, die in Auftrag, Durchlauf und Wasch-
fraktion (A, DL, W) kaum wahrzunehmen ist. Die breite Bande zwischen 47 - 100 kDa konnte
mittels Immunblot mit dem anti-Tryptase y-Antikdrper als (hyper)glykosylierte Form des
Zymogens identifiziert werden (Abb. 5.3-5C). Die Banden mit geringerer Molekllmasse, bei
denen es sich vermutlich um Degradierungsprodukte des Zymogens handelt, wurden durch
weitere Aufreinigung mittels Dialyse und Ultrafiltration (Abb. 5.3-5B) weitgehend entfernt.

Die Bilanzierung der Isolierung ist dadurch erschwert, dass die Konzentration des Tryptase
y-Zymogens auf der semiquantitativen Bestimmung mittels Hisg-Immunblot beruht (Tab.
5.3-1). Insgesamt wurden 8,8 mg Zymogen ausgehend von ca. 15 mg in 4600 mg Gesamt-
protein im Kulturmedium isoliert. Dies entspricht einer etwa 500-fachen Reinigung und einer

375-fachen Aufkonzentrierung bei einer Ausbeute von etwa 60 %.

A Eluate [ml] B C
M A DLW 8101214161820 57 M M
kDa kDa | w kDa
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Abb. 5.3-5: Isolierung des Tryptase y-Zymogens mittels Ni-NTA-Affinititschromatographie. A) Von den
Fraktionen der Aufreinigung wurden Proben (10 ul) mittels SDS-PAGE getrennt. AnschlieBend wurden die
Proteine mit Coomassie geférbt. Die Hauptbande liegt zwischen 32 und 47 kDa. A Auftrag, DL Durchlauf, W
Waschfraktion, E Elution. B) Eine Probe des Elutionspools wurde nach Dialyse und Konzentrierung mittels SDS-
PAGE und Coomassie-Férbung analysiert. Der letzte Aufreinigungsschritt fiihrt zur Reduktion der Degradierungs-
produkte. C) Die Banden mit einer molekularen Masse > 40 kDa wurden im Immunblot mit dem anti-Tryptase y-
Antikérper als glykosylierte Form des Zymogens detektiert.
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Tab. 5.3-1: Bilanzierung der Isolierung des Tryptase y-Zymogens. Die Proteinmengen wurden mittels Micro
BCA-Assay bestimmt und die des Zymogens mittels Immunblot abgeschétzt.

Reiniaunasschritt Volumen Protein Gesamtprotein Zymogen mit
gung [mi] [mg/mi] [mg] Hiss Tag [mg]

Medium 3000 1,5 4600 15

Auftrag 570 8 4560

Durchlauf 570 7,25 4130

Waschfraktion 100 4 400

Ni-Eluat 16 0,89 14,2

Dialyse + 8 11 8,8 8.8

Konzentrierung

5.3.4 Prozessierung des Tryptase y-Zymogens mit Trypsin

Um die Frage zu kléaren, ob das rekombinante Zymogen zu einer reifen, enzymatisch aktiven
Protease prozessiert werden kann, wurde das Tryptase y-Zymogen mit Trypsin inkubiert und
die Prozessierung mittels SDS-PAGE und Aktivitdtsmessung verfolgt. Dazu wurde das
Zymogen (10 yM) mit Trypsin (0,01 uM) Uber 24 h bei 37°C inkubiert. Zu verschiedenen Zeit-
punkten wurden Proben (10 pl) enthommen und mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung
unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen analysiert (Abb. 5.3-6). Schon
kurze Zeit nach Zugabe des Trypsins (0 h) ist eine zusatzliche Bande mit einer Molekular-
masse von ca. 35 kDa neben der Bande des Zymogens von ca. 37 kDa sichtbar; die weitere

Inkubation fluhrt zum Verlust der Zymogen-Bande, eine weitere Degradierung ist nicht zu

beobachten.
Zymogen
02424 02424 [h]
M+ -+++ + -+ + + + Trypsin
kDa
-
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.' ’
32— . - .Q.—
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Abb. 5.3-6: Analyse der Prozessierung des Tryptase y-Zymogens durch Trypsin. Nach Inkubation des
Zymogens (10 uM) mit Trypsin (0,01 uM) wurden Proben (10 ul) entnommen und unter reduzierenden (+DTT)
und nicht-reduzierenden (-DTT) Bedingungen mittels SDS-PAGE und Coomassie-Férbung analysiert.
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Zur Analyse der Zymogenprozessierung mittels Aktivitdtsmessung wurde das Zymogen
(125 nM) mit Trypsin (0,25 nM) Gber 48 h bei 37°C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wurde die enzymatische Aktivitdt mit dem Substrat Z-FR-AMC (10 uM) bestimmt (Abb.
5.3-7). Schon nach zwei Stunden ist eine 3-fache Zunahme der Aktivitat (570 + 50 U) zu
sehen, die nach 24 h ihr Maximum (1700 + 300 U) erreicht und nach 48 h abnimmt. Die
enzymatische Aktivitat des zur Kontrolle mitgefliihrten Trypsins (160 + 30 U) und der
rhTryptase y (1680 + 150 U) sind Uber die Zeit konstant.

Nach 24-stundiger Inkubation des Zymogens mit Trypsin entspricht die Aktivitatszunahme
weitgehend der Aktivitat der rhTryptase y in gleicher Konzentration, sodass von einer voll-
standigen Prozessierung und Aktivierung ausgegangen werden kann. Die Prozessierung des
Zymogens zur reifen Form bestatigen die korrekte Faltung des rekombinanten Proteins, das
vor weiteren proteolytischen Abbau geschitzt ist. Da eine Zweikettenform nicht sicher nach-
zuweisen ist, ist anzunehmen, dass das Propeptid wahrscheinlich durch Trypsin weiter ab-
gebaut wird; dies kdnnte durch die Reste R-18 und R-10 (bzw. R20 und R28) bedingt sein.
Durch diese Prozessierung wird das Propeptid von 18 auf 8 Aminosauren verkirzt und ist
somit mit einem Molekulargewicht von 0,67 kDa (Protparam, Expasy) im SDS-Gel nicht mehr

nachweisbar.

rhTryptase
20004 s Y
S 15001
T
=
g 10004
Zymogen + Trypsin
500+
- - - Trypsin
X p 4 . 4 —e
O L] L] ) ) )
0 2 4 24 48
Zeit [h]

Abb. 5.3-7: Prozessierung des Tryptase y-Zymogens mit Trypsin. Das Zymogen (125 nM) wurde mit Trypsin
(0,25 nM) (iber die Zeit bei 37°C inkubiert und die enzymatische Aktivitdt zu den gegebenen Zeitpunkten mit dem
Substrat Z-Phe-Arg-AMC (10 uM) gemessen. Trypsin und rhTryptase y wurden analog (iber die Zeit bei 37°C
inkubiert und die enzymatische Aktivitdt mit dem Substrat Z-FR-AMC gemessen. Trypsin (0,25 nM) und
rhTryptase y (125 nM) zeigen (iber die Zeit eine weitgehend konstante Aktivitat. Die Inkubation des Zymogens mit
Trypsin fiihrt zur (kompletten) Aktivierung innerhalb von 24 h. Mittelwerte + SD, n=4.
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5.3.4.1 Konformationsbestimmung mittels CD-Spektroskopie

Zur Analyse der Sekundarstrukturen und Faltung der rhTryptase y und des Zymogens im
Vergleich zur Tryptase B wurde eine Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie durchgefiihrt.
Die CD-Spektren der Proteine (6 uM) wurden im fernen UV-Licht von 200 - 240 nm bei
konstanter Temperatur von 37°C an einem Jasco-715 CD Spectrapolarimeter gemessen
(MPI fur Biochemie, Martinsried) (Abb. 5.3-8). Fur den Vergleich der Spektren verschiedener
Proteine wurde die gemessene molare Elliptizitat ([6]) durch die Anzahl der Aminosaurereste
dividiert und in die mittlere Restelliptizitdt konvertiert (MRE). Das CD-Spektrum der
rhTryptase y zeigt einen a&hnlichen Verlauf wie das der Tryptase B mit einem
charakteristischen dichroischen Minimum bei 230 nm. Die Denaturierung der rhTryptase y
(10 min, 95°C) flhrt zu einem CD-Spektrum, das gegen Null tendiert und damit deutlich
weniger Elliptizitdt aufweist, das den zu erwartenden Verlust der Sekundarstrukturen
verifiziert. Das Zymogen der Tryptase y zeigt ein CD-Spektrum mit geringer Elliptizitat, das

dem denaturierter rhTryptase y ahnelt.

Der Anteil der a-helikalen und B-Faltblatt-Strukturen (Tab. 5.3-2) der Proteine wurde durch
die Analyse des molaren zirkuldren Dichroismus (Ag) mittels K2D2- und K2D3-Software
berechnet [97, 98]. Dazu wurden die Werte des MRE durch den Umrechnungsfaktor 3298
dividiert. Die rhTryptase y hat mit etwa 7,5 % a-Helix und 31 % B-Faltblatt einen &hnlichen
Anteil dieser Sekundarstrukturen wie die Tryptase B (6,5 % bzw. 32 %). Die mittels Spektro-
skopie ermittelten Werte der Tryptase [ entsprechen weitgehend denen aus der
Kristallstruktur (1AOL) berechneten Werte (7 % und 29 %). Wie erwartet fuhrt die

10000

-10000+
L
-20000+

rhTryptase y
denat. rhTryptase y

MRE [8] [deg cm? dmol™]

Tryptase B

-30000 T T T T
200 210 220 230 240

Wellenlange [nm]

Abb. 5.3-8: Analyse der Sekundérstruktur der rhTryptase y mittels CD-Spektroskopie. Die CD-Spektren der
Proteine (6 uM) wurden an einem Jasco-715 CD Spectrapolarimeter gemessen. Die rhTryptase y wurde durch
Erhitzen (95°C, 10 min) denaturiert.

98



ERGEBNISSE

Denaturierung der rhTryptase y zum Verlust a-helikaler Strukturen und zur Zunahme von f3-
Faltblatt auf 1,7 % bzw. 45 %. Das Zymogen weist mit 2 % und 46 % einen ahnlichen Anteil

der Sekundarstrukturen wie das denaturierte Protein auf.

Der Vergleich mit verwandten Serinproteasen wie Trypsin und a-Chymotrypsin zeigt einen
ahnlichen Anteil der a-Helix- und B-Faltblatt-Strukturen mit < 10 % bzw. = 30 %. Die
Zymogene weisen dagegen einen hoheren Anteil von a-Helices und einen geringeren Anteil
an [B-Faltblattstrukturen auf. Damit bestatigen die CD-Spektren der rhTryptase y und
Tryptase 8 einen Trypsin-ahnlichen Aufbau bzw. Anteil der Sekundarstrukturen, wahrend das
Tryptase y-Zymogen wie auch andere Zymogene anscheinend weitgehend ungefaltet
vorliegt. Jedoch zeigt die Prozessierung des Tryptase y-Zymogens mit Trypsin, dass die

Konvertierung zu einer enzymatisch aktiven, reifen Form mdglich ist (s. 5.3.4).

Tab. 5.3-2: Analyse der CD-Spektren mittels K2D2- und K2D3-Software. Der Anteil der a-Helix- und -
Faltblatt-Strukturen in den Proteinen wurde mittels K2D2- und K2D3-Algorithmen basierend auf dem molaren
zirkuldren Dichroismus (Ag) ermittelt. Zum Vergleich sind die aus den Kristallstrukturen ermittelten
Sekundarstrukturen aus der Protein Data Bank www.rcsb.org angegeben.

K2D2 K2D3 PDB
(Author Sec. Struc.)
a-Helix B-Faltblatt| a-Helix B-Faltblatt PDB ID a-Helix  B-Faltblatt

[%] [%] [%] [%] [%] [%]
rhTryptase y 6,9 32,0 8,3 30,4
denat. rhTryptase y 1,8 47,4 1,6 42,3
Tryptase y-Zymogen 3,1 49,3 1,0 43,3
Tryptase B 6,9 32,0 6,2 32,8 1A0L 7 29
Trypsin 1TRN 3 32
Trypsinogen 1TGN 6 21
a-Chymotrypsin B 5CHA 10 40
a-Chymotrypsinogen 2CGA 17 14
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5.4 Rekombinante Expression einer enzymatisch inaktiven
Tryptase y-Variante

5.4.1 Herstellung des Expressionsplasmids

Serinproteasen sind durch die katalytische Triade His57-Ser195-Asp102 (Chymotrypsin-
Nummerierung) des aktiven Zentrums definiert, die ein tetraedrisches Intermediat zwischen
dem Serin und einer Carboxylgruppe des Substrats aufbaut. Um eine enzymatisch inaktive
Variante der Tryptase y fir funktionelle Analysen herzustellen, wurde das Serin 222 der
Tryptase y, das dem Ser195 in Chymotrypsin-Nomenklatur entspricht, mittels zielgerichteter
Mutagenese durch Alanin ersetzt. Analog der Herstellung der Cystein-Varianten (s. a.
4.2.1.1) wurden zunéchst Primer entworfen, die an zentraler Stelle die kodierende Sequenz
des Alanins (GCC) anstatt der des Serins (TCC) enthalten. Diese Primer wurden in einer
PCR mit dem Plasmid pPICZaA-rTyAC-C145A/C154A als Template eingesetzt. Die
methylierten Template-Plasmide wurden anschliefend durch das Restriktionsenzym Dpnl
abgebaut und die mutierten Amplikons zur Transformation von superkompetenten E. coli-
Zellen verwendet. Nach Kultivierung der transformierten E. coli-Zellen auf zeocinhaltigen
Agarplatten wurden einzelne Kolonien in LB-Zeocin-Medium angezogen, die Plasmide
isoliert und anschlieBend sequenziert. Die Sequenzierung (Abb. 5.4-1) zeigt den erfolg-
reichen Austausch T666G und damit den Aminosaureaustausch S222A bzw. S195A.

620 560 640 650 660 670 680 690 700
pPICZaA-rTyAC CCGACATGCTGTGTGCCCGGGGCCCCGGGGATGCCTGCCAGGACGACTCCGGGGGGCCTCTGGTCTGCCAGGTGAACGGTGCCTG
Translation bMm<LCARGPGDACQDUDSGG®P LV CQVNGAW
pPICZaA-rTyAC-S195A CCGACATGCTGTGTGCCCGGGGCCCCGGGGATGCCTGCCAGGACGACGCCGGGGGGCCTCTGGTCTGCCAGGTGAACGGTGCCTG
Translation bMm<LCARGPGDACQDDAGS G®PLV CQVNGAW

Abb. 5.4-1: Sequenzierung der Expressionsplasmide. Die Plasmide wurden sequenziert und Ausschnitte aus
der Nukleotidsequenz mit entsprechender Translation sind hier dargestellt. Die Punktmutation des T zu G und der
Austausch S222A bzw. S195A (Chymotrypsin Nomenklatur) nach Translation sind hervorgehoben.

5.4.2 Rekombinante Expression der S195A-rhTryptase y

Die S195A-Variante der rhTryptase y wurde analog der rhTryptase y in P. pastoris
exprimiert. Dazu wurde der P. pastoris-X33 Stamm mit dem Konstrukt pPICZaA-rTyAC-
S195A transformiert und acht so generierte Expressionsstdmme hinsichtlich der
Expressionsausbeute mittels Dot-Blot-Analyse untersucht (s.a. 5.2.1.2). Anschlielend
wurden vier dieser Stdmme und als Kontrolle der Stamm rTyAC-C145A/C154A-X33 im
Schuttelkolben kultiviert und die Expression Uber drei Tage durch tagliche Methanolzugabe
(1 %) induziert. Die Expressionsausbeuten wurden mittels Immunblot mit anti-Hise- und anti-
Tryptase y-Antikérpern (Abb. 5.4-2) sowie der Bestimmung der enzymatischen Aktivitat (Abb.
5.4-3) analysiert. Die Immunblots zeigen im Vergleich zur rhTryptase y ein nahezu
identisches Laufverhalten der rTyAC-S195A mit einer bzw. zwei Banden zwischen 30 und

40 kDa (s. a. Abb. 5.3-1, Abb. 5.3-3). Dagegen konnte — wie erwartet — im Fermentations-
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Uberstand der S195A-Stamme im Gegensatz zu dem der rhTryptase y keine enzymatische

Aktivitat nachgewiesen werden. Die Expressionsausbeuten wurden deshalb mittels

Immunblot geschatzt, im Vergleich zur rhTryptase y (0,1 mg/l) betrugen sie 0,1 - 0,5 mgl/l.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die rTyAC-S195A in P. pastoris mit
ahnlichen Ausbeuten wie die rhTryptase y exprimiert wird und dass sie wie das Zymogen

enzymatisch inaktiv ist. Auf eine praparative Expression im Bioreaktor wurde bisher
verzichtet.

N A LR NaA A D
O oo o oo GRRA TN S S
> OF o0F oY P
QPGP I
kDa kDa
Bhan® 40 e [— 40
— . - - -
anti-Hisg anti-Tryptase y

Abb. 5.4-2: Immunblot der S195A-Variante der rhTryptase y. Nach der rekombinanten Expression im
Schiittelkolben wurden Proben unter reduzierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE getrennt. Die Proteine

wurden im Immunblot mit anti-Hise- und anti-Tryptase y-Antikérpern detektiert. Die Banden der rTyAC-S195A
zeigen das gleiche Laufverhalten zwischen 30 und 40 kDa wie die rhTryptase y.
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Abb. 5.4-3: Messung der enzymatischen Aktivitit der S195A-Variante der rhTryptase y. Nach der
rekombinanten Expression (iber drei Tage wurde die enzymatische Aktivitdt in Proben (50 ul) der Hefeliberstdnde

mit dem Substrat Z-FR-AMC (10 uM) gemessen. Unter diesen Bedingungen ist im Gegensatz zur rhTryptase y in
den Ubersténden der S195A-Variante keine enzymatische Aktivitdt nachweisbar.

101



ERGEBNISSE

5.5 Funktionelle Charakterisierung der Tryptase y

5.5.1 Prozessierung des Zymogens

Die Prozessierung des Zymogens zur reifen Form ist ein wesentlicher Schritt in der
Regulation von Proteasen. Die Inkubation des Tryptase y-Zymogens mit Trypsin zeigt (s.
5.3.4), dass das rekombinante Zymogen prinzipiell aktivierbar ist. Da Trypsin als Protease
des Verdauungssystems nicht als physiologisch relevanter Aktivator in Betracht kommt,
wurde die Prozessierung des Zymogens auch durch physiologisch relevante Proteasen
analysiert. In Mastzellen wird Tryptase y mit Tryptase B co-exprimiert, beide Proteasen sind
in Granula lokalisiert. Tryptase B ist bei physiologischem pH 7,4 in Anwesenheit von Heparin
als Tetramer enzymatisch aktiv, jedoch bei pH 6,0, der in den Mastzell-Granula vorliegt, mit
kurzkettigem Heparin (= 10 Disaccharide/Molekll) auch als Monomer aktiv und durch
Aprotinin hemmbar [43]. Um die Aktivierung des Zymogens durch Tryptase B zu unter-
suchen, wurde das Tryptase y-Zymogen (3 yuM) mit Tryptase pB-Monomeren (3 nM) bei pH
6,0 mit kurzkettigen Heparin sowie mit Tryptase B-Tetrameren (30 nM) bei pH 7,4 mit lang-
kettigen Heparin Uber 6 h inkubiert. Als Kontrollen wurde das Zymogen mit Trypsin (6 nM)
inkubiert und alle Ansatze mit Aprotinin (10 uM) versetzt; die rhTryptase y (3 uM) wurde als
Referenz ebenfalls Uber die Zeit inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben 1:60
verdinnt und die enzymatische Aktivitat bei physiologischen pH 7,4 mit dem Substrat Z-FR-
AMC bestimmt (Abb. 5.5-1). Das Tryptase y-Zymogen zeigt in Anwesenheit von Tryptase B-
Monomer einen Anstieg der enzymatischen Aktivitdt innerhalb von zwei Stunden. Die

Aktivitdt des prozessierten Zymogens mit Tryptase B-Monomer (mTryptase B) ist wie mit
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Abb. 5.5-1: Prozessierung des Zymogens mit monomerer Tryptase 3. Das Zymogen (3 uM) wurde mit dem
Tryptase 3-Monomer (3 nM), Tryptase B-Tetramer (30 nM) bzw. Trypsin (6 nM) sowie in Abhéngigkeit von
Aprotinin (10 uM) tber 6 h bei 37°C inkubiert. Nach einer 1:60 Verdiinnung wurde die enzymatische Aktivitdt mit
dem Substrat Z-FR-AMC (10 uM) gemessen.
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Trypsin Uber 6 h stabil und erreicht ahnliche Werte wie die reife Form der Tryptase y. Die
Inkubation des Zymogens mit dem Tryptase B-Tetramer fihrt dagegen zu keiner Zunahme in
der enzymatischen Aktivitat. Auch nach Inhibition der Aktivatoren mit Aprotinin wird keine

Prozessierung des Zymogens beobachtet.

Zur Analyse der Prozessierung wurden zu den angegebenen Zeitpunkten Proben
entnommen und mittels SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht-reduzierenden
Bedingungen (-DTT) und Coomassie-Farbung untersucht (Abb. 5.5-2). Dabei wird deutlich,
dass die Bande der rhTryptase y mit einer Molekilmasse von 33 kDa und die Bande des
Zymogens allein mit einer Masse von 37 kDa uber die Zeit stabil sind. Durch die Inkubation
des Zymogens mit dem Tryptase B-Monomer wird dagegen schon nach kurzer Zeit (0 h) eine
zusatzliche Bande mit einer Molekularmasse von ca. 35 kDa sichtbar, deren Intensitat nach
zwei Stunden stark zunimmt, wahrend ab 4 h gleichzeitig der Verlust der Bande des
Zymogens zu beobachten ist. Die Analyse unter nicht-reduzierenden Bedingungen zeigt
einen ahnlichen Bandenverlauf wie unter reduzierenden Bedingungen und weist demnach

nicht auf eine Zweikettenform hin.

TBM rhTy Z Z+TRM
MO6 06 060 2 4 6 -DTT
kDa |~

46

32 -— -

25

Abb. 5.5-2: Analyse der Zymogenprozessierung durch Tryptase B-Monomer mittels SDS-PAGE. Nach
Inkubation des Zymogens (Z; 3 uM) mit Tryptase B-Monomer (T3 M; 3 nM) iber 6 h bei 37°C wurden Proben
entnommen und unter denaturierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE und Coomassie-Férbung analysiert. Die
Probe ,6 h* wurde auBerdem unter nicht-reduzierenden Bedingungen (-DTT) analysiert. Tryptase 3-Monomer
prozessiert das Zymogen zur reifen Form; eine Zweikettenform ist nicht zu beobachten. rhTy — rhTryptase y.

Um weitere potenzielle Aktivatoren zu identifizieren, wurde das Zymogen (500 nM) mit
Proteasen der Mastzell-Granula, des Lysosoms und des Serums (je 10 nM) Uber 24 h bei
37°C inkubiert und die enzymatische Aktivitat bei physiologischem pH 7,4 mit dem Substrat
Z-FR-AMC (10 uM) verfolgt (Abb. 5.5-3).Unter diesen Bedingungen wurde jedoch keine
Zunahme der enzymatischen Aktivitat bzw. Aktivierung des Tryptase y-Zymogens
beobachtet. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass monomere Tryptase B das Tryptase y-
Zymogen aktivieren kann und damit ein potenzieller physiologischer Aktivator in den

Mastzell-Granula ist.
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Abb. 5.5-3: Analyse der Prozessierung des Tryptase y-Zymogens. Das Zymogen (500 nM) wurde mit
verschiedenen Proteasen (je 10 nM) bis zu 24 h inkubiert. Zu gegebenen Zeitpunkten wurden die Proben 1:4
verdiinnt, die enzymatische Aktivitdt mit dem Substrat Z-FR-AMC (10 uM) gemessen und die Differenz zur
Aktivitdt des Aktivtators allein in Abhdngigkeit vom Zymogen bestimmt.

5.5.2 Prozessierung der C-terminalen Domane

Die im Rahmen der Expression der rhTryptase y, des Zymogens und der S195A-Variante
der Tryptase y hergestellten Immunblots zeigen je nach Detektionsverfahren mittels anti-
Hisg-Antikorper oder anti-Tryptase y-Antikorper ein unterschiedliches Muster: Wahrend mit
dem anti-Hisg-Antikdrper nur eine Bande mit einer Moleklulmasse von 35 bzw. 37 kDa
detektiert wird, weist der anti-Tryptase y-Antikorper eine zusatzliche Bande mit einer Moleku-
larmasse von etwa 33 kDa nach (s. Abb. 5.3-3). Die geringere Masse und der Verlust der

Hise-Immunreaktivitat lassen eine C-terminale Prozessierung wahrend der rekombinanten
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Expression vermuten. Um die Spaltungsstelle zu identifizieren, wurde das C-terminale
Degradierungsprodukt nach der rekombinanten Expression der rhTryptase y mittels Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie isoliert (s. a. 5.2.5.1). Elutionsfraktionen mit hoher Absorption bei
280 nm, aber ohne nachweisbarer enzymatischer Aktivitat wurden zusammen mit Auftrags-,
Durchlauf- und Waschfraktionen mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert
(Abb. 5.5-4A). In den Elutionsfraktionen ist vor allem eine Bande mit niedriger Molekular-
masse (<< 18 kDa) zu sehen. Die Bande wurde aus dem Gel isoliert und die N-terminale
Sequenz mittels Edman-Methode bestimmt (R. Mentele, MPI fir Biochemie, Martinsried). Die
ermittelte Sequenz HITA... zeigt, dass die Spaltung nach dem Aminosaurerest R267 (WIRR-
HITA) nahe des C-Terminus der rhTryptase y zu einem Fragment mit einer Grélke von 37
Aminosauren bzw. 4 kDa fuhrt (Abb. 5.5-4B). Diese Schnittstelle liegt zwischen der kata-
lytischen Doméane und der hydrophoben Sequenz, die im rekombinanten Protein durch den
c-myc/Hisg-Tag ersetzt wurde. Die Spaltung des wt-Proteins an dieser Position fuhrt damit
zur Freisetzung der katalytischen Domane von der Transmembrandomane, d. h. zu einem
Shedding-Ereignis. Da die Proform und die inaktive Variante der Tryptase y analog pro-
zessiert wurden, ist nicht von einer Autoprozessierung auszugehen, sondern von einer Furin-
ahnlichen Protease der Hefe P. pastoris, die an dibasischen Sequenzen wie WIRR-HITA
schneidet. Insgesamt zeigen diese Daten, dass durch die dibasische Sequenz zwischen der
katalytischen und hydrophoben Doméane ein Shedding-Ereignis der enzymatisch aktiven

Tryptase y durch Furin-ahnliche Protease maoglich ist.

Eluate
A
M A DL W1314151617
kDa
32 —
26 —
18 — »
__—— (—
B |
rTyAC-C145A/C154A 256 TRVPAYVNWIRRHITASGGSESGYPRGLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH----------------- 304
wt-Tryptase vy 256 TRVPAYVNWIRRHITASGGSESGYPREPLLAGFFLPGLFLLLVSCVLLAKCLLHPSADGTPFPAPD 321
Tryptase B 258 TRVTYYLDWIHHYVPKKP - - = = = - o o o oo o oo e o oo oo oo 275
Trypsin 230 TKVYNYVKWIKNTIAANS - - = = = - - = o oo o oo o oo 247

Abb. 5.5-4: C-terminale Prozessierung der rhTryptase y. A) Nach Ni-NTA-Affinitdtschromatographie wurden
Proben (10 ul) einzelner Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE getrennt. AnschlieBend wurden die Banden mit
einer molekularen Masse < 18 kDa auf Filterpapier (bertragen und mittels Edman-Methode N-terminal
sequenziert. B) Aminosduren-Sequenzvergleich der C-terminalen Doménen der rhTryptase y (rTyAC-
C145A/C154A), wt-Tryptase y, Tryptase 8 und Trypsin. Die potenzielle Spaltstelle zwischen R267 und H268 ist
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mit einem Pfeil markiert. Der c-myc-Hise-Tag ist hellgriin und die hydrophobe Doméne der wt-Tryptase y ist
hellblau hinterlegt.

5.5.3 Analyse der Quartarstruktur mittels Gelfiltration

Ein charakteristisches Merkmal der Tryptasen a und f ist die Ausbildung nicht kovalent
gebundener Tetramere, die aus vier identischen Monomeren bestehen. Zur Analyse der
quaternaren Struktur der rhTryptase y im Vergleich zu Tryptase B wurde die molekulare
Masse in Losung mittels Gelfiltration bestimmt. Dazu wurden die Proteasen (je 100 ug) auf
eine Superose 12 10/300 GL Gelfiltrationssaule am AKTAexplorer mit einer Flussrate von
0,5 ml/min aufgetragen; die Saule war zuvor mit verschiedenen Proteinen bekannter GroRe
(14 - 440 kDa) kalibriert worden. Als mobile Phase wurde ein Puffer mit hoher Salz-
konzentration (1 M NaCl, pH 6) verwendet, der das Tryptase B-Tetramer stabilisiert [107].
Die Bestimmung der Absorption Azso (Abb. 5.5-5) zeigt die Elution der Tryptase B bei einer
molekularen Masse von etwa 130 kDa, die der von vier Monomeren (je ca. 32 kDa)
entspricht. Dagegen wird die rhTryptase y bei einer Masse von ca. 40 kDa eluiert, d.h. der
Masse der glykosylierten katalytischen Doméane (~ 33 kDa). Die Bestimmung der
enzymatischen Aktivitdt der Tryptasen in den Elutionsfraktionen (Abb. 5.5-5) zeigt, dass
Aktivitat und Proteine parallel von der Saule eluieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass
rhTryptase y als Monomer vorliegt und enzymatisch aktiv ist, Tryptase B dagegen als

Tetramer.
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Abb. 5.5-5: Analyse der quaterndren Struktur der rhTryptasen y und B mittels Gelfiltration. Die Tryptasen
(100 ug) wurden auf die Superose 12 Gelfiltrationssdule in einem Puffer mit 1 M NaCl aufgetragen. Die hoch-
molekulare, tetramere Tryptase 3 eluiert bei einer Molekularmasse von ca. 130 kDa, rhTryptase y dagegen mit
einer molekularen Masse von ca. 40 kDa. Die Superose 12-Sdule war zuvor mit Ferritin (440 kDa), Catalase
(120 kDa), Ovalbumin (44 kDa) und Ribonuclease A (14 kDa) kalibriert worden. Nach der Chromatographie
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wurde die enzymatische Aktivitét in den Elutionsfraktionen (50 ul) mit den Substraten Z-FR-AMC (10 uM) und tos-
GPR-AMC (5 uM) gemessen.

5.5.4 Bestimmung der Affinitat zu Heparin

Die oligomere Struktur des enzymatisch aktiven Tryptase (-Tetramers ist unter
physiologischen Bedingungen von der Bindung des Proteoglykans Heparin abhangig. Um zu
Uberprifen inwieweit auch rhTryptase y Heparin binden kann, wurde die Affinitdt beider
Tryptasen zu Heparin mittels Affinitditschromatographie verglichen. Dazu wurden die
Tryptasen (je 80 pg) im Bindungspuffer (0,1 M NaCl, pH 6) auf eine TSKgel Heparin-5PW-
Saule (Tosoh) aufgetragen, die anschlieRend mit einem Salzgradienten (0,1 - 2 M NaCl)
eluiert wurde. Der Verlauf der Chromatographie wurde durch Bestimmung der Absorption bei
280 nm und der Leitfahigkeit verfolgt (Abb. 5.5-6). Die rhTryptase vy ist bereits in der Durch-
lauffraktion nachweisbar, bindet also nicht an das immobilisierte Heparin-Glykosamino-
glykan. Dagegen eluiert Tryptase B erst bei einer Salzkonzentration von etwa 1 M NaCl von
der Saule. Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass rhTryptase y im Vergleich zu
Tryptase B eine wesentlich geringere bzw. unter diesen Bedingungen nicht nachweisbare

Affinitat zu Heparin aufweist.
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Abb. 5.5-6: Heparinaffinitidt der rhTryptasen y und B. Die Tryptasen (je 80 ug) wurden in einem Puffer mit
geringer lonenstédrke auf eine TSKgel Heparin-5PW-S&ule aufgetragen und mit einem Salzgradienten eluiert.
Tryptase B wird bei 1 M NaCl von der Heparin-Sepharose eluiert und zeigt damit eine hohe Affinitdt zu Heparin.
rhTryptase y wird in der Durchlauffraktion mit geringer Salzkonzentration detektiert und weist damit keine
nachweisbare Affinitat zu Heparin auf.
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5.5.5 Analyse des pH-Optimums

Zur Bestimmung der pH-Optima der enzymatisch aktiven Tryptasen B und y wurde die
Aktivitat im pH-Bereich zwischen 3 und 12 bestimmt. Dazu wurden die Proteasen (0,2 und
20 nM Tryptase B bzw. y) mit 19 Puffern mit den Puffersystemen MES, PO,*, Glycin und Tris
versetzt; da Heparin fir die Stabilitat von Tryptase B notwendig ist, wurde rhTryptase vy in
Gegenwart und Abwesenheit von Heparin (0,1 pg/ml) inkubiert. Die enzymatische Aktivitat
wurde mit den fluorogenen Peptidsubstraten tos-GPR-AMC bzw. Z-FR-AMC (5 und 10 pM)
Uber 10 min bei 37°C gemessen. Tryptase B zeigt ein pH-Optimum zwischen pH 7 und 8
(Abb. 5.5-7). Die rhTryptase y ist dagegen bei einem breiteren pH-Bereich zwischen pH 5
und 8 enzymatisch aktiv und unabhangig von der Gegenwart von Heparin. Daraus ergibt
sich, dass beide Tryptasen im physiologischen pH-Bereich zwischen 7 und 8, d. h. im
Extrazellularraum enzymatisch aktiv sind. Die rhTryptase y ist zudem im leicht sauren pH
aktiv, der dem in Granula der Mastzelle entspricht. Im Gegensatz zur Tryptase B, die durch
Heparin stabilisiert wird, ist die enzymatische Aktivitat der rhTryptase y unabhangig und

unbeeinflusst von Heparin.
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Abb. 5.5-7: Analyse der pH-Optima der rhTryptasen y und B. Die enzymatische Aktivitdt der rhTryptasen y
und B (20 bzw. 0,2 nM) bzw. wurde mit fluorogenen Peptidsubstraten Z-FR-AMC bzw. tos-GPR.AMC (10 bzw.
5 uM)bei dem jeweiligen pH-Wert in Gegenwart und Abwesenheit von 0,1 ug/ml Heparin gemessen. Mittelwerte +
SEM, n=3.
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5.5.5.1 Einfluss von Salzen auf die enzymatische Aktivitat der rhTryptase y

Es wird angenommen, dass die enzymatische Aktivitat der Tryptase B in den Granula der
Mastzelle durch pH und Heparin sowie durch Histamin und Salze reguliert wird [108]. Um
den Einfluss dieser Faktoren auf die Tryptase y zu untersuchen, wurde ihr Effekt auf die
enzymatische Aktivitat analysiert. Dazu wurde die enzymatische Aktivitat der rhTryptasen y
und B (20 bzw. 0,2 nM) in Gegenwart steigender Konzentrationen der Salze NaCl, KCI,
CaCl, und MgCl, sowie von Histamin gemessen und die ICso-Werte errechnet (Abb. 5.5-8).
Die rhTryptase y wird von bivalenten Kationen wie Ca* und Mg2+ mit 1Cso-Werten von 30 mM
bzw. 60 mM etwa um den Faktor 10 starker gehemmt als durch monovalente Kationen wie
Na® und K" (ICsp = 300 - 500 mM) (Abb. 5.5-8A). Histamin inhibiert die rhTryptase y mit
ahnlichem ICs; von 50 mM, d. h. einer Konzentration, die der in Mastzell-Granula entspricht
[109]. Tryptase B wird von allen Salzen sowie Histamin mit etwa um den Faktor 10
niedrigeren ICso-Werten gehemmt (Abb. 5.5-8B). Diese Ergebnisse zeigen, dass Tryptase 3
durch Salze im Bereich physiologischer Konzentrationen beeinflusst wird, wahrend fir die

Regulation der Tryptase y nur Histamin relevant erscheint.
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Abb. 5.5-8: Inhibitorische Wirkung von Salzen auf die enzymatische Aktivitédt der rhTryptasen y und B. Die

enzymatische Aktivitdt der rhTryptase y (A, 20nM) und B (B: 0,2nM) wurde in Gegenwart steigender
Konzentrationen mono- und bivalenter Salze sowie Histamin gemessen.
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5.5.5.2 Inhibitorische Wirkung des bivalenten Kations Zn**

Die enzymatische Aktivitdt der membrangebundenen Serinprotease Prostasin, die ca. 50 %
Sequenzidentitat zu Tryptase y besitzt, wird durch das Kation Zn?* reguliert [110]. Um den
Einfluss von Zn** auf die Tryptasen zu untersuchen, wurde ihre enzymatische Aktivitat in
Abhangigkeit von Zink (0 - 100 pM) und dem pH-Wert (6 und 7,4) bestimmt. Wahrend das
bivalente Kation rhTryptase y sowohl im neutralen pH als auch im sauren pH mit ICs,-Werten
von 2,4 uM bzw. 5,0 yM hemmt (Abb. 5.5-9), ist die Wirkung gegenulber Tryptase B im
neutralen pH etwa 50-fach schwacher (ICso = 101 yM); im sauren pH-Bereich ist die Tryptase
B enzymatisch weitgehend inaktiv. Damit liegt der ICso-Wert gegeniber rhTryptase y im
Bereich der Zn?**-Konzentration von 10 - 18 uM im Blut [111, 112] und kann damit physio-

logisch relevant sein.
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Abb. 5.5-9: Einfluss von Zn*" auf die enzymatische Aktivitat der rhTryptasen y und B. Die enzymatische
Aktivitdt der rhTryptase y (20 nM; A) und Tryptase B (0,2 nM; B) wurde in Abhdngigkeit steigender Zn*-
Konzentrationen (0 - 100 uM) bei pH 7,6 und 6,0 gemessen.

5.5.6  Substratspezifitat

Aufgrund von Sequenzvergleichen der Tryptase y mit den anderen Tryptasen und Trypsin,
der katalytischen Triade (His78, Asp125, Ser222, Tryptase y-Nummerierung) sowie des
Asp216 (Tryptase y-Nummerierung bzw. Asp189 Chymotrypsin-Nummerierung) [25] wird
Tryptase y zu den Trypsin-dhnlichen Serinproteasen gerechnet. Diese Proteasen
katalysieren die Hydrolyse von Peptidbindungen C-terminal von basischen Aminosauren wie
Arginin und Lysin, die aufgrund des Asp189 (Chymotrypsin-Nummerierung) gut in die S1-
Bindungstasche binden. Die Interaktion der Aminosauren aminoterminal der Schnittstelle im
Substrat mit den S2-S4-Bindungstaschen modifiziert die Affinitdt zwischen Substrat und
Protease und definiert die erweiterte Substratspezifitdt der Protease. Zur Bestimmung der
Trypsin-dhnlichen proteolytischen Aktivitdt der rhTryptase y wurde zunachst die Spaltung
fluorogener Peptidsubstrate mit verschiedenen Aminosaureresten an P1 untersucht und

anschlieRend die erweiterte Substratspezifitdt mit Position Scanning Libraries analysiert.
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5.5.6.1 Untersuchung der Substratspezifitat in der S1-Bindungstasche

Um die S1-Spezifitdt der rhTryptase y im Vergleich zur Tryptase B zu untersuchen, wurde die
Spaltung von fluorogenen Peptidsubstraten mit verschiedenen Aminosaureresten an P1
verglichen. Dazu wurde die enzymatische Aktivitdt der rhTryptase y (20 nM) und der
Tryptase B (0,2 nM) mit den Substraten (5 uM) Uber 10 min bei 37°C bestimmt und die
relativen Aktivitdten miteinander verglichen (Abb. 5.5-10). Die rhTryptase y spaltet wie auch
Tryptase B Substrate mit basischen Resten an P1 und zeigt keine Aktivitdt gegeniber
Substraten des Chymotrypsins (P1 = F, Y), der Elastase (P1 = V) oder des Cathepsin C (H-
GF). Die rhTryptase y spaltet primar Substrate mit Arginin, nicht aber Lysin, an P1.
Insbesondere die Substrate Z-FR-AMC und Boc-QAR-AMC werden mit hoher Aktivitat
gespalten. Dagegen akzeptiert Tryptase B Substrate mit Arginin als auch Lysin an P1 und
zeigt die hochste enzymatische Aktivitat mit den Substraten Boc-QAR-AMC und Z-AAK-
AMC. Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass rhTryptase y als tryptische Serin-
protease enzymatisch aktiv ist, die an P1 Arginin Uber Lysin deutlich bevorzugt, wahrend
Tryptase B beide Aminosauren akzeptiert. Darlber hinaus konnten unter diesen Substraten
Kandidaten identifiziert werden, die von beiden Tryptasen gespalten werden (Boc-QAR-
AMC) bzw. mit denen zwischen den Tryptasen differenziert werden kann (Z-FR-AMC und Z-
AAK-AMC fur rhTryptase y bzw. Tryptase ). Der Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten
bezogen auf die Proteasekonzentration zeigt jedoch, dass rhTryptase y gegenuber dem
Substrat Boc-QAR-AMC um den Faktor 50 weniger aktiv ist als Tryptase B (0,8 bzw. 40 nM
AMC/min/nM Protease).
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Abb. 5.5-10: Analyse der Spezifitit an Position P1 der rhTryptasen y und B. Die enzymatische Aktivitét der
rhTryptase y (20 nM) und der Tryptase B (0,2 nM) wurde mit den Substraten (je 5 uM) tber 10 min bei 37°C
bestimmt und auf die héchste Aktivitét der jeweiligen Tryptase normiert. SG Schutzgruppe.
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5.5.6.2 Analyse der Substratspezifitat mittels Position Scanning Libraries

Um die erweiterte Substratspezifitat der rhTryptase y im Vergleich zur Tryptase B zu
definieren, wurden Position Scanning Libraries (M. Drag, Universitat Wroclaw) verwendet.
Diese Bibliotheken wurden fir die Analyse Trypsin-dhnlicher Serinproteasen synthetisiert
und tragen deshalb an Position P1 einen Argininrest. Zur Analyse der P2-Position (,P2-
Bibliothek®) ist der Aminosadurerest an Position P2 definiert, an den anderen Positionen P3
und P4 liegen dagegen aquimolare Mischungen der 18 naturlich vorkommenden Amino-
sauren vor (Abb. 5.5-11); Cystein wurde aufgrund der hohen Oxidationsfahigkeit nicht ver-
wendet und Methionin durch Norleucin ersetzt. Die P3- und P4-Bibliotheken sind analog auf-

gebaut. Als Fluorophor, dass durch die Prozessierung freigesetzt wird, dient ACC (7-amino-

Mix Mix ° Arg ACC

4-carbamoylmethylcoumarin).

P4 P3 P2 P1 P1
Mix ° Mix Arg ACC
P4 P3 P2 P1 P1
@ Mix Mix Arg ACC
P4 P3 P2 P1 P1

Abb. 5.5-11: Schematische Darstellung der Substratbibliotheken. An Position P1 und an P71’ ist ein
Argininrest bzw. das ACC-Molekiil konstant gehalten. Zur Analyse der Spezifitdt an Position PX sind die Reste an
dieser Stelle definiert (rot markiert), die anderen beiden Reste bestehen aus einem dquimolaren Gemisch der 18
nattirlichen Aminoséuren. AA Aminoséure.

Far die Bestimmung der Spezifitdt wurde die enzymatische Aktivitat der rhTryptase y (1 nM)
und der Tryptase B (0,5 nM) mit den jeweiligen Substratbibliotheken (je 5 uM) bei physio-
logischem pH Uber 30 min bei 37°C gemessen und auf die hdchste Aktivitdt normalisiert
(Abb. 5.5-12). Die rhTryptase y akzeptiert an Position P2 nahezu ausschlieRlich grol3e aro-
matische Aminosaurereste wie Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin. Dagegen favorisiert
Tryptase B hier v. a. Substrate mit kleinen polaren Gruppen wie etwa Asparagin, Histidin,
Serin und Threonin. Beide Tryptasen bevorzugen an P3 Substrate mit basischen Resten wie
Arginin und Lysin; rhTryptase y akzeptiert an dieser Position aulerdem polare Reste wie
Serin und Threonin deutlich besser als Tryptase B. Substrate mit den Resten Aspartat und
Prolin an P3 werden von keiner Tryptase gespalten. Beide Tryptasen bevorzugen Substrate
mit Prolin an Position P4. Wahrend Tryptase B noch eine Reihe anderer Aminosaurereste an
P4 akzeptiert, toleriert rhTryptase y nur wenige Reste u. a. Isoleucin und Valin. Insgesamt
unterscheidet sich die Substratspezifitat der Tryptasen maRgeblich an Position P2, sodass
sich die Praferenzen der Tryptasen an dieser Position ergédnzen und die Tryptasen syner-
gistisch Substrate mit jedem Aminosaurerest bis auf Arginin an P2 spalten kénnen. Dagegen
zeigen die beiden Tryptasen weniger Unterschiede in der Substratspezifitait an den
Positionen P3 und P4.
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Abb. 5.5-12: Bestimmung der erweiterten Substratspezifitit der rhTryptasen y und B. Die enzymatische
Aktivitdt der rhTryptase y (1 nM) und B (0,5 nM) wurde mit den Peptidsubstraten (5 uM) natiirlich vorkommender
Aminoséuren an P2, P3 und P4 gemessen. Mittelwerte £+ SEM, n = 3.
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5.5.7 Prozessierung (patho)physiologisch relevanter Substrate

Die (patho)physiologischen Effekte der Tryptase B werden u. a. auf die Spaltung von Peptid-
substraten und makromolekularen Substraten zurickgefihrt. Dazu gehéren Neuropeptide
wie das VIP (Vasoactive intestinal peptide), das CGRP (Calcitonin gene-related peptide)
sowie das PHM (Peptide Histidin-Methionin), Plasmaproteine wie Fibrinogen und Kininogen
sowie Zymogene anderer Proteasen wie pro-uPA. Um die potenzielle Rolle der Tryptase y in
diesen Prozessen zu analysieren, wurde die Prozessierung einiger dieser physiologisch

relevanten Substrate durch beide Tryptasen verglichen.

5.5.7.1 Prozessierung von Peptidsubstraten

Um die Spaltung der Neuropeptide VIP, CGRP und PHM durch die Tryptasen zu
vergleichen, wurden die Peptide (40 - 50 yM) mit rhTryptase y (50 nM) bzw. Tryptase B
(1 nM) bis zu 3 h bei 37°C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die Reaktions-
ansatze mit Trifluoressigsaure (TFA; 0,1 % Endkonz., pH 3,5) abgestoppt. Die Bildung von
Spaltprodukten wurde mittels der Reversed Phase HPLC-Chromatographie (LiChrospher
WP 300 RP-18, Merck) analysiert. Dazu wurden Proben (100 ul) der Anséatze auf die HPLC-
Saule aufgetragen, die Peptide mit einem acetonitrilhaltigen Elutionspuffer (Acetonitril
LiChrosolv, 0,06 % TFA) in einem Gradienten eluiert und bei einer Absorptionswellenldnge

von 206 nm detektiert.

113



ERGEBNISSE

Das Peptid CGRP wird nach Inkubation mit Tryptase B (Abb. 5.5-13B) innerhalb von 30 min
nahezu vollstandig in die Fragmente A, B, C und D gespalten (Abb. 5.5-13A) [113]. Die
folgende Inkubation bis zu drei Stunden flihrt zur weiteren Prozessierung der Intermediar-
produkte und zum kompletten Abbau des CGRP. Durch Inkubation des CGRP mit
rhTryptase y (Abb. 5.5-13B) werden dagegen nur zwei Fragmente gebildet, die mit den
initialen Spaltprodukten A und D der Tryptase B co-eluieren. Die Menge dieser Fragmente
nimmt Gber die Zeit zu, eine weitere Degradierung ist trotz des zusatzlichen Argininrestes in
der Peptidsequenz jedoch nicht zu beobachten. Dies zeigt, dass rhTryptase y in der Lage ist,
CGRP an der Schnittstelle SR-SGG (roter Pfeil in Abb. 5.5-13A) zu spalten, jedoch verlauft
die Prozessierung unter Bertiicksichtigung der Proteasekonzentration (50 nM vs. 1 nM) und

der Inkubationszeit um den Faktor > 300-fach langsamer als mit Tryptase B.

Die Inkubation des Peptids PHM mit Tryptase 8 (Abb. 5.5-14B) flhrt Uber die Zeit zur Bildung
der zwei Fragmente A und B aufgrund der Spaltungsstelle SAK-KYL (gruner Pfeil in Abb.
5.5-14A). Dagegen ist nach Inkubation mit rhTryptase y lediglich ein minimales Degra-
dierungsprodukt nach drei Stunden nachweisbar (schwarzer Pfeil), das mit Fragment B co-
eluiert. Auch das Peptid VIP wird durch die Tryptase B (Abb. 5.5-14D) innerhalb von drei
Stunden vollstdndig gespalten; durch rhTryptase y ist dagegen keine Prozessierung

nachweisbar.
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Abb. 5.5-13: Prozessierung des Calcitonin gene-related peptide durch Tryptasen. A) Aminosduresequenz
des CGRP mit Schnittstellen der Tryptase B (griin; [113]) und rhTryptase y (rot). B) Nachweis der Spaltprodukte
nach Inkubation des CGRP (50 uM) mit Tryptase B (1 nM) und rhTryptase y (50 nM) mittels HPLC.

114



ERGEBNISSE

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass rhTryptase y prinzipiell zur Spaltung
physiologisch relevanter Peptidsubstrate fahig ist. Die Spaltung verlauft jedoch wesentlich

langsamer und einige der Peptidsubstrate der Tryptase 3 werden durch rhTryptase y nicht

prozessiert.
Peptide histidine methionine (PHM)
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Abb. 5.5-14: Prozessierung von Neuropeptiden durch die rhTryptasen y und B. A) Peptidsequenz des PHM
mit Schnittstellen der Tryptase B und rhTryptase y (griiner bzw. roter Pfeil). B) Nach Inkubation des PHMs
(50 uM) mit Tryptase B (1 nM) und rhTryptase y (50 nM) wurden die Spaltprodukte mittels HPLC untersucht. C)
Aminoséuresequenz des VIP mit den Spaltstellen der Tryptase B (griine Pfeile). D) Nach dreistiindiger Inkubation
des VIPs (40 uM) mit Tryptase B (1 nM) und rhTryptase y (560 nM) wurden die Spaltprodukte mittels HPLC
getrennt und liber die Absorption bei 206 nm detektiert.
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5.5.7.2 Prozessierung (patho)physiologisch relevanter Proteinsubstrate

5.56.7.2.1 Spaltung von Modellproteinen durch rhTryptase y

Um nachzuweisen, ob rhTryptase y neben Peptidsubstraten auch Proteinsubstrate spalten
kann, wurde die Prozessierung von Modellproteinen wie Prothrombin, Fibrinogen, (sc-HMW-)
Kininogen und Casein untersucht. Dazu wurden die Proteine (je 4 pg) vier Stunden mit
rhTryptase y (0,4 pg) bei 37°C und physiologischem pH inkubiert und anschlielend die
Bildung von Spaltprodukten mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert (Abb.
5.5-15). Die Inkubation des Caseins (ca. 35 kDa) mit rhTryptase y fuhrt zur kompletten
Spaltung innerhalb von vier Stunden und zu einer Reihe von Fragmenten mit geringerer
Molekularmasse. Das Kininogen (ca. 120 kDa) wird durch rhTryptase y dagegen zu zwei
Spaltprodukten mit einer Molekilmasse zwischen 60 und 84 kDa prozessiert. Auch
Fibrinogen wird durch rhTryptase y prozessiert (s. a. Abb. 5.5-16), wahrend eine Spaltung
des Prothrombins uber diesen Zeitraum nicht nachweisbar ist. Diese Untersuchung zeigt,

dass rhTryptase y in der Lage ist, physiologisch relevante Proteinsubstrate zu prozessieren.
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Abb. 5.5-15: Prozessierung von Proteinsubstraten durch rhTryptase y. Nach vierstiindiger Inkubation der
Proteine (4 ug) mit rhTryptase y (0,4 ug) bei 37°C wurde die Bildung von Spaltprodukten mittels SDS-PAGE und
Coomassie-Férbung analysiert. Es sind Spaltprodukte mit Fibrinogen, Kininogen und Casein zu beobachten.

5.5.7.2.2 Prozessierung von Fibrinogen und Kininogen

Um die Prozessierung von Fibrinogen und Kininogen durch rhTryptase y und Tryptase (3 zu
vergleichen, wurden die Proteine (40 pg) mit den Tryptasen (0,8 ug) bzw. mit Puffer als
Kontrolle Uber 24 h bei 37°C inkubiert und die Ansatze mittels SDS-PAGE und Coomassie-
Farbung analysiert (Abb. 5.5-16). Isoliertes Fibrinogen — ein aus Blutplasma gewonnenes
Protein — ist unter diesen Bedingungen nicht vollig stabil, wie die Abnahme der Banden-
intensitat Uber die Zeit zeigt. Tryptase B spaltet innerhalb von 15 min das a-Doublet (66 kDa)

in ein a-Fragment (2 grine Sterne) und baut innerhalb von 24 h die a- sowie die B-Kette
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(52 kDa) vollstandig ab. Die Inkubation mit rhTryptase y flhrt erst iber 24 Stunden zum
Abbau des a-Doublets und zur Prozessierung der B-Kette zu einem B-Fragment (roter Stern).

Die y-Kette (46 kDa) bleibt auch in Gegenwart der Tryptasen Uber die Zeit weitgehend stabil.

Die Inkubation des sc-HMW-Kininogens mit Tryptase f fiihrt schon nach 30 min zum Verlust
der Hauptbande (ca. 120 kDa) und zu zwei neuen Banden bei ca. 83 kDa und 40 kDa (Abb.
5.5-17). Nach 24 h ist eine weitere Prozessierung beider Spaltprodukte zu sehen. Dagegen
fuhrt die Inkubation des Kininogens mit rhTryptase y wesentlich langsamer zur Abnahme der
Bandenintensitat der hochmolekularen Kette (120 kDa); zwei Spaltprodukte (ca. 50 kDa) sind
allerdings bereits nach 30 min nachweisbar. Innerhalb von 24 Stunden entstehen weitere
Fragmente mit molekularen Massen < 47 kDa. Die Ergebnisse zeigen, dass die Inkubation
des Fibrinogens und des sc-HMW-Kininogens mit den beiden Tryptasen zu unter-
schiedlichen Spaltprodukten fuhrt. Jedoch verlauft bei beiden Proteinen die Prozessierung

durch rhTryptase y langsamer.

rhTy Fib Fib + rhTy
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kDa
a) — 83
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Abb. 5.5-16: Prozessierung des Fibrinogens durch Tryptasen. Nach Inkubation des Fibrinogens (400 ng/ul)
mit den Tryptasen (8 ng/ul) bei 37°C wurden Proben (10 ul) zu den angegebenen Zeitpunkten entnommen und
mittels SDS-PAGE und Coomassie-Férbung analysiert. Beide Tryptasen prozessieren das Fibrinogen, jedoch mit
unterschiedlichem Spaltungsmuster.
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Abb. 5.5-17: Prozessierung des sc-HMW-Kininogens mit rhTryptase y und B. Nach Inkubation des sc-HMW-
Kininogens (400 ng/ul) mit den Tryptasen (8 ng/ul) tber 24 h bei 37°C wurden zu den jeweiligen Zeitpunkten
Proben (10 ul) entnommen und mittels SDS-PAGE und Coomassie-Férbung analysiert. Der Abbau des hoch-
molekularen Proteins ist durch beide Tryptasen mit unterschiedlichen Degradierungsprodukten zu beobachten.

5.56.7.2.3 Aktivierung des pro-u-Plasminogen Aktivators (pro-uPA)

Um die Prozessierung von Zymogenen wie des pro-uPAs durch die rhTryptase y zu
untersuchen, wurde pro-uPA (1 pM) mit Plasmin (0,1 nM) und mit rhTryptase y (100 nM) bis
zu 30 min bei 37°C inkubiert. Wahrenddessen wurde die enzymatische Aktivitdt des uPAs
mit dem Substrat Boc-LGR-AMC (20 uM) gemessen (Abb. 5.5-18). Die Inkubation des pro-
uPAs mit rhTryptase y (Abb. 5.5-18) fuhrt zu einem leichten Anstieg der enzymatischen
Aktivitat, die sich von der des unbehandelten Zymogens und der rhTryptase y allein deutlich
unterscheidet. Die Behandlung des pro-uPAs mit Plasmin (Abb. 5.5-18) fihrt dagegen zu

einem deutlichen Anstieg der enzymatischen Aktivitat Uber die Zeit.

Um die Prozessierung des Zymogens mittels SDS-PAGE zu untersuchen, wurde pro-uPA
(10 pg) mit den aktiven Proteasen Plasmin, Thrombin, Tryptase B und rhTryptase y (je
0,4 ug) 30 min bei 37°C inkubiert. Anschliellend wurde die Bildung von Spaltprodukten
mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert (Abb. 5.5-19). Pro-uPA alleine ist
Uber die Zeit stabil. Die Zugabe von Plasmin und Thrombin flihrt innerhalb von kurzer Zeit
(0 min) zur kompletten Prozessierung des Zymogens (ca. 45 kDa) zur reifen Form mit einer
Molekllmasse von ca. 31 kDa (Pfeil). Durch Inkubation mit den Tryptasen wird ebenfalls die
Bande der reifen Form sichtbar, jedoch mit geringerer Intensitat. Demnach sind beide
Tryptasen in der Lage das Zymogen pro-uPA zur reifen Form zu prozessieren, jedoch

verlauft die Reaktion langsamer als mit Plasmin und Thrombin.
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Abb. 5.5-18: Prozessierung des pro-uPAs mit Plasmin und rhTryptase y. Die Inkubation des pro-uPAs (1 uM)
mit Plasmin (0,1 nM) und rhTryptase y (100 nM) fiihrt {iber die Zeit zu steigender enzymatischer Aktivitdt mit dem
Substrat Boc-LGR-AMC (20 uM).
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Abb. 5.5-19: Analyse der pro-uPA-Prozessierung mittels SDS-PAGE. Nach Inkubation des pro-uPAs (10 ug)
mit den reifen Proteasen Plasmin, Tryptase B, rhTryptase y und Thrombin (je 0,4 ug) tber 30 min bei 37°C
wurden zu den jeweiligen Zeitpunkten Proben (10 ul) entnommen und mittels SDS-PAGE und Coomassie-
Farbung analysiert.
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5.5.8 Hemmkinetische Charakterisierung

5.5.8.1 Klassifizierung des proteolytischen Mechanismus der rhTryptase y

Basierend auf multiplen Sequenzvergleichen wird die Tryptase y der Chymotrypsin-Familie
der Serinproteasen (Merops Clan PA, Familie S1) zugeordnet (s. a. Abb. 6.2-1). Zur funktio-
nellen Verifizierung des katalytischen Mechanismus wurde der Einfluss von sog. klassen-
spezifischen Inhibitoren auf die enzymatische Aktivitat analysiert. Dazu wurden die
Tryptasen y und B (20 bzw. 0,2 nM) mit den Inhibitoren inkubiert, die enzymatische Rest-
aktivitat bestimmt und die prozentuale Inhibition berechnet (Tab. 5.5-1). Beide Tryptasen
werden von den Serinproteaseinhibitoren Pefabloc SC und PMSF gehemmt, die kovalent an
den Serinrest der katalytischen Triade (H57, D102, S195) binden; die Inhibition der
rhTryptase y mit PMSF ist nach einer Stunde nicht vollstandig, steigt jedoch Uber die Zeit an.
Im Gegensatz dazu haben der Cysteinproteaseinhibitor E64 sowie die Metalloprotease-
inhibitoren 1,10-Phenanthrolin, EDTA und EGTA keinen signifikanten Einfluss auf die
Aktivitat der Tryptasen. Diese Wirkung der verschiedenen Inhibitoren bestatigt, dass

rhTryptase y den katalytischen Mechanismus einer Serinprotease aufweist.

Tab. 5.5-1: Hemmung der enzymatischen Aktivitidt der Tryptasen durch Inhibitoren. Nach einstiindiger
Inkubation der Tryptasen mit den jeweiligen Inhibitoren bei 37°C wurde die enzymatische Restaktivitdt der
rhTryptasen y (20 nM) und B (0,2nM) mit dem Substrat Z-FR-AMC (10 uM) bzw. tos-GPR-AMC (5 uM)
gemessen. Beide Tryptasen werden durch Serinproteaseinhibitoren gehemmt, nicht aber durch Hemmstoffe von
Proteasen anderer mechanistischer Klassen. Mittelwerte + SEM, n=3.

Inhibitor Konzentration [mM] Klasse Inhibition [%]
rhTryptase y Tryptase 3
PMSF 10 Serin 50+5 1005
Pefabloc SC 10 Serin 100+ 5 1005
E64 0,01 Cystein 0 3+1
1,10-Phenanthrolin 0,1 Metallo 0 0,5+0,1
EDTA 10 Metallo 0 142
EGTA 10 Metallo 0 14+2

5.5.8.2 Interaktion von Inhibitoren mit rhTryptase y

Zur ldentifizierung von Inhibitoren, die rhTryptase y hemmen, wurden natlrlich vorkom-
mende und synthetische Inhibitoren tryptischer Proteasen (n=109) sowie Tryptase f-
Inhibitoren, die in Kooperation mit der Fa. Altana (Konstanz; n=790) und mit N. Schaschke
(Aalen; n=55) entwickelt wurden, untersucht. Dazu wurde die rhTryptase y (20 nM) mit den
Inhibitoren (100 uM) eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschlielend die enzymatische
Aktivitat bestimmt. Nach Inkubation mit den Tryptase B-Inhibitoren konnte keine signifikante
Hemmung (< 10 %) der rhTryptase y gemessen werden. Dagegen wurden acht der 109
reversiblen Inhibitoren tryptischer Proteasen identifiziert, die rhTryptase y signifikant
hemmen. Zur Charakterisierung wurden die Dissoziationskonstanten dieser Inhibitoren im
Vergleich zur Tryptase B bestimmt. Dazu wurden die Tryptasen mit steigenden Konzen-

trationen der Inhibitoren inkubiert und anschlieRend die Restaktivitat gemessen. Mit Hilfe der
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Abb. 5.5-20: Interaktion von Tryptasen mit Inhibitoren. Nach einstiindiger Inkubation der rhTryptase y (20 nM)
und Tryptase B (0,2 nM) mit steigenden Konzentrationen von Benzamidin, SBTI und Byk296172 wurde die
enzymatische Aktivitdt gemessen und die relative Aktivitdt berechnet. Mittelwerte + SD, n=3.

Morrison-Gleichung wurden die sigmoidalen Kurven angepasst und die jeweilige Disso-
ziationskonstante K; fir den Enzym-Inhibitor-Komplex berechnet (Abb. 5.5-20, Tab. 5.5-2).
Die rhTryptase y wird im Gegensatz zu Tryptase  von makromolekularen Inhibitoren mit
einer molekularen Masse = 15 kDa wie SBTI und Ecotin, sowie deutlich schwéacher auch von
LBTI gehemmt. Dieses Ergebnis entspricht der Vorstellung, dass Tryptase y als Monomer
und Tryptase B als Tetramer enzymatisch aktiv ist. Wenige niedermolekulare Inhibitoren und
Miniproteine, wie Antipain, APC-366 sowie Arg15-Aprotinin hemmen beide Tryptasen mit
ahnlichen Affinitdten. In dieser Gruppe fallt APC-366 auf, das als Tryptase B-spezifischer
Inhibitor publiziert und u. a. zur Charakterisierung der biologischen Funktion der Tryptase 8
verwendet wurde [114, 115]. Interessanterweise hemmen kleine, unspezifische Inhibitoren
tryptischer Proteasen wie Benzamidin, Gabexat mesylat sowie Nafamostat mesylat die
rhTryptase y um den Faktor 100 - 100.000 schlechter als Tryptase B. Die Inhibitoren rLDTI
und Byk296172, in unserer Arbeitsgruppe identifizierte und entwickelte Tryptase J-
Inhibitoren, hemmen rhTryptase y auch in hohen Konzentrationen (= 10 uM) nicht und sind
damit weiterhin als Tryptase B-spezifisch anzusehen. Auffallig ist, dass keine der Tryptasen

von Aprotinin, einem unspezifischen Inhibitor tryptischer Proteasen, gehemmt wird.

Tab. 5.5-2: Dissoziationskonstanten der Inhibitoren gegeniiber den Tryptasen. Nach einstiindiger Inkubation
der rhTryptase y (20 nM) und Tryptase B (0,2 nM) mit den Inhibitoren wurde ihre enzymatische Restaktivitét
gemessen und die Dissoziationskonstanten bestimmt. Mittelwerte + SEM, n=3. n=2; ** keine Inhibition bei ange-
gebener Konzentration.

Inhibitor Dissoziationskonstante K; [uM]

rhTryptase y Tryptase 8
SBTI 0,02 + 0,001 >>200"
Ecotin 0,02 + 0,002 >>10"
LBTI 53 + 5 >> 200"
Arg15-Aprotinin’ 6 + 0,8 13 + 4
APC-366 81 + 7 22 + 7
Antipain 36 t 3 0,9 + 0,3
Benzamidin 11000 * 100 29 * 0,7
Gabexat mesylat 28 t 9 0,05 t 0,02
Nafamostat mesylat 1,4 t 0,3 0,00002 t 0,000005
Byk296172 >> 100** 0,001 + 0,0001
rLDTI >> 10** 0,0002 + 0,00002
Aprotinin >>5000** >> 5000**
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5.5.8.3 Interaktion der rhTryptase y mit Serpinen

Aufgrund der tetrameren Struktur und der in Richtung der zentralen Pore ausgerichteten
aktiven Zentren wird Tryptase B im Gegensatz zu nahezu allen anderen Serinproteasen nicht
durch im Blut zirkulierende Inhibitoren wie die Serpine a1PI, ATIll sowie ax-Macroglobulin
gehemmt. Zur Untersuchung der Inhibition der rhTryptase y durch Serpine wurde rhTryptase
y (0,2 uM) mit steigenden Konzentrationen des a1Pl sowie ATIII (je 0 - 250 uyM) Uber 24 h
bei 37°C inkubiert; als Kontrolle diente Trypsin (0,02 yM) mit a1PIl (0 - 0,2 yM). Um die
Bindung des Inhibitors — reversibel oder irreversibel — an rhTryptase y zu analysieren, wurde
die enzymatische Restaktivitdt mit den Substraten Z-FR-AMC bzw. bz-R-AMC (10 bzw.
20 pyM) direkt bzw. nach 1:10 Verdinnung bestimmt (Abb. 5.5-21). Die Restaktivitat der
rhTryptase y wird durch steigende Konzentrationen des a1Pl nahezu vollstandig gehemmt;
diese Hemmung ist Uber 24 h stabil. Nach 1:10 Verdinnung der Ansatze ist eine geringere
prozentuale Hemmung zu beobachten, die ebenfalls Uber die Zeit konstant ist. Dies be-
deutet, dass die Verdinnung zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen den
Reaktanten fuhrt, die Hemmung der rhTryptase y durch a1Pl also reversibel ist. Dagegen
wird Trypsin in einem stochiometrischen Verhaltnis von a1PI vollstandig gehemmt; nach der
Verdunnung der Ansatze andert sich die prozentuale Hemmung nicht, wie bei der irrever-

siblen Bindung des a1Pl an Trypsin zu erwarten ist.

Die Messung der enzymatischen Restaktivitat der rhTryptase y nach Inkubation mit ATIII
zeigt (Abb. 5.5-22), dass steigende Konzentrationen des Serpins wiederum zur vollstadndigen
Hemmung der enzymatischen Aktivitat der rhTryptase y fihren und dass die prozentuale
Inhibition Uber die Zeit ansteigt. Die Verdinnung der Ansatze flihrt nach einstindiger
Inkubation der rhTryptase y mit ATIlIl zu einer Abnahme der prozentualen Hemmung,
wahrend nach langerer Inkubation Uber 24 h die Hemmung konstant bleibt. Diese
Ergebnisse zeigen, dass ATIII initial reversibel mit rhTryptase y interagiert und der Komplex
in einer langsamen Reaktion zu einer irreversiblen Hemmung fuhrt. Die Inaktivierung von
Proteasen durch Serpine beruht klassischer Weise auf einer irreversiblen, kovalenten
Bindung des Inhibitors an die Protease und resultiert in einem SDS- und hitzestabilen
Komplex. Um die Bindung der Serpine a1Pl und ATIIl an rhTryptase y zu untersuchen,
wurde die Komplexbildung im Vergleich zu Trypsin bzw. Faktor Xa mittels SDS-PAGE und
Coomassie-Farbung analysiert. Dazu wurden die Proteasen (je 5 uM) mit dem Serpin
(10 yM) Uber 24 h bei 37°C inkubiert; fur die Inkubation mit ATIIl wurde dem Puffer 50 pg/ml
Heparin zugefligt. Die Inkubation der rhTryptasey mit a1Pl zeigt tber die Zeit gleich-
bleibende Banden mit Molekularmassen von ca. 33 kDa und 52 kDa, d. h. keine Hinweise
auf eine irreversible Komplexbildung (Abb. 5.5-23). Im Vergleich dazu fihrt die Inkubation

des Trypsins mit a1Pl schon nach kurzer Zeit (0 h) zum Auftreten zwei zuséatzlicher Banden
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Abb. 5.5-21: Inhibitorische Wirkung des a1PI auf rhTryptase y und Trypsin. Die rhTryptase y (0,2 uM) und
Trypsin (0,02 uM) wurden mit steigenden Konzentrationen a1PI (0 - 250 uM bzw.0 - 0,25 uM) (ber 24 h bei 37°C
inkubiert. Vor und nach der Verdiinnung (1:10) der Proben wurden die Restaktivitdten mit den Substraten Z-FR-
AMC (10 uM) bzw. bz-R-AMC (20 uM) bestimmt. Auf der Abszisse ist jeweils die Ausgangskonzentration der

Proben angegeben.
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Abb. 5.5-22: Hemmung von rhTryptase y durch ATII. Nach Inkubation der rhTryptase y (0,2 uM) mit
steigenden Konzentrationen ATIII (0 - 250 uM) lber 24 h bei 37°C wurde die enzymatische Aktivitdt mit dem
Substrat Z-FR-AMC (10 uM) vor und nach Verdiinnung (1:10) gemessen. Auf der Abszisse ist die
Ausgangskonzentration der Proben angegeben. Nach 24 h sind die Graphen auch in einer kleineren Skalierung
bis 10 uM ATIII dargestellt.
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mit Molekularmassen = 83 kDa, die einem SDS-stabilen Komplex entsprechen, der aller-

dings Uber die Zeit instabil ist.

Nach Inkubation der rhTryptase y mit ATl ist im SDS-PAGE nach einer Stunde neben den
Banden der Proteine mit molekularen Massen von 33 kDa bzw. 58 kDa eine zusatzliche
Bande von ca. 91 kDa zu beobachten (Abb. 5.5-24). Die Intensitat dieser Bande nimmt Gber
24 h zu, wahrend die Intensitaten der Banden der rhTryptase y sowie des ATIII stetig
abnehmen. Auch die Reaktion des Faktor Xa mit ATIIl fiihrt schon nach kurzer Zeit zur
Bildung zwei zusatzlicher Banden mit Molekilmassen von ca. 83 kDa und 93 kDa, deren
Intensitat Uber 24 h zunimmt, wahrend die des Faktor Xa abnimmt. Diese Ergebnisse zeigen,
dass rhTryptase y mit ATIll einen SDS-stabilen, kovalenten Komplex bildet, jedoch in einer

sehr langsamen Reaktion.

Zusammenfassend wird die enzymatische Aktivitat der rhTryptase y im Gegensatz zu der der
Tryptase B, durch die Interaktion mit Serpinen gehemmt. Die Analyse des Inhibitions-
mechanismus zeigt jedoch, dass rhTryptase y im Gegensatz zu Trypsin und anderen Serin-
proteasen durch a1PI reversibel gehemmt wird und mit dem Inhibitor keinen kovalenten
Komplex ausbildet. Dagegen fihrt die Interaktion des ATIIl mit rhTryptase y initial zu einer

reversiblen Bindung, die in der Folge zu einer langsamen irreversiblen Hemmung fuhrt.
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Abb. 5.5-23: Analyse der Komplexbildung des Serpins a1PIl mit rhTryptase y und Trypsin. Nach Inkubation
des a1Pl (10 uM) mit rhTryptase y (rhTy) und Trypsin (T) (je 5 uM) lber 24 h bei 37°C wurde die Komplexbildung
mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung untersucht. Das a1Pl zeigt mit rhTryptase y keine zusétzliche Bande
und somit keine kovalente Komplexbildung. Dagegen treten mit Trypsin schon nach kurzer Zeit zwei Banden mit
gréBerer Molekiilmasse auf, die (iber die Zeit nicht stabil sind.
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Abb. 5.5-24: Komplexbildung des ATIII mit rhTryptase y und Faktor Xa. Nach Inkubation des ATIIl (10 uM)
mit rhTryptase y (rhTy) bzw. Faktor Xa (FXa; je 5 uM) iiber 24 h bei 37°C wurden die Proteine mittels SDS-PAGE
getrennt und Coomassie-Farbung analysiert. Beide Proteasen gehen eine kovalente Komplexbildung mit ATIII
ein, die anhand einer zusétzlichen Bande mit einer Molekularmasse von ca. 100 kDa zu erkennen ist.

5.5.8.4 Inhibition der rhTryptase y durch Serum

Um die Inhibition der enzymatischen Aktivitat der rhTryptase y durch Serum im Vergleich zur
Tryptase 3 und Trypsin zu untersuchen, wurden die Proteasen (je 1 yM) mit Serum (95 %)
30 min bei 37°C inkubiert. Anschlieffiend wurden die Proben 1:10, 1:30 sowie 1:100 verdinnt
und die enzymatische Restaktivitat mit den Substraten Z-FR-AMC, Boc-LKR-AMC bzw. Z-
LR-AMC (je 10 uM) gemessen (Abb. 5.5-25). Die rhTryptase y zeigt bei geringer Verdinnung
von 1:10 eine Restaktivitdt von < 25 %, die durch groRere Verdinnung auf bis zu > 75 %
steigt. Trypsin weist dagegen unabhangig von der Verdinnung eine Restaktivitat von < 25 %
auf. Tryptase B zeigt unabhangig von der Verdinnung eine residuale Aktivitat von ca. 75 %.
Die Untersuchungen weisen darauf hin, dass rhTryptase y in einem kurzen Zeitraum von
30 min durch Serumproteine reversibel gehemmt wird. Dagegen wird die Aktivitdt von
Trypsin unter den gleichen Bedingungen irreversibel inhibiert und die Aktivitat der Tryptase

kaum beeinflusst.
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2 I ' ' '
Aktivitatsmessung
Lol i

Trypsin Trypt'ase B rhTryp'tase ',

Abb. 5.5-25: Einfluss von Serum auf die enzymatische Aktivitédt der Tryptasen und Trypsin. Die Proteasen
(1 uM) wurden 30 min bei 37°C in Serum (95 %) inkubiert, die Proben 1:10, 1:30 oder 1:100 verdiinnt und die
enzymatische Aktivitdt mit den Substraten Z-FR-AMC, Boc-LKR-AMC bzw. Z-LR-AMC (je 10 uM) bestimmt. Die
Restaktivitat wurde bezogen auf die entsprechende unbehandelte Probe berechnet. Mittelwerte + SEM, n=3.
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Abb. 5.5-26: Einfluss von Serum auf die enzymatische Aktivitédt der Tryptasen und Trypsin. Die Proteasen
(1 uM) wurden iber 24 h bei 37°C in 95 %-igen Serum inkubiert, die Proben wurden 1:100 verdiinnt und die
enzymatische Restaktivitédt bestimmit.

Um die inhibitorische Wirkung des Serums auf die rhTryptase y Uber die Zeit zu bestimmen,
wurden die Proteasen lUber 24 h in Serum (95 %) bei 37°C inkubiert, die Proben 1:100 ver-
dinnt und die enzymatische Restaktivitdt bestimmt (Abb. 5.5-26). Die rhTryptase y zeigt
dabei einen Verlust der Restaktivitat auf < 50 %, wahrend die residuale Aktivitat der Tryptase
B und Trypsin weitgehend stabil sind. Dies zeigt eine langsame irreversible Hemmung der
rhTryptase y im Serum, die den Beobachtungen einer etwa 50 %-igen Hemmung nach 24 h

Inkubation der rhTryptase y mit ATl entspricht (s. Abb. 5.5-24).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass rhTryptase y im Gegensatz zu Tryptase B mit
Serpinen interagiert, jedoch nur in einer sehr langsamen Reaktion durch ATIII irreversibel
inaktiviert wird. Die Inkubation mit Serum zeigte, dass rhTryptase y entsprechend den
Ergebnissen mit den Serpinen durch Serumproteine gehemmt wird. Sowohl die Inkubation
mit ATIIl als auch mit Serum fiihrt innerhalb von 24 h zu einer etwa 50 %-igen Hemmung der
rhTryptase y. Dies zeigt, dass die Inhibition der rhTryptase y durch Serum weitgehend auf
der Interaktion mit ATIII beruht und dass die enzymatische Aktivitat der rhTryptase y Uber

einen langeren Zeitraum im Serum stabil ist.

5.6 Herstellung spezifischer rhTryptase y-Substrate
5.6.1  Analyse der Substratspezifitat mit Hybrid Combinatorial Substrate

Libraries
Bei der Synthese von Peptidsubstraten zur Detektion und Quantifizierung von Proteasen
kdnnen neben naturlichen auch nicht natirlich vorkommende Aminosduren verwendet
werden, um die Sensitivitdt und Selektivitdt zu erhéhen. Zur Bestimmung der Praferenz
gegeniuber Aminosaurederivaten an den Positionen P2-P4 wurden drei Hybrid Combinatorial
Substrate Libraries (HyCoSuL; M. Drag, Universitat Wroclaw) verwendet. Dazu wurde die
enzymatische Aktivitat der rhTryptase y und B (1 bzw. 0,5 nM) mit den jeweiligen Substrat-
bibliotheken (je 5 uM) bei physiologischem pH Uber 30 min bei 37°C gemessen und die

Ergebnisse auf die hdchste Aktivitdt normalisiert.
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Die Analyse der erweiterten Substratspezifitdt mit natirlichen Aminosaureresten (Position
Scanning Libraries, s. a. 5.5.6.2) zeigte, dass rhTryptase y an P2 fast ausschlieRlich grofl3e
aromatische Aminosaurereste akzeptiert. Die HyCoSuL-Analyse bestatigt diese Praferenz
und zeigt, dass rhTryptase y an P2 v. a Tyrosin- (Tyr(2,6Cl,-Z), Tyr(2-Br-Z)) und Phenyl-
alaninderivate (Phe(4-Me), Phe(4-Br)) sowie Alaninderivate mit aromatischen Gruppen
toleriert (Ala(2th), Bta, hCha, 1-Nal); die Derivate Tyr(Bzl) sowie Phe(NH,) werden im
Vergleich zu den natirlichen Substituenten um den Faktor 9 bzw. 3 bevorzugt (Abb. 5.6-1).
Dagegen favorisiert Tryptase B Substrate mit polaren und amphipathischen Seitenketten an
P2 (Hyp, Dab(Z), Lys(2-ClZ), hSer(Bzl)) und akzeptiert Phenylalaninderivate nicht, was den
Beobachtungen mit natlrlichen Aminosaureresten entspricht. Beide Tryptasen spalten keine

Substrate mit D-Aminosaureresten an P2.

Beide Tryptasen akzeptieren an P3 nicht nur naturliche basische Aminosaurereste, sondern
auch deren Derivate (Dap, Dab, Orn, Lys(2-Cl-Z), Arg(Z),, hArg) (Abb. 5.6-2). Daneben
werden eine Vielzahl von anderen Resten akzeptiert, wobei die Praferenzen der beiden
Tryptasen korrelieren. Auffallend ist, dass Tryptase [ viele D-Aminosaurereste toleriert,
rhTryptase y dagegen nur D-Trp akzeptiert. Unter den natirlichen Aminosauren ist Glu der
einzige Substituent, der von rhTryptase y aber nicht Tryptase B akzeptiert wird; diese

Diskriminierung wird durch die Derivate nicht verbessert.

Auch an P4 bestatigt und erweitert die HyCoSuL-Analyse die Ergebnisse mit den natirlichen
Aminosaureresten (Abb. 5.6-3). Beide Tryptasen akzeptieren nicht nur Pro, sondern auch
andere aliphatische Aminosaurereste. An dieser Position akzeptiert Tryptase B sehr viel
mehr Reste, insbesondere mit aromatischen Substituenten (ldc, Ala(Bth), Cys(Bzl), 2-Nal).
Die rhTryptase y akzeptiert dagegen nur einige wenige Reste v. a. mit verzweigten und
zyklischen Seitenketten (Oic, dhLeu, Phg, Chg).

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass sich die Praferenzen der Tryptasen y und f
gegenuber Aminosaurederivate an Position P2 malgeblich unterscheiden, wahrend die
Spezifitat an P3 und P4 ahnlicher sind und teilweise Uberlappen. Fur die Entwicklung spezi-
fischer Substrate fir rhTryptase y konnten nicht-natiirliche Aminosaurereste identifiziert
werden, die an P2 besser akzeptiert werden als naturliche Aminosauren und somit zu einer
erhdhten Sensitivitdt beitragen kénnen. An den Positionen P3 und P4 wurden vor allem
Substituenten identifiziert, die von rhTryptase y toleriert, jedoch nicht von Tryptase [

akzeptiert werden und daher zur Selektivitat beitragen kénnen.
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Abb. 5.6-1: Prédferenzen der Tryptasen gegeniiber natiirlichen und nicht-natiirlichen Aminosé&ureresten an
P2. Die enzymatische Aktivitdt der rhTryptase y (1 nM) und Tryptase B (0,5 nM) wurde mit der P2-Bibliothek
(5 uM) tiber 30 min bei 37°C gemessen. Mittelwerte + SEM, n=3. * Tyrosin-; ** Phenylalanin-; *** Alaninderivate; #
favorisierte Aminosédurereste von Tryptase 3.
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Abb. 5.6-2: Substratspezifitidt der Tryptasen gegeniiber Aminoséurereste an P3. Die enzymatische Aktivitdt
wurde wie in Abb. 41 beschrieben, gemessen (n=3; Mittelwerte + SEM). * Glu; ** D-Trp; § basische Aminoséure-
reste; # D-Aminoséurereste.
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Abb. 5.6-3: Substratspezifitédt der Tryptasen gegeniiber den Aminoséduren an P4. Die enzymatische Aktivitdt
wurde wie in Abb. 41 beschrieben, gemessen (n=3; MittelwertexSEM). * von rhTryptase y favorisierte
Aminoséurereste; § Pro; # von Tryptase [ favorisierte Aminoséurereste;
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5.6.2 Synthese und Charakterisierung von rhTryptase y-Substraten

Um selektive Substrate fiur rhTryptase y zu synthetisieren, wurden basierend auf den
Ergebnissen der HyCoSuL (s. 5.6.1) Aminosaurederivate fur die Positionen P2 - P4 aus-
gewahlt, die von rhTryptase y bevorzugt und von Tryptase B, Trypsin und Thrombin jedoch
nicht akzeptiert werden (Tab. 5.6-1).

Tab. 5.6-1: Auswahl von Aminoséaureresten zur Synthese spezifischer Substrate fiir Tryptase y.

P4 P3 P2 P1
L-Phg L-Glu L-Phe(NH;) L-Arg
L-Hnv L-Trp
L-Chg L-Phe(4-Me)

Zur Charakterisierung der synthetisierten Substrate (M. Drag, Universitdt Wroclaw) wurden
die Michaelis-Menten-Konstante (Kn), Umsetzungsrate (k) und katalytische Effizienz
(keat/ Km) bestimmt. Dazu wurde rhTryptase y mit einer Verdiinnungsreihe der Substrate (O -
50 uM) bei 37°C inkubiert, die enzymatische Aktivitdt gemessen und die kinetischen Kenn-
groBen Uber die Michaelis-Menten-Gleichung ermittelt; wenn noétig wurde die Enzym-

konzentration an die Messbedingungen adaptiert (Abb. 5.6-4).

Die Bestimmung der katalytischen Effizienz zeigt, dass rhTryptase y die Substrate Ac-Phg-
Glu-Phe(NH)-Arg-ACC und Ac-Chg-Glu-Phe(NH,)-Arg-ACC um den Faktor 4 bzw. 12
besser hydrolysiert als das bisher verwendete Substrat Z-Phe-Arg-AMC (Tab. 5.6-2). Die
erhdhte katalytische Effizienz ergibt sich aus einer héheren Affinitdt (um den Faktor 5
niedrigere Kn,) bei ahnlicher bzw. leicht gestiegener Umsetzungsrate. An Position P4 wird
Chg uber Phg bevorzugt, an P2 Phe(NH;), der Austausch durch Phe(4Me) oder Trp flhrt

jeweils zu einer Reduktion der katalytischen Effizienz um den Faktor 7 bzw. 4.

10004
Ac-Chg-Glu-Phe(NH,)-Arg-ACC

Ac-Phg-Glu-Phe(NH,)-Arg-ACC
Ac-Phg-Glu-Trp-Arg-ACC

Ac-Chg-Glu-Phe(4Me)-Arg-ACC

Aktivitat [U]

Substrate [uM]

Abb. 5.6-4: Michaelis-Menten-Kinetik von rhTryptase y-Substraten. Die enzymatische Aktivitét der rhTryptase
y (5 - 200 nM) wurde bei steigenden Konzentrationen der Substrate (0 - 50 uM) tber 10 min bei 37°C bestimmt
und die Kenngréf3en anschlieBend iiber die Anpassung der Michaelis-Menten-Gleichung ermittelt. Mittelwerte +
SD, n=3.
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Tab. 5.6-2: Kinetische KenngréBen der untersuchten rhTryptase y-Substrate. Mittelwerte + SD, n=3.

Kea Km Keat/Km
Substrat [S-ﬁ [|JM] [S.1tM.1]
Ac-Chg-Glu-Phe(NH,)-Arg-ACC 0,35+ 0,07 60 £ 14 6200 £ 640
Ac-Phg-Glu-Phe(NH;)-Arg-ACC 0,12 £ 0,002 55+5 2150 £ 180
Ac-Chg-Glu-Phe(4Me)-Arg-ACC 0,001 £ 0,0002 25101 410+ 4
c-Phg-Glu-Phe(4Me)-Arg-ACC 0,02 £ 0,006 55+ 8 320 £ 65
Ac-Hnv-Glu-Trp-Arg-ACC 0,06 £ 0,001 110+ 8 500 £ 35
Ac-Phg-Glu-Trp-Arg-ACC 0,07 £ 0,002 1005 630 £ 20
Z-Phe-Arg-AMC 0,15+ 0,03 310+ 70 510 £ 65
tos-Gly-Pro-Arg-AMC 0,01 200 40

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Synthese fluorogener Substrate basierend auf HyCoSuL
durchaus zu sensitiveren Substraten fuhren kann. Alle Substrate haben eine héhere Affinitat
(niedrigere K.,) zu rhTryptase y als das bisherige Substrat Z-Phe-Arg-AMC, jedoch wird nur
ein Substrat mit héherer Rate umgesetzt. Um die Umsetzungsrate zu steigern, sollen jetzt
Substrate mit Tyr(Bzl) an P2 synthetisiert werden, das in der HyCoSuL von rhTryptase y
favorisiert wurde (s. Abb. 5.6-1). Dariiber hinaus soll Glu an P3 durch andere Substituenten

wie Ser und Thr ersetzt werden.

Um die Selektivitat der Substrate fiir rhTryptase y zu untersuchen, wurden die kinetischen
KenngréRen auch mit den Serinproteasen Tryptase B, Trypsin und Thrombin bestimmt (Tab.
5.6-3). Aufgrund der limitierten L&slichkeit konnte bei Trypsin und Thrombin keine Substrat-
sattigung erzielt werden, daher wurde hier lediglich das Verhaltnis k..v/Km bestimmt. Die
Ergebnisse zeigen, dass alle neu synthetisierten Substrate von rhTryptase y im Vergleich zu
anderen Proteasen mit hdherer katalytischer Effizienz gespalten werden (Faktor 1,3 - 820).
Insbesondere die von rhTryptase y favorisierten Substrate (mit P2 = Phe(NH;), P4 = Chg,
Phg) werden von rhTryptase y mit hdherer Effizienz gespalten als durch die verwandten
Proteasen (Faktor 14 - 310). Im Gegensatz dazu wurde das bisher verwendete Substrat Z-
Phe-Arg-AMC von Trypsin sowie Thrombin mit deutlich héheren katalytischen Effizienzen
(Faktor 62 bzw. 8) gespalten. Damit ist es gelungen Substrate zu entwickeln, die eine
Selektivitat fur rhTryptase y gegenuber verwandten Proteasen aufweisen. Der Vergleich der
katalytischen Effizienzen zeigt jedoch, dass die rhTryptase y favorisierten Substrate deutlich

schlechter umgesetzt werden als die von anderen Proteasen bevorzugten Substrate.

Insgesamt konnten durch die Synthese neuer Substrate fiir rhTryptase y zwei Substrate
identifiziert werden, die im Vergleich zu dem bisher verwendeten Substrat deutlich an
Selektivitdt und Sensitivitat gewonnen haben. Jedoch sind die Sensitivitaten fiir die Detektion
geringer Konzentrationen an rhTryptase y noch nicht optimal. Daher sollen weitere Substrate

mit anderen Substituenten v.a. an P2 und P3 synthetisiert und untersucht werden.
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5.7 Herstellung spezifischer anti-rh Tryptase y Antikorper

5.7.1  Charakterisierung von anti-Tryptase-AntikOrpern

Antikoérper-basierte Methoden wie Immunblot, (Sandwich-)ELISA und Immunhistologie haben
gegenuber Substrat-basierten Methoden den Vorteil, dass sie nicht nur enzymatisch aktive
Proteasen, sondern auch inaktive Formen wie z. B. Zymogene und Inhibitor-Protease-
Komplexe detektieren. AntikOrper spielen deshalb insbesondere auch zur Detektion der
Tryptase-Familie eine wesentliche Rolle, da zwei der vier Tryptasen, d.h. a und 9,

(weitgehend) enzymatisch inaktiv sind.

Nach der rekombinanten Herstellung der Tryptasen a, 3, y und & war es erstmals mdglich die
Spezifitat kommerzieller und in unserer Arbeitsgruppe generierter Antikérper gegentber allen
relevanten Tryptasen mit Hilfe indirekter ELISAs zu untersuchen. Dazu wurden 96-well-Maxi-
Sorb-Platten mit den rekombinanten Tryptasen (5 upg/ml; 100 pl) Uber Nacht bei 4°C
beschichtet. AnschlieRend wurden ungebundene Proteasen durch Waschen mit PBS von der
Platte gewaschen und der zu untersuchende Priméarantikérper (Verdiinnungen 1:102 - 10°)
zugegeben. Nach Inkubation (1 h, 37°C) wurden ungebundene Antikérper von der Platte
gewaschen, ein HRP-konjugierter Sekundarantikbrper zugegeben (s. Tab. 4.2-6) und eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde mit dem Peroxidasesubstrat
TMB 30 min bei 37°C inkubiert und das Produkt durch Absorptionsmessung bei 450 nm
detektiert (Abb. 5.7-1).

Alle untersuchten Antikorper detektieren eine oder mehrere der rekombinanten Tryptasen.
Andererseits detektiert keiner der untersuchten Antikorper die archetypische Serinprotease
Trypsin, die eine 40 %-ige Sequenzidentitdt zu Tryptase [ aufweist. Keiner der Tryptase-
Antikérper differenziert zwischen den Tryptasen a und B, was die hohe Sequenzidentitat
reflektiert. Mehrere Antikérper binden monospezifisch die Tryptasen a/p, y oder 6. So binden
die monoklonalen Antikérper AA1 und H9 monospezifisch die Tryptasen a/B, der
monoklonale Antikérper MAB1667 sowie der polyklonale AF1667 die Tryptase y sowie das
Zymogen und der polyklonale TPSD1 Tryptase 6. Die polyklonalen Antikérper sTE1 und KiI
binden die eng verwandten Tryptasen a, B und & nicht aber Tryptase y, was wiederum der
Sequenzidentitdt entspricht. Interessanterweise detektiert der monoklonale Antikérper
MAB1222/G3 die Tryptasen a, B, y und etwa um den Faktor 100 weniger das Tryptase y-
Zymogen. Er erkennt jedoch nicht Tryptase 6, obwohl die Sequenzidentitat von Tryptase y zu
a/p deutlich kleiner ist als die von Tryptase 8. Dieser Antikorper wurde in mehreren Studien
zur Untersuchung der biologischen Funktion von Tryptase a/p verwendet; aufgrund der jetzt

identifizierten Kreuzreaktivitat zur rhTryptase y sind diese Ergebnisse nicht eindeutig.
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Abb. 5.7-1: Charakterisierung der Spezifitdt von anti-Tryptase-Antikérpern mittels indirektem ELISA. 96-
well-MaxiSorb-Platten wurden (iber Nacht mit den verschiedenen Tryptasen (je 5 ug/ml; 100 ul) beschichtet. Nach
Inkubation mit den Primérantikérpern (Verdiinnungen 1:1 0%-1 05) wurden diese durch entsprechende HRP-
konjugierte Sekundérantikérper und dem Substrat TMB detektiert.
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5.7.2 Herstellung eines polyklonalen anti-Tryptase y-Antikorpers

5.7.2.1 Immunisierung von Kaninchen mit rhTryptase y

Um einen polyklonalen, spezifisch gegen Tryptase y gerichteten Antikérper herzustellen,
wurden zwei Kaninchen mit rhTryptase y immunisiert (Firma Biogenes, Berlin; s. a. 4.2.7.1).
Die gewonnenen Seren wurden anschlieRend hinsichtlich der Reaktion mit den Tryptasen y
und B mittels indirekten ELISA (s. a. 5.7.1) analysiert (Abb. 5.7-2). Im Gegensatz zu den
jeweiligen Praimmunseren erkennen die Seren beider Kaninchen nach der Immunisierung
beide Tryptasen. Die Titer, d.h. die Verdinnung mit halbmaximaler Reaktion, sind mit 8,9*10*
fur rhTryptase y bzw. 3,6*10* fiir Tryptase B sehr &hnlich, ein in Hinblick auf die Sequenz-
identitdt von ca. 50 % nicht erwartetes Ergebnis. Die Seren erscheinen damit hinsichtlich
ihrer hohen Titer bzw. Affinitdt gegenlber den Tryptasen fur die Entwicklung Antikdrper-

basierter Assays wie ELISA geeignet, jedoch nicht hinsichtlich ihrer Spezifitat.

= 100- Tryptase y
S Tryptase B
g— = Serum1
2 ® Serum?2
< 501 s Praserum 1
= ..
© v Praserum2
©
o

0-

103 10* 10° 10° 107
Verdinnung

Abb. 5.7-2: Charakterisierung von Seren vor und nach Immunisierung mit rhTryptase y mittels indirektem
ELISA. Wéhrend die Prdimmunseren der Kaninchen keine der Tryptasen binden, zeigen die Seren nach
Immunisierung dhnliche Titer gegeniiber den Tryptasen y und .

5.7.2.2 Kopplung der Tryptasen an AminoLink Plus Coupling Resin

Zur Isolierung der rhTryptase y- bzw. Tryptase B-Antikdrper aus den Kaninchenseren wurden
Affinitadtsmatrize hergestellt, indem die Tryptasen y und B an AminoLink Plus Coupling Resin
immobilisiert wurden. Dazu wurden die Tryptasen (je 5mg in ca. 3 ml) gegen einen
Kopplungspuffer (pH 7,2) tUber Nacht dialysiert und das Saulenmaterial (2 ml) in einer
offenen Saule (5 ml; 0,85 x 0,75 cm, h x r) mit dem gleichen Puffer aquilibriert. Die Tryptasen
wurden in Anwesenheit von Cyanoborhydrid (50 mM) lber primare Amine an die Aldehyd-
aktivierte Agarose gekoppelt (4°C, UN). AnschlieRend wurden die ungebundenen Proteine
zur Bestimmung der Kopplungseffizienz abgetrennt, das S&ulenmaterial mit dem
Kopplungspuffer (3 CV) gewaschen und noch freie Amine durch Zugabe von Tris (1 M; pH
7,4) in Anwesenheit von Cyanoborhydrid blockiert. Schlief3lich wurde das S&ulenmaterial mit
NaCl (1 M; 5 CV) gewaschen, die Saule mit Lagerungspuffer (PBS, 0,01 % Azid; 3 CV)
aquilibriert und bei 4°C aufbewahrt. AbschlieRend wurde die enzymatische Aktivitat (Abb.
5.7-3) der Tryptasen und der Proteingehalt vor und nach der Kopplung bestimmt; es konnten

jeweils > 98 % der Tryptasen an das Sdulenmaterial gebunden werden.
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Abb. 5.7-3: Bestimmung der Kopplungseffizienz mittels Aktivititsmessung. Die enzymatische Aktivitdt der
Tryptasen wurde in der Auftrags- und Durchlauffraktion bestimmt.

5.7.2.3 Isolierung anti-rhTryptase y-Antikorper mittels zweistufiger Affinitats-
chromatographie

Ausgehend von den polyklonalen Antiseren wurden spezifische, gegen rhTryptase y
gerichtete Antikorper mittels kombinierter positiver und negativer Affinitatschromatographie
an immobilisierte rhTryptase y bzw.  aufgereinigt. Dazu wurde Serum (7,5 ml) 3:1 mit PBS
verdinnt und Uber Nacht bei 4°C end-over-end (1 ml/min) auf eine rhTryptase y-Saule (2 ml;
1,5 x 0,65 cm, h x r) aufgetragen. Die ungebundenen Proteine wurden mit PBS von der
Saule gewaschen und anschlieBend spezifisch gebundene Proteine durch pH-Anderung auf
pH 3 von der Saule eluiert. Die Elutionsfraktionen wurden durch Zugabe von Tris-Puffer
(pH 9) neutralisiert und die Fraktionen mit den héchsten Proteinkonzentrationen vereinigt
(9 ml). Diese wurden gegen PBS dialysiert und auf eine Tryptase B-Saule (2 ml; 1,5 x
0,65 cm, h x r) analog zur rhTryptase y-S&ule aufgetragen (4°C, UN). Die ungebundenen

Antikérper wurden in der Durchlauffraktion aufgefangen (8,5 ml).
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Abb. 5.7-4: Isolierung von anti-rhTryptase y-Antikérpern aus Kaninchenseren mittels positiver und
negativer Affinitatschromatographie. Die Antikérper wurden durch pH-Anderung von der S&ule gelést und
mittels indirekten ELISA auf ihre Affinitat hin untersucht.
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Abb. 5.7-5: Charakterisierung des Kaninchen anti-Tryptase y Antikérpers gegeniiber den vier Tryptasen
und Trypsin. Die aufgereinigten Antikérper erkennen spezifisch rhTryptase y und das Tryptase y-Zymogen.

Die Charakterisierung des aufgereinigten Antikdrpers im Vergleich zum Serum und der
ersten Reinigung mittels indirekten ELISA (Abb. 5.7-4) zeigt, dass sich der anti-rhTryptase y-
Titer nur wenig andert (9*10* auf 3*10%). Dagegen ist der anti-Tryptase B-Titer durch die
Reinigung von 6*10* im Serum auf 40 stark reduziert worden. Daraus ergibt sich, dass der
affinitdtsgereinigte Antikdrper, der im Folgenden TGIV genannt wird, die rhTryptase y bindet

aber keine signifikante Kreuzreaktivitat mehr zu Tryptase B aufweist.

Darlber hinaus wurde die Spezifitdt der isolierten Antikérper gegentber den Tryptasen und
Trypsin mittels indirekten ELISA untersucht (Abb. 5.7-5). Anhand dieser Ergebnisse wird
deutlich, dass der polyklonale anti-rhTryptase y-Antikorper nur die rhTryptase y und das
Tryptase y-Zymogen mit &hnlich hohen Titern bzw. Affinitdt detektiert, wahrend er die

verwandten Proteine nicht erkennt.

Die Bilanzierung (Tab. 5.7-1) der Antikdrperisolierung zeigt, dass im ersten Schritt ca. 2 mg
Antikérper ausgehend von 10 ml Serum bzw. 260 mg Protein isoliert wurden. Etwa die Halfte
(0,8 mg) der Antikérper sind spezifisch gegeniber rhTryptase y.

Tab. 5.7-1: Bilanzierung der Aufreinigung des anti-Tryptase y-Antikérpers aus Kaninchenserum. Der

Proteingehalt der Proben wurde Uber die Absorptionsmessung bei 280 nm, die Ausbeuten (ber die
Titerbestimmung ermittelf.

Volumen  Absorption Protein  Proteinges Titer Titer
[ml] [Azs0] [mg/ml] [mg] rhTryptase y Tryptase
[ICs0] [ICs0]
Serum 10 35,8 26,3 263 8,9*10* 3,6*10*
1. Reinigung 9 0,3 0,2 1,9 5,7*10* 2*10*
2. Reinigung 8,5 0,1 0,1 0,8 2,5*10* 35
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5.8 Entwicklung eines Sandwich-ELISA fur rhTryptase y
5.8.1  Auswahl der ELISA-Antikorper

Um geeignete Antikdrper fir die Entwicklung eines Sandwich-ELISAs fur rhTryptase y aus-
zuwahlen, wurde zunachst die Bindung der verfligbaren rhTryptase y-spezifischen poly-
klonalen (TGIV und AF1667) und monoklonalen (MAB1667 und MAB1222/G3) Antikdrper
verglichen. Dazu wurde eine MaxiSorb-Platte mit steigenden Konzentrationen rhTryptase y
(0O - 2 pug/ml; 100 pl) beschichtet. Nach Inkubation mit den vier Antikérpern (je 1:250
Verdinnung; 1 h, 37°C) wurde deren Bindung mit einem entsprechenden HRP-konjugierten
Sekundarantikorper (je 1:5000; s. Tab. 4.2-6) quantifiziert (Abb. 5.8-1). Wahrend die
polyklonalen Antikérper TGIV und AF1667 die rhTryptase y in Konzentrationen zwischen
0,03 und 0,06 ug/ml sensitiv detektieren, binden die monoklonalen Antikrper sie erst bei
deutlich héheren Konzentrationen (> 0,3 ug/ml). Daher wurden die polyklonalen Antikérper

zur Entwicklung eines Sandwich-ELISAs verwendet.
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Abb. 5.8-1: Vergleich der Bindung der Antikérper gegeniiber rhTryptase y mittels indirekten ELISA. Die
rhTryptase y wird von den polyklonalen Antik6rpern TGIV und AF1667 um den Faktor 10 sensitiver detektiert als
durch die monoklonalen Antikérper.

5.8.2 Optimierung des rhTryptase y-ELISAs

Im nachsten Schritt wurde die Verwendung der beiden polyklonalen Antikérper als
Beschichtungs- bzw. Detektionsantikérper im Sandwich-ELISA untersucht. Dazu wurde eine
Maxi-Sorb-Platte mit dem Antikérper TGIV oder AF1667 in verschiedenen Verdinnungen
(1:250, 1:500, 1:1000) uber Nacht bei 4°C beschichtet. Nach Inkubation mit rhTryptase y
(5 ug/ml; 1 h, 37°C) wurde der jeweils andere Antikérper zur Detektion eingesetzt (1:250,
1:500, 1:1000; 1 h, 37°C) und dessen Bindung mit dem entsprechenden HRP-konjugierten
Antikérper (je 1:5000; 1 h, 37°C) nach Substratzugabe quantifiziert (Tab. 5.8-1). Die
Ergebnisse zeigen, dass prinzipiell beide Antikdrper in beiden Positionen des Sandwich-
ELISAs verwendet werden kénnen. Fir die weitere Entwicklung des Sandwich-ELISAs
wurde AF1667 als Beschichtungs- und TGIV als Detektionsantikérper gewahlt, da durch

diese Reihenfolge eine etwas hdhere Sensitivitat zu erwarten ist.
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Tab. 5.8-1: Auswahl des Beschichtungs- und Detektionsantikérpers im Sandwich-ELISA. Die Absorptions-
werte Auso sind durch Verwendung des AF1667 als Beschichtungs- und des TGIV als Detektionsantikérper etwas
héher.

Absorption [Asso] Detektion TGIV Detektion AF1667
Beschichtung ) ) ) Beschichtung . . )
AF1667 1:250  1:500  1:1000 IGIV 1:250 1:500 1:1000
1:250 3 3 2,9 1:250 3 2,8 2,1
1:500 3 3 2,6 1:500 3 2,7 2,0
1:1000 3 2,8 2,2 1:1000 3 2,3 1,7

Um die Konzentration der Beschichtungs- und Detektionsantikérper im Sandwich-ELISA zu
optimieren, wurde zunachst der Beschichtungsantikorper AF1667 in verschiedenen Ver-
dinnungen (1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000) eingesetzt und der Detektionsantikérper TGIV
(1:250) sowie der anti-Kaninchen-HRP-Antikdrper (1:5000) konstant gehalten (Abb. 5.8-2).
Die Detektion einer rhTryptase y-Standardreihe (0 - 1 pyg/ml) zeigt, dass bei niedrigen
Verdinnungen des Beschichtungsantikérpers (d. h. 1:250 und 1:500) die Sensitivitdt des
ELISAs hoher ist. AnschlieBend wurde der Beschichtungsantikérper in den niedrigen
Verdinnungen (1:250, 1:500) und der Detektionsantikérper mit 1:250, 1:500 und 1:1000
eingesetzt (Abb. 5.8-3). Die Daten zeigen, dass die hdchste Sensitivitat bei Verwendung
einer 1:250-Verdiinnung beider Antikdrper erreicht wird. Somit wurden im Folgenden beide

Antikorper mit einer 1:250-Verdinnung eingesetzt.

25

1:250

Absorption [A,5]
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10 160 10I00
rhTryptase y [ng/ml]

Abb. 5.8-2: Sensitivitit des Beschichtungsantikérpers im Sandwich-ELISA. Nachdem der AF1667-
Antikérper in verschiedenen Verdiinnungen auf die Maxi-Sorb-Platte beschichtet wurde, wurde eine abfallende
Konzentrationsreihe der rhTryptase y (max. Endkonz. 1 ug/ml) mit dem TGIV-Antikérper (1:250) detektiert.
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Abb. 5.8-3: Verdiinnungen des Detektionsantikérpers. Nach Beschichtung mit mit dem Antikérper AF1667
(1:250 und 1:500) wurde mit rhTryptase y (0 - 1 ug/ml) und dem Detektionsantikérper in drei Verdiinnungen
(1:250, 1:500, 1:1000) inkubiert. Die Sensitivitdt der Detektion mittels Sandwich-ELISA ist bei der Kombination
beider Antikérper in einer 1:250 Verdiinnung am héchsten.

5.8.3 Validierung des Sandwich-ELISAs zur Quantifizierung von Tryptase y

Nach Optimierung des Tryptase y-Sandwich-ELISAs wurde der Assay hinsichtlich der
Kriterien Kalibrierbereich, Prazision, Sensitivitat, Selektivitdt und Wiederfindung basierend
auf den Richtlinien des AOAC (Association of Official Analytical Chemists), IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) und ICH (International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human
Use) validiert [116-121]. Zur Bestimmung des Kalibrierbereichs wurde rhTryptase y Uber acht

Stufen seriell verdiinnt (max. Konzentration 200 ng/ml) und an sieben verschiedenen Tagen
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Abb. 5.8-4: Standardkurve und Bestimmung der Between-Day Prézision. Die rhTryptase y wurde (iber acht
Stufen seriell verdiinnt (0 - 200 ng/ml) und an sieben Tagen durch zwei Anwender mittels Sandwich-ELISA
gemessen. Die Mittelwerte + SD der Absorption sind gegen die rhTryptase y-Konzentration aufgetragen und in
einem log-log-Diagramm dargestellt. Die Wiederholbarkeit der Kalibrierung an verschiedenen Tagen (Between-
Day Prézision) wurde durch den Variationskoeffizient bestimmt, der aus dem Verhéltnis des Mittelwerts zur SD
ermittelt wurde. Die Quantifizierungsgrenze (LoQ) ist durch den Leerwert + 10x SD des Leerwerts der
Standardkurve definiert, daraus ergibt sich die minimale Konzentration an rhTryptase y, die prdzise bestimmt
werden kann.
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durch zwei Anwender mittels Sandwich-ELISA gemessen (Abb. 5.8-4). Die Mittelwerte £+ SD
sind in einem log-log-Diagramm dargestellt und zeigen einen linearen Messbereich zwischen
1,5 und 200 ng/ml. Der Variationskoeffizient der Messwerte zwischen verschiedenen Tagen
betragt im Mittel 10 %. Die Quantifizierungsgrenze (LoQ) gibt die Konzentration an, ab der
ein Analyt prazise bestimmt werden kann und ist definiert durch den Leerwert + 10x
Standardabweichung des Leerwerts. Aus den Mittelwerten der Leerwerte der Kalibrierungs-
kurve ergibt sich ein LoQ von 2 ng/ml rhTryptase y. Zusammenfassend weisen die
Ergebnisse einen weiten Messbereich (> 100-fach) des Sandwich-ELISAs auf, in dem
rhTryptase y mit einer Sensitivitdt bis zu 2 ng/ml mit einer Between-Day Repeatability

Prazision von 10 % bestimmt werden kann.

Um die Selektivitat des Assays zu validieren wurde die Detektion der verwandten Proteine
Tryptasen a, B und & sowie Trypsin untersucht. Dazu wurden diese Uber 8 Stufen seriell
verdinnt (0 - 10 pg/ml) und im Vergleich zur reifen Form und zum Zymogen der Tryptase y
(0 - 0,2 pg/ml) im Sandwich-ELISA an drei verschiedenen Tagen gemessen (Abb. 5.8-5).
Dabei zeigt sich, dass ausschliellich die rhTryptase y und das Tryptase y-Zymogen
nachgewiesen werden, wahrend selbst in 50-fach hoheren Konzentrationen weder die
verwandten Tryptasen a, B oder & noch Trypsin detektiert werden. Auffallig ist, dass das
Tryptase y-Zymogen etwas hohere Signale liefert, sodass die Quantifizierungsgrenze bei
1,2 ng/ml liegt. Dies kann durch die geringere Faltung des Zymogens (s. a. 5.3.4.1) und
mehr freiliegenden Epitopen bedingt sein.

Die Wiederfindungsrate ist definiert als das Verhaltnis des Messergebnisses eines Analyten
und der tatsachlichen Menge des Analyten, die vor der Messung der Probe zugefligt wurde

und sollte zwischen 80 und 120 % liegen. Bias ist der Unterschied zwischen Ergebnis und
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Abb. 5.8-5: Selektivitidt des Sandwich-ELISAs fiir rhTryptase y. Der Sandwich-ELISA wurde mit steigenden
Konzentrationen des Zymogens und der rhTryptase y (0 - 0,2 ug/ml) sowie der Tryptasen a, 8, 6 und Trypsin (0 -
10 ug/ml) durchgefiihrt. Mittelwerte + SEM, n=3. Der Sandwich-ELISA ist spezifisch fiir Tryptase y und detektiert
nicht die anderen Tryptasen oder Trypsin. Das Zymogen der Tryptase y wird mit héherer Sensitivitdt detektiert als
die reife Form.
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Referenzwert. Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde rhTryptase y (25 und
100 ng/ml) zu humanen Serum, das zuvor unterschiedlich verdinnt wurde (1:5, 1:10, 1:50),
zugegeben und als Probe an drei verschiedenen Tagen mit Hilfe des Sandwich-ELISAs
gemessen (Abb. 5.8-6). Insgesamt liegen die Wiederfindungsraten zwischen 78 % und
103 % und der Bias sinkt mit steigendem Verdunnungsfaktor des Serums von 21 % auf 3 %.
Zusammenfassend ergeben die Untersuchungen, dass der Sandwich-ELISA prinzipiell fur
die Detektion von rhTryptase y in Serum geeignet ist und die Messergebnisse ab einer

Serumverdinnung von 1:10 prazise werden.

Insgesamt zeigt die Validierung, dass der etablierte Sandwich-ELISA rhTryptase y und das
Zymogen Uber einen weiten Messbereich und adaquater Prazision selektiv detektiert. Die
Sensitivitdt ist mit 2 ng/ml akzeptabel und entspricht der des diagnostisch genutzten
Tryptase o/B-ELISAs mit einer LoQ von 1 ng/ml; ein noch niedriger Wert ware
wlnschenswert. Die Wiederfindungsraten der rhTryptase y im Serum liegen bei einer 10-
fachen Serumverdiinnung im optimalen Bereich, sodass eine Anwendung des Assays zur

Quantifizierung in humanen Serumproben maoglich erscheint.
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Abb. 5.8-6: Wiederfindung der rhTryptase y in Serum. Nach Verdiinnung des Serums um den Faktor 5, 10
und 50 wurde es mit 25 und 100 ng/ml rhTryptase y versetzt und als Probe mit dem Sandwich-ELISA gemessen.
Mittelwerte + SEM, n=3. Die Wiederfindungsrate ergibt sich aus dem Verhéltnis des Messergebnisses und der
eingesetzten Menge des Analyten und ist optimal zwischen 80 und 120 %. Der Bias gibt den Unterschied
zwischen Ergebnis und Referenzwert an und wurde basierend auf allen Messergebnissen einer Serum-
verdlinnung ermittelt. Beide Konzentrationen der rhTryptase y werden ab einer Serumverdiinnung von 1:10 mit
einem Bias < 10 % im Serum wieder gefunden.
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6 Diskussion

Mastzellen sind zentrale Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems, aber sind
auch an der Auslésung pathophysiologischer Prozesse wie chronischen Entziindungen und
Allergien beteiligt [1, 6, 11-14]. Nach Aktivierung wird ihre Wirkung durch die Freisetzung neu
synthetisierter und in Granula gespeicherter Mediatoren vermittelt [6, 21]. Zu den wichtigsten
Mediatoren der Mastzelle wird die Tryptase-Familie gerechnet, eine Gruppe von vier
verwandten Serinproteasen, den Tryptasen a, B, y und & [7]. Die Tryptasen a und 8 sind
strukturell und funktionell sehr gut charakterisiert, sie werden als Biomarker fir die Mastzell-
zahl und -aktivierung (z. B. im Rahmen einer Anaphylaxie-Diagnose) klinisch eingesetzt und
sind Zielstrukturen der pharmazeutischen Entwicklung [22]. Uber die Bedeutung der beiden
Tryptasen y und 0 ist dagegen wenig bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb die
Tryptase y in ausreichenden Mengen rekombinant hergestellt, um sie im Vergleich zur

Tryptase 8 funktionell und strukturell zu charakterisieren.

6.1 Rekombinante Expression der katalytischen Domane der
Tryptase y

6.1.1 Rekombinante Expression in E. coli

Zur biotechnologischen Herstellung der katalytischen Domane der Tryptase y wurde zu-
nachst die Eignung von E. coli als Expressionssystem untersucht. Dabei wurden die Aus-
beuten in verschiedenen Expressionsstammen, mit verschiedenen Vektoren und der Einfluss
eines Thioredoxin-Tags verglichen (Bachelorarbeit K. Suchowski, [122]). Auch unter
optimierten Bedingungen fuhrte die Expression vor allem zur Ausbildung von Einschluss-
kérperchen (bis zu 600 mg/l Kultur), lediglich ein Anteil von etwa 1 % konnte als |6sliches
Protein aus den Zellen gewonnen werden. Das rekombinante Fusionsprotein konnte mit
korrektem N-Terminus aus den Einschlusskdrperchen isoliert werden, die Rickfaltung zur
Protease, die sich aktivieren lasst, gelang jedoch nicht [96, 122]. Diese Ergebnisse ent-
sprechen den Erfahrungen mit anderen Tryptasen [35] sowie mit anderen Serinproteasen
wie Trypsin [123] und Enterokinase [124]: Die Expression dieser Proteine flihrte ebenso zur
Ausbildung von Einschlusskdrperchen und die Proteasen konnten nur in geringen Ausbeuten
gewonnen werden. Insgesamt lassen diese Erfahrungen nicht auf eine erfolgsversprechende
Expression von Tryptase y in E. coli schlieRen. Tryptasen besitzen Disulfidbriicken [25], die
im reduzierenden Milieu des E. coli-Cytoplasmas nicht ausgebildet werden, sodass un-
gefaltete Proteine aggregieren [125]. Darlber hinaus hat Tryptase y wie auch die Tryptasen

a und B eine potenzielle Glykosylierungsstelle an Asn85 (s. Abb. 6.2-1) [25], die in E. coli
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nicht posttranslational modifiziert wird [126]. Dementsprechend werden groRe Mengen der
ungefalteten Tryptase y in E. coli exprimiert, ohne dass eine korrekt gefaltete, enzymatisch
aktive Protease gewonnen werden kann. Trotzdem konnte das Protein z. B. in immuno-

logischen Assays als Mengenkontrolle eingesetzt werden.

6.1.2 Expression der wt-Form in Pichia pastoris

Als Alternative zur Expression in E. coli wurde die rekombinante Herstellung im euka-
ryotischen System der Hefe P. pastoris untersucht, die posttranslationale Modifikationen wie
die Ausbildung von Disulfidbriicken und Glykosylierung zulasst [123, 127, 128]. Dazu wurden
Fusionskonstrukte verwendet [96], bei denen das Prapropeptid durch eine a-Faktor-
signalsequenz ausgetauscht wurde, die die Sekretion in den Hefelberstand vermittelt und
wahrend der Expression durch die Hefe-Protease KEX2 abgespalten wird. Zudem wurde die
hydrophobe C-terminale Domane durch einen c-myc-Hisg-Tag ersetzt, um die Léslichkeit des
Proteins zu erhéhen und die Aufreinigung mittels Affinitdtschromatographie zu erméglichen.
Die Expression der katalytischen Domane der Tryptase y fiihrte jedoch im Gegensatz zum
vergleichbaren Vorgehen bei den Tryptasen a und  [30, 35, 129, 130] lediglich zu geringen

Mengen von etwa 10 ug/l, die fir eine praparative Herstellung nicht ausreichend sind.

Im Vergleich zu anderen Tryptasen hat die Tryptase y drei zusatzliche Cysteinreste in der
Prodomane (C26) und der katalytischen Domane (C145 und C154). Zwei dieser Reste sollen
potenziell eine intermolekulare Disulfidbriicke ausbilden (C26-C145), die zu einer Zwei-
kettenform in der reifen Form der Tryptase y fiuhren kann [25, 88]. Da die Zuordnung der
Disulfidbriicken von Caughey et al. [25] und Wong et al. [88] widerspriichlich beschrieben
worden sind, wurde ein Modell der katalytischen Domane der wt-Tryptase y generiert. Dabei
wurden die Template-Strukturen der Tryptase f (PDB 1AOL) und Prostasin (PDB 3EON)
sowie die Programme Swiss-Model und PyMol verwendet (s. 4.2.8.2, Abb. 6.1-1). Die so

erzeugten Modelle wurden anschlieRend mit der 3D-Struktur der Tryptase B verglichen.

Abb. 6.1-1: Uberlagerung der Tryptase y-Modelle mit der 3D-Struktur des Tryptase B-Monomers. Die
Modelle der katalytischen Doméne der wt-Tryptase y wurden mit Hilfe der Software Swiss-Model erstellt. Die
Kristallstrukturen der Tryptase B (PDB 1A0L) und Prostasin (PDB 3EON) dienten als Templates. Die Modelle sind
mit der 3D-Struktur der Tryptase B-Monomers (hellgriin) (iberlagert. Die sechs Oberflachenloops der Tryptase 8
sind farblich markiert: 70-80 loop (gelb), 37 loop (blau), 147 loop (hellblau), 173 flap (rot), 97 loop (pink) und 60
loop (magenta). A) Sicht von vorne. Das Tryptase y-Modell in Standardorientierung mit Blick auf das aktive
Zentrum. Die Aminosédurenseitenketten der katalytischen Triade S222, H78 und D125 (entsprechend der
Chymotrypsin-Nummerierung S195, H57, D102) sind als gelbe Sticks dargestellt; ebenso die Seitenkette D216
(Chymotrypsin-Nr. D189), die am Boden der S1-Bindungstasche lokalisiert ist. Diese ordnen sich analog der
Tryptase B-Struktur an und bilden eine offene S1-Bindungstasche aus. In der 3D-Struktur der Tryptase (B ist das
Inhibitionsmolekiil APPA (gelbe Skelettstruktur) in der S1-Bindungstasche lokalisiert. Dort interagiert es mit der
Seitenkette D216 und ist (iber die Carbonylgruppe kovalent an das S222 O-y gebunden. Die Seitenketten der
Cysteine und Disulfidbriicken sind orange eingeférbt. Die Disulfidbriicken C63-C79, C192-C210 und C218-246
sind im Tryptase y-Modell zu denen der Tryptase B weitgehend homolog. Von den sechs Oberfldchenloops des
Tryptase y-Modells unterscheiden sich die 173 flap und 37 loop in Ldnge und Konformation von denen der
Tryptase B. Die 97 loop und 60 loop werden im Tryptase y-Modell etwas anders ausgerichtet, die 70-80 loop
sowie die 147 loop verlaufen weitgehend homolog zu denen der Tryptase 8. B) Sicht von oben. Die vierte
Disulfidbriicke C159-C228 ist im Tryptase y-Modell konserviert. Die zusétzlichen Cysteinreste in der Polypeptid-
kette der Tryptase y C145 und C154 liegen frei vor und sind an der Oberflache exponiert.
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Sicht von vorne
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Dabei zeigt sich, dass die Tryptase y voraussichtlich vier Disulfidbricken (C63-C79, C159-
C228, C192-C210, C218-C246) ausbildet, die sich wie bei Tryptase B anordnen, was der
Voraussage von Wong et al. [88] entspricht. Die zwei zusatzlichen Cysteinreste der kata-
lytischen Doméne (C145 und C154) sind an der Oberflache auf der dem aktiven Zentrum ab-
gewandten Seite lokalisiert (Abb. 6.1-1B). Sie liegen zu weit auseinander, um eine intra-
molekulare Disulfidbriicke auszubilden. Ob bzw. welcher dieser beiden Reste eine Disulfid-
briicke zum C26 des Propeptids bildet, kann mit Hilfe dieses Modells nicht sicher voraus-

gesagt werden.

Da die Cysteinreste C145 und C154 in der reifen Form frei vorliegen, erschien es mdglich,
dass sie zur Ausbildung intermolekularer Disulfidbriicken und unléslicher Aggregate bei-
tragen. Die Analyse der Expression der reifen Form unter reduzierenden und nicht-
reduzierenden Bedingungen (s. Abb. 5.1-2) bestatigt die Hypothese der Bildung disulfid-
verbruckter Aggregate. Zur experimentellen Verifizierung wurden die Cysteine 145 und 154
einzeln und gemeinsam gegen Alanin ausgetauscht. Testexpressionen mit diesen drei
Konstrukten fuhrten zu l6slichen und enzymatisch aktiven Formen mit Ausbeuten von
1 - 5mg/l. Basierend auf der enzymatischen Aktivitdtsmessung zeigt die Expression der
Doppelmutante (rTyAC-C145A/C154A) die hochste Ausbeute im Vergleich zur wt-Form
(Faktor 300) und den Einzelmutanten (Faktor 4 - 17). Das Konstrukt rTyAC-C145A/C154A
wurde daraufhin fir die praparative Herstellung einer enzymatisch aktiven Form der Tryptase

y verwendet, die im Folgenden als rhTryptase y bezeichnet wird.

Bei der initialen Beschreibung der Expression der Tryptase y wurde die katalytische Doméne
als Pseudozymogen mit einer Enterokinase (EK)-Prozessierungsstelle in Insektenzellen und
in Hefe [26, 88] hergestellt. Im Gegensatz dazu hat die Expression der rhTryptase y eine
Reihe von Vorteilen: Bei der Herstellung der Konstrukte kann die Mutagenese des Pro-
peptids zur Einfihrung einer EK-Prozessierungsstelle vermieden werden. Insbesondere
entfallt die biotechnologische Aktivierung des Pseudozymogens, fir die meist Serin-
proteasen wie Enterokinase [26, 88, 131] oder Cysteinproteasen wie TEV [132] verwendet
werden. Da der N-Terminus lle16 (Chymotrypsin-Nummerierung; s. Abb. 6.2-1) fur die
Konformation des aktiven Zentrums der Tryptase y notwendig ist, diese Aminosaure jedoch
nicht von Cysteinproteasen an P1’ von Substraten akzeptiert wird, ist eine Prozessierung
letztendlich nur mit Enterokinase (oder einer anderen Serinprotease) moglich; dies fuhrt
zwangslaufig zu einer Kontamination der Tryptase y mit Enterokinase, einer Serinprotease
mit tryptischer Spezifitdt fir basische Aminosaurereste an P1. SchlieRlich erméglicht die
Expression der aktiven katalytischen Domane die Isolierung mittels aktivitatsbasierter
Affinitdtschromatographie, die Degradierungsprodukte sowie fehlgefaltete Proteine entfernt
und somit die Isolierung korrekt gefalteter, enzymatisch aktiver rhTryptase y mit hoher

Reinheit sowie Ausbeute begunstigt.
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6.1.3  Optimierung der Expression und der praparativen Herstellung

Zur Optimierung der praparativen Herstellung der rhTryptase y wurde der Einfluss der
verwendeten Vektoren bzw. Promotoren und P. pastoris-Stamme sowie des Kulturmediums
auf die Expressionsausbeute analysiert. Testexpressionen unter Verwendung des induzier-
baren Promotors Paox bzw. des konstitutiven Promotors Pgap zeigten etwas hohere
Ausbeuten mit dem konstitutiven System (s. Abb. 5.2-8), wesentliche Unterschiede im
Hinblick auf Dauer und Ausbeute der Expression wie bei anderen Proteinexpressionen
beschrieben [133], konnten dagegen nicht beobachtet werden. Auch eine vermehrte
Degradierung der rhTryptase y nach Methanolzugabe, die zu einer erhdhten Expression
endogener Proteasen der Hefe fihren kann [134], wurde nicht beobachtet. Da in der
Arbeitsgruppe gute Erfahrungen mit dem Methanol-induzierbaren System bei der Expression
anderer Tryptasen gemacht worden waren und die Expression gut gesteuert werden kann,

wurde der induzierbare Promotor Paox gewahlt.

Die Expression in verschiedenen Hefestdmmen zeigte, dass mit den Stdmmen X33 und
KM71 ahnliche Ausbeuten, mit GS115 und SMD1168 dagegen geringere Ausbeuten erzielt
werden (s. Abb. 5.2-9). Der Mut>-Stamm KM71 proliferiert in Gegenwart von Methanol
langsamer als die Mut’-Stamme X33 und GS115, was zu gréReren Ausbeuten heterologer
Proteine flihren kann [133, 135]. Der Protease-defiziente Stamm SMD1168 kann zur
Reduktion der Degradierung rekombinant exprimierter Proteine eingesetzt werden [136].
Diese Vorteile konnten bei der Expression der rhTryptase y jedoch nicht beobachtet werden,
sodass im Weiteren der in der Arbeitsgruppe routinemafig eingesetzte Stamm X33

verwendet wurde.

Im Gegensatz zu den Optimierungsversuchen mit verschiedenen Promotoren und Hefe-
stammen zeigte die Expression der rhTryptase y in verschiedenen Medien deutliche
Unterschiede. So wurde im Vollmedium eine deutlich héhere Expressionsausbeute als im
Minimalmedium erzielt (Faktor 20; s. Abb. 5.2-14). Die Verwendung von Minimalmedium
kann die Isolierung rekombinanter Proteine wesentlich erleichtern, fihrt jedoch haufig zu
Problemen bei der rekombinanten Expression, da bei einem pH < 55 Salze ausfallen
kénnen [137] und die Stabilitdt exprimierter Proteine u. a. durch erhéhte Degradierung
verringert ist [127, 138].

Nach der Optimierung wurde die Fermentation vom 10 mI-Maf3stab tber den Schiittelkolben
(500 ml) in den Bioreaktor (3000 ml) Uberfihrt. Damit wurde die Expressionsausbeute
insgesamt um den Faktor 4000 gesteigert (Tab. 6.1-1). MaRRgebliche Faktoren sind dabei die
Volumenzunahme um den Faktor 300, die Moglichkeit der Fermentation mit hohen
Zelldichten, die um den Faktor 10 hoher liegen als im Schittelkolben, und die kontrollierten

Bedingungen im Bioreaktor [133]. Bei der Hochskalierung fallt vor allem die hohe
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Expressionsausbeute im Bioreaktor im Vergleich zum Schittelkolben auf (Faktor 200), die
u. a. auf die hohe Zelldichte [139] und die bessere Luftzufuhr [140] zurlickzufiihren ist. Die
kontrollierte Zugabe des Methanols verhindert dessen Akkumulation, sodass Komplikationen
wie Zelltoxizitdt [140] sowie geringes Proteinlevel der Zelle reduziert werden [141].
Inzwischen konnten die Ausbeuten durch den Einsatz einer optischen Sauerstoffsonde
(VisiFermDO, Hamilton), die eine bessere Sauerstoffregelung im Vergleich zur polaro-
graphischen Sonde im Bioreaktor zuldsst, nochmals um den Faktor 5 auf 150 mg/l erhéht
werden. Insgesamt wurden durch die Optimierung der Bedingungen und Uberfiihrung in den
Bioreaktor Ausbeuten von etwa 30 mg/l (bzw. 150 mg/l mit VisiFermDQO) erreicht. Diese
Expressionsausbeuten liegen weit Uber denen der wt-Form der katalytischen Doméane mit
0,01 mg/l [96] bzw. Yuan et al. mit 3 mg/l [26], die im Rahmen der Erstbeschreibung
angegeben worden sind. Die erzielten Mengen sind fur die geplanten Charakterisierungs-
studien und die Kristallographie véllig ausreichend. Sie entsprechen den Expresssions-
ausbeuten von Tryptase a und B mit 12 - 60 mg/l [35, 129], erreichen jedoch nicht die
GréRenordnung, die mit einigen anderen Proteinen wie z. B. IGF-1 mit 600 mg/l [142] oder

Serum-Albumin mit 3 g/l [143] in P. pastoris erzielt wurden.

Tab. 6.1-1: Ausbeuten bei der Expression im verschiedenen MaBstab. Die Werte sind als Mittelwerte + SEM,
n=3 angegeben. *n=1.

Volumen Gesamtaktivitdt  Zelldichte =~ Konzentration Menge

[mi] [10° U] [ODgoo] [mg/1] [mg]
10 mi 10 0,1 £0,004 21+3 2,5 0,025
Schuttelkolben 500 2,2+0,2 28+6 1 0,5
Bioreaktor 3300 440 + 110 310 £ 25 30 90
Bioreaktor mit 2600 2700 345 150 650

VisiFermDO*

6.1.4 Isolierung der rhTryptase y

Nach der Fermentation wurde die rhTryptase y aus dem Hefeliberstand uber eine vierstufige
Reinigung isoliert. Die Fermentation im Vollmedium machte eine initiale Dialyse notwendig,
um basische Peptide und Aminosduren des Mediums zu entfernen. Die anschlieRende
Kationenaustauschchromatographie, ein gut etabliertes und skalierbares Verfahren, das
auch fir die Reinigung der Tryptase 3 aus groRen Volumina eingesetzt wurde [35, 37, 129],
gelang mit einer Ausbeute von ca. 70 % zufriedenstellend. Die abschlieBende Reinigung
mittels Benzamidin-Affinitdtschromatographie hat den Vorteil, dass ausschlieBlich die
enzymatisch aktive Protease isoliert wird und damit inaktive Formen (z. B. Fragmente und
missgefaltete Proteine) separiert werden [144]. Das dabei verwendete Benzamidin wurde im
letzten Schritt durch Dialyse und Konzentrierung Uber eine Filtermembran auf eine

Konzentration im femtomolaren Bereich reduziert. Zusammenfassend wurden durch die
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Reinigung 56 mg der rhTryptase y aus dem Hefeuberstand einer Fermentation isoliert. Dies
entspricht einer Ausbeute von 63 %, die flr eine vierstufige Reinigung als sehr gut zu
bewerten ist. Dagegen erzielte die initial geplante Reinigung Uber den C-terminalen Hiss-Tag
mittels Metallaffinitdtschromatographie geringe Ausbeuten, welche auf eine C-terminale
Prozessierung wahrend der heterologen Expression in P. pastoris zurickgefuhrt werden
konnte (s. Abb. 5.5-4).

6.1.5 Proteinchemische Charakterisierung der rhTryptase y

Die rhTryptase y war nach der Reinigung im SDS-Gel als einzige, aber leicht diffuse Bande
bei einem Molekulargewicht von 35 kDa nachweisbar. Die N-terminale Sequenzierung zeigte
den korrekten N-Terminus IVGGHA bei > 95 % des Proteins (s. 5.2.5.5, Abb. 6.2-1). Dies
verifiziert die korrekte Prozessierung des a-Faktorsignalpeptid/Tryptase y-Fusionsproteins
durch die Hefeprotease KEX2 wahrend der heterologen Expression; auf eine Optimierung
der KEX2-Prozessierungsstelle wurde deshalb verzichtet [145, 146]. Auch die Titration der
rhTryptase y mit dem Inhibitor SBTI zeigte eine spezifische Aktivitat von > 95 % bezogen auf
die Proteinkonzentration (s. Abb. 5.2-20). Unter Beachtung der Messgenauigkeit kann daher

von einem homogenen Protein ausgegangen werden.

Die leicht diffuse Bande im SDS-PAGE (s. Abb. 5.2-19) wurde auf die Glykosylierung der
rhTryptase y zuriickgefiihrt. Die rhTryptase y zeigt eine N-glykosidische Modifikation vom
mannosereichen Typ mit einer Molekilmasse von 5 kDa an einer Glykosylierungsstelle, dem
Asn85 (Abb. 6.2-1). Dies entspricht der sequenzbasierten Vorhersage [25] sowie den
Beobachtungen eines Glykosylierungsevents mit ahnlicher GréRenordnung von Yuan et al.
[26]. Diese Glykosylierung fiihrt zu einer gewissen Heterogenitat des rekombinanten
Proteins, die aufgrund der hohen spezifischen Aktivitat aber keinen wesentlichen Einfluss auf

die enzymatische Aktivitat zu haben scheint.

Das mannosereiche Glykosylierungsmuster in P. pastoris-exprimierten Proteinen unter-
scheidet sich stark vom komplexen Typ bei Saugerzellen [128, 143, 147] und fihrt dazu,
dass heterolog exprimierte Proteine haufig immunogen sind und fiir therapeutische Zwecke
nicht genutzt werden konnen [148, 149]. Zur Expression humaner Proteine mit human-
ahnlichem Glykosylierungsmuster werden daher meist Sdugerzellen verwendet, aber auch
P. pastoris-Stdamme mit humanisiertem N-Glykosylierungs-Pathway wurden beschrieben
[150, 151]. Da in dieser Arbeit die funktionelle und die enzymkinetische Charakterisierung
der Tryptase y im Vordergrund stand, wurde auf die Herstellung einer Form mit

humanisiertem Glykosylierungsmuster verzichtet.
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Die Analyse der Sekundarstrukturen der rhTryptase y mittels Circulardichroismus-
Spektroskopie ergab ein dhnliches Spektrum wie bei der Tryptase B (s. Abb. 5.3-8). Beide
Spektren weisen ein fir Chymotrypsin-dhnliche Proteasen charakteristisches Minimum bei
230 nm auf [152, 153]. Die Ermittlung der a-Helix und B-Faltblattstrukturen mit etwa 7,5 %
bzw. ca. 31 % erbrachte dabei ahnliche Verhaltnisse wie bei verwandten Serinproteasen (s.
Tab. 5.3-2) [97, 98]. Die Denaturierung der rhTryptase y flihrte wie zu erwarten zu einem
Verlust der Elliptizitat, v. a. bei dem Minimum von 230 nm, wie es auch flir verwandte Serin-
proteasen beschrieben wurde [35, 154, 155] und lasst auf einen Verlust der Sekundar-

strukturen schlief3en.

Zusammenfassend wurden durch die Isolierung groRe Mengen der rhTryptase y mit
korrektem N-Terminus, hoher apparenter Homogenitat sowie hoher spezifischer Aktivitat
gewonnen. Damit zeigt sich, dass die Mutagenese der Cysteinreste 145 und 154 zu Alanin
sowie das Aufreinigungsprotokoll zur Gewinnung léslicher, enzymatisch aktiver rhTryptase y
zielfihrend ist. AuBerdem konnte dadurch die Kontamination durch Proteasen mit tryptischer
Substratspezifitat, die zur Aktivierung rekombinanter Pseudozymogene verwendet werden
mussen, vermieden werden. SchlieBlich erscheint diese rekombinante reife Form der

Tryptase y fur biomedizinische, funktionelle sowie strukturelle Untersuchungen geeignet.

6.2 Rekombinante Expression des Tryptase y-Zymogens

Zur rekombinanten Expression der wt-Form des Tryptase y-Zymogens wurde ein Fusions-
konstrukt verwendet, bei dem die Pradomane durch die a-Faktorsignalsequenz und die C-
terminale hydrophobe Domane durch den c-myc-Hisg-Tag ersetzt wurden. Die Analyse der
rekombinanten Expression des Tryptase y-Zymogens in P. pastoris zeigte, dass diese unver-

anderte Form zur Sekretion |6slichen Proteins in den Hefeuberstand fuhrte (s. Abb. 5.1-2).

Bei der heterologen Expression des Zymogens wurde weitgehend anhand des fir die reife
Form optimierten Protokolls vorgegangen. Auch hier wurde eine weit hdhere Expressions-
ausbeute im Vollmedium als im Minimalmedium beobachtet (s. Abb. 5.3-1). Nach Expression
und Aufreinigung tUber den C-terminalen Hisg-Tag des Proteins wurden insgesamt etwa 9 mg
gewonnen. Dies entspricht im Vergleich zur isolierten reifen Form der Tryptase y mit 56 mg
einer relativ geringen Reinigungsausbeute, die z. T. auf die Prozessierung des C-Terminus
(WIRR-HITA..) (s.a. 5.5.2, Abb. 6.2-1) und damit auf den Verlust des zur Reinigung

benutzten Affinitatstags zurtckzufuhren ist.

Die Expression von Zymogenen wird haufig als vielversprechender angesehen als die der
katalytischen Doméane, da einerseits die Prodoméne die Faltung des reifen Proteins

unterstiitzen kann und somit die Stabilitat wahrend der Expression erhéht [156] und
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andererseits heterologe, enzymatisch aktive Proteasen zytotoxisch sein kdnnen [157]. Diese

Beobachtungen wurden jedoch bei der Expression der rhTryptase y nicht gemacht.

Die proteinchemische Analyse des aufgereinigten Zymogens zeigt, dass das Molekular-
gewicht mit 37 kDa entsprechend der zusatzlichen Prodomane mit 18 Aminosauren um
2 kDa grofRer ist als das der reifen Form (s. Abb. 5.2-4). Die N-terminale Sequenzierung
bestatigte den korrekten N-Terminus mit RTLQ... (Abb. 6.2-1) mit einer Reinheit von > 98 %
und somit die korrekte Prozessierung durch die KEX2 Protease. Die Detektion des C-
terminalen Hise-Tags mittels anti-Hise-Antikdrper verifiziert zusatzlich den C-Terminus und

die Vollstandigkeit des isolierten Proteins.

Bei der Analyse des isolierten Zymogens mittels SDS-PAGE und Immunblot fallt ein Anteil
hyperglykosyliertes Protein auf, der zu einer diffusen Bande bei einem Molekulargewicht
> 50 kDa fiihrt (s. Abb. 5.3-5). Ahnliche Hyperglykosylierungen mit bis zu 200 Mannose-
resten (ca. 30 kDa) wurden auch bei der Expression von Tryptase a und  beobachtet [35],
sie treten bei Proteinen mit nur einer Glykosylierungsstelle wie z. B. bei der rMCP7 gehauft
auf [158].

Bei der Untersuchung der Sekundarstrukturen mittels CD-Spektroskopie (s. Abb. 5.3-8) zeigt
das Spektrum des Zymogens eine geringe Elliptizitdt, das weitgehend analog zu dem der
denaturierten rhTryptase y verlauft. Zudem ergibt die Ermittlung der Anteile der a-Helix-
sowie B-Faltblattstrukturen mittels K2D2- bzw. K2D3-Software ca. 2 % bzw. ca. 46 %, die
den Anteilen der denaturierten Form entsprechen. Der Verlust der Elliptizitdt im fernen UV-
Licht im Vergleich zur katalytischen Domane wurde auch bei Zymogenen anderer Trypsin-
ahnlicher Serinproteasen beobachtet [152, 154, 159, 160]. Dies lasst auf ein weitgehend

ungefaltetes Zymogen der Tryptase y schlief3en.

Wahrend der Expression und nach der Aufreinigung konnte keine enzymatische Aktivitat des
Zymogens nachgewiesen werden, sodass eine Autoaktivierung auch bei hohen Konzen-
trationen auszuschlieflen ist. Dagegen war es moglich, das Zymogen durch Inkubation mit
Trypsin zur enzymatisch aktiven Protease zu prozessieren. Die enzymatische Aktivitat des
prozessierten Zymogens entspricht der der rhTryptase y mit einem Umsatz von 13,9 bzw.
14,3 nM AMC/s/nM Protein (s. Abb. 5.3-7). Das biotechnologisch prozessierte Zymogen
validiert damit die Aktivitdt der rhTryptase y. Gleichzeitig zeigt es, dass die
Hyperglykosylierung und die apparent fehlenden Sekundarstrukturen in der CD-
Spektroskopie des Zymogens keinen Einfluss auf die korrekte Faltung sowie enzymatische

Aktivitat der aktivierten Form haben.
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Abb. 6.2-1: Sequenzalignment der Tryptasen a, B, y und Trypsin. Die Aminosduresequenzen der Tryptase a
(Referenzsequenz NCBI: AAA 86934), der Tryptase B (Referenzsequenz NCBI: NP077078), der Tryptase y
(Referenzsequenz NCBI: NP036599) und Trypsin (Referenzsequenz Uniprot: P07477) wurden mittels Clustal W
verglichen. Die Aminosduren His57*, Asp102* und Ser195* der katalytischen Triade sind rot markiert. Die
Aminoséure Asp189* (violett) ist fiir die Trypsin-dhnliche Substratspezifitét fiir basische Aminoséuren in der S1-
Bindungstasche verantwortlich. Das Gly216* (hellgriin) fiihrt zur Ausbildung einer offenen S1-Bindungstasche.
Die nicht-konservierten Cysteinreste 145 und 154 der Tryptase y sind hellblau markiert. Die Raute markiert den
N-Terminus der katalytischen Doméne lle16*. Die Domé&nenstruktur ist oberhalb der Sequenz angezeigt. Die
sechs Oberflachenloops, die zur Tetramerisierung der Tryptase S fiihren, sind unterhalb der Sequenz angezeigt.

Q < Q < Q ™ Q < Q < Q < Q <

Q <

[ =

38
31
31
24

78
74
74
63

119
115
115
101

164
160
160
144

204
205
205
179

246
248
248
220

DISKUSSION

Signalpeptid Prodoméane
MALGACGLLLLLAVPGVSL-——————— RTLQPGCGRPQVSDAGGR 37

MLS-—-—-- LLLLALPVLASRAYA----APAPVQALQQAG-————- 30
MNPLLILTFVAAALAAPFDDDDK-===—=————m e e 23

* *, *kkk

--IVGGHAAPAGAWPWQASLRLRR---VHVCGGSLLSPQWVLTAA 77
—-IVGGQEAPRSKWPWQVSLRVRDRYWMHFCGGSLIHPQWVLTAA 73
—--IVGGQEAPRSKWPWQVSLRVRDRYWMHFCGGSLIHPQWVLTAA 73
—--IVGGYNCEENSVPYQVSLNSGY----HFCGGSLINEQWVVSAG 62

*hkkkk*k * Kk k% * kkkkk kkk L *

37 loop

FSGSLNS-SDYQVHLGELEITLSP---HFSTVRQIILHSSPSG 118
CVGPDVKDLAALRVQLREQHLYYQD---QLLPVSRIIVHP-QFY 114
CLGPDVKDLATLRVQLREQHLYYQD---QLLPVSRIIVHP-QFY 114
CYK-————- SRIQVRLGEHNIEVLEGNEQFINAAKIIRHP-QYD 100

* % * k% * ** *
LIRS .

60 loop 70 - 80 loop

QPGTSGRIALVELSVPVTLSSRILPVCLPEASDDFCPGIRCWVTG 163
TAQIGABIALLELEEPVNVSSHVHTVTLPPASETFPPGMPCWVTG 159
IIQTGABIALLELEEPVNISSRVHTVMLPPASETFPPGMPCWVTG 159
RKTLNNBIMLIKLSSRAVINARVSTISLPTAPP--ATGTKCLISG 143

**%x % * *%x % * * *
. e e e .o

97 loop

WGYTREGEPLPPPYSLREVKVSVVDTETCRR———-- DYPGPGGSTI 203
WGDVDNDERLPPPFPLKQVKVPIMENHICDAKYHLGAYTGDDVRI 204

WGDVDNDEPLPPPFPLKQVKVPIMENHICDAKYHLGAYTGDDVRI 204
WGNTASSG-ADYPDELQCLDAPVLSQAKCEAS————— YPG----K 178
* % * ok, .. * * *

147 loop 173 flap

LOPDMLCARGP---GDACQDDEGGPLVCQVNGAWVQAGIVSWGEG 245
VRDDMLCAGNTR--RDSCQGDBGGPLVCKVNGTWLOAGVVSWGEG 247
IRDDMLCAGNSQ--RDSCKGDBGGPLVCKVNGTWLQAGVVSWDEG 247

ITSNMFCVGFLEGGKDSCQGDEGGPVVCNG----QLOGVVSWGDG 219
* % * ok, kkkkk k% *  kkk %
Transmembran
CGRPNRPGVYTRVPAYVNWIRRHITTASGGSESGYPRLPLLAGFF 290
CAQPNRPGIYTRVTYYLDWIHHYVKKP—————mmm e 274
CAQPNRPGIYTRVTYYLDWIHHYVPKKP——————————mmm e 275
CAQKNKPGVYTKVYNYVKWIKNTIAANS ———————————mm 247
* . ok kk _kk Kk ok, kK
Region
LPGLFLLLVSCVLLAKCLLHPSADGTPFPAPD 322
-------------------------------- 274
-------------------------------- 275
-------------------------------- 247

Die Glykosylierungsstelle Asn85 ist orange markiert. * Chymotrypsin-Nummerierung.
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6.3 Regulationsmechanismen der rhTryptase y

6.3.1 Prozessierung des Zymogens

Mit Hilfe des rekombinanten Zymogens war es erstmals mdglich, den Aktivierungs-
mechanismus der Tryptase y zu untersuchen. Aufgrund des Restes R-1 (bzw. R37) im
Propeptid (Abb. 6.2-1) muss davon ausgegangen werden, dass das Tryptase y-Zymogen
durch eine Protease mit tryptischer Spezifitat aktiviert wird. Auch nach langerer Lagerung
des Zymogens und Inkubation mit aktiver rhTryptase y (im sauren und neutralen Miieu)
wurde keine Zunahme der enzymatischen Aktivitat beobachtet, sodass eine Autoaktivierung,

trotz passender Trypsin-ahnlicher Spezifitat, ausgeschlossen werden kann (s. Abb. 5.5-3).

Trypsin ist in der Lage, das Tryptase y-Zymogen vollstandig zu aktivieren (s. Abb. 5.3-7),
kommt jedoch als Protease des Verdauungssystems als physiologisch relevanter Aktivator
nicht in Betracht. Daher wurde die Aktivierung durch Proteasen analysiert, die mit Tryptase y
co-exprimiert bzw. co-lokalisiert sind wie Proteasen der Mastzell-Granula (monomere und
tetramere Tryptase ) [44], Proteasen, die Tryptase B in Mastzellen aktivieren (Cathepsin C,
L und B) [38, 161] sowie Proteasen der Zirkulation (t-PA, Urokinase, Elastase, Thrombin,
Plasmin, Kallikrein), die das sezernierte Zymogen aktivieren kénnten. Dabei wurde gezeigt,
dass das Zymogen durch monomere Tryptase B im sauren pH zu einer aktiven Form
prozessiert wird, die der rhTryptase y entspricht (s. Abb. 5.5-2). Es konnte jedoch keine
signifikante Aktivierung durch die anderen Proteasen beobachtet werden (s. Abb. 5.5-3).
Damit unterscheidet sich der Aktivierungsmechanismus der Tryptase y wesentlich von den
Cathepsin C-abhangigen Prozessierungen anderer Tryptasen und Granula-assoziierten
Proteasen [87]. Aufgrund der Co-Lokalisierung der Tryptase y mit Tryptase B [19, 24], die im
sauren Milieu der Mastzell-Granula als Monomer enzymatisch aktiv sein kann [44, 109, 162],
erscheint monomere Tryptase [ als relevanter physiologischer Aktivator. Um die
Prozessierung unter physiologischen Bedingungen zu validieren, sind Studien mit Tryptase 3

Genexpression-knockdown in Mastzellen sowie im Tiermodell geplant.

Die Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass Tryptase y in den Granula vollstandig aktiviert
wird und aufgrund ihres breiten pH-Optimums (s. Abb. 5.5-7) dort auch aktiv ist, jedoch durch
Interaktion mit Salzen und v. a. Histamin gehemmt wird (s. Abb. 5.5-8). Dies entspricht
annahernd der Regulation der Aktivitat der Tryptase [, die ebenfalls durch Salze und
Histamin gehemmt wird und darlber hinaus durch das saure Milieu in den Granula limitiert
wird. Die Regulation der enzymatischen Aktivitdt von Serinproteasen durch Salze wurde
auch fur die verwandte Transmembran-Protease Prostasin und die Kallikreine KLK2, KLK4,
KLK5 und KLK7 beschrieben [110, 163-165]. Die Interaktion ist jeweils auf unterschiedliche
strukturelle Voraussetzungen zurlickzufiihren und muss fir rhTryptase y noch geklart

werden.
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Bei der initialen Expression des Pseudozymogens der Tryptase y mit Enterokinase (EK)-
Schnittstelle wurde nach Prozessierung mit EK eine Disulfid-abhangige Zweikettenform
beobachtet [26, 88], wie sie auch bei verwandten Proteasen wie Prostasin vorkommen [166].
Dagegen wurde in dieser Arbeit die Wildtypform des Zymogens exprimiert, bei dem sowohl
nach Prozessierung mit Trypsin als auch mit monomerer Tryptase B keine Zweikettenform
beobachtet wurde. Aufgrund eines zuséatzlichen Argininrestes R28 (GCGR|) (Abb. 6.2-1)
erscheint es mdglich, dass das Propeptid durch Trypsin bzw. mTryptase B weiter prozessiert
wird; angesichts der Substratspezifitdt der Enterokinase mit DDDK/R| (Merops S01.156) [99]
scheint dies jedoch bei der Prozessierung des Pseudozymogens ausgeschlossen. Daher
wird basierend auf den Ergebnissen mit der Wildtypform des Tryptase y-Zymogens in dieser
Arbeit von einer Zweikettenform ausgegangen, bei der die leichte Kette weiter prozessiert
wird. Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Tryptase y wie Tryptase B
in aktiver Form in Mastzell-Granula vorliegt, aber aufgrund der hydrophoben Doméane in der
Granula- bzw Zellmembran verankert ist [88] (Abb. 6.3-1).

Ruhende Mastzelle Aktivierte Mastzelle

ATIII - irreversibel, langsam
a1-Pl — reversibel

J— Substrate
it _*  CGRP
Z
i @ Fibrinogen
16sliche Kininogen
Tryptase B Tryptase y pro-uPA
Monomer
Histamin 2 @fﬁ '@ O
R taco v Salze O b /_,/'-' W
; ~ transmembran 3N )
reif O, / Tryptase y \(\/
Granulum, pH 6 N L4
/

C Xt S
o © O

Extrazellulédrraum, pH 7,4

Abb. 6.3-1: Schematische Darstellung der potenziellen Regulation der Tryptase y. Die Untersuchungen
dieser Arbeit lassen vermuten, dass das Tryptase y-Zymogen in den Granula der Mastzelle durch monomere
Tryptase B prozessiert wird. Die enzymatische Aktivitédt der reifen Form der Tryptase y kann in den Granula durch
Interaktion mit Histamin und Salzen reguliert werden. Nach Aktivierung der Mastzelle ist die Tryptase y in der Zell-
membran verankert. Die Identifizierung einer Prozessierungsstelle zwischen katalytischer und Transmembran-
Doméne WIRR-HITA lasst eine Abspaltung der Ektodoméne vermuten, die zu einer I6slichen Form der Tryptase y
im Extrazelluldrraum fiihren wiirde. Diese kénnte peptidische und proteinartige Substrate wie CGRP, Fibrinogen,
Kininogen sowie pro-uPA prozessieren und wére im Serum weitgehend stabil. Erst in einer langsamen Reaktion
wiirde die Interaktion mit ATIIl zu einer Inaktivierung der Tryptase vy fiihren.
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6.3.2 Abspaltung der Ektodomane und Aktivitat im Extrazellularraum

Wahrend der heterologen Expression der rhTryptase y in P. pastoris wurde eine
Prozessierung des C-Terminus beobachtet, die zum Verlust des C-terminalen Tags fuhrt (s.
Abb. 5.5-4). Da die Prozessierung ebenso beim (inaktiven) Zymogen und einer inaktivierten
Form (rTyAC-S195A) auftrat (s. Abb. 5.3-3, Abb. 5.4-2), kann eine autokatalytische Spaltung
ausgeschlossen werden. Die Schnittstelle zwischen RR|H (R267-H268), die durch Isolierung
des C-terminalen Fragments identifiziert wurde, lasst auf die Prozessierung durch eine Furin-
ahnliche Protease (wie KEX2 der Hefe) schlieRen (Merops Datenbank, Clan SB, Familie S8)
[167]. Damit kann - wie auch bei anderen Typ | Transmembran-Proteasen - die Ektodomane
der Tryptase y durch eine andere Protease, einer sog. Sheddase abgespalten und frei-
gesetzt werden. Dieser Prozess ist zur Terminierung oder zur Translokation der proteo-

lytischen Aktivitat physiologisch relevant [168-170].

Die ersten Hinweise auf ein Shedding der Tryptase vy lieferten Verghese et al. [93]. Nach
dem genetischen Austausch des C-terminalen Fragments des Prostasins mit dem der
murinen Tryptase y (264 - 311; Tpsg1) und Uberexpression in murinen myeloischen
Vorlauferzellen (M-1 Zellen) wurde ein Shedding beobachtet. Die fiir die Abspaltung der
Ektodomane verantwortliche Protease wurde dabei nicht identifiziert. Der C-Terminus der
Tryptase y von Maus und Mensch unterscheiden sich etwas: Die furinartige Schnittstelle
RR|H ist im murinen C-Terminus nicht konserviert, sondern durch die Aminosauren HHH
ersetzt. Daher kann es sich im murinen C-Terminus um eine andere bzw. zusatzliche Spalt-
stelle handeln oder die Sheddase der murinen Zellen hat eine breitere Substratspezifitat, die
die Spaltung an der gleichen Stelle erlaubt. In einem parallelen Projekt in unserer
Arbeitsgruppe wurde humane Tryptase y in der Mastzelllinie HMC-1 Gberexprimiert. Dabei
wurde ebenfalls eine Abspaltung der Ektodomane beobachtet, das Molekulargewicht des
Spaltprodukts lasst dieselbe Schnittstelle vermuten wie sie bei rhTryptase y identifiziert

wurde (T. Schmidt, Dissertation eingereicht [171]).

Die C-terminale Prozessierung der rekombinanten rhTryptase y impliziert ihre Freisetzung
und biologische Aktivitat im Extrazellularraum (EZR). Die funktionellen Untersuchungen der
rhTryptase y zeigen, dass rhTryptase y mit ihrem breiten pH-Optimum (s. Abb. 5.5-7) im EZR
sowohl unter physiologischen Bedingungen mit einem pH von 7,4 als auch unter patho-
physiologischen Bedingungen wie z. B. Hypoxie, Wundheilung und Tumor, die mit einer
extrazellularen Ansauerung einhergehen [172-175], enzymatisch aktiv ist. Die Untersuchung
der Interaktion der rhTryptase y mit den Serpinen a1PIl und ATIII zeigte, dass rhTryptase y
im Gegensatz zu anderen Serinproteasen von a1PI reversibel gehemmt wird (s. Abb. 5.5-21)
und von ATIIl nur in einer sehr langsamen Reaktion inaktiviert wird (s. Abb. 5.5-22). Diese

Ergebnisse weisen darauf hin, dass Tryptase y im Extrazellularraum eine biologische
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Aktivitat mit einer langen Halbwertszeit hat. Insgesamt implizieren die Ergebnisse ein
Shedding-Ereignis der Tryptase y, das zu einer Translokation und schlieRlich in einer
verzdgerten Reaktion zur Terminierung ihrer proteolytischen Aktivitat fihrt (Abb. 6.3-1). Um
das Shedding der humanen Tryptase y naher zu untersuchen, wurde bereits mit der
Expression in humanen Mastzelllinien begonnen. Anhand von Mutationen potenzieller
Schnittstellen sowie knockdown-Experimenten kann dann die physiologisch relevante

Sheddase identifiziert werden.

6.3.3 Substratspezifitat der rhTryptase y

Tryptase y wird aufgrund der konservierten Aminosauren der katalytischen Triade (His57,
Asp102, Ser195; Chymotrypsin-Nummerierung) [176] zur Familie der Serinproteasen gezahit
(Abb. 6.2-1). Das Asp189 in der S1-Bindungstasche lasst eine tryptische Substratspezifitat
erwarten, d. h. die Spaltung von Substraten C-terminal von basischen Aminosauren [177].
Die Aminosaure Gly216 sollte wie bei Tryptase 8 zur Ausbildung einer offenen S1-Bindungs-
tasche in enzymatisch aktiver Konformation fuhren, wahrend sie bei Tryptase a aufgrund

eines Aminosdureaustauschs zu Asp216 geschlossen ist [30].

Die Analyse der Substratspezifitdt mittels Peptidsubstraten und Position Scanning Libraries
bestatigt diese Pradiktionen. Die rhTryptase y akzeptiert die basischen Aminosauren Arginin
und Lysin an Position P1 des Substrats und zeigt dabei eine Praferenz fur Arginin Gber Lysin
(s. Abb. 5.5-10), wie sie fur Trypsin-ahnliche Serinproteasen typisch ist [178] und durch den
Aminosaurerest Ala190 bedingt wird [179]. Diese Praferenz wurde ebenso bei verwandten
Proteasen wie Mastin [180] und Prostasin [110] beschrieben, wahrend Tryptase  mit einem

Serin an Position 190 beide basischen Aminosauren gleichwertig akzeptiert [179].

Besonders auffallig ist die Praferenz der rhTryptase y fur Substrate mit grof3en, hydrophoben
Aminosaureresten an Position P2 (s. Abb. 5.5-12). Eine ahnliche Spezifitat ist auch von den
Proteasen Prostasin [110] und Plasmin [181] bekannt, wahrend z. B. Thrombin [182, 183]
sowie Matriptase und Hepsin [184] v. a. kleine, unpolare Aminosaurereste bevorzugen.
Tryptase [ favorisiert dagegen Substrate mit polaren Aminosaureresten an P2 (s. Abb.
5.5-12) [36], ahnlich wie Trypsin [185]. Die rhTryptase y zeigt an den Positionen P3 und P4
gewisse Praferenzen fir polare bzw. unpolare Aminosaurereste, wahrend Tryptase B hier
deutlich weniger zwischen einzelnen Aminosaureresten diskriminiert. Diese Ergebnisse
zeigen, dass sich die Substratspezifitdt der beiden Tryptasen insbesondere an Position P2
unterscheidet und dabei weitgehend komplementar ist: Die rhTryptase y bevorzugt die
Aminosauren Phe, Trp sowie Tyr, wahrend Tryptase 8 alle anderen Aminosauren bis auf Arg

akzeptiert.
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Um die Relevanz der Unterschiede in der mittels Position Scanning Libraries identifizierten
Spezifitat zu untersuchen, wurde die Prozessierung natirlicher Peptid- und Proteinsubstrate
durch Tryptase  und rhTryptase y verglichen. Dabei ist bemerkenswert, dass zwei von drei
untersuchten Peptidsubstraten (s. Abb. 5.5-13, Abb. 5.5-14) sowie alle Proteinsubstrate
(Kininogen, Fibrinogen und pro-uPA) durch Tryptase  und rhTryptase y prozessiert werden
(s. Abb. 5.5-16, Abb. 5.5-17). Die unterschiedlichen Spaltprodukte reflektieren dabei
wahrscheinlich die Diversitat in der P2-Spezifitat der beiden Tryptasen. Zudem fallt auf, dass
die Prozessierung des CGRP durch rhTryptase y von ihrer Substratspezifitat abweicht. Dies
zeigt, dass die Untersuchung der Substratspezifitdt mit Position Scanning Libraries nur
bedingt Aufschluss auf natirliche Substrate liefern kann. Dies kann u. a. dadurch erklart
werden, dass bei diesen Substratbibliotheken die non-prime Seite (Positionen P1’-P4’) nicht
betrachtet wird, was z. B. durch die Verwendung von FRET-basierten Substraten [186] oder

Proteome-derived Substratbibliotheken wie PICS [187] vermieden werden kann.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass rhTryptase y Trypsin-dhnliche Substratspezifitat
besitzt und im Gegensatz zu Tryptase B Arginin Uber Lysin an Position P1 bevorzugt. Die
enzymatisch aktiven Tryptasen unterscheiden sich am starksten in der Praferenz fir Amino-
saurereste an Position P2. Andererseits erganzen sich die komplementaren Substrat-
spezifitaten an dieser Position, sodass ein breites Spektrum an Substraten (mit basischen
Aminosauren an P1) von beiden Tryptasen zusammen gespalten werden kann. Die Spaltung
naturlich vorkommender Peptid- und Proteinsubstrate bestéatigt diese Spezifitat, die jedoch
zu unterschiedlichen Degradierungsprodukten fiihrt. Diese Beobachtungen lassen eine Uber-
lappende und potenziell synergistische Substratspezifitit der beiden Tryptasen vermuten.
Um weitere natirliche Substrate der Tryptasen zu identifizieren, sollen nun proteomweite
Ansatze wie TAILS [188] oder CLIP-Chip [189] verwendet werden.

6.3.4  Strukturelle Untersuchungen der rhTryptase y

Bei Tryptase [, die als Heparin-stabilisiertes Tetramer enzymatisch aktiv ist, werden die
Monomer-Monomer-Kontakte Uber sechs Oberflachenloops ausgebildet, die sich in Léange
und Konformation von denen archetypischer Serinproteasen unterscheiden(Abb. 6.2-1) [41].
Im Modell der Tryptase y-Struktur (Abb. 6.1-1) unterscheiden sich zwei der sechs Loops (173
und 37 Loop) wesentlich in ihrer Lange von denen der Tryptase 3, wahrend die anderen vier
Oberflachenloops in ihrer Lange und z. T. in ihrer Konformation weitgehend identisch sind.
Damit war es nicht moglich, anhand des Modells eine zuverldssige Aussage Uber die
Quartarstruktur der Tryptase y zu treffen. Die Untersuchung der Quartarstruktur der
rhTryptase y mittels Gelfiltration bestatigt die Annahme, dass Tryptase y als Monomer

enzymatisch aktiv ist. Auch die Interaktionen der rhTryptase y mit makromolekularen
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Serpinen ATIIl sowie a1PI lassen auf eine monomere Struktur schlieRen. Die Tryptase B-
Tetramere werden zudem durch die Bindung an Heparin stabilisiert [35, 41]; eine Affinitat,
Bindung oder Abhéangigkeit von rhTryptase y an Heparin, die eine Oligomerisierung unter-

stitzen kénnten, wurde hier nicht beobachtet (s. Abb. 5.5-6).

Bei der Expression der wt-Form der katalytischen Domane der Tryptase y wurde eine
disulfidverbriickte Aggregatbildung oder Oligomerisierung beobachtet (s. Abb. 5.2-4). Dies
erinnert an Mastin, die Tryptase des Hundes, die Uber vier nicht-klassische Cysteinreste
disulfidverbriickte Dimere, Octamere und Dodecamere ausbildet [24, 190]. Der Aminosaure-
sequenzvergleich von Tryptase y mit Mastin zeigt, dass keiner der vier Cysteinreste von
Mastin (Abb. 6.3-2, blau markiert) in der Polypeptidkette der Tryptase y konserviert ist.
AuRerdem sind die beobachteten Disulfid-abhangigen Aggregate der wt-Form der Tryptase y
(s. Abb. 5.2-5) im Gegensatz zu den Mastin-Oligomeren nicht enzymatisch aktiv. Insgesamt
liefern die Ergebnisse und die bioinformatischen Analysen keine Hinweise auf eine Oligo-
merisierung der Tryptase y, sodass wir davon ausgehen, dass Tryptase y als Monomer
enzymatisch aktiv ist. Dies entspricht auch den Beobachtungen von Caughey et al. [25], die
mittels Immunblot keine disulfidverbriickten Oligomere der Tryptase y in HMC-1 Lysaten
detektierten. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass eine Oligomerisierung der

Tryptase y unter (patho)physiologischen Bedingungen stattfinden kann.

Tryptase v 1 MALGACGLLLLLAVPGVSLRTLQPGCGRPQVSDAGGRIVGGHAAPAGAWP 50
Mastin 1 ——-- MLWLLVLTAPWLGGSVPISPDPGLRHEQVGIVGGECKVPARRYP 43
_* * x . * * . * . * Kk kK * % *
Tryptase v 51 WQASLRLR---—--- RVHVCGGSLLSPOQWVLTAAHCFSGS-LNSSDYQVHL 93
Mastin 44 WQVSLRFHGMGSGQOQWQHICGGSLIHPQWVLTAAHCVELEGLEAATLRVQV 93

*k Kk kk * ok k ok kK * ok ok ok ok ok ok ok kK * *

Tryptase v 94 GELEITLSPHFSTVRQIILHS--SPSGQOPGTSGDIALVELSVPVTLSSRI 141
Mastin 94 GQLRLYDHDQLECNVTEIIRHPNFNMSWYGWDSADIALLKLEAPLTLSEDV 143

* % * *x  *x * * kkkxk * * kkx

Tryptase y 142 LPVCLPEASDDFCPGIRCWVTGWGYTREGEPLPPPYSLREVKVSVVDTET 191
Mastin 144 NLVSLPSPSLIVPPGMLCWVTGWGDIADHTPLPPPYHLQEVEVPIVGNRE 193

* k% * * % * Kk Kk ok ok Kk k *kkkkk k*k Kkk X *

Tryptase y 192 CRRDYP---GPGGSILQPDMLCARGPG-DACQDDSGGPLVCQVNGAWVQA 237
Mastin 194 CNCHYQTILEQDDEVIKQDMLCAGSEGHDSCOMDSGGPLVCRWKCTWIQV 243

* * * Kk Kk kk * k kk KkAhkkkkkkk * K

Tryptase vy 238 GIVSWGEGCGRPNRPGVYTRVPAYVNWIRRHITASGGSESGYPRLPLLAG 287
Mastin 244 GVVSWGYGCG-YNLPGVYARVTSYVSWIHQHIPLSPGP----—-—-—————— 280

* kkkk Kkkx * kkhkkk Kkk *x  kx * % * ok

Tryptase y 288 FFLPGLFLLLVSCVLLAKCLLHPSADGTPFPAPD 321
Mastin 281 —mmmm e 280

Abb. 6.3-2: Aminoséduresequenzvergleich der wt-Tryptase y und Mastin. Alignment der Aminoséure-
sequenzen der Tryptase y (NP036599) und des Mastins (Uniprot P19236) mittels Clustal W. Die nicht-klassischen
Cysteinreste des Mastins (C35, C105, C196, C238) [190], die in die disulfidverbriickte Oligomerisierung involviert
sind, sind blau markiert. Die Cysteinreste C26, C145 und C154 der Tryptase y sind gelb markiert. Klassische
Cysteinreste, die in Polypeptidketten von Tryptase 8 und Trypsin konserviert sind, sind grau markiert.
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6.4 Entwicklung von Assays fur rhTryptase y
6.4.1 Synthese spezifischer Substrate zur Detektion der rhTryptase y

Zur ldentifizierung biologischer Funktionen von Proteasen in vitro und in vivo sind aktivitats-
basierte Assays vorzuziehen [191], da aufgrund posttranslationaler Regulations-
mechanismen wie Zymogenaktivierung, endogene Inhibitoren, Cofaktoren und Lokalisierung
klassische Methoden auf RNA/Transkriptions- oder Proteinebene nur bedingt geeignet sind
[192, 193]. Fur diese aktivitatsbasierten Analysen werden mdglichst selektive und sensitive
Peptidsubstrate bendtigt. Um geeignete Substrate fir rhTryptase y zu identifizieren, wurde
die Spezifitat mittels Hybrid Combinatorial Substrate Libraries (HyCoSulL) analysiert; diese
Substrate besitzen an P1 einen Argininrest und an den Positionen P2-P4 neben den
natlrlichen Aminosauren auch nicht naturlich vorkommende Aminosaurederivate, um die
Sensitivitdt und Selektivitdt zu erhéhen [194, 195]. Aufgrund der Co-Expression und Co-

Lokalisierung wurde Tryptase 3 zum Vergleich mitgefuhrt.

Die rhTryptase y zeigt mit Substraten, die nicht-natirliche Aminosaurereste enthalten,
weitaus hohere enzymatische Aktivitat als mit Substraten, die nur aus natlrlichen
Aminosauren bestehen (s. Abb. 5.6-1, Abb. 5.6-2, Abb. 5.6-3). Insbesondere an P2 werden
Substrate mit den Tyrosin- und Phenylalaninderivaten L-Tyr(Bzl) bzw. L-Phe(NH;) mit
héherer Aktivitdt (Faktor 9 bzw. 3) gespalten als Substrate mit den entsprechenden
naturlichen Aminosaureresten. Analog bevorzugt rhTryptase y an P3 sowie P4 die Arginin-
derivate (z. B. L-Dab und L-Orn) bzw. zyclischen Derivate (L-Oic und L-Chg) gegenlber den
naturlichen Aminosaureresten. Im Gegensatz zu rhTryptase y praferiert Tryptase 3 Substrate
mit nicht-naturlichen statt natlrlichen Aminosaureresten nur an P4. Insgesamt reflektieren
die Ergebnisse die zuvor durchgeflihrten Analysen mit natirlichen Aminosauren und

korrelieren mit denen von Yuan et al. [26] bzw. Harris et al. [36].

Basierend auf den Ergebnissen wurden fluorogene Peptidsubstrate fir rhTryptase y mit ACC
(7-Amino-4-carbamoylmethylcoumarin) als Fluorophor bzw. leaving group synthetisiert (s.
Tab. 5.6-2). Die Substrate besitzen an P1 Arginin, das von beiden Tryptasen gebunden wird,
und an P3 Glutamat, das von Tryptase B nicht akzeptiert wird. An P2 sowie P4 wurden grof3e
hydrophobe (L-Phe(NH;), L- Phe(4Me), L-Trp) bzw. zyclische, unpolare Reste (L-Chg, L-
Phg, L-Hnv) verwendet. Die Bestimmung der katalytischen KenngréRen zeigt, dass
rhTryptase y zwei (mit P2 = L-Phe(NH;), P4 = L-Chg bzw. L-Phg) der sechs untersuchten
Substrate um den Faktor 4 - 12 besser umsetzt als das bisher verwendete Substrat Z-Phe-
Arg-AMC. Diese Substrate werden von Tryptase B etwa um den Faktor 100 und von Trypsin
und Thrombin um den Faktor 10 - 300 weniger effizient umgesetzt (s. Tab. 5.6-3). Im
Vergleich dazu beschreibt Yuan et al. (2006) [26] das Substrat Ac-Orn-Phe-Arg-AMC, dass

von Tryptase y lediglich um den Faktor 4 effizienter gespalten wird als von Tryptase B,
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allerdings eine 30-fach hohere katalytische Effizienz aufweist als die hier untersuchten
Substrate. Somit sind die hier untersuchten Substrate im Vergleich zu Yuan et al. [26] zwar
weniger sensitiv, jedoch wesentlich spezifischer und eignen sich damit besser zur

Differenzierung der enzymatisch aktiven Tryptasen in in vitro und in vivo.

Zur Steigerung der Sensitivitdt werden basierend auf dem Substrat Ac-Chg-Glu-Phe(NH,)-
Arg-ACC momentan weitere Aminosaurereste wie Tyrosinderivate an P2, Serin bzw.
Threonin an P3 und L-Oic an P4 untersucht. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die Ent-
wicklung spezifischer Substrate zur Differenzierung der Tryptasen vielversprechend ist. Zur
Bestimmung der biologischen Aktivitdt kénnen diese Substrate fir die Synthese von
substratbasierten Proben mit Fluorophor und Quencher [196] sowie aktivitdtsbasierten
Proben mit einer kovalent gebundenen funktionellen Gruppe und einem Detektions-Tag

(z. B. Fluorophor oder Biotin) [197, 198] genutzt werden.

6.4.2 Identifizierung von Inhibitoren der rhTryptase y

Zur Identifizierung von rhTryptase y-Inhibitoren wurden sowohl natirlich vorkommende und
synthetische Inhibitoren Trypsin-ahnlicher Proteasen (ca. 100) als auch in unserer Arbeits-
gruppe in Kooperation mit N. Schaschke (Hochschule Aalen; ca. 50) und mit der Fa. Altana
(Konstanz; ca. 790) entwickelten Tryptase B-Inhibitoren untersucht. Unter den knapp 1000
untersuchten Substanzen wurden nur acht reversible Inhibitoren identifiziert, die die Aktivitat

der rhTryptase y mit einer Dissoziationskonstante K; < 100 uM signifikant hemmen.

Unter den Inhibitoren tryptischer Proteasen sind Substanzen, die die enzymatische Aktivitat
einer oder beider Tryptasen hemmen (Abb. 6.4-1). RhTryptase y wird von groRen,
proteinartigen Inhibitoren wie Ecotin sowie SBTI und mit geringerer Affinitdt auch von LBTI
gehemmt, wahrend Tryptase B von kleinen Inhibitoren wie rLDTI, Nafamostat und Gabexat
gehemmt wird. Daneben wurden Inhibitoren identifiziert, die dhnliche Affinitdten gegeniber

beiden Tryptasen zeigen, so z. B. Antipain und Arg15-Aprotinin.

Unter den in unserer Arbeitsgruppe in Kooperation mit N. Schaschke und mit der Firma
Altana entwickelten Tryptase B-Inhibitoren bzw. Kopfgruppen konnte keine Substanz
identifiziert werden [46, 199-202], die rhTryptase y signifikant hemmt. Dagegen hemmt ein
kommerzieller Tryptase B-Inhibitor, APC-366, die beiden Tryptasen mit &hnlicher Affinitat (Kig
= 22 UM vs. K, = 81 pyM). Dieser Inhibitor, der zur spezifischen Hemmung von Tryptase
entwickelt wurde, wurde bis in klinische Phase Il Studien zur Behandlung von Asthma
evaluiert [203, 204]. Darlber hinaus wurde mit Hilfe dieses Inhibitors die biologische
Funktion der Tryptase 8 u. a. in Tiermodellen fiir Asthma [68] und hepatischer Fibrose [114]

sowie mit humanen Lungenzellen [115] untersucht. Da dieser Inhibitor jedoch nur wenig
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zwischen den Tryptasen differenziert, sind die Effekte potenziell auf die Inhibition der

Tryptase y und nicht allein auf die der Tryptase B zuriickzufihren.

Zur spezifischen Inhibition der rhTryptase y wurden groRe proteinartige Inhibitoren
identifiziert, die sich zur Diskriminierung der Tryptasen in Modellsystemen und in in vitro-
Studien (wie z. B. zur Titration) eignen. Jedoch konnten keine spezifischen synthetischen
Inhibitoren identifiziert werden, die fir selektive Analysen der rhTryptase y in in vivo Studien
anwendbar sind oder als Basis fur die biotechnologische Entwicklung sensitiver Inhibitoren
genutzt werden kénnen. Daher sollen in Zukunft spezifische und sensitive Inhibitoren gegen
rhTryptase y basierend auf der Kristallstruktur und der mittels Bibliotheken ermittelten

Substratspezifitat entwickelt werden.

-112
10 ® Nafamostat

-10
10 o rLDTI

10-°- ® Byk296172

1084
107 ® Gabexate
10-5- Antipain @
10°5- APC366 @ ® Arg15-Aprotinin

°
1044 Benzamidine

Tryptase B - K [M]

10-3-

10—2-

1071 Aprotinin ® LBTI Ecotin @ SBTI

kH

KH 107 102 103 104 105 10° 107 108 109 1070 10"
rhTryptase y - K; [M]
Abb. 6.4-1: Vergleich der Dissoziationskonstanten K; verschiedener Inhibitoren gegeniiber den beiden

Tryptasen. Die Ki-Werte sind logarithmisch in inverser Skalierung und damit steigender Affinitdt zueinander
aufgetragen.

6.4.3 Charakterisierung von Antikorpern und ELISAs

Die Verfugbarkeit von spezifischen und hoch affinen Antikdrpern ist eine wesentliche
Voraussetzung flr viele in der biomedizinischen Forschung angewandte Verfahren.
Insbesondere sind Antikérper auch fir Untersuchungen der Tryptase-Familie notwendig, da
zwei der vier Mitglieder (a, &) enzymatisch inaktiv sind und nicht mittels aktivitatsbasierter
Assays nachgewiesen werden konnen [30, 96]. Die rekombinanten Tryptasen wurden daher
verwendet, um kommerzielle und in der Arbeitsgruppe hergestellte Antikorper hinsichtlich
Affinitat und Spezifitdt zu charakterisieren. Mittels ELISA und Immunblot wurden spezifische

Antikérper fur die Tryptasen ao/f identifiziert (AA1, H9), die jedoch nicht zwischen ihnen
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diskriminieren. AuRerdem wurden monospezifische Antikdrper fir rhTryptase y und Tryptase
o identifiziert (MAB1667, AF1667 bzw. TPSD1; Tab. 6.4-1). DarUber hinaus detektieren
einige Antikdrper mehr als eine Tryptase wie z. B. die polyklonalen Antikdrper Kl und sTE1,
die drei Tryptasen a, B und & und mit geringerer Affinitat die rhTryptase y erkennen, was der
> 80 %-igen Sequenzidentitdt entspricht. Auffallend ist, dass der monoklonale Antikérper
MAB1222/G3 auch rhTryptase y detektiert, obwohl er als fiir Tryptase a und B spezifisch
beschrieben wurde [205]. Dieser Antikérper wurde in einer Reihe von Studien zur Detektion
und Charakterisierung der biologischen Funktion von Tryptase a/f z. B. bei systemischer
Mastozytose [206, 207], akuter myeloischer Leuk&mie [208] sowie Mastzell-Sarkomen [209]
verwendet. Da dieser Antikorper die rhTryptase y mit ahnlicher Affinitdt bindet, sind diese
Studien nicht eindeutig, sondern liefern potenziell auch Hinweise auf die biologische

Funktion der Tryptase y.

Tab. 6.4-1: Charakterisierung der Spezifitidt von , Tryptase-Antikérpern®“. Das + symbolisiert eine positive
Reaktion im indirekten ELISAs (s. Abb. 4.6-1).

Detektion von Tryptase

Antikérper Spezies Immunogen a B 1% (o)

AA1 Maus aufgereinigte hu Lungen- + + ) )
Tryptase

H9 Maus Tryptase a + + ) )
1-275 aa

MAB1667 Ratte rek. hu Tryptase y ) ) + )
20-281 aa

AF1667 Ziege rek. hu Tryptase y ) ) + )
20-281 aa

TPSD1 Kaninchen Peptid des C-Terminus 164- ) ) ) +
193 aa

sTE1 Schaf rek. hu Tryptase 3 + + (+) +

Kl Kaninchen rek. hu Tryptase B + + -

MAB1222/G3 Maus aufgereinigte hu Lungen- + + + )
Tryptase

Die rekombinanten Tryptasen wurden auflerdem zur Charakterisierung kommerzieller
Immunassays verwendet (Tab. 6.4-2). Der klinisch-diagnostisch genutzte, fluoreszenz-
basierte ImmunoCAP Tryptase (FEIA), der laut Herstellerangaben die humanen Tryptasen a
und B im Bereich von 1 - 200 ng/ml detektiert, zeigte eine Wiederfindungsrate von > 95 %
gegeniber den rekombinanten Tryptasen a und (. Die Tryptasen y und & wurden in diesem
Assay dagegen nicht detektiert, was die Spezifitdit des Assays verifiziert. Dagegen
detektieren die Sandwich-ELISAs SEB070Hu, E93781Hu, CSB-E09012h, die zur Detektion
der Tryptasen fir Forschungszwecke vertrieben werden, keine der rekombinanten Tryptasen

auch in bis zu 1000-fach Uber den Detektionsbereich liegenden Konzentrationen. Diese
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fehlende Detektion kann in der Glykosylierung und Faltung der Proteine begriindet sein.
Wenn Antikorper gegen in E. coli hergestellte Antigene gerichtet sind, kann die Detektion
glykosylierter und gefalteter Proteine limitiert sein [210]. Aufgrund fehlender posttrans-
lationaler Modifikationen wie Glykosylierung und Disulfidbriickenbildung wahrend der
Expression in E. coli kdbnnen Antikdrper gegen diese Antigene eine geringere Reaktivitat
zeigen bzw. koénnen ihnen konformationelle Epitope fehlen [211-213]. Auch nach
Ricksprache mit den Herstellern wurden Informationen Uber die verwendeten Antigene bzw.
Antikdérper leider nicht offengelegt. In jedem Fall scheinen diese Sandwich-ELISAs fur die

Detektion der Tryptasen nicht geeignet.

Tab. 6.4-2: Vergleich der Spezifititen verschiedener ELISAs gegeniiber der Tryptasefamilie. Die
rekombinanten Tryptasen wurden in Konzentrationen der Referenzwerte eingesetzt und die ELISAs nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Analysen zeigten lediglich die Detektion der Tryptasen a und B mittels
ImmunoCAP und der Tryptase y im selbst generierten Tryptase y-ELISA. Die anderen Assays zeigten keine
Detektion.

Identifizierung der Tryptase

Kit Methode Zielprotein a B y/Zymogen &

ImmunoCAP, Phadia FEIA Tryptase + + - -
a+p

SEBO070Hu, Sandwich-ELISA Tryptase - - - -

USCN (TPS)

E10501H, Sandwich-ELISA Tryptase y - - - -

USCN (TPSG1)

CSB-E09012h, Sandwich-ELISA Tryptase y - - - -

Cusabio (TPSG1)

6.4.4 Generierung eines anti-Tryptase y-Antikorpers und eines Sandwich-
ELISAs

Um einen spezifischen polyklonalen anti-rhTryptase y-Antikdérper zu generieren, wurden
Kaninchen mit rhTryptase y immunisiert. Die nach 35 Tagen gewonnenen Seren zeigten im
indirekten ELISA zu rhTryptase y und B ahnliche Antikérper-Titer (s. Abb. 5.7-2). Es gelang
jedoch, die Kreuzreaktivitat mit Hilfe positiver sowie negativer Affinitatschromatographie um
den Faktor 1000 stark zu reduzieren (s. Tab. 5.7-1). Damit wurde ein fiir die rhTryptase y
spezifischer Antikérper (TGIV) generiert (s. Abb. 5.7-5), der im Vergleich zu den kommer-
ziellen anti-Tryptase y-Antikdrpern die hdchste Affinitat gegenuber rhTryptase y zeigt (s. Abb.
5.8-1). Aufgrund der Immunisierung mit rhTryptase y sollte dieser Antikérper sowohl die
I6sliche als auch die membranverankerte Form der Tryptase y detektieren. Die Spezifitat
dieses Antikorpers und die Detektion membranverankerter Tryptase y wurden bereits in
unserer Arbeitsgruppe an der Mastzelllinie HMC-1 mittels Immunhistologie bestatigt

(Dissertation in Vorbereitung, L. Fratila [214]).
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Mit Hilfe der rekombinanten Tryptase y und des hergestellten Antikdrpers wurde ein
Sandwich-ELISA zum Nachweis von Tryptase y in biologischen Flissigkeiten entwickelt.
Dieser ELISA ist selektiv fur rhTryptase y (und das Zymogen) und detektiert verwandte
Tryptasen sowie Trypsin selbst in 2.000 - 10.000-fach héheren Konzentrationen nicht (s.
Abb. 5.8-5). Die Between-Day Prazision der Standardkurve (10 % VK) und die Wieder-
findungsrate der rhTryptase y im Serum (1:10 Verdlinnung, > 90 %) sind im zu erwartenden
Bereich eines ELISAs und auch fur die klinische Diagnostik akzeptabel (s. Abb. 5.8-6). Der
Assay erlaubt die Detektion von 2 ng/ml rhTryptase y und 1,2 ng/ml Tryptase y-Zymogen (s.
Abb. 5.8-4, Abb. 5.8-5), der Detektionsbereich entspricht damit dem des ImmunoCAP-
Assays fir Tryptase a/f (1 - 200 ng/ml; Fa. Phadia). Erste Messungen haben ergeben, dass
die Konzentration der Tryptase y im Serum gesunder Probanden unterhalb des
Detektionsbereichs (< 2 ng/ml) liegen und damit niedriger als die der Tryptase f sind
(3,8 ng/ml). Dieses Ergebnis bestatigt die deutlich geringere Expression der Tryptase y im
Vergleich zur Tryptase B, die in einer parallelen Arbeit mittels gPCR bestimmt wurden [215].
Allerdings hat die systematische Analyse auf Proteinebene im Rahmen des ,Human Protein
Atlas“-Programms ein erstaunlich hohes Expressionslevel der Tryptase y im Vergleich zur
Tryptase B in Gewebeproben des Gastrointestinaltrakts gezeigt [94]. Deshalb ware es
interessant Tryptase y in verschiedenen humanen Gewebeproben unter physiologischen und
pathophysiologischen Bedingungen und insbesondere bei Magen-Darm-Erkrankungen mit

Hilfe des Sandwich-ELISAs zu quantifizieren.
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7 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse bestatigen weitgehend den
experimentellen Ansatz. Mittels Mutagenese und rekombinanter Expression in Hefe konnten
erstmals ausreichende Mengen einer Ioslichen, enzymatisch aktiven Variante der Tryptase y
(rhTryptase y) hergestellt werden, die die funktionelle und strukturelle Charakterisierung im
Vergleich zur Tryptase B ermdglichen. Dariber hinaus steht durch die Expression des
Tryptase y-Zymogens und dessen Aktivierung durch Trypsin auch eine native Variante der
Tryptase y zur Verfugung, die zur Validierung eingesetzt werden kann. Bei der Aktivierung im
praparativen Mafistab kann die Kontamination mit Trypsin ggf. durch Verwendung von immo-

bilisiertem Trypsin reduziert werden.

Durch die Optimierung der Sauerstoffregelung und den Einsatz einer optischen Sauerstoff-
sonde im Bioreaktor gelang es, die Ausbeuten der praparativen Fermentation weiter zu
steigern (s. 6.1.3). Damit stehen nun groRe Mengen an rhTryptase y fiur die Kristallographie
zur Verfugung. Die Aufklarung der Tertiarstruktur wird letztendlich viele der geplanten

Vorhaben wie die Entwicklung von Substraten und Inhibitoren wesentlich erleichtern.

Fir den Nachweis der enzymatisch aktiven Tryptase y in vitro und in vivo wurden fluorogene
Peptidsubstrate entwickelt, die im Vergleich zu bisher verfigbaren Substraten deutlich
selektiver fur rhTryptase y sind. Die Sensitivitat der aktivitatsbasierten Assays ist jedoch fir
die Detektion in Geweben mit niedrigem Expressionslevel noch nicht ausreichend. Daher
sollen andere Substituenten insbesondere an P2 und P3 verwendet werden, um die kata-

lytische Effizienz zu steigern.

Das Screening von fast 1000 Inhibitoren flihrte Uberraschenderweise nicht zur Identifizierung
eines natirlich vorkommenden oder synthetischen Hemmstoffes, der als lead compound fir
die biotechnologische bzw. synthetische Weiterentwicklung dienen konnte. Deshalb ist
zunachst die Synthese von affinity-based probes bzw. substratanalogen Inhibitoren
basierend auf der erweiterten Substratspezifitdt geplant, bis die Kristallstruktur fur die

strukturbasierte Inhibitorenentwicklung zur Verfigung steht.

Ein weiteres Uberraschendes Ergebnis dieser Arbeit ist, dass sowohl der am weitesten, bis in
die klinische Phase Il entwickelte synthetische 'Tryptase B-Inhibitor’, APC-366, als auch ein
klassischer 'Tryptase B-Antikérper’, MAB1222/G3, nicht zwischen den Tryptasen B und vy
diskriminieren. Studien, in denen diese Substanzen zur Untersuchung der (patho)physio-

logischen Funktionen der Tryptase B eingesetzt worden sind, missen daher kritisch hinter-
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fragt werden. Dazu sollen die in dieser Arbeit entwickelten aktivitdtsbasierten und immuno-

logischen Assays genutzt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit fihren uns zu der These, dass Tryptase y an (patho)physio-
logischen Funktionen der Mastzelle beteiligt ist, die bisher Tryptase B zugeschrieben wurden.
Diese wird auch dadurch gestitzt, dass monomere Tryptase B das Tryptase y-Zymogen
aktiviert. Diese Aktivierungskaskade, die in Mastzell-Granula ablaufen kann, soll durch
Tryptase [-Silencing z.B. an Mastzelllinien verifiziert werden. Die Bestatigung der
Aktivierungskaskade hat die Konsequenz, dass die bisherigen knockout-Studien in Mausen
zur Funktion der murinen Tryptasen MMCP-6 und -7 nicht eindeutig sind, da der knockout

konsekutiv zum Verlust der Aktivierung und Aktivitat der murinen Tryptase y flhrt.

Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass die beiden enzymatisch aktiven Vertreter der
Tryptase-Familie, B und vy, Uberlappende, aber z. T. auch divergierende und komplementare
Eigenschaften haben und vermutlich in einer Aktivierungskaskade zusammenarbeiten. Die
Verflgbarkeit beider Tryptasen ist eine gute Basis, um selektive Assays und Inhibitoren
weiter zu entwickeln und die komplexen Interaktionen bei Mastzell-vermittelten Prozessen in
Physiologie und Pathophysiologie aufzuklaren. Es bleibt abzuwarten, ob dabei auch die
Entwicklung von Tryptase-Inhibitoren fiir klinische Anwendungen re-evaluiert werden muss,

die seit den wenig aussagekraftigen Phase |I-Studien von APC-366 stagniert.
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