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Zusammenfassung

Die ortspezifische Modifikation von Proteinen stellt ein elementares Werkzeug im Bereich
der Lebenswissenschaften sowie der biotechnologischen und pharmazeutischen Industrie dar.
Neben einer Vielzahl von chemischen Konjugationsstrategien konnten sich enzymkatalysierte
Modifizierungsstrategien aufgrund der inhidrenten Regio- und Stereoselektivitit von Enzymen
sowie den milden Reaktionsbedingungen etablieren. Besonders bei der Entwicklung und Pro-
duktion von Biopharmazeutika konnen Verfahren, welche die selektive Einfiihrung von
artifiziellen Funktionalititen ermoglichen, zur Funktionserweiterung von therapeutischen
Wirkstoffmolekiilen beitragen, wodurch sich ein breites Spektrum von Anwendungsmoglich-
keiten ergibt. Ein vielversprechendes Konzept von solch therapeutischen Wirkstoffmolekiilen
reprisentieren die Antikorper-Wirkstoff-Konjugate, welche eine zunehmend wichtige Rolle
bei der zielgerichteten Behandlung diverser solider sowie nicht solider Tumorarten in der
Krebstherapie spielen. Derzeit zugelassene Antikorper-Wirkstoff-Konjugate erster Generation
werden durch klassische chemische Konjugationsmethoden hergestellt. Die Kopplung des
Toxins an den Antikorper erfolgt hierbei an funktionelle Gruppen endogener Aminosiduren
wie Lysin oder Cystein, wobei thiol- oder aminreaktive Linker eingesetzt werden. Dies fiihrt
in der Regel zu sehr heterogenen Produktspezies, welche sich aufgrund unterschiedlicher
Konjugationsstellen und variierender Toxinbeladung teils erheblich hinsichtlich ihrer
pharmakokinetischen Eigenschaften sowie ihrer in-vivo-Effizienz unterscheiden. Der Fokus
aktueller Forschung liegt daher in der Entwicklung und Etablierung geeigneter Konjugations-
methoden zur Herstellung homogener Antikorper-Wirkstoff-Konjugate mit verbesserter
in-vivo-Effizienz. Neben der Weiterentwicklung chemischer Konjugationsmethoden stellt die
enzymkatalysierte Proteinmodifikation einen vielversprechenden Ansatz dar. Jedoch ist die
Anzahl geeigneter Enzyme stark limitiert und deren universelle sowie 6konomisch sinnvolle
Anwendbarkeit wird durch intrinsische Anforderungen beschrinkt.

In diesem Kontext konnte im Arbeitskreis BORDUSA ein auf Trypsin basierender vielverspre-
chender Biokatalysator entwickelt werden, welcher als Trypsiligase bezeichnet wird. Diese
rational designte Enzymvariante ermdglicht bei einer Reaktionsfithrung im wissrigen System
eine N- sowie C-terminale Modifizierung von Proteinen. Wihrend fiir die N-terminale Modi-
fikation von Proteinen mittels Acyltransferreaktion quantitative Ausbeuten erzielt werden,
ergeben sich bei der C-terminalen Proteinmodifikation mittels Transamidierungsreaktion Pro-
duktausbeuten, welche aufgrund einer intrinsischen Hydrolyseaktivitidt seitens Trypsiligase

limitiert sind.



Im Rahmen der vorliegenden Dissertation ist es gelungen, die Syntheseeffizienz von Trypsili-
gase hinsichtlich der C-terminalen Modifikation von Proteinen durch ein evolutionéres En-
zym-Engineering deutlich zu verbessern. Hierzu wurde das Phagen-Display als
Selektionsverfahren zur effizienten Anreicherung verbesserter Biokatalysatoren fiir Trypsili-
gase optimiert. In Kombination mit einem eigens etablierten Hochdurchsatz-Screening ist es
gelungen, zahlreiche Trypsiligase-Varianten zu identifizieren, welche verbesserte Produkt-
ausbeuten hinsichtlich der katalysierten Transamidierungsreaktion zeigten. Die vielverspre-
chendste Trypsiligase-Variante 2G10 wurde detailliert enzymkinetisch untersucht. Neben
einer vergleichenden Betrachtung der Syntheseeffizienz der Trypsiligase-Variante 2G10 und
der nativen Trypsiligase anhand eines in dieser Arbeit etablierten Syntheseprofils konnten
auch erste Daten zur Triebkraft der Transamidierungsreaktion gewonnen werden. Im letzten
Teil der Arbeit konnte schlieBlich gezeigt werden, dass die Trypsiligase-Variante 2G10 ein
vielversprechender Biokatalysator ist, welcher sich fiir die Generierung orts-spezifisch modi-
fizierter Antikorper-Wirkstoff-Konjugate eignet. Dahingehend bietet die Trypsiligase-
Variante 2G10 eine Vielzahl von wiinschenswerten Eigenschaften, welche auch jenseits der
Antikorper-Wirkstoff-Konjugate von hohem Interesse sind. Dies umfasst die effiziente,
schnelle und ortsspezifische Modifikation eines Zielproteins anhand einer kurzen
Erkennungssequenz, wobei die Konjugation im biologischen Puffersystem ohne die Notwen-
digkeit fiir Reduktionsmittel oder organische Losungsmittel erfolgt. Zudem besitzt Trypsiliga-
se-Variante 2G10 eine hohe Flexibilitit hinsichtlich der Funktionalitit, welche iiber das pep-
tidische Nukleophil gekoppelt ist. Dies macht die Trypsiligase-Variante 2G10 zu einem niitz-

lichen Werkzeug fiir eine Vielzahl von Anwendungen.
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Definition

Definition

Die in dieser Arbeit untersuchten Trypsiligase-Varianten katalysieren eine Transamidie-
rungsreaktion, bei welcher die Deacylierung des Acyl-Enzym-Intermediates sowohl via Ami-

nolyse (Hauptreaktion) als auch via Hydrolyse (Nebenreaktion) stattfinden kann. Fiir die

app

Aminolyse- und Hydrolysereaktion wurden apparente Wechselzahlen (k.

) ermittelt, welche
sich durch die Normierung der Katalysegeschwindigkeiten auf die jeweilig eingesetzte En-
zymkonzentration ergeben (vgl. Gl. 5, S. 81). Diese apparenten Wecheslzahlen werden im
Folgenden als Aminolyse- und Hydrolysegeschwindigkeit benannt und diskutiert. Die Be-
grifflichkeit ,,apparente Wechselzahl* ergibt sich aus der Tatsache, dass die ermittelten Wech-
selzahlen bei der primédren Charakterisierung ausgewdéhlter Trypsiligase-Varianten
(vgl. 4.4.3,S.101) sowie bei der detaillierten Charakterisierung der Trypsiligase-Variante
2G10 (vgl. 4.5, S. 103) nicht bei Substratsittigung gemessen wurden. Dies wiederum ist per
Definition die Voraussetzung fiir die Bestimmung der Wechselzahl (k.,;). Um die unter-
schiedlichen Trypsiligase-Varianten, welche aufgrund von variierenden Enzymaktivititen bei
verschiedenen Enzymkonzentrationen vermessen werden mussten, direkt miteinander verglei-
chen zu konnen, wurden die entsprechenden Katalysegeschwindigkeiten auf die eingesetzte
Enzymkonzentration normiert. Dies wiederum ergibt die apparenten Wechselzahlen fiir die

Aminolyse (kgot 4,)- sowie Hydrolysereaktion (kgag ;)-
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1 Einleitung

1.1 Kovalente Modifizierung von Proteinen

Die posttranslationale Proteinmodifikation (PTM) ist eine wichtige Strategie der Natur zur
vielfiltigen Erweiterung der Funktionalitit von Proteinen in vivo. Adressiert werden funktio-
nelle Gruppen von Seitenketten endogener Aminoséduren sowie des Peptidriickgrates, wozu
sich die Natur einer Vielzahl von enzymkatalysierten Modifizierungsreaktionen wie bei-
spielsweise der Phosphorylierung, Acetylierung, Glykosylierung, Methylierung oder auch der
proteolytischen Prozessierung bedient. Solche PTMs erlauben die Regulation der Struktur,
Aktivitit, Lokalisation und Halbwertszeit von Proteinen sowie die Modulation von vielfilti-
gen Protein-Liganden Interaktionen, was essentiell fiir eine Vielzahl von biologischen Prozes-
sen ist."!
Auch im Bereich der Lebenswissenschaften sowie der biotechnologischen und pharmazeuti-
schen Industrie erweist sich die Proteinmodifikation als wichtiges Werkzeug zur ErschlieBung
eines breiten Spektrums von Anwendungen.
Neben einer Vielzahl chemoselektiver Modifizierungsstrategien, wie beispielsweise der Mo-
difizierung endogener Lysin- oder Cysteinseitenketten mittels amin- und thiolreaktiven
crosslinkern,” der native chemical®® sowie expressed protein ligation'" oder auch dem Ein-
bau nicht natiirlicher Aminosiuren mit bioorthogonal reaktiven Klickankern, haben sich
insbesondere enzymkatalysierte Modifizierungsstrategien, wie die im Rahmen dieser Disser-
tation bearbeitete Trypsinvariante Trypsiligase, aufgrund der inhdrenten Regio- und Stereose-
lektivitdit von Enzymen sowie deren Arbeitsweise unter milden Reaktionsbedingungen im
biologischen Puffersystem etabliert.!®!
Die selektive Einfiithrung molekularer Sonden, wie beispielsweise Fluoreszenzfarbstoffe, ra-
dioaktive Isotope oder Spin-label, ermoglicht vielfiltige Anwendungen im Kontext der
Proteomanalyse, der Aufkldarung von Struktur und Funktion von Proteinen sowie der Untersu-
chung des individuellen Beitrags von PTMs auf die Regulation biologischer Prozesse.”! Auch
im Bereich der Biopharmazeutika repridsentieren kovalente Modifizierungsstrategien unab-
dingbare Werkzeuge fiir die Funktionserweiterung therapeutischer Wirkstoffmolekiile. So
konnen beispielsweise die Bioverfiigbarkeit sowie in-vivo-Stabilitidt von therapeutischen Pro-
teinen durch die kovalente Kniipfung von Polyethylenglykol (PEG) deutlich verbessert wer-
den.®! Beispiele fiir zugelassene PEG-modifizierte therapeutische Proteine sind Interferon o-
2a (PEGASYS®) zur Behandlung von Hepatitis B und C,"'” Phenylalanin-Ammoniaklyase
1
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) oder auch Certolizumab Pegol (Cimzia®)

(Palynziq®) zur Behandlung von Phenylketonurie
zur Behandlung rheumatoider Arthritis'"?. Weiterhin besteht ein groBBes Interesse darin, thera-
peutische Proteine mit artifiziellen Effektorfunktionen auszustatten, was wiederum die Ent-
wicklung neuer Therapieansitze ermoglicht.

Insbesondere das Konzept von Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten (engl. antibody-drug-
conjugate, ADC), einer der am schnellsten wachsenden Klasse von Biopharmazeutika im Be-
reich der Krebstherapie, erweist sich als lohnenswertes, jedoch zugleich sehr anspruchsvolles
Anwendungsgebiet. Fiir dieses besteht ein sehr hohes Interesse an effizienten sowie ortsge-
richteten Modifizierungsstrategien.!”! Dabei ergeben sich die groften Herausforderungen fiir
geeignete Konjugationsmethoden aus dem komplexen Aufbau der Antikérperkomponente und
den physikochemischen Eigenschaften der Wirkstoffmolekiile, welche in ADCs iiber einen
geeigneten Linker kovalent miteinander verkniipft sind.

Da ADC:s ein vielversprechendes Anwendungsgebiet fiir die im Rahmen dieser Arbeit entwi-
ckelten Trypsinvarianten darstellen, soll das Spektrum anwendungsorientierter Konjugations-

methoden anhand dieser Wirkstoffklasse im folgenden Kapitel aufgezeigt werden.

1.2 Antikorper-Wirkstoff-Konjugate

Ein vielversprechender Ansatz im Bereich der Krebsimmuntherapie ergibt sich aus der Kom-
bination der Konzepte von klassischer Chemotherapie und therapeutischen Antikorpern durch
eine kovalente Kopplung eines potenten Zytotoxins an einen entsprechend tumorspezifischen
Antikorper. So besitzen diese als Antikorper-Wirkstoff-Konjugate bezeichneten Biopharma-
zeutika zusétzlich zu den fiir therapeutische Antikorper beschriebenen zytotoxischen Immun-
antworten (CDC, ADCC und ADCP) eine artifizielle zytotoxische Effektorfunktion, welche
eine direkte Eliminierung von Krebszellen ermoglicht.!'¥

Der Erfolg des Konzeptes von Antikorper-Toxin-Konjugaten spiegelt sich in der derzeitigen
Erprobung von mehr als 80 ADCs in klinischen Studien sowie in der Zulassung von neun
Wirkstoffkonjugaten, welche in Tabelle 1 zusammengefasst sind, wieder. Durch den Antikor-
per-vermittelten zielgerichteten Transport des Zytotoxins zur Krebszelle ldsst sich dessen the-

rapeutischer Index verbessern, welcher das Verhiltnis aus toxischer zu effektiv wirksamer

Dosis darstellt.
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Tabelle 1: Ubersicht zugelassener Antikorper-Wirkstoff-Konjugate zur Behandlung von soliden und hii-
matologischen Tumoren. DAR: Durchschnittliche Beladung von Toxinen je Antikorper (engl. drug-to-antibody

ratio)

ADC Hersteller Indikation Antigen/ 1 \p Ref.
Toxin
®
lgé};lri)lﬁlrzgumab Pfizer/Wyeth Akute myeloide g?l?fhéa— 2-3 =17l
.. y Leukdmie (AML) .. (via Lysin)
0zogamicin) mizin
Hodgkin-Lymphom 4
. ® . .
Adcetris . Se.attle Genetlcs, (HL), sowie sy§te- CD30/ (via [18.19]
(Brentuximab Millennium misch anaplastisch- )
. . MMAE interchenarer
vedotin) /Takeda groBzelliges Lymphom Cysteine)
(SALCL) y
® . .
Kadcyla HERZ-posmver meta- HER/neu/ 3.5 (2021]
(Trastuzumab Genentech, Roche stasierender Brust- DM1 (via Lysin)
emtansine) krebs (mBC) y
®
Besponsa . Akute lymphatische 022/ 5-7 [22,23]
(Inotuzumab Pfizer/Wyeth . Calichea- . .
. . Leukédmie (ALL) .. (via Lysin)
0zogamicin) mizin
Polivy® Diffuses groBzelliges 3,5
y & £ CD79b/  (via [24]
(Polatuzumab Genentech, Roche B-Zell-Lymphom .
. MMAE interchenarer
vedotin) (DLBCL) .
Cysteine)
® . 4
Padvec Astellas/ Fortgeschrlttener oder Nectin-4 / (via (25.26]
(Enfortumab Seattle metastasierender MMAE ‘nterchenarer
vedotin) Genetics Urothelkrebs .
Cysteine)
Enhertu® HER2-positiver meta 8
. AstraZeneca ~postiy " HER2/neu/ (via [27-29]
(Trastuzumab . stasierender Brust- .
/Daiichi Sankyo Exatecan interchenarer
deruxtecan) krebs (mBC) .
Cysteine)
Trodelvy® Metastasierender drei- 8
oY . . Trop-2/ (via (30,31]
(Sacituzumab Immunomedics fach-negativer Brust- .
- SN-38 interchenarer
govitecan) krebs (mMTNBC) .
Cysteine)
4
Blenrep® .
. . . TNFRSF17 (via (32.33]
(belantarpab GlaxoSmithKline  Multiples Myelom / MMAF interchenarer
mafodotin) .
Cysteine)
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Dies ermoglicht sogar die Verwendung hochtoxischer Wirkstoffmolekiile, welche im Rahmen
der klassischen Chemotherapie nicht eingesetzt werden konnen, da deren effektiv wirksame
Dosis aufgrund fehlender Tumorspezifitit oberhalb der toxischen Dosis liegt.”**! Der ver-
besserte therapeutische Index leitet sich dabei aus einem vergroferten therapeutischen Fenster
ab, welches sich aus der Differenz der maximal tolerierbaren Dosis (MTD) sowie der minimal
effektiven Dosis (MED) ergibt.[36] Die MTD profitiert hierbei von einer Erhéhung der Tumor-
selektivitit, die MED von einer gesteigerten zytotoxischen Wirkung.

Der schematische Aufbau eines ADCs ist in Abbildung 1A gezeigt. So wird das Toxin durch
einen speziellen Linker kovalent mit dem Antikorper verkniipft, wobei Ort und Art der kova-

lenten Bindung durch die jeweilige Konjugationsmethode determiniert sind.

A

Fab-
Fragment

Fe- i
Fragment

Apoptose

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Antikorper-Wirkstoff-Konjugates (ADC) sowie dessen Wirk-
mechanismus zur Abtétung von Krebszellen. A) Schematischer Aufbau eines ADC’s, bei dem ein tumorspezi-
fischer Antikorper kovalent mit einem potenten Zytotoxin iiber einen geeigneten Linker verkniipft wird. B) Die
Bindung des ADC an das tumorspezifische Antigen (1) fiihrt zur Internalisierung des Antigen-ADC-Komplexes
(2). Das friihe Endosom mit darin befindlichem Antigen-ADC-Komplex maturiert zum Endolysosom (3), in
welchem der ADC durch lysosomale Proteasen degradiert wird. Dies fiithrt zur intrazelluldren Freisetzung des
Zytotoxins (4). Je nach Wirkstoffklasse wirkt das Zytotoxin beipsielsweise inhibierend auf die Assemblierung
der Mikrotubuli oder interkaliert in die DNA (5) was die Tumorzelle wiederum in die Apoptose treibt (6).
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In der Regel werden ADCs intravends appliziert und gelangen iiber systemische Zirkulation
zu ihrem Zielort, der Krebszelle.””! Wie in Abbildung 1B gezeigt, bindet der als Transportve-
hikel eingesetzte Antikorper ein auf der Zelloberfliche lokalisiertes tumorspezifisches Anti-
gen. Der Antigen-ADC-Komplex wird anschlieBend iiber eine Rezeptor-vermittelte
Endozytose internalisiert und befindet sich im friithen Endosom.”® Dieses maturiert beim
fortschreitenden intrazelluldren Transport zum spédten Endosom, welches schlieBlich mit ei-
nem Lysosom zum Endolysosom fusioniert. Im Endolysosom erfolgt die proteolytische De-
gradierung des Antikorpers durch lysosomale Proteasen, wodurch das Toxin in seiner aktiven
Form freigesetzt wird. Dieses diffundiert ins Zytoplasma, wo es seine zytotoxische Wirkung
entfalten kann und die Krebszelle in die Apoptose treibt. Die Wirkungsweise hingt hierbei
von der Art des Toxins ab. Die meisten ADCs sind mit Toxinen ausgestattet, welche entweder
die Assemblierung der Mikrotubuli inhibieren (z.B. Maytansinoide oder Dolastine) oder in die
DNA der Zelle interkalieren und diese modifizieren oder schidigen (z.B. Calicheamicine,
Duocarmycine oder Benzodiazepine).[3 ]

Sowohl Antikorper als auch Linker und Toxin haben einen wesentlichen Einfluss auf die the-
rapeutische Wirksamkeit und stellen somit wichtige Stellschrauben bei der Konzeption von
ADCs dar.

Der Antikorper ermoglicht vornehmlich den zielgerichteten Transport des Toxins hin zur
Krebszelle durch die spezifische Bindung eines auf der Zelloberfldche befindlichen tumoras-
soziierten Antigens. Fiir das adressierte Tumorantigen ergeben sich folgende Anforderungen:
(1) es sollte selektiv auf der Oberfliche von Krebszellen prisentiert sein, sodass moglichst
keine gesunden Zellen durch ADCs adressiert werden, was zu unerwiinschten toxischen Ne-
ben wirkungen fiithren konnte;

(i1) die Bindung des ADCs an das Tumorantigen sollte zur endozytotischen Internalisierung
des ADC-Tumorantigen-Komplexes fiihren, sodass das Toxin intrazelluldar durch Spaltung des
Linkers oder durch proteolytische Degradierung des ADCs freigesetzt wird;

(111) das Tumorantigen sollte in moglichst groBer Kopienanzahl auf der Oberfliche der Krebs-
zelle exponiert sein. Dies Dbestimmt die maximal erreichbare intrazellulédre
Toxinkonzentration. !

Der Antikorper selbst sollte das Tumorantigen moglichst spezifisch und mit hoher Affinitit
binden und iiber eine hohe Halbwertszeit bei der Zirkulation in der Blutlaufbahn verfiigen.!*”
Desweiteren sollte er humanisiert oder humanen Ursprungs sein, um die Immunogenitit des

Wirkstoffkonjugates moglichst gering zu halten.*!!
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Das Toxin wiederum sollte iiber ein hohes zytotoxisches Potential im pikomolaren Konzentra-
tionsbereich verfiigen, da die intrazelluldre Toxinkonzentration sowohl durch die Anzahl an
Antigen, als auch durch die Anzahl konjugierter Toxinmolekiile je Antikdrper limitiert wird.
Zudem sollte das Toxin iiber eine funktionelle Gruppe verfiigen, die eine kovalente Verkniip-
fung mit einem bifunktionalen Linker ermoglicht. Die funktionelle Gruppe sowie der Linker
sollen die zytotoxische Eigenschaft moglichst nicht beeinflussen.*”! AuBerdem sollte das To-
xin ausreichend wasserloslich sowie inert gegeniiber den harschen Bedingungen im Lysosom
sein.l?”!

Das Toxin ist iiber einen Linker, welcher zwei bioorthogonale Funktionalitdten besitzt, kova-
lent mit dem Antikorper verkniipft. Die derzeit eingesetzten Linker werden in spaltbare und
nichtspaltbare Linker klassifiziert, was sich wiederum auf die Art und Weise der intrazellula-
ren Freisetzung des Toxins nach Internalisierung bezieht. Folgende Linker-Gruppierungen
werden hauptsichlich bei spaltbaren Linkern verwendet:

(1) sdurelabile Hydrazone, welche im sauren Milieu des Lysosoms hydrolysieren;[m]

(i1) Disulfide, welche im Zytosol reduktiv gespalten werden'*! und

(iii) enzymatisch spaltbare Gruppierungen, wie beispielsweise das Dipeptid aus Valin und
Citrullin, welches spezifisch durch die lysosomale Protease Cathepsin B gespalten wird,!**!
oder B-Glucuronsdure, welche ebenfalls im Lysosom durch B-Glucuronidase hydrolysiert
wird.*’!

Bei nicht spaltbaren Linkern erfolgt die Freisetzung des Toxins indirekt durch eine
proteolytische Degradierung des Antikorpers im Lysosom, wobei das Toxin mit dem Linker
sowie der konjugierten Aminosdure des Antikorpers verkniipft bleibt.***"! Generell sollte der
Linker eine moglichst hohe Stabilitdt wihrend der Zirkulation im Blutkreislauf besitzen. Dies
verhindert eine vorzeitige Freisetzung des Toxins und vermeidet somit eine Erhéhung der
systemischen Toxizitit sowie einer Verringerung des therapeutischen Fensters.!**!

Neben dem Antikorper, dem Toxin und dem Linker beeinflusst auch die verwendete Konjuga-
tionsmethode mallgeblich die in-vivo-Effizienz von ADCs. Diese definiert den Ort und die Art
der kovalenten Konjugation, die Anzahl der gekoppelten Toxinmolekiile je Antikorper sowie
die Homogenitit des finalen Konjugationsproduktes. Alle zugelassenen sowie viele in der
klinischen Erprobung befindlichen ADCs werden mittels klassischer chemischer Konjugation
hergestellt."*”! Dazu werden Linker mit thiol- oder aminreaktiven Funktionalititen verwendet,
welche die Konjugation des Toxins vornehmlich an die Seitenketten endogener reduzierter

Cysteine oder Lysine ermoglichen. Da Antikorper des Typs IgG1 mehr als 80 Lysine besit-

zen, resultiert eine Amin-basierte Konjugation in sehr heterogenen Produktgemischen. Auch
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die Thiol-basierte Konjugation fiihrt aufgrund der vier interchenaren Disulfidbriicken (und
damit acht Cysteinen) oftmals zu heterogenen Produktgemischen. So besitzt das fiir die Be-
handlung von Brustkrebs zugelassene Kadcyla®, welches iiber eine Amin-basierte Konjugati-
on hergestellt wird (Abb. 2A), eine durchschnittliche Toxinbeladung je Antikorper (engl.
drug-to-antibody ratio, DAR) von 3,5. Die tatsédchliche Toxinbeladung je Antikorper variiert
hierbei zwischen 0 und 8 Toxinmolekiilen und #Zhnelt einer binomialen Verteilung, wobei
Spezies mit 3 und 4 Toxinmolekiilen am hiufigsten vorkommen.”” Zudem konnte gezeigt
werden, dass 78 der 88 endogenen Lysine des Antikorpers zugédnglich fiir eine Konjugation
mit dem eingesetzten NHS-aktivierten SMCC-Linker sind, was zu einem duflerst heterogenen
Produktgemisch fiihrt.”!!  Insbesondere Spezies mit hoher Toxinbeladung sowie
unkonjugierter Antikorper wirken sich dabei negativ auf das therapeutische Fenster und somit
auf die in-vivo-Effizienz aus.”” Eine zu hohe Toxinbeladung hat interessanter Weise einen
negativen Einfluss auf die biophysikalischen sowie pharmakokinetischen Eigenschaften des
Wirkstoffkonjugates, da die meisten Toxine sehr hydrophob sind. Hierdurch wird die Akku-
mulation des ADCs in der Leber stark erhoht, wodurch die systemische Toxizitit alnsteigt.[53 ]
Zudem konnen Bindungseigenschaften und Aggregationsverhalten beeintrichtigt werden.
Antikorperspezies ohne Toxin kompetitieren zudem mit toxinbeladenen Wirkstoffkonjugaten
um Antigenbindungsstellen und verschlechtern somit die minimal wirksame Dosis."*”! Des-
weiteren hat die Konjugationsstelle am Antikorper einen wesentlichen Einfluss auf die
Linkerstabilitit, vor allem bei thiolreaktiven Maleimid-basierten Linkern.”***! Die Konjuga-
tion an reduzierte Cysteine von interchenaren Disulfidbriicken, welche die beiden schweren
Ketten sowie jeweils leichte und schwere Kette eines Antikorpers verbriicken, bietet generell
die Moglichkeit, homogenere Produktgemische zu erhalten, da sich bei der vollstindigen Re-
duktion der vier interchenaren Disulfidbriicken eines IgG1-Antikorpers acht potentielle Kon-
jugationsstellen ergeben.”® Fiir das zugelassene ADC Adcetris® (Brentuximab vedotin), wel-
ches via Cysteinkonjugation hergestellt wird (Abb. 2B), liegt der DAR jedoch bei 4. Diese
durchschnittliche Toxinbeladung stellt einen Kompromiss aus zytotoxischer Aktivitit sowie
pharmakokinetischen Eigenschaften dar. Eine vollstindige Beladung mit 8 Toxinen je Anti-
korper fiihrt aufgrund des zuvor genannten Sachverhaltes zu Wirkstoffkonjugaten mit verrin-
gertem therapeutischen Fenster fiihren."? Es konnte gezeigt werden, dass Konjugate mit einer
Beladung von 4 Toxinen den hochsten therapeutischen Index besa3en. Jedoch wird ein durch-
schnittlicher DAR von 4 bei Cysteinkonjugation nur durch eine partielle Reduktion der Disul-
fidbriicken erreicht, wobei eine grole Anzahl an Konstitutionsisomeren mit variierenden Be-

ladungen von 0, 2, 4, 6 und 8 Toxinen entstehen.
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Abbildung 2: Schematische Ubersicht zu chemischen Konjugationsmethoden. A) Modifikation endogener
Lysinseitenketten mittels aminreaktiver cross-Linker.”"! B) Modifikation von Seitenketten interchenarer
Cysteine mittels thiolreaktiver cross-Linker.”” C) Modifikation von artifiziell eingefiihrtem Cystein mittels
thiolreaktiver cross-Linker. D) Modifikation durch Neuverbriickung interchenarer Disulfide am Beispiel eines
thiolreaktiven Bis-Sulfon-Linkers.”® E) Modifikation eines Antikorpers durch den Einbau nicht natiirlicher
Amin([)ssgfjiuren (nnAS) am Beispiel von p-Acetyl-Phenylalanin (pAF) an Aminosdureposition Al114 der schweren
Kette.
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Diese wiederum konnen variierende in vivo Effizienzen besitzen. Da die interchenaren Disul-
fidbriicken zur Stabilitidt sowie strukturellen Integritit des Antikorpers beitragen, konnte deren
Spaltung ebenfalls zu einer verminderten in-vivo-Effizienz fiihren.'®-%

Der Fokus derzeitiger Forschung liegt in der Entwicklung und Etablierung geeigneter Konju-
gationsstrategien, welche eine Herstellung homogener ADCs mit verbesserter in-vivo-
Effizienz ermoglichen.

Neben der Neu- und Weiterentwicklung chemischer Konjugationstechniken gibt es ein grofles
Interesse an der Etablierung enzymatischer sowie chemoenzymatischer Konjugationstechni-
ken, da Enzyme aufgrund ihrer nativen Regio- und Stereoselektivitit eine ortsspezifische Pro-
teinmodifikation ermdglichen. Im Folgenden sollen vielversprechende chemische und enzym-

tische Methoden vorgestellt werden, welche zur Generierung homogener ADCs eingesetzt

werden konnen.

1.2.1 Chemische Modifizierung

Die Neu- und Weiterentwicklung chemischer Konjugationsmethoden konzentriert sich im
Wesentlichen auf die Modifikation endogener oder artifiziell eingefiihrter Cysteine sowie

nichtnatiirlicher Aminosiuren.

Eliminierung interchenarer Disulfidbriicken

Einer der ersten Ansdtze zur Verminderung der Produktheterogenitidt bei Cystein-basierter
Konjugationsstrategie lag in der Eliminierung interchenarer Disulfidbriicken durch Mutation
entsprechender Cysteine zu Serinen, sodass nach Reduktion verbliebener Disulfidbriicken
eine verminderte Anzahl freier Thiolgruppen fiir die anschlieBende Alkylierungsreaktion zur
Verfiigung stehen. Diesem Ansatz folgend mutierten McDONAGH et al. 4 bzw. 6 von 8 Cys-
teinen innerhalb des CD30-spezifischen Antikorpers cAC10, sodass 2 oder 4 Thiolgruppen
nach vollstindiger Reduktion der interchenaren Disulfidbriicken vorlagen.!® Diese konnten
vollstdndig via proteaselabilem Maleimid-basierten Linker mit dem Toxin Monomethyl-
Auristatin E (mal-ve-PABC-MMAE) modifiziert werden, wobei homogene ADCs mit DAR2
und DAR4 erhalten wurden. Diese wurden hinsichtlich ihrer in vivo Eigenschaften mit kon-
ventionell modifizierten cAC10 ADCs verglichen, welche einen durchschnittlichen DAR von
2 und 4 besaBlen. Hierbei zeigte sich, dass die korrespondierenden homogenen sowie hetero-
genen ADCs mit DAR 2 und DAR 4 vergleichbare Ergebnisse bei Pharmakokinetik, Antitu-

moraktivitit sowie MTD erzielten.”” Moglicherweise ist die ausbleibende Verbesserung der
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in-vivo-Effizienz bei den homogenen ADCs in der fehlenden kovalenten Verbriickung der
schweren oder leichten Ketten begriindet, was wiederum einen Einfluss auf die
Quartérstruktur des Antikorpers und damit auf dessen Funktionalitit und Effektorfunktion

haben konnte, 54!

Artifizielle Cysteine

Eine weitere Moglichkeit zur Optimierung der Cystein-basierten Konjugation liegt in der ge-
zielten Einfiihrung artifizieller Cysteine, welche eine ortsspezifische Modifikation mit defi-
nierter Toxinbeladung ermoglichen (Abb. 2C). Vorteil dieser Methode ist der Erhalt der
interchenaren Disulfidverbriickung. Eine wesentliche Herausforderung liegt in der Auswahl
von Aminosdurepositionen, welche sich fiir eine Mutation zu reaktiven Cysteinen eignen,
ohne dabei Struktur und Funktionalitidt des Antikorpers zu beeinflussen. Zur Identifizierung
geeigneter Substitutionsstellen entwickelten JUNUTULA et al. das ELISA-basierte
Screeningsystem PHESELECTOR (Phage ELISA for Selection of Reative Thiols), bei dem
ein Her2/neu-spezifisches FAB-Fragment (4D5) als Fusionsprotein mit dem
Phagenhiillprotein pIIl auf der Oberfliche des M13-Phagen priisentiert wird.” In der kon-
stanten Domine der leichten und schweren Kette des Fab-Fragmentes wurden oberflachen-
exponierte sowie l0sungsmittelzugédngliche Alanine, Serine sowie Valine zu Cystein mutiert.
Mittels PHESELCTOR konnten die Fab-Varianten, welche als ThioFabs bezeichnet werden,
hinsichtlich ihrer Fdhigkeit zur Antigenbindung sowie der Reaktivitit des artifiziellen
Cysteins analysiert werden. Mit dieser Methode konnten Positionen identifiziert werden, wel-
che keinen Einfluss auf die Antigenbindung zeigten und eine hohe Effizienz bei der
Alkylierung durch Biotin- oder Alexa Fluor 488-beladene Maleimide aufwiesen.*®

In Folgearbeiten sollten identifizierte Cysteinsubstitutionen auf Vollldngenantikorper
(THIOMABS) iibertragen werden und schlieflich zur Generierung homogener THIOMAB-
Toxin-Konjugate (TDC) dienen.”” Solche TDCs mit artifiziellen Cysteinen im Bereich der
Fab-Region werden im Rahmen der THIOMAB-Technologie durch die Firma Genentech her-
gestellt. Als vielversprechend stellte sich die Substitution A114C (Kabat-Nummerierung) der
schweren Kette heraus. Diese wurde in einen MUCI16-spezifischen Antikorper eingefiihrt,
wobei sich zeigte, dass das artifizielle Cystein nach Herstellung und Reinigung als gemischtes
Disulfid mit freiem Cystein oder Glutathion vorliegt. Um ein freies Thiol des artifiziellen
Cysteins zu erhalten, musste der Thiomab zunéchst vollstindig mittels TCEP reduziert wer-
den. Es folgte eine Reoxidation mittels Dehydroascorbinsdure, wobei A114C in reduzierter

Form verblieb und somit fiir die Konjugation zur Verfiigung stand. Anschlie3end erfolgte die
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Maleimid-basierte Konjugation des Toxins MMAE, wobei ein homogener TDC mit einem
DAR von 2 generiert werden konnte. Fiir eine Beurteilung der in-vivo-Effizienz wurde ein
anti-MUC16-ADC durch konventionelle Konjugation an interchenare Cysteine hergestellt,
wobei dieser heterogene ADC einen durchschnittlichen DAR von 3,1 besal3. Trotz geringerer
Toxinbeladung zeigte der TDC in Xenograft-Studien eine vergleichbare Antitumoraktivitit
wie der konventionelle ADC bei dquivalenter Antikdrpermenge. Zudem zeigte der TDC eine
deutliche Verbesserung hinsichtlich seiner Pharmakonkinetik sowie MTD und somit ein ver-
bessertes therapeutisches Fenster.!®”! Vergleichbare Ergebnisse wurden mit einem weiteren
TDC erzielt, welcher ein Konjugat aus Trastuzumab und DM1 darstellte. Dieser wurde mit
einem konventionell hergestellten ADC verglichen, wobei die Konjugation des DM1 an en-
dogene Lysine des Trastuzumab via SMCC-Linker erfolgte und somit dem therapeutisch zu-
gelassenen Kadcyla® gleicht.'®® Eine weitere Verbesserung fiir den Trastuzumab-DM1 TDC
wurde durch Einfithrung eines weiteren artifiziellen Cysteins (Mutation V205C) erreicht. Dies
ermoglicht die Herstellung eines TDCs mit einem DAR von 4. In Kombination mit einem
verbesserten Linkerkonzept zeigte dieses Konstrukt eine noch hohere in vivo Effizienz im
Vergleich zu Kadcyla®. Neben der THIOMAB-Technologie, welche sich auf artifizielle
Cysteine in der Fab-Region beschrinkt, werden auch artifizielle Cysteine im Fc-Fragment
eines Antikorpers (z. B.: S239C und S442C) fiir eine ortsgerichtete Modifikation
eingesetzt.[69’7o]

Neuverbriickung interchenarer Disulfide

Eine Variante der Cystein-basierten Konjugation, die ohne Antikorper-Engineering aus-
kommt, basiert auf der Neuverbriickung der interchenaren Disulfidbriicken durch
bisalkylierende Linker verschiedenster Formate (Abb. 2D). Diese crosslinking-Strategien ba-
sieren im Wesentlichen auf derivatisierten Dithiophenylmaleimid—,[62’7” Dibromomaleimid-

731 sowie Bis-Sulfon-Linkern™®*. Bei vollstindiger Reduktion der

" Dibromopyrazindion-
interchenaren Disulfidbriicken eines IgG1 Antikorpers resultiert die Neuverbriickung in
ADCs mit einem DAR von 4, wobei eine verringerte Beladung durch eine partielle Reduktion
erreicht werden kann."”®

Im Allgemeinen liegt die Ausbeute der DAR4-Spezies zwischen 60-90 %. Neben Spezies mit
DARs kleiner 4 werden im Reaktionsgemisch auch Spezies mit einem DAR von 5 gefunden,
was wiederum bedeuten konnte, dass auch intrachenare Disulfidbriicken neuverbriickt wer-
den.*>” Zudem scheint der Erhalt der interchenaren Disulfidverbriickung nicht immer
moglich zu sein, da auch Spezies mit intrachenarer Neuverbriickungen gefunden wurden,

welche zu halben Antikérpern fithren.'’>"! Fiir Maleimid-basierte crosslinker ergibt sich zu-
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dem die Notwendigkeit, das Maleimid nach Neuverbriickung zur stabileren Maleinsdure zu
hydrolisieren, da es in vivo zu Thiolaustauschreaktionen mit freiem Cystein, Glutathion oder
Albumin und somit zur vorzeitigen Freisetzung des Toxins kommen konnte. %!

Hinsichtlich der in vivo Effizienz konnte insbesondere fiir den Dibromomaleimid-Linker eine
deutliche Verbesserung gezeigt werden. Hierbei wurde Trastuzumab mit Monomethyl-
Auristatin F (MMAF) modifiziert, wobei die Konjugation durch Bisalkylierung mittels
Dibromomaleimid-MMAF  oder durch  konventionelle = Monoalkylierung  mittels
Maleimidocapryl-MMAF erfolgte. Im Vergleich zum konventionellen heterogenen ADC be-
wirkte der neuverbriickte ADC im Xenograft-Mausmodell eine ausgeprigtere Tumorregressi-
on. Auch Studien zur Pharmakokinetik und MTD zeigten eine deutliche Verbesserung, sodass

sich hieraus ein vergroBertes therapeutisches Fenster ergibt.[m

Nicht natiirliche Aminosduren

Durch den Einbau nicht natiirlicher Aminosduren (nnAS) in die schweren oder leichten Ket-
ten von Antikorpern ist es moglich, artifizielle bioorthogonale Funktionalitéten fiir eine orts-
spezifische Konjugation bereitzustellen (Abb. 2E). Ein Vorteil gegeniiber der Cystein-
basierten Konjugation liegt in der Vielzahl einfiihrbarer Funktionalititen, wie beispielsweise
Azide, Alkine oder Ketone. Dadurch wird ein breites Repertoire von Klickreaktionen ermog-
licht, was unter anderem auch eine simultane Konjugation verschiedener Toxine mit unter-
schiedlichen Wirkmechanismen erlaubt.””! Auch kann die fiir die Cysteinkonjugationen be-
schriebene Maleimid-assoziierte Linkerlabilitit umgangen werden.””® Der Einbau von nnAs
erfolgt in der Regel durch eine Erweiterung des genetischen Codes via Suppression eines
Amber-Stopcodons bei der ribosomalen Proteinbiosynthese. Erméglicht wird dies durch Ver-
wendung einer genetisch codierten artifiziellen tRNA, die durch eine korrespondierende
Aminoacyl-tRNA-Synthetase mit der nnAS beladen wird und komplementir zum
Basentriplett des Amber-Stopcodons (UAG) st

Die Herstellung von nnAS-beladenen Antikorpern kann im zellfreien oder eukaryotischen
Expressionssystem erfolgen. So hat die Firma Sutro Biopharma eine zellfreie Expressions-
plattform zur Generierung homogener ADCs entwickelt, wobei S136 der schweren Kette ge-
gen die nnAS p-Azidomethyl-Phenylalanin (pAMF) ausgetauscht wurde. Die Proteinbiosyn-
these erfolgt durch eine in-vitro-Transkiption/Translation auf Basis eines E. coli-
Zellextraktes, wobei fiir den Einbau von pAMF eine eigens entwickelte Variante einer
Tyrosyl-tRNA-Synthetase sowie Amber-Suppressor-tRNA aus M. jannaschii verwendet wur-

de.™ Auf Basis dieser Expressionsplattform konnten ZIMMERMANN et al. Trastuzumab mit
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S136pAMF Substitution herstellen,®! wobei der Antikérper jedoch aglykosyliert vorlag, was
wiederum einen Einfluss auf dessen Stabilitit und Effektorfunktion haben kann.™ Anschlie-
Bend erfolgte die Konjugation von Monomethyl-Auristatin F (MMAF) via Dibenzocyclooctin
(DBCO)-Linker durch eine Kupfer-freie ,strain-promoted alkyne-azide cycloaddition*
(SPAAC)-Klickreaktion, wobei ein DAR von 1,9 erzielt werden konnte. Der erhaltene ADC
zeigte in vitro eine hohe zytotoxische Aktivitit, die in-vivo-Effizienz wurde nicht getestet.[gl]
Die Firma Ambrx nutzt im Rahmen ihrer Eucode-Technologie ein auf CHO-Zellen basieren-
des Expressionssystem, welches den Einbau der nnAS p-Acetyl-Phenylalanin (pAF) in Anti-
korper ermoglicht. TIAN et al. inkorporierten pAF an der Position S115 der schweren Kette
eines Anti-5T4-Antikorpers sowie an der Position A114 der schweren Kette von Trastuzu-
mab.”” Die Konjugation des Toxins Monomethylauristatin D erfolgte durch einen
Alkoxyamin-Linker, welcher mit der Ketogruppe der pAF-Seitenkette ein stabiles Oxim aus-
bildet, wobei fiir die Reaktion jedoch ein saures Milieu (pH 4) und eine Inkubationszeit von
40-60 h erforderlich ist.

Hinsichtlich der in-vivo-Effizienz erfolgte ein direkter Vergleich mit konventionell hergestell-
ten ADCs (Maleimid-basierte Konjugation interchenarer Cysteine), wobei die nnAS-basierten
ADC:s deutlich bessere Resultate im Xenograft Tumormodell, der Pharmakokinetik sowie der
MTD zeigten. Fiir den Trastuzumab-basierten ADC erfolgte zudem ein Vergleich mit dem
THIOMAB-A114C, welcher ebenfalls mit MMAD derivatisiert wurde. Auch hier zeigte der
nnAS-ADC eine hohere Effizienz im Xenograft Mausmodell, als der TDC. Dariiber hinaus
ermoglicht die Verwendung von nnAS die Konjugation von hochpotenten
Pyrrolobenzodiazepin-Dimeren (PBDs), welche aufgrund ihrer Hydrophobizitit bei konventi-
oneller Konjugation zu Aggregation des ADCs fiihren konnen.®!

So konnten VANBRUNT et al. die nnAS N°-[(2-Azidoethoxy)carbonyl]-Lysin an Position H274

der schweren Kette von Trastuzumab einbauen.®"

Die Konjugation eines Alkin-
derivatisierten PBD-Dimers erfolgte via Kupfer-katalysierter Azid-Alkin Cycloaddition
(CuAAC) und resultierte in einem DAR von 1,8. Der PBD-ADC zeigte im Xenograft Maus-
modell im Vergleich zu einem mit Auristatin F beladenen ADC eine deutlich erhéhte Anti-

tumoraktivitiit.

1.2.2 Enzymatische Modifizierung

Fiir die Generierung homogener ADCs stellt die enzymkatalysierte Proteinmodifikation eine

vielversprechende Strategie dar, da Enzyme aufgrund ihrer nativen Regio- sowie Stereoselek-

13



Einleitung

tivitdt eine zielgerichtete Kopplung gewiinschter Funktionalitidten unter milden Reaktionsbe-
dingungen ermoglichen. Jedoch ist die Anzahl geeigneter Enzyme, welche eine Ligation
zweier funktioneller Gruppen katalysieren, stark limitiert und deren universelle sowie 6kono-

misch sinnvolle Anwendbarkeit wird teilweise durch intrinsische Anforderungen beschrinkt.

Sortase A

Bei Sortasen handelt es sich um eine Familie von Membran-assoziierten bakteriellen Enzy-
men, welche eine ausgeprigte Transpeptidaseaktivitidt besitzen. Natiirlicherweise katalysieren
sie bei gram-positiven Bakterien unter anderem die kovalente Verkniipfung von diversen
Oberfldachenproteinen in der Peptidoglykanschicht, die zumeist eine wichtige Rolle fiir die
bakterielle Virulenz spielen. Sortase A aus Staphylococcus aureus ist das am besten charakte-
risierte Enzym aus der Familie der Sortasen.® Es katalysiert die Verkniipfung von Oberfli-
chenproteinen, welche am C-Terminus mit dem Erkennungsmotiv LPXTG (X steht fiir jede
beliebige Aminosiure) ausgestattet sind. Nach Einbindung des Substrates wird die Peptidbin-
dung zwischen Threonin und Glycin gespalten. Hierbei wird das Carbonyl-C-Atom des
Threonins nukleophil von der reaktiven Thiolgruppe des Cys184 angegriffen, welches Be-
standteil der katalytischen Triade (Argl97-His120-Cys184) von Sortase A ist.*® Durch Aus-
bildung einer Thioesterbindung entsteht ein kovalentes Acyl-Enzym-Intermediat. Anschlie-
Bend wird unter Ausbildung einer neuen Peptidbindung der Acylrest auf die N-terminale o-
Aminogruppe eines Pentaglycins von Lipid II iibertragen, welches ein Vorldaufermolekiil bei
der Zellwandsynthese ist.”*”

Der biotechnologische Nutzen von Sortase A zur spezifischen Modifikation von Proteinen
wurde erstmals 2004 durch MAO et al. gezeigt.[gg] Es konnte ein Derivat des griin fluoreszie-
renden Proteins (GFP), welches am C-Terminus mit der Erkennungssequenz LPETG ausge-
stattet wurde, mit verschiedensten Glycin-haltigen Nukleophilen modifiziert werden, wobei
die Anzahl der N-terminalen Glycine zwischen 1 und 5 variierte. Seitdem wurden eine Viel-
zahl von Sortase-basierten Anwendungen publiziert, welche beispielsweise die N- und C-
terminale Modifikation von Proteinen, die Zyklisierung sowie Immobilisierung von Proteinen
oder auch die Modifikation von Oberflachenproteinen auf Zellen oder Viruspartikeln umfas-
sen.189-921

Auch die Modifizierung von Antikorpern und deren Fragmenten mit unterschiedlichen Funk-
tionalitdten konnte erfolgreich gezeigt werden.”* ™ Fiir die Sortase-katalysierte Generierung
von ADCs hat die Firma NBE-Therapeutics ihre patentierte SMAC-Technology™ (sortase-
enzyme mediated antibody conjugation) entwickelt (Abb. 3A).
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Im Rahmen der SMAC-Technology™ zeigten BEERLI et al. die Generierung homogen modi-
fizierter ADCs am Beispiel von Trastuzumab sowie cAc10 (Brentuximab) durch eine Konju-
gation des Toxins Maytansin, respektive MMAE, als Pendant zu den zugelassenen ADCs
Kadcyla® und Adcetris®.”” Hierbei wurde der C-Terminus von schwerer und leichter Kette
mit der Erkennungssequenz LPETG ausgestattet, wodurch ADCs mit einem DAR von 4 gene-
riert wurden. Fiir die Konjugation kam eine verbesserte Sortase A-Variante zum Einsatz, wel-
che eine erhohte katalytische Effizienz besitzt.”®! Als Nukleophil wurde ein Pentaglycinpeptid
verwendet, welches am C-Terminus mit dem entsprechenden Toxin beladen wurde. Im Falle
des MMAE-tragenden Nukleophils wurde zusitzlich das Cathepsin B-sensitive Dipeptid
Valin-Citrullin (vc) mit selbst spaltendem PABC-Linker (4-Aminobenzoylcarbamat) zwi-
schen Toxin und Pentaglycin eingefiigt. Die Konjugation erfolgte mit 20 Aquivalenten je An-
tikorper (entsprechend 5 Aquivalente je Erkennungssequenz). Dabei betrug der DAR nach
Reinigung 3,18 fiir cAc10-vc-PABC-MMAE und 3,28 fiir Trastuzumab-Maytansin, was einer
Syntheseeffizienz von 76 % bzw. 82 % entspricht. In vitro zeigten die mittels SMAC-
Technology™ hergestellten ADCs vergleichbare Antitumoraktivititen wie Kadcyla® und
Adcetris®. Trastuzumab-Maytansin wurde zudem in vivo im Xenograft-Tumormausmodell
untersucht, wobei sich auch hier eine vergleichbare Effizienz wie bei Kadcyla® ergab.””
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass auch ADCs mit noch potenteren Toxinen, wie bei-
spielsweise dem DNA-interkalierenden Anthracyclinderivat PNU-159682, via SMAC-
Technology™ generiert werden konnen."”” Diese zeigen in vivo deutlich gesteigerte Tumor-
aktivitit im Vergleich zu Maytansin- oder Auristatin-beladenen Antikorpern. Unklar bleibt
jedoch, ob sich die hohe Hydrophobizitit des im Nukleophil befindlichen Pentaglycins nega-
tiv auf die bereits schlechte Wasserloslichkeit der zumeist hydrophoben Toxine auswirkt.
Dies ist ein kritischer Aspekt fiir die Skalierbarkeit der Konjugationsreaktion, da fiir gute Pro-
duktausbeuten hohe Uberschiisse an Nukleophil eingesetzt werden miissen. Zusitzlich hat die
Hydrophilie des Linkers im ADC einen wesentlichen Einfluss auf die in-vivo-Effizienz des
Wirkstoffkonjugates.””*! Zudem wurde fiir die Sortase-katalysierte Reaktion ein unspezifischer
Acyltransfer auf aliphatische Amine, wie beispielsweise Lysinseitenketten, beobachtet, was
unter Umstidnden bei der Generierung von ADCs als unerwiinschte Nebenreaktion auftreten

konnte (100.101]

Formylglycin-generierendes Enzym
Das Formylglycin-generierende Enzym (FGE) ist eine Kupfer-abhingige Oxygenase, welche

sowohl in Prokaryoten als auch Eukaryoten gefunden wird."'"® Das erstmals im Jahre 2003
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identifizierte Enzym katalysiert die Aktivierung von Sulfatasen durch Umwandlung eines im
aktiven Zentrum befindlichen Cysteins zu Ca-Formylglycin (fGly).[m] Hierbei bindet FGE an
die Konsensus-Erkennungssequenz CXPXR (X steht fiir alle beliebigen Aminoséduren, auller
Prolin) und oxidiert die Thiolgruppe der Cysteinseitenkette zu einer Aldehydgruppe.

CARRICO et al. konnten erstmalig zeigen, dass es moglich ist, eine Aldehydgruppe mittels
FGE in rekombinante Proteine einzufiihren und nachfolgend fiir eine ortsspezifische Modifi-
kation einzusetzen.!'®” Exemplarisch ausgewihlte Proteine wurden am N- oder C-Terminus
mit der Hexapeptidsequenz LCTPSR ausgestattet, die als ,,Aldehyd-tag* bezeichnet wird.
Durch die Co-Expression eines prokaryotischen FGE aus Mycobacterium tuberculosis wéh-
rend der rekombinanten Herstellung der Zielproteine in E. coli konnte das Cystein im Alde-
hyd-fag mit einer hohen Ausbeute zu fGly konvertiert werden. Nachfolgend konnte die
Aldehydgruppe aller rekombinanten Proteine durch Aminoxy- oder Hydrazid-derivatisierte
Funktionalititen (z. B. Alexa Fluor 647, Biotin oder Polyethylenglykol) sowohl ortsspezifisch
als auch bioorthogonal modifiziert werden. In Folgestudien konnte der Aldehyd-tag zu der
Sequenz CXPXR erweitert werden.'"

Ebenso konnte die Co-Expression von FGE fiir eukaryotische Expressionssysteme etabliert
werden, sodass auch komplexere Proteine mit posttranslationalen Modifikationen, wie bei-
spielsweise Antikorper des Typs IgG1, mit fGly ausgestattet werden konnen. 06107

Die Firma Catalent (ehemals Redwood Bioscience) nutzt FGE im Rahmen ihrer
SMARTag™-Technologie Plattform zur Herstellung homogener ADCs (Abb. 3B). Um bei
der Generierung von ADCs eine moglichst effiziente Konjugation ausgewihlter Wirkstoffmo-
lekiile iiber die eingefithrte Aldehydgruppe zu ermoglichen, wurden diverse
Ligationsstrategien entwickelt. Dies sind die Hydrazino-iso-Pictet-Spengler (HIPS)-

[109]

Ligation,"® die trapped-Knoevenagel-Ligation sowie die tandem-Knoevenagel-

101 welche in Kombination mit der SMARTag™-

Kondensation-Michael-Addition-Ligation,
Technologie zum Einsatz kommen. Letztere ermdglicht die Herstellung von DAR4 ADCs.
Hierdurch sollten unter anderem die Nachteile der klassischen Oxim-Ligation mit Aminoxy-
derivatisierten Funktionalititen (lange Reaktionszeit sowie saurer pH-Wert), welche hiufig
bei der Konjugation an Aldehyd- oder Ketofunktionen zum Einsatz kommt, umgangen wer-
den. "1

DRAKE et al. testeten die Insertion des Aldehyd-fags an verschiedenen Positionen innerhalb
der konstanten Regionen von leichter und schwerer Kette des monoklonalen Antikorpers
Trastuzumab hinsichtlich struktureller Integritit sowie fGly-Konvertierung.!"'* Wihrend In-

sertionen in der CH2- und CH3-Domine der schweren Kette zur Aggregation des Antikorpers
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fithrten, wurden Insertionen in der leichten Kette sowie in der CH1-Doméine und am C-
Terminus der schweren Kette gut toleriert. Auch die Konvertierungsrate zum fGly variierte je
nach Position des Aldehyd-tags zwischen 86-98 %. Fiir die nachfolgende Konjugation eines
Maytansin-Derivates via HIPS-Ligation konnten Ausbeuten von 75 % an der leichten Kette
(LC-ADC) bis iiber 90 % in der CH1-Doméine (CH1-ADC) sowie am C-Terminus (CT-ADC)
erzielt werden. Als Nachteil erscheint hierbei die lange Reaktionszeit von 72 Stunden. Nicht
konjugierter Antikorper wurde durch einen finalen Reinigungsschritt mittels hydrophober
Interaktionschromatographie abgetrennt.!''?!

Die in-vivo-Testung der homogenen ADCs erfolgte im direkten Vergleich zu dem konven-
tionel via Lysinseitenketten konjugierten Kadcy1a®. Trotz geringerer Toxinbeladung zeigten
vor allem das CT-ADC mit konjugiertem Maytansin am C-Terminus der schweren Kette eine
deutlich erhohte Effizienz im Xenograft Tumormausmodell im Vergleich zu Kadcyla®. Auch
bei den Studien zu Pharmakokinetik sowie zur MTD zeigte das CT-ADC eine deutlich ver-

besserte Effizienz.!''?

Transglutaminase

Bei Transglutaminasen, auch Protein-Glutamin-y-Glutamyltransferasen genannt, handelt es
sich um eine Familie von Enzymen, die natiirlicherweise die posttranslationale Bildung einer
Isopeptidbindung katalysieren, wodurch sie unter anderem zur intra- und intermolekularen
Quervernetzung von Proteinen beitragen.!""” Dies erfolgt iiber eine Transamidierungsreakti-
on, wobei die y-Carbamoylgruppe einer Glutaminseitenkette als Acyldonor und primédre Ami-
ne, wie die e-Aminogruppe einer Lysinseitenkette, als Acylakzeptor fungieren. In Abwesen-
heit einer primédren Aminogruppe fungiert ein Wassermolekiil als Acylakzeptor, wodurch es
zur hydrolytischen Desaminierung von Glutamin zu Glutaminsiure kommt."'* Im Gegensatz
zu mammalischen Transglutaminasen katalysieren bakterielle Enzyme, wie die mikrobielle
Transglutaminase aus Streptomyces mobaraensis (mTG), Acyltransferreaktionen in Abwe-
senheit von Calciumionen und Guanosintriphosphat, was sie zu niitzlichen Biokatalysatoren
fir die Lebensmittelindustrie und Biotechnologie macht."">! Auch fiir die Generierung von
homogenen Antikorper-Toxin-Konjugaten mit definiertem DAR konnte Transglutaminase
eingesetzt werden. So konnten JEGER et al. zeigen, dass native IgG1-Antikorper trotz mehre-
rer Glutamine nicht durch mTG modifiziert werden konnen.''® Grund hierfiir ist eine
sterische Limitation seitens Transglutaminase, welche lediglich Glutamine in flexiblen und
16sungsmittelzuginglichen Regionen eines Proteins als Substrat akzeptiert.!"'”! Wird jedoch

die Glykankette des Antikorpers, welche durch eine N-glykosidische Bindung an die Seiten-
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kette von Asparagin 297 (N297) gekniipft ist, durch eine Glykosidase entfernt, 14sst sich die
Seitenkette des Glutamins an Position 295 (Q295) mit verschiedensten Cadaverinderivaten
spezifisch modifizieren (Abb. 3C).1"% Auch der Aminosiureaustausch N297Q fiihrt zu einem
deglykosylierten Antikorper, welcher zusitzlich in Position 297 durch mTG modifiziert wer-
den kann, wodurch vier Modifikationsstellen je Antikorper zur Verfiigung gestellt werden
konnen.!'"™ Darauf basierend statteten LHOSPICE ef al. den CD30-spezifischen Antikdrper
cAcl0 (Brentuximab) mit der Mutation N297Q aus.""" Dieser wurde anschlieBend mit einem
Aminocaproyl-derivatisierten MMAE (Aminocaproyl-vc-PABC-MMEA) modifiziert. Hierfiir
wurden 80 molare Aquivalente der Toxinkomponente je Antikorper eingesetzt. Zudem war
eine lange Reaktionszeit von 16 Stunden notwendig. Nach Reinigung zeigte der ADC einen
DAR von 3,7. Auch konnte eine chemoenzymatische Zweischrittmodifizierung gezeigt wer-
den. So wurde cAC10-N297Q im ersten Schritt mit einer Azid-beladenen Aminokomponente
modifiziert. Im zweiten Schritt wurde die Toxinkomponente via DBCO-Linker durch eine
Kupfer-freie SPAAC-Klick-reaktion kovalent angefiigt, wobei der resultierende ADC nach
Reinigung einen DAR von 4,0 besal. Jedoch zeigte dieser chemoenzymatisch hergestellte
ADC eine hohe Instabilitidt in Mausplasma, sodass lediglich der rein enzymatisch hergestellte
ADC in vivo getestet wurde. Es erfolgte ein direkter Vergleich mit dem zugelassenen ADC
Adcetris®, wobei der mittels mTG modifizierte ADC vergleichbare Effizienzen im Tumor-
mausmodell sowie verbesserte pharmakokinetische Eigenschaften zeigte, woraus ein gestei-
gertes therapeutisches Fenster resultiert.!' '

Eine alternative Strategie zur mTG-katalysierten ADC-Herstellung liegt in der Verwendung
eines mTG-spezifischen Glutamin-tags (LLQGA), welcher durch STROP et al. erstellt und auf
Antikrper iibertragen wurde (Abb. 3D)."*"! Hierzu wurde der tag zunichst an 90 verschiede-
nen Positionen eines anti-EGFR-IgG1-Antikorpers eingefiigt, um Positionen zu identifizieren,
welche eine hohe Konjugationseffizienz ermoglichen ohne dabei die Funktionalitidt des Anti-
korpers zu beeintrachtigen. Von insgesamt zwdlf identifizierten Positionen wurden zwei (je-
weils der C-Terminus der schweren und leichten Kette) in Folgestudien in vitro und in vivo
charakterisiert. Auf Basis eines Anti-M1S1-Antikérpers mit einem Glutamin-fag am C-
Terminus der schweren oder leichten Kette wurden mTG-katalysiert ADCs hergestellt, wobei
ein MMAD-beladenes Lysinderivat mit proteasespaltbarem Linker (Ac-Lys-vc-PABC-
MMAD) als Nukleophil diente. Wie bei der Modifizierung der endogenen Glutamine (Q295
und N297Q) war eine lange Reaktionszeit von 16 Stunden notig. Nach Reinigung konnten
ADCs mit einem DAR von 1,8 bis 1,9 erhalten werden. Die ortsspezifisch modifizierten

ADCs wurden hinsichtlich ihrer in-vivo-Effizienz mit einem konventionell modifizierten
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ADC verglichen, wobei dhnliche Antitumoraktivititen verzeichnet werden konnten. Zudem
konnte gezeigt werden, dass die ortsspezifische Konjugation des Toxins zu einer gesteigerten
MTD fiihrt, wodurch sich ein gesteigertes therapeutisches Fenster ergibt. Eine unspezifische
Modifizierung des endogenen Q295 kann durch die Mutation Q295N unterbunden

werden. '

Glykan-remodeling

Eine weitere Moglichkeit zur Generierung ortsspezifisch modifizierter ADCs bietet die
chemoenzymatische Modifikation von Zuckerresten der Glykankette eines Antikorpers, wel-
che iiber eine N-glykosidische Bindung mit der Seitenkette von Asparagin 297 (N297) ge-
kniipft ist. Beispielsweise verwendeten ZHOU et al. die beiden Glycosyltranferasen B-1,4-
Galaktosyltransferase (GalT) und a-2,6-Sialyltransferase (SialT), um eine Sialinsdure an die
endstindige Galactose der Glykankette von Trastuzumab zu kniipfen.""*" In einem zweiten
Schritt wurde die Sialinsdure mittels Natriumperiodat oxidiert, sodass eine reaktive
Aldehydgruppe fiir eine nachfolgende Oxim-Ligation zur Verfiigung stand. Dies erfolgte mit
Aminoxy-derivatisiertem MMAE oder Dolastin10, wobei nach Reinigung ADCs mit einem
DAR von 1,6 erhalten wurden. Die Antitumoraktivititen der ortsspezifisch modifizierten
ADCs wurden mit einem konventionell modifizierten ADC verglichen. So zeigten alle ADCs
eine vergleichbare in-vitro-Zytotoxizitit. Im Xenograft-Tumormausmodell zeigte der konven-
tionell modifizierte ADC jedoch eine hohere Effizienz als die ortsspezifisch modifizierten
ADCs. Ein Grund hierfiir konnte die hohere Toxinbeladung des konventionellen ADC mit
einem DAR von 3,8 sein, 12!

Eine weitere Methode, etabliert von van GEEL et al., basiert auf der Restrukturierung der
Glykankette von Antikorpern, wodurch eine bioorthogonale Funktionalitét fiir eine nachfol-
gende Modifizierungsreaktion eingefiihrt wurde (Abb. 3E)."**! Auf Basis von Trastuzumab
wurden zunichst alle Zuckerfunktionalititen, auler das am Asparagin 297 gebundene N-
Acetylglucosamin (GlcNac), durch eine Endoglycosidase (Endo S) abgespalten. In einem
zweiten Schritt erfolgte die Kniipfung eines Azido-modifizierten N-Acetylgalactosamin
(GalNaz) an GlcNac, was durch eine spezielle Galactosyltransferase (GalT-Y289L) kataly-
siert wurde. Uber die hierdurch eingefiihrte Azidogruppe konnte die Toxinkomponente
(Maytansin, MMAF oder Duocarmycon SA) mittels Bicyclononin (BCN)-Linker durch eine
Kupfer-freie SPAAC-Klickreaktion kovalent angefiigt werden. Nach Reinigung wurden
ADCs mit einem DAR von 2 erhalten. Als nachteilig erweisen sich die zahlreichen Prozess-

schritte sowie eine lange Inkubationszeit von mehr als 48 Stunden bei 30 °C oder hoher. Die
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erhaltenen ADCs wurden schlieBlich in vitro und in vivo getestet. Insbesondere in vivo zeigte
das Maytansin- sowie MMAF-derivatisierte Trastuzumab im Vergleich zum konventionellen
Kadcyla® eine ausgeprigtere Tumorregression trotz geringerer Toxinbeladung. Zudem konnte
eine universelle Anwendung der als ClycoConnect bezeichneten Technologie durch die Modi-

fizierung unterschiedlicher IgG Isotypen (IgG1, IgG2 und IgG4) demonstriert werden.!'**!*

Allen hier vorgestellten chemischen sowie enzymatischen Konjugationsstrategien gemein ist
die Generierung homogener sowie ortsspezifisch modifizierter Wirkstoff-Konjugate, wodurch
zumeist die in-vivo-Effizienz, die Pharmakokinetik oder auch das klinische Sicherheitsprofil
entsprechend konventionell hergestellter ADCs verbessert werden konnte. Demgegeniiber
stehen jedoch oftmals prozessrelevante Herausforderungen, wie beispielsweise komplexe
Linkersynthesen, der notwendige Zusatz von Reduktionsmitteln oder organischen Losungs-
mitteln, lange Inkubationszeiten, zahlreiche Produktions- und Reinigungsschritte, die Not-
wendigkeit fiir spezielle Expressionssysteme oder auch die fehlende Skalierbarkeit des Her-
stellungsprozesses. Neben der Weiterentwicklung und Optimierung genannter Konjugations-
strategien besteht daher ein grofles Interesse an der Entwicklung und Etablierung alternativer
Strategien. Dies zeigt sich anhand einer Vielzahl von Konjugationsmethoden, welche im Kon-
text der ortsspezifischen Antikdrpermodifikation erfolgreich eingesetzt wurden oder das Po-
tential hierzu besitzen. Auf Seiten der chemischen Methoden wiren beispielsweise die n-
clamp-vermittelte Cysteinkonjugation,!'**! die Intein-vermittelte Konjugation via expressed
protein ligation (EPL) oder Protein-frans-SpleiBen,!'*! die Konjugation via polyionischer

[126] [127,128]

Fusionspeptide' ™ oder auch der Einsatz von coiled-coil Peptiden zu nennen. Beispiele

fiir enzymatische Konjugationsmethoden wiren die Trypsiligase,mgf13 1 die Biotinligalse,[13 2]

die Liponsiure-Ligase,''*” die SpyLigase,!”* AnkX,"* die Butelase L' die

[137] [138,139]

Phosphopantethein-Transferase sowie die Tubulin-Tyrosin-Ligase . Vor allem bei
Trypsiligase handelt es sich um eine vielversprechende Trypsinvariante zur Generierung ho-

mogener Wirkstoffkonjugate. Diese wird im nachfolgenden Kapitel ndher vorgestellt.
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Abbildung 3: Schematische Ubersicht zu enzymatischen Konjugationsmethoden. A) Darstellung der Sorta-
se A-katalysierten Modifikation via Transpeptidierung."*”’ B) Darstellung zur Modifikation des FGE-generierten
Co-Formylglycin (fGly) mittels Hydrazino-iso-Pictet-Spengler (HIPS) Ligation.'"'? C) Modifikation des nativen
Glutamin 295 (Q295) eines zuvor deglykosylierten Antikorpers mittels mikrobieller Transglutaminase
(mTG)."*"! D) Transglutaminase-katalysierte Modifikation eines Antikorpers anhand eines mTG-spezifischen
Glutamin-tags (LLQG)." E) Chemoenzymatische Modifikation der Glykankette eines Antikorpers durch
remodeling mittels Endoglycosidase S (Endo S) und Galactosyltransferase (GalT).!'"*!
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1.3 Trypsiligase

Bereits im Jahre 1898 postulierte van’t HOFF bei Betrachtungen zum chemischen Gleichge-
wicht die Moglichkeit, Proteasen aufgrund der mikroskopischen Reversibilitdt enzymatischer
Reaktionen zur Kniipfung von Peptidbindungen einzusetzen. Experimentell konnte diese
Theorie erstmals 1938 durch BERGMAN und FRAENKEL-CONTRAT am Beispiel des Papains ge-
zeigt werden."*! Clostripain, die V8-Protease sowie Thermolysin sind weitere Beispiele fiir
Proteasen, die im Kontext der Kniipfung einer Peptidbindung durch reverse Hydrolyse einge-
setzt werden konnten. Da die Gleichgewichtskonstante der Bildung einer Peptidbindung unter
physiologischen Bedingungen mit 107-10*L/mol jedoch weit auf Seiten des
Hydrolyseproduktes liegt, bedarf es jedoch einer Manipulation der Reaktionsbedingungen, um
das Gleichgewicht der Reaktion zu Gunsten der Peptidbindungsbildung zu verschieben.!'**!%!
In der Literatur werden hierfiir zwei Protease-katalysierte Synthesestrategien beschrieben, die
gleichgewichtskontrollierte Peptidsynthese und die kinetisch kontrollierte Peptidsynthese. Die
gleichgewichtsbasierte Strategie basiert auf der direkten Umkehrung der Protease-
katalysierten Hydrolyse von Peptidbindungen und ermoéglicht den Einsatz aller Proteasen un-
abhéngig von deren Katalysemechanismus. Als nachteilig erweist sich die geringe Produkt-
ausbeute in Kombination mit einer geringen Synthesegeschwindigkeit sowie dem Bedarf von
oftmals hohen Konzentrationen organischer Lésungsmittel.[l46]

Die kinetisch kontrollierte Protease-katalysierte Synthesestrategie ist auf Proteasen limitiert,
welche in der Lage sind, ein kovalentes Acyl-Enzym-Intermediat auszubilden. Dies sind Se-
rin- und Cysteinproteasen. Geméfl der von SCHECHTER und BERGER eingefiihrten Nomenklatur
zur Substratspezifitit von Proteasen werden fiir die Peptidsynthese schwach aktivierte
Esterderivate von Aminosduren oder Peptiden mit passender P1-Spezifitit eingesetzt, welche
eine schnelle Bildung des Acyl-Enzym-Intermediates bedingen.'*”! Als Acylakzeptor in dem
sich anschlieBenden Deacylierungsschritt kann sowohl Wasser, als auch die a-Aminogruppe
einer Aminosdure oder eines Peptides dienen. Letztere bedingt die Bildung einer neuen Pep-
tidbindung und wird als Aminolyse bezeichnet. Da das Aminolyseprodukt im Vergleich zum
Aminosdureester das schlechtere Substrat darstellt, kommt es zu einer temporidren Produktak-
kumulation, welche deutlich tiber der thermodynamisch determinierten Gleichgewichtskon-
zentration liegt.[m]

Limitierende Faktoren hinsichtlich der Syntheseeffizienz sind (i) das Verhiltnis der Ge-

schwindigkeiten von Aminolyse zu Hydrolysereaktion bei der Deacylierung des Acyl-Enzym-

Intermediates und (ii) die Primérspezifitit der Protease, welche eine Sekundirhydrolyse des
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Aminolyseproduktes nach Verbrauch des Estersubstrates bedingt, da auch im Aminolysepro-
dukt selbst die Erkennungssequenz der Protease vorhanden ist.

Die Deacylierung des Acyl-Enzym-Intermediates durch Wasser ldsst sich prinzipiell durch
Medium-Engineering minimieren, hat jedoch oftmals zur Folge, dass harsche sowie nicht
physiologische Reaktionsbedingungen notwendig sind, welche die Stabilitit und Aktivitit des
Katalysators sowie der Zielstruktur beeinflussen konnen."*! Die Sekundirhydrolyse des
Aminolyseproduktes lédsst sich durch ein Substrat-Engineering vermeiden. Als duBlerst effizi-
ent erwies sich in diesem Kontext das Substratmimetika-Konzept, bei dem die S1-Spezifitit
der Protease in die Esterabgangsgruppe verlagert wird."'* Hierbei erfolgt die der Acylierung
vorgelagerte Einbindung des Substrates in den S1-Bindungsort nicht iiber die in P1-Position
befindliche Aminosdure, sondern iiber die angepasste Esterabgangsgruppe. Ein fiir Trypsin
und Chymotrypsin geeignetes Substratmimetikum stellt der 4-Guanidinophenylester dar, wel-
cher die Spezifitit fiir basische respektive aromatische Aminosduren durch die Guanidino-
sowie  Phenylfunktion bedient.""*'*""  Befindet sich in der Pl-Position des
Substratmimetikums eine fiir die Protease unspezifische Aminoséure, fiihrt dies zu einem
Aminolyseprodukt, welches aufgrund fehlender Erkennungssequenz im Bereich der
Ligationsstelle inert gegeniiber einer Sekundarhydrolyse ist. Jedoch steigt mit zunehmender
Linge des  Acylakzeptors die  Wahrscheinlichkeit des  Vorkommens  von
Aminosduresequenzen, die der Spezifitit der eingesetzten Protease entsprechen, sodass es
auch hier zur unerwiinschten Hydrolyse des Ligationsproduktes kommen kann."**! Um auch
komplexere Zielstrukturen wie beispielsweise Proteine modifizieren zu konnen, bedarf es
letztlich einer Anpassung des Biokatalysators hinsichtlich Substratspezifitit sowie Selektivitit
durch gezieltes Enzym-Engineering.

Im Rahmen eines rationalen Enzym-Engineering konnte aus der Serinprotease Trypsin im
Arbeitskreis BORDUSA ein neuartiger Biokatalysator entwickelt werden, welcher bei einer
Reaktionsfithrung im wissrigen System eine N- sowie C-terminale Modifizierung von Protei-
nen ermoglicht.

Grundlage hierfiir waren umfangreiche Studien basierend auf dem anionischen Rattentrypsin
II, von dem iiber 60 rational designte Enzymvarianten hinsichtlich ihrer Eignung als
Peptidligase fiir Substratmimetika-basierte Synthesereaktionen untersucht wurden.”* Die
Enzymvariante mit den Mutationen D189K sowie K60E zeigte die hochste Syntheseeffizienz
mit Substratmimetika des 4-Guanidinophenylester-Typs. Grund dafiir ist ein deutlich verbes-
sertes Verhiltnis von Esterase- zu Amidaseaktivitdt im Vergleich zum Wildtypenzym. Die

Mutation D189K fiihrte zu einer deutlich verminderten Amidaseaktivitit gegeniiber Trypsin-
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spezifischen Peptidsubstraten mit basischen Aminosdureseitenketten in P1-Position, wohin-
gegen die Esteraseaktivitit gegeniiber Substraten mit aromatischen Aminosiureseitenketten in
P1-Position gesteigert wurde. Zudem konnte in Acyltransferexperimenten eine deutlich ge-
steigerte Priferenz fiir Acylakzeptoren mit Arginin oder Lysin in P1'-Position verzeichnet
werden. Dies korreliert mit den Ergebnissen von KURTH et al., welche fiir die Trypsinvariante
K60E in Acyltransferexperimenten eine um zwei Gréenordnungen gesteigerte Aktivitit ge-
geniiber Substraten mit P1'-Arginin zeigen konnten." > Unter Verwendung des Substratmi-
metika-Konzeptes gelang es mit der Doppelmutante K60E/D189K verschiedenste Acylreste
auf peptidische Acylakzeptoren zu iibertragen. Zudem konnte am Beispiel der
Ribonuklease A erstmalig eine Substratmimetika-basierte N-terminale Modifikation eines
Proteins gezeigt werden, wobei die enzymatische Aktivitit des Zielproteins vollstindig erhal-
ten blieb."™ Jedoch ergab sich fiir die Modifizierung eine limitierte Produktausbeute von
8,7 %.

Zur weiteren Optimierung dieser Peptidligase konnte Frau S. LIEBSCHER (AG BorbpUsA, MLU
Halle-Wittenberg) im Rahmen ihrer Dissertation die Doppelmutante K60E/D189K um eine
S2'-Spezifitit fiir Histidin erweitern.">* Dies wurde durch den Austausch der Aminosiuren
Asparagin 143 (N143) sowie Glutamat 151 (E151) durch zwei Histidine ermoglicht, wodurch
eine artifizielle Bindestelle fiir zweiwertige Metallionen eingefiihrt werden konnte. Die durch
WILLET et al. beschriebene Trypsinvariante N143H/E151H/D189S zeigt beispielsweise eine
um den Faktor 350 gesteigerte Hydrolyseaktivitit gegeniiber Peptidsubstraten mit P2'-Histidin
in Gegenwart von Zinkionen.”'>® MaBgeblich hierfiir ist die Komplexierung der drei
Imidazolringe von N143H, E151H sowie P2'-Histidin durch das Zinkion als Zentralatom. Die
Trypsinvariante K60E/N143H/E151H/D189K, welche als Trypsiligase bezeichnet wird, zeigt
eine hohe Spezifitit gegeniiber der Erkennungssequenz YRH, wobei sie in Gegenwart zwei-
wertiger Metallionen die Peptidbindung zwischen Tyrosin und Arginin proteolytisch spaltet
(Abb. 3A).

Unter Verwendung des Substratmimetika-Konzeptes zeigte Trypsiligase eine hervorragende
Syntheseeigenschaft, wodurch es gelang, eine universell einsetzbare Synthesestrategie fiir die
N-terminale Modifizierung von Polypeptiden und Proteinen zu etablieren.!">* Dies konnte
exemplarisch fiir eine Reihe von Proteinen unterschiedlicher Groe und Sekundérstruktur
gezeigt werden, welche zuvor am N-Terminus mit der Erkennungssequenz YRH ausgestattet
wurden (Abb. 3B). So konnten beispielsweise humanes EGF, humanes Cyclophilin 18,
Parvulin 10 aus E. coli sowie humanes Pinl mit verschiedenen 4-Guanidinophenylester-

Derviaten modifiziert werden. Die eingefiihrten Funktionalititen umfassten hierbei diverse
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Farbstoffe (z.B.: Carboxyfluorescein, Alexa Fluor 488 oder TAMRA), das Polymer PEG2000
sowie Biotin.'*! Da die entstandenen Modifizierungsprodukte nicht mehr die N-terminale
Erkennungssequenz YRH besitzen, kommt es zu keiner Sekundirhydrolyse durch den Bioka-
talysator. Folglich fiihrte die Trypsiligase-katalysierte N-terminale Modifikation aller Proteine
zu quantitativen Produktausbeuten. Bei keinem der modifizierten Proteine wurden weder un-
erwiinschte Spaltprodukte nach intrinsischen basischen Aminosduren gefunden, wie es fiir
Wildtyp-Trypsin der Fall gewesen wire, noch anderweitige Spaltprodukte. Ursédchlich hierfiir
ist der Austausch von Aspartat 189 gegen Lysin, welches sich im nativen Enzym am Boden

der S1-Bindetasche befindet und iiber eine Salzbriicke die priferenzielle Einbindung von Ar-

ginin oder Lysin bedingt. !"°"'>*
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Abbildung 4: Schematische Darstellung zum rationalen Enzym-Engineering sowie zur N- und C-
terminalen Modifikation von Proteinen mittels Trypsiligase. A) Die Einfilhrung der vier Mutationen
K60E/N143H/E151H/D189K in das anionische Rattentrypsin II fiihrt zur Generierung von Trypsiligase (PDB:
4NIY). Diese Peptidligase besitzt in Gegenwart von zweiwertigen Metallionen eine hohe Spezifitit gegeniiber
der Erkennungssequenz YRH. (B) Trypsiligase katalysiert im Rahmen einer Acyltransferreaktion die N-
terminale Modifikation von Proteinen, welche zuvor mit einem RH-Motiv am N-Terminus ausgestattet wurden.
Die Modifizierung erfolgt im Kontext des Substratmimetika-Konzeptes, wobei Subtratmimetika des 4-
Guanidinophenylester-Typs verwendet werden. Die Modifizierung erfolgt quantitativ, weil im gewiinschten
Produkt die Erkennungssequenz YRH nicht rekonstituiert wurde. (C) Die C-terminale Modifikation verléduft tiber
eine Transamidierungsreaktion, wobei das Zielprotein anhand der C-terminal eingefiihrten Erkennungssequenz
als Acyldonor fungiert. Der Acylrest des Acyl-Enzym-Intermediates wird auf ein extern hinzu gegebenes Peptid
oder Protein mit N-terminalem RH-Motiv via Aminolyse iibertragen. Da im Transamidierungsprodukt die Er-
kennungssequenz YRH rekonstituiert wird, besteht die Moglichkeit einer Sekundédrhydrolyse, welche neben der
Primérhydrolyse die Produktausbeute limitiert.
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Neben der N-terminalen Proteinmodifikation katalysiert Trypsiligase auch die C-terminale
Modifikation von Proteinen durch eine Transamidierungsreaktion.“54] Im Gegensatz zur N-
terminalen Modifikation via Acyltransfer, bei der ein Aktivester als Acyldonor fungiert, agiert
bei der Transamidierungsreaktion das Zielprotein als Acyldonor (Abb. 3C). Hierzu wird das
Zielprotein am C-Terminus mit der Erkennungssequenz YRH ausgestattet. Trypsiligase spal-
tet die Erkennungssequenz durch einen nukleophilen Angriff des Ser195 der katalytischen
Triade auf das Carbonyl-C-Atom der Peptidbindung zwischen Tyrosin und Arginin. In der
Folge kommt es zur Ausbildung eines Acyl-Enzym-Intermediates mit der Carbonylfunktion
des Tyrosins. Anschlieend erfolgt die Deacylierung des Acyl-Enzym-Intermediates durch
einen nukleophilen Angriff eines Acylakzeptors, auf welchen schlielich der Acylrest transfe-
riert wird. Trypsiligase favorisiert hierbei im Rahmen einer Aminolysereaktion die a-stindige
Aminogruppe eines Peptides oder Proteins mit N-terminalem RH-Motiv als Acylakzeptor.
Hierbei kann der Acylakzeptor mit unterschiedlichen Funktionalititen, wie beispielsweise
Fluoreszenzfarbstoffen, Radionuklidchelatoren, Toxinen, Polymeren oder auch Klickankern
bestiickt sein, was eine vielféltige Funktionalisierung des Zielproteins ermtjglicht.[13 0.131,154,159]
Jedoch ist Trypsiligase auch in der Lage, den Acylrest auf ein Wassermolekiil zu iibertragen,
was wiederum als Hydrolyse bezeichnet wird und den Reaktionsweg von Wildtyptrypsin
skizziert.

Es konnte gezeigt werden, dass diese Priferenz fiir eine Deacylierung mittels Aminolyse auf
eine Substrat-aktivierte Katalyse zuriick gefiihrt werden kann. So konnte anhand der Kristall-
struktur von Trypsiligase gezeigt werden, dass das Konformationsgleichgewicht zwischen
Zymogen und aktivem Enzym bei Trypsiligase im Substrat-ungebundenen Zustand in Rich-
tung zymogener Konformation verschoben ist.'*! Grund hierfiir ist eine zymogenihnliche
ungeordnete Struktur der Aktivierungsdoméne (diese umfasst die Aminosiduren 116-G19,
G142-P152, L185-D194 und S217-N223), welche erst nach Substrateinbindung in eine aktive
Konformation iibergeht und damit eine Deacylierung insbesondere via Aminolyse ermdglicht.
Das Verhiltnis der Geschwindigkeiten von Aminolyse- zu Hydrolysereaktion beim Deacylie-
rungsschritt ist hierbei maflgeblich fiir die Syntheseeffizienz bei der C-terminalen Modifizie-
rung via Transamidierung. Fiir Trypsiligase liegt die Partitionierung der
Deacylierungsreaktion vor allem bei Substrat- sowie Nukleophilkonzentrationen im hohen
mikromolaren Bereich weit auf Seiten der Aminolyse.

Bei Substratkonzentrationen im niedrigen mikromolaren Bereich - einem Konzentrationsbe-
reich auf den oftmals anspruchsvolle therapeutische Zielproteine wie beispielsweise Antikor-

per limitiert sind - dndert sich die Partitionierung jedoch zu Gunsten der Hydrolyse, was in
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einer deutlich reduzierten Produktausbeute resultiert. Zusitzlich wird die Produktausbeute
durch die Rekonstitution der Erkennungssequenz YRH im gewiinschten Transamidie-
rungsprodukt limitiert, da das Transamidierungsprodukt erneut als Acyldonor fungieren kann,
wodurch eine Sekundérhydrolyse des Produktes durch Trypsiligase ermoglicht wird. Dennoch
konnten eine Reihe von Zielproteinen wie humanes EGF, Parvulin 10 aus E. coli, ein
Her2/neu-spezifisches Fab-Fragment sowie ein TNFa-spezifisches Fab-Fragment C-terminal
modifiziert werden.!"*""**! Die Modifikation erfolgte jeweils mit einem Carboxyfluorescein-
beladenen Peptidnukleophil (H-RHAK(CF)-OH), wobei die Produktausbeuten fiir das huma-
ne EGF sowie fiir das Parvulin 10 bei ca. 25 % lagen und fiir die beiden Fab-Fragmente bei
ca. 40 %. Da die Transamidierungsreaktionen bei einem zehnfachen Uberschuss an Nukleo-
phil durchgefiihrt wurden, liegt die theoretisch maximal erreichbare Produktausbeute bei ca.
90 %. Die Diskrepanz zwischen den tatsdchlich erzielten Ausbeuten und der theoretisch mog-
lichen Ausbeute resultiert aus den oben beschriebenen Limitationen hinsichtlich der Deacylie-
rung via Hydrolyse als unerwiinschter Nebenreaktion.

Aufgrund dieser limitierten Produktausbeute bei der C-terminalen Proteinmodifikation besteht
hier weiterer Bedarf zur Optimierung der Trypsiligase hinsichtlich der katalysierten Transa-

midierungsreaktion.

1.4 Evolutionire Optimierung von Enzymen

Das rationale Enzym-Engineering, bei dem ein detailliertes Wissen beziiglich Struktur, Funk-
tion und Katalysemechanismus unabdingbar ist, unterliegt Limitationen, welche sich aus einer
begrenzten Anzahl gezielt einfithrbarer Aminosdureaustausche sowie unter Umstinden unbe-
kannten Struktur-Wirkungsbeziehungen ergibt. Dem gegeniiber steht das evolutionire En-
zym-Engineering, bei dem es moglich ist, mithilfe eines geeigneten Selektionsverfahrens, wie
beispielsweise dem Phagen-Display,!'® dem Hefe-Display,"'®" dem Ribosomen-Display '
oder dem mRNA—Display[163], Biokatalysatoren innerhalb einer grolen Variantenbibliothek
anzureichern, welche die gewiinschten Katalyseeigenschaften aufweisen. Die eingesetzte Se-
lektionsmethode sollte hierbei zum einen eine Phanotyp-Genotyp-Kopplung ermoglichen und
zum anderen sollte sie eine gezielte Selektion von Biokatalysatoren erlauben, wobei als Selek-
tionsmarker die zu katalysierende Reaktion zum Tragen kommt.

Die Generierung von Variantenbibliotheken kann unabhingig von gegebenen Struktur-
Wirkungsbeziehungen durch ein statistisches Design erfolgen, wobei zufillige Mutationen auf

DNA-Ebene beispielsweise via error-prone-PCR oder DNA-shuffling eingefiihrt werden.!'®*!
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Desweiteren gibt es auch die Moglichkeit, Struktur-Wirkungsbeziehungen auf Basis kombina-
torischer Variantenbibliotheken einflieBen zu lassen, wobei auf DNA-Ebene zufillige Mutati-
onen innerhalb des Codons einer oder mehrerer gewiinschter Aminosdurepositionen einge-
fiihrt werden. Eine derartige Optimierung via evolutiondrem Enzym-Engineering konnte be-
reits erfolgreich fiir verschiedene Enzyme wie beispielsweise Subtiligase,'®>'® Sortase
APBITIO1 o der auch Transglutaminase[171’172] hinsichtlich katalytischer Aktivitdt sowie Sub-
stratspezifitit gezeigt werden.

So konnte beispielsweise Subtiligase, welche eine rational designte Peptidligase auf Basis der
Serinprotease Subtilisin BPN darstellt (Einfithrung der Mutationen S221C und P225AM%%),
mittels eines Phagen-Display Verfahrens hinsichtlich seiner katalytischen Effizienz verbessert
werden.!"®! Subtiligase katalysiert den Acyltransfer von aktivierten Peptidestern auf die N-
terminale a-Aminogruppe von Peptiden und Proteinen als Acylakzeptoren, wobei Subtiligase
eine hohe Flexibilitdt hinsichtlich der Aminosduren in P1°- und P2‘-Position seitens des Acy-
lakzeptors aufweist.'® Fiir die evolutionre Optimierung wurden insgesamt 25 Aminosdure-
positionen in rdaumlicher Nihe zur katalytischen Triade randomisiert, wobei diese auf sechs
DNA-Bibliotheken verteilt wurden. Die Selektion mittels Phagen-Display erfolgte iiber eine
intramolekulare Produktimmobilisierung. Dazu wurden die auf M13-Phagen prisentierten
Subtiligasevarianten (als Fusionsprotein mit C-terminal angefiigtem Phagenhiillprotein pIlI)
an deren N-Terminus um eine kurze Aminosiduresequenz verlidngert, welche durch Subtiligase
im Rahmen der Acyltransferreaktion als Acylakzeptor eingebunden wird. Eine Inkubation von
Subtiligase-prasentierenden Phagen mit einem Biotin-tragenden Peptidester als Acyldonor
fiihrt zur intramolekularen Ligation des Biotins an den verldngerten N-Terminus von
Subtiligase. AnschlieBend konnen diese biotinylierten Subtiligase-Phagen auf einer
Neutravidin-beschichteten Mikrotiterplatte immobilisiert und nicht biotinylierte inaktive
Subtiligase-Phagen iiber Waschschritte entfernt werden. Durch eine Selektion iiber 5-7 Selek-
tionsrunden konnten innerhalb der sechs Variantenbibliotheken Subtiligasevarianten angerei-
chert werden, welche eine bis zu Faktor 2,7 gesteigerte katalytische Aktivitdt im Vergleich
zur nativen Subtiligase zeigten.!'®®!

Diese Strategie der Selektion mittels Phagen-Display via intramolekular katalysierter Produkt-
immobilisierung konnte ebenfalls von PIOTUKH et al. erfolgreich fiir die Transpeptidase Sorta-
se A (vgl. 1.2.2, S. 12) eingesetzt werden."'®! Der Fokus des evolutioniren Engineerings lag
auf der Anderung der Substratspezifitit von Sortase A von der urspriinglichen Erkennungsse-

quenz LPXTG hin zu FPXTG und APXTG (X steht fiir jede beliebige Aminosédure). Hierbei

wurden in einer ersten Variantenbibliothek basierend auf Sortase A sechs Aminosdurepositio-
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nen des B6/B7-Loops randomisiert. Die auf M13-Phagen prisentierten Sortasevarianten wur-
den mit einem N-terminalen Pentaglycin-Motiv ausgestattet, um hieriiber eine intramolekulare
Produktimmobilisierung via Transpeptidierung zu ermoglichen. Eine Selektion mittels Pha-
gen-Display ermoglichte die Anreicherung von Sortasevarianten mit erhohter Aktivitit ge-
geniiber den Erkennungssequenzen APXTG sowie FPXTG. Die hieraus resultierende
Sortasevariante F40 mit Priferenz fiir APXTG konnte erfolgreich fiir die Semisynthese und
Modifikation des Histons H3 eingesetzt werden, welches natiirlicherweise iiber ein APATG-
Motiv verfiigt.!"”*! In einer weiterfiihrenden Arbeit von SCHMOHL et al. konnten noch effizien-
tere Sortase A-Varianten mit Priferenz fiir die Erkennungssequenzen FPXTG und APXTG
generiert werden.'®® Dies erfolgte anhand einer Variantenbibliothek zweiter Generation, bei
der 9-11 Aminoséurepositionen des f6/f7-Loops randomisiert wurden.

Das Phagen-Display konnte ebenfalls im Arbeitskreis BORDUSA als ein Selektionsverfahren
zur gezielten Optimierung von Trypsiligase im Rahmen der Dissertation von Frau S. GISSEL
etabliert werden."'> Hierbei konnte zunchst gezeigt werden, dass es moglich ist, Trypsiliga-
se als Fusionsprotein mit der C-terminalen Doméne des Phagenhiillproteins pIlI aktiv auf der
Oberflache des Bakteriophagen M13 zu prisentieren, wobei die genetische Information fiir
Trypsiligase Phagemid-lokalisiert im Inneren des Phagen verpackt ist (Abb. 4A). Wie in Ab-
bildung 4B gezeigt, erfolgt die Anreicherung von Trypsiligase-Varianten mit verbessertem
Aminolyse- zu Hydrolyseverhiltnis bei dem etablierten Selektionsverfahren iiber die Fihig-
keit zur Ausbildung eines stabilen Acyl-Enzym-Intermediates in wéssriger Losung sowie des-
sen effizienter Aminolyse in Anwesenheit eines peptidischen Nukleophils. Realisiert wurde
dies durch Verwendung eines N-terminal biotinylierten Peptidsubstrates, welches auf einer
Streptavidin-beschichteten Oberfldche immobilisiert werden kann und iiber die Erkennungs-
sequenz YRH verfiigt. Eine Inkubation des Peptidsubstrates mit Trypsiligase-Varianten, wel-
che monovalent auf der Oberfliche von M13-Phagen prisentiert werden, fiihrt zur Ausbil-
dung von Acyl-Enzym-Phagen-Intermediaten. Uber einen nachfolgenden Waschschritt kon-
nen Trypsiliasevarianten mit hoher Hydrolyseaktivitét entfernt werden. Anschlieend erfolgt
die Elution verbliebener Acyl-Enzym-Phagen-Intermediate {iber eine Aminolysereaktion, was
durch Zugabe eines Nukleophils mit N-terminalem RH-Motiv realisiert wurde.

Die Funktionalitdt des etablierten Selektionsverfahrens wurde schlieflich anhand einer kom-
binatorischen Trypsiligasebibliothek getestet, bei der fiinf Aminosdurepositionen (S61, R62,
Q64, S190 und Q192) im Bereich des aktiven Zentrums randomisiert wurden. Bei der sich
anschlieBenden Selektion mittels Phagen-Display zeigten sich Limitationen hinsichtlich der

Anzahl durchfithrbarer Selektionsrunden, was in der Anreicherung sogenannter escape-
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Mutanten begriindet war. Diese escape-Mutanten stellen auf Proteinebene nicht funktionale
Enzymvarianten dar, welche iiber Genmutationen verfiigen, die wihrend der Proteinbiosyn-

these zu fehlerhaften Translationsprodukten fiihren.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der evolutionéiren Selektion verbesserter Biokatalysatoren mittels
Phagen-Display. A) Prinzip der Phinotyp-Genotyp-Kopplung beim Phagen-Display: Eine einzigartige Trypsin-
variante wird durch eine C-terminale Fusion mit dem Phagenhiillprotein pIIl monovalent auf der Oberflidche des
filamentosen Phagen M 13 prisentiert. Die genetische Information ist auf einem Phagemid lokalisiert, welcher im
Inneren des M13-Phagen verpackt ist. B) Eine Anreicherung von verbesserten Trypsinvarianten erfolgt iiber die
Durchfiihrung mehrerer Selektionsrunden via Phagen-Display. Eine solche Selektionsrunde beginnt mit der
Inkubation einer Trypsiligase-basierten Phagenbibliothek mit einem immobilisierten Substrat, welches die Er-
kennungssequenz YRH beinhaltet (1). Nach Ausbildung von kovalent gebundenen Acyl-Enzym-Phagen-
Intermediaten (2) werden nicht bindende oder schnell hydrolysierende Trypsiligase-Varianten durch mehrere
Waschschritte entfernt (3). Die Zugabe von Nukleophil, welches iiber ein N-terminales RH-Motiv verfiigt, fiihrt
zur Elution gebundener Phagen durch eine Deacylierung der Acyl-Enzym-Phagen-Intermediate via Aminolyse
(4). Hierbei héngt die Effektivitit der Phagenelution von der Transamidierungsaktivitit der prasentierten Trypsi-
ligase-Variante ab. AnschlieBend werden die eluierten Trypsiligase-Phagen zur Infektion von E. coli ER2738 mit
den korrespondierenden Phagemiden verwendet (5). Eine Amplifikation der selektierten Trypsiligase-Varianten
erfolgt durch eine Superinfektion der zuvor infizierten E. coli-Zellen mit einem Helferphagen (6). Die resultie-
rende Phagenbibliothek nédchster Generation kann einer erneuten Selektionsrunde unterzogen werden (1) oder sie
wird mittels eines ELISA-basierten Screenings hinsichtlich verbesserter Biokatalysatoren durchgemustert (7).

Da das Fusionsprotein aus Trypsiligase und C-terminaler Doméne des Phagenhiillproteins pIIl
toxisch fiir E. coli ist und damit die Wachstumsgeschwindigkeit mindert, besitzen escape-

Mutanten einen wesentlichen Wachstumsvorteil bei der Herstellung von Phagen durch E. coli.
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Dies wiederum fiihrte dazu, dass nur eine Selektionsrunde durchgefiihrt werden konnte, da
nach weiteren Selektionsrunden escape-Mutanten die dominierende Spezies darstellten. Den-
noch konnten bereits nach einer Selektionsrunde zwei Trypsiligase-Varianten identifiziert
werden, welche eine verminderte Produkthydrolyse aufwiesen. Jedoch zeigten diese Biokata-
lysatoren im Vergleich zur nativen Trypsiligase lediglich vergleichbare Produktausbeuten.

Ausgehend von den vorliegenden Ergebnissen besteht im Arbeitskreis BORDUSA ein grof3es
Interesse an der weiteren Optimierung des evolutionidren Engineerings von Trypsiligase, um
hierdurch Biokatalysatoren mit deutlich verbesserter Effizienz hinsichtlich der katalysierten

Transamidierungsreaktion zu erhalten.

1.5 Zielstellung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Optimierung der Trypsinvariante Trypsiligase zur C-
terminalen Modifikation von Proteinen. Der Fokus liegt auf der Entwicklung eines Biokataly-
sators, welcher die effiziente Herstellung ortsspezifisch modifizierter Antikorper-Wirkstoff-
Konjugate ermoglicht. Hierfiir soll Trypsiligase iiber ein evolutionidres Enyzm-Engineering
hinsichtlich der katalysierten Transamidierungsreaktion verbessert werden. Dieses gliedert
sich in die Konstruktion einer DNA-Bibliothek, der Anreicherung verbesserter Biokatalysato-
ren durch Selektion mittels Phagen-Display sowie einem Screening zur Identifizierung opti-
mierter Enzymvarianten. Grundlage hierfiir war der Nachweis, dass sich das Phagen-Display
als Selektionsmethode fiir die Anreicherung syntheseoptimierter Trypsinvarianten prinzipiell
eignet.

Ein Ziel dieser Arbeit ist die Optimierung der Selektion mittels Phagen-Display. Dabei liegt
der Fokus auf der Reduktion von escape-Mutanten, welche die Effizienz des Phagen-Displays
stark limitieren. Diese Optimierung umfasst im Wesentlichen zwei Schwerpunkte:

(i) die Generierung einer qualitativ hochwertigen Trypsiligase-basierten DNA-Bibliothek,
sodass der Anteil von escape-Mutanten bereits in der naiven DNA-Bibliothek gering gehalten
wird,

(i1) die Konstruktion eines neuen Phagemids, welches die Anreicherung von escape-Mutanten
wihrend der Propagierung von Trypsin-prasentierenden Phagen unterbindet.

Dies soll die Durchfiihrung mehrerer Selektionsrunden ermoglichen, wobei die Stringenz der
Selektion iiber diverse Parameter, wie beispielsweise die Substratmenge, die Anzahl und
Dauer von Waschschritten sowie die Variation der Elutionszeit, sukzessive erhoht werden

soll. Desweiteren soll fiir die Identifizierung von potentiell verbesserten Biokatalysatoren ein
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ELISA-basiertes Hochdurchsatz-Screening etabliert werden, welches die zeitaufgeloste Detek-
tion der Produktbildung fiir eine Vielzahl von Enzymvarianten ermoglicht. Nach erfolgreicher
Selektion und Identifizierung sollen die potentiell verbesserten Biokatalysatoren rekombinant
hergestellt werden. Anschlieend erfolgt die primére Charakterisierung mittels Modelltransa-
midierung unter Verwendung von geeigneten Peptidsubstraten. Der Biokatalysator mit der
hochsten Produktausbeute soll weiterfithrend hinsichtlich biophysikalischer sowie enzymkine-
tischer Eigenschaften charakterisiert werden. Dies soll im Wesentlichen Untersuchungen zur
Enzymspezifitit, zur pH- und Temperaturabhingigkeit sowie eine detaillierte Betrachtung der
enzymkatalysierten Transamidierungsreaktion umfassen, was letztlich eine genauere Beurtei-
lung der Syntheseeffizienz ermdglichen soll. AbschlieBend soll die Eignung des Biokatalysa-
tors hinsichtlich der Generierung von Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten untersucht werden.
Hierzu sollen zwei therapeutisch relevante Fab-Fragmente mit unterschiedlichen Funktionali-
taten (Farbstoff, Toxin, Polymer) modifiziert werden. Neben einer Untersuchung der Synthe-
seeffizienz in Abhingigkeit vom eingesetzten Fab-Fragment sowie der entsprechenden Funk-
tionalitét soll auch ein moglicher Einfluss der enzymkatalysierten Modifikation auf die Bin-

dungsfunktionalitit der resultierenden Fab-Fragment-Konjugate analysiert werden.
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2 Material

In dem folgenden Kapitel werden die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Materialien auf-

gefiihrt.

2.1 Chemikalien/Reagenzien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien (Tab. 2) besitzen alle, sofern nicht gesondert

angegeben, den Reinheitsgrad p.A. (pro analysi).

Tabelle 2: Liste der verwendeten Chemikalien.

Chemikalien

Hersteller

2-Morpholinoethansulfonsidure (MES)
Aceton
Acetonitril

4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid
(AEBSF)

Agar

Ammoniumsulfat

Ampicillin Natriumsalz
Anhydrotetracyclin Hydrochlorid
Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Calciumchlorid

D(-)-Sorbitol

D(+)-Glucose

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumhydrogenphosphat
DL-Dithiothreitol (DTT)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Essigsdure, 100 %

Ethanol, reinst

Ethanol, technisch

Formaldehyd, 37 %

Glycerin, 99,5 %

Hefeextrakt

AppliChem GmbH (Darmstadt)
VWR International GmbH (Darmstadt)
VWR International GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
SERVA GmbH (Heidelberg)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe)
VWR International GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

VWR International GmbH (Darmstadt)
VWR International GmbH (Darmstadt)
VWR International GmbH (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
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Chemikalien

Hersteller

Hydroxyethyl-piperazin-1-ethansulfonsiure
(HEPES)

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycinsulfat
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Methanol

Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdisulfit
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
Natriumsulfat
Natriumthiosulfat
Polyethylenglycol 4000 (PEG 4000)
Salzsdure

Schwefelsdure

Silbernitrat

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Tetracyclin-Hydrochlorid
Trifluoressigsdure (TFA)

TMB (Tetramethylbenzidin) One
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Trypton

Tween 20

Wasser, nukleasefrei

Yeast nitrogen base without amino acids
(YNB w/o AS)

Zeocin
Zinkchlorid

AppliChem GmbH (Darmstadt)

VWR International GmbH (Darmstadt)
VWR International GmbH (Darmstadt)
VWR International GmbH (Darmstadt)
Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

VWR International GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

VWR International GmbH (Darmstadt)
VWR International GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

VWR International GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe)
Merck KGaA (Darmstadt)

Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

VWR International GmbH (Darmstadt)
Kem-En-Tec Diagnostics A/S (Danemark)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

InvivoGen (San Diego, Californien)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
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2.2 Puffer und Losungen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Puffer und Losungen (Tab.3) wurden mit

bidestiliertem Wasser angesetzt. Der pH-Wert wurde bei Bedarf mit konzentrierter Essigsiu-

re, Salzsdure, Natriumhydroxidlosung und Kaliumhydroxidlosung eingestellt. Falls angege-

ben, wurden entsprechende Puffer und Losungen fiir 45 min bei 121 °C und 1,2 bar autokla-

viert oder mittels Spritzenfilter (Porengro3e: 0,45 um) steril filtriert. Die Puffer fiir die Chro-

matographie wurden steril filtriert und entgast.

Tabelle 3: Liste der verwendeten Puffer und Losungen.

Bezeichnung

Zusammensetzung/Hersteller

Puffer und Losungen fiir die SDS-PAGE

1 x SDS-PAGE-Laufpuffer
Trenngelpuffer
Sammelgelpuffer

3 x SDS-Probenpuffer

10 % SDS-Stammldsung
10 % APS-Stammlosung
Rotiphorese® Gel 30

Losungen fiir die Silber-Firbung
AgNO;-Losung

Na,S,03-Losung

TCA-Losung

Fixierlosung

Vorbehandlungslosung I
Vorbehandlungslosung 11
Impréignierlosung

Entwicklerlosung

Stopplésung

10 % (v/v) 10 x SDS PAGE Laufpuffer
1,5M TRIS-HCI; pH 8,8
0,5 M TRIS-HCI; pH 6,8

12,5 % (v/v) Sammelgelpuffer; 40 % (v/v) Glycerin,;
2,3 % (w/v) SDS; 5% (v/v) B-Mercaptoethanol (optinal);
0,05 % (w/v) Bromphenolblau; pH 6,8

10 % (w/v) SDS
10 % (w/v) APS

30 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid im Verhiltnis
37,5:1 (von Carl Roth)

20 % (wl/v) Silbernitrat
10 % (w/v) Natriumthiosulfat
50 % (w/v) Trichloressigsidure

50 % (v/v) Aceton; 2,5 % (v/v) TCA-Losung;
0,04 % (v/v) Formaldehyd

50 % (v/v) Aceton
0,16 % (v/v) Na;S,03-Losung
1,4 % (v/v) AgNOs-Losung; 1 % (v/v) Formaldehyd

2 % (w/v) Natriumcarbonat; 0,04 % (v/v) Formaldehyd;
0,04 % (v/v) Na,S,03-Losung

1 % (v/v) Essigsdure

Losungen fiir die Coomassie-Blau-Firbung

Coomassie-Firbelosung

Entfarberlosung

30 % (v/v) Methanol; 17,5 % (v/v) Ethanol; 1 0% (v/v)
Essigsdure; 0,2 % (w/v) Coomassie R250; 0,05 % (w/v)
Coomassie G250

4 5% (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsédure
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Bezeichnung Zusammensetzung/Hersteller

Puffer und Losungen fiir die Agarose-Gelelektrophorese

1 x TAE 10 % (v/v) 50 x TAE

DNA-Ladepuffer 6 x Orange DNA Loading Dye® (Fermentas)

DNA-Firbelosung 0,01 % (v/v) SYBR® Safe DNA gel stain

Puffer fiir die Kationenaustauschchromatographie

Tn-Puffer A (Bindepuffer) 20 mM Natriumacetat; pH 4,0

Tn-Puffer B (Elutionspuffer) 100 mM HEPES; 200 mM NaCl; 10 mM CaCly;
pH 7,8 bei 30 °C

Fab-Puffer A (Bindepuffer) 100 mM HEPES; pH 7,0

Fab-Puffer B (Elutionspuffer) 100 mM HEPES; 250 mM NaCl; pH 7,0

Puffer fiir die Protein G-Affinititschromatographie

Puffer A (Bindepuffer) 20 mM NaH,POQOy; pH 7,0

Puffer B (Elutionspuffer) 100 mM Glycin-HCI; pH 2,7

Puffer C (Neutralisierungspuffer) 1 M TRIS-HCI; pH 9,0

Zellaufschlusspuffer 20 mM NaH,POQOy; 0,1 mM AEBSF; pH 7,0

Puffer fiir die hydrophobe Interaktionschromatographie

HIC-Puffer A 1,5 M (NH4)2SO4; 50 mM HEPES; pH 7.5

HIC-Puffer B 50 mM HEPES; pH 7.5

HIC-Puffer C 100 mM HEPES; 100 mM NacCl; 10 mM CaCly;

pH 7,8 bei 30 °C
Puffer fiir die GroBBenausschlusschromatographie

SEC-Laufpuffer 100 mM HEPES; 100 mM NaCl; 10 mM CaCly;
pH 7,8 bei 30 °C

Puffer fiir das Phagen-Display

TP 100 mM HEPES; 100 mM NaCl; 10 mM CaCly;
pH 7,8 bei 30 °C; steril filtriert

TPTO,1 Puffer TP; 0,1 % (v/v) Tween20

TPB Puffer TP; 1 % (w/v) BSA

TPBTO0,05 Puffer TPB; 0,05 % (v/v) Tween20

PEG-Losung 30 % (w/v) Polyethylenglycol 4000; 2,5 M NaCl

Puffer und Losungen zur Herstellung von elektrokompetenter Pichia pastoris-Zellen

BEDS-Puffer 10 mM Bicin; 3 % (w/v) Ethylenglycol; 5 % (v/v)
DMSO; 1 M D(-)-Sorbitol; pH 8,3; autoklaviert

DTT-Stammlosung 1 M DTT; steril filtriert

Sorbitol-Stammlésung 1 M D(-)-Sorbitol; steril filtriert

Puffer und Losungen fiir das ELISA-basierte Screening

TBS 10 % (v/v) 10 x TBS; steril filtriert

TBSTO0,05 10 % (v/v) 10 x TBS; 0,05 % (v/v) Tween
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Bezeichnung Zusammensetzung/Hersteller

Messpuffer 100 mM HEPES; 100 mM NacCl; 10 mM CaCly;
pH 7,8 bei 30 °C; steril filtriert

Abstopplosung 100 mM HEPES; 100 mM NacCl; 10 mM CacCly;

2 mM EDTA; pH 3,5; steril filtriert

Puffer fiir die enzymatische Charakterisierung

Messpuffer 100 mM HEPES; 100 mM NaCl; 10 mM CaCly;
pH 7,8 bei 30 °C; steril filtriert

Sonstige Puffer und Losungen

10 x PBS 1,37 M NaCl; 270 mM KCI; 800 mM Na,HPOg;
150 mM KH,POy4; pH 7,4
10 x TBS 0,5 M TRIS-HCI; 1,5 M NaCl; pH 7,4
50 x TAE 1 M TRIS-HCI; 1 M Essigsiure; 0,1 M EDTA; pH 8,0
10 x blocking-Puffer 10 % (w/v) Casein (von Sigma-Aldrich)
10 x SDS PAGE-Laufpuffer 0,25 M TRIS-HCI; 1,9 M Glycin; 1 % (w/v) SDS;
pH 8,3
ZnCl,-Stammlosung 10 mM ZnCl, in H,O:; steril filtriert
10 x MES-Puffer 500 mM MES; 100 mM CaCl,; pH 6,0; steril filtriert
10 x Glucoselosung 20 % (w/v) D(+)-Glucose; autoklaviert

2.3 Niahrmedien und Antibiotika

Alle fiir die Kultivierung von Mikroorganismen benotigten Niahrmedien sind in Tabelle 4 auf-
gefiihrt. Diese wurden unmittelbar nach der Herstellung fiir 45 min bei 121 °C und 1,2 bar
autoklaviert, wobei temperaturempfindliche Losungen separat nach dem Autoklavieren steril

filtriert hinzugegeben wurden.

Tabelle 4: Liste der verwendeten Nihrmedien.

Nihrmedium Hersteller/Zusammensetzung

LB-Medium 1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 0,5 % (w/v) NaCl;
pH 7,0; autoklaviert

LB-Agar 1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 0,5 % (w/v) NaCl;
1,5 % (w/v) Agar; pH 7,0; autoklaviert

YPD-Medium 1 % (w/v) Hefeextrakt; 2 % (w/v) Pepton; autoklaviert; 10 % (v/v)
10 x Glucoselosung

YPD-Agar 1 % (w/v) Hefeextrakt; 2 % (w/v) Pepton; 2 % (w/v) Agar;

autoklaviert; 10 % (v/v) 10 x Glucoselosung
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Nihrmedium Hersteller/Zusammensetzung

YPDS-Agar 1 % (w/v) Hefeextrakt; 2 % (w/v) Pepton; 2 % (w/v) Agar;
autoklaviert; 10 % (v/v) 10 x Glucoselosung; 1 M D(-)-Sorbitol

BM-Medium 1,34 % (w/v) YNB w/o AS; autoklaviert; 10 % (v/v) 10 x MES-
Puffer

BMD-Medium 1,34 % (w/v) YNB w/o AS; autoklaviert; 10 % (v/v) 10 x MES-
Puffer; 10 % (v/v) 10 x Glukoselosung

SOC-Medium New England BioLabs GmbH (Frankfurt a. M.)

2xYT-Medium
pH 7.,0; autoklaviert
2xYT-Agar
1,5 % (w/v) Agar; pH 7,0; autoklaviert

1,6 % (w/v) Trypton; 1 % (w/v) Hefeextrakt; 0,5 % (w/v) NaCl;

1,6 % (w/v) Trypton; 1 % (w/v) Hefeextrakt; 0,5 % (w/v) NaCl;

Die in Tabelle 5 angegeben Antibiotika wurden steril filtriert und dem Medium bei Bedarf

hinzugegeben.

Tabelle 5: Liste der Verwendeten Antibiotika.

Antibiotikum Zusammensetzung der Endkonzentration im
Stammlosung Nihrmedium

Carbenicillin 100 mg/ml in ddH,O 100 pg/ml

Kanamycin 50 mg/ml in ddH,O 50 pg/ml

Tetracyclin 10 mg/ml in Ethanol 10 pg/ml

Anhydrotetracyclin 2 mg/ml in Ethanol 0,02-0,2 pg/ml

Zeocin 100 mg/ml ddH,O 25-100 pg/ml

2.4 Mikroorganismen

Tabelle 6 und 7 zeigen eine Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterien-

staimme der Spezies Escherichia coli (E. coli) sowie Hefestimme der Spezies Pichia pastoris

(P. pastoris).

Tabelle 6: Liste der verwendeten E. coli Stimme.

Stamm Genotyp Bezugsquelle

DHS5alpha F endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 Institut fiir Genetik
deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA- MLU Halle/Wittenberg
argF)U169, hsdR17(rK mK*), A~

BL21 (DE3) E ompT gal dem lon hsdSB(rB” mB’) (74l

MDES3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 indl sam7
nindj)
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Stamm

Genotyp

Bezugsquelle

ElectroTen-Blue

NEB 5-alpha

NEB 10-beta

XL1-Blue

ER2738

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac Kanr [F' proAB lacl’ZAM15 Tn10
(Tet)]

fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA glnV44
D80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl
endAl thi-1 hsdR17

A(ara-leu) 7697 araD139 fhuA AlacX74
galK16 galE15 el4-

080dlacZAM15 recAl relAl endAl
nupG rpsL (Str®) rph spoTl A(mrr-
hsdRMS-mcrBC)
endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac

gInV44 F'[ ::Tnl0 proAB™ laclq
A(lacZ)M15] hsdR17(rK” mK*)

[F'proA+B+ laclg A(lacZ)M15 zzf::Tn10
(tetr)] fhuA2 ginVA(lac-proAB) thi-1
A(hsdS-mcrB)5

Agilent Technologies
(Santa Clara, CA)

New England BioLabs
GmbH (Frankfurt a. M.)

New England BioLabs
GmbH (Frankfurt a. M.)

Stratagene (La Jolla, CA)

Lucigen Corporation
(Middleton, WI)

Tabelle 7: Liste der verwendeten Hefestimme.

Stamm Genotyp Phénotyp Bezugsquelle

P. pastoris X33 wt Mut* Invitrogen™
Life Technologies
(Darmstadt)

2.5 Helferphage

Der in Tabelle 8 gelistete Helferphage wurde fiir die Superinfektion von E.coli-Zellen ver-

wendet.

Tabelle 8: Beschreibung des verwendeten Helferphagens.

Bezeichnung Beschreibung

Bezugsquelle

M13KO07 M13KO07 ist ein Derivat des filamentdsen
Helferphage Bakteriophagen M13 und besitzt die Muta-

tio

n M40l im Gen von pll sowie einen p15A

Ori und eine Kanamycin-Resistenzkasette

New England BioLabs
GmbH (Frankfurt a. M.)

2.6 Plasmide

Die in Tabelle 9 gelisteten Plasmide wurden in dieser Arbeit verwendet.
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Tabelle 9: Liste der verwendeten Plasmide.

Plasmid Genotyp Referenz
pSCIL-PhD10_4Tn Phagemidvektor, welcher unter der Trans- Scil Proteins GmbH
kriptionskontrolle eines tac- (Halle/Saale) modi-

pASK-IBA7 Plus

pETSoScl_stGFP

pInSALect NWG-1

pMB-03_4Tn

pMB-03_sfGFP

Promotor/Operators steht und zur Expressi-
on eines Fusionsproteins verwendet wird.
Dieses besteht aus pelB-Signalsequenz,
Trypsiligase, MyCUT-zag als Linker sowie
C-terminalem Fragment des
Phagenhiillproteins pIIl (AS 252-406). Das
Gen fiir Trypsiligase wurde nicht auf die
codon usage von E. coli optimiert.

Plasmid, welches unter der Transkriptions-
kontrolle eines tetA-Promotor/Operators
steht und zur Expression eines gewiinschten
Zielproteins verwendet wird.

Plasmid, welches unter der Transkriptions-
kontrolle eines T7-Promotors steht und zur
Expression von sfGFP verwendet wird.

Plasmid zur Durchfiihrung einer Leserah-
menselektion.

Phagemidvektor, welcher unter der Trans-
kriptionskontrolle eines tetA-
Promotor/Operators steht und zur Expressi-
on eines Fusionsproteins verwendet wird.
Dieses besteht aus pelB-Signalsequenz,
Trypsiligase, MyCUT-zag als Linker sowie
C-terminalem Fragment des
Phagenhiillproteins pIIl (AS 252-406). Das
Gen fiir Trypsiligase wurde auf die codon
usage von E. coli optimiert.

Phagemidvektor, welcher unter der Trans-
kriptionskontrolle eines tetA-
Promotor/Operators steht und zur Expressi-
on eines Fusionsproteins verwendet wird.
Dieses besteht aus pelB-Signalsequenz,
sfGFP, MyCUT-tag als Linker sowie C-
terminalem Fragment des
Phagenhiillproteins pIIl (AS 252-406).

fiziert von Sabrina
Gissel

(AG Borpusa, MLU
Halle-Wittenberg)

IBA GmbH
(Gottingen)

Patrick Studte

(AG Kiinstliche Bin-
deproteine, MLU
Halle-Wittenberg)

Sven Pfeifer

(AG Kiinstliche Bin-
deproteine, MLU
Halle-Wittenberg)

diese Arbeit

diese Arbeit

Plasmid

Genotyp

Referenz

pMB-04_4Tn

Phagemidvektor, welcher unter der Trans-
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pMB-04_LibMB

pPICZoA_LibMB_
4RdA

pPICZaA_LibMB_4Rd
B

pPICZaA_4Tn

kriptionskontrolle eines tet-
Promotor/Operators steht und zur Expressi-
on eines Fusionsproteins verwendet wird.
Dieses besteht aus pelB-Signalsequenz,
stGFP, MyCUT-zag als Linker sowie C-
terminalem Fragment des
Phagenhiillproteins pIIl (AS 252-406). Das
Gen fiir Trypsiligase wurde auf die codon
usage von E. coli optimiert.

Phagemidvektor, welcher unter der Trans-
kriptionskontrolle eines tet-
Promotor/Operators steht und zur Expressi-
on eines Fusionsproteins verwendet wird.
Dieses besteht aus pelB-Signalsequenz,
stGFP, MyCUT-fag als Linker sowie C-
terminalem Fragment des
Phagenhiillproteins pIII (AS 252-406).

Plasmid, welches fiir die stabile Intergration
einer Gensequenz in das Genom von

Pichia pastoris verwendet wird. Dies sind
Gensequenzen selektierter Trypsiligase-
Varianten aus der vierten Runde der Selek-
tion A. Die Transkriptionskontrolle erfolgt
via AOXI-Promotor. Die Sekretion des
POI’s wird durch einen a-mating Faktor aus
Saccharomyces cerevesiea vermittelt.

Plasmid, welches fiir die stabile Intergration
einer Gensequenz in das Genom von

Pichia pastoris verwendet wird. Dies sind
Gensequenzen selektierter Trypsiligase-
Varianten aus der vierten Runde der Selek-
tion B. Die Transkriptionskontrolle erfolgt
via AOX1-Promotor. Die Sekretion des
POI’s wird durch einen a-mating Faktor aus
Saccharomyces cerevesiea vermittelt.

Plasmid, welches fiir die stabile Intergration
der Gensequenz von Trypsiligase in das

Genom von Pichia pastoris verwendet wird.

Die Transkriptionskontrolle erfolgt via
AOXI-Promotor. Die Sekretion des POI"s
wird durch einen a-mating Faktor aus
Saccharomyces cerevesiea vermittelt.

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

R. WARTNER
(AG Borbpusa, MLLU
Halle-Wittenberg)
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Plasmid

Genotyp

Referenz

pASK-aHer2-cMyc

pASK-aHer2-
TAAYRH-cMyc

pASK-Cimzia-
TAAYRH-cMyc

Plasmid, welches unter der Transkrip-
tionskontrolle eines tetA-
Promotor/Operators steht und zur Expressi-
on eines Her2-spezifischen Fab-Fragments
verwendet wird. Der C-Terminus der
schweren Kette wurde um die
Aminosduresequenz YRHAAG-cMyc er-
weitert.

Plasmid, welches unter der Transkrip-
tionskontrolle eines tetA-
Promotor/Operators steht und zur Expressi-
on eines Her2-spezifischen Fab-Fragments
verwendet wird. Der C-Terminus der
schweren Kette wurde um die
Aminosduresequenz AAYRHAAG-cMyc
erweitert.

Plasmid, welches unter der Transkrip-
tionskontrolle eines tetA-
Promotor/Operators steht und zur Expressi-
on eines TNFa-spezifischen Fab-Fragments
verwendet wird. Der C-Terminus der
schweren Kette wurde umdie
Aminosduresequenz AAYRHAAG-cMyc
erweitert.

K. GOLDNER
(AG Borbpusa, MLU
Halle-Wittenberg)

diese Arbeit

diese Arbeit

2.7 DNA-Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten primer (Tab. 10) wurden von der Invitrogen™ Life Techno-

logies (Darmstadt) in lyophilisierter Form bezogen. Diese wurden mit autoklaviertem und

steril filtriertem Wasser gelost und auf eine Konzentration von 100 pM eingestellt.

Tabelle 10: Liste der verwendeten primer.

primer Oligonukleotidsequenz von 5' nach 3'

pASK_fwd CAAAAATCTAGATAAGAAGGAAGAAAAATAATGAAAT
ACCTATTGC

pASK _rev CAGGTCAAGCTTTTATTAAGACTCCTTATTACGCAG

sfGFP_Sfi_fwd
sfGFP_Sfi_rev
LibMB_SF_fwd
LibMB_SF rev
LibMB_IF1_fwd
LibMB_IF1 rev

CTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCAGTAAAGGCGAAG
TCTGCGGCCTGTTTGGCCCCTTTATACAGCTCG
CTACATACCGGTGCCATGGCCATTGTTGGTGGTTATAC
AATACCACGCGTCTCACCGCTATTCAGGCTAAC
CTACATACCGGTCTCCACTGTTATGAAAGC
AATACCACGCGTCTCAAAGTTCGGGTGTTTGATG
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primer

Oligonukleotidsequenz von 5' nach 3'

LibMB_IF2_fwd
LibMB_IF2_rev
LibMB_EF_fwd
LibMB_EF _rev
Midlibs_fwd_seq
Midlibs_fwd
Midlibs_rev
4TnLib_RF_anti
Seq_pelB_pMB
stGFP_Sfi_fwd
sfGFP_Sfi_rev
Seq_plll_pMB
pIB4_seq_fwd
4xTn_pPICZalpha_fwd

4xTn_pPICZalpha_rev

Her2 TAAYRH_fwd
Her2_TAAYRH_rev
pASK-for-Her2
pASK-rev-Her2

CTACATACCGGTCTCAACGATATCATGCTG
AATACCACGCGTCTCCTTGCCACCTTCCAG
CTACATACCGGTCTCGACAGCGGTGGTCCGGTTG
GTACGTACGCGTGTTACCGCTACCGGATCC
ATTTGTGCGCCGAGTATAAG
CCAGACTTACGCTCCAATTC
TCTGCGTTAACCGAGACTAC
GTGAATACCACGCGTCTC
CTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTG
CTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCAGTAAAGGCGAAG
TCTGCGGCCTGTTTGGCCCCTTTATACAGCTCG
TTATATGTTGCCACCTTTATGTATG
CTGGTTCCAATTGACAAGC

AGCCTACATCTCGAGAAAAGGATTGTTGGTGGTTATAC
CTGTC

GTGAATACCACCGGTTTATTAGTTGGCTGCAATG-
GTGTCCTG

GCAGCATATCGCCATGCGGCGGGC
GGTTTTATCCGCGCAGCTTTTCGG
GAGTTATTTTACCACTCCCT
CGCAGTAGCGGTAAACG

2.8 Peptide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Peptide sind in Tabelle 11 aufgefiihrt. Die Synthe-

se und Reinigung der Peptide wurde freundlicherweise von Frau S. KAUFMANN, Frau B.

HARTRODT und Herrn C. MEYER durchgefiihrt. Die Reinheit der Peptide wurde mittels UPLC-

Analyse bei einer Wellenldnge von 220 nm iiberpriift und liegt bei > 90 %. Die Identitit der

Peptide wurde mittels Massenspektrometrie bestitigt.

Tabelle 11: Liste der verwendet Peptide fiir enzymatische Reaktionen.

Peptidsequenz Molekulargewicht Analytik (UPLC, LC-MS)
(Da)

Bz-AAYRHAAG-OH 919,99 Abbildung A1A, S. 173

Bz-AARRHAAG-OH 913,01 Abbildung A1B, S. 173

Bz-AAWRHAAG-OH 943,03 Abbildung A1C, S. 173

Bz-AAFRHAAG-OH 904,00 Abbildung A2A, S. 174
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Peptidsequenz Molekulargewicht Analytik (UPLC, LC-MS)
(Da)

Bz-AADRHAAG-OH 871,91 Abbildung A2B, S. 174
Bz-AALRHAAG-OH 869,98 Abbildung A2C, S. 174
Bz-AAARHAAG-OH 827,90 Abbildung A3A, S. 175
Bz-AAYKHAAG-OH 891,98 Abbildung A3B, S. 175
Bz-AAYAHAAG-OH 834,89 Abbildung A3C, S. 175
Bz-AAYRAAAG-OH 853,94 Abbildung A4A, S. 176
Bz-AAYRKAAG-OH 910,56 Abbildung A4B, S. 176
Bz-AAYDHAAG-OH 878,89 Abbildung A4C, S. 176
Bz-AAYRNAAG-OH 896,95 Abbildung ASA, S. 177
Bz-TAYRHAAG-OH 950,01 Abbildung ASB, S. 177
Bz-THYRHAAG-OH 1016,17 Abbildung AS5C, S. 177
Bz-HTAYRHAAG-OH 1087,15 Abbildung A6A, S. 178
Bz-THAYRHAAG-OH 1087,15 Abbildung A6B, S. 178
Bz-THTYRHAAG-OH 1117,17 Abbildung A6C, S. 178
Biotin-PEG-GAAYRHAAG-OH 1244,38 Abbildung A7A, S. 179
H-RHAAGEQKLISEEDL-OH 1694,83 Abbildung A7B, S. 179
H-RHAK(CF)-OH 868,91 Abbildung A7C, S. 179
H-RHAK(MCC-DM1)-OH 1468,01 Abbildung A8C, S. 180
H-RHAK-OH 510,59

H-RHAK(PEG20k)AAK(DNP)-OH  ca. 21000

2.9 Enzyme und sonstige Proteine

Folgend sind Enzyme sowie andere Proteine (Tab. 12) aufgelistet, die zur Erstellung dieser
Arbeit notwendig waren.

Tabelle 12: Liste der verwendeten Enzyme und anderer Proteine.

Enzym/Protein Bezugsquelle

Polymerasen

Q5 High-Fidelity DNA-Polymerase New England BioLLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
Taq DNA-Polymerase New England BioLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
Klenow-Fragment New England BioLLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
Restriktionsenzyme

Agel-HF New England BioLLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
Alel-HF New England BioLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
BamHI-HF New England BioLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
BsmBI-HF New England BioLLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
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Enzym/Protein

Bezugsquelle

BssSI-HF

Bsal-HF

HindIII-HF

Miul

Ncol-HF

Scal-HF

Sacl-HF

Sfil

Xbal

Xhol

Alkalische Phosphatase
Shrimp Alkaline Phosphatase
DNA-Ligase
T4-DNA-Ligase (400 U/ul)
Immunkonjugate
Anti-cMyc-Antikorper (Maus)
(acMyc-AK)

Anti-Maus-HRP-Konjugat (Kaninchen)
(aMaus-HRP)

Anti-M13-HRP-Konjugat (Maus)
Anti-Human IgG-HRP-Konjugat (Ziege)
(Fab-spezifisch)

Fab-Fragmente
Anti-Her2-Fab-THYRH-cMyc

Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc
Anti-TNFa-Fab-TAAYRH-cMyc
Sonstige Proteine

Ecotin

New England BioLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
New England BioLLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
New England BioLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
New England BioLLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
New England BioLLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
New England BioLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
New England BioLLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
New England BioLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
New England BioLLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
New England BioLabs GmbH (Frankfurt a. M.)

New England BioLLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
New England BioLLabs GmbH (Frankfurt a. M.)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Life Technologies (Darmstadt)

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

K. GOLDNER
(AG Borpusa, MLU Halle-Wittenberg)

diese Arbeit
diese Arbeit

A. SHARKHUUKHEN
(AG BorpuUsa, MLU Halle-Wittenberg)
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2.10 Standards und Kits

In Tabelle 13 sind Standards sowie Kits aufgefiihrt, welche innerhalb dieser Arbeit verwendet

wurden.

Tabelle 13: Liste der verwendeten Standards und Kits.

Bezeichnung Bezugsquelle
DNA-Molekulargewichts-Standard

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Roth)
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Roth)
Protein-Molekulargewichts-Standard

PageRuler™ Unstained Protein Ladder MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Roth)
DNA-Isolation

Wizard® Plus SV Miniprep Kit Promega Corp. (Madison,WI, USA)
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit Macherey-Nagel GmbH (Berlin)
Plasmid-Isolation

Wizard® SV Gel and PCR Clean up System Promega Corp. (Madison,WI, USA)
NucleoSpin® Plasmid kit Macherey-Nagel GmbH (Berlin)

2.11 Gerite und Zubehor

In Tabelle 14 sind Gerite sowie Zubehor aufgefiihrt, welche fiir die Erstellung dieser Arbeit

verwendet wurden.

Tabelle 14: Liste der verwendeten Geriite und Zubehor.

Gerite und Zubehor Hersteller

Agarose-Gelelektrophorese-Einheiten

Owl B1A EasyCast Mini Gel System Thermo Scientific Owl Separation Sys-
tems (Rochester)

Owl B1 EasyCast Mini Gel System Thermo Scientific Owl Separation Sys-
tems (Rochester)

Owl B2 EasyCast Mini Gel System Thermo Scientific Owl Separation Sys-
tems (Rochester)

Autoklav

HiClave Dampfsterilisator HCM (Tiissling)

Brutschrank

INB 400 Memmert GmbH & Co. KG (Schwa-

bach)
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Gerite und Zubehor Hersteller
Chromatographie-Einheiten
AKTAprime Plus GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)

Breeze™-HPLC-System

ACQUITY UPLC-System
Chromatographie-Siulen

HiPrep™ SP FF 20 ml

HiTrap™ Protein G HP 1 ml

HiLoad™ 16/60 Superdex™ 75 prep grade
Superose® 12 10/300 GL

TSKgel Butyl-NPR

Dynabeads

Dynabeads® M-270 Streptavidin
Dynabeads® M-280 Streptavidin
Elektroporationsgeriit

ECM 630

Multiporator

Folien fiir Mikrotiterplatten
Breath-easy

Aluminum Seal Tape
Geldokumentation

BioVision 3000

Kiivetten

TrayCell (Typ Nr. 105.810-UVS)
Deckel 1 mm (Typ Nr. 665.703)
Deckel 0,2 mm (Typ Nr. 665.704)

Elektroporationskiivette 1 mm
Elektroporationskiivette 2 mm
Laborautomatisierung
Biomek® FX*

QPix2

PlateMaster

QTray (X6023)

Laminarflowbox
Hera Safe KS 12

Waters GmbH (Eschborn)
Waters GmbH (Eschborn)

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)

Tosoh Bioscience LLC (Philadelphia,
USA)

Invitrogen Corp. (Carlsbad)
Invitrogen Corp. (Carlsbad)

BTX® Harvard Apparatus (Holiston)
Eppendorf AG (Hamburg)

Sigma (St.Louis)

Nalge Nunc International (Rochester)

Vilber Lourmat Deutschland GmbH
(Eberhardzell)

HELLMA GmbH & Co. KG (Miillheim)

BTX® Harvard Apparatus (Holiston)

Beckman Coulter Inc. (Fullerton)
Genetix (Miinchen)

Gilson International (Limburg an der
Lahn)

Molecular Devices (Germany) GmbH
(Ismaning)

Thermo Fisher Scientific GmbH (Bonn)
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Gerite und Zubehor

Hersteller

Magnetriihrer
MR-Hei Standard

Mikrotiterplatten
96-well, PP, U-Boden (650201)
96-well, PS, F-Boden, MaxiSorp

96-well, PS, HBC, Streptavidin-beschichtet
384-well, PS, HBC, Streptavidin-beschichtet

96-well MultiScreen™ Filterplatte
(MWCO 10 kDa)

pH-Messgeriit
InoLab® pH 720
(pH-Elektrode: SenTix 81)

Schiittelinkubatoren
TH 15
Innova® 44, 4230

Infors Minitron

Infors Ecotron
SDS-PAGE-Einheiten
Mini-PROTEAN
Spektrometer
UV/Vis Spectrophotometer DU® 730
Biomek™ Paradigm
NOVOstar
NanoPhotometer
Thermomixer
Thermomixer comfort
Thermocylcer
Tpersonal

Labcycler

Primus HT
Ultraschallgeriit
Sonifier® W-250 D
Waagen

SI-234

S1-2002

MXX-2001

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
(Schwabach)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Nalge Nunc International (Rochester)
Pierce Biotechnology (Rockford, USA)
Pierce Biotechnology (Rockford, USA)
Merck Millipore

WTW GmbH (Weilheim)

Edmund Briithler GmbH (Hechingen)

New Brunswick Scientific Edison (NJ,
USA)

Infors AG (Basel)
Infors AG (Basel)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)

Beckman Coultur (Krefeld)
Beckman Coulter Inc. (Fullerton)
BMG LABTECH GmbH (Ortenberg)
Implen GmbH

Eppendorf AG (Hamburg)

Biometra GmbH (Géttingen)
SensoQuest (Gottingen)

Clemens (Waldbiitteln)

Heinemann (Schwibisch Gmiind)
Denver Instruments GmbH (G6ttingen)

Denver Instruments GmbH (Gottingen)

Denver Instruments GmbH (G6ttingen)
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Gerite und Zubehor

Hersteller

Zentrifugen

Allegra X-15 R
(Rotoren: SX4750A, FX6100)

Galaxy mini

Heraeus® Fresco™ 21

Heraeus® Biofuge Fresco
Zentrifugalkonzentratoren

Millipore Amicon Ultra-4 (MWCO 10 kDa)
Millipore Microcon YM-10 (MWCO 10 kDa)

Beckman Coultur (Krefeld)

VWR (Darmstadt)
Thermo Fisher Scientific GmbH (Bonn)
Thermo Fisher Scientific GmbH (Bonn)

Merck Millipore
Merck Millipore

2.12 Software

In Tabelle 15 ist die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Software aufgelistet.

Tabelle 15: Liste der verwendeten Software.

Bezeichnung

Hersteller

MassLynx 4.1

Sigmaplot 11.0

Pymol

UNICORN 4.11

Clonemanager 9 Profssional Edition
SnapGene 1.1.3

Protparam

Microsoft Office 2007

Mendeley Desktop 1.17.10

Breeze 3.30

Waters GmbH (Eschborn)

Systat Software, Inc

DeLano Scientific LLC (Palo Alto)

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Scientific & Educational Software (Cary)
GSL Biotech LLC
https://web.expasy.org/protparam/
Microsoft Corporation

Mendeley Ltd. (London)

Waters GmbH (Eschborn)
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3 Methoden

In dem folgenden Kapitel werden molekularbiologische, mikrobiologische und proteinchemi-
sche Methoden sowie experimentelle Rahmenbedingungen aufgefiihrt, welche fiir die Er-

stellung dieser Arbeit eingesetzt wurden.

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen erfolgte mittels Wizard® Plus SV
Miniprep Kit von Promega oder dem NucleoSpin® Plasmid kit von Macherey-Nagel. Die
Préaparation wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt, wobei fiir den Elutionsschritt 50-

100 ul hochreines Wasser verwendet wurden.

3.1.2 Isolierung von genomischer DNA aus P. pastoris

Die Isolierung von genomischer DNA aus P. pastoris-Zellen erfolgte mittels Yeast DNA
Extraction Kit von Thermo Scientific. Die Priparation wurde nach Herstellerangaben durch-

gefiihrt.

3.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten sowie von Genen aus Plasmiden erfolgte durch die
Polymerase—Kettenreaktion.[175] Fiir die Durchfiihrung einer prédparativen PCR, bei der die
amplifizierte DNA fiir weitere molekularbiologische Arbeiten verwendet werden sollte, wur-
de die Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) verwendet. Die AnsatzgroBe betrug hier-
bei 50 pl. Im Falle einer analytischen PCR kam die Taq Polymerase (NEB) zum Einsatz. Die
Zusammensetzung des Reaktionsansatzes entsprach jeweils den Angaben des Herstellers. Die
PCR wurde in einem auf 98 °C vorgeheizten Thermocycler (vgl. 2.2, S. 35) durchgefiihrt. Die
benotigte initiale Denaturierung des DNA-Doppelstranges erfolgte temperaturinduziert fiir
60 s bei 98 °C. AnschlieBend folgten 25-35 Zyklen, bestehend aus den drei Reaktionsschritten
Denaturierung, Hybridisierung und Elongation. Die Reaktionsbedingungen fiir einen Zyklus

sind wie folgt:
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Denaturierung: 20 s be1 98 °C
Hybridisierung: 15 s bei 48-68 °C
DNA-Synthese: 20 s/kb bei 72 °C

Hierbei variierte die Temperatur fiir den Hybridisierungsschritt je nach primer-Sequenz. Nach
Beendigung der Zyklen erfolgte ein abschlieBender Syntheseschritt fiir 5 min bei 72 °C. Eine
qualitative oder quantitative Analyse erfolgte anschlieBend mittels der Agarose-

Gelelektrophorese.

3.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde fiir analytische Zwe-
cke die peqGOLD Universal-Agarose (peqlLab) eingesetzt. Fiir prdparative Anwendungen
wurde die UltraPure™ Agarose (Invitrogen) verwendet. Die Konzentration der Agarose wur-
de entsprechend der erwarteten Grof3e der DNA-Fragmente eingestellt (Tab. 16). Die Farbung
der DNA erfolgte durch Zugabe 0,01 % (v/v) SYBR® Safe zum Agarosegel. Zur Durchfiih-
rung der Agarose-Gelelektrophorese wurden die DNA-Proben mit DNA-Ladepuffer (vgl. 2.2)
versetzt und anschlieBend in die dafiir vorgesehenen Probentaschen pipettiert. Zusétzlich zur
DNA-Probe wurde ein groenspezifischer Molekulargewichtsstandard (vgl. 2.7, S. 42) aufge-
tragen. Nach elektrophoretischer Auftrennung in TAE-Laufpuffer (vgl. 2.2, S. 35) bei 70-
110 V fiir 1 h erfolgte die Detektion der DNA unter UV-Licht mittels Geldokumentationsan-

lage.

Tabelle 16: Verwendete Agarosekonzentrationen fiir die gelelektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten

GroBe des DNA-Fragmentes [bp] % (w/v) Agarose in 1 x TAE-Laufpuffer
2000-6000 0,8

1000-2000 1

500-1000 1,5

250-500 2

100-250 4

40-100 5,5
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3.1.5 DNA-Isolierung aus Agarose-Gelen und PCR-Ansitzen

Die Isolierung und Reinigung von DNA aus Agarose-Gelen und PCR-Ansitzen erfolgte mit-
tels Wizard® SV Gel and PCR Clean up System von Promega oder dem NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up kit von Macherey-Nagel. Die Durchfithrung erfolgte nach den Angaben des
jeweiligen Herstellers, wobei fiir den Elutionsschritt 20-100 pl autoklaviertes und steril fil-

triertes Wasser verwendet wurden.

3.1.6 Restriktionsverdau und Dephosphorylierung von DNA

Der enzymatische Verdau von DNA erfolgte ausschlieBlich mit Restriktionsendonukleasen
der Firma New England BioLabs (vgl. 2.9, S. 44). Fiir High-Fidelity Enzymvarianten wurde
der CutSmart®Puffer eingesetzt. Bei einem Simultanverdau mit Standard-
Restriktionsendonukleasen wurde der Puffer eingesetzt, welcher die hochsten Aktivitéiten aller
eingesetzten Endonukleasen bedingte. Der Restriktionsverdau von DNA erfolgte nach Her-
stellerangaben. Der Reaktionsansatz mit einem Endvolumen von 20 ul beinhaltete 1-2 ug
DNA, 2 ul des empfohlenen 10-fach-Puffers sowie jeweils 5 U Restriktionsenzym. Der Re-
striktionsverdau erfolgte bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur fiir 1-12 h. An-
schlieBend wurden die Restriktionsenzyme durch Inkubation fiir 20 min bei 65 bzw. 80 °C
inaktiviert.

Verdaute Plasmid-DNA wurde zusitzlich mit alkalischer Phosphatase (rSAP, vgl. 2.9, S. 44)
behandelt. Diese ist in der Lage, den Phosphatrest, welcher sich am 5”-Ende enzymatisch ver-
dauter Plasmid-DNA befindet, hydrolytisch abzuspalten. Dies verhindert die intramolekulare
Religierung linearisierter ~Plasmid-DNA  wihrend einer Ligationsreaktion. Die
Dephosphorylierung mittels rSAP erfolgte hierbei nach Herstellerangaben. Zur Inaktivierung
der Phosphatase wurde der Restriktionsansatz fiir 10 min bei 65 °C inkubiert.

Die enzymatisch verdaute DNA wurde anschliefend mittels Agarose-Gelelektrophorese ana-

lysiert (vgl. 3.1.4, S. 51) und gereinigt (vgl. 3.1.5, S. 52).

3.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation von verdauter und gereinigter Insert-DNA in linearisierten Vektor mit kom-
plementiren Uberhiingen wurde die T4-Ligase von NEB eingesetzt (vgl. 2.9, S. 44). Fiir die
Ligationsreaktion wurden Insert und Vektor im molaren Verhiltnis 3:1 eingesetzt. Der Reak-

tionsansatz mit einem Endvolumen von 20 ul beinhaltete 300 fmol Insert-DNA, 100 fmol
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Vektor, 2 ul 10-fach-Puffer sowie 400 U T4-Ligase. Nach einer Inkubation fiir 12 h bei 16 °C
erfolgte die Inaktivierung der T4-Ligase fiir 10 min bei 65 °C.

3.1.8 Konzentrationsbestimmung von DNA mittels UV/VIS-Spektroskopie

Die Konzentrationsbestimmung fiir wéssrige DNA-Losungen erfolgte mittels der UV/VIS-
Spektroskopie. Hierbei wurde die Extinktion bei 230, 260 und 280 nm gemessen. Die Be-
rechnung der Konzentration erfolgte mittels der pufferkorrigierten Extinktion bei 260 nm un-

ter Verwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes:

Ez60 = €aspya * € * d (GL 1)
Eo¢0 = Extinktion bei 260 nm korrigiert um die Extinktion bei 320 nm

€dsDNA = Extinktionskoeffizient doppelstringiger DNA bei 260 nm in pl/(ng * cm)

c = Konzentration der DNA-L6sung in ng/ul

d = Schichtdicke der Kiivette in cm

Der molare Extinktionskoeffizient fiir doppelstrangige DNA betrigt 0,02 ul/(ng * cm). An-
hand des Verhiltnisses der Extinktionen bei 260 zu 230 nm sowie 260 zu 280 nm konnten
Verunreinigungen der DNA-LOsung mit chaotropen Salzen, respektive Proteinen, abgeschitzt

werden.

3.1.9 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten sowie Plasmid-DNA erfolgte bei der Firma LGC

Genomics GmbH (Berlin) durch eine Sanger-Squenzierung.

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung von E. coli

Folgend werden Methoden zur Anzucht und Haltung von Eschericha coli (E. coli) beschrie-
ben, welche dem Zweck der rekombinanten Proteinherstellung dienten. Die in dieser Arbeit

verwendeten E.coli Stimme sind in Tabelle 6 gelistet.
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3.2.1.1 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Die Transformation von E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte zum einen durch die Hitze-
schock-Methode mit chemokompetenten Zellen sowie durch Elektroporation mit elektrokom-

petenten Zellen.!'"®

Hitzeschock-Methode

Zu einem 50 ul Aliquot schockgefrosteter chemisch-kompetenter E. coli-Zellen wurde nach
langsamem Auftauen auf Eis 1-10 ng Plasmid-DNA oder 1 pl Ligationsansatz gegeben und
vorsichtig vermischt. Der Transformationsansatz wurde fiir 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte
ein Hitzeschock fiir 45-60 s bei 42 °C im Wasserbad sowie eine weitere Inkubation fiir 5 min
auf Eis. Nun wurde der Ansatz in 1 ml vorgewédrmten SOC-Medium (vgl. 2.3, S. 37) aufge-
nommen und fiir 30-45 min bei 37 °C sowie 700 rpm im Thermomixer geschiittelt. Anschlie-
Bend wurden 100 pl des Transformationsansatzes auf einer mit Antibiotika versehenen LB-
Agarplatte (vgl. 2.3, S. 37) ausplattiert, welches eine Selektion hinsichtlich der Plasmid-
lokalisierten Antibiotikaresistenz ermdoglichte. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C im

Brutschrank inkubiert.

Elektroporation
Zu einem 50 ul Aliquot schockgefrosteter elektrokompetenter E. coli-Zellen wurde nach lang-
samen Auftauen auf Eis 1-10 ng Plasmid-DNA oder 1 ul Ligationsansatz gegeben und vor-
sichtig vermischt. AnschlieBend wurde der Transformationsansatz in eine vorgekiihlte
1 mm Elektroporationskiivette (vgl. 2.11, S. 46) iiberfiihrt. Die Elektroporation wurde mit
folgenden Parametern durchgefiihrt:

Spannung: 1800 V

Widerstand: 200 Q

Kapazitit: 25 uF
Nach erfolgter Transformation wurde der Ansatz in 1 ml vorgewidrmten SOC-Medium aufge-
nommen und fiir 30-45 min bei 37 °C sowie 700 rpm im Thermomixer geschiittelt. Anschlie-
Bend wurden wie bei der Hitzeschock-Methode 100 pl des Transformationsansatzes auf einer
mit Antibiotika versehenen LB-Agarplatte ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C im Brut-

schrank inkubiert.

Sollte Plasmid-DNA amplifiziert und anschlieBend prépariert werden (vgl. 3.1.1, S. 50), wur-
den DHS5a-Zellen sowie deren Derivate NEB 5-alpha und NEB 10-beta fiir die Transforma-
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tion eingesetzt. Zur heterologen Herstellung rekombinanter Proteine wurden BL21 (DE3)-

Zellen transformiert.

3.2.1.2 Anzucht und Stammbhaltung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli-Zellen zum Zweck der Herstellung rekombinanter Proteine er-
folgte, sofern nicht anders angegeben, in Schiittelkulturen bei 30 oder 37 °C.

Die erfolgreiche Transformation von E.coli-Zellen mit dem gewiinschten Plasmid wurde stets
durch eine Sequenzierung verifiziert. Hierzu wurden 5 ml LB-Medium (vgl. 2.3, S. 37), wel-
chem ein entsprechendes Antibiotikum zugesetzt wurde, mit einer Einzelkolonie einer LB-
Agarplatte inokuliert. Es folgte eine Inkubation des Kulturansatzes tiber Nacht bei 37 °C und
150 rpm im Schiittelinkubator. Von dieser Vorkultur wurden fiir eine Langzeitlagerung 750 ul
abgenommen, mit 250 ul 86 %igem Glycerin vermischt und bei -80 °C als glycerolstock ge-
lagert. Desweiteren erfolgte ein Ausstrich auf einer LB-Agarplatte mit entsprechendem Anti-
biotikum, welche fiir weitere Arbeiten fiir bis zu 4 Wochen bei 4 °C gelagert wurde. Mit dem
verbleibenden Kulturansatz wurde eine Plasmidpréparation (vgl. 3.1.1, S. 50) durchgefiihrt.
Die Sequenzierung der isolierten Plasmid-DNA erfolgte unter Verwendung eines Insert-

spezifischen primers durch die LGC Genomics GmbH (Berlin).

3.2.1.3 Rekombinante Herstellung von Fab-Fragmenten in E. coli

Die rekombinante Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Fab-Fragmente (vgl. 2.9,
S. 44) erfolgte in dem E.coli-Stamm BL 21 (DE3). Die Herstellung erfolgte hierbei in 3-1-
Schiittelkolben ohne Schikane, welche mit maximal 1 1 Medium beschickt wurden. In einem
ersten Schritt wurde eine Vorkultur durch Inokulation von 10 bis 40 ml LB-Medium (versetzt
mit 100 pg/ml Carbenicillin) mit einer Kolonie einer LB-Agarplatte oder aus einem entspre-
chenden glycerolstock heraus angesetzt. Es folgte eine Inkubation iiber Nacht bei 37 °C und
150 rpm im Schiittelinkubator. AnschlieBend wurden 1 bis 4 3-1-Schiittelkolben mit je 11
Hauptkultur (LB-Medium versetzt mit 100 pg/ml Carbenicillin) mit der Vorkultur in einem
Verhiltnis von 1:100 beimpft. Die Zellen wurden bei 37 °C und 140 rpm inkubiert, bis diese
eine ODgop von 1 erreichten. Nach Abkiihlen der Kultur auf 30 °C wurde die Genexpression
durch Zugabe von Anhydrotetracyclin mit einer finalen Konzentration von 0,2 pg/ml indu-
ziert. Es folgte eine weitere Inkubation fiir 12 h bei 37 °C und 140 rpm im Schiittelinkubator.
Anschlielend erfolgte die Zellernte durch Zentrifugation fiir 20 min bei 4000xg und 4 °C. Der
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Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde zur Bestimmung der Biofeuchtmasse

gewogen. Das Zellpellet wurde bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.

3.2.1.4 Zellaufschluss von E. coli

Fiir die Reinigung der periplasmatisch hergestellten Fab-Fragmente wurden die Zellen mittels
Ultraschall aufgeschlossen. Hierzu erfolgte die Resuspension des Zellpellets mit 3 ml Zellauf-
schlusspuffer (vgl. 2.2, S. 35) pro Gramm Biofeuchtmasse. Der Zellaufschluss via Ultraschall
erfolgte eisgekiihlt mittels dem Ultraschallgerit Sonifier® W-250 D (vgl. 2.11, S. 46) unter
Verwendung folgender Parameter:

- 10 x 30 s Puls

- je 30 s Pause

- 30 % Amplitude
Durch eine anschlielende Zentrifugation fiir 35 min bei 100000xg und 4°C wurden unlosliche
Zellbestandteile abgetrennt. Mit dem Uberstand (16slicher Zellextrakt), welcher das Zielprote-

in beinhaltete, wurden die weiteren Reinigungsschritte durchgefiihrt.

3.2.2 Kultivierung von Pichia pastoris

Folgend werden Methoden zur Herstellung, Anzucht und Haltung des methylotrophen Hefe-
stammes Pichia pastoris X33 (P. pastoris X33, vgl. 2.4, S. 38) beschrieben, welcher in dieser
Arbeit zur heterologen Herstellung von Proteinen verwendet wurde. Hierbei wird das fiir das
Zielprotein codierende Gen stabil in das Genom von P. pastoris integriert, wobei dessen
Transkription durch einen AOX1-Promotor kontrolliert wird. Fiir die genomische Integration
des Zielgens wurde der Vektor pPICZoA verwendet. Dieser besitzt eine Zeocin-
Resistenzkasette, welche eine Selektion sowohl in E. coli als auch in P. pastoris ermoglicht.
Desweiteren verfiigt der Vektor iiber einen AOX/-Promotor mit downstream gelegener mul-
tiple cloning site sowie einem a-mating-Faktor aus Saccharomyces cerevesiea, welcher eine
Sekretion des Zielproteins in den Kulturiiberstand bedingt. Die genomische Integration des
Vektors erfolgte nach Transformation von P. pastoris durch eine homologe Rekombination
innerhalb des AOXI-Locus. Zu diesem Zweck erfolgte im Vorfeld eine Linearisierung der
Plasmid-DNA durch die Restriktionsendonuklease Sacl-HF, deren Schnittstelle innerhalb des
AOX1-Promotors lokalisiert ist. Die Amplifikation sowie Pridparation von pPICZaA-

Konstrukten erfolgte nach Klonierung des Zielgens in E. coli.
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3.2.2.1 Herstellung elektrokompetenter P. pastoris-Zellen

Die Herstellung elektrokompetenter P. pastoris X33-Zellen erfolgte nach einem Protokoll von
LIN-CEREGHINO et al..!"”! Diesem folgend wurde eine Vorkultur durch Inokulation von 20 ml
YPD-Medium (vgl. 2.3, S. 37) mit einer Kolonie P. pastoris X33 angesetzt. Es folgte eine
Inkubation iiber Nacht bei 30 °C und 140 rpm. Mit dieser Vorkultur wurden 50 ml YPD-
Medium beimpft, so dass die Start-ODgoy 0,2 betrug. Es folgte eine Inkubation fiir 4-6 h bei
30 °C und 140 rpm im Schiittelinkubator. Bei einer ODgyo von 1 erfolgte die Zellernte durch
Zentrifugation fiir 5 min bei 500xg und 20 °C. Der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpel-
let wurde in 9 ml eiskaltem BEDS-Medium sowie 1 ml DTT-Stammlosung (vgl. 2.2, S. 35)
resuspendiert, 5 min bei 30 °C und 100 rpm inkubiert und erneut fiir 5 min bei 500xg und
20 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 500 ul BEDS-Medium resuspendiert und zu je
50 pl aliquotiert. Die elektrokompetenten P. pastoris-Zellen wurden direkt fiir eine Transfor-

mation mittels Elektroporation eingesetzt.

3.2.2.2 Transformation von P. pastoris mit Plasmid-DNA

Zu einem 50 pl Aliquot frisch préparierter elektrokompetenter P. pastoris-Zellen wurden
50 ng linearisierte Plasmid-DNA gegeben und vorsichtig vermischt. Anschlieend wurde der
Transformationsansatz in eine vorgekiihlte 2 mm Elektroporationskiivette (vgl. 2.11, S. 46)
iberfiihrt. Die Elektroporation wurde mit folgenden Parametern durchgefiihrt:

Spannung: 1500 V

Widerstand: 200 Q

Kapazitit: 25 uF
Nach erfolgter Transformation wurde der Ansatz in 0,5 ml Sorbitol (1,0 M) sowie 0,5 ml
YPD-Medium aufgenommen und fiir 60 min bei 30 °C sowie 600 rpm im Thermomixer
inkubiert. AnschlieBend wurden 100 ul des Transformationsansatzes auf YPDS-Agarplatten
(versetzt mit 100 pg/ml Zeocin) ausplattiert und fiir sechs Tage bei 30 °C im Brutschrank
inkubiert.

3.2.2.3 Anzucht und Stammbhaltung von P. pastoris

Die Kultivierung von P. pastoris X33 zum Zweck der Herstellung rekombinanter Proteine

erfolgte, sofern nicht anders angegeben, in Schiittelkulturen bei 30 °C.
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Die erfolgreiche Transformation von P. pastoris X33-Zellen mit dem gewiinschten Plasmid
wurde stets durch eine Kolonie-PCR verifiziert. Hierzu wurde die genomische DNA einer
Einzelkolonie isoliert (vgl. 3.1.2, S. 50). Diese diente in einer anschlieBend durchgefiihrten
analytischen PCR als template, wobei spezifische primer die Amplifikation des Zielgens er-
moglichten. Fiir positiv getestete Kolonien erfolgte eine separate Kultivierung auf einer YPD-
Agarplatte (versetzt mit 100 pg/ml Zeocin), welche fiir weitere Arbeiten fiir bis zu 4 Wochen
bei 4 °C gelagert wurde. Fiir eine Langzeitlagerung wurden 5 ml YPD-Medium mit einer ent-
sprechenden Einzelkolonie beimpft und fiir 24 h bei 30 °C und 140 rpm im Schiittelinkubator
kultiviert. Anschlieend wurden 1 ml dieser Kultur mit 1 ml 86 %igem Glycerin vermischt

und bei -80 °C als glycerolstock gelagert.

3.2.2.4 Rekombinante Herstellung von Trypsiligase-Varianten in P. pastoris

Die rekombinante Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Trypsiligase-Varianten er-
folgte in dem P. pastoris-Stamm X33. Die Kulturen umfassten ein Kulturvolumen von
300 ml. Die Herstellung erfolgte hierbei in 3-1-Schiittelkolben ohne Schikane. In einem ersten
Schritt wurde eine Vorkultur durch Inokulation von 50 ml BMD-Medium (vgl. 2.3, S. 37) mit
einer Kolonie einer YPD-Agarplatte angesetzt. Es folgte eine Inkubation fiir 24 h bei 30 °C
und 140 rpm im Schiittelinkubator. Nach einem darauf folgenden Zentrifugationsschritt fiir
20 min bei 4000xg und 4 °C wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 300 ml
BM-Medium (vgl. 2.3, S. 37) resuspendiert sowie in einen 3-1-Schiittelkolben iiberfiihrt. Nun
erfolgte die Induktion der Genexpression durch Zugabe von 1 % (v/v) Methanol. Die Kultur
wurde fiir 120 h bei 30 °C und 140 rpm im Schiittelinkubator inkubiert, wobei alle 24 h erneut
1 % (v/v) Methanol hinzugegeben wurde. AnschlieBend folgte ein Zentrifugationsschritt fiir
20 min bei 4000xg und 4 °C. Das Zellpellet wurde verworfen. Der Kulturiiberstand mit dem
sekretierten Zielprotein wurde filtriert (0,45 uM Filter) und bis zu dessen Weiterverarbeitung

auf Eis gelagert.

3.3 Proteinchemische Methoden

3.3.1 Reinigung von Trypsiligase-Varianten

Fiir alle im Rahmen dieser Arbeit heterolog hergestellten Trypsiligase-Varianten wurde eine

teilautomatisierte Zweischritt-Reinigung an einem AKTAprime plus System durchgefiihrt. Da
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alle Trypsiligase-Varianten tag-frei durch P. pastoris in den Kulturiiberstand sekretiert wur-
den, bestand der erste Reinigungsschritt aus einer Kationenaustauschchromatographie. Diese
ermoglichte die Isolation und Konzentration der Enzymvarianten. In einem zweiten Reini-
gungsschritt wurde eine GroBenausschlusschromatographie durchgefiihrt, mit deren Hilfe die

Zielproteine zur Homogenitét gereinigt werden konnten.

3.3.1.1 Reinigung mittels Kationenaustauschchromatographie

Um eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen Zielprotein und negativ geladener
Sulfopropyl-Sepharose zu gewihrleisten, wurde zu dem filtrierten Kulturiiberstand ein Volu-
menanteil Tn-Puffer A (vgl. 2.2, S. 35) mit einem pH-Wert von 4,0 hinzugegeben. Der
isoelektrische Punkt aller Trypsiligase-Varianten liegt zwischen 4,8 bis 5,4, wodurch diese bei
gegebenem pH-Wert eine positive Nettoladung aufwiesen. Fiir die Reinigung wurde der Kul-
turitberstand auf eine mit Tn-Puffer A &quilibrierte HiPrep™ SP FF 16/10-Séule
(vgl. 2.11, S. 46) aufgetragen. Es folgte ein Waschschritt mit 5 CV (column volume) Tn-Puffer
A. AnschlieBend erfolgte die Elution mit einem Stufengradienten von O auf 100 % Tn-Puffer
B (vgl 2.2, S. 35). Der Elutionspeak wurde in 2 ml-Fraktionen gesammelt und nach einer an-
schlieBenden Analyse mittels SDS-PAGE vereinigt. Nach Einengung des Gesamtvolumens
auf 2 ml mittels eines Zentrifugalkonzentrators (Millipore Amicon Ultra-4; MWCO 10 kDa;
vgl. 2.11, S. 46) wurde die Proteinprobe in einem zweiten Reinigungsschritt weiterverarbeitet.
Die Flussgeschwindigkeit fiir Probenbeladung, Waschschritt und Elution betrug jeweils

10 ml/min.

3.3.1.2 Reinigung mittels GroBenausschlusschromatographie

Fiir den zweiten Reinigungsschritt mittels Groenausschlusschromatographie wurde die Gel-
filtrationssdule (HiLoad™ 16/60 Superdex™ 75 prep grade, vgl. 2.11, S. 46) mit 2 CV SEC-
Laufpuffer (vgl. 2.2, S. 35) dquilibriert. AnschlieBend erfolgte die Auftragung von 2 ml Prote-
inprobe aus dem ersten Reinigungsschritt. Eluiert wurde mit SEC-Laufpuffer, wobei detek-
tierte Proteinpeaks als 2 ml Fraktionen gesammelt wurden. Die Flussgeschwindigkeit fiir die
Elution betrug 1,0 ml/min. Nach einer anschlieBenden Analyse der einzelnen Fraktionen mit-
tels SDS-PAGE wurden Fraktionen, welche das zu reinigende Protein beinhalteten, miteinan-
der vereinigt. Es erfolgte die Konzentrierung des Zielproteins mittels Zentrifugalkonzentrator
(Millipore Amicon Ultra-4; MWCO 10 kDa; vgl. 2.11, S. 46), sowie dessen Aliquotierung
und Lagerung bei -20 °C.
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3.3.2 Reinigung von Fab-Fragmenten

Fiir alle im Rahmen dieser Arbeit heterolog hergestellten Fab-Fragmente wurde eine teilau-
tomatisierte Zweischritt-Reinigung an einem AKTAprime plus System durchgefiihrt. Um das
zu reinigende Fab-Fragment von den ebenfalls im Zellextrakt befindlichen, aus E. coli stam-
menden, 10slichen Proteinbestandteilen abzutrennen, bestand der erste Reinigungsschritt aus
einer Protein G-basierten Affinitidtschromatographie. Hierbei bindet Protein G ein in der CH1-
Domine der schweren Kette lokalisiertes Epitop, wodurch eine spezifische Isolation und
Konzentration der Fab-Fragmente ermoglicht wurde. In einem zweiten Reinigungsschritt
wurde eine GroBenausschlusschromatographie durchgefiihrt, mit deren Hilfe die entsprechen-

den Fab-Fragmente zur Homogenitét gereinigt werden konnten.

3.3.2.1 Reinigung mittels Protein G-basierter Affinititschromatographie

Fir die Protein G-basierte Reinigung wurde der filtrierte 10sliche Zellextrakt
(vgl. 3.2.1.3, S. 55) auf eine mit Puffer A (vgl. 2.2, S. 35) dquilibrierte 1 ml HiTrap™ Protein
G HP-Saule aufgetragen. Es folgte ein Waschschritt mit 5 CV Puffer A. Anschlieend erfolgte
die Elution mit einem Stufengradienten von O auf 100 % Puffer B (vgl 2.2, S. 35). Der
Elutionspeak wurde in 0,3-ml Fraktionen gesammelt, zu denen sofort jeweils 0,05 ml Puffer C
zur Neutralisation gegeben wurde. Da das Gesamtvolumen der vereinigten Fraktionen ca.
2 ml entsprach, konnte der zweite Reinigungsschritt direkt im Anschluss durchgefiihrt wer-

den.

3.3.2.2 Reinigung mittels GroBenausschlusschromatographie

Die Reinigung der Fab-Fragmente mittels Grofenausschlusschromatographie erfolgte analog

zu der unter 3.3.1.2 beschriebenen Reinigung von Trypsiligase-Varianten.

3.3.3 Reinigung von modifizierten Fab-Fragmenten

Alle im Rahmen dieser Arbeit modifizierten Fab-Fragmente wurden fiir eine nachfolgende
Funktionalitdtsanalyse chromatographisch iiber ein Einschritt- oder Zweischrittverfahren ge-
reinigt. Hierbei sollten der im Reaktionsansatz befindliche Biokatalysator, das nicht umge-
setzte oder hydrolysierte Fab-Fragment sowie das entsprechende Nukleophil vollstindig abge-

trennt werden. Je nach artifiziell eingefiihrter Funktionalitit erfolgte die Reinigung mittels
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hydrophober Interaktionschromatographie (HIC) mit optional vorgelagerter Kationenaus-
tauschchromatographie oder mittels einer Zweischrittreinigung, bestehend aus einer Prote-
in G-basierten Affinitdtschromatographie sowie nachfolgender GroBenausschlusschromatog-

raphie (SEC).

3.3.3.1 Reinigung mittels Kationenaustauschchromatographie

Falls eine Trennung von Biokatalysator und modifiziertem Fab-Fragment mittels HIC-
Reinigung nicht moglich war, wurde als vorgelagerter Reinigungsschritt eine Kationenaus-
tauschchromatographie an einem AKTAprime plus System durchgefiihrt. Der verwendete
Bindepuffer (Fab-Puffer A, vgl. 2.2, S. 35) besall einen pH-Wert von 7,0. Hierbei konnte der
Biokatalysator, dessen isoelektrischer Punkt (IP) bei pH 4,8 liegt, nicht an die negativ gelade-
ne Sulfopropyl-Sepharose der Kationenaustauschsiule (HiTrap™ SP HP 1 ml,
vgl. 2.11, S. 46) binden. Mit einem IP von 8,3 waren die ebenfalls im Reaktionsansatz befind-
lichen Fab-Fragmentspezies in der Lage an die Sepharose zu binden.

Fiir die Reinigung wurde der Reaktionsansatz mit neun Volumenanteilen Fab-Puffer A ver-
setzt und anschlieBend auf die mit Fab-Puffer A &dquilibrierte 1 ml HiTrap SP-HP-Siule auf-
getragen. Es folgten zwei Waschschritte mit 2 CV Fab-Puffer A und 5 CV Fab-Puffer B
(vgl. 2.2, S. 35). Anschlieend erfolgte die Elution des Fab-Fragmentes mit einem Stufengra-
dienten von 10 auf 100 % Fab-Puffer B. Der Elutionspeak wurde in 1 ml-Fraktionen gesam-
melt und nach einer anschlieBenden Analyse mittels SDS-PAGE vereinigt. Nach Einengung
des Gesamtvolumens auf ca. 0,1 ml mittels Zentrifugalkonzentrator (Millipore Amicon Ultra-
4; MWCO 10 kDa; vgl. 2.11, S. 46), wurde die Proteinprobe in einem zweiten Reinigungs-
schritt weiterverarbeitet. Die Flussgeschwindigkeit fiir Probenbeladung, Waschschritt und

Elution betrug jeweils 1 ml/min.

3.3.3.2 Reinigung mittels hydrophober Interaktionschromatographie

Die Reinigung der modifizierten Fab-Fragmente erfolgte bei Einschrittreinigung an einem
Breeze™-HPLC-System mit einer TSKgel Butyl-NPR-Séule (vgl. 2.11, S. 46). Wurde die
hydrophobe Interaktionschromatographie als zweiter Reinigungsschritt mit vorgelagerter Kat-
ionenaustauschchromatographie durchgefiihrt, erfolgte die Reinigung an einem AKTAprime
plus System mit einer 1 ml HiTrap™ Butyl HP-Siule.

Fiir die Reinigung wurde der Reaktionsansatz bzw. die Proteinfraktion der Kationenaus-
tauschchromatographie mit neun Volumenanteilen HIC-Puffer A (vgl. 2.2, S. 35) versetzt und
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anschlieBend auf die mit HIC-Puffer A dquilibrierte HIC-Sdule aufgetragen. Es folgte ein
Waschschritt mit 2 CV HIC-Puffer A. AnschlieBend erfolgte die Elution der Fab-
Fragmentspezies mit einem linearen Gradienten von 0 auf 100 % HIC-Puffer B
(vgl. 2.2, S. 35) iiber 15-20 CV. Der Elutionspeak wurde in 1 ml-Fraktionen gesammelt und
nach einer anschlieBenden Analyse mittels SDS-PAGE vereinigt. Es folgte ein Pufferaus-
tausch gegen HIC-Puffer C (vgl. 2.2, S. 35) sowie eine Konzentrierung der Proteinprobe mit-
tels Zentrifugalkonzentrator (Millipore Amicon Ultra-4; MWCO 10 kDa; vgl. 2.11, S. 46).
Die Identitdt des zur Homogenitit gereinigten Fab-Fragmentes wurde massenspektrometrisch
iberpriift. Die gereinigten Fragmente wurden direkt in Folgeexperimenten eingesetzt oder bis
zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Die Flussgeschwindigkeit fiir Probenbeladung,
Waschschritt und Elution betrug fiir die Reinigung am Breeze™-HPLC-System 0,5 ml/min
und am AKTAprime plus System 1 ml/min.

3.3.3.3 Reinigung mittels Protein G-basierter Affinititschromatographie

Fir die Reinigung wurde der Reaktionsansatz mit neun Volumenanteilen Puffer A
(vgl. 2.2, S. 35) versetzt und anschlieBend auf die mit Puffer A dquilibrierte 1 ml HiTrap™
Protein G HP-Sidule aufgetragen. Es folgte ein Waschschritt mit 5 CV Puffer A. Anschliefend
erfolgte die Elution mit einem Stufengradienten von O auf 100 % Puffer B (vgl 2.2, S. 35).
Der Elutionspeak wurde in 0,5 ml Fraktionen gesammelt, zu denen sofort jeweils 0,08 ml Puf-
fer C (vgl 2.2, S. 35) zur Neutralisation gegeben wurde. Nach Einengung des Gesamtvolu-
mens auf ca. 0,25 ml mittels Zentrifugalkonzentrator (Millipore Amicon Ultra-4; MWCO
10 kDa; vgl. 2.11, S. 46), wurde die Proteinprobe in einem zweiten Reinigungsschritt weiter-
verarbeitet. Die Flussgeschwindigkeit fiir Probenbeladung, Waschschritt und Elution betrug

jeweils 1 ml/min.

3.3.3.4 Reinigung mittels GroBSenausschlusschromatographie

Fiir den zweiten Reinigungsschritt mittels Groenausschlusschromatographie wurde die Gel-
filtrationssdule (Superose® 12 10/300 GL, vgl.2.11,S.46) mit SEC-Laufpuffer
(vgl. 2.2, S. 35) dquilibriert. AnschlieBend erfolgte die Auftragung von 0,25 ml Proteinprobe
aus dem ersten Reinigungsschritt. Eluiert wurde mit SEC-Laufpuffer, wobei detektierte Prote-
inpeaks als 0,5-ml Fraktionen gesammelt wurden. Nach einer Analyse der einzelnen Fraktio-
nen mittels SDS-PAGE wurden Fraktionen, welche das zu reinigende Protein beinhalteten,
vereinigt. Es erfolgte die Konzentrierung des Zielproteins mittels Zentrifugalkonzentrator

62



Methoden

(Millipore Amicon Ultra-4; MWCO 10 kDa; vgl. 2.11, S. 46). Die gereinigten Fragmente
wurden direkt in Folgeexperimenten eingesetzt oder bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

gelagert. Die Flussgeschwindigkeit fiir die Beladung sowie Elution betrug 0,2 ml/min.

3.3.4 Proteinanalytik

3.3.4.1 Konzentrationsbestimmung mittels UV/VIS-Spektroskopie

Die Konzentrationsbestimmung fiir wissrige Proteinlosungen erfolgte mittels der UV/VIS-
Spektroskopie. Hierbei wurde die Extinktion in einem Spektralbereich von 220 nm bis
400 nm gemessen. Die Berechnung der Konzentration erfolgte mittels der pufferkorrigierten

Extinktion bei 280 nm unter Verwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes:

Ejg0-320 = €280 * € * d (GL.2)
E280-320 = Extinktion bei 280 nm korrigiert um die Extinktion bei 320 nm
€230 = molarer Extinktionskoeffizient bei 280 nm in 1/(mol * cm)
c = Konzentration der Proteinlosung in mol/l
d = Schichtdicke der Kiivette in cm

Der molare Extinktionskoeffizient eines Proteins bei 280 nm wurde mit Hilfe des Programms
ProtParam (vgl. 2.12, S.49) aus dessen Aminosiuresequenz abgeschiitzt.'’®! Anhand des
Verhiltnisses der Extinktionen bei 280 nm zu 260 nm konnte eine Verunreinigung der Prote-

inlosung mit Nukleinsiduren abgeschitzt werden.

3.3.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Analyse von Proteinen sowie Proteingemischen erfolgte unter anderem durch gelelektro-
phoretische Trennung mittels SDS-PAGE. "' Hierzu wurden 15 % ige SDS-Gele verwendet,

deren Zusammensetzung in Tabelle 17 aufgefiihrt sind.

Tabelle 17: Zutaten fiir die Herstellung von vier 15 % igen SDS-Gelen.

Chemikalie Trenngel (15 %) Sammelgel (7,5 %)

ddH,0 (ml) 7,2 4,9
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Trenngelpuffer (ml) 7,5 -
Sammelgelpuffer (ml) - 2,5
Rotiphorese® Gel 30 (ul) 15 2,5
10 % SDS Stammlosung (ul) 300 100
10 % APS Stammlosung (ul) 150 50
TEMED (ul) 15 5

Zur Abschitzung des apparenten Molekulargewichtes wurde auf jedem Gel der Proteinstan-
dard PageRuler™ Unstained Protein Ladder (vgl. 0, S. 46) aufgetragen. Die Proteinproben
wurden mit 1/3 Volumenanteil 3 x SDS-Probenpuffer (vgl. 2.2, S.35) versetzt, 10 min bei
95 °C im Thermoblock inkubiert und anschlieBend auf das entsprechende Gel aufgetragen.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 200 V fiir 40-45 min in 1 x SDS-Laufpuffer
(vgl. 2.2, S. 35). Zur Visualisierung der Proteinbanden wurde standardmifig eine Coomassie-
Farbung durchgefiihrt. Hierzu wurden die Polyacrylamid-Gele zunéchst fiir 3 x 5 min in
entionisiertem Wasser gewaschen. Anschliefend erfolgte eine Inkubation fiir 1h in
Coomassie-Farbelosung (vgl. 2.2, S. 35), wobei der darin enthaltene Farbstoff Coomassie
Brilliant Blue G250 unspezifisch an basische Aminosdureseitenketten von Proteinen bindet.
Zur Kontrastierung der Proteinbanden wurde ungebundener Coomassie-Farbstoff durch
mehrmaliges Waschen mit Entfarberlosung (vgl. 2.2, S. 35) entfernt.

Zur Visualisierung von Proteinen mit geringer Konzentration wurde eine Silberfarbung nach
NESTERENKO durchgefiihrt.!"®” Die einzelnen Teilschritte zur Durchfiihrung sind in Tabelle 18

zusammengefasst.

Tabelle 18: Durchfiihrung der Silberfirbung nach NEsTERENKO. Die Zusammensetzung der Losungen ist
Kapitel 2.2 auf Seite 35 zu entnehmen. Das Volumen der verwendeten Losungen betrigt jeweils 60 ml.

Teilschritt Losung Inkubationsdauer
Fixieren Fixierlosung S min
Spiilen ddH,O 3x5s
Waschen ddH,0O 5 min
Spiilen ddH,O 3x5s
Vorbehandlungl Vorbehandlungslosungl 5 min
Vorbehandlungll Vorbehandlungslosungll 1 min
Spiilen ddH,O 3x5s
Imprégnieren Imprignierlosung 8 min
Spiilen ddH,O 2x5s
Entwickeln Entwicklerlosung 10-20 s
Abstoppen Stopplosung 30s
Spiilen ddH,O 10s
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3.3.4.3 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen wurde ein Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay  (ELISA)  durchgefiithrt. Dieser erfolgte  standardmiBig im  96-well-
Mikrotiterplattenformat. Fiir die zur Detektion verwendete enzymatische Farbreaktion wurden
ausschlieBlich POD-konjugierte Antikdrper eingesetzt. Insofern das Zielprotein biotinyliert
vorlag, erfolgte dessen Immobilisierung auf einer Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatte
(MTP) der Firma Pierce (vgl. 2.11, S. 46). Bei nicht biotinylierten Zielproteinen erfolgte eine
unspezifische Immobilisierung durch Adsorption, wobei die 96-well-Mikrotiterplatten Nunc
Maxisorp verwendet wurden.

Generell wurden 100-1000 ng Zielprotein (in 50-100 ul TBS; vgl. 2.2, S. 35) je Kavitit iiber
Nacht bei 4 °C immobilisiert. Im Falle der Immobilisierung durch Adsorption erfolgte nach
dreimaligem Waschen mit 300 ul/well TBSTO0,05 (vgl. 2.2, S. 35) das Blocken unspezifischer
Bindungsstellen mit 300 pl/well 1 x blocking-Puffer (vgl. 2.2, S. 35) fiir 2 h bei Raumtempe-
ratur. Bei Verwendung einer Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatte erfolgte die Entfer-
nung von {berschiissigem biotinylierten Zielprotein durch dreimaliges Waschen mit
300 ul/well TBSTO,05. Nach jedem nun folgenden Inkubationsschritt wurde ein Waschschritt
mit 3 x 300 ul/well TBSTO0,05 durchgefiihrt. Folgend wurden 50 ul/well des zu testenden Li-
ganden (in TBSTO,05 verdiinnt) hinzugegeben, welcher fiir 1 h bei Raumtemperatur mit dem
immobilisierten Zielprotein inkubiert wurde. Es folgte eine Inkubation mit 50 ul/well priméa-
rem Antikorper (vgl. 2.9, S. 44; Verdiinnung entsprechend der Herstellerangabe in TBSTO0,05)
fiir I h bei Raumtemperatur. Im Falle eines direkten ELISA war der primire Antikorper POD-
konjugiert. Hier erfolgte nach einem zusitzlichen Waschschritt mit 3 x 300 ul/well TBS die
Inkubation mit 50 ul/well TMB-Substrat (TMB One, vgl. 2.1, S. 33), wobei die Farbreaktion
nach 5-30 min mit 50 ul/well 0,5 M H,SO,4 abgestoppt wurde. Im Falle eines indirekten ELI-
SA wurde ein zusitzlicher Inkubationsschritt mit einem sekunddren POD-konjugierten Anti-
korper durchgefiihrt. AbschlieBend wurde die Extinktion bei 450nm mittels
Biomek™ Paradigm Reader (vgl. 2.11, S. 46) gemessen und um den Wert bei 620 nm korri-
giert. Sollte die Bindungsaffinitit eines Liganden zur immobilisierten Zielstruktur analysiert
werden, wurde ein konzentrationsabhingiger ELISA durchgefiihrt. Hierbei wird die immobili-
sierte Zielstruktur mit einer seriellen Verdiinnung eines Liganden inkubiert. Die weitere
Durchfiihrung des ELISA’s entspricht der oben beschriebenen Vorgehensweise. Zur Bestim-
mung der Dissoziationskonstante werden die erhaltenen Signalintensititen gegen die loga-
rithmierten Ligandenkonzentrationen aufgetragen. AnschlieBend erfolgt eine nichtlineare

Regressionsanalyse mittels Gleichung 3.
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Y = Yo+ —5 (GL 3)
1+e b
Yo = untere Asymptote
a = obere Asymptote
b = Steigung der Kurve
X0 = Wendepunkt

Die Dissoziationskonstante ergibt sich aus dem delogarithmierten Wert des Wendepunktes X,
Dieser entspricht jener jener Ligandenkonzentration, bei der die Signalintensitidt ihren halb-

maximalen Wert erreicht.

3.4 Phagen-Display

Fiir die Generierung von Trypsiligase-Varianten mit verbesserten Syntheseeigenschaften hin-
sichtlich der C-terminalen Modifikation von Proteinen wurde das Phagen-Display als evoluti-
ondres Selektionssystem eingesetzt. Hierbei werden Proteinvarianten (Phénotyp) einer
Trypsiligasebibliothek monovalent auf der Oberfliche des filamentdosen Bakteriophagens
M13 prisentiert, wobei die genetische Information (Genotyp) der entsprechenden Trypsiliga-
se-Variante Phagemid-lokalisiert im Inneren des Phagens verpackt ist (Abb. 5A, S. 30). Wie
in Abbildung 55B (S. 30) gezeigt, erlaubt diese Phinotyp-Genotyp-Kopplung eine gezielte
Selektion von potentiell verbesserten Biokatalysatoren. Hierbei wird ein N-terminal
biotinyliertes Peptidsubstrat (Abb. 5C, S. 30), welches mit der Erkennungssequenz von Tryp-
siligase (YRH) ausgestattet ist, auf einer Streptavidin-beschichteten Oberfliche immobilisiert.
Es folgt ein Inkubationsschritt mit einer Trypsiligase-basierten Phagen-Bibliothek. Nach Ein-
bindung des Substrates im aktiven Zentrum kommt es zur Ausbildung von kovalent verkniipf-
ten Acyl-Enzym-Phagen-Intermediaten. Nicht gebundene oder schnell hydrolysierende Tryp-
siligase-Varianten werden durch mehrere Waschschritte entfernt. Die Zugabe eines
Peptidnukleophils bedingt die Elution der gebundenen Phagen durch eine Deacylierung des
Acyl-Enzym-Phagen-Komplexes via Aminolyse. Zur Amplifikation der eluierten Phagen
werden E. coli-Zellen infiziert. Durch eine anschlieBende Superinfektion mit einem Helfer-
phagen wird ein neuer Phagenpool mit angereicherten Trypsiligase-Varianten propagiert. Die-
ser kann weiteren Selektionsrunden unterzogen werden, wobei der Selektionsdruck von Run-

de zu Runde erhoht wird. SchlieBlich wird der Pool von Trypsiligase-Varianten der letzten
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Selektionsrunde in einem Hochdurchsatz-Screening nach potentiell verbesserten Biokatalysa-

toren durchgemustert.

3.4.1 Konstruktion eines Phagemidvektors

Als template fiir die Konstruktion eines Phagemidvektors wurde der Vektor pASK-IBA7plus
verwendet (Abb. 6A). Bei der Konstruktion des Phagemidvektors wurde der 5'-UTR Bereich
zwischen der Xbal-Schnittstelle und dem Startcodon der pelB-Signalsequenz in Analogie zu
den Phagemidvektoren der pCD-Serie gestaltet.!'8"!

Die fiir das Phagen-Display benétigte Genkassette, welche fiir ein Fusionsprotein bestehend
aus pelB-Signalsequenz, Trypsiligase, einem flexiblen Linker sowie der C-terminalen Doma-
ne des Phagenhiillproteins pIIl (AS 252-406) codiert, wurde PCR-basiert aus dem Vektor
pSCIL-PhD10_4Tn (vgl. 2.6, S. 39) amplifiziert. Hierzu wurden die primer pASK-fwd und
pASK-rev (Tab. 10, S. 42) verwendet. Uber die durch die primer eingefiihrten Xbal- und
HindIII-Schnittstellen erfolgte die Klonierung der amplifizierten Genkassette in den Vektor
pASK-IBA7plus. Im Zuge der Optimierung des Phagen-Displays wurde die Gensequenz fiir
Trypsiligase, welche nicht auf die codon usage von E. coli angepasst war, durch eine codon
usage-optimierte Gensequenz ausgetauscht. Eine entsprechend optimierte Gensequenz wurde
von der Firma Life Technologies synthetisiert. Der Austausch des Gens erfolgte iiber zwei
nicht identische Sfil-Schnittstellen, welche die codierende Sequenz von Trypsiligase sowohl
innerhalb der Phagemid-lokalisierten Genkassette als auch im synthetisierten Gen flankieren.
Hieraus resultierte der Vektor pMB-03_4Tn. Desweiteren wurde fiir die Generierung der
Phagemid-lokalisierten Trypsiligasebibliothek der Vektor pMB-03_sfGFP konstruiert, bei
welchem die Gensequenz von Trypsiligase gegen die des superfolder green fluorescent pro-
tein (sfGFP) ausgetauscht wurde.'® Die PCR-basierte Amplifizierung des sfGFP Gens er-
folgte mittels der primer sfGFP_Sfil_fwd und sfGFP_Sfil-rev aus dem Vektor
pETSoSc1_sfGFP als template. Uber die artifiziell eingefiigten Sfil-Schnitstellen erfolgte der
Austausch der Gensequenz fiir Trypsiligase gegen die von sfGFP.

Fiir den Austausch der im pMB-03 vorhandenen MyCUT Sequenz innerhalb der flexiblen
Linkerregion durch eine Wildtyp plll-Linker Sequenz (AS 233-246; Abb. 6C) wurde das
codon usage angepasste Gen von Trypsiligase mit dem primer-Paar SF_fwd und EF_fwd mit-
tels PCR amplifiziert.'®! Uber die eingefiihrte Ncol- sowie BamHI-Schnittstelle wurde das
PCR-Produkt in den Vektor pMB-03 kloniert. Hieraus resultierte der Vektor pMB-04_4Tn.
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Abbildung 6: Ubersicht zur Konstruktion eines Phagemidvektors. A) Plasmidkarte fiir den Vektor pASK-
IBA7plus mit Darstellung der Restriktionsschnittstellen Xbal und HindIII. B) Plasmidkarte des Phagemidvektors
pMB-04_4Tn mit inserierter Genkassette, welche fiir ein Fusionspeptid bestehend aus pelB-Signalsequenz,
Trypsiligase, einem flexiblen Spacer sowie der C-terminalen Doméne des Phagenhiillproteins pIIl (AS 252-406)
codiert. C) Aminoséduresequenzen der flexiblen Spacer, welche durch pMB-03 sowie pMB-04 codiert werden.

3.4.2 Erstellung einer Trypsiligase-basierten DNA-Bibliothek

Fiir die Konstruktion einer Trypsiligase-basierten DNA-Bibliothek wurde ein modulares De-
sign verwendet, welches in der Arbeitsgruppe "Kiinstliche Bindeproteine" (MLU Halle-
Wittenberg) etabliert wurde. Dieses vereint die Verwendung einer Trinukleotid-basierten

1841 mit der Durchfiihrung einer Leserahmenselektion'® fiir ein-

Randomisierungsstrategie
zelne Genfragmente.

In Abbildung 7A ist das modulare Design der Trypsiligase-basierten DN A-Bibliothek sche-
matisch dargestellt. Hierbei wird das fiir Trypsiligase codierende Gen in acht Fragmente (vier
konstante und vier randomisierte) unterteilt. Mit diesen Fragmenten wurde zur Erhohung der
Funktionalitit eine Leserahmenselektion durchgefiihrt. Diese basiert auf einer Transformation
von E. coli-Zellen mit dem Vektor pInSALect_ NWG-1, welcher freundlicherweise von Herrn
Dr. Sven Pfeifer (AG Kiinstliche Bindeproteine) zur Verfiigung gestellt wurde. Der
pInSALect-Vektor verfiigt iiber ein Plasmid-lokalisiertes Reportergen, welches eine transiente
Ampicillinresistenz vermittelt. Hierbei codiert das Reportergen fiir ein Propeptid, welches aus

einem Tat-Signalpeptid, einem VMA-Intein sowie einer B-Lactamase besteht. Durch ein

posttranslationales Intein-vermitteltes cis-Spleifen wird die B-Lactamase mit dem Tat-
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Signalpeptid fusioniert und anschlieend ins Periplasma transportiert. Dieser periplasmatische
Export stellt einen essentiellen Schritt fiir die Vermittlung der Ampicillinresistenz dar.'®!

Innerhalb der Gensequenz des VMA-Inteins befinden sich eine Agel- sowie Mlul-
Schnittstelle, welche die Insertion von DNA-Fragmenten ermoglichen. Wird hierbei ein
DNA-Fragment inseriert, welches eine Leserahmenverschiebung innerhalb des Reportergens
bedingt, fiihrt dies zur unvollstdndigen Translation des Propeptides und damit zur fehlenden
Ampicillinresistenz. DNA-Fragmente mit korrektem Leserahmen fiihren folglich zu korrekt
translatiertem Propeptid, wodurch wiederum eine Selektion entsprechend transformierter
E. coli-Zellen auf Ampicillin bzw. Carbenicillin-haltigen LB-Agarplatten moglich ist. Da das
Translationsprodukt des inserierten DNA-Fragmentes zusammen mit dem Intein durch das

cis-SpleiBen entfernt wird, ergeben sich hierdurch keine unerwiinschten Nebeneffekte hin-

sichtlich der Selektion von DNA-Fragmenten mit korrektem Leserahmen.

A B Ncol
‘ Gen von Trypsiligase ] .
Generierung der konstanten
l und randomisierten Fragmente
Ncol gp IF1 IF2 eF BamHl| peg paierte

Generierung

Synthese durch

H40 K97 L99 $190 Q192 Ella Biotech

RF1 RF3 RF4 i

pMB-04_LibMB

Klonierung in pInSALect_NWG-1 B
eine - 4410 bp g

P —
: )'ogsa.ldaa-;a’ o

:

Leserahmenselektion

Sequenzielle Ligation der Fragmente

NcolsF Rp1 RF2 IF1 RF3 IF2 RF4  EF Bal“‘“'

Trypsiligase Bibliothek
' Klonierung in pMB-04

Abbildung 7: Generierung einer Trypsiligase-basierten DNA-Bibliothek. A) Schematische Darstellung zum
modularen Bibliotheksdesign sowie zum Ablauf der Konstruktion der DNA-Bibliothek. SF: Startfragment; EF:
Endfragment; IF: Intermedidres Fragment; RF: Randomisiertes Fragment B) Vektorkarte fiir den Phagemid
pMB-04_LibMB mit inserierter Trypsiligase-Bibliothek. Die Insertion der DNA-Bibliothek erfolgt iiber die
Restriktionsschnittstellen Ncol sowie BamHI.

Die Generierung der konstanten Fragmente erfolgte PCR-basiert mit den in Tabelle 19 aufge-
fiihrten primer-Paaren wie unter 3.1.3 (S. 50) beschrieben. Das hierfiir notwendige Gen von
Trypsiligase wurde von der Firma Life Technologies synthetisiert, wobei die Gensequenz fiir
eine Expression in E. coli optimiert wurde (vgl. Abb. A9, S. 181). Uber die jeweiligen for-
ward-primer werden im 5'-Bereich eine Agel- sowie Bsal-Schnittstelle eingefiihrt und iiber
die reverse-primer werden im 3'-Bereich eine BsmBI-sowie Mlul-Schnittstelle eingefiihrt.
Hierbei dienen die Agel- und Mlul-Schnittstellen zur Insertion der Fragmente in Vektor
pInSALect. NWG-1. Uber die beiden Typ IIS Restriktionsschnittstellen Bsal und BsmBI er-

folgt die sequenzielle Reassemblierung der Einzelfragmente, ohne hierbei artifizielle Sequen-
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zen im Ligationsprodukt einzufiihren. Die mittels PCR amplifizierten konstanten Fragmente
(Tab. 19, S. 71) wurden durch eine pridparative Agarose-Gelelektrophorese (vgl. 3.1.4, S. 51)
gereinigt. AnschlieBend wurden fiir die Durchfithrung einer Leserahmenselektion jeweils
7,5 pmol gereinigtes Fragment sowie 2,5 pmol pInSALect_ NWG-1 mittels Agel-HF und
Mlul verdaut (vgl.3.1.6, S.52). Es folgte eine Reinigung mittels pridparativer Agarose-
Gelelektrophorese. Nun erfolgte die Insertion der geschnittenen konstanten Fragmente in den
pInSALect-NWG-1 Vektor mittels DNA-Ligation (vgl. 3.1.7, S. 52). Hierbei wurden jeweils
300 pmol Fragment sowie 50 pmol Vektor eingesetzt. Anschlieend erfolgte die Transforma-
tion von elektrokompetenten E. coli ElektroTen-Blue mittels Elektroporation (vgl. 3.2.1.1,
S. 54), wobei 1 pl des Ligationsansatzes eingesetzt wurde. Der Ausstrich der Transformati-
onsansitze erfolgte auf LB-Agarplatten (versetzt mit 50 pg/ml Carbenicillin). Nach einer In-
kubationszeit von 48 h bei 37 °C wurde fiir jedes Leserahmen-selektierte konstante Fragment
eine Fliissigkultur angesetzt. Dies erfolgte durch Inokulation von 5 ml LB-Medium mit einer
Einzelkolonie. Nach einer Inkubation fiir 24 h bei 30 °C wurde eine Plasmidpréparation
(vgl. 3.1.1, S. 50) durchgefiihrt. Die isolierte Plasmid-DNA wurde bis zur weiteren Verwen-
dung bei -20 °C gelagert.

Die randomisierten Fragmente wurden synthetisch durch die Firma Ella Biotech GmbH als
einzelstringige Oligonukleotide hergestellt. Ebenso wie die konstanten Fragmente wurden die
randomisierten Fragmente im 5'- und 3'-Bereich mit Bsal/Agel-Schnittstellen, respektive
BsmBI/Mlul-Schnittstellen, versehen. Die Randomisierung auf DNA-Ebene erfolgte durch
eine Trinukleotid-basierte Synthesestrategie durch Verwendung einer definierten Mischung
von Trinukleotid-Phosphoramiditen bei zu randomisierenden Aminosédurepositionen. Fiir die
Generierung der doppelstrangigen randomisierten Fragmente wurden die korrespondierenden
einzelstringigen Oligonukleotide zundchst am 3'-Ende mit dem reverse primer
4Tnlib_RF_anti (Tab. 10, S.42) hybridisiert. Hierzu wurden je 50 pmol einzelstringiges
Oligonukleotid sowie 4Tnlib_RF_anti in einem Gesamtvolumen von 35 ul fiir 5 min bei
95 °C inkubiert und anschliefend mit 0,02 K/s auf 25 °C abgekiihlt. Der durch die Hybridisie-
rung entstandene 5'-Uberhang wurde in einem nachfolgenden Schritt durch das Klenow-
Fragment (NEB) zum Doppelstrang aufgefiillt. Hierzu wurden zum Hybridisierungsansatz
5 ul CutSmart®-Puffer, 1 ul dNTP’s (je 10 mM) sowie 2 ul (10 U) Klenow-Fragment hinzu-
gegeben. Nach einer Inkubation fiir 15 min bei 25 °C erfolgte die Inaktivierung des Klenow-
Fragmentes fiir 30 min bei 75 °C. Zur Durchfiihrung der Leserahmenselektion wurden die nun
doppelstrangigen randomisierten Fragmente direkt mittels Agel-HF sowie Mlul verdaut und

durch eine priparative Agarose-Gelelektrophorese gereinigt. Die Insertion in den Vektor
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pInSALect-NWG-1 sowie die anschlieBende Leserahmenselektion erfolgten analog zu der fiir
die konstanten Fragmente beschriebenen Vorgehensweise.

SchlieBlich wurden sowohl die konstanten als auch die randomisierten Fragmente PCR-
basiert (Tab. 19, S. 69) amplifiziert, wobei die korrespondierenden pInSALect-Konstrukte als

template dienten. Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese gereinigt.

Tabelle 19: Zusammenfassung der PCR-Bedingungen fiir die Konstruktion der Trypsiligase-basierten
DNA-Bibliothek.

PCR Produkt Jorward reverse Hybridierungs-
primer primer temperatur

Generierung der konstanten Fragmente:

SF SF_fwd SF_rev 50 °C
IF1 IF1_fwd IF1_rev 50 °C
IF2 IF2_fwd IF2_rev 50 °C
EF EF_fwd EF_rev 50 °C
Amplifikation aus pInSALect Midlibs_fwd Midlibs_rev 63 °C
Amplifikation der Ligationsprodukte Midlibs_fwd Midlibs_rev 63 °C

Nun erfolgte die sequenzielle Reassemblierung der selektierten Einzelfragmente zur vollstin-
digen DNA-Bibliothek iiber drei Ligationsrunden, welche detailliert in Tabelle 20
(S. 73) zusammengefasst sind. Dabei umfasste eine Ligationsrunde die Arbeitsschritte Rest-
riktionsverdau, Fragmentligation und PCR-basierte Amplifikation des Ligationsproduktes.
Der Restriktionsverdau der entsprechenden Fragmente erfolgte durch einen Doppelverdau
mittels Bsal/Scal oder BsmBI/BssSI (vgl. 3.1.6, S. 52). Hierbei dienten Scal bzw. BssSI dem
Verdau des unerwiinschten Fragmentes, welches beim Restriktionsverdau mit Bsal bzw.
BsmBI entstand. Dies erlaubte eine genauere Préaparation des gewiinschten Fragmentes in der
sich anschlieBenden Agarose-Gelelektrophorese. Der Ligationsschritt erfolgte mit den in Ta-
belle 20 (S. 73) gezeigten Fragmentpaarungen.

Hierzu wurden je 500 fmol der Fragmente eingesetzt, wobei die Ligation mittels T4-Ligase
fir 12h bei 16 °C erfolgte. Die Ligationsprodukte wurden anschlieBend PCR-basiert
(Tab. 19, S. 69) amplifiziert und mittels Agarose-Gelelektrophorese gereinigt. Das amplifi-
zierte PCR-Produkt der 3. Ligationsrunde, welches der finalen DNA-Bibliothek entsprach,
wurde schlieBlich in den Phagemidvektor pMB-04 kloniert. Dabzu wurden die Trypsiligase-
basierte Bibliothek sowie der Vektor pMB-03_stGFP (vgl. 3.4.1, S. 67) mittels Ncol und
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BamHI verdaut. Nach einer Reinigung via Agarose-Gelelektrophorese erfolgte die Ligation,
wobei 600 fmol Vektor und 1800 fmol Insert eingesetzt wurden. Hieraus resultierte die
Phagemid-lokalisierte DNA-Bibliothek pMB-04_LibMB (Abb. 6B, S. 69).

Nun erfolgte zum Zweck der Phagenpropagierung die Transformation von E. coli-Zellen mit
pMB-04_LibMB. Hierzu wurde mit dem Ligationsansatz zunéchst eine Ethanolfallung durch-
gefiihrt. Da fiir Transformationen mit Plasmid-DNA aus Ligationsansitzen generell niedrigere
Transformationseffizienzen als mit préparierter Plasmid-DNA erzielt werden, wurde die
DNA-Bibliothek zunichst in elektrokompetente E. coli NEB-10beta (vgl. 2.4, S. 38) trans-
formiert. Dieser Stamm zeichnet sich durch eine sehr hohe Transformationseffizienz von
2%10'" cfu/ug pUC19 aus und eignet sich zudem aufgrund der Eliminierung von
Endonuklease I (endA) fiir die Isolation von Plasmid-DNA. Fiir die Transformation mittels
Elektroporation (vgl. 3.2.1.1, S. 54) wurden insgesamt 1,5 ug (entspricht 515 fmol) der ligier-
ten DNA-Bibliothek eingesetzt, wobei je 50 ul Aliquot E. coli-Zellen 100 ng (entspricht
35 fmol) ligierter Vektor verwendet wurden. Nach erfolgter Transformation wurden die An-
sitze in jeweils 1 ml vorgewdrmtes SOC-Medium aufgenommen und fiir 45 min bei 37 °C
und 700 rpm im Thermomixer geschiittelt. AnschlieBend wurden die Transformationsansitze
vereint und in 900 ml LB-Medium (versetzt mit 100 pg/ml Carbenicillin) iiberfiihrt. Es folgte
eine weitere Inkubation bei 37 °C und 150 rpm im Schiittelinkubator. Beim Erreichen einer
ODgoo von 1,0 erfolgte die Zellernte durch Zentrifugation fiir 15 min bei 4000xg und 4 °C.
Anschlielend erfolgte die Isolierung der Plasmid-DNA, wie unter 3.1.1 (S. 50) beschrieben.
Nun wurden die fiir das Phagen-Display verwendete E. coli-Zellen ER2738 (vgl. 2.4, S. 38)
mit der Phagemid-lokalisierten DNA-Bibliothek pMB-04_LibMB transformiert. Fiir die
Transformation mittels Elektroporation wurden insgesamt 60 ng (entspricht 21 fmol) der
DNA-Bibliothek eingesetzt, wobei je 25 ul Aliquot von E. coli-Zellen 10 ng (entspricht
3,5 fmol) Vektor eingesetzt wurden. AnschlieBend wurden die Transformationsansitze auf
sechs Q-Tray Platten mit 2xYT-Agar (versetzt mit 100 pg/ml Carbenicillin) ausplattiert und
fiir 12 h bei 37 °C inkubiert. Es folgte das Abschwemmen der gewachsenen E. coli Kolonien
mit 6 ml 2xYT-Medium je Q-Tray Platte. Die vereinigte Zellsupension wurde mit Glycerol
(Endkonzentration 25 % (v/v)) versetzt und zu jeweils 1,5 ml aliquotiert. Nach Bestimmung
der optischen Dichte (ODggo) wurden die Aliquote in fliissigem Stickstoff schockgefroren und

bei -80 °C gelagert.
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Tabelle 20: Ubersicht zur sequenziellen Konstruktion der Trypsiligase-basierten DNA-Bibliothek. SF:
Startfragment; EF: Endfragment; IF: Intermedidres Fragment; RF: Randomisiertes Fragment.

SF | RF1 RF2 | IF1 RF3 | IF2 RF4 | EF

GroBe des

-
Fragments [bp] 99 72 72 141 66 294 63 249 0 3
o
GréBe nach Age/Miul | 81 | 48 | 48 | 123 | 42 | 276 | 39 | 231 '@ 3
Verdau [bp] A A A
Amplifikation aus | ¢z | 5o | so4 | eg9 | 588 | 822 | 585 | 777 | 3
pInSALect [bp] '
GroBe nach Bsal/Scal | 368 289 335 364 329 517 326 | 472
sowie BsmBI/BssSI 103 93 103 93 103 93 103 93 —
Verdau [bp] 156 212 156 212 156 212 156 212 -
. SF + RF1 | RF2 + IF1 RF3+ IF2 | RF4+ EF %
Fragmentpaarung fir =
Ligation 1 l 1 l %
SF-RF1 RF2-IF1 RF3-IF2 RF4-EF c
GroBe des 3_
Ligationsproduktes 657 699 846 798 ®
[bp]
GroéBe nach Bsal/Scal 398 394 587 493
sowie BsmBI/BssSI 103 93 103 93 N
Verdau [bp] 156 212 156 212 |-
| SF-RF1 + RF2-IF1 RF3-IF2 + RF4-EF | €
Fragmentpaarung fir =
Ligation l l %
SF-RF1-RF2-IF1 RF3-IF2-RF4-EF c
GroBe des 3_
Ligationsproduktes 792 1080 ®
[bp]
GroBe nach Bsal/Scal 533 775
sowie BsmBI/BssSI 103 93 w
Verdau [bp] 156 212 -
. SF-RF1-RF2-IF1 + RF3-IF2-RF4-EF %
Fragmentpaarung far l -
Ligation %
SF-RF1-RF2-IF1-RF3-IF2-RF4-EF c
GroBe des 3_
Ligationsproduktes 1308 @®
[bp]

3.4.3 Herstellung Trypsiligase-prisentierender Phagen

Die Propagierung Trypsiligase-priasentierender Phagen erfolgte durch E. coli ER2738-Zellen,
welche mit einem entsprechenden Phagemidkonstrukt transformiert wurden. Hierzu wurden
5 ml 2xYT-Medium (versetzt mit 100 pg/ml Carbenicillin) mit einer Kolonie inokuliert und
tiber Nacht bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. AnschlieBend wurden 20 ml 2xYT-Medium

(versetzt mit 100 pg/ml Carbenicilin) mit 0,5 ml der Vorkultur beimpft und bis zum Erreichen
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einer ODgop von 0,6 bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Nach Abkiihlen der Kultur auf 25 °C
folgte eine Superinfektion der ER2738-Zellen durch Zugabe des Helferphagen M13KO07 bei
einer multiplicity of infection (MOI) von 2,5. Nun wurde die Kultur fiir 30 min bei 30 °C
inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation fiir 30 min bei 30 °C und 150 rpm wurde die Kultur
fiir 10 min bei 4000xg und 4 °C zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand verworfen und die
Zellen in 40 ml vorgewidrmtem 2xYT-Medium (versetzt mit 100 pg/ml Carbenicillin sowie
0,02 pug/ml Anhydrotetracyclin) resuspendiert. Nach 30 miniitiger Inkubation bei 28 °C und
150 rpm erfolgte die Zugabe von Kanamycin (50 pg/ml) und es folgte eine weitere Inkubation
fiir 12 h bei 28 °C und 150 rpm. Anschlieend wurde fiir 20 min bei 4000xg und 4 °C zentri-
fugiert. Der Kulturiiberstand wurde dekantiert und filtriert (0,45 uM Filter). Nun erfolgte die
Prizipitation der sekretierten Phagenpartikel durch Zugabe von 1/4 Volumenanteil PEG-
Losung (vgl.2.2,S.35). Nach einer Inkubation fiir 2h bei 4°C folgte ein
Zentrifugationsschritt fiir 30 min bei 11440xg und 4 °C. Nach Verwerfung des Uberstandes
wurde das Phagenpellet in 10 ml Puffer TP (vgl. 2.2, S. 35) resuspendiert. Anschlieend er-
folgte eine weitere Prizipitation der Phagenpartikel durch Zugabe von 1/8 Volumenanteil
PEG-L6sung und Inkubation fiir 2 h bei 4 °C. Nach Zentrifugation fiir 30 min bei 11440xg
und 4 °C wurde das Phagenpellet in 2 ml Puffer TP resuspendiert. Aggregierte Phagenpartikel
wurden durch Zentrifugation fiir 20 min bei 16000xg und 4 °C abgetrennt. Die so erhaltene
Phagenlosung wurde direkt fiir Folgeexperimente eingesetzt. Fiir eine Langzeitlagerung
bei -80 °C wurde die Phagenlosung mit einem Volumenanteil 86 %igem Gycerol versetzt,
aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefrostet.

Fiir die Bestimmung des Phagentiters wurde eine serielle Verdiinnungsreihe mit dem Verdiin-
nungsfaktor 10 hergestellt. Hierzu wurden jeweils 10 pl einer verdiinnten Phagenlosung mit
90 ul Puffer TP vermischt. Je 90 pl der Verdiinnungsstufen 10 bis 10" wurden zu 810 pl
E. coli ER2738 gegeben, welche sich in einer logarithmischen Wachstumsphase befanden und
fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden jeweils 90 ul der infizierten Zellen auf
2xYT-Agarplatten (versetzt mit 100 pg/ml Carbenicillin) ausplattiert und itiber Nacht bei

30 °C inkubiert. Nach Bestimmung der Kolonienanzahl wurde der Phagentiter mittels Glei-

chung 4 berechnet.
. cfu Kolonienanzahl+«Verdinnungsstufe
Phagentiter ( / ) = gsstuf (Gl 4)
ml VPhagen
Vphagen = Volumen der fiir die serielle Verdiinnung eingesetzten Phagen-

16sung in ml
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3.4.4 Durchfiihrung der Selektion mittels Phagen-Display

Die Propagierung der Trypsiligase-basierten naiven Phagen-Bibliothek erfolgte wie unter
3.4.3 (S. 73) beschrieben, wobei fiir die Inokulation der Hauptkultur der unter 3.4.2 (S. 68)
angelegte Glycerolstock verwendet wurde. Die Start-ODgg betrug hierbei 0,05.

Es wurden zwei separate Selektionen durchgefiihrt, welche sich hinsichtlich der verwendeten
Streptavidin-beschichteten magnetischen beads unterschieden (Selektion A: M270-beads;
Selektion B: M280-beads; vgl. 2.11, S. 46). Bei beiden Selektionen wurden insgesamt vier
Selektionsrunden durchgefiihrt, deren Parameter Tabelle 21 zu entnehmen sind.

Generell wurden fiir Selektion A der 10 x blocking-Puffer sowie die Puffer TP und TPTO0,01
eingesetzt und fiir Selektion B die Puffer TP, TPB sowie TPBT0,05 (vgl. 2.2, S. 35). Zur Ab-
nahme von Uberstinden nach Inkubations- oder Waschschritten wurden die beads fiir jeweils
eine Minute magnetisch fokussiert. Fiir alle Arbeitsschritte wurden Eppendorf-Protein-
Lobind-Reaktionsgefdle verwendet. Die in der jeweiligen Selektionsrunde verwendete Sub-
stratmenge korrelierte mit der eingesetzten Menge an magnetischen beads, welche mit
biotinyliertem Peptidsubstrat gesittigt waren. Die Durchfiihrung einer einzelnen Selektions-
runde gestaltete sich wie folgt:

Zur Vorbereitung der magnetischen beads wurden diese 3 x mit 500 pul TP gewaschen und
tiber Nacht bei 4 °C in 500 pl 10 x blocking-Puffer / TPB inkubiert. Nach dreimaligem Wa-
schen mit 500 ul TP wurden die beads in 200 pl des biotinylierten Peptidsubstrates (20 uM in
Puffer TP) resuspendiert und fiir 90 min bei Raumtemperatur inkubiert. Uberschiissiges Sub-
strat wurde durch dreimaliges Waschen entfernt. Nun folgte die Zugabe von 200 pul der
Phagenbibliothek (verdiinnt in Puffer TP mit 100 uM ZnCl,), welche fiir 60 min bei 30 °C mit
dem immobilisierten Peptidsubstrat inkubiert wurde. In der vierten Selektionsrunde wurde
dem Inkubationsschritt mit immobilisiertem Substrat ein Pri-Inkubationsschritt vorgelagert,
bei dem die Phagenbibliothek mit einer dquivalenten Menge unbeladener magnetischer beads
fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Hierdurch sollten Trypsiligase-Varianten,
welche unspezifisch mit der bead-Oberfliache interagieren, abgereichert werden. Zur Reduk-
tion inaktiver oder schnell hydrolisierender Trypsiligase-Varianten wurden mehrere Wasch-
schritte durchgefiihrt, deren Anzahl und Dauer Tabelle 21 zu entnehmen sind. Zur Bestim-
mung des Phagentiters wurden vom jeweils letzten Waschschritt 10 pl abgenommen und bis
zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. Anschlielend erfolgte die aminolytische Elution
kovalent gebundener Acyl-Enzym-Phagen-Intermediate durch Zugabe von 500 ul Nukleophil
(Konzentration entsprechend Tabelle 21; in Puffer TP mit 100 uM Zink), sowie durch eine

Inkubation bei 30 °C und 500 rpm. Die jeweilige Nukleophilkonzentration sowie Inkuba-
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tionsdauer (Elutionszeit) sind ebenfalls Tabelle 21 zu entnehmen. Nach Ablauf der entspre-
chenden Elutionszeit wurden die beads magnetisch fokussiert und der Uberstand
(Elutionsfraktion) in ein neues Reaktionsgefi3 iiberfiihrt. Zur Bestimmung des Phagentiters
der Elutionsfraktion wurden 10 ul abgenommen. Die Titration der Phagen fiir Wasch- und

Elutionsfraktion erfolgte wie unter 3.4.3 beschrieben.

Tabelle 21: Ubersicht zu den verwendeten Selektionsparametern der einzelnen Selektionsrunden.

Selektions- Substrat- Nukleophil- Anzahl / Dauer Pra- Elutionszeit
runde Menge konzentration Waschschritte inkubation (min)
(pmol) (uM)

Selektion A

1 650 100 3 x TPTO,1 1 min nein 30
2 x TP 1 min

2 325 50 5 x TPTO,1 1 min nein 20
3x TP 1 min

3 325 10 7 x TPTO,1 1 min nein 15
3x TP 1 min

4 162,5 2 9 x TPTO,1 1 min ja 10
2 x TP 1 min
1 x TP 5 min

Selektion B

1 650 100 3x TPBTO0,05 1 min nein 30
2 x TP 1 min

2 325 50 5x TPBTO0,05 1 min  nein 20
3x TP 1 min

3 325 10 7 x TPBT0,05 1 min  nein 15
3 x TP 1 min

4 162,5 2 9 x TPBT0,05 1 min ja 10
2 x TP 1 min
1 x TP 5 min

Zu den verbleibenden 490 ul der eluierten Phagen wurden 1 ml E. coli-ER2738-Zellen gege-
ben. Nach einer 30 miniitigen Inkubation bei 30 °C wurden die infizierten Zellen auf drei
2xYT-Agarplatten (versetzt mit 100 pg/ml Carbenicillin) ausgestrichen und fiir 24 h bei 30 °C
inkubiert. Es folgte das Abschwemmen der gewachsenen E. coli-Kolonien mit 2 ml 2xYT-
Medium je Agarplatte. Die vereinigte Zellsupension wurde mit Gylcerol (Endkonzentration
25 % (v/v)) versetzt und zu jeweils 1,5 ml aliquotiert. Nach Bestimmung der optischen Dichte
(ODgoo) wurden die Aliquote in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Die glycerolstocks einer entsprechenden Selektionsrunde wurden jeweils zur Propagierung
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eines neuen Phagenpools verwendet, welcher schlieBlich fiir die darauffolgende Selektions-
runde eingesetzt wurde. Um potentiell verbesserte Trypsiligase-Varianten durch ein Hoch-
durchsatz-Screening identifizieren zu konnen, wurden die korrespondierenden Gensequenzen
von Varianten der vierten Selektionsrunde in den Expressionsvektor pPICZaA kloniert. Hier-
zu wurden zunichst mit den Glycerolstocks aus der vierten Selektionsrunde fiir Selektion A
und B Schiittelkulturen im 40 ml-Mafstab mit 2xYT-Medium angesetzt. Nach einer Inkubati-
on fiir 4 h bei 37 °C und 150 rmp erfolgten Zellernte sowie Isolation der Plasmid-DNA wie
unter 3.1.1 (S. 50) beschrieben. AnschlieBend wurden die Gensequenzen der selektierten
Trypsiligase-Varianten PCR-basiert unter Verwendung des primer-Paares
4xTn_pPICZalpha_fwd und 4xTn_pPICZalpha_rev (vgl. 2.7, S.42) amplifiziert. Uber die
hierdurch eingefiihrte Xhol- sowie Agel-Schnittstelle erfolgte die Klonierung in den Vektor
pPICZoA (vgl. 3.1.7.,S.52). Die hieraus resultierenden Expressionsplasmide pPICZa-
LibMB_4RdA und pPICZo-LibMB_4RdB wurden bis zu deren weiteren Verwendung
bei -80 °C gelagert.

3.5 ELISA-basiertes Screening im Hochdurchsatz

Im Rahmen der durchgefiihrten Selektion mittels Phagen-Display sollten innerhalb einer Va-
riantenbibliothek Biokatalysatoren mit verbesserten Syntheseeigenschaften durch einen ge-
zielten Selektionsdruck angereichert werden. Zur Identifikation entsprechend optimierter Bio-
katalysatoren wurden die Varianten-pools der vierten Selektionsrunde im Hochdurchsatz
durchgemustert. Hierzu wurde im Rahmen dieser Arbeit ein ELISA-basiertes Screeningsystem
etabliert (Abb. 8), welches erste Primérdaten zur Syntheseeffizienz von Einzelvarianten gene-
rieren sollte. Wie in Abbildung 8 schematisch dargestellt, wurden in einem ersten Schritt ein-
zelne Trypsiligase-Varianten aus der vierten Selektionsrunde rekombinant in P. pastoris im
96-deepwell Mikrotiterplattenformat hergestellt.

Hierzu wurden P. pastoris X33-Zellen mit den linearisierten Expressionsplasmiden pPICZa-
LibMB_4RdA und pPICZa-LibMB_4RdB (vgl. 3.4.4,S.75), wie unter 3.2.2.2 (S.57) be-
schrieben, transformiert und anschlieBend auf einer Q-Tray Platte mit YPD-Agar (versetzt mit
100 pg/ml Zeocin) ausplattiert. Nach einer Inkubation fiir 120 h bei 30 °C wurden fiir Selek-
tion A und B jeweils 368 zufillige Einzelkolonien automatisiert mittels des Koloniepicker-
Systems QPix2 gepickt und in vier 300 pul 96-well-Mikrotiterplatten, welche zuvor mit 150 pl
YPD-Medium (versetzt mit 100 pug/ml Zeocin) je Kavitit beschickt wurden, iiberfiihrt. Hier-

bei wurden je Mikrotiterplatte die Kavitdten C2, C3, E7 und E8 frei gelassen. Diese wurden
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manuell mit P. pastoris X33-Zellen ohne pPICZaA als Negativkontrolle (fiir die Kavitdten C2
und C3) sowie P. pastoris X33-Zellen mit pPICZaA-4Tn (codiert fiir Trypsiligase) als Posi-
tivkontrolle (fiir die Kavititen E7 und E8) inokuliert. Die Mikrotiterplatten wurden {iiber
Nacht bei 30 °C und 750 rpm im Schiittelinkubator (Modell TH 15, vgl. 2.11, S. 46) inkubiert.
Zum Ansetzen der Hauptkulturen wurden die Ubernachtkulturen zur Inokulation von 96-
deepwell-Mikrotiterplatten (Kavititenvolumen 2 ml) verwendet, welche zuvor mit 400 pl
BMD-Medium (vgl. 2.3, S. 37) je Kavitit beschickt wurden. Fiir eine spétere Herstellung po-
tentiell verbesserter Trypsiligase-Varianten im GroBmafstab wurden die in 96-well
Mikrotiterplatten befindlichen Ubernachtkulturen mit 50 ul 86 %igem Glycerin versetzt und
bei -80 °C als glycerolstock gelagert. Fiir die Proteinherstellung im 96-deepwell-Format er-
folgte eine Inkubation fiir 48 h bei 30 °C und 350 rpm im Schiittelinkubator (Modell Ecotron,
vgl. 2.11, S. 46). AnschlieBend wurde die Induktion der Genexpression durch Zugabe von
400 ul BM-Medium (versetzt mit 6 % (v/v) Methanol, Endkonzentration 3 % (v/v)) gestartet
und es folgte eine Inkubation fiir 72 h bei 30 °C und 350 rpm im Schiittelinkubator. Die in
den  Kulturiiberstand  sekretierten  Trypsiligase-Varianten =~ wurden durch einen
Zentrifugationschritt fiir 30 min bei 3000xg und 4 °C von den P. pastoris-Zellen separiert.
Anschliefend wurden fiir einen Umpufferungsschritt 200 ul Kulturiiberstand je Kavitit in
eine 96-well MultiScreen™ Filterplatte iiberfiihrt. Die Umpufferung erfolgte durch vier
Zentrifugationsschritte fiir 30 min bei 3000xg und 4 °C, wobei zwischen den einzelnen
Zentrifugationsschritten eine Zugabe von 300 ul Messpuffer (vgl. 2.2, S. 35) je Kavitit er-
folgte. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt folgte eine Zugabe von 200 ul Messpuffer je
Kavitét. Nach einer Inkubation fiir 30 min bei 550 rpm und 15 °C im Thermomixer wurden
200 pl der Proteinlosung in eine 96-well Mikrotiterplatte iiberfithrt und bis zur weiteren Ver-
wendung bei 4 °C gelagert.

Nun erfolgte die Durchfithrung des ELISA-basierten Screenings. Der finale Reaktionsansatz
fir die Transamidierungsreaktion setzte sich wie folgt zusammen: 50 % (v/v) des
umgepufferten Uberstandes, 25 uM Peptidsubstrat (Biotin-PEG-GAAYRHAAG-OH), 50 uM
Nukleophil (H-RHAAGEQKLISEEDL-OH), 100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM CacCl,,
pH 7.8 bei 30 °C.

Fir das Ansetzen der Transamidierungsreaktion wurde eine 96-well-Mikrotiterplatte (aus
Polypropylen) mit 85ul eines zweifach konzentrierten Substratmixes (beinhaltet
Peptidsubstrat, Nukleophil sowie Zinkchlorid in Messpuffer) beschickt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 85 ul des umgepufferten Kulturiiberstandes gestartet. Um den zeitlichen

Verlauf der Produktbildung verfolgen zu konnen, wurde die Reaktion nach vier distinkten
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Zeitpunkten (5, 30, 60 und 150 min) abgestoppt. Hierzu wurden jeweils 35 ul des Reaktions-
mix in eine neue 96-well-Mikrotiterplatte iiberfiihrt, welche zuvor mit 50 ul Abstopppuffer je
Kavitidt beschickt wurde. Fiir eine sich anschlieBende Quantifizierung des Transamidie-
rungsproduktes (Aminolyseprodukt) mittels ELISA wurden jeweils 25 ul der vier abgestopp-
ten Reaktionsansitze auf einer Streptavidin-beschichteten 384-well-Mikrotiterplatte konsoli-
diert. Es folgte die Immobilisierung aller biotinylierten Peptide des Reaktionsansatzes
(Peptidsubstrat, Aminolyse- sowie Hydrolyseprodukt) durch Inkubation fiir 1 h bei Raumtem-

peratur.

Herstellung von Trypsiligase-Varianten im
A 96-deepwell-MTP-Formatin P. pastoris
\_/ Zeitlicher Verlauf
der Produktbildung
2,0 T
> -GAAYRHAAG + RH-{Eieg) 1 o Yananen
"g 5
+ Trypsiligase- <
Variante g
Z
> - GAAYRH {Eeg) + > >~ GAAY-OH
/—\ Substrat Streptavidin| Nukleophil
~ N U\~ GAAYRHAAG| —{ > |RH-{iEi)
Biotin
2 Abstoppen der Aminolyseprodukt Hydrolyseprodukt
Reaktion ... —
Q}GAAVRH- >y~ GAAY-OH <HRP:
Biotin Biotin S
... nach 5 min ... nach 30 min o [
Immobilisierung l l Q .
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s 28 % 3
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des ELISA-basierten Hochdurchsatz-Screenings zur Identifizie-
rung potentiell verbesserter Biokatalysatoren. Zur Durchmusterung der mittels Phagen-Display selektierten
Biokatalystoren werden einzelne Trypsiligase-Varianten im 96-deepwell-Mikrotiterplattenformat in P. pastoris
hergestellt. Mit den im Kulturiiberstand befindlichen Trypsiligase-Varianten werden ELISA-basierte
Progresskurven fiir die Bildung des Syntheseproduktes erstellt. 1) Durchfithrung von Transamidierungsreaktio-
nen um 96-well-Format. 2) Abstoppen der Transamidierungsreaktion nach vier distinkten Zeitpunkten. 3) Kon-
solidierung der vier abgestoppten Reaktionsansitze in eine mit Streptavidin beschichtet 384-well
Mikrotiterplatte. 4) ELISA-basierte Quantifizierung des immobilisierten Transamidierungsproduktes durch einen
Anti-cMyc-Antikorper. 5) Graphische Auswertung durch Auftragung der normalisierten Signalintensitéten (vgl.
S. 80) als Funktion der Reaktionszeit.

Nach dreimaligem Waschen mit 100 ul/well TBSTO0,05 folgte eine Inkubation mit 25 pl/well
primidrem Anti-cMyc-Antikorper (1:3000 in TBSTO0,05 verdiinnt) sowie sekunddrem POD-
konjugiertem Anti-Maus-Antikorper (1:5000 in TBSTO,05 verdiinnt) fiir 1 h bei Raumtempe-

ratur. Hierbei bindet der primédre Antikorper spezifisch an den cMyc-tag, welcher sich aus-
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schlieBlich im Aminolyseprodukt wiederfindet. Nach jeweils dreimaligem Waschen mit
100 ul/well TBSTO0,05 sowie TBS folgte eine Inkubation mit 25 ul/well TMB-Substrat (TMB
One, vgl. 2.1, S. 33), wobei die Farbreaktion nach 5 min mit 25 pl/well 0,5 M H,SO, abge-
stoppt wurde. AnschlieBend wurde die Extinktion bei 450 nm mittels Biomek™ Paradigm
Reader (vgl. 2.11, S. 46) gemessen und um den Wert bei 620 nm korrigiert. Die grafische
Auswertung zum zeitlichen Verlauf der Produktbildung erfolgte durch eine Auftragung der
gemessenen Signalintensititen gegen den Zeitpunkt des Abstoppens der Reaktion. Der
Nullwert aller gemessenen Varianten ergab sich aus dem Mittelwert der beiden mitgefiihrten
Negativkontrollen (ohne Enzym). Damit die zeitlichen Verldufe der Varianten von unter-
schiedlichen Mikrotiterplatten miteinander verglichen werden konnten, wurde eine plattenin-
terne Normierung vorgenommen. Hierbei wurden alle Messwerte einer Mikrotiterplatte durch
den Mittelwert der Signalintensitit dividiert, welche die beiden Positivkontrollen (Trypsiliga-

se) bei einer Reaktionszeit von 150 Minuten aufwiesen.

3.6 Methoden zur enzymatischen Charakterisierung

3.6.1 Hydrolysestudien

Bestimmung von spezifischen Hydrolyseaktivitditen

Zur Bestimmung der Substratspezifitiat von verbesserten Trypsiligase-Varianten wurden zu-
nichst die initialen Hydrolysegeschwindigkeiten gegeniiber ausgewihlten Peptidsubstraten
mit der allgemeinen Sequenz Bz-AAX,,1 X,2Xa3AAG-OH bestimmt. Die Messungen erfolg-
ten maximal bis zu einem Substratumsatz von 5 %. Hierbei wurden folgende Reaktionsbedin-
gungen eingesetzt: 1 mM Peptidsubstrat, 1-5 uM Trypsiligase-Variante in Messpuffer
(vgl. 2.2, S.35; 100 mM HEPES pH 7,8 bei 30 °C, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl,) sowie
100 uM ZnCl,. Die enzymkatalysierte Reaktion wurde bei einer Temperatur von 30 °C
durchgefiihrt. Nach Temperierung des Reaktionsansatzes fiir 10 min bei 30 °C wurde die Re-
aktion durch Enzymzugabe gestartet. Zu ausgewihlten Zeitpunkten erfolgte das Abstoppen
der Reaktion durch Uberfiihrung eines Aliquots des Reaktionsansatzes in Essigsiure. Die
Endkonzentration an Essigsdure betrug 10 % (v/v). Die Analyse der Zusammensetzung des
Produktgemisches erfolgte mittels reverse-phase-HPLC an einem Breeze™-HPLC-System
mit einer BEH-C18-Sdule (vgl. 2.11, S. 46). Die Trennung erfolgte durch Elution mit einem
linearen Acetonitril/Wasser-Gradienten. Hierbei erfolgte die Detektion aller Peptidspezies mit

N-terminaler Benzoyl-Schutzgruppe (dies sind Substrat und Hydrolyseprodukt) bei einer De-
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tektionswellenldnge von 254 nm. Die Berechnung des Umsatzes pro Zeit erfolgte aus den
Verhiltnissen der integrierten Peakflichen von Substrat und Hydrolyseprodukt. Die Angabe
der Hydrolyseaktivitit fiir die verschiedenen Peptidsubstrate erfolgt als apparente Wechsel-
zahl, da unterschiedliche Enzymkonzentrationen fiir die Bestimmung der initialen Hydrolyse-

geschwindigkeit verwendet wurden.

Bestimmung von K, und k., fiir das Substrat

Fiir die Peptide mit den hochsten Umsatzgeschwindigkeiten wurden in weitergehenden Studi-
en die enzymkinetischen Parameter K;, und k., bestimmt. Hierfiir wurden folgende Reakti-
onsbedingungen eingesetzt: 67,5-5000 uM Peptidsubstrat, 0,25-0,5 uM Trypsiligase-Variante
in Messpuffer (mit 100 uM ZnCl,). Die enzymkatalysierte Reaktion wurde bei einer Tempe-
ratur von 30 °C durchgefiihrt. Das Starten und Abstoppen der Reaktion sowie die Analyse des
Produktgemisches erfolgte wie bei der Bestimmung der spezifischen Hydrolyseaktivititen. Es
erfolgte eine lineare Auftragung der apparenten Wechselzahlen gegen die Substratkonzentra-
tion. Durch eine nichtlineare Regressionsanalyse der Sattigungshyperbel mittels Michaelis-
Menten-Gleichung (Gl. 5) wurden die enzymkinetischen Parameter Ky, und k¢, fiir das Sub-

strat bestimmt.

v [So]
KPP = — = o« 0 Gl 5
cat = [gg] _ 'eat "k, 1(So] (G5
v = Katalysegeschwindigkeit
k 2P = apparente Wechselzahl
Keat = Katalysekonstante
Kn = Michealiskonstante
[Sol = eingesetzte Substratkonzentration
[Eol = eingesetzte Enzymkonzentration
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3.6.2 Transamidierungsstudien

Primdire enzymatische Charakterisierung via Transamidierungskinetiken

Die initiale Beurteilung der Syntheseeffizienz identifizierter Trypsiligase-Varianten erfolgte
durch eine Transamidierungsreaktion mit dem Modellsubstrat Bz-AAYRHAAG-OH sowie
dem Nukleophil H-RHAAGEQKLISEEDL-OH. Hierfiir wurden folgende Reaktionsbedin-
gungen eingesetzt: 250 uM Bz-AAYRHAAG-OH, 500 uM H-RHAAGEQKLISEEDL-OH,
2,5-40 uM Trypsiligase-Variante in Messpuffer (mit 100 uM ZnCl,). Die enzymkatalysierte
Reaktion wurde bei einer Temperatur von 30 °C durchgefiihrt. Das Starten und Abstoppen der
Reaktion erfolgte wie unter 3.6.1 (S. 80) beschrieben. Die Analyse der Zusammensetzung des
Produktgemisches erfolgte mittels reverse-phase-HPLC an einem Waters ACQUITY UPLC-
System mit einer BEH-C18-Séule (vgl. 2.11, S. 46). Die Trennung erfolgte durch Elution mit
einem linearen Acetonitril/Wasser-Gradienten. Hierbei erfolgte die Detektion aller
Peptidspezies mit N-terminaler Benzoyl-Schutzgruppe (dies sind Substrat und Hydrolyse-
sowie Aminolyseprodukt) bei einer Detektionswellenlidnge von 254 nm. Die Berechnung der
Produktbildung pro Zeit erfolgte aus den Verhiltnissen der integrierten Peakflichen von Sub-
strat, Hydrolyseprodukt und Aminolyseprodukt. Neben der Angabe der maximalen Ausbeute
an Aminolyseprodukt und dem Anteil an Hydrolyseprodukt zum Zeitpunkt des Maximums
erfolgte die Angabe der Aminolyse- und Hydrolysegeschwindigkeiten als apparente Wechsel-

zahl, da teils unterschiedliche Enzymkonzentrationen fiir die Messungen verwendet wurden.

Erstellung eines Syntheseprofils

Fiir die Erstellung des Syntheseprofils einer Trypsiligase-Variante wurde ebenfalls das Mo-
dellsubstrat BZ-AAYRHAAG-OH sowie das Nukleophil H-RHAK-OH eingesetzt. Hierfiir
wurden  Transamidierungskinetiken bei zwei unterschiedlichen Substratkonzentrationen
(15 uM und 250 uM Bz-AAYRHAAG-OH) sowie variierenden molaren Aquivalenten Nuk-
leophil (2, 5, 10 und 20 Aquivalente) aufgenommen. Die Messungen erfolgten mit 0,5-10 uM
Trypsiligase-Variante in Messpuffer (mit 100 uM ZnCl,) bei einer Temperatur von 30 °C.
Das Starten und Abstoppen der Reaktion sowie die Analyse des Produktgemisches erfolgte
wie bei der Anfertigung von Transamidierungskinetiken beschrieben. Fiir die grafische Aus-
wertung wurden die bei entsprechender Substratkonzentration erreichten maximalen Produkt-
ausbeuten gegen die Anzahl an molaren Aquivalenten des eingesetzten Nukleophils aufgetra-
gen.

Fiir die Variante mit den besten Syntheseeigenschaften wurde in weitergehenden Studien die

Temperatur- und Zinkionenabhéngigkeit untersucht sowie der K, und k., fiir das Nukleophil
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bestimmt. Hierzu erfolgte die gleichzeitige Messung der initialen Aminolyse- sowie
Hydrolysegeschwindigkeiten bei den im Folgenden aufgefiihrten Reaktionsbedingungen. Die
Messung der Aminolysegeschwindigkeit erfolgte maximal bis zu einem Gesamtanteil von
7,5 % Aminolyseprodukt, die der Hydrolysegeschwindigkeit maximal bis zu einem Anteil

von 5 % Hydrolyseprodukt.

Bestimmung von K,, und k., fiir das Nukleophil

Es wurden folgende Reaktionsbedingungen eingesetzt: 80 uM Bz-AAYRHAAG-OH,
10-9600 uM H-RHAK-OH, 0,1 uM Trypsiligase-Variante in Messpuffer (mit 100 uM
7ZnCly). Die enzymkatalysierte Reaktion wurde bei einer Temperatur von 30 °C durchgefiihrt.
Das Starten und Abstoppen der Reaktion sowie die Analyse des Produktgemisches erfolgte
wie bei der Anfertigung von Transamidierungskinetiken beschrieben. Es erfolgte eine lineare
Auftragung der apparenten Wechselzahlen gegen die Substratkonzentration. Durch eine nicht-
lineare Regressionsanalyse mittels Gleichung 6 wurden die enzymkinetischen Parameter K,
und k.,; sowie K; fiir das Nukleophil bestimmt. Mittels Gleichung 7 und 8 wurden die optima-
le Nukleophilkonzentration sowie die optimale apparente Wechselzahl berechnet. K,,,' und ky

wurden mittels Gleichung 9 ermittelt.

2P — kcat*[No]

cat — 1+ Km +M (Gl 6)
[Nol  Kj

k 2P = apparente Wechselzahl
keat = Katalysekonstante
K = Michealiskonstante
K; = Inhibitorkonstante
[No] = eingesetzte Nukleophilkonzentration

[Nopt] = /Km * Ki (GL7)
Kn = Michealiskonstante
K; = Inhibitorkonstante
[Nopil = optimale Nukleophilkonzentration
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app,opt k
kcgf "= —catK (GL 8)
142 /—m
K;
k?ftp‘(’pt = optimale apparente Wechselzahl
Keat = Katalysekonstante
K = Michealiskonstante
K; = Inhibitorkonstante
kcat*[No]
KPP =k .. — (L) GL9
cat €t \Km’+[No] (GL.9)
k 2P = apparente Wechselzahl
Keat = Katalysekonstante
K. = Michealiskonstante
[No] = eingesetzte Nukleophilkonzentration

Studien zur Temperaturabhdngigkeit

Es wurden folgende Reaktionsbedingungen eingesetzt: 80 uM Bz-AAYRHAAG-OH,
400 uyM H-RHAK-OH, 0,05-0,4 uM Trypsiligase-Variante in Messpuffer (mit 100 uM
ZnCly). Die Messungen erfolgten bei 10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 40 °C und 50 °C,
wobei der pH-Wert des Puffers bei der entsprechenden Temperatur 7,8 betrug. Das Starten
und Abstoppen der Reaktion sowie die Analyse des Produktgemisches erfolgte wie bei der
Anfertigung von Transamidierungskinetiken beschrieben.

Da die Messungen bei einer konstanten Substratkonzentration erfolgten, welche dem K,,-Wert

des Substrates entspricht, vereinfacht sich Gleichung 4 wie folgt:

app _ kcat
kcat - 9 (Gl 10)
ket =a Wechselzahl
cat = apparente Wechselza
keat = Katalysekonstante
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Somit entsprechen die ermittelten apparenten Wechselzahlen der halbmaximalen Katalyse-
konstante. Fiir die grafische Auswertung wurden die theoretischen Wechselzahlen (Katalyse-
konstante) gemill Gleichung 10 berechnet und temperaturnormiert gegen die reziproke abso-
lute Messtemperatur aufgetragen.

Die Bestimmung der thermodynamischen Parameter AH' sowie AS' erfolgten durch eine linea-

re Regressionsanalyse mittels der linearisierten EYRING-Gleichung (GI. 11).

KPP —AH* 1 k AS'
ln(“Tat) ZT*;-FIII(IB)-F? (Gl. 11)
k 2P =a Wechselzahl
cat pparente Wechselza

R = Allgemeine Gaskonstante
T = Absolute Messtemperatur
[No] = eingesetzte Nukleophilkonzentration
AG' = Freie Aktivierungsenthalpie
AH' = Aktivierungsenthalpie
AS' = Aktivierungsentropie
kg = Boltzmannkonstante
h = Planksche Konstante

Die freie Aktivierungsenthalpie wurde schlieBlich mittels der Gibbs-Helmholtz-Gleichung
(Gl. 12) berechnet.

AG* = AH* — T = AS? (GL 12)
AG' = Freie Aktivierungsenthalpie

AH' = Aktivierungsenthalpie

AS' = Aktivierungsentropie

T = Absolute Messtemperatur

Studien zur Zinkabhdngigkeit
Es wurden folgende Reaktionsbedingungen eingesetzt: 80 uM Bz-AAYRHAAG-OH,
400 uM H-RHAK-OH, 0,1 uM Trypsiligase-Variante in Messpuffer, wobei die finale
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Konzen-tration von Zinkchlorid 0-800 uM betrug. Die enzymkatalysierte Reaktion wurde bei
einer Temperatur von 30 °C durchgefiihrt. Das Starten und Abstoppen der Reaktion sowie die
Analyse des  Produktgemisches erfolgte wie bei der Anfertigung von
Transamidierungskinetiken beschrieben. Fiir die graphische Auswertung wurde die apparente

Wechselzahl gegen die Zinkionenkonzentration aufgetragen.

3.6.3 Modifizierung von Antikorperfragmenten

Die Modifizierung von zwei Antikorperfragmenten mit jeweils zwei unterschiedlichen
Nukleophilen verlief in Analogie zu den unter 3.6.2 (S.82) beschriebenen
Transamidierungsstudien. Fiir die Modifizierung des Her2-spezifischen Fab-Fragmentes wur-
den zwei Nukleophile eingesetzt, welche mit 5(6)-Carboxyfluorescein (H-RHAK(CF)-OH)
sowie dem Emtansin DM1 (H-RHAK(DM1)-OH) derivatisiert waren. Fiir das TNFa-
spezifische Fab-Fragment wurde ebenfalls das H-RHAK(CF) verwendet sowie ein mit
Polyethylenglykol (Molekulargewicht ca 21000 Da; H-RHAK(PEG20k)AAK(DNP)-OH)
derivatisiertes Nukleophil. Es wurden folgende Reaktionsbedingungen eingesetzt: 100 uM
Fab-Fragment, 200-1000 uM Nukleophil, 10 uM Trypsiligase-Variante in Messpuffer (mit
100 uM ZnCl,). Die enzymkatalysierte Reaktion wurde bei einer Temperatur von 30 °C
durchgefiihrt. Die Analyse der Zusammensetzung des Produktgemisches erfolgte mittels hyd-
rophober Interaktionschromatographie (HIC) an einem Breeze™-HPLC-System in Kombina-
tion mit einer TSKgel-Butyl-NPR-Séule (vgl. 2.11, S. 46). Die Trennung erfolgte durch
Elution mit einem linearen Gradienten von 100 % HIC-Puffer A auf 100 % HIC-Puffer B in
15 Minuten. Die Detektion erfolgte bei einer Wellenldnge von 280 nm. Die Produktausbeute
wurde aus den Verhiltnissen der integrierten Peakfldchen von Substrat, Hydrolyseprodukt
und Aminolyseprodukt berechnet. Hierbei wurden die Peakflichen auf die spezifischen
Extinktionskoeffizienten der einzelnen Fab-Spezies normiert. Zusétzlich zu der Darstellung
der Progresskurven erfolgte die Angabe der Aminolyse- und Hydrolysegeschwindigkeiten als

apparente Wechselzahl.

3.6.4 Statistische Auswertung der Daten

Die statistische Auswertung der apparenten Wechselzahlen erfolgte iiber die Standardabwei-
chung bei der linearen Regression von mindesten vier Messwerten. Fiir Produktausbeuten
wurde der Mittelwert aus zwei Messungen ermittelt und daraus die mittlere absolute Abwei-
chung abgeleitet.
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4 Ergebnisse

Im Arbeitskreis Borbusa (MLU Halle-Wittenberg) konnte durch ein rationales Enzym-
Engineering eine Trypsinvariante (Trypsiligase) erzeugt werden, welche basierend auf einer
Transamidierungsreaktion die C-terminale Modifikation von Zielproteinen katalysiert. Des-
weiteren konnte innerhalb des Arbeitskreises das Phagen-Display als Selektionsmethode fiir
die gerichtete Evolution von Trypsiligase etabliert werden. Basierend auf Trypsiligase konn-
ten im Rahmen einer solchen gerichteten Evolution Biokatalysatoren selektiert werden, wel-
che eine gesteigerte Effizienz hinsichtlich der katalysierten Transamidierungsreaktion zeigten.
Diese basierte im Wesentlichen auf einer verminderten Sekundérhydrolyse, welche wiederum
zu einer erhohten Produktstabilitit fiihrte. Es konnte jedoch keine Variante identifiziert wer-
den, welche eine deutliche Steigerung hinsichtlich der Produktausbeute zeigte. MaB3geblich
hierfiir war eine methodische Limitierung bei der Durchfithrung des Phagen-Displays durch
die unerwiinschte Anreichung von sogenannten escape-Mutanten. Hierbei handelt es sich um
Phagen, welche die genetische Information fiir nicht funktionale Trypsinvarianten besitzen.
Dadurch war die Anzahl an durchfithrbaren Selek-tionsrunden stark eingeschrinkt, was wie-
derum die Stringenz des Selektionsdruckes stark verminderte. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollte die Effizienz der Selektion mittels Phagen-Display durch eine gezielte Repressi-
on von escape-Mutanten optimiert werden. Desweiteren sollte ein ELISA-basiertes Hoch-
durchsatz-Screening etabliert werden, mit welchem eine gro3e Anzahl selektierter Trypsiliga-
se-Varianten hinsichtlich einer verbesserten Syntheseeffizienz durchgemustert werden kon-
nen. Die im Screening identifizierten Biokatalysatoren sollten nachfolgend hinsichtlich Funk-
tionalitdt und Syntheseeffizienz charakterisiert werden. Letztlich sollte die Eignung einer
vielversprechenden Trypsiligase-Variante zur Generierung von Antikorper-Wirkstoff-
Konjugaten beispielhaft durch eine enzymkatalysierte Modifizierung zweier Fab-Fragmente

mit diversen Funktionalititen gezeigt werden.

4.1 Optimierung der Selektion mittels Phagen-Display fiir Trypsiligase

4.1.1 Konstruktion eines optimierten Phagemidvektors

Zur Konstruktion eines Phagemidvektors fiir die Durchfithrung eines monovalenten Phagen-
Displays wurde der Vektor pASK-IBA7plus als scaffold verwendet (Abb. 6A, S. 68). Dieser

Vektor ermoglicht die Herstellung eines Zielproteins unter der Transkriptionskontrolle eines
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induzierbaren tetA-Promotors/Operators, welcher eine sehr niedrige basale Expression auf-
weist.'®! Zudem verfiigt der Vektor iiber einen fI ori, welcher mit einer Verpackungssignal-
sequenz aus dem Genom filamentdser Phagen ausgestattet ist.'®") Werden Phagemid-tragende
E. coli-Zellen mit einem Helferphagen superinfiziert, ermoglicht die Signalsequenz die Ver-
packung von einzelstringiger Phagemid-DNA wihrend der Propagierung neuer filamentoser
Phagen.

Die Konstruktion der beiden Phagemide pMB-03 und pMB-04 erfolgte wie unter 3.4.1 be-
schrieben. Diese beiden Vektoren unterscheiden sich hinsichtlich der flexiblen Linkerregion,
welche sich zwischen dem zu prisentierenden Zielprotein und der C-terminalen Doméne von
pIII (AS 252-406, im Weiteren als Aplll bezeichnet) befindet (vgl. Abb. 6C, S. 68). Vektor
pMB-03 wurde fiir die ELISA-basierte Analyse der funktionalen Prisentation von Trypsiliga-
se auf der Oberfliche des filamentosen Bakteriophagens M13 verwendet. Dieser codiert in der

Linkerregion fiir einen sogenannten MyCUT-tag,''®"

welcher mit einer Liange von 14 Amino-
sduren einen cMyc-tfag sowie eine Schnittstelle fiir Wildtyptrypsin beinhaltet. In dem Vektor
pMB-04, welcher fiir die Selektion verwendet wurde, war der MyCUT-tag durch eine Wildtyp
pllI-Linker-Sequenz (AS 233-246) ersetzt (Abb. 6C, S. 68). Zum einen sollte hierdurch eine
maximale Flexibilitdt zwischen dem zu prisentierenden Zielprotein und AplIl gewihrleistet
werden.!"*®! Zum anderen konnte nicht ausgeschlossen werden, dass sich innerhalb der Trypsi-
ligase-basierten Bibliothek Enzymvarianten befinden, bei denen die Wildtypspezifitit von
Trypsin durch die eingefiihrten Mutationen rekonstituiert wurde. Diese Varianten wéren in
der Lage, die Schnittstelle fiir Wildtyptrypsin innerhalb des MyCUT-tags zu spalten und so-
mit die Phenotyp-Genotyp-Kopplung aufzuheben.

Fiir die ELISA-basierte Analyse wurden Trypsiligase-priasentierende M13-Phagen (im weite-
ren als Trypsiligase-Phagen bezeichnet) unter Verwendung der Vektoren pMB-03 sowie
pMB-04, wie unter 3.4.3 (S. 73) beschrieben, hergestellt. Der ELISA wurde wie unter 3.3.4.3
(S. 65) beschrieben durchgefiihrt. Als Liganden wurden ein cMyc-spezifischer Antikorper
sowie Wildtyp-Ecotin (vgl. 2.9; S. 44) immobilisiert. Mit Hilfe des Anti-cMyc-Antikorpers
sollte bei den pMB-03 tragenden Trypsiligase-Phagen die vollstandige Priasentation des artifi-
ziellen Fusionsproteins (bestehend aus Trypsiligase, Linkerregion und der ApllIl) durch die
Bindung des in der Linkerregion vorhanden cMyc-fags nachgewiesen werden (Abb. 9A). Eine
Bestitigung der funktionalen Préisentation von Trypsilisgase auf der Phagenoberfldche erfolg-
te sowohl fiir pMB-03 als auch fiir pMB-04 durch die Bindung des Trypsin-spezifischen Inhi-

bitors Ecotin im aktiven Zentrum des Biokatalysators (Abb. 9B).
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Abbildung 9: ELISA-basierte Bindungsstudien mit Trypsiligase-préisentierenden M13-Phagen. A) Nach-
weis der vollstandigen Prisentation des Fusionspeptides auf M13-Phagen (mit verpacktem pMB-03-Phagemid)
durch Detektion des cMyc-fags innerhalb der flexiblen Linkerregion. Als immobilisierter Ligand wurde eine
Anti-cMyc-Antikorper eingesetzt. B) Nachweis der funktionalen Prisentation von Trypsiligase auf pMB-03-
sowie pMB-04-tragenden M13-Phagen. Als immobilisierter Ligand wurde Ecotin verwendet. Die durch eine
nichtlineare Regressionsanalyse ermittelten Wendepunkte sind in Tabelle 22 zusammengefasst. Alle aufgetrage-
nen MeBwerte stellen den Mittelwert zweier unabhiingig durchgefiihrten Messungen dar. Die Fehlerbalken re-
prasentieren die mittlere absolute Abweichung.

Um sowohl qualitative als auch quantitative Aussagen beziiglich der funktionalen Pridsenta-
tion von Trypsiligase zu erhalten, wurden die immobilisierten Liganden mit einer variieren-
den Anzahl von Phagen inkubiert. Fiir die Auswertung wurde die logarithmierte
Phagenanzahl gegen die Signalintensitidt aufgetragen. Durch eine sigmoidale Kurvenanpas-
sung mittels Gleichung 3 (S. 66) konnte der Wendepunkt (x() ermittelt werden. Dieser ent-
spricht jener Phagenanzahl, bei der die Signalintensitit den halbmaximalen Wert aufweist. In

Tabelle 22 sind die Wendepunkte respektive Phagenanzahlen zusammengefasst.

Tabelle 22: Ubersicht zur sigmoidalen Kurvenanpassung der ELISA-basierten Analyse Trypsiligase-
prisentierender M13-Phagen. Die Phagenanzahl ergibt sich aus dem entlogarithmierten Wendepunkt X,.

Setup Xo Phagenanzahl

pMB-03 + Anti-cMyc Antikorper 9,59 + 0,02 3,89 x 10° 8,11 x 10°
pMB-03 + Ecotin 9,43 +0,06 2,69 x 10° + 1,71 x 10’
pMB-04 + Ecotin 9,42 + 0,07 2,63x10° +1,95x 10’

Fiir Trypsiligase-Phagen mit pMB-03 Phagemiden konnte mit dem Anti-cMyc-Antikorper als
immobilisiertem Liganden eine spezifische Bindung detektiert werden. Hierbei stieg das Bin-
dungssignal mit zunehmender Phagenanzahl an. Eine halbmaximale Signalintensitit konnte

bei 3,89 x 10° Phagen erhalten werden. Die Kontrollmessung mit Helferphagen lieferte kein
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spezifisches Bindungssignal. Ebenfalls konnte bei Abwesenheit des Anti-cMyc-Antikorpers
kein spezifisches Signal fiir pMB-03-tragende Phagen erhalten werden. Somit konnte die Pri-
sentation des Fusionpeptides (bestehend aus Trypsiligase, Linkerregion mit cMyc-tag sowie
AplII) bestitigt werden.

Durch eine spezifische Bindung der Trypsiligase-Phagen an den Inhibitor Ecotin konnte die
funktionale Prisentation von Trypsiligase fiir pMB-03- sowie pMB-04-tragende M13-Phagen
bestitigt werden. Halbmaximale Signalintensititen konnten bei einer Phagenanzahl von
2,69 x 10° respektive 2,63 x 10 erreicht werden. Hieraus ergibt sich eine vergleichbare Funk-
tionalitdat von Trypsiligase auf der Oberfliche von pMB-03- sowie pMB-04-tragenden M13-
Phagen.

4.1.2 Design und Konstruktion einer Trypsiligase-basierten DNA-
Bibliothek

Die Herstellung der Trypsiligase-basierten DNA-Bibliothek erfolgte in einer Kooperation mit
der Arbeitsgruppe "Kiinstliche Bindeproteine” der Martin-Luther-Universitdt Halle-
Wittenberg. Innerhalb dieser Arbeitsgruppe wurde ein modulares Design etabliert, welches
die Generierung von DNA-Bibliotheken mit hoher Diversitit und Funktionalitidt ermoglicht
(vgl. 3.4.2, S. 68).

Fir die Generierung einer Trypsiligase-basierten DNA-Bibliothek wurden die sechs
Aminosdurenpositionen H40, ASS5, K97, .99, S190 und Q192, welche sich im aktiven Zen-
trum von Trypsiligase befinden, fiir eine Randomisierung ausgewdhlt. In Abbildung 10 ist die
strukturelle Lokalisation der Randomisierungspositionen anhand der Kristallstruktur von
Trypsiligase dargestellt. Die Kriterien zur Auswahl dieser Aminosdurepositionen werden de-
tailliert im Kapitel 5.2 (S. 136) diskutiert und umfassen im Wesentlichen vier Aspekte:

1) Schaffung eines hydrophoben Clusters im Bereich des aktiven Zentrum zum Ausschluss
eines Wassermolekiils als Konkurenznukleophil (Positionen K97, .99, S190 und Q192)

ii) Begiinstigende Interaktion mit P-Bereich des Acyldonors (Positionen K97 und L.99)

iii) Verbesserung der Affinitdt zum peptidischen Acylakzeptor (Position H40)

iv) Modulation der Hydrolyseaktivitit des Biokatalysators (Position A55).

Das in dieser Arbeit verwendete modulare Design fiir Trypsiligase ist in Abbildung 7A (S. 69)
schematisch dargestellt. Eine detailierte Beschreibung der durchgefiihrten Bibliothekskon-
struktion findet sich in Kapitel 3.4.2 (S. 68). Im ersten Schritt der Bibliothekskonstruktion

wurde das fiir Trypsiligase codierende Gen in vier konstante Fragmente (SF, IF1, IF2 und EF)
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sowie vier randomisierte Fragmente (RF1-RF4) unterteilt. Letztere beinhalten jeweils ein bis
zwei randomisierte Basentripletts, welche auf Proteinebene fiir die zu randomisierenden Ami-
nosdurepositionen codieren. Fiir die Generierung der randomisierten Fragmente wurden zu-
niachst Oligonukleotide durch die Firma Ella Biotech GmbH synthetisiert, wobei eine
Trinukleotid-basierte Randomisierungsstrategie zum Einsatz kam. Hierbei wurde wihrend der
Oligonukleotidsynthese bei korrespondierenden Basentripletts eine definierte Mixtur von
Trinukleotid-Phosphoramiditen verwendet, welche fiir alle kanonischen Aminosduren aufler
Cystein kodieren. Bei sechs randomisierten Aminosdurepositionen ergibt sich eine theoreti-
sche Diversitit auf DNA- sowie Proteinebene von 4,7 x 107 einzigartigen Trypsiligase-

Varianten.

Abbildung 10: Darstellung des aktiven Zentrums von Trypsiligase mit eingebundenem Substrat sowie
ausgewihlten Randomisierungspositionen. Gezeigt ist die Oberflichendarstellung des aktiven Zentrums von
Trypsiligase (PDB 4NIY) mit den vier Mutationen K60E, N143H, E151H und D189K (Stabdarstellung, griin),
der katalytischen Triade D102-H57-S195 (Stabdarstellung, magenta) sowie dem eingebundenen YRH-Substrat
(Stabdarstellung, cyan) mit komplexiertem Zinkion (Kugeldarstellung, braun). Desweiteren sind die fiir die Ge-
nerierung einer Trypsiligase-basierten DNA-Bibliothek ausgewihlten Aminosiurepositionen H40, ASS5, K97,
L99, S190 sowie Q192 (Stabdarstellung, gelb) gezeigt.

Die einzelstrangigen Oligonukleotide wurden anschlieBend durch das Klenow-Fragment zum
Doppelstrang aufgefiillt. Die Generierung der konstanten Fragmente erfolgte PCR-basiert.
Um frameshift-Sequenzen zu reduzieren, welche in der finalen Bibliothek zu nicht funktiona-
len Proteinvarianten fiihren wiirden, wurde bei allen Fragmenten eine Leserahmenselektion
durchgefiihrt.!"*! Das Prinzip der durchgefiihrten Leserahmenselektion wird ausfiihrlich unter
3.4.2 (S. 68) erldutert. Durch eine sequenzielle Reassemblierung der selektierten Einzelfrag-

mente konnte schlieBlich die finale DNA-Bibliothek erhalten werden.
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Zur primiren Beurteilung einer erfolgreichen Randomisierung entsprechender Aminoséurepo-
sitionen erfolgte eine Sequenzierung der mittels PCR amplifizierten DNA-Bibliothek. In dem
in Abbildung 11A gezeigten Elektropherogramm der Sequenzierung ldsst sich bei den sechs
randomisierten Basentripletts eine Uberlagerung der Fluoreszenzsignale aller vier Basen fest-
stellen, wohingegen flankierende Basentripletts distinkte Fluoreszenzsignale zeigen. Nun er-
folgte die Klonierung der DNA-Bibliothek in den optimierten Phagemidvektor pMB-04
(vgl. 4.1.1, S. 87). Mit dem hieraus resultierenden Phagemiden pMB-04_LibMB erfolgte zu-
nichst die Transformation von E. coli NEB-10beta-Zellen, welche eine sehr hohe Transfor-
mationseffizienz von 2#10'° cfu/ug pUCI9 besitzen. Mit 2,3 x 10® cfu konnte die Diversitiit
der DNA-Bibliothek um den Faktor 4,9 abgedeckt werden. Nach einer sich anschlieBenden
Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte die Transformation von E. coli ER2738-Zellen, welche
im Rahmen der Selektion zur Herstellung Trypsiligase-prasentierender Phagen verwendet
wurden. Hierbei konnte die Diversitit der DNA-Bibliothek mit 8,2 x 107 cfu um den Faktor

1,7 abgedeckt werden.
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Abbildung 11: Ubersicht zur quantitativen sowie qualitativen Analyse der Trypsiligase-basierten DNA-
Bibliothek. A) Elektropherogramm der Sequenzierung der finalen DNA-Bibliothek, wobei die sechs randomi-
sierten Basentripletts sowie deren flankierende Basentripletts gezeigt sind. B) Graphische Auswertung zur gemit-
telten Aminosiureverteilung an den sechs randomisierten Aminosédurepositionen. Hierzu wurden 130 einzigarti-
ge Trypsiligase-Varianten sequenziert und hinsichtlich ihrer Aminosidurezusammensetzung an den randomisier-
ten Positionen analysiert. Fiir die Auswertung wurden die relativen Haufigkeiten aller gefundenen Aminosduren
aufgetragen. Die rot gestrichelte Linie zeigt die theoretisch erwartete Hiufigkeit von 5,3 % bei 19 zuglassenen
Aminoséuren (Cystein wurde fiir die Randomisierung ausgeschlossen).

Es folgte eine Analyse zur Diversitdt und Funktionalitét der finalen Bibliothek durch Sequen-
zierung von 143 einzelnen Bibliotheksvarianten. Hierbei zeigten lediglich sechs Varianten
eine frameshift-Mutation innerhalb des ORF. Fiir die restlichen Varianten konnten bis auf die
gewiinschten Austausche an den sechs randomisierten Aminosdurepositionen keine zusitzli-
chen Mutationen beobachtet werden, wodurch sich fiir die Bibliothek eine apparente Funktio-

nalitdt von 95,8 % auf DNA- und Proteinebene ergab.
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Dies bestitigt die erfolgreiche Randomisierung der gewiinschten Positionen sowie die hohe
Qualitdt der DNA-Bibliothek. Desweiteren wurde die relative Haufigkeit der zugelassenen 19
Aminosduren an den randomisierten Positionen analysiert. Da 7 der 137 funktionalen Enzym-
varianten Signaliiberlagerungen an den randomisierten Positionen zeigten (hierbei handelt es
sich um tranformierte E. coli-Zellen, welche iiber mindestens zwei Phagemide verfiigten),
wurden fiir die Verteilungsanalyse die verbleibenden 130 Sequenzen herangezogen. Wie in
Abbildung 11B zu sehen ist, korrelierte hierbei die relative Hiufigkeit aller eingebauten Ami-
nosduren in den randomisierten Positionen in guter Niherung mit der theoretischen Gleichver-

teilung von 5,3 %.

4.2 Selektion optimierter Trypsiligase-Varianten mittels Phagen-Display

Die Anreicherung verbesserter Biokatalysatoren innerhalb der Trypsiligase-basierten DNA-
Bibliothek pMB-04_LibMB erfolgte durch eine Selektion mittels Phagen-Display. Die
Generierung der naiven Phagenbibliothek, bei der Trypsiligase-Varianten monovalent auf der
Oberfldache des Bakteriophagen M13 prisentiert werden, erfolgte wie unter 3.4.3 (S. 73) be-
schrieben. Fiir die Anreicherung potentiell verbesserter Biokatalysatoren wurden zwei Selek-
tionen (im Weiteren als Selektion A und B bezeichnet) durchgefiihrt. Diese unterschieden sich
hinsichtlich der Streptavidin-beschichteten magnetischen beads, welche zur Immobilisierung
des  N-terminal  biotinylierten = Peptidsubstrates  (Biotin-PEG-GAAYRHAAG-OH,
vgl. 2.8, S. 43) eingesetzt wurden. Fiir die Selektion A wurden M270-beads mit carboxylierter
Oberfldache verwendet und fiir Selektion B kamen M280-beads mit tosylierter Oberfliche zum
Einsatz. Bei beiden Selektionen wurden insgesamt vier Selektionsrunden (Abb. 5B, S. 30)
durchgefiihrt, wobei der Selektionsdruck von Runde zu Runde erhoht wurde. Wie in
Tabelle 21 (S. 76) aufgefiihrt, erfolgte die Steigerung der Selektionsstringenz durch eine suk-
zessive Reduzierung von Substratmenge und Nukleophilkonzentration, einer Erhohung von
Anzahl und Dauer der Waschschritte sowie durch eine Verkiirzung der Elutionszeit. Die
Durchfithrung der Selektion erfolgte wie unter 3.4.4 (S. 75) beschrieben. Hierbei erfolgte bei
jeder Selektionsrunde die Bestimmung der Anzahl an Phagen aus dem letzten Waschschritt
sowie dem Elutionsschritt, welche im Folgenden als Waschfraktion und Elutionsfraktion be-
zeichnet werden. Tabelle 23 zeigt eine Zusammenfassung der Quantifizierung aller Selekti-

onsrunden fiir Selektion A und B.
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Tabelle 23: Ubersicht zur Quantifizierung der Phagen innerhalb der letzten Waschfraktion (WF) sowie
Elutionsfraktion (EF) aus den einzelnen Runden der Selektion A und B.

Selektions- Phagenanzahl = Phagenanzahl = Phagenanzahl Verhiltnis
runde input (cfu) WEF (cfu) EF (cfu) EF:WF
Selektion A

1 (5 x waschen) 1,0x 10" 3,0x 10° 4,3 x 10° 1.4

2 (8 x waschen) 1,5x 10" 5,7x 10° 6,5 x 10° 1,1

3 (10 x waschen) 3,0x 10" 6,3x 10° 2,5x 10° 0,4

4 (12 x waschen) 0,8 x 10" 1,7 x 10* 5,0x 10° 0,3
Selektion B

1 (5 x waschen) 1,0x 10" 2,5x 10° 7,0 x 10° 2,8

2 (8 x waschen) 1,8 x 10" 6,5x 10° 8,8 x 10° 1,4

3 (10 x waschen) 3,7x 10" 9,0 x 10° 6,0 x 10° 0,7

4 (12 x waschen) 0,8 x 10" 2,4x 10° 55x 10° 0,2

4.3 Identifizierung optimierter Trypsiligase-Varianten

Auf Basis der Selektion sollten potentiell optimierte Trypsiligase-Varianten, welche durch
eine gerichtete Evolution mittels Phagen-Display angereichert wurden, identifiziert werden.
Hierzu  sollte  zundchst ein  ELISA-basiertes = Hochdurchsatz-Screening  im
Mikrotiterplattenformat etabliert werden, welches die Untersuchung einer Vielzahl von selek-

tierten Trypsiligase-Varianten hinsichtlich ihrer Syntheseeffizienz erlaubt.

4.3.1 Etablierung eines ELISA-basierten Screeningsystems

Grundlage fiir die Durchmusterung einer Vielzahl potentieller Biokatalysatoren war zunichst
deren Herstellung im 96-well Mikrotiterplattenformat. Hierzu wurden ausfiihrliche Studien
mit Pichia pastoris als Expressionssytem sowie der nativen Trypsiligase als Zielprotein ange-
fertigt (R. WARTNER, AG BorbpusA, MLU Halle-Wittenberg). Fiir die Etablierung des sich
anschlieBenden ELISA-basierten readout-Systems ergaben sich folgende Anforderungen:

(i) Durchfiihrbarkeit im Mikrotiterplattenformat, um eine moglichst gro3e Anzahl an Biokata-
lysatoren durchmustern zu konnen und

(i1) es soll die Messung des zeitlichen Verlaufs der Bildung des Transamidierungsproduktes
ermoglichen, um Biokatalysatoren identifizieren zu konnen, welche eine verbesserte Synthe-

seeffizienz bei geringen Substratkonzentrationen zeigen.
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Nach einem arbeitsgruppeninternen Protokoll (Forschungsbericht von R. WARTNER, AG
Borpusa, MLU Halle-Wittenberg) wurde die native Trypsiligase mittels P. pastoris im 96-
deepwell-Format hergestellt. Fiir eine vollstindige Aktivitit des in den Uberstand sekretierten
Proteins war ein Umpufferungsschritt notig. Im umgepufferten Uberstand konnte fiir Trypsili-
gase eine Konzentration zwischen 0,5-1 uM erreicht werden. Fiir die Etablierung der Transa-
midierungsreaktion im 96-well-Format wurde daher eine finale Enzymkonzentration von
0,5 uM im Ansatz gewdhlt.

Fiir das ELISA-basierte readout-System wurden zwei Teilschritte etabliert, eine enzymkataly-
sierte Transamidierungsreaktion im 96-well-Mikrotiterplattenformat sowie die Detektion des
gebildeten Transamidierungsproduktes durch einen nachfolgenden ELISA im 384-well-
Format. Der genaue Ablauf des ELISA-basierten Hochdurchsatz-Screenings ist schematisch in
Abbildung 8 (S.79) dargestellt. Fiir die im ersten Teilschritt durchgefiihrte Transamidie-
rungsreaktion kamen folgende Peptide zum Einsatz:

(1) ein N-terminal biotinyliertes Substrat (Biotin-PEG-GAAYRHAAG-OH, im Folgenden als
Peptidsubstrat bezeichnet), welches mit der Erkennungssequenz von Trypsiligase (YRH) aus-
gestattet war, sowie

(i1) ein Nukleophil (H-RHAAGEQKLISEEDL-OH, unterstrichene Sequenz entspricht dem

cMyc-tag), welches N-terminal iiber ein RH-Motiv verfiigte und C-terminal mit einem cMyc
tag ausgestattet war.

Im Zuge der in Losung katalysierten Transamidierungsreaktion im 96-well-Format entstanden
neben dem Hydrolyseprodukt (Biotin-PEG-GAAY-OH) auch das Aminolyseprodukt (Biotin-
PEG-GAAYRHAAGEQKLISEEDL-OH), welches C-terminal mit einem cMyc-tag ausge-
stattet ist. Nach Immobilisierung der im Reaktionsansatz befindlichen biotinylierten Peptide
(dies sind Peptidsubstrat sowie Aminolyse- und Hydrolyseprodukt) auf einer Streptavidin-
beschichteten Oberfliche kann die Menge an Aminolyseprodukt mit C-terminalem cMyc-tag
durch einen cMyc-fag spezifischen AntikOrper in einem nachfolgenden ELISA quantifiziert
werden.

Das Ziel war es auch, den zeitlichen Verlauf der Bildung des Aminolyseproduktes verfolgen
zu konnen. Hierzu musste die Transamidierungsreaktion zu mehreren distinkten Zeitpunkten
terminiert werden, wobei moglichst die initiale Phase der Produktbildung, das Produktmaxi-
mum und gegebenenfalls dessen Sekundirhydrolyse erfasst werden sollten. Zur Termination
der Transamidierungsreaktion hat sich der Transfer eines Aliquotes des Reaktionsansatzes in
eine separate 96-well-Mikrotiterplatte, welche zuvor mit Abstopppuffer (vgl. 2.2, S. 35) be-

schickt wurde, als geeignet erwiesen. Desweiteren sollte die Transamidierung im 96-well
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Format mit einer niedrigen Substratkonzentration durchgefiihrt werden. Dies ermoglicht eine
bessere Identifizierung effizienter Biokatalysatoren, da Trypsiligase, welche als Referenz die-
nen sollte, bei niedrigen Substratkonzentrationen verminderte Produktausbeuten zeigt.

In Abbildung 12 sind beispielhaft zwei Progresskurven der Trypsiligase-katalysierten Pro-
duktbildung gezeigt, welche mit 50 uM und 25 uM Peptidsubstrat sowie 2 Aquivalenten Nuk-
leophil erhalten wurden. Hieraus wurde eine Substratkonzentration von 25 uM mit 2 Aquiva-
lenten Nukleophil als geeignet abgeleitet. Fiir das Hochdurchsatz-Screening sollte die Trans-
amidierungsreaktion im 96-well Format (mit jeweils einer Trypsiligase-Variante je Kavitit)
durchgefiihrt werden. Unter Einbeziehung der Progresskurve in Abbildung 12 wird die
Termination der Reaktion bei 5, 30, 60 und 150 Minuten erfolgen. Die Durchfithrung des
ELISA erfolgt im 384-well-Format mit Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatten zur Im-
mobilisierung der biotinylierten Peptide, wobei das Transamidierungsprodukt im nachfolgen-

den ELISA quantifiziert wird.
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Abbildung 12: Validierung des ELISA-basierten Screeningsystems im Hochdurchsatzformat. Gezeigt ist
der zeitliche Verlauf einer durch Trypsiligase-katalysierten Transamidierungsreaktion, wobei das biotinylierte
Peptidsubtrat Biotin-PEG-GAAYRHAAG-OH mit einem cMyc-fag modifiziert wurde. Die Quantifizierung
erfolgte mittels ELISA im 96-well Mikrotiterplattenformat, wobei der cMyc-fag des Aminolyseproduktes durch
einen cMyc-spezifischen Antikorper detektiert wurde. Reaktionsbedingungen: 0,5 uM Trypsiligase, 25/50 uM
Biotin-PEG-GAAYRHAAG-OH, 2 Aquivalente H-RHAAGEQKLISEEDL-OH in 100 mM HEPES, 100 mM
NaCl, 10 mM CaCl,, 100 uM ZnCl,, pH 7,8 bei T = 30 °C. Alle aufgetragenen MeBwerte stellen den Mittelwert
zweier unabhingig durchgefiithrten Messungen dar. Die Fehlerbalken reprédsentieren die mittlere absolute Ab-
weichung.

Es konnte somit erfolgreich ein ELISA-basiertes Screeningsystem etabliert werden, welches

mit vier Messpunkten zu unterschiedlichen Reaktionszeiten der Transamidierungsreaktion die
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Aufnahme von Progresskurven im Mikrotiterplattenformat ermoglicht. Hierdurch kénnen in
kurzer Zeit fiir eine Vielzahl von individuellen Biokatalysatoren vergleichende Informationen
hinsichtlich der Geschwindigkeit der Produktbildung, der maximalen Produktausbeute sowie

der Stabilitédt des Produktes generiert werden.

4.3.2 Screening selektierter Biokatalysatoren im Hochdurchsatz

Der pool angereicherter Trypsiligase-Varianten aus der vierten Selektionsrunde von Selektion
A und B sollte hinsichtlich optimierter Biokatalysatoren durchgemustert werden. Hierzu wur-
de das in dieser Arbeit etablierte Hochdurchsatz-Screening (vgl. 4.3.1, S. 94) eingesetzt. Wie
unter 3.4.4 (S. 75) beschrieben, wurden zur Vorbereitung des Screenings die Phagemide der
eluierten Phagen aus Selektionsrunde vier isoliert. Die auf den Phagemiden lokalisierten Gen-
sequenzen angereicherter Trypsiligase-Varianten wurden mittels PCR amplifiziert und an-
schlieBend in den Expressionsvektor pPICZaA kloniert. Zur Herstellung von Einzelvarianten
im Hochdurchsatzformat erfolgte die Transformation in P. pastoris X33-Zellen. Nach dem
Ausstreichen auf Q-Tray-Platten wurden einzelne P. pastoris-Kolonien durch das Koloniepi-
cker-Systems QPix2 in 96-deepwell-Mikrotiterplatten iiberfiihrt. Fiir Selektionen A und B
wurden jeweils 368 Einzelvarianten durchgemustert. Als Referenzenzym wurde die native
Trypsiligase in zwei Kavititen je 96-well-Mikrotiterplatte mitgefiihrt. Die Herstellung der
Einzelvarianten sowie die detaillierte Durchfithrung des ELISA-basierten Screenings erfolgte
wie unter 3.5 (S. 77) beschrieben. In Abbildung 13 sind die Progresskurven aller 736 gemes-

senen Einzelvarianten sowie der nativen Trypsiligase dargestellt.
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Abbildung 13: Graphische Auswertung zum ELISA-basierten Screening im Hochdurchsatz. Gezeigt sind
Progresskurven von 768 selektierten Einzelvarianten aus der vierten Selektionsrunde von Selektion A und B
(jeweils 368 Trypsiligase-Varianten). Durch einen Vergleich mit der nativen Trypsiligase (rot gestrichelte Kur-
ven) konnten 16 potentiell verbesserte Trypsiligase-Varianten identifiziert werden.
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Hierbei konnten insgesamt 16 potentiell verbesserte Trypsiligase-Varianten identifiziert wer-
den, welche eine dhnliche oder gesteigerte Produktausbeute im Vergleich zur nativen Trypsi-
ligase zeigten. Dabei stammten 11 Varianten aus Selektion A und 5 aus Selektion B. Alle
identifizierten Varianten wurden im Weiteren genauer analysiert. Die in dieser Arbeit ver-
wendete Nomenklatur der Enzymvarianten beinhaltet Informationen zur Nummer der
Mikrotiterplatte sowie der Kavitit, in welcher sich die entsprechende Kryokultur befand
(vgl. 3.5, S.77). So befand sich beispielsweise Trypsiligase-Variante 2G10 auf Platte 2, in
Kavitit G10.

4.4 Charakterisierung identifizierter Trypsiligase-Varianten

Die im Hochdurchsatz-Screening identifizierten Trypsiligase-Varianten sollten zunichst hin-
sichtlich ihrer Aminosduresequenz analysiert werden. Fortfithrend sollten funktionale Varian-
ten fiir eine primire enzymkinetische Charakterisierung rekombinant hergestellt und gereinigt

werden.

4.4.1 Sequenzierung identifizierter Trypsiligase-Varianten

Fiir die Sequenzierung der identifizierten Trypsiligase-Varianten wurde zunéchst die auf dem
Genom lokalisierte Gensequenz mittels PCR amplifiziert. Hierzu wurden Zellen einer
P. pastoris-Kolonie direkt in den PCR-Ansatz eingetragen, wobei die genomische DNA als
template diente. Nach Amplifikation der Gensequenzen mittels der primer pIB4_seq_fwd und
4xTn_pPICZalpha_rev erfolgte deren Reinigung durch eine priparative Agarose-
Gelelektrophorese (vgl. 3.1.4, S. 51). Anschlieend erfolgte die Sequenzierung der gereinig-
ten DNA-Fragmente (vgl. 3.1.9, S. 53).

Die Sequenzanalysen fiir die sechs randomisierten Positionen aller identifizierten Varianten
sind in Tabelle 25 (vgl. 4.4.3, S. 102) zusammengefasst und der nativen Sequenz von Trypsi-
ligase gegeniibergestellt. Bei drei der elf Biokatalysatoren aus Selektion A handelte es sich
um multicopy-Variante, bei denen die Gensequenzen von mindestens zwei selektierten Tryp-
siligase-Varianten in das Genom von P. pastoris integriert wurden. Dies zeigte sich anhand
von Signaliiberlagerungen mehrerer Basen innerhalb der randomisierten Positionen, wodurch
bei diesen Varianten nicht alle Mutationen aufgeklédrt werden konnten. Es erfolgte keine wei-
terfiihrende Charakterisierung fiir diese Trypsiligase-Varianten. Unter den acht verbleibenden
Trypsiligase-Varianten zeigten mehrere eine identische Sequenz. So wurden die Mutationen
der Variante 3A11 fiinfmal gefunden und die Mutationen der Variante 4H3 zweimal. Trypsi-
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ligase-Variante 2D8 zeigte eine einzigartige Sequenz. Innerhalb der Selektion B zeigten alle
fiinf identifizierten Biokatalysatoren einzigartige Sequenzen, wobei eine Sequenz identisch

mit der von Trypsiligase-Variante 3A11 aus Selektion A war.

4.4.2 Priaparative Herstellung ausgewihlter Trypsiligase-Varianten

Im Folgenden wurden die sieben sequenzierten Trypsiligase-Varianten fiir eine detaillierte
Beurteilung ihres synthetischen Potentials rekombinant hergestellt und gereinigt. Wie beim
Hochdurchsatz-Screening erfolgte die rekombinante Herstellung der Biokatalysatoren in
P. pastoris X33, jedoch im priparativen Malistab (vgl. 3.2.2.4, S. 58). Zur Inokulation und
Anzucht von Expressionskulturen konnten die im Screening angelegten Glycerinkulturen der
entsprechenden Trypsiligase-Varianten (vgl. 3.5, S. 77) verwendet werden. Nach einer fiinfta-
gigen Expression wurden die in den Kulturiiberstand sezernierten Trypsiligase-Varianten
durch ein chromatographisches Zweischrittreinigungsverfahren zur Homogenitit gereinigt.
Dieses bestand aus einer Kationenaustauschchromatographie (vgl. 3.3.1.1, S. 59) sowie einer
nachfolgenden Groflenausschlusschromatographie (vgl. 3.3.1.2, S. 59). Beispielhaft hierfiir ist
der Reinigungsverlauf der Trypsiligase-Variante 2G10 in Abbildung 14 dargestellt. Der im
Kulturiiberstand befindliche Biokatalysator wurde zunéchst durch eine Kationenaustausch-
chromatographie isoliert und konzentriert (Abb. 14A). In der sich anschlieBenden Grofenaus-
schlusschromatographie konnte die monomere und homogene Enzymspezies bei einem
Elutionsvolumen von ca. 70-80 ml von multimeren Spezies sowie Aggregaten abgetrennt
werden (Abb. 14B).

Zur Beurteilung des Reinigungsverlaufes wurde eine Analyse mittels reduzierender SDS-
PAGE durchgefiihrt (Abb. 14C). So konnte in allen aufgetragenen Fraktionen der Kationen-
sowie GroBenausschlusschromatographie eine distinkte Proteinbande bei einem apparenten
Molekulargewicht von ca. 24 kDa ausgemacht werden, welche der Trypsiligase-Variante
2G10 zugeordnet werden konnte. Zudem ist in Fraktion 18 der GroBenausschlusschromatog-
raphie eine Bande bei einem apparenten Molekulargewicht von ca. 25 kDa zu beobachten.
Hierbei konnte es sich um eine unprozessierte Enzymspezies mit intaktem a-mating-Faktor
handeln. Resultierend hieraus wurden die Fraktionen 19-22 der GroB3enausschlusschromatog-
raphie vereinigt und konzentriert. Die hohe Reinheit und Identitiit der priparierten Enzymspe-

zies wurde durch eine massenspektrometrische Analyse bestitigt (Abb. 14D).
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Abbildung 14: Ubersicht zum Reinigungsverlauf der Trypsiligase-Variante 2G10. A) Isolierung und Kon-
zentrierung der Trypsiligase-Variante 2G10 im ersten Reinigungsschritt mittels Kationenaustauschchromatogra-
phie. B) Zweiter Reinigungsschritt mittels Grofenausschlusschromatographie mit Fraktionierung des
Elutionspeaks (Fraktion 18-22, rot). C) SDS-PAGE-Analyse der Zweischrittreinigung von Trypsiligase-Variante
2G10. IEX: Kationenaustauschromatographie; SEC: GroBenausschlusschromatographie. Detektion mittels Sil-
berfirbung D) LC-MS Analyse von Trypsiligase-Variante 2G10 nach Reinigung (My,: 23840,8 Da; Mg :
23839 £ 1 Da).

Der hohe Anteil an Aggregaten, welcher im Elutionsprofil der Gréenausschlusschromatog-
raphie bei einem Elutionsvolumen von ca. 40-50 ml ersichtlich ist, konnte auch bei allen an-
deren rekombinant hergestellten Trypsiligase-Varianten sowie der nativen Typsiligase beo-
bachtet werden (vgl. Abb. A10, S. 182).

Trypsiligase-Variante 2G10 konnte mit einer Ausbeute von 11 mg je Liter Kulturvolumen
erhalten werden. In Tabelle 24 sind die Ausbeuten aller rekombinant hergestellten Enzymva-

rianten sowie von Trypsiligase zusammengefasst.

Tabelle 24: Ubersicht zur Ausbeute von rekombinant hergestellten und gereinigten Trypsiligase-
Varianten in mg je Liter Kulturvolumen.

Variante Trypsiligase 2D8 3A11 4H3 1B8 2G10 4B5 4E10

Ausbeute

14,3 1.9 6,1 0,8 5,7 11,0 8,1 12,2
(mg/1)
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4.4.3 Primire enzymkinetische Charakterisierung ausgewiihlter Trypsili-

gase-Varianten

Zur initialen Beurteilung des synthetischen Potentials aller gereinigten Trypsiligase-Varianten
wurde eine Transamidierungsreaktion mit Modellsubstraten durchgefiihrt. In Analogie zur
Selektion und zum Screening wurde als Modellsubstrat Bz-AAYRHAAG-OH und als Nuk-
leophil H-RHAAGEQKLISEEDL-OH verwendet (vgl. 3.6.2, S. 82). Hinsichtlich der enzym-
katalysierten Reaktion wurden neben der maximalen Ausbeute an Aminolyseprodukt auch die
apparenten Wechselzahlen der Aminolyse- sowie Hydrolysereaktion ermittelt (Tab. 25). Die
Transamidierungsreaktion wurde bei einer Substratkonzentration von 250 uM sowie einem
zweifachen Uberschuss an Nukleophil (500 uM) durchgefiihrt. Unter der Annahme, dass kei-
ne Hydrolyse von Substrat und Produkt stattfinden, ergibt sich aus diesem molaren Verhéltnis
der Abgangsgruppe des Substrates (kann erneut als Nukleophil agieren) zu extern hinzugege-
benem Peptidnukleophil im thermodynamischen Gleichgewicht eine theoretisch maximal
erreichbare Ausbeute von 66,7 %.

Zunichst wurde die native Trypsiligase als Referenzenzym gemessen. Diese erreicht unter
den genannten Reaktionsbedingungen eine maximale Ausbeute an Aminolyseprodukt von
38,1 % mit einer apparenten Wechselzahl fiir die Aminolysereaktion von 0,034 s'. Mit einer
apparenten Wechselzahl von 0,007 s verliuft die konkurrierende Hydrolysereaktion um den
Faktor 4,7 langsamer. Im Vergleich zu Trypsiligase zeigten alle im Screening identifizierten
Trypsiligase-Varianten eine um den Faktor 1,1 bis 1,5 gesteigerte Ausbeute an Aminolysep-
rodukt. MaBgeblich hierfiir scheint ein verbessertes Verhiltnis von Aminolyse- zu Hydrolyse-
geschwindigkeit zu sein, welches bei allen Varianten beobachtet werden konnte. So ergaben
sich hierbei Faktoren von 8,9 bis 47,7, wihrend die native Trypsiligase lediglich einen Faktor
von 4,7 erreichte.

Dies ergab sich im Wesentlichen durch eine verminderte Hydrolyseaktivitit seitens der Tryp-
siligase-Varianten. So zeigt beispielsweise Trypsiligase-Variante 2G10 zwar eine mit Trypsi-
ligase vergleichbare apparente Wechselzahl fiir die Aminolyse von 0,032 s, die apparente
Wechselzahl der konkurrierende Hydrolysereaktion lag jedoch mit 0,0007 s um eine Gro-
Benordnung niedriger. Diese verminderte Hydrolyseaktivitit bedingt eine beachtliche Ausbeu-
testeigerung, welche mit 58,1 % nahezu im Bereich der theoretisch erreichbaren
Maximalausbeute von 66,7 % liegt. Zudem zeigten die zwei Varianten 2D8 und 4H3 eine mit
Trypsiligase vergleichbare Hydrolyseaktivitit von 0,0082 s™' respektive 0,0075 s™'. Die Wech-

selzahl der Aminolysereaktion war jedoch um den Faktor 2 bis 3 erhoht, was wiederum zu
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einer erhohten Ausbeute an Aminolyseprodukt fiihrte. Resultierend aus der primédren Analyse
des synthetischen Potentials aller identifizierten Enzymvarianten (vgl. Tab. 25) wurde Trypsi-
ligase-Variante 2G10 aufgrund der hochsten Ausbeute an Aminolyseprodukt bei moderater
Katalysegeschwindigkeit als vielversprechendster Biokatalysator befunden und sollte

detailiert in fortfithrenden Arbeiten charakterisiert werden.

Tabelle 25: Ubersicht zur primiiren Analyse der identifizierten Biokatalysatoren hinsichtlich
Aminosiduresequenz und Syntheseeffizienz. Reaktionsbedingungen: 2,5-40 uM Enzymvariante, 250 uM Bz-
AAYRHAAG-OH, 500 uM H-RHAAGEQKLISEEDL-OH in 100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl,,
100 uM ZnCl,, pH 7,8 bei T = 30 °C. AL: Aminolyse, HL: Hydrolyse, n.b.: nicht bestimmbar, §: Variante aus
Selektion A, #: Variante aus Selektion B, {f: Sequenz wurde in Selektion A und B gefunden, *: Sequenz wurde
fiinfmal gefunden, **: Sequenz wurde zweimal gefunden.

Sequenzen randomisierter Positionen Primére enzymatische Charakterisierung
Variante | P-40 P-55 P-97 P99 P-190 P-192 , "o (o | K AL(s") KZTHL(s") k= ALk HL
Trypsiligase| H A K L S Q 38,1 0,0338 0,00H 4,7
2G10* P S D F S E 58,1 o,o315| 0,0007 47,7
4E10% P S H F T I 51,3 0,0031 0,0002 20,5
4B5+ N T F Y A P 50,2 0,0153 0,0006 ' 24,3
2ps8t N \ w Y S E 46,5 0,0973 0,0082 11,8
3a11 N A W F s G 45,0 0,0179f  0,0020 8,9
4aH3" S A w w A | D 44,8 0,0712 80,0075 9,4
188* I S D F v Y 43,5 u,o14or 0,0009 15,8
1G1T N/L/QIM | APIT w FIV Vv Yw n.b. n.b. n.b. n.b.
4B1 01' N/K AISIYID | WIYID FIY Vim DIYIF n.b. n.b. n.b. n.b.
4F61' SIF A wiy/Q WIYIN | SIA/YID | DINIMI n.b. n.b. n.b. n.b.

4.5 Detaillierte Charakterisierung der Trypsiligase-Variante 2G10

Als Grundlage fiir eine mogliche praxisorientierte Verwendung von Trypsiligase-Variante
2G10 zur Modifizierung therapeutisch relevanter Proteine, wie beispielsweise Antikorper
oder deren Fragmente, sollte eine detaillierte Charakterisierung fiir Trypsiligase-Variante
2G10 hinsichtlich enzymkinetischer Eigenschaften durchgefiihrt werden. Dies umfasste im
Wesentlichen Untersuchungen zur Enzymspezifitiat, zur pH- und Temperaturabhingigkeit

sowie einer detaillierten Betrachtung der enzymkatalysierten Transamidierungsreaktion.

4.5.1 Untersuchungen zur Enzymspezifitiit

Zunichst sollte untersucht werden, ob sich durch die eingefiihrten Mutationen die Spezifitit
der Trypsiligase-Variante 2G10 fiir die Erkennungssequenz YRH im Vergleich zur nativen

Trypsiligase verdndert hat. Hierzu wurden Hydrolysestudien mit einer Bibliothek von
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Peptidsubstraten mit der allgemeinen Sequenz Bz-AAX 11 X022 X223AAG-OH durchgefiihrt, bei
denen jeweils die Aminosduren in der P1 (X,a1), P1' (Xaa2) sowie P2' (X,43)-Position variiert
wurden (vgl. 3.6.1, S. 80). Zur priméren Diskriminierung potentieller Erkennungssequenzen
wurden die apparenten Wechselzahlen der Hydrolysereaktion fiir die verschiedenen

Peptidsubstrate bei einer konstanten Substratkonzentration von 1 mM gemessen (Abb. 15A).

Die hierbei erhaltenen Ergebnisse waren mit der nativen Trypsiligase vergleichbar.“54]

A B =
R;-YRH-R; - j 0,06 - <
R,-YKH-R, - | s
R,-FRH-R, ) 0,05 -
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Abbildung 15: Ermittlung der spezifischen Erkennungssequenz fiir Trypsiligase-Variante 2G10. A) Be-
stimmung der spezifischen Hydrolyseaktivitit von Trypsiligase-Variante 2G10 gegeniiber Peptidsubstraten mit
variierenden Aminosduren in der P1-, P1'- sowie P2'-Position. Reaktionsbedingungen: 1-5 uM Trypsiligase-
Variante 2G10, 1000 uM Bz-AAX,,1X10Xa3AAG-OH in 100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl,,
100 pM ZnCl,, pH 7,8 bei T = 30 °C. B) Bestimmung der apparenten Wechselzahlen fiir die Hydrolyse ausge-
wihlter Peptidsubstrate bei variierender Substratkonzentration. Die Messwerte wurden als Funktion der Sub-
stratkonzentration aufgetragen und durch eine nichtlineare Regression erfolgte die Bestimmung der enzymkineti-
schen Parameter K, und k., 11, welche in Tabelle 26 zusammengefasst sind. Reaktionsbedingungen: 0,2-0,5 uM
Trypsiligase-Variante 2G10, 67,5-5000 pM Bz-AAX,,1X:2X23AAG-OH in 100 mM HEPES, 100 mM NaCl,
10 mM CacCl,, 100 uM ZnCl,, pH 7,8 bei T = 30 °C. R;: Bz-AA; R,: AAG-OH. Alle aufgetragenen Wechselzah-
len stellen den Mittelwert zweier unabhingig durchgefiihrten Messreihen dar. Die Fehlerbalken représentieren
die Standardabweichung des Anstiegs aus der Geradengleichung der linearen Regressionsanalyse der
Progresskurven.

Es zeigte sich fiir die P2'-Position, dass eine Substitution des Histidins sowohl durch eine po-
lare, unpolare oder geladene Aminosdure zu einer starken Verminderung der Hydrolysege-
schwindigkeit fiihrt. Die fiir Trypsiligase beschriebene Priferenz fiir eine basische Aminosau-
re in der P1'-Position zeigt sich ebenfalls fiir Trypsiligase-Variante 2G10. Ein Austausch des
Arginins in dieser Position gegen eine unpolare oder saure Aminosdure fithrte zum vollstin-
digen Aktivitdtsverlust, wohingegen fiir das Peptid mit der Erkennungssequenz YKH eine
vergleichbare apparente Wechselzahl ermittelt werden konnte. In der P1-Position zeigte sich
eine vergleichbar gute Akzeptanz fiir die aromatischen Aminoséduren Tyrosin und Phenylala-

nin. Eine Substitution des Tyrosins zum Tryptophan fiihrte hingegen zu einer Verminderung
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der Hydrolyseaktivitit um eine Grolenordnung. Auch ein Austausch zu einer Aminosiure mit
aliphatisch unpolarer (Leu, Ala) oder geladener Seitenkette fiihrte zu einer drastischen Ver-
minderung der Enzymaktivitdt. So ergaben sich fiir die drei Peptide mit den Erkennungsse-
quenzen YRH, YKH und FRH die hochsten spezifischen Hydrolyseaktivititen. Fiir diese
wurden die enzymkinetischen Parameter K, und k. in einem Folgeexperiment ermittelt
(Abb. 15B).

Wie in Tabelle 26 ersichtlich ist, zeigte Trypsiligase-Variante 2G10 mit 689 M™' x s™' die
hochste katalytische Effizienz fiir das Substrat mit der Erkennungssequenz YRH, gefolgt von
FRH mit 407 M x s sowie YKH mit 273 M x s'. Die Verringerung der katalytischen Effi-
zienz fiir die FRH- sowie YKH-Sequenz ergibt sich bei einem vergleichbaren kg,-Wert im
Wesentlichen aus einer Erhohung des K,-Wertes von 80,0 uM (fiir YRH) auf 139,3 uM (fiir
FRH) respektive 240,7 uM (fiir YKH). Somit zeigte Trypsiligase-Variante 2G10 die hochste
Spezifitit fiir die Erkennungssequenz YRH.

Tabelle 26: Zusammenfassung enzymkinetischer Parameter fiir die Hydrolyse diverser Peptidsubstrate
durch die Trypsiligase-Variante 2G10 sowie Trypsiligase. HL: Hydrolysereaktion

Trypsiligase-Variante 2G10 Trypsiligase!'*”
Substrat -1 kcat/Km Km kcat HL kcat/Km
R;-YRH-R, 80,0+43 0,056 £ 0,001 698 800 0,27 337
R;-FRH-R; 1393+£74 0,057 £0,001 407 2900 0,26 89
R;-YKH-R; | 240,7 £6,5 0,065 £ 0,001 273 1800 0,27 150

Dieser Befund korreliert mit der Spezifitit der nativen Trypsiligase, bei der die katalytische
Effizienz fiir YKH jedoch hoher ist als fiir FRH. Beim Vergleich der enzymkinetischen Para-
meter von Trypsiligase-Variante 2G10 und Trypsiligase fiir die Erkennungssequenz YRH
zeiget sich, dass (i) der K,-Wert bei Trypsiligase-Variante 2G10 um den Faktor 10 erniedrigt
ist, was in erster Nidherung mit einer Erh6hung der Affinitit zum Substrat um den Faktor 10

korreliert und (i1) der k.,-Wert fiir die Hydrolysereaktion um den Faktor 5 erniedrigt ist.

4.5.2 Untersuchungen zur Abhingigkeit der Transamidierungsreaktion

von der Nukleophilkonzentration

Im Rahmen der Hydrolysestudien konnte gezeigt werden, dass Trypsiligase-Variante 2G10

die hochste Spezifitit gegeniiber der Erkennungssequenz YRH aufweist. Hierbei konnten fiir
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die Hydrolyse des Substrates Bz-AAYRHAAG-OH eine Katalysekonstante von 0,056 s so-
wie ein K,-Wert von 80 uM bestimmt werden. In einer weiteren Studie sollten die enzymki-
netischen Parameter der durch Trypsiligase-Variante 2G10 katalysierten Transamidie-
rungsreaktion in Anwesenheit eines peptidischen Nukleophils (Acylakzeptor) bestimmt wer-
den (vgl.3.6.2,S. 82). Fiir die Messungen wurde das Substrat Bz-AAYRHAAG-OH als
Acyldonor sowie das peptidische Nukleophil H-RHAK-OH als Acylakzeptor eingesetzt. Die
verwendete Substratkonzentration entsprach mit 80 uM dem zuvor bestimmten K,-Wert und
wurde bei allen Messungen konstant gehalten. Die Messungen fiir Trypsiligase als Referenz
erfolgten unter gleichen Bedingungen. Demzufolge entsprechen die ermittelten apparenten
keca-Werte fiir die Hydrolyse- sowie Aminolysereaktion von Trypsiligase-Variante 2G10 dem
halbmaximalen tatsdchlichen k.,-Wert und von Trypsiligase einem Zehntel des tatsichlichen
kea-Wertes. Die Konzentration des Nukleophils wurde zwischen 0-9600 uM (bzw. O-
4800 uM bei Trypsiligase) variiert. Die Partitionierung der Deacylierungsreaktion via Amino-
lyse oder Hydrolyse erlaubt die gleichzeitige Bestimmung der apparenten Wechselzahlen fiir
die Aminolyse- sowie Hydrolysereaktion.

In Abbildung 16 ist die graphische Auftragung der ermittelten Wechselzahlen gegen die Kon-
zentration des peptidischen Nukleophils fiir Trypsiligase-Variante 2G10 dargestellt. Die kor-
respondierende Auftragung fiir Trypsiligase befindet sich im Anhang (vgl. Anhang Abb. Al1,
S. 182). Bei Trypsiligase-Variante 2G10 konnte fiir die Deacylierung via Aminolyse eine ap-
parente Wechselzahl von 0,05 s bei einer Nukleophilkonzentration von 400 uM gemessen
werden. Eine weitere Erhohung der Nukleophilkonzentration fiihrte konzentrationsabhingig
zur Verlangsamung der Aminolysereaktion. Ein @hnliches Verhalten zeigte sich fiir Trypsili-
gase. Der Kurvenverlauf ist hierbei typisch fiir eine Substratiiberschuss-Hemmung. Fiir die
Hydrolysereaktion konnte eine maximale Wechselzahl von 0,031 s in Abwesenheit des pep-
tidischen Nukleophils gemessen werden. Bei Zugabe des Nukleophils H-HRHAK-OH nahm die
Aktivitdt der Deacylierung via Hydrolyse ab. Die Auftragung der apparenten Wechselzahlen
gegen die Nukleophilkonzentration ergibt einen inversen hyperbolen Kurvenverlauf. Durch
eine nicht lineare Regression der aufgetragenen Werte fiir die Aminolyse- sowie Hydrolyse-
reaktion (vgl. 3.6.2, S. 82) konnten die in Tabelle 27 zusammengefassten enzymkinetischen
Parameter fiir die durch Trypsiligase-Variante 2G10 sowie Trypsiligase-katalysierte Transa-
midierungsreaktion bestimmt werden.

Bei Trypsiligase-Variante 2G10 konnte fiir das peptidische Nukleophil als Acylaktzeptor ein

Kn-Wert von 43,1 uM bestimmt werden. Dieser befindet sich in der gleichen Gréenordnung,
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wie der fiir das Substrat bestimmte K,,-Wert von 80 uM. Fiir Trypsiligase konnte mit

193,7 uM ein um Faktor 4,5 gesteigerter K,,-Wert fiir das Nukleophil bestimmt werden.
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I‘.: O
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T
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T o
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Abbildung 16: Graphische Auswertung zur Abhéngigkeit der durch Trypsiligase-Variante 2G10 kataly-
sierten Transamidierungsreaktion von der Konzentration des peptidischen Nukleophils. Die Messung der
apparenten Wechselzahlen fiir die Aminolyse- sowie Hydrolysereaktion erfolgte bei einer variierenden Nukleo-
philkonzentration von 0-9600 pM. Die erhaltenen Messwerte wurden als Funktion der Nukleophilkonzentration
aufgetragen. Die nichtlineare Regressionsanalyse sowie die Ermittlung der enzymkinetischen Parameter erfolg-
ten fiir die Aminolysereaktion mittels der Gleichungen 5-7 und fiir die Hydrolysereaktion mittels Gleichung 8.
Die enzymkinetischen Parameter werden in Tabelle 27 zusammengefasst. Reaktionsbedingungen: 0,1 pM Tryp-
siligase-Variante 2G10, 80 uM Bz-AAYRHAAG-OH, 0-9600 uM H-RHAK-OH in 100 mM HEPES, 100 mM
NaCl, 10 mM CaCl,, 100 uM ZnCl,, pH 7,8 bei T = 30 °C. Alle aufgetragenen Wechselzahlen stellen den Mit-
telwert zweier unabhingig durchgefiihrten Messreihen dar. Die Fehlerbalken reprisentieren die Standardabwei-
chung des Anstiegs aus der Geradengleichung der linearen Regressionsanalyse.

Tabelle 27: Zusammenfassung der enzymkinetischen Parameter des peptidischen Nukleophils bezogen auf
die enzymkatalysierte Transamidierungsreaktion. AL: Aminolysereaktion, HL: Hydrolysereaktion,

szf Aol? t.' optimale apparente Wechselzahl der Aminolysereaktion, [N,y ]: optimale Nukleophilkonzentration.

Aminolyse Hydrolyse
Enzym kcat, AL Km Ki k ;ﬂl:’Ao]_l,) ‘ [Nopt] Km' kcat, HL
(s (nM) (nM) ) M) | (M) (™)
2G10 0,062 43,1 2395,5 25,5 0,031
+ 0,002 +4,6 +241,9 0,045 3213 +2,0 +0,001
Trypsiligase 0,051 193,7 1315,7 137,5 0,051

0029 5048 +17,5 +0,002

+ 0,005 +37,6 +246,2

Durch die Nukleophil-bedingte Hemmung der Deacylierung mittels Aminolyse konnte fiir
Trypsiligase-Variante 2G10 unter den gegebenen Reaktionsbedingungen eine optimale appa-

opt

car ) Von 0,049 s berechnet werden. Diese wird bei einer optima-

rente Katalysekonstante (k,
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len Nukleophilkonzentration von 320 uM erreicht. Dies korreliert mit dem gemessenen Wert
von 0,05 s bei einer Nukleophilkonzentration von 400 uM. Fiir die ungehemmte Reaktion
konnte eine Katalysekonstante von 0,062 s"! berechnet werden werden. Dabei ergibt sich fiir
das Nukleophil ein K;-Wert von 2395,5 uM.

Fiir die ebenfalls ablaufende Deacylierung des Acyl-Enzym-Intermediates durch Wasser
konnte fiir Trypsiligase-Variante 2G10 bereits bei einer Nukleophilkonzentration von
25,5 uM eine Halbierung der maximalen Katalysegeschwindigkeit verzeichnet werden. Bei
Trypsiligase trat eine Halbierung erst bei einer Nukleophilkonzentration von 137,5 uM auf.
Resultierend aus dem Ergebnis fiir Trypsiligase-Variante 2G10 wurden alle weiteren Studien
zur Temperatur-, pH-Wert- sowie Zinkionenabhéngigkeit bei einer Substratkonzentration von

80 uM sowie 5 Aquivalenten Nukleophil (400 uM) durchgefiihrt.

4.5.3 Untersuchungen zur Temperaturabhingigkeit der Transamidie-

rungsreaktion

Die Untersuchung der Temperaturabhingigkeit der Transamidierungsreaktion von Trypsiliga-
se-Variante 2G10 erfolgte wie unter 3.6.2 beschriecben. Hierbei wurden
Transamidierungsstudien mit 80 pM Substrat (Bz-AAYRHAAG-OH) sowie 400 uM Nukleo-
phil (H-RHAK-OH) bei variierender Temperatur durchgefiihrt. Die eingesetzte Substratkon-

zentration korreliert mit dem ermittelten K,,-Wert fiir das Substrat, womit die ermittelten ap-

app

parenten Wechselzahlen (k_g;

) fiir die Aminolyse- sowie Hydrolysereaktion gemif3 Glei-
chung 10 den halbmaximalen Werten entsprechen, welche bei Substratsittigung erreicht wer-
den. Fiir die graphische Auswertung erfolgte die Auftragung der apparenten Wechselzahlen
(kcPP) fiir Aminolyse- sowie Hydrolysereaktion gegen die Temperatur (Abb. 17A). Zur ther-
modynamischen Beschreibung des Ubergangszustandes bei der Deacylierung des Acyl-
Enzym-Intermediates mittels Wasser oder Peptidnukleophil sollten die freie Aktivierungsent-
halpie AG', die Aktivierungsenthalpie AH', sowie die Aktivierungsentropie AS' des aktivierten
Komplexes bestimmt werden. Hierzu wurden zunéchst die Katalysekonstanten (kc.), welche
bei Substratsittigung erhalten werden, mittels Gleichung 9 berechnet. Anschlielend erfolgte
eine graphische Auswertung nach EYRING, wobei die logarithmierten Werte der temperatur-
normierten theoretischen Wechselzahlen fiir Aminolyse- sowie Hydrolysereaktion als Funkti-
on der reziproken absoluten Messtemperatur aufgetragen wurden (Abb. 17B).

Innerhalb des Temperaturintervalls von 283,15 K bis 298,15 K ergibt sich bei dieser Auftra-

gung ein linearer Kurvenverlauf. Dies entspricht dem Temperaturbereich, in dem sich fiir das
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Enzym kein temperaturinduzierter Aktivitdtsverlust ergibt. Erst oberhalb von 298,15 K wei-
chen die Messdaten vom linearen Verlauf ab, was vermutlich auf eine thermisch induzierte
Denaturierung des Enzyms zuriickzufiihren ist. Die Berechnung der thermodynamischen Pa-
rameter erfolgte durch eine Regressionsanalyse des linear verlaufenden Bereichs mittels der
linearisierten EYRING-Gleichung (GI. 11). Aufgrund der geringen Anzahl von Datenpunkten
innerhalb des betrachteten Temperaturintervalls dienen die ermittelten Parameter lediglich zur
initialen thermodynamischen Beschreibung des Ubergangszustandes bei der Deacylierung des
Acyl-Enzym-Intermediates via Aminolyse oder Hydrolyse. Der Anstieg der Geraden ent-
spricht -AH'/R. Da dieser bei der Hydrolyse- sowie Aminolysereaktion nahezu gleich war,
wurde der Anstieg der Aminolyse gleich dem berechneten Anstieg der Hydrolyse gesetzt. Die
Aktivierungsentropie AS' ergibt sich aus dem Schnittpunkt der Geraden mit der y-Achse und
wurde mittels Gleichung 11 berechnet. Die freie Aktivierungsenthalpie wurde schlieBlich mit-
tels der Gibbs-Helmholtz-Gleichung (Gl. 12) berechnet. Die thermodynamischen Parameter

fiir die Aminolyse- sowie Hydrolysereaktion sind in Tabelle 28 zusammengefasst.
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Abbildung 17: Graphische Auswertung zur Temperaturabhéingigkeit der Transamidierungsreaktion fiir
Trypsiligase-Variante 2G10. Die Messung der apparenten Wechselzahlen fiir die Aminolyse- sowie Hydrolyse-
reaktion erfolgte bei einer Variation der Messtemperatur zwischen 10 und 50 °C. A) Direkte Auftragung der
apparenten Wechselzahlen als Funktion der Messtemperatur. B) Entsprechend einer Analyse nach EYRING wur-
den die auf die Messtemperatur normierten apparenten Wechselzahlen logarithmiert und als Funktion der rezip-
roken Messtemperatur aufgetragen. Eine Regressionsanalyse zur Bestimmung der thermodynamischen Parame-
ter erfolgte fiir den Temperaturbereich 283,15-298,15 K. Diese sind in Tabelle 28 zusammengefasst. Reaktions-
bedingungen: 0,05-0,2 uM Trypsiligase-Variante 2G10, 80 uM Bz-AAYRHAAG-OH, 400 uM H-RHAK-OH in
100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 100 uM ZnCl,, pH 7,8 bei T = 283,15-323,15 K. Alle aufgetra-
genen Wechselzahlen stellen den Mittelwert zweier unabhéngig durchgefiihrten Messreihen dar. Die Fehlerbal-
ken représentieren die Standardabweichung des Anstiegs aus der Geradengleichung der linearen Regressionsana-
lyse.

Es ist ersichtlich, dass fiir die Ausbildung des aktivierten Komplexes bei der Deacylierung via

Aminolyse eine geringere freie Aktivierungsenthalpie bendtigt wird, als bei der Deacylierung
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mittels Hydrolyse. Ausschlaggebend hierfiir sind die unterschiedlichen entropischen Beitrige
der beiden Reaktionen. So ergibt sich fiir Hydrolysereaktion nahezu keine Anderung bei der
Aktivierungsentropie AS’, wihrenddessen bei der Aminolysereaktion eine deutliche
Entropiezunahme zu verzeichnen ist. Die Differenz der Aktivierungsentropien von Aminolyse
zu Hydrolyse (AASH betriigt ca. 30 J*mol™. Hinsichtlich der freien Aktivierungsenthalpie
ergibt sich hieraus bei einer Reaktionstemperatur von 298,15 K ein Energiebetrag von
ca. -9 kJ*mol™. Somit ist die Deacylierung via Aminolysereaktion aufgrund einer geringeren

freien Aktivierungsenthalpie gegeniiber der Hydrolysereaktion favorisiert.

Tabelle 28: Zusammenfassung der thermodynamischen Parameter fiir die durch Trypsiligase-Variante
2G10 katalysierte Transamidierungsreaktion im Temperaturbereich von 283,15-298,15 K.

Aminolyse Hydrolyse
AG' AG'
AH' AS' : AH' AS' :
kJ*mol™)  (J*K*mol™) b(eli .]2"‘931, ;51)K kJ*mol™)  (J*K'*mol™) b(eli ,]2"‘931’(}151?
87,2+9,5 27,3+4,6 79,1 87,2+9,5 -3,2+£0,5 88,2

4.5.4 Untersuchungen zur pH- sowie Zinkionenabhingigkeit der Transa-

midierungsreaktion

Die Untersuchungen der pH- sowie Zinkionenabhingigkeit von Trypsiligase-Variante 2G10
erfolgten wie unter 3.6.2 (S. 82) beschrieben. Hierzu wurde (i) der pH-Wert zwischen 6,6 und
8,4 variiert und (ii) eine Zinkionenkonzentration zwischen 0 und 800 uM verwendet. Wie in
Abbildung 18 sowie Tabelle 29 ersichtlich ist, konnte fiir die Aminolysegeschwindigkeit ein
Maximalwert von 0,058 s bei einem pH-Wert von 7,4 ermittelt werden. Die korrespondie-
rende Hydrolysegeschwindigkeit liegt bei 0,0017 s™'. Hiervon ausgehend fiihrt eine Verringe-
rung bzw. Erhohung des pH-Wertes zur Erniedrigung der Aminolysegeschwindigkeit mit Mi-
nimalwerten von 0,046 s sowie 0,041 s! bei pH-Wert 6,6 respektive 8,4. Die korrespondie-
renden Hydrolysegeschwindigkeiten liegen bei 0,0025 s und 0,0020 s (Tab. 29). Somit
ergibt sich fiir den vermessenen pH-Wert Bereich ein giinstiges Verhiltnis von Aminolyse- zu
Hydrolysegeschwindigkeit zwischen 18 und 35. Hinsichtlich der katalysierten Transamidie-
rungsreaktion zeigt Trypsiligase-Variante 2G10 somit eine hohe Toleranz beziiglich des ver-
wendeten pH-Wertes im Reaktionsansatz. Weitere Transamidierungsstudien wurden bei ei-
nem pH-Wert 7,8 durchgefiihrt. Dies entspricht den Standardreaktionsbedingungen der nati-
ven Trypsiligase und ermoglicht einen Vergleich der publizierten Daten mit den in dieser Ar-
beit generierten Daten.
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Abbildung 18: Graphische Auswertung zur Abhéngigkeit der durch Trypsiligase-Variante 2G10 kataly-
sierten Transamidierungsreaktion vom pH-Wert. Die Messung der apparenten Wechselzahlen fiir die Ami-
nolyse- sowie Hydrolysereaktion erfolgte in einem pH-Bereich von 6,6 bis 8,4. Die ermittelten Messwerte sind
in Tabelle 29 zusammengefasst. Reaktionsbedingungen: 0,1 uM Trypsiligase-Variante 2G10, 80 uM Bz-
AAYRHAAG-OH, 400 uM H-RHAK-OH in 100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 100 uM ZnCl,,
pH 6,6-8,4 bei T = 30 °C. Alle aufgetragenen Wechselzahlen stellen den Mittelwert zweier unabhéngig durchge-
fiihrten Messreihen dar. Die Fehlerbalken reprédsentieren die Standardabweichung des Anstiegs aus der Gerad-
engleichung der linearen Regressionsanalyse.

Tabelle 29: Zusammenfassung der apparenten Wechselzahlen fiir die Aminolyse sowie Hydrolyse bei
Variation des pH-Wertes fiir die durch Trypsiligase-Variante 2G10 katalysierte Transamidierungsreakti-
on. AL: Aminolysereaktion, HL: Hydrolysereaktion.

pH-Wert ket AL (s™) k et w, s™ kataL & ket
6,6 0,046 + 0,001 0,0025 £ 0,0001 18
6,8 0,053 £ 0,001 0,0023 +0,0001 23
7,0 0,055 £ 0,002 0,0020 + 0,0001 27
7,2 0,056 + 0,002 0,0018 +0,0001 32
7.4 0,058 + 0,000 0,0017 £ 0,0001 35
7,6 0,053 £ 0,001 0,0016 £ 0,0001 33
7,8 0,050 £ 0,001 0,0016 +0,0001 31
8,0 0,046 + 0,000 0,0018 + 0,0001 26
8,2 0,041 £ 0,001 0,0019 = 0,0001 22
8,4 0,041 £ 0,000 0,0020 + 0,0001 21

Beziiglich der Zinkionenabhéngigkeit fiir die Trypsiligase-Variante 2G10 zeigt Abbildung 19
die Abhingigkeit der Aminolyse- sowie Hydrolysegeschwindigkeit von der Zinkionen-
Konzentration. Die apparenten Wechselzahlen fiir die Aminolyse- sowie Hydrolysereaktion
bei variierender Zinkionen-Konzentration sowie deren Verhiltnis sind in Tabelle 30 zusam-

mengefasst.
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Abbildung 19: Graphische Auswertung zur Abhiingigkeit der Transamidierungsreaktion von der Zinkio-
nen-Konzentration fiir Trypsiligase-Variante 2G10. Die Messung der apparenten Wechselzahlen fiir die
Aminolyse- sowie Hydrolysereaktion erfolgte bei einer variierenden Zinkionen-Konzentration von 0-800 pM.
Die erhaltenen Messwerte wurden als Funktion der Zinkionen-Konzentration aufgetragen und sind in Tabelle 30
zusammengefasst. Reaktionsbedingungen: 0,1 uM Trypsiligase-Variante 2G10, 80 uM Bz-AAYRHAAG-OH,
400 uM H-RHAK-OH in 100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM CacCl,, 0-800 uM ZnCl,, pH 7,8 bei T =
30 °C. Alle aufgetragenen Wechselzahlen stellen den Mittelwert zweier unabhingig durchgefiihrten Messreihen
dar. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung des Anstiegs aus der Geradengleichung der linea-

ren Regressionsanalyse.

Tabelle 30: Zusammenfassung der apparenten Wechselzahlen fiir die Aminolyse sowie Hydrolyse im Dea-

cylierungsschritt der Transamidierungsreaktion bei

Aminolysereaktion, HL: Hydrolysereaktion.

Variation der Zinkionenkonzentration. AL:

[Zn**] (uM) ket AL (s™) k et w, s™ keatar * Keacnr
0 0,001 + 0,001 0,0009 + 0,0001 1
5 0,018 + 0,004 0,0024 + 0,0000 8
10 0,028 + 0,006 0,0023 + 00,0001 12
25 0,044 + 0,003 0,0021 + 0,0000 21
50 0,051 0,003 0,0019 + 0,0000 26
75 0,051 +£ 0,001 0,0017 = 0,0000 30

100 0,050 % 0,006 0,0016 = 0,0000 31
200 0,045 + 0,006 0,0018 + 0,0000 24
400 0,025 + 0,002 0,0015 % 0,0000 16
800 0,006 + 0,001 0,0020 + 0,0001 3

Hierbei zeigte sich:

(1) dass die Aminolysegeschwindigkeit mit steigender Zinkionenkonzentration zunimmt, wo-
bei eine maximale Katalysegeschwindigkeit zwischen 50-100 uM Zinkionen erreicht wird,

(i1) dass eine Erhohung der Zinkionen-Konzentration iiber 100 uM zu einer Verringerung der
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Aminolysegeschwindigkeit fiihrt, was eventuell durch eine Metallionen-induzierte Denaturie-
rung des Biokatalysators bedingt ist,

(ii1) dass die Aminolysereaktion in Anwesenheit von 50-100 uM Zinkionen um den Faktor 50
schneller ist, als ohne Zinkionen,

(iv) dass das beste Verhiltnis von Aminolyse- zu Hydrolysegeschwindigkeit (Faktor 31) bei
einer Zinkionen-Konzentration von 100 uM erreicht wird. Somit wurde bei allen weiterfiih-

rende Transamidierungsstudien eine Zinkionen-Konzentration von 100 uM eingesetzt.

4.5.5 Untersuchungen zur Syntheseeffizienz der Trypsiligase-Variante

2G10 am Modellsystem

Um die Syntheseeffizienz unterschiedlicher Biokatalysatoren miteinander vergleichen zu
konnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein graphisches Auswerteverfahren entwickelt, wel-
ches (i) die Abhingigkeit der Ausbeute an Transamidierungsprodukt von der eingesetzten
Substratkonzentration zeigt und (ii) die Abhidngigkeit der Ausbeute an Transamidierungspro-
dukt vom molaren Uberschuss an extern hinzugefiigtem Peptidnukleophil darlegt, wobei sich
fir die Produktausbeute eine Proportionalitit zum Verhiltnis von Abgangsgruppe zu
Peptidnukleophil ergibt.

Hierzu wurden fiir Trypsiligase-Variante 2G10 sowie fiir die native Trypsiligase die Ausbeu-
ten an Transamidierungsprodukt bei einer hohen sowie niedrigen Substratkonzentration
(250 uM respektive 15 uM) in Anwesenheit von 2, 5, 10 sowie 20 molaren Aquivalenten des
peptidischen Nukleophils gemessen. Fiir die graphische Darstellung erfolgte eine Auftragung
der Produktausbeute gegen die Anzahl an Aquivalenten des Peptidnukleophils bei hoher so-
wie niedriger Substratkonzentration. Die Fliche zwischen den sich hieraus ergebenden Kur-
ven der hohen und niedrigen Substratkonzentration wird im Folgenden als Syntheseprofil be-
zeichnet. In Abbildung 20 sind die Syntheseprofile der nativen Trypsiligase sowie der Trypsi-
ligase-Variante 2G10 gezeigt. Zudem ist ein theoretischer Kurvenverlauf gezeigt, welcher
sich ergeben wiirde, wenn die enzymkatalysierte Deacylierungsreaktion ausschlieBlich iiber
eine Aminolyse des Acyl-Enzym-Intermediates verlaufen wiirde.

Ein Vergleich der Syntheseprofile von Trypsiligase-Variante 2G10 sowie Trypsiligase zeigt
(i) eine deutliche Verschiebung des Syntheseprofils von Trypsiligase-Variante 2G10 hin zum
thermodynamisch idealen Kurvenverlauf und (ii) fiir Trypsiligase-Variante 2G10 eine Verrin-

gerung der Differenz bei den erzielten Produktausbeuten mit hoher sowie niedriger Substrat-
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konzentration bei gleicher Aquivalentanzahl an Peptidnukleophil, was wiederum mit einer
deutlich gesteigerten Syntheseeffizienz bei niedrigen Substratkonzentrationen korreliert.
Somit konnte fiir Trypsiligase-Variante 2G10 bei allen Substrat-Nukleophil-Kombinationen
eine deutliche Steigerung der Syntheseeffizienz im Vergleich zur nativen Trypsiligase ver-
zeichnet werden, deren Ausprigung mit abnehmender Substratkonzentration deutlich groB3er
wird. Beispielhaft hierfiir sollen die Ausbeuten bei hoher und niedriger Substratkonzentration
mit einem zweifachen Uberschuss an Nukleophil betrachtet werden. Trypsiligase erreicht bei
den genannten Bedingungen Ausbeuten von 42,2 % bei 250 uM Substrat sowie 10,9 % bei
15 uM Substrat. Bei hoher Subtratkonzentration erreicht Trypsiligase-Variante 2G10 eine
Ausbeute von 59,3 %, was eine Steigerung um den Faktor 1,4 bedeutet. Bei 15 uM Substrat
erzielt Trypsiligase-Variante 2G10 mit 39,6 % eine um den Faktor 3,6 gesteigerte Ausbeute
gegeniiber Trypsiligase.

100

Produktausbeute (%)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Aquivalente Nukleophil

Abbildung 20: Vergleichende Darstellung der Syntheseprofile von Trypsiligase-Variante 2G10 sowie
Trypsiligase. Die Messung der Produktausbeuten fiir die Erstellung der Syntheseprofile erfolgte bei 15 uM und
250 uM Substrat in Kombination mit 2, 5, 10 sowie 20 molaren Aquivalenten Peptidnukleophil. Die erreichten
Produktausbeuten wurden als Funktion der Aquivalentanzahl an Nukleophil aufgetragen. Die rot gestrichelte
Linie zeigt einen theoretischen Kurvenverlauf mit den thermodynamisch maximal erreichbaren Produktausbeu-
ten. Reaktionsbedingungen: 0,5-10 uM Enzymvariante, 15/250 uM Bz-AAYRHAAG-OH, 2/5/10/20 mol. Aqui-
valente H-RHAK-OH in 100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM CacCl,, 100 uM ZnCl,, pH 7,8 bei T = 30 °C.
Alle aufgetragenen MeBwerte stellen den Mittelwert zweier unabhéingig durchgefithrten Messungen dar. Die
Fehlerbalken reprisentieren die mittlere absolute Abweichung.

4.6 Proteinmodifizierung mit Trypsiligase-Variante 2G10

Als ein praxisorientiertes Anwendungsbeispiel fiir die Modifizierung von Proteinen mit dem
Fokus der Generierung von Antikorper-Toxin-Konjugaten sollten zwei Fab-Fragmente mit
unterschiedlichen Funktionalititen modifiziert werden. In Anlehnung an das therapeutisch

zugelassene Antikorper-Toxin-Konjugat (ADC) Kadcyla® (Trastuzumab emtansin) sollte ein
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Her2/neu-spezifisches Fab-Fragment mit dem Toxin DM1 modifiziert werden. Desweiteren
sollte ein TNFa-spezifisches Fab-Fragment mit 20 kDa schwerem Polyethylenglycol, welches
im Folgenden als PEG20k bezeichnet wird, funktionalisiert werden. Diese Modifikation &h-
nelt dem therapeutisch zugelassenen Antikorper-Fragment-Konjugat Cimzia® (Certolizumab
pegol). Um die Modifzierungseffizienz der beiden Fab-Fragmente exakt miteinander verglei-
chen zu konnen, erfolgte zudem eine Kopplung mit einem Referenznukleophil, welches mit

Carboxyfluorescein ausgestattet wurde.

4.6.1 Priparative Herstellung von Fab-Fragmenten

Die priparative Herstellung aller in dieser Arbeit verwendeten Fab-Fragmente erfolgte wie
unter 3.2.1.3 (S. 55) beschrieben. Unter Verwendung des E. coli-Stammes BL21 (DE3) wurde
die periplasmatische Herstellung im 1-4 Liter-MaBstab durchgefiihrt. Nach Zellaufschluss
erfolgte eine Reinigung des im Zellextrakt befindlichen Fab-Fragmentes durch ein
chromatographisches Zweischrittreinigungsverfahren (vgl. 3.3.2, S. 60). Dieses bestand aus
einer Protein G-basierten Affinitdtschromatographie sowie einer nachfolgenden GrofBenaus-
schlusschromatographie. Beispielhaft hierfiir ist der in Abbildung 21 gezeigte Reinigungsver-
lauf eines Her2/neu-spezifischen Fab-Fragmentes, bei welchem der C-Terminus der schweren

Kette um die Aminosduresequenz H-TAAYRHAAGEQKLISEEDL-OH (unterstrichene Se-

quenz entspricht dem cMyc-tag, entsprechendes Fab wird im Weiteren als Anti-Her2-Fab-
TAAYRH-cMyc bezeichnet) verldngert wurde. Zundchst wurde das im Zellextrakt befindli-
che Fab-Fragment durch eine Protein G-basierte Affinitidtschromatographie isoliert und kon-
zentriert (Abb. 21A). In der sich anschlieBenden Grofenausschlusschromatographie konnte
auschlieBlich ein einzelner Peak bei einem Elutionsvolumen von ca. 55-65 ml verzeichnet
werden (Abb. 21B).

Zur Beurteilung der Reinheit des Fab-Fragmentes erfolgte fiir die Elutionsfraktionen eine
Analyse mittels nicht reduzierender SDS-PAGE (Abb. 21D). So konnte in den aufgetragenen
Fraktionen der Protein G-basierten Affinitdtschromatographie eine distinkte Proteinbande bei
einem apparenten Molekulargewicht von ca. 50 kDa detektiert werden, welche dem Fab-
Fragment mit disulfidverbriickter schwerer und leichter Kette zugeordnet werden konnte. Mit
einem deutlich geringeren Anteil konnten Banden bei einem apparenten Molekulargewicht
von ca. 25 kDa verzeichnet werden, bei welchen es sich vermutlich um unverbriickte schwere
oder leichte Ketten handelte. In den Bahnen, in denen Elutionsfraktionen der nachfolgenden

GroBenausschlusschromatographie aufgetragen wurden, konnte bei Fraktion 12 eine distinkte
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Proteinbande (Spezies 1) bei einem apparenten Molekulargewicht von ca. 50 kDa detektiert
werden. In den Fraktionen 13 bis 15 ist kurz unterhalb dieser Proteinbande eine weitere Bande
sichtbar, deren quantitativer Anteil von Fraktion 13 hin zu Fraktion 15 ansteigt. Eine
massenspektrometrische Analyse der einzelnen Fraktionen (Abb. 21C) ergab, dass die Frak-
tionen 13-15 neben dem gewiinschten Fab-Fragment Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc auch
proteolytische Abbauprodukte (Spezies 2-4) enthielten. Hierbei handelt es sich um Fab-
Fragmente mit einer proteolytischen Spaltung innerhalb der artifiziell eingefiihrten

Aminosduresequenz H-TAAYRHAAGEQKLISEEDL-OH.
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Abbildung 21: Ubersicht zum Reinigungsverlauf fiir das Her2/neu-spezifische Fab-Fragment Anti-Her-
Fab-TAAYRH-cMyc. A) Isolierung und Konzentration des Fab-Fragmentes im ersten Reinigunsschritt mittels
Protein G-basierter Affinitdtschromatographie. B) Zweiter Reinigungsschritt mittels Groenausschlusschroma-
tographie mit Fraktionierung des Elutionspeaks (Fraktion 12-15, rot). C) Chromatogramm der LC-MS-Analyse
fiir die Fraktionen 12-15 aus der Reinigung mittels GroBenausschlusschromatographie. Peak 1: Anti-Her-Fab-
TAAYRH-cMyc  (Me: 49580,4 Da;  Mge: 49581 + 1Da), Peak 2: Anti-Her-Fab-TAAYR-OH
(Mper.: 48058,7 Da; M,s: 48057 £ 1 Da); Peak 3: Anti-Her-Fab-TAA-OH (Mper: 47739,4 Da;
M,s: 47739 £ 1 Da); Peak 4: Anti-Her-Fab-TA-OH (My,,.: 47668,3 Da; Mt: 47666 = 1 Da). D) Gel der SDS-
PAGE-Analyse der Zweischrittreinigung des Fab-Fragmentes. Detektion mittels Coomassie-Farbung. Pr-G:
Protein G-basierte Affinitdtschromatographie; SEC: GroBenausschlusschromatographie.

So konnten als Spaltprodukte Anti-Her2-Fab-TA-OH, Anti-Her2-Fab-TAA-OH sowie Anti-
Her2-Fab-TAAYR-OH identifiziert werden. Die Fraktionen 13-15 wurden daraufhin verwor-
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fen. Fraktion 12, in welcher nur das gewiinschte Zielprotein Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc
detektiert werden konnte, wurde fiir eine weitere Verwendung konzentriert und bei -80 °C
gelagert.

Ein vergleichbarer Reinigungsverlauf konnte fiir ein TNFa-spezifisches Fab-Fragment erhal-
ten werden, welches in analoger Weise C-terminal mit der Aminosduresequenz

H-TAAYRHAAGEQKLISEEDL-OH ausgestattet wurde. Genau wie beim Her2/neu-

spezifischen Fab-Fragment ergaben sich fiir das Anti-TNFa-TAAYRH-cMyc proteolytischen
Spaltung innerhalb der artifiziell eingefithrten Aminosiduresequenz. Interessanterweise zeigten

Fab-Fragmente mit der C-terminalen Aminosiduresequenz H-THYRHAAGEQKLISEEDL-

OH keinerlei unerwiinschte Spaltprodukte.

Fir Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc ergab sich bei der Herstellung eine Ausbeute von ca.
1,4 mg je Liter Kulturmedium. Die finale Ausbeute reduzierte sich jedoch durch das Verwer-
fen der Fraktionen 13-15 auf ca. 0,3 mg je Liter Kulturmedium. Fiir das Fab-Fragment Anti-
TNFa-Fab-TAAYRH-cMyc ergab sich mit 0,5 mg je Liter Kulturmedium eine insgesamt ge-
ringere Ausbeute. Jedoch war der Anteil an degradiertem Fab-Fragment geringer, woduch

sich eine finale Ausbeute von 0,2 mg je Liter Kulturmedium ergab.

4.6.2 Studien zur Modifizierung von Fab-Fragmenten mittels Trypsiligase-
Variante 2G10

Um die Eignung der Trypsiligase-Variante 2G10 zur Modifizierung von Proteinen zu bestiti-
gen, sollten zwei verschiedene Fab-Fragmente mit diversen Peptidnukleophilen, welche sich
hinsichtlich ihrer vermittelten Funktionaltitdt unterschieden, derivatisiert werden. Die ent-
sprechenden Untersuchungen zur Syntheseeffizienz erfolgten wie unter 3.6.3 (S. 86) be-

schrieben.

Initiale Modifizierung mit Anti-Her2-Fab-THYRH-cMyc

Wie in Abbildung 22A gezeigt, wurde zunéchst eine initiale Modifizierungsstudie mit einem
Her2/neu-spezifischen Fab-Fragment durchgefiihrt, welches am C-Terminus der schweren
Kette (endet mit der Sequenz DKTH, welche der hinge-Region im Vollldngenantikorper ent-
spricht) mit der Erkennungssequenz YRH sowie einem cMyc-fag ausgestattet war. Dieses
wird im Folgenden als Anti-Her2-Fab-THYRH-cMyc bezeichnet und wurde freundlicher
Weise von K. GOLDNER (AG BorbDuUsA, MLU Halle-Wittenberg) zur Verfiigung gestellt.
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Fiir die Modifizierung wurde das Referenznukleophil RHAK(CF)-OH im zehnfachen Uber-
schuss eingesetzt, wobei die Konzentration des Fab-Fragmentes 100 uM betrug. Bei den Un-
tersuchungen zur Syntheseeffizienz mit dem Modellpeptid Bz-AAYRHAAG-OH konnte un-
ter gleichen Bedingungen eine Produktausbeute von ca. 82 % nach ca. 20 min erzielt werden
(Daten nicht gezeigt). Mit dem Anti-Her2-Fab-THYRH-cMyc wurde lediglich eine maximale

Produktausbeute von ca. 55 % nach einer Reaktionszeit von 150 min erzielt (Abb. 22B).
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Abbildung 22: Trypsiligase-Variante 2G10-katalysierte Modifizierung des Her2/neu-spezifischen Fab-
Fragmentes Anti-Her2-Fab-THYRH-cMyc mit Carboxyfluorescein. A) Schematische Darstellung der C-
terminalen Modifizierung von Anti-Her2-Fab-THYRH-cMyc mit Carboxyfluorescein katalysiert durch Trypsili-
gase-Variante 2G10. LC: Leichte Kette; HC: Schwere Kette B) Progesskurve der Modifizierung von Anti-Her2-
Fab-THYRH-cMyc mit Carboxyfluorescein. Die Ausbeuten an Aminolyseprodukt wurden als Funktion der
Reaktionszeit aufgetragen. Reaktionsbedingungen: 10 pM Trypsiligase-Variante 2G10, 100 uM Anti-Her2-Fab-
THYRH-cMyc, 1000 uM H-RHAK(CF)-OH in 100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM CacCl,, 100 uM ZnCl,,
pH 7,8 bei T = 30 °C. Alle aufgetragenen Messwerte stellen den Mittelwert zweier unabhingig durchgefiihrten
Messungen dar. Die Fehlerbalken représentieren die mittlere absolute Abweichung. In Tabelle 31 sind die wich-
tigsten Parameter der Modifizierungsreaktion zusammengefasst. C) Chromatogramm der LC-MS Analyse fiir
den Reaktionsansatz bei einer Reaktionszeit von 0 und 150 min. Peak 1: Anti-Her2-Fab-THYRH-cMyc
(Mper.: 49575,3 Da; Mg;: 49575 += 1Da), Peak 2: Anti-Her2-Fab-THYRHAK(CF)-OH (My,,.: 48748,4 Da;
M, 48749 + 1 Da); Peak 3: Anti-Her2-Fab-THY-OH (My,.: 47897,4 Da; M.: 47898 + 1 Da).

Die Ausbeute an Hydrolyseprodukt betrug zum Zeitpunkt des Maximums an Aminolysepro-
dukt ca.31%. Der hohe Anteil des Hydrolyseproduktes konnte ebenfalls

massenspektrometrisch bestitigt werden (Abb. 22C). Der Grund fiir die verminderte Ausbeute
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an Aminolyseprodukt liegt in einem verminderten Quotient aus Aminolyse- zu Hydrolysege-
schwindigkeit, welcher 3,3 betrug (Tab. 31). Fiir das Modellpeptid ergab sich hierbei ein Quo-
tient von ca. 40. Auch die Reaktionsgeschwindigkeit war mit 0,0013 s um den Faktor 30
vermindert. Als mogliche Ursache wurden hierbei die unterschiedlichen Aminoséuren in Posi-
tion P2 und P3 betrachtet, welche im Fab-Fragment Threonin und Histidin sind und im Mo-

dellpeptid jeweils Alanin.

Tabelle 31: Ubersicht zur initialen Modifizierungsstudie fiir das Fab-Fragment Anti-Her2-Fab-THYRH-
cMyc katalysiert durch die Trypsiligase-Variante 2G10. AP: maximale Ausbeute Aminolyseprodukt, HP:
Ausbeute Hydrolyseprodukt bei maximalem AP, AL: Aminolysereaktion, HL: Hydrolysereaktion.

AP (%) HP (%) ket ar (s™) k et ur, (s™) katar * keaonr,

55,2+0,1 30,9 +0,1 0,0013 + 0,0000 0,0004 + 0,0000 33

Optimierung der hinge-Region fiir die Modifizierung ausgewdhlter Fab-Fragmente

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, sollten Transmidierungsreaktionen mit Modellpeptiden
durchgefiihrt werden, welche (i) die hinge-Region mit der Sequenz DKTH im P-Bereich ab-
bilden und (ii) entsprechende Substitutionen von Aminosduren der urspriinglichen hinge-
Region gegen Alanin aufweisen. In Tabelle 32 sind die gemessenen Peptide sowie die dazu-
gehorigen enzymkinetischen Parameter der Transamidierungsreaktion zusammengefasst, wel-

che mit einem fiinffachen Nukleophiliiberschuss sowie 100 uM Peptidsubstrat erzielt wurden.

Tabelle 32: Ubersicht zu Transamidierungsstudien von Trypsiligase-Variante 2G10 mit ausgewiihlten
Peptidsubstraten. Reaktionsbedingungen: 2,5-5 uM Trypsiligase-Variante 2G10, 100 uM Peptidsubstrat,
500 uM H-RHAK-OH in 100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 100 uM ZnCl,, pH 7,8 bei T = 30 °C.
AP: Maximale Ausbeute Aminolyseprodukt, HP: Ausbeute Hydrolyseprodukt bei maximalem AP, R1: -AAG-
OH, AL: Aminolysereaktion, HL: Hydrolysereaktion.

Peptidsubstrat

AP (%)

app -1
k cat,AL (S )

app. -1
k cat, ’HL (S )

k app,  k app,

cat, AL * Mcat, HL
Bz-THYRH-R; 54,3+0,3 0,0033 +£0,0001  0,0007 +0,0001 4,7
Bz-THAYRH-R; 63,0+0,2 0,0349 £0,0006 0,0019 +0,0000 18,4
Bz-TAYRH-R; 69,1 £0,1 0,1462 +0,0008  0,0056 +0,0001 26,1
Bz-AAYRH-R; 74,0£0,5 0,0617 +£0,0039  0,0019 + 0,0000 32,5

Hierbei bestitigte sich die Vermutung, dass die Aminosduren in Position P2 sowie P3 eine
wichtige Rolle spielen. So konnte mit dem Modellpeptid Bz-AAYRHAAG-OH, welches als
N-terminal biotinyliertes Derivat sowohl in der Selektion als auch im Screening eingesetzt
wurde, eine Ausbeute an Aminolyseprodukt von 74 % bei einem Quotienten aus Aminolyse-

zu Hydrolysegeschwindigkeit von 32,5 erhalten werden. Mit dem Peptidsubstrat Bz-
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THYRHAAG-OH, welches identisch mit dem P3-P5'-Bereich im Anti-Her2-Fab-THYRH-
cMyc ist, betrug die Ausbeute lediglich 55,2 % bei einem Quotienten aus Aminolyse- zu
Hydrolysegeschwindigkeit von 4,7. Zudem war die Aminolysegeschwindigkeit im Vergleich
mit dem Peptid BZ-AAYRHAAG-OH um den Faktor 20 vermindert. Die Insertion eines Ala-
nins zwischen Histidin und Tyrosin beim Peptidsubstrat Bz-THYRHAAG-OH (entspricht
dem Peptid BzZ-THAYRHAAG-OH) fiihrte (1) zur Steigerung der Aminolysegeschwindigkeit
um den Faktor 10, (ii) zur Steigerung der Ausbeute auf 63 % und (iii) zu einem verbesserten
Quotienten aus Aminolyse- zu Hydrolysegeschwindigkeit von 18,4. Interessanterweise fiihrte
eine Substitution des Histidins durch Alanin beim Peptidsubstrat BZ-THYRHAAG-OH (ent-
spricht dem Peptid Bz-TAYRHAAG-OH) nochmals zu einer deutlichen Verbesserung der
Transamidierungsreaktion. Die Aminolysegeschwindigkeit stieg um den Faktor 40 und die
Ausbeute lag bei 69,1 %. Der Quotient aus Aminolyse- zu Hydrolysegeschwindigkeit betrug
hierbei 26,1. Somit konnte mit dem Peptid BzZ-ZAAYRHAAG-OH die hochste Ausbeute an
Aminolyseprodukt bei moderater Geschwindigkeit erzielt werden. Dementsprechend wurde
die hinge-Region des Anti-Her2-Fab-THYRH-cMyc in P2- sowie P3-Position angepasst, so-
dass hieraus das Fab-Fragment Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc resultierte.

Modifizierung von Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc

In Abbildung 23A ist der zeitliche Verlauf der enzymkatalysierten Modifizierung von Anti-
Her2-Fab-TAAYRH-cMyc mit dem = Carboxyfluorescein-beladenen = Nukleophil
H-RHAK(CF)-OH gezeigt. Im Vergleich zur Modifizierung von Anti-Her2-Fab-THYRH-
cMyc konnte eine deutliche Steigerung hinsichtlich Produktausbeute und Reaktionsgeschwin-
digkeit erzielt werden. So konnte bei einem zehnfachen Uberschuss des peptidischen Nukleo-
phils die Ausbeute an Aminolyseprodukt von 55,0 auf 76,5 % gesteigert werden (Tab. 33).
Malgeblich hierfiir ist die Verbesserung des Quotienten aus Aminolyse- zu Hydrolysege-
schwindigkeit von urspriinglich 3,3 auf 26,4. Zudem wurde die Aminolysegeschwindigkeit
um den Faktor 7 gesteigert, so dass die maximale Produktausbeute bereits nach 45 min er-
reicht wurde.

Desweiteren wurden Modifizierungsreaktionen bei zwei- und fiinffachem Uberschuss von
H-RHAK(CF)-OH durchgefiihrt. Hierbei konnten Ausbeuten von 46,6 sowie 68,9 % erreicht
werden. Die hochste Reaktionsgeschwindigkeit lag mit 0,0183 s beim zweifachen
Nukelophiliiberschuss vor. Mit zunehmender Nukleophilkonzentration nahm die Reaktions-
geschwindigkeit ab. Diese Substratiiberschusshemmung seitens des Nukleophils korreliert mit

den Ergebnissen zur Abhéngigkeit der Transamidierungsreaktion von der Nukleophilkonzent-
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ration, welche fiir das Modellpeptid BZ-AAYRHAAG-OH gezeigt wurde (vgl. 4.5.2, S. 104).
Die Modifizierungsreaktionen mit zwei-, fiinf- und zehnfachem Uberschuss an Nukleophil
wurden massenspektrometrisch beim Zeitpunkt der maximalen Produktausbeute sowie beim
letzten gemessenen Zeitpunkt von 90 min untersucht. Die dekonvolierten Massenspektren
sind in Abbildung 23B gezeigt. Hierbei konnten die korrekten Molekulargewichte fiir das
Edukt sowie das Aminolyse- und Hydrolyseprodukt bestitigt werden. Zudem wurden die

Modifizierungsreaktionen zeitaufgelost mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 24).
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Abbildung 23: Trypsiligase-Variante 2G10-katalysierte Modifizierung des Her2/neu-spezifischen Fab-
Fragmentes Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc mit Carboxyfluorescein. A) Progesskurven der Modifizierung
von Anti-Her2-Fab-THYRH-cMyc mit zwei, fiinf und zehn Aquivalenten des peptidischen Nukleophils H-
RHAK(CF)-OH. Die Ausbeuten an Aminolyseprodukt wurden als Funktion der Reaktionszeit aufgetragen.
Reaktionsbedingungen: 10 pM  Trypsiligase-Variante 2G10, 100 uM Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc,
200/500/1000 uM H-RHAK(CF)-OH in 100 mM HEPES, 100 mM NacCl, 10 mM CaCl,, 100 uM ZnCl,, pH 7,8
bei T =30 °C. Alle aufgetragenen Messwerte stellen den Mittelwert zweier unabhiingig durchgefiihrten Messun-
gen dar. Die Fehlerbalken reprisentieren die mittlere absolute Abweichung. In Tabelle 33 sind die wichtigsten
Parameter der Modifizierungsreaktion zusammengefasst. B) Chromatogramme der LC-MS Analyse fiir die
Reaktionsansitze mit 2/5/10 Aquivalenten Nukleophil bei einer Reaktionszeit von 0 min, dem Zeitpunkt der
Maximalausbeute (15/25/45 min) und 90 min. Peak 1: Anti-Her-Fab-TAAYRH-cMyc (My,,.: 49580,4 Da; Mg
49581 £ 1 Da), Peak 2: Anti-Her-Fab-TAAYRHAK(CF) (My,.: 48753,4 Da; M: 48752 + 1 Da), Peak 3: Anti-
Her-Fab-TAAY-OH (My,,: 47902,5 Da; Mgt : 47901 + 1 Da).
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Abbildung 24: SDS-PAGE-Analyse der durch Trypsiligase-Variante 2G10 katalysierten Modifizierung
des Her2/neu-spezifischen Fab-Fragmentes Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc mit Carboxyfluorescein. Gele
der SDS-PAGE-Analyse der Modifizierung von Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc mit zwei, fiinf und zehn Aqui-
valenten Nukleophil bei einer Reaktionszeit von 0, 2,5, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 60 sowie 90 min. Die Visuali-
sierung einzelner Peptid- und Proteinspezies erfolgte durch Farbung mittels Coomassie (links) sowie durch An-
regung der Fluoreszenz des Carboxyfluoresceins (rechts). Reaktionsbedingungen: 10 uM Trypsiligase-Variante
2G10, 100 uM Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc, 200/500/1000 uM H-RHAK(CF)-OH in 100 mM HEPES,
100 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 100 uM ZnCl,, pH 7,8 bei T =30 °C. M: Marker PageRuler prestained protein
ladder. Bande 1: Anti-TNFa-Fab-TAAYRH-cMyc; Bande 2: Anti-TNFa-Fab-TAAYRHAK(CF); Bande 3: Anti-
TNFa-Fab-TAAY-OH; Bande 4: Trypsiligase-Variante 2G10.

Die Detektion erfolgte zum einen durch die Carboxyfluorescein-vermittelte Fluoreszenz bei
einer Anregungswellenlinge von 365 nm und zum anderen durch eine Coomassie-Féarbung.
Bei der Detektion der Fluoreszenz lief sich bei einer Reaktionszeit von O min lediglich eine
diffuse Bande bei einem apparenten Molekulargewicht kleiner 10 kDa verzeichnen, welche
dem Nukleophil H-RHAK(CF)-OH zuzuordnen war. Bereits nach einer Reaktionszeit von
2,5 min erschien eine distinkte Fluoreszenzbande bei einem apparenten Molekulargewicht
von ca. 45kDa. Diese entsprach dem Transamidierungsprodukt Anti-Her2-Fab-

TAAYRHAK(CF). Mit fortschreitender Reaktionszeit nahm die Intensitit der Bande zu,
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durchlief ein Maximum und fiel dann wieder ab. Besonders deutlich war dies bei der Analyse
der Modifizierungsreaktion mit zweifachem Nukleophiliiberschuss zu sehen. Hierbei korre-
lierte die Zu- und Abnahme der Bandenintensitit in Abhingigkeit von der Reaktionszeit sehr
gut mit der in Abbildung 23 gezeigten Progresskurve. Auch nach einer Reaktionszeit von
90 min konnten keine weiteren Fluoreszenzbanden bei geringerem Molekulargewicht beo-
bachtet werden, welche ein Hinweis auf eine unspezifische Degradierung des modifizierten
Fab-Fragmentes gewesen wire. Gleiches zeigte sich bei Firbung mittels Coomassie. Hier
waren lediglich Banden auszumachen, welche den unmodifizierten, modifizierten sowie
hydrolysierten Fab-Fragmentspezies und dem Biokatalysator zugeordnet werden konnen.
Auch bei der massenspektrometrischen Analyse konnten keine unerwiinschten Nebenproduk-

te detektiert werden.

Tabelle 33: Ubersicht zur Modifizierung des Fab-Fragmentes Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc mit
H-RHAK(CF)-OH und H-RHAK(MCC-DM1)-OH, katalysiert durch die Trypsiligase-Variante 2G10. AP:
maximale Ausbeute Aminolyseprodukt, HP: Ausbeute Hydrolyseprodukt bei maximalem AP, AL:
Aminolysereaktion, HL: Hydrolysereaktion.

Molare app,

Aquivalente AP (%)  HP (%) KPP (s ke (s cabAL -
Nukleophil ’ ’ keat i,
Modifizierung mit H-RHAK(CF)-OH

2 466+0,7 203+02  0,0183+0,0000 0,002 +0,0001 8,5

5 689+15 119+24 0,0128+0,0009 0,0008+0,0000 16,2

10 765+12 11,1£0,7  0,0089+0,0002 0,0003+0,0000 264
Modifizierung mit H-RHAK(MCC-DM1)-OH

5 69,6+0,8 112+02 0,0113+0,0005 0,0007+0,0000 17,0

Alle weiteren Transamidierungsstudien wurden mit fiinf Aquivalenten peptidischem Nukleo-
phil durchgefiihrt, da dies aus Sicht einer praktischen Anwendung als bester Kompromiss
zwischen Reaktionsgeschwindigkeit, Produktausbeute und Nukleophilbedarf betrachtet wur-
de.

Es folgte eine Modifizierung von Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc mit dem Toxin-beladenen
Nukleophil H-HRHAK(MCC-DM1)-OH (Abb. 25A). Wie in Tabelle 33 ersichtlich ist, konnten
mit einer Produktausbeute von 69,6 % sowie einem Aminolyse- zu Hydrolyseverhéltnis von
17,0 @hnliche Ergebnisse erhalten werden, wie fiir die Modifikation mit dem Carboxyfluores-
cein-beladenen Nukleophil bei gleichen Reaktionsbedingungen. Das korrekte Transamidie-

rungsprodukt konnte massenspektrometrisch bestitigt werden (Abb. 25B).
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Abbildung 25: Trypsiligase-Variante 2G10-katalysierte Modifizierung des Her2/neu-spezifischen Fab-
Fragmentes Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc mit dem Toxin DM1. A) Progesskurve der Modifizierung von
Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc mit DM1. Die Ausbeuten an Aminolyseprodukt wurden als Funktion der Reak-
tionszeit aufgetragen. Reaktionsbedingungen: 10 uM Trypsiligase-Variante 2G10, 100 uM Anti-Her2-Fab-
TAAYRH-cMyc, 500 uM H-RHAK(MCC-DM1)-OH in 100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl,,
100 uM ZnCl,, pH 7,8 bei T =30 °C. Alle aufgetragenen Messwerte stellen den Mittelwert zweier unabhiingig
durchgefiihrten Messungen dar. Die Fehlerbalken représentieren die mittlere absolute Abweichung. In Tabelle
33 sind die wichtigsten Parameter der Modifizierungsreaktion zusammengefasst. B) Chromatogramm der LC-
MS-Analyse fiir den Reaktionsansatz bei einer Reaktionszeit von O und 25 min. Peak 1: Anti-Her2-Fab-
TAAYRH-cMyc (M,,.: 49580,4 Da; Mges: 49580 = 1 Da), Peak 2: Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(MCC-DM1)-
OH  (Mpe.: 49352,5 Da;  Mg;: 49353 £1 Da); Peak 3: Anti-Her2-Fab-TAAY-OH  (My,,.: 47902,5 Da;
M, 47900 £ 1 Da).

Modifizierung von Anti-TNFoa-Fab-TAAYRH-cMyc

Als zweites Anwendungsbeispiel wurde das TNFa-spezifische Fab-Fragment Anti-TNFa-
Fab-TAAYRH-cMyc enzymkatalysiert mit Carboxyfluorescein sowie einem 20 kDa schwe-
ren Polyethylenglykol (PEG20k) modifiziert. Bei der Analytik der Modifizierungsreaktion
mit dem Carboxyfluorescein-beladenen Nukleophil, welche mittels hydrophober Interaktions-
chromatographie erfolgte, eluierten Edukt und Hydrolyseprodukt bei identischem Volumen.
Somit konnten nur die Ausbeute des Aminolyseproduktes sowie die Aminolysegeschwindig-
keit bestimmt werden. Mit einer Produktausbeute von 65,9 % sowie einer
Aminolysegeschwindkeit von 0,0131 st ergaben sich auch hier vergleichbare Ergebnisse wie
bei der Modifizierung von Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc mit Carboxyfluorescein
(Abb. 26A und Tab. 34). Die quantitative Auswertung zum zeitlichen Verlauf der Produktbil-
dung bei der Modifizierung von Anti-TNFo-Fab-TAAYRH-cMyc mit dem PEG-beladenen
Nukleophil H-RHAK(PEG20k)AAK(DNP)-OH erfolgte densitometrisch anhand des SDS-
Polyacrylamidgels, welches mittels Coomassie angefdrbt wurde (Abb. 26A und C). Auch hier
korrelierten die erhaltenen Ergebnisse mit den Daten der vorangegangenen Modifizierungen.

So konnte fiir die kovalente Kopplung des PEG-Derivates eine maximale Produktausbeute

123




Ergebnisse

von 70,5 % erzielt werden, wobei das Aminolyse- zu Hydrolyseverhiltnis 11,9 betrug. In
fortfilhrenden Arbeiten sollte die strukturelle Integritit der modifizierten Fab-Fragmente

durch Funktionalitidtsstudien mit einem korrespondierenden Antigen iiberpriift werden.
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Abbildung 26: Trypsiligase-Variante 2G10-katalysierte Modifizierung des TNFa-spezifischen Fab-
Fragmentes Anti-TNFa-Fab-TAAYRH-cMyc mit Carboxyfluorescein sowie Polyethylengykol. A)
Progesskurve der Modifizierung von Anti-TNFa-Fab-TAAYRH-cMyc mit jeweils fiinf Aquivalenten des Nuk-
leophils H-RHAK(CF)-OH sowie H-RHAK(PEG20k)AAK(DNP)-OH. Die Ausbeuten an Aminolyseprodukt
wurden als Funktion der Reaktionszeit aufgetragen. Reaktionsbedingungen: 10 pM Trypsiligase-Variante 2G10,
100 uM  Anti-TNFa-Fab-TAAYRH-cMyec, 500 uM Nukeophil in 100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM
CaCl,, 100 uM ZnCl,, pH 7,8 bei T = 30 °C. Alle aufgetragenen Messwerte stellen den Mittelwert zweier unab-
hingig durchgefithrten Messungen dar. Die Fehlerbalken reprisentieren die mittlere absolute Abweichung. In
Tabelle 34 sind die wichtigsten Parameter der Modifizierungsreaktion zusammengefasst. B) Chromatogramm
der LC-MS-Analyse fiir die Modifizierung von Anti-TNFa-Fab-TAAYRH-cMyc mit Carboxyfluorescein. Ana-
lysiert wurde der Reaktionsansatz bei einer Reaktionszeit von 0 und 25 min. Peak 1: Anti-TNFa-Fab-TAAYRH-
cMyc  (Mpe: 49261,1 Da;  Mg: 49261 £1Da), Peak 2: Anti-TNFa-Fab-TAAYRHAK(CF)-OH
(Mper: 48434,2 Da;  M,: 48433 +1Da);  Peak  3:  Anti-TNFo-Fab-TAAY-OH  (My,.: 47583,3 Da;
M,: 47581 £ 1 Da). C) Gel der SDS-PAGE-Analyse der Modifizierung von Anti-TNFa-Fab-TAAYRH-cMyc
mit Polyethylenglykol bei 0, 2,5, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 60 sowie 90 min. Die Visualisierung einzelner Peptid-
und Proteinspezies erfolgte durch Farbung mittels Coomassie (links) sowie lod (rechts). M: Marker PageRuler
prestained protein ladder; Nu: Nukleophil; Tn: Trypsiligase-Variante 2G10. Bande 1: Anti-TNFa-Fab-
TAAYRH-cMyc; Bande 2: Anti-TNFa-Fab-TAAYRHAK(PEG20k)AAK(DNP); Bande 3: Anti-TNFa-Fab-
TAAY-OH; Bande 4: Trypsiligase-Variante 2G10; Bande 5: H-RHAK(PEG20k)AAK(DNP)-OH.
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Tabelle 34: Ubersicht zur Modifizierung des Fab-Fragmentes Anti-TNFa-Fab-TAAYRH-cMyc mit
H-RHAK(CF)-OH und H-RHAK(PEG20k)AAK(DNP)-OH, katalysiert durch die Trypsiligase-Variante
2G10. AP: maximale Ausbeute Aminolyseprodukt, HP: Ausbeute Hydrolyseprodukt bei maximalem AP, AL:
Aminolysereaktion, HL: Hydrolysereaktion, n. b.: nicht bestimmbar.

. Molare ;{)tph .
Aquivalente AP (%)  HP (%) kiR, L™ k&P an
Nukleophil k cat, 1.
Modifizierung mit H-RHAK(CF)-OH

5 659 +1,1 n.b. 0,0131 +0,0014 - -
Modifizierung mit H-RHAK(PEG20k)AAK(DNP)-OH

5 705+1,0 144+04  0,0116+0,0000 0,0010 + 0,0001 11,9

4.6.3 Priparative Reinigung modifizierter Fab-Fragmente

Fiir die Durchfiihrung der Studien zur Funktionalitit der modifizierten Fab-Fragmente wurden
diese zunichst durch einen chromatographischen Reinigungsschritt isoliert. Fiir Anti-Her2-
Fab-TAAYRHAK(CF) sowie Anti-TNFa-Fab-TAAYRHAK(CF) erfolgte die Reinigung der
Syntheseprodukte in einem Einschrittverfahren mittels HIC wie unter 3.3.3.2 (S. 61) be-
schrieben. In Abbildung 27 ist beispielhaft die HIC-basierte Reinigung fiir das 5(6)-
Carboxyfluorescin modifizierte Anti-Her2-Fab-Fragment gezeigt. Hierbei konnte das ge-
wiinschte Transamidierungsprodukt Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(CF), fiir welches zwei Pro-
duktpeaks (Abb. 27A, Peak c) gefunden wurde, vom Biokatalysator (Abb. 27A, Peak d) sowie
dem unmodifizierten Fab-Fragment (Abb.27A, Peakb) und dem Hydrolyseprodukt
(Abb. 27A, Peak a) abgetrennt werden.

Der Grund fiir den Doppelpeak des Transamidierungsproduktes lag im verwendeten 5(6)-
Carboxyfluorescin, welches ein Gemisch aus den beiden Konstitutionsisomeren 5-
Carboxyfluorescin und 6-Carboxyfluorescin darstellt. Beide Produktpeaks wurden aufgefan-
gen, vereinigt und gegen Puffer C (vgl. 2.2, S. 35) umgepuffert sowie konzentriert. Das kor-
rekte Transamidierungsprodukt konnte massenspektrometrisch bestitigt werden (Abb. 27C).
Fiir die Reinigung von Anti-TNFa-Fab-TAAYRHAK(CF) ergab sich ein vergleichbares
Elutionsprofil. Die Aufarbeitung erfolgte wie fiir Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(CF).

Fiir die Isolation des Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(MCC-DM1) wurde eine Zweischrittreini-
gung durchgefiihrt, welche aus einer Kationenaustauschchromatographie (vgl. 3.3.3.1, S. 61)
sowie einer nachfolgenden hydrophoben Interaktionschromatographie (vgl.3.3.3.2,S. 61)
bestand. Grund hierfiir war eine unzureichende Trennung von Trypsiligase-Variante 2G10
und dem gewiinschten Transamidierungsprodukt Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(MCC-DM1)

bei Einschrittreinigung mittels hydrophober Interaktionschromatographie.
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Abbildung 27: Priparative Reinigung des mit 5(6)-Carboxyfluorescein markierten Her2/neu-spezifischen
Fab-Fragmentes Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(CF) mittels hydrophober Interaktionschromatographie. A)
Elutionsprofil zur Separation des mit 5(6)-Carboxyfluorescein modifizierten Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(CF)
(c) vom unmodifizerten Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc (b) sowie dem Hydrolyseprodukt Anti-Her2-Fab-
TAAY-OH (a) und der Trypsiligase-Variante 2G10 (d). Reaktionsbedingungen: 10 uM Trypsiligase-Variante
2G10, 100 uM Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc, 500 uM H-RHAK(CF)-OH in 100 mM HEPES, 100 mM NaCl,
10 mM CaCl,, 100 uM ZnCl,, pH 7,8 bei T =30 °C, Reaktionszeit 0 min (grau) und 25 min (schwarz gestri-
chelt). B) LC-MS-Analyse fiir den Reaktionsansatz bei einer Reaktionszeit von 0 und 25 min sowie fiir das ge-
reinigte Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(CF). Peak 1: Anti-Her-Fab-TAAYRHAK-cMyc (My,.: 49580,4 Da; M
49581 + 1 Da); Peak 2: Anti-Her-Fab-TAAYRHAK(CF) (Mye..: 48753,4 Da; Mgt : 49754 + 1 Da); Peak 3: Anti-
Her-Fab-TAAY-OH (My,,.: 47902,5 Da; Mgt : 47903 + 1 Da).

Der Verlauf der Zweischrittreinigung ist in Abbildung 28 dargestellt. Im ersten Reinigungs-
schritt konnten mittels Kationenaustauschchromatographie (Abb. 28A) der Biokatalysator
(Elution bei ca. 1,5-3 ml) sowie das freie Nukleophil (Elution bei ca. 4-9 ml) von den im
Reaktionsansatz befindlichen Fab-Fragmentspezies (Elution bei ca. 10-13 ml) abgetrennt
werden. Nach Vereinigung der Fraktionen A11-A12 und B12-B11 erfolgte die Isolierung des
DMI1-modifizierten Fab-Framentes mittels HIC (Abb. 28B). So konnte das gewiinschte
Transamidierungsprodukt Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(MCC-DM1) (Abb. 28B, Peak b) mit
einem Elutionsvolumen von 26-31 ml erfolgreich von der hydrolysierten sowie
unmodifizierten Fab-Fragmentspezies (Abb. 28B, Peak b) abgetrennt werden. Diese eluierten
bei einem Volumen von 18-21 ml. SchlieBlich wurden die Fraktionen C4-C7 vereinigt und
gegen Puffer C (vgl. 2.2, S. 35) umgepuffert sowie konzentriert. Das korrekte Transamidie-
rungsprodukt konnte massenspektrometrisch bestitigt werden (Abb. 28C).
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Abbildung 28: Priparative Reinigung des mit DM1 markierten Her2/neu-spezifischen Fab-Fragmentes
Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(MCC-DM1) mittels Zweischrittreinigung. A) Chromatogramm der Kationen-
austauschchromatographie zur Seperation der modifizierten sowie unmodifizierten Fab-Fragmentspezies von
Trypsiligase-Variante 2G10 sowie dem DM1-beladenen Nukleophil. B) Elutionsprofil zur Separation des mit
DMI1-modifizierten Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(MCC-DM1) (b) vom unmodifizerten Anti-Her2-Fab-
TAAYRH-cMyc sowie dem Hydrolyseprodukt Anti-Her2-Fab-TAAY-OH (a). Reaktionsbedingungen: 10 uM
Trypsiligase-Variante 2G10, 100 uM Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc, 1000 uM H-RHAK(MCC-DM1)-OH in
100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 100 uM ZnCl,, pH 7,8 bei T = 30 °C, Reaktionszeit 45 min. C)
Chromatogramm der LC-MS-Analyse fiir den Reaktionsansatz bei einer Reaktionszeit von 0 und 45 min sowie
fir das  gereinigte  Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(CF). Peak 1: Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc
(Mper.: 49580,4 Da; M,;: 49581 £ 1 Da); Peak 2: Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(MCC-DM1) (My,,.: 49352,5 Da;
M,.;: 49358 = 1 Da); Peak 3: Anti-Her2-Fab-TAAY-OH (My,,: 47902,5 Da; My 47902 + 1 Da); Peak 4: Anti-
Her2-Fab-TAAYRHAK(MCC-DM1) + SO,> (My...: 49448,6 Da; Mgs: 49456 £ 1 Da).

Das PEG-konjugierte Fab-Fragment Anti-TNFo-Fab-TAAYRHAK(PEG20k)AAK(DNP))
wurde durch ein Zweischrittreinigungsverfahren, welches sich aus einer Protein G-basierten
Affinitdatschromatographie (vgl. 3.3.3.3, S. 62) sowie einer darauffolgenden Grofenaus-
schlusschromatographie (vgl. 3.3.3.4, S. 62) zusammensetzte, gereinigt. Der Reinigungsver-
lauf ist in Abbildung 29 gezeigt, wobei die Analyse der einzelnen Reinigungsschritte mittels
SDS-PAGE erfolgte. Fiir die Visualisierung aller PEG-Spezies (dies sind das Nukleophil
H-RHAK(PEG20k)AAK(DNP) sowie das Transamidierungsprodukt Anti-TNFa-Fab-
TAAYRHAK(PEG20k)AAK(DNP)) wurde das Polyacrylamidgel zunichst in einer gesittig-
ten ethanolischen Iodlosung inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Visualisierung aller Protei-
ne durch eine Coomassie-Firbung. Im ersten Reinigungsschritt mittels Protein G-
Affinitdatschromatographie (Abb. 29A) konnten sowohl der Biokatalysator als auch das freie
PEG-Nukleophil vom Fab-Fragment abgetrennt werden. Wie in Abbildung 29C ersichtlich
ist, befanden sich Enzym und Nuklephil ausschlieBlich in der Durchlauffraktion (DL). Das
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pegylierte Fab-Fragment, welches im Polyacrylamidgel eine distinkte Bande bei einem appa-
renten Molekulargewicht von ca. 130kDa aufweist, konnte gemeinsam mit der
unmodifizierten sowie hydrolysierten Fab-Fragmentspezies eluiert werden und fand sich in

den Fraktionen 29-31 wieder.
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Abbildung 29: Priparative Reinigung des mit Polyethylenglykol modifizierten TNFa-spezifischen Fab-
Fragmentes Anti-TNFa-Fab-TAAYRHAK(PEG20k)AAK(DNP) mittels Zweischrittreinigung. A)
Chromatogramm der Protein G-basierten Affinitdtschromatographie zur Seperation der modifizierten sowie
unmodifizierten Fab-Fragmente von Trypsiligase-Variante 2G10 sowie dem PEG-beladenen Nukleophil. Reak-
tionsbedingungen: 10 uM Trypsiligase-Variante 2G10, 100 uM Anti-TNFa-Fab-TAAYRH-cMyc, 500 uM
H-RHAK(PEG20k)AAK(DNP)-OH in 100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 100 uM ZnCl,, pH 7,8
bei T =30 °C, Abstoppen der Reaktion nach 25 min mit 2 mM EDTA. B) Separation des pegylierten Fab-
Fragmentes von der unmodifizierten sowie hydrolysierten Fab-Spezies mittels Groflenausschlusschromatogra-
phie C) Gel der SDS-PAGE-Analyse einzelner Fraktionen aus der Zweischrittreinigung mittels Protein G-
basierter Affinitdtschromatorgraphie sowie SEC. Die Visualisierung einzelner Peptid- und Proteinspezies erfolg-
te durch Farbung mittels Coomassie (links) sowie Iod (rechts). M: Marker PageRuler prestained protein ladder;
DL: Durchlauf; Nu: Nukleophil; 0' und 25": Reaktionsansatz bei 0 und 25 min Reaktionszeit. Bande 1: Anti-
TNFo-Fab-TAAYRH-cMyc; Bande 2: Anti-TNFo-Fab-TAAYRHAK(PEG20k)AAK(DNP); Bande 3: Anti-
TNFa-Fab-TAAY-OH; Bande 4: Trypsiligase-Variante 2G10; Bande 5: H-RHAK(PEG20k)A AK(DNP)-OH.

Bei der Visualisierung mittels Iod konnte in den FElutionsfraktionen kein freies PEG-
Nukleophil detektiert werden. Die Abtrennung des pegylierten Anti-TNFa-Fab-
TAAYRHAK(PEG20k)AAK(DNP) von den weiteren Fab-Fragmentspezies erfolgte im zwei-

ten Reinigungsschritt mittels GroBenausschlusschromatographie. Wie in Abbildung 29B er-
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sichtlich ist, konnte das gewiinschte Transamidierungsprodukt aufgrund des groferen hydro-
dynamischen Radius vom Edukt und Hydrolyseprodukt isoliert werden. Dies konnte durch die
SDS-PAGE-Analyse der einzelnen Elutionsfraktionen bestitigt werden. Schlieflich wurden
die Fraktionen 8-12 vereinigt und konzentriert. Die modifizierten und zur Homogenitit gerei-

nigten Fab-Fragmente wurden fiir fortfithrende Studien zur Funktionalitit eingesetzt.

4.6.4 Studien zur Funktionalitit modifizierter Fab-Fragmente

Im Weiteren sollte gezeigt werden, dass die enzymkatalysierte Modifizierung ausgewéhlter
Fab-Fragmente keinen Einfluss auf deren Fihigkeit zur Antigenbindung und damit auf deren
strukturelle und funktionelle Integritédt hat. Hierzu wurden die Bindungsaffinitdten der zuvor
gereinigten Fab-Derivate fiir deren Antigene mittels konzentrationsabhingigem ELISA be-
stimmt. Die Durchfithrung des ELISA s erfolgte wie unter 3.3.4.3 beschrieben. Fiir die funkti-
onalisierten Konjugate des Her2/neu-spezifischen Fab-Fragmentes wurde als Antigenstruktur
anstelle der ektodermalen Domine des Her2/neu Rezeptors ein N-terminal biotinyliertes Pep-
tid mit der Sequenz Biotin-LLGPYELWELSH-OH verwendet. Mittels Phagen-Displays
konnte dieses Peptid, ausgehend von einer 12-mer Peptidbibliothek als mimetisches Epitop
fiir Trastuzumab selektiert werden.!"®! Fiir die Durchfiihrung des ELISA’s wurde das Peptid
auf einer Streptavidin-beschichteten 96-well-Mikrotiterplatte (MTP) der Firma Pierce
(vgl. 2.11, S. 46) zu 100 ng je Kavitdt immobilisiert. Fiir die funktionalisierten Konjugate des
TNFa-spezifischen Fab-Fragmentes wurden TNFa in einer Nunc MaxiSorp Mikrotiterplatte
mit 100 ng je Kavitdt immobilisiert. Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten wurden die
Fab-Fragmente in seriellen Verdiinnungen mit den immobilisierten Liganden inkubiert und
mittels HRP-konjugiertem Fab-spezifischen Antikorper quantifiziert. Die erhaltenen Signalin-
tensitidten wurden gegen die logarithmierte Ligandenkonzentrationen aufgetragen (Abb. 30).
Anschlielend erfolgte eine nichtlineare Regressionsanalyse mittels Gleichung 3. Aus den er-
mittelten Wendepunkten wurden die Dissoziationskonstanten der einzelnen Fab-Fragmente
bestimmt. Diese sind in Tabelle 35 und 36 zusammengefasst. Die Dissoziationskonstanten der
verschiedenen Her2/neu-spezifischen Fab-Fragmente liegen mit 0,78-1,61 uM in einem zuei-
nander vergleichbaren Wertebereich. Gleiches gilt fiir das TNFa-spezifische Fab-Fragment
und dessen enzymatisch modifizierten Konjugaten, bei denen die Dissoziationskonstanten
zwischen 1,18 und 1,79 nM liegen. Somit lisst sich festhalten, dass die Trypsiligase-Variante

2G10-katalysierte Modifizierung von Anti-Her2-TAAYRH-cMyc und Anti-TNFo-TAAYRH-
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cMyc mit unterschiedlichen Nukleophilen keinen Einfluss auf deren Féhigkeit zur Antigen-

bindung hat.
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Abbildung 30: ELISA-basierte Bindungsanalyse fiir funktionalisierte Her2/neu- sowie TNFa-spezifische
Fab-Fragmente. Dargestellt ist ein konzentrationsabhéingiger ELISA fiir die nativen und funktionalisierten
Her2/neu- sowie TNFa-spezifischen Fab-Fragmente. Fiir Her2/neu-spezifische Fab-Fragmente wurde das Peptid
Biotin-LLGPYELWELSH-OH als Ligand auf einer Steptavidin-beschichteten Mikrotiterplatte immobilisiert.
Fiir TNFa-spezifische Fab-Fragmente wurde TNFa auf einer MaxiSorp Mikrotiterplatte immobilisiert. Die De-
tektion der gebundenen Fab-Fragmente erfolgte durch einen HRP-konjugierten Fab-spezifischen Antikorper. Die
erhaltenen Signalintensititen wurden gegen die logarithmierte Fab-Konzentration aufgetragen. Die Dissozia-
tionskonstanten wurden durch eine nicht lineare Regressionsanalyse mittels Gleichung 3 ermittelt. Diese sind in
Tabelle 35 und 36 zusammengefasst. Alle aufgetragenen Signalintensitéiten stellen den Mittelwert von drei un-
abhingig durchgefiihrten Messreihen dar. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung vom Mittel-

wert.

Tabelle 35: Ubersicht zu ermittelten Dissoziationskonstanten fiir das Her2/neu-spezifische Fab-Fragment
und dessen enzymatisch funktionalisierten Konjugaten.

Fab-Fragment Kp (uM)
Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc 1,62 £ 0,15
Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(CF) 0,80 + 0,10
Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(MCC-DM1) 0,78 £ 0,07

Tabelle 36: Ubersicht zu ermittelten Dissoziationskonstanten fiir das TNFa-spezifische Fab-Fragment und
dessen enzymatisch funktionalisierter Konjugate.

Fab-Fragment Kp mM)
Anti-TNFa-Fab-TAAYRH-cMyc 1,79 £ 0,12
Anti-TNFa-Fab-TAAYRHAK(CF) 1,79 £ 0,10
Anti-TNFa-Fab-TAAYRHAK(PEG20K)AAK(DNP) 1,18 £ 0,06
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5 Diskussion

Mit dem Ziel, eine effiziente Biokatalyseplattform zur Herstellung von ADCs zu etablieren,
wurde in der AG BorRDUSA im Rahmen eines rationalen Enzym-Engineerings eine Trypsinva-
riante entwickelt, die als Trypsiligase bezeichnet wird und sowohl die N-, als auch C-
terminale Modifizierung von Proteinen erméglicht.!'*"*1>* Trypsiligase besitzt eine ausge-
priagte Spezifitit fiir die Tripeptidsequenz YRH, wobei sie die Peptidbindung zwischen Tyro-
sin und Arginin in Gegenwart zweiwertiger Metallionen spaltet. Unter Verwendung
derivatisierter Substratmimetika des 4-Guanidinophenylester-Types ermoglicht Trypsiligase
eine quantitative Modifizierung von Zielprote inen und Peptiden, welche am N-Terminus
iber ein Arg-His-Motiv (RH-) verfiigen. Der 4-Guanidinophenylester dient als Acyldonor und
das Zielprotein mit N-terminalem RH-Motiv als Nukleophil und somit als Acylakzeptor. Das
entstehende Produkt ist gegeniiber einer Sekundérhydrolyse durch Trypsiligase inert, da die-
ses nicht iiber die Erkennungssequenz YRH verfiigt. Im Gegensatz hierzu ergibt sich bei der
C-terminalen Proteinmodifikation via Transamidierungsreaktion eine Limitierung bei der
Produktausbeute. Hierbei wird das Zielprotein am C-Terminus mit der Erkennungssequenz
YRH ausgestattet und dient folglich als Acyldonor. Wie in Kapitel 1.3 (S. 22) ausfiihrlich
beschrieben, wird die Produktausbeute durch zwei Faktoren beschrinkt:

(i) durch Deacylierung des Acyl-Enzym-Intermediates via Hydrolysereaktion, welche insbe-
sondere bei niedrigen Substrat- und Nukleophilkonzentrationen als Nebenreaktion zur
Aminolysereaktion stattfindet und

(i) durch Rekonstitution der Erkennungssequenz YRH im gewiinschten Transamidie-
rungsprodukt, wodurch dieses wiederum als Acyldonor fiir Trypsiligase zur Verfiigung steht
und entsprechend je nach Acylakzeptor zum Hydrolyseprodukt oder erneuten Transamidie-
rungsprodukt weiter reagieren kann.

Das fortfithrende Ziel ist eine weitere Optimierung von Trypsiligase zugunsten der katalysier-
ten Transamidierungsreaktion, die zur C-terminale Modifizierung anspruchsvoller therapeuti-
scher Zielproteine angewendet werden soll. Diesbeziiglich konnte im Rahmen der Dissertati-
on von Frau S. GisseL das Phagen-Display als Methode zum evolutiondren Engineering von
Trypsiligase initial etabliert werden (vgl. 1.3, S. 22). Als proof of principle wurde eine kom-
binatorische Trypsiligase-basierte Bibliothek mit fiinf randomisierten Aminosidurepositionen
(861, R62, Q64, S190 und Q192) eingesetzt. Die Auswahl der Randomisierungsstellen erfolg-

te aufgrund der Annahme, dass die Schaffung eines hydrophoben Clusters im Bereich des

131



Diskussion

aktiven Zentrums die Einbindung des hydrolytisch aktiven Wassermolekiils erschwert,
welches im Deacylierungsschritt das Acyl-Enzym-Intermediat nukleophil angreift und zu des-
sen Hydrolyse fiihrt. Diese Hypothese basiert auf der Architektur des aktiven Zentrums der
natiirlich vorkommenden Transpeptidase Sortase A, bei welcher sich die katalytische Triade
innerhalb einer hydrophoben Spalte befindet, welche moglicherweise die Zuginglichkeit fiir
Wasser als potentielles Nukleophil erschwert."'*"*? Im Rahmen der durchgefiihrten Selekti-
on mittels Phagen-Display gelang es, zwei Trypsiligase-Varianten zu isolieren, welche iiber
ein um Faktor 2 verbessertes Aminolyse- zu Hydrolyseverhiltnis verfiigten, was jedoch zu
einer nur unwesentlich verbesserten Produktausbeute fiihrte. Als Hindernis fiir die Isolierung
von Trypsiligase-Varianten mit verbesserter Syntheseeffizienz erwies sich die Tatsache, dass
mit dem etablierten Phagen-Display lediglich eine Selektionsrunde durchgefiihrt werden
konnte. Dies stellt fiir die effiziente Selektion verbesserter Biokatalysatoren einen stark limi-
tierenden Faktor dar, da eine effektive Amplifikation verbesserter Biokatalysatoren erst durch
mehrere Selektionsrunden sowie durch eine damit realisierbare Erh6hung des Selektionsdru-
ckes ermoglicht wird.

In der vorliegenden Arbeit sollten die Rahmenbedingungen zur Anreicherung und Identifizie-
rung von Trypsiligase-Varianten mit verbesserten Syntheseeigenschaften optimiert werden.
Dies umfasste die Konstruktion einer qualitativ hochwertigen DNA-Bibliothek, die Optimie-
rung des Selektionsverfahrens mittels Phagen-Display sowie die Etablierung eines ELISA-
basierten Hochdurchsatz-Screenings, welches die Durchmusterung einer Vielzahl von
selektierten Enzymvarianten hinsichtlich einer verbesserten Syntheseeffizienz erlaubt.
Identifizierte Biokatalysatoren sollten rekombinant hergestellt und initial hinsichtlich der ka-
talysierten Transamidierungsreaktion charakterisiert werden. Fiir die vielversprechendste
Trypsiligase-Variante erfolgte eine detaillierte Charakterisierung, welche Studien zur Spezifi-
tat, Stabilitidt und Funktionalitdt umfasste. Eine mogliche anwendungsorientierte Verwertung
des optimierten Biokatalysators fiir die Erzeugung therapeutischer Proteine sollte exempla-
risch gezeigt werden. In Anlehnung an die gewiinschte Herstellung ortsspezifisch modifizier-
ter Antikorper-Toxin-Konjugate (ADC) sollten zwei Fab-Fragmente beispielhaft mit diversen
Funktionalitidten enzymkatalysiert modifiziert und ein eventueller Einfluss auf deren Funktio-

nalitét tiberpriift werden.
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5.1 Optimierung der Rahmenbedingungen zur Anreicherung und

Identifizierung verbesserter Trypsiligase-Varianten

Die Griinde fiir die Einschrinkung hinsichtlich der Anzahl durchfiihrbarer Selektionsrunden
beim etablierten Phagen-Display lagen in der geringen Qualitiit der erzeugten Trypsiligase-
basierten DNA-Bibliothek als Resultat der verwendeten NNK-Motiv-basierten
Randomisierungsstrategie und dem eingesetzten Phagemiden, bei dem ein tac-Promotor die
Genexpression regulierte. Die Kombination aus geringer Bibliotheksqualitit sowie Phagemid
mit tac-Promotor, bei welchem auch in Abwesenheit eines Induktors eine basale Transkripti-
on des Zielgens auftritt, fithrte letztlich zum gehéduften Auftreten sogenannter escape-
Mutanten, die bereits nach einer Selektionsrunde die dominierende Spezies innerhalb des
pools an Trypsiligase-Varianten darstellten.!"” Dies sind nicht funktionale Bibliotheksvarian-
ten, welche iiber Genmutationen verfiigen, die wihrend der Proteinbiosynthese zu fehlerhaf-
ten Translationsprodukten fiihren. Dies verschafft E. coli-Zellen, welche iiber ein Phagemid
mit escape-Mutante verfiigen, einen deutlichen Wachstumsvorteil wihrend des Kultivierungs-
schrittes von Phagemid-tragenden E. coli-Zellen bei der Propagierung von Phagen, insbeson-
dere wenn durch den eingesetzten Phagemid eine geringfiigige basale Transkription stattfin-
det. Ausschlaggebend hierfiir ist eine verminderte Wachstumsgeschwindigkeit bei E. coli-
Zellen, welche iiber Phagemide verfiigen, die fiir funktionales pIII-Fusionsprotein codieren.
Deren verminderte Wachstumsgeschwindigkeit ergibt sich daraus, dass bereits eine geringfii-
gige basale Expression des pllI-Fusionsproteins eine metabolische sowie toxische Last bei
E. coli-Zellen induziert."® Bei E. coli-Zellen, welche iiber Phagemide verfiigen, die fiir
escape-Mutanten codieren, ist dies nicht der Fall, sodass diese keine verminderte Wachstums-
geschwindigkeit besitzen und somit im Zuge der Kultivierung angereichert werden."" Als
Quelle fiir die Entstehung von escape-Mutanten sind die Konstruktion der DNA-Bibliothek
sowie die eingesetzte Randomisierungsstrategie zu betrachten. Fiir die Konstruktion der
DNA-Bibliothek von Frau GisseL wurde eine NNK-Motiv-basierte Randomisierungsstrategie
gewihlt, bei der das Basentriplett der zu randomisierenden Aminosdureposition ein NNK-
Motiv aufweist. In N-Position werden alle vier Basen und in K-Position lediglich Guanin und
Thymidin zugelassen, sodass letztlich 32 der 64 moglichen Codons vorkommen konnen. Die-
se beinhalten ein Stop-Codon (TAG) und codieren weiterhin fiir alle kanonischen,

proteinogenen Aminosduren. Die escape-Mutanten konnen wie folgt klassifiziert werden:
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(i) es handelt sich um Bibliotheksvarianten mit einem unerwiinschten Stop-Codon an einer
oder mehreren Randomisierungspositionen, welches im Rahmen der Proteinbiosynthese zu
einem vorzeitigen Abbruch bei der Translation des Fusionsproteins fiihrt, und

(i) es handelt sich um eine Bibliotheksvariante mit einer Leserahmenverschiebung
(frameshift) innerhalb des offenen Leserahmens, welche durch Insertion oder Deletion von
Basen entsteht.

Eine solcher frameshift wird zu meist durch primer eingefiihrt, welche wéhrend der Biblio-
thekskonstruktion zur Amplifikation von Genabschnitten oder zur Einfiihrung gewiinschter
Mutationen verwendet werden. Der Einbau unerwiinschter Stop-Codons ist ein Resultat der
zugrundeliegenden Randomisierungsstrategie. So ist beispielsweise bei der bereits erwihnten
NNK-Motiv-basierten Randomisierungsstrategie der Einbau eines Amber-Stop Codons
(TAG) moglich, welches Bestandteil der 32 zugelassenen Codons je Randomisierungsposition
ist. Werden fiinf Aminosédurepositionen, wie in der Arbeit von Frau GISSEL, via NNK-Motiv
randomisiert, besitzt statistisch gesehen jede sechste Bibliotheksvariante mindestens ein Stop-
Codon und ist entsprechend dem pool an escape-Mutanten zuzuordnen.

Letztlich war es ein Ziel dieser Arbeit, die Effizienz des Phagen-Displays dahingehend zu
optimieren, dass der Anteil an escape-Mutanten in der naiven Bibliothek moglichst gering
ausfillt und deren Anreicherung im Verlauf der Selektion durch oben beschriebenen Sachver-
halt verhindert wird.

Da es sich bei escape-Mutanten um Bibliotheksvarianten handelt, welche auf DNA-Ebene
iber eine frameshift-Mutation oder ein unerwiinschtes Stop-Condon innerhalb der codieren-
den Sequenz des Fusionsproteins verfiigen, kann deren Anteil durch eine Steigerung der Bi-
bliotheksqualitdt sowie durch eine alternative Randomisierungsstrategie, welche keinerlei
Stop-Codons an den zu randomisierenden Basentripletts zulidsst, effizient reduziert werden.
Diesen Anspruch erfiillt ein in der Arbeitsgruppe "Kiinstliche Bindeproteine" (MLU Halle-
Wittenberg) etabliertes modulares Bibliotheksdesign, welches die Generierung von DNA-
Bibliotheken mit #uBlerst hoher Qualitit erlaubt. Ermoglicht wird dies durch eine

(1841 i Kombination mit einer Leserahmense-

Trinukleotid-basierte Randomisierungsstrategie
lektion''®!. Bei der Trinukleotid-basierten Randomisierungsstrategie erfolgt die Randomisie-
rung gewiinschter Aminosdurepositionen durch den Einsatz spezieller Oligonukleotid-primer,
welche bei der Fragment-basierten Konstruktion der DNA-Bibliothek verwendet werden. So
wird wihrend der Synthese der entsprechenden primer bei korrespondierenden Basentripletts
eine definierte Mixtur von vorgefertigten Trinukleotid-Phosphoramiditen verwendet. Dies

erlaubt neben der gezielten Auswahl von Aminosduren, welche fiir eine Randomisierung an
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den gewiinschten Aminosdurepositionen zugelassen werden, eine Vermeidung von Stop-
Codons. Dadurch wird die Qualitiit der Bibliothek wesentlich gesteigert.!"*"! Der Anteil uner-
wiinschter frameshift-Mutanten wird durch eine Leserahmenselektion wihrend der Herstel-
lung der modularen konstanten und randomisierten Genfragmente reduziert. Maf3geblich hier-
bei sind die frameshifts der Oligonukleotid-primer, welche als Artefakte wihrend der
Oligonukleotidsynthese entstehen. Da die Oligonukleotid-primer fiir die Generierung der ran-
domisierten Fragmente mittels Klenow-Fragment zum DNA-Doppelstrang aufgefiillt werden,
wiirden sich entsprechende frameshift-Mutationen direkt in der DNA-Bibliothek wiederfin-
den. Auch hier bedingt die Leserahmenselektion eine deutliche Qualitétssteigerung der DNA-
Bibliothekt und vor allem die Reduktion von escape-Mutanten.

Um die Anreicherung von escape-Mutanten wihrend der Phagenpropagierung durch E. coli-
Zellen zu verhindern, wurde die Basalexpression des Phagemids reduziert. Hierzu wurde die
Transkription der Expressionskassette, welche fiir ein Fusionsprotein codiert, unter die Kon-
trolle eines induzierbaren fetA-Promotor/Operators gestellt. Dieser weist eine sehr geringe
Basalexpression auf und eignet sich somit fiir eine effektive Phagenpropagierung ohne Anrei-

cherung von escape-Mutanten.!'8" 15194 Al

Induktor dient Tetracyclin oder
Anhydrotetracyclin. Die Konstruktion geeigneter Phagemidvektoren erfolgte auf Grundlage
des Vektors pASK-IBA7plus, welcher iiber einen tetA-Promotor/Operator sowie einen f1 ori
verfiigt. Dieser wurde fiir einen Einsatz als Phagemidvektor mit einer Genkassette ausgestat-
tet, welche fiir ein Fusionsprotein bestehend aus pelB-Signalsequenz, Trypsiligase, einem
flexiblen Linker sowie der C-terminalen Doméne des Phagenhiillproteins pIIl (AS 252-406)
kodiert. Hierbei wurden die beiden Phagemidvektoren pMB-03 und pMB-04, welche sich
hinsichtlich des Linkers zwischen Trypsiligase und der C-terminalen Doméne von pllI unter-
scheiden, konstruiert. So wurde bei pMB-04 der in pMB-03 befindliche MyCUT-Linker, wel-
cher mit einem cMyc-fag ausgestattet ist, durch eine Wildtyp plll-Linkersequenz ausge-
tauscht, wodurch eine hohe Flexibilitit zwischen Trypsiligase und AplIll gewihrleistet werden
sollte. Die vollstiandige sowie funktionale Pridsentation von Trypsiligase auf der Oberfldche
des Bakteriophagens M13 unter der Verwendung der Phagemidvektoren pMB-03 und
pMB-04 wurde schliellich durch eine ELISA-basierte Analyse bestétigt. Dadurch wurde zum
einen das Vorhandensein des cMyc-tags bei pMB-03 tragenden Trypsiligase-Phagen nachge-
wiesen, welches als Qualititsmerkmal fiir eine vollstidndige Préisentation des Fusionsproteins
fungierte und zum anderen wurde die Fihigkeit zur Bindung von Ecotin durch Trypsiligase

bei pMB-03- sowie pMB-04 tragenden Trypsiligase-Phagen iiberpriift. Der Phagemidvektor
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pMB-04 wurde letztlich fiir die Selektion verbesserter Trypsiligase-Varianten via Phagen-
Display eingesetzt.

5.2 Anwendung des optimierten evolutioniren Enzym-Engineerings zur

Selektion und Identifizierung verbesserter Trypsiligase-Varianten

Auf Basis des modularen Bibliotheksdesigns wurde fiir die Optimierung von Trypsiligase eine
qualitativ hochwertige DNA-Bibliothek erzeugt (vgl. 4.1.2, S. 90). Fiir eine Randomisierung
wurden die sechs Aminosiurepositionen H40, AS55, K97, L99, S190 und Q192 ausgewihlt.
Diese befinden sich im Bereich des aktiven Zentrums von Trypsiligase und sind in Abbildung
10 (S. 91) dargestellt. Die Auswahl der Aminosiurepositionen erfolgte nach folgenden Uber-
legungen:

(1) Die Positionen K97, L99, S190 und Q192 wurden gemil3 der Hypothese zur Schaffung
eines hydrophoben Clusters im Bereich des aktiven Zentrums ausgewihlt, was die Einbin-
dung eines hydrolytisch aktiven Wassermolekiils erschweren soll.

(i1) K97 und L99 befinden sich in der S2-Bindetasche und S190 sowie Q192 in der S1-
Bindetasche, womit sie potentiell mit der P1- sowie P2-Aminosiure des Substrates interagie-
ren konnen. Diese Interaktionen sind nicht nur fiir die Substrateinbindung und folglich fiir die
Ausbildung des Enzym-Substrat-Komplexes von Bedeutung. Sie konnen auch die Enzymka-
talyse selbst beeinflussen, beispielsweise durch die Desolvatation von Enzym und Substrat,
der Fixierung des Substrates in der fiir die Katalyse wichtigen kanonischen Konformation,
durch die korrekte Ausrichtung der zu spaltenden Peptidbindung zum Serin 195 der katalyti-
schen Triade und dem Oxyanionenloch oder auch durch die Stabilisierung von Konformation-
sinderungen wihrend der Ausbildung von Ubergangszustinden, wie beispielweise wihrend
der Anderung der planaren Geometrie der Peptidbindung hin zur tetrahedralen Geometrie des
tetrahedralen Intermediates.''*”!

(iii) Die Auswahl von AS5S5 folgte der Tatsache, dass ein Alanin in Position 55 eine hoch kon-
servierte Aminosdure bei Chymotrypsin-dhnlichen Serinproteasen darstellt. Ein Aminoséu-
reaustausch beeinflusst die Hydrolyseaktivitit bei Serinproteasen.[l%*lgg] Grund hierfiir ist
dessen raumliche Nihe zur Seitenkette von Histidin 57, welches Bestandteil der katalytischen
Triade ist. Eine Substitution des Alanins gegen Aminosduren mit sterisch anspruchsvolleren
Seitenketten konnte die Ausrichtung von H57 beeinflussen, was wiederum Einfluss auf des-

sen Funktion als Base im Kontext der katalytischen Triade hat. Da sich eine Modulation der
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Hydrolyseaktivitit eventuell positiv auf die Aminolyseaktivitit des Biokatalysators auswirken
konnte, wurde diese Position fiir eine Randomisierung ausgewéhlt.

(iv) Die Position H40 befindet sich am Boden der S2‘-Bindetasche. Die Auswahl erfolgte
hinsichtlich der Tatsache, dass Histidin 40 Bestandteil der Zymogentriade ist, womit es das
Gleichgewicht zwischen Zymogen und aktiver Konformation beeinflussen kann. Dies konnte
fir die Transamidierungsreaktion eine Rolle spielen, da fiir Trypsiligase ein Substrat-
aktivierter Katalysemechanismus postuliert wird."*! Desweiteren moduliert H40 die Archi-
tektur der S1°-S3‘-Bindetaschen, was wiederum essentiell fiir die Interaktion mit der P1° und
P2‘-Aminosiure sein konnte.!"”! Dieser Aspekt ist insofern wichtig, als dass eine effiziente
Einbindung des peptidischen Nukleophils die Transamidierungsreaktion begiinstigt. Grund
hierfiir ist, dass das peptidische Nukleophil mit einem Wassermolekiill wéhrend des
Deacylierungsschrittes um eine Einbindung in die S1°-Bindetasche konkurriert. Eine Erho-
hung der Affinitat zum peptidischen Nukleophil begiinstigt somit die Deacylierung via Ami-
nolyse. 1200201
Die Konstruktion der korrespondierenden DNA-Bibliothek wird detailliert im Kapitel 3.4.2
(S. 68) sowie Kapitel 4.1.2 (S. 90) beschrieben. Fiir eine Randomisierung der sechs Amino-
saurepositionen wurden alle Aminosduren bis auf Cystein zugelassen, sodass sich auf DNA-
sowie Proteinebene eine Diversitit von 4,7%10" einzigartigen Trypsinvarianten ergibt. Nach
der sequentiellen Assemblierung der Leserahmen-selektierten konstanten sowie randomisier-
ten Fragmente wurden zur Beurteilung der Bibliotheksqualitidt 143 einzelne Trypsiligase-
Varianten sequenziert. Neben dem erfolgreichen Ausschluss von Cystein sowie einer Gleich-
verteilung eingebauter Aminosduren an den randomisierten Aminosdurepositionen konnte die
hervorragende Qualitit der DNA-Bibliothek mit 95,8 % funktionalen Varianten auf DNA-
und Proteinebene bestitigt werden. Zudem konnte an keiner der randomisierten Aminosédure-
positionen ein Stop-Codon verzeichnet werden. Somit liegt der Anteil an escape-Mutanten in
der naiven Bibliothek bei weniger als 5 %, was ein hervorragender Ausgangspunkt fiir die
Unterdriickung von escape-Mutanten wihrend der Selektion ist. Bei Einsatz der NNK-
Methode zur Randomisierung von sechs Aminosdurepositionen wiirde allein der Anteil an
escape-Mutanten mit einem Stop-Codon bei 18,75 % liegen. Hinzu kommt der Anteil an
escape-Mutanten mit frameshift-Mutation, welcher bei fehlender Leserahmenselektion be-
trichtlich sein kann. So lag die Funktionalitit einer NNK-basierten Bibliothek mit sechs ran-
domisierten Aminosiurepositionen auf Basis von Ubiquitin®* bei 68 % und auf Basis des
artifiziellen Proteins M7”%! bei 49 %. Im Falle der auf Trypsiligase basierenden DNA-

Bibliothek von Frau GisseL lag die experimentell ermittelte Funktionalitiit bei ca. 20 %. ')
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Fiir die Anreicherung verbesserter Trypsiligase-Varianten wurde eine Selektion mittels Pha-
gen-Display durchgefiihrt, welche ausfiihrlich in den Kapiteln 3.4.4 (S. 75) und 4.2 (S. 93)
beschrieben wird. Fiir die Durchfithrung der Selektion wurde die Trypsiligase-basierte DNA-
Bibliothek in den optimierten Phagemidvektor pMB-04 kloniert, welcher eine Anreicherung
von escape-Mutanten wihrend der Phagenpropagierung durch E. coli-Zellen unterdriickte. Es
wurden zwel separate Selektionen (Selektion A und B) durchgefiihrt, welche sich hinsichtlich
der Streptavidin-beschichteten magnetischen beads unterschieden, die fiir die Immobilisie-
rung des biotinylierten Peptidsubstrates (Biotin-PEG-GAAYRHAAGEQKLISEEDL-OH)
verwendet wurden. In Selektion A wurden M270-beads verwendet, welche iiber eine carboxy-
lierte und damit negativ geladene Oberflidche verfiigen. Fiir Selektion B wurden M280-beads
verwendet, welche iiber eine tosylierte Oberflidche verfiigen und damit einen hydrophoberen
Charakter besitzen. Bei beiden Selektionen wurden jeweils vier Selektionsrunden durchge-
fiihrt, wobei der Selektionsdruck von Runde zu Runde gesteigert wurde. Ermoglicht wurde
dies durch die sukzessive Reduzierung von Substratmenge und Nukleophilkonzentration, der
Erhohung von Anzahl und Dauer der Waschschritte sowie der Verringerung der Elutionszeit.
Die ersten beiden Selektionsrunden wurden mit geringer Selektionsstringenz durchgefiihrt,
um hierbei moglichst wenig potentiell verbesserte Biokatalysatoren zu verlieren. Die
Selektionsrunden drei und vier wurden mit deutlich erhohter Stringenz durchgefiihrt. Neben
einer weiteren Erhohung der Anzahl an Waschschritten war hierbei die Reduzierung der Nuk-
leophilkonzentration um den Faktor fiinf ausschlaggebend. Hierdurch sollte die Anreicherung
von Varianten begiinstigt werden, welche eine gesteigerte Affinitdt zum Nukleophil aufwei-
sen.

Die Erhohung des Selektionsdrucks resultierte in einem verminderten Verhiltnis der
Phagenanzahlen von Elutionsfraktion zu Waschfraktion (vgl. Tab. 23, S. 94). Ein Grund hier-
fiir konnte die Verringerung der Elutionszeit sein, welche von der ersten hin zur vierten Se-
lektionsrunde von 30 Minuten auf 10 Minuten reduziert wurde. Eine mogliche weitere Erkla-
rung ist, dass eluierte Trypsiligase-Varianten, welche eine verbesserte Affinitdt zum Substrat
aufweisen, erneut an immobilisiertes Substrat binden. In diesem Fall hitten verbesserte Bio-
katalysatoren eine apparent hohere Verweilzeit auf der bead-Oberfliche. Dadurch besteht die
Moglichkeit, dass wihrend der Abnahme des Uberstandes noch als Acyl-Enzym-
Phagenintermediat vorliegende Trypsiligase-Varianten immobilisiert sind. Dies wiirde zum
Verlust der Enzymvarianten fiihren. Abhilfe konnte in Zukunft die Zugabe von in Losung
befindlichem Substrat bringen, welches als Kompetitor fungiert. Anstelle des immobilisierten

Substrates binden eluierte Trypsiligase-prasentierende Phagen an das in Losung befindliche
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Substrat und kénnen nachfolgend mit dem Uberstand isoliert werden. Alternativ konnte auch
ein Inhibitor eingesetzt werden, welcher den gleichen Effekt erzielen wiirde. Zur
Abreicherung unspezifisch bindender Phagen wurde in Selektionsrunde vier eine Préselektion
mit geblockten beads und ohne immobilisiertes Substrat durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich,
dass die Anzahl an Phagen in der Wasch- sowie Elutionfraktion durch die Préselektion deut-
lich reduziert wurde. Dieser Effekt war bei Selektion A ausgeprigter als bei Selektion B. Zur
weiteren Optimierung der Selektion konnte eine entsprechende Préselektion bereits in friithe-
ren Selektionsrunden durchgefiihrt werden. Auch ein Wechsel zwischen M270- sowie M280
beads innerhalb einer Selektion konnte eine weitere Optimierung darstellen, da hierdurch
vermieden wird, dass sich Varianten anreichern, welche bevorzugt an die Oberfliche der
magnetischen beads binden.

Generell ergab sich fiir Selektion B im Vergleich zu Selektion A eine um Faktor 10-20
erhohte Anzahl an Phagen sowohl in der Wasch- als auch Elutionsfraktion (vgl. Tab. 23,
S.94). Ein Grund hierfiir konnte die Oberflichenbeschaffenheit der verwendeten
Streptavidin-beschichteten magnetischen beads sein. Mit einem isoelektrischen Punkt von 4,0
besitzen M13-Phagen bei neutralem bis leicht basischem pH-Wert eine negativ geladene
Oberflache. Diese wird mallgeblich durch den N-terminalen Bereich des Haupthiillproteins
pVIII bestimmt, welches mit 2700 Kopien den Hauptanteil der Phagenhiillproteine ausmacht
und reich an Aminoséuren mit sauren Resten ist.”*" Die negativ geladene Oberflidche der
M?270 beads konnte dementsprechend zu einer verminderten unspezifischen Wechselwirkung
zwischen Phagen und bead-Oberfliache fithren und wire somit eine Erkldrung fiir die vermin-
derte Phagenanzahl in Selektion A. Dieser Aspekt konnte sich positiv auf die Anreicherung
von verbesserten Biokatalysatoren auswirken.

Fiir die Identifizierung von Trypsiligase-Varianten mit gesteigerter Transamidierungsaktivitit
wurde eigens ein ELISA-basiertes Hochdurchsatz-Screening etabliert, welches in den Kapiteln
3.5 (S.77) und 4.3.1 (S. 94) beschrieben wird. Insgesamt wurden jeweils 368 Einzelvarianten
aus den Selektionen A und B hinsichtlich der gewiinschten Katalyseeigenschaft durchgemus-
tert. Hierbei konnten 16 potentiell verbesserte Biokatalysatoren identifiziert werden, welche
im direkten Vergleich zur nativen Trypsiligase eine dhnliche oder auch gesteigerte Produkt-
ausbeute innerhalb der ELISA-basierten Progresskurven aufzeigten (vgl. Abb. 13, S. 97). Da-
bei stammen elf Varianten aus Selektion A und fiinf Varianten aus Selektion B. Fiir alle im
Screening identifizierten Varianten wurde eine primédre enzymatische Charakterisierung
durchgefiihrt, welche sich aus einer Analyse ihrer individuellen Mutationen an den randomi-

sierten Aminosdurepositionen sowie einer initialen Beurteilung der Syntheseeffizienz zusam-
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mensetzte. Zur Analyse der individuellen Mutationen wurden die Gensequenzen der einzelnen
Trypsiligase-Varianten sequenziert (vgl. Tab. 25, S. 102). Bei drei Varianten aus Selektion A
konnten die Mutationen nicht analysiert werden, da es sich hierbei um multicopy-Varianten
handelte, bei denen die Gensequenzen von mindestens zwei selektierten Trypsiligase-
Varianten in das Genom von P. pastoris integriert wurden, was als Artefakt der Transformati-
on von P. pastoris zu betrachten ist. Diese wurden von einer weiterfiihrenden Charakterisie-
rung ausgeschlossen. Die Sequenzen der verbliebenen Varianten konnten erfolgreich ausge-
wertet werden. Hierbei zeigten mehrere Varianten aus Selektion A identische Mutationen.
Von den verbliebenen acht Trypsiligase-Varianten besaflen fiinf Varianten die Mutationen des
Biokatalysators 3A11 sowie zwei Varianten die Mutationen von 4H3. Die Varianten der Se-
lektion B zeigten einzigartige Sequenzen, wobei die Mutationen einer Variante identisch mit

der von Variante 3A11 aus Selektion A waren.

5.3 Primire Charakterisierung potentiell verbesserter Biokatalysatoren

Bei niherer Betrachtung der individuellen Aminosiduren an den randomisierten Positionen
aller Trypsiligase-Varianten konnen Sequenzmotive festgestellt werden, welche sich im Rah-
men der Selektion angereichert haben. So besitzen alle Trypsiligase-Varianten eine aromati-
sche Aminoséure in Position 99, welche bei der nativen Trypsiligase durch ein Leucin besetzt
ist. In Position 97 ist bei allen Varianten aus Selektion A ein Tryptophan vorzufinden,
wihrend zwei von vier Varianten aus Selektion B in dieser Position ein Aspartat aufweisen.
Dies ist ein markanter Unterschied zu Lysin mit positiv geladener Seitenkette, welches in
Trypsiligase zu finden ist. In den Positionen 55 und 190 dominieren Aminoséduren mit kleinen
Seitenketten, welche polarer oder unpolarer Natur sind. Fiir Position 55 ergibt sich diese Pri-
ferenz vermutlich aus der rdumlichen Néhe zur Seitenkette von Histidin 57. Aminosduren mit
sterisch anspruchsvollen Seitenketten haben vermutlich einen starken Einfluss auf die raumli-
che Ausrichtung dieses Histidins, welches wiederum Bestandteil der katalytischen Triade ist.
Dies wiederum kann die Funktion der katalytischen Triade im Kontext der Enzymkatalyse
stark negativ beeinflussen, da dem Histidin 57 wihrend der kovalenten Katalyse eine wichtige
Rolle fiir Protonentransferreaktionen im Acylierungs- und Deacylierungsschritt zukommt.
Aminosduren mit sterisch weniger anspruchsvollen Seitenketten erlauben hierbei vermutlich
eher eine Modulation der Effektorfunktion des Histidins, ohne dabei ginzlich die Aktivitit
des Biokatalysators zu zerstoren. Dies konnte fiir die gewiinschte Transamidierungsaktivitit

von besonderer Bedeutung sein.

140



Diskussion

An Position 192 besitzen drei Varianten eine Aminosdure mit einer negativ geladenen Seiten-
kette (Glu oder Asp). Position 40, welche in Trypsiligase durch ein Histidin besetzt ist, wird
durch die Aminoséduren Prolin und Asparagin dominiert.

Fiir eine initiale Charakterisierung hinsichtlich ihrer Syntheseeffizienz wurden die sieben
Trypsiligase-Varianten mit korrekter DNA-Sequenz zunichst rekombinant in P. pastoris her-
gestellt und durch ein chromatographisches Zweischrittreinigungsverfahren zur Homogenitit
gereinigt. Hierbei konnten die Enzymvarianten mit einer variierenden Ausbeute zwischen 0,8
und 12,2 mg je Liter Kulturvolumen erhalten werden. Fiir die native Trypsiligase liegt die
Ausbeute unter analogen Bedingungen bei 14,3 mg je Liter Kulturvolumen. Dabei zeigte sich
die Tendenz, dass der Einbau eines hydrophoben Tryptophans an der Losungsmittel-
exponierten Position 97 zu verminderten Ausbeuten bei der Proteinbiosynthese fiihrte, so zu
beobachten bei den Varianten 2D8, 3A11 und 4H3. Generell gibt es viele Optionen, die Aus-
beute der Proteinbiosynthese durch P. pastoris effizient zu steigern. So bietet sich zunichst
eine Kultivierung im Fermenter an, wodurch deutlich hohere Zelldichten generiert werden
konnen, was wiederum direkt mit der Ausbeute an rekombinant hergestelltem Protein korre-
liert. Auch die Moglichkeit zur Kontrolle und Anpassung von pH-Wert, Sauerstoffsittigung
und Methanolkonzentration tragen mafgeblich zu einer gesteigerten Effizienz der Proteinbio-
synthese durch P. pastoris bei.?®2% Die Moglichkeit zur Regulierung des pH-Wertes konnte
fiir die rekombinante Herstellung der Trypsiligase-Varianten von besonderer Bedeutung sein,
da im zweiten Reinigungsschritt via Grolenausschlusschromatographie bei allen Varianten
ein hoher Anteil an Aggregaten zu verzeichnen war (vgl. Anhang Abb. A10, S. 181). Grund
hierfiir konnte das stete Absinken des pH-Wertes im Kulturmedium wihrend der Proteinbio-
synthese sein, wobei der pH-Wert trotz Pufferung durch 50 mM MES von pH 6 auf pH 3,5
sank. Dadurch lag der pH-Wert des Kulturmediums temporér im Bereich des isoelektrischen
Punktes der Trypsiligase-Varianten (dieser liegt bei einem pH von 4,5-5), was letztlich zur
partiellen Aggregation fithren kann. Eine konstante Pufferung des Kulurmediums mit einem
pH-Wert ober- oder unterhalb des isoelektrischen Punktes konnte zur Reduzierung der Ag-
gregate und somit zur Steigerung der Proteinausbeute beitragen. Weitere mogliche Optimie-
rungsschritte sind die Anpassung der codon usage sowie die Selektion von P. pastoris-
Kolonien, bei denen das Gen des rekombinanten Proteins mehrfach ins Genom integriert wur-
d C.[207]

Fiir die gereinigten Trypsiligase-Varianten erfolgte anschlieend eine initiale Charakterisie-
rung hinsichtlich ihrer Syntheseeffizienz, wofiir Transamidierungsstudien mit Modellpeptiden

durchgefiihrt wurden (vgl. 4.4.3, S.101). Die Peptidsequenzen von Acyldonor
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(Bz-AAYRHAAG-OH) und Acylakzeptor (H-RHAAGEQKLISEEDL-OH) korrelierten hier-
bei mit den in der Selektion sowie im Screening verwendeten Modellpeptiden. Alle identifi-
zierten Trypsiligase-Varianten zeigten ausnahmslos eine verbesserte Syntheseeffizienz, wobei
die Produktausbeute unter gegebenen Reaktionsbedingungen um den Faktor 1,1 bis 1,5 ge-
steigert werden konnte. Dies Ergebnis unterstreicht das effiziente Zusammenspiel zwischen
der qualitativ hochwertigen DNA-Bibliothek, dem optimierten Selektionsverfahren mittels
Phagen-Display sowie dem etablierten Hochdurchsatz-Screening. Insbesondere Trypsiligase-
Variante 2G10 zeigte im Vergleich zur nativen Trypsiligase mit einem Faktor von 1,5 die
deutlichste Verbesserung bei der Produktausbeute. Maf3geblich hierfiir ist der stark verbesser-
te Quotient aus Aminolyse- zu Hydrolysegeschwindigkeit, welcher fiir Trypsiligase unter ge-
gebenen Reaktionsbedingungen bei 4,7 lag und fiir Trypsiligase-Variante 2G10 auf 47,7 ge-

steigert wurde.

5.4 Enzymkinetische Charakterisierung der Trypsiligase-Variante 2G10

Ausgehend von dem Ergebnis einer deutlich verbesserten Syntheseeffizienz wurde Trypsili-
gase-Variante 2G10 im Hinblick auf eine praxisorientierte Verwendung zur Modifizierung
therapeutisch relevanter Proteine hinsichtlich ihrer enzymkinetischen Eigenschaften charakte-
risiert (vgl. 4.5, S. 102). Dies umfasste Untersuchungen zur pH- und Temperaturabhéngigkeit
sowie eine detaillierte Betrachtung der enzymkatalysierten Transamidierungsreaktion. Hier-
durch konnten auch erste Informationen zur Fragestellung gewonnen werden, welche Fakto-
ren zur Steigerung der Syntheseeffizienz beitragen.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass Trypsiligase-Variante 2G10, ebenso wie die na-
tive Trypsiligase, eine hohe Spezifitit fiir die Erkennungssequenz YRH besitzt, wobel insbe-
sondere eine Substitution des Histidins in P2‘-Position eine drastische Verminderung der Ka-
talysegeschwindigkeit zur Folge hat (vgl. 4.5.1, S 102). Mallgeblich hierfiir sind die Wech-
selwirkungen zwischen Enzym und Substrat, wofiir in der S2’-Bindetasche von Trypsiligase
die beiden artifiziell eingefiihrten Histidine N143H und E151H von entscheidender Bedeu-
tung sind. Uber die Imidazolringe dieser beiden Histidine wird der Imidazolring des Substra-
tes in P2‘-Position durch ein zweiwertiges Metallion als Zentralatom komplexiert. Bestitigt
wurde dieser Befund letztlich auch durch die hohe Abhéngigkeit der initialen Aminolysege-
schwindigkeit von der Anwesenheit von Zinkionen, wie sie fiir Trypsiligase-Variante 2G10
gezeigt werden konnte (vgl. 4.5.4, S 109). Bei dem verwendeten Reaktionssetup (80 uM Sub-

strat, 400 uM Nukleophil) ergab sich fiir die Zinkionen ein optimaler Konzentrationsbereich
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zwischen 50-100 uM. In Abwesenheit von Zinkionen nahm die initiale Aminolysegeschwin-
digkeit dagegen um den Faktor 50 ab. Interessanterweise unterliegt die initiale Geschwindig-
keit der konkurrierenden Hydrolysereaktion einer geringeren Zinkionen-Abhingigkeit. Hier
lag der Unterschied lediglich bei Faktor 2. Eine mogliche Erkldrung hierfiir konnte sein, dass
die Hydrolysereaktion lediglich im Acylierungsschritt von Zinkionen abhingig ist, ndmlich
bei der Substrateinbindung. Hierbei wird das P2‘-Histidin des Substrates wie zuvor beschrie-
ben iiber ein Zinkion mit den Histidinen der S2‘-Bindetasche des Enzyms komplexiert. Die
Einbindung des nukleophil angreifenden Wassermolekiils im Deacylierungsschritt ist hinge-
gen unabhédngig von der Anwesenheit von Zinkionen, sodass vermutlich nur die Verminde-
rung der Acylierungsgeschwindigkeit einen Einfluss auf die Hydrolysegeschwindigkeit hat.
Im Falle der Transamidierungsreaktion wird ein Zinkion sowohl im Acylierungs- als auch im
Deacylierungsschritt benotigt. Konkret betrifft dies die Einbindung des Acyldonors im Acy-
lierungsschritt (analog zur Hydrolysereaktion) sowie die Einbindung des peptidischen Nuk-
leophils (Acylakzeptor) im Deacylierungsschritt. Letztlich trigt die Komplexierung des P2°-
Histidins durch Zinkionen sowohl beim Substrat, als auch beim peptidischen Nukleophil
malgeblich zur Affinitit bei.

Die Affinitdt des Enzyms fiir ein peptidisches Nukleophil hat wiederum einen entscheidenden
Einfluss auf die Syntheseeffizienz des Biokatalysators, da das peptidische Nukleophil mit
einem Wassermolekiil im Deacylierungsschritt um eine Einbindung in die S1°‘-Bindetasche
konkurriert. Daraus resultierend ldsst sich postulieren, dass mit einer Erhohung der Affinitit
des Enzyms fiir das peptidische Nukleophil die Wahrscheinlichkeit steigt, dass die Deacylie-
rung via Aminolyse erfolgt. Dahingehend wurde die Affinitét der Trypsiligase-Variante 2G10
fiir das peptidische Nukleophil H-RHAK-OH im Vergleich zur nativen Trypsiligase néher
untersucht (vgl. 4.5.2, S 104). Hierzu wurden die apparenten Wechselzahlen fiir die Aminoly-
se- sowie Hydrolysereaktion bei einer konstanten Substratkonzentration von 80 uM und einer
variierenden Nukleophilkonzentration zwischen 0-9600 uM bestimmt. Der Kurvenverlauf,
der sich aus der graphischen Auftragung der ermittelten apparenten Wechselzahlen gegen die
Nukleophilkonzentration ergab, entsprach dem Kurvenverlauf einer Substratiiberschusshem-
mung. Die tatsdchliche Ursache fiir die Substratiiberschusshemmung, welche sowohl bei
Trypsiligase als auch bei Trypsiligase-Variante 2G10 beobachtet wurde, ist derzeit nicht be-
kannt. Jedoch konnten zwei Aspekte eine Rolle spielen:

(1) Anhand der Kristallstruktur von Trypsiligase konnte gezeigt werden, dass bei Trypsiligase
das Konformationsgleichgewicht zwischen Zymogen und aktivem Enzym in Richtung

zymogener Konformation verschoben ist."'*” Grund hierfiir ist, dass die Aktivierungsdomine
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(diese umfasst die Aminosduren 116-G19, G142-P152, L185-D194 und S217-N223) in Abwe-
senheit eines Substrates ungeordnet vorliegt und damit eine zymogendhnliche, inaktive
Konformation einnimmt. Hierbei umfasst die Aktivierungsdoméne unter anderem die S1-
sowie S2°-Bindetasche. Erst die Einbindung eines hochaffinen Substrates mit YRH-
Erkennungssequenz dringt die Aktivierungsdomine in eine aktive Konformation und ermog-
licht damit den nachfolgenden Acylierungsschritt. Fraglich ist, ob das peptidische Nukleophil
in die S‘-Bindetaschen der Trypsiligase einbinden kann, wenn diese in einer
zymogendhnlichen Konformation vorliegt. Sollte dem so sein, konnte es mit dem YRH-
Substrat um eine Einbindung konkurrieren, was letztlich die Katalysegeschwindigkeit ver-
mindern wiirde. Da eine steigende Nukleophilkonzentration die Aminolysegeschwindigkeit
von Trypsiligase sowie der Trypsiligase-Variante 2G10 vermindert, konnte dies die Ursache
sein.

(i1) Auch die limitierte Konzentration der Zinkionen konnte eine Rolle spielen. Denkbar wire,
dass in Losung befindliche Zinkionen bei entsprechend hohem Uberschuss an peptidischem
Nukleophil durch die Histidine mehrerer Peptidnukleophile komplexiert werden, wodurch sie
nicht mehr fiir die Substrateinbindung im Acylierungsschritt zur Verfiigung stehen. Da die
Geschwindigkeit des Acylierungsschrittes sowohl bei Trypsiligase, als auch bei Trypsiligase-
Variante 2G10 jedoch stark von der Anwesenheit freier Zinkionen abhingt, konnte das Nuk-
leophil-bedingte Wegfangen der Zinkionen vor allem bei hoher Nukleophilkonzentration ur-
sdchlich fiir den beobachteten Aktivititsverlust sein.

Aus einer nichtlinearen Regression konnte bei Trypsiligase-Variante 2G10 fiir das Nukleophil
ein Kn,-Wert von 43,1 uM bestimmt werden. Gleichzeitig ergab sich fiir das Nukleophil ein
Kj-Wert von 2395 uM. Damit einher geht fiir die Aminolyse eine apparente Katalysekonstan-
te von 0,049 s'l, welche ohne Substratiiberschusshemmung 0,062 gt betragen wiirde. Im Falle
der nativen Trypsiligase lag der K,,-Wert fiir das peptidische Nukleophil bei 193,7 uM und
damit um den Faktor 4,5 hoher als bei Trypsiligase-Variante 2G10. Auch die Nukleophilkon-
zentration, bei der die halbe Maximalgeschwindigkeit der Hydrolysereaktion erreicht wird,
liegt mit 25,5 uM bei Trypsiligase-Variante 2G10 um den Faktor 5 niedriger, als bei Trypsili-
gase mit 137,5 uM. Dies korreliert mit der oben getroffenen Annahme, dass durch eine Erho-
hung der Affinitdt zum peptidischen Nukleophil die Transamidierungsaktivitit des Biokataly-
sators insbesondere bei niedrigen Substrat- und Nukleophilkonzentrationen verbessert wird.
Eine Erkldrung hierfiir ist, dass der K,-Wert des Nukleophils jener Nukleophilkonzentration
entspricht, bei der die Hilfte der aktiven Zentren aller Acyl-Enzym-Intermediate ein peptidi-

sches Nukleophil eingebunden hat. Wird fiir die Transamidierungsreaktion eine Nukleophil-
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konzentration eingesetzt, welche im Bereich des K,,-Wertes oder darunter liegt, steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass ein Wassermolekiil als Nukleophil in die S1°‘-Bindetasche einbinden
kann, was letztlich aufgrund der hohen Konzentration an Wassermolekiilen (ca. 55 M) zur
Hydrolyse des Acyl-Enzym-Intermediates fiihrt. Diese Uberlegung wird durch die Betrach-
tung des Quotienten aus Aminolyse- zu Hydrolysegeschwindigkeit bei unterschiedlichen
Nukleophilkonzentrationen fiir Trypsiligase-Variante 2G10 und Trypsiligase bestdtigt. So
liegt bei Trypsiligase-Variante 2G10 dieser Quotient bei einer Nukleophilkonzentration von
400 uM (entspricht ca. 10 x Ky,,) bei ca. 30 und damit sehr deutlich auf Seiten der Transami-
dierungsreaktion. Bei einer Nukleophilkonzentration von 40 uM (entspricht ungefihr K,)
sinkt der Quotient auf 2, was letztlich die Ausbeute an Transamidierungsprodukt stark min-
dert. Ahnlich verhilt sich dies bei der nativen Trypsiligase. Bei einer Nukleophilkonzentration
von 2400 uM (entspricht ca. 12 x Kj,)) liegt der Quotient bei ca. 10 und sinkt auf ca. 2 bei ei-
ner Nukleophilkonzentration von 240 uM (entspricht ungefahr K,).

Letztlich spiegelt sich diese Abhingigkeit auch in dem Syntheseprofil, welches fiir die native
Trypsiligase und Trypsiligase-Variante 2G10 erstellt wurde, wieder (vgl. 4.5.5,S. 112).
Grundgedanke bei der Erstellung der Syntheseprofile war es, die Syntheseeffizienz unter-
schiedlicher Trypsiligase-Varianten bei variierenden Substrat- und Nukleophilkonzentratio-
nen vergleichend darzustellen. So wurden fiir Trypsiligase-Variante 2G10 und Trypsiligase
Transamidierungsreaktionen bei hoher und niedriger Substratkonzentration (250 uM und 15
uM) in Anwesenheit von 2, 5, 10 und 20 molaren Aquivalenten Nukleophil durchgefiihrt. Zur
visuellen Darstellung wurden schlielich die maximalen Ausbeuten an Transamidierungspro-
dukt gegen die Aquivalente an Nukleophil bei hoher und niedriger Substratkonzentration auf-
getragen. Die theoretisch maximal erreichbare Ausbeute an Transamidierungsprodukt, welche
erzielt werden konnte, wenn keine Hydrolysereaktion stattfindet, hingt vom stéchiometri-
schen Verhiltnis des extern hinzugegebenem Nukleophils zur Abgangsgruppe (welche im
Acylierungsschritt vom Substrat abgespalten wird) ab. Grund hierfiir ist, dass die Abgangs-
gruppe des Substrates ebenfalls im Deacylierungsschritt als Nukleophil agieren kann, sodass
es zur erneuten Bildung des Ausgangssubstrates kommt. Sowohl Abgangsgruppe als auch
Nukleophil verfiigen iiber identische Aminosduren im P1°-P4‘-Bereich womit die Wechsel-
wirkungen mit dem S1°-S4‘-Bereich des Acyl-Enzym-Intermediates beim Deacylie-
rungsschritt identisch sind und damit sehr wahrscheinlich auch deren Affinitdten. Unter der
Annahme, dass die Gleichgewichtskonstante damit 1 ist, korreliert die maximale Produktaus-
beute im thermodynamischen Gleichgewicht mit dem Verhéltnis von Nukleophil zu Ab-

gangsgruppe. Bei vorhandener Hydrolyseaktivitiat wird die theoretisch maximale Produktaus-
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beute jedoch vermindert, da das Hydrolyseprodukt nicht mehr als Acyldonor fungieren kann
und somit dem Transamidierungsgleichgewicht entzogen wird. Wie bereits erwihnt, sind vor
allem bei niedrigen Substrat- und Nukleophilkonzentrationen im Kontext der konkurrierenden
Einbindung zwischen Wassermolekiil und peptidischem Nukleophil, Trypsiligase-Varianten
mit hoher Affinitét hinsichtlich der Ausbeute an Transamidierungsprodukt begiinstigt. So fin-
den sich die beiden Abhéngigkeiten fiir die Transamidierungsausbeute im Syntheseprofil wie-
der:

(i) die Zunahme der maximalen Produktausbeute mit Zunahme der Aquivale an Nukleophil,
was wiederum durch ein steigendes Verhiltnis von Nukleophil zu Abgangsgruppe bedingt
wird, und

(i1) die Abnahme der Produktausbeute bei Verminderung der Substrat- und damit einherge-
hend auch der Nukleophilkonzentration (da das Nukleophil als Vielfaches molares Aquivalent
eingesetzt wird), was wiederum ein Effekt der Konkurrenz zwischen Wasser und peptidi-
schem Nukleophil darstellt.

Letztlich zeigt Trypsiligase-Variante 2G10 im Vergleich zur nativen Trypsiligase bei allen
Substrat-Nukleophil-Kombinationen eine deutlich verbesserte Syntheseeffizienz. Bei einer
Substratkonzentration von 250 uM und 2 molaren Aquivalenten Nukleophil liegt die theore-
tisch erreichbare Produktausbeute bei 66,7 %. Trypsiligase-Variante 2G10 erzielt unter diesen
Bedingungen eine maximale Ausbeute von ca. 59 %. Zum Zeitpunkt der maximalen Produkt-
ausbeute liegen zudem ca. 8 % Hydrolyseprodukt vor, was wiederum mit der Differenz zwi-
schen theoretisch erreichbarer und praktisch erhaltener Produktausbeute (entspricht 7,7 %)
korreliert. Der Quotient aus Aminolyse- zu Hydrolysegeschwindigkeit liegt bei 26, womit die
Aminolyse stark gegeniiber der Hydrolyse favorisiert wird. Trypsiligase erreicht unter diesen
Bedingungen im Maximum ca. 42 % Transamidierungsprodukt und ca. 26 % Hydrolysepro-
dukt. Diese verminderte Produktausbeute geht mit einem verringerten Quotienten aus Amino-
lyse- zu Hydrolysegeschwindigkeit von 4 einher. Korreliert man die eingesetzte Nukleophil-
konzentration von 500 uM mit den K,-Werten der Enzymvarianten fiir das Nukleophil, so
liegt die verwendete Nukleophilkonzentration bei ca. 10,9 x K, fiir Trypsiligase-Variante
2G10 und 2,6 x K,, fiir Trypsiligase. Bei einer Substratkonzentration von 15 uM und ebenfalls
2 molaren Aquivalenten Nukleophil entspricht die Nukleophilkonzentration mit 30 uM ca.
0,7 x K, fiir Trypsiligase-Variante 2G10 und 0,15 x Ky, fiir Trypsiligase. Dies wiederum be-
dingt eine deutlich verminderte Produktausbeute fiir Trypsiligase, welche bei ca. 11 % liegt.

Bei Trypsiligase-Variante 2G10 fillt die Verminderung der Produktausbeute auf ca. 39 %
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deutlich moderater aus, was als Effekt der besseren Affinitit zum Nukleophil gewertet werden
kann.

Dieser Befund korreliert mit sehr gut mit den umfangreichen Studien, welche von SCHELLEN-
BERGER et al. hinsichtlich der kinetisch kontrollierten Protease-katalysierten Synthesestrategie
angefertigt wurden.'**?*2%! Hierbei konnte in zahlreichen Acyltransfer-Experimenten ge-
zeigt werden, das die Fihigkeit von verschiedenen Serinproteasen (Chymotrypsin aus Ratte,
Trypsin aus Ratte, a-lytische Protease) zur Ubertragung eines Acylrest auf einen peptidischen
Acylakzeptor stark von der Spezifitit und damit Affinitdt der Protease fiir den Acylakzeptor
abhéngt. Dazu wurden schwach aktivierte Esterderivate von Aminosduren oder Peptiden mit
passender P1-Spezifitit eingesetzt, welche eine schnelle Bildung des Acyl-Enzym-
Intermediates bedingen, sowie peptidische Nukleophile mit variierenden Aminosduren in P1°-
P3¢-Position. Letztlich konnte gezeigt werden, dass die Effizienz des Acyltransfers mit der
Erhéhung der Spezifitiit fiir den Acylakzeptor korrelierte. ! 4620520

Auch die thermodynamischen Parameter, welche im Rahmen der Studien zur Temperaturab-
hingigkeit der Transamidierungsreaktion fiir Trypsiligase-Variante 2G10 ermittelt wurden,
bekriftigen die Annahme, dass eine erhohte Affinitdt des Enzyms zum peptidischen Nukleo-
phil die Transamidierungsreaktion begiinstigt (vgl. 4.5.3, S. 107). Hierbei wurden die appa-
renten Wechselzahlen der konkurrierenden Aminolyse- und Hydrolysereaktion bei unter-
schiedlichen Temperaturen gemessen, um anschliefend iiber eine Analyse nach EYRING die
thermodynamischen Parameter fiir die Ausbildung des aktivierten Komplexes bestimmen zu
konnen. Demzufolge ist die Deacylierung via Aminolyse durch eine geringere freie
Aktivierungsenthalphie AG' gegeniiber der konkurrierenden Hydrolyse favorisiert. MaBgeb-
lich hierfiir ist eine Zunahme der Aktivierungsentropie AS' im Fall der Aminolyse, wihrend-
dessen der entropische Beitrag bei der Hydrolysereaktion eine untergeordnete Rolle spielt.
Die Aktivierungsenthalphie AH' ist fiir die Aminolyse- und Hydrolysereaktion nahezu iden-
tisch. Somit ldsst sich fiir Trypsiligase-Variante 2G10 schlussfolgern, dass im Deacylie-
rungsschritt die Aminolyse gegeniiber der Hydrolyse entropisch begiinstigt ist. Auf molekula-
rer Ebene ist eine Entropiezunahme bei Ausbildung des Ubergangszustandes mit einer Erho-
hung der Mikroheterogenitit als Folge der gesteigerten Anzahl an Mikrozustinden
assoziiert.?'**'! Eine Erklirung ist, dass die Einbindung des peptidischen Nukleophils ste-
risch deutlich anspruchsvoller ist als bei einem Wassermolekiil. Dabei versteht sich der Kom-
plex aus Acyl-Enzym-Intermediat und peptidischem Nukleophil bzw. Acyl-Enzym-
Intermediat und nukleophil angreifendem Wassermolekiil als Makrozustand. Im Vergleich

zum Wassermolekiil geht die Einbindung des peptidischen Nukleophils mit einer gro3eren

147



Diskussion

Anzahl nicht kovalenter Wechselwirkungen einher, was wiederum eine erhohte Anzahl an
Mikrozustinden bedingt. Da die Entropie ein MaB fiir die Anzahl von Mikrozustidnden eines
Makrozustandes ist, korreliert eine Zunahme der Mikrozustinde mit einer Zunahme der En-
tropie. Zudem bewirkt die Einbindung des peptidischen Nukleophils eine Verdringung von
Wassermolekiilen aus der geordneten Hydrathiille im Bereich der S'-Bindetaschen des En-
zyms, was ebenfalls eine Entropiezunahme zur Folge hat.

Ein weiterer Effekt, welcher einen positiven Einfluss auf die Syntheseeffizienz von Trypsili-
gase-Variante 2G10 haben konnte, ist mit der Mutation des Alanins in Position 55 gegen ein
Serin assoziiert. Wie zuvor beschrieben, befindet sich die Seitenkette von Alanin 55 in rdum-
licher Nihe zur Seitenkette von Histidin 57, welches Bestandteil der katalytischen Triade ist.
Ein Aminosdureaustausch konnte aufgrund dieser rdaumlichen Nihe die Ausrichtung des His-
tidins beeinflussen, was wiederum Auswirkungen auf die Effektorfunktionen des Histidins im
Kontext der katalytischen Triade haben konnte. Dieses agiert bei der kovalenten Katalyse als
Base und als Sidure im Rahmen von Protonentransferreaktionen im Acylierungs- und Deacy-
lierungsschritt. Insbesondere im Deacylierungsschritt konnte eine verminderte Basenaktivitét
des Imidazolringes von Histidin die Transamidierungsreaktion begiinstigen. Grund hierfiir ist,
dass der pKs-Wert der a-Aminogruppe des peptidischen Nukleophils mit ca. 9 (variiert in
Abhingigkeit von der Aminosiure sowie den benachbarten Aminosiuren'?'?!) deutlich gerin-
ger ist als der pKs-Wert eines Wassermolekiils mit 15,7. Im Vergleich zur a-Aminogruppe
muss das Wassermolekiil somit stidrker aktiviert werden, um als Nukleophil im Deacylie-
rungsschritt agieren zu konnen, was wiederum durch Histidin 57 der katalytischen Triade rea-
lisiert wird. Das Ne2-Sticktoffatom des Imidazolringes von Histidin 57 fungiert hierbei als
generelle Base, welche zunichst eine Wasserstoffbriicke zum Wassermolekiil, insofern die
raumliche Nidhe gegeben ist, ausbildet. Dies fiihrt beim Wassermolekiil zur Polarisierung ei-
ner Wasserstoff-Sauerstoff-Bindung, wodurch dessen pKs-Wert erniedrigt wird und die
Nukleophilie des Sauerstoffs steigt."*>! Kann Histidin seiner Funktion als Base aufgrund einer
verdanderten raumlichen Ausrichtung nur bedingt nachkommen, fiihrt dies zu einer verminder-
ten Aktivierung des Wassermolekiils, womit dessen pKs-Wert nicht erniedrigt wird. Dies
vermindert letztlich die Geschwindigkeit der Deacylierung via Hydrolyse. Hinzu kommt, dass
auch die Acylierungsgeschwindigtkeit und damit die Gesamtgeschwindigkeit der Enzymkata-
lyse mit der Beeintridchtigung von Histidin 57 verringert wird. Grund hierfiir ist, dass im Acy-
lierungsschritt die Nukleophilie der B-Hydroxylgruppe von Serin 195 ebenfalls durch dieses
Histidin als Base erhoht wird, welche schlieBlich das Carbonyl-C-Atom der zu spaltenden
Peptidbindung angreift.
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Solch eine Modulation der Hydrolyseaktivitit durch eine Punktmutation an Position 55 konn-
te beispielsweise bei der Serinprotease Plasmin gefunden werden. Hier fiihrt die Mutation
ASS5T zu einer verminderten Hydrolyseaktivitdt von Plasmin. Solch eine AS5T-Mutation im
Plasmin konnte als Ursache bei Patienten mit vendser Thrombose oder mit Netz- und Ader-
haut-Erkrankungen des Auges ausgemacht werden."””'® Durch Molekiildynamik-
Simulationen konnte fiir Plasmin A55T gezeigt werden, dass iiber die Hydroxylgruppe des
Threonins 55 eine Wasserstoffbriicke zum Ng2-Stickstoffatom des Imidazolringes von Histi-
din 57 ausgebildet wird. Uber Ne2 nimmt Histidin 57 in seiner Funktion als katalytische Base
das Proton von Serin 195 im Acylierungsschritt oder das des Wassers im Deacylierungsschritt
auf, wodurch deren pKs-Werte erniedrigt werden. Die Interaktion von Threonin und Histidin
bedingt jedoch eine Konformationsinderung von Histidin 57, wodurch die Positionierung des
Ne2 derart verdandert wird, dass Histidin nur noch bedingt als katalytische Base agieren kann.
Dies hat zur Folge, dass die Nukleophilie von Ser 195 sowie einem nukleophil angreifenden
Wasser nur unzureichend erhoht wird, was wiederum die oben beschriebenen Effekte zur Fol-
ge hat 19719
Da Trypsiligase-Variante 2G10 ein Serin in Position 55 besitzt, konnten hier dhnliche Effekte
wie bei Plasmin mit A55T-Mutation eine Rolle spielen. Weil die Seitenkette von Serin der
von Threonin sehr dhnlich ist (Deletion der Methylgruppe in y-Position), konnte auch hier
eine Interaktion mit dem Histidin 57 vorliegen. Eigene Experimentelle Daten deuten auf einen
solchen Einfluss hin. So konnte fiir Trypsiligase-Variante 2G10 bei den Hydrolysestudien zur
Bestimmung der Enzymspezifitit eine verringerte Gesamtaktivitit fiir die Hydrolyse ver-
schiedener Peptidsubstrate festgestellt werden, wobei der diesbeziigliche kc,-Wert von Tryp-
siligase-Variante 2G10 im Vergleich zu Trypsiligase um den Faktor 5 erniedrigt war. Zudem
konnte in der Masterarbeit von Frau C. ScHMIDT (AG BorpUSsA, MLU Halle-Wittenberg) ge-
zeigt werden, dass eine Riickmutation des Serin 55 zu einem Alanin bei Trypsiligase-Variante
2G10 einen deutlichen Einfluss auf die Gesamtaktivitdt sowie auf den Quotient von Aminoly-
se- zu Hydrolysegeschwindigkeit hat."*! Konkret konnte fiir Trypsiligase-Variante 2G10 bei
einer Substratkonzentration von 100 uM mit einem zweifachen Uberschuss an Nukleophil
eine initiale Aminolysegeschwindigkeit von 0,043 s bestimmt werden. Der Quotient aus
Aminolyse- zu Hydrolysegeschwindigkeit lag bei 23,7. Im Vergleich hierzu zeigte Trypsiliga-
se-Variante 2G10 mit S55A-Mutation mit 0,193 s eine um Faktor fiinf gesteigerte Aminoly-
segeschwindigkeit, wobei der Quotient aus Aminolyse- zu Hydrolysegeschwindigkeit mit 9,6
um den Faktor 2,5 verringert wurde. Somit ergibt sich eine starke Evidenz dafiir, dass die ge-

steigerte Syntheseeffizienz der Trypsiligase-Variante 2G10 auf zwei Faktoren beruht:
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(1) durch eine verbesserten Affinitdt zum Nukleophil, welches mit einem Wassermolekiil um
eine Einbindung in die S1°‘-Bindetasche im Deacylierungsschritt konkurriert, und

(i1) durch eine Modulation der Funktion des Histidins 57 (Bestandteil der katalytischen Tria-
de) als katalytische Base, wodurch insbesondere die Aktivierung eines Wassermolekiils im
Deacylierungsschritt verringert wird, was wiederum indirekt eine Deacylierung des Acyl-
Enzym-Intermediates via Aminolyse begiinstigt.

Die hohe Syntheseeffizienz sowie die ermittelten enzymkinetischen Parameter deuten darauf
hin, dass Trypsiligase-Variante 2G10 ein beachtliches Potential als niitzliches Werkzeug fiir
die posttranslationale Modifikation von Proteinen und Peptiden besitzen konnte. Verdeutlicht
wird dies am Beispiel der Sortase A aus Staphylococcus aureus, welche detailliert im Kapitel
1.2.2 (S. 14) beschrieben ist. So konnten mittels Sortase A eine Vielzahl unterschiedlichster
Proteine sowohl in Losung als auch immobilisiert oder gar auf Zelloberflichen befindlich
modifiziert werden. Hierbei dhnelt der Reaktionsmechanismus (Transpeptidierung) dem von
Trypsiligase-Variante 2G10. So spaltet Sortase A innerhalb der Erkennungssequenz LPXTG
(X steht fiir jede beliebige Aminosdure) spezifisch die Peptidbindung zwischen Threonin und
Glycin, wobei ein Acyl-Enzym-Intermediat mit dem Carbonyl-C-Atom des Threonins ausge-
bildet wird. AnschlieBend erfolgt die Deacylierung durch den nukleophilen Angriff einer N-
terminalen o-Aminogruppe eines extern hinzugegebenen Pentaglycins. Wie bei Trypsiligase-
Variante 2G10 kann auch Wasser als Nukleophil fungieren, jedoch wird das Pentaglycin als
Nukleophil stark favorisiert. Hinsichtlich der Reaktionsgeschwindigkeit besitzt Trypsiligase-
Variante 2G10 jedoch einen deutlichen Vorteil. Dies zeigt sich anhand der enzymkinetischen
Parameter der Sortase A. So besitzt diese einen k.,-Wert von 1,5 s fiir die Transpeptidie-
rungsreaktion, wobei die K,-Werte fiir das Substrat und das peptidische Nukleophil bei 7,6
mM und 140 uM liegen.”® Da die Modifizierung von Biomolekiilen, wie beispielsweise die
Verkniipfung von Antikorper und Toxin bei ADCs, bei niedrigen mikromolaren Konzentrati-
onen (typischerweise bis ca. 25-50 uM bei Antikorpern und 10-20 Aquivalente Nukleophil)
durchgefiihrt werden, verlduft die Sortase A-katalysierte Reaktion sehr langsam und bedingt
teilweise dquimolare oder sogar hohere Konzentrationen von Enzym gegeniiber dem Acyldo-
nor sowie lange Reaktionszeiten.”>*'**"! Der Grund hierfiir ist, dass sowohl Acyldonor (z. B.
Antikorper), als auch Acylakzeptor (z. B. Nukleophil mit payload) nicht in Substratsittigung
vorliegen und somit beiderseits zur Verringerung der Katalysegeschwindigkeit unter den ge-
gebenen Reaktionsbedingungen beitragen.

Um dieser Limitation entgegenzuwirken, wurde ein hoher Aufwand in die Verbesserung der

nativen Sortase A investiert. Hierzu wurden mittels evolutiondirem Enzym-Engineering unter

150



Diskussion

Verwendung eines Hefe-Displays Varianten selektiert, welche eine verbesserte katalytische
Effizienz besitzen.”® Im Vergleich zur nativen Sortase A verfiigt die vielversprechendste
Variante (SM genannt, besitzt die 5 Mutationen P94R/D160N/D165A/K190E/K196T) {iiber
einen gesteigerten k.,-Wert von 5,4 s' und zudem iiber einen verbesserten Kn-Wert fir das
Substrat von 0,23 mM sowie iiber einen deutlich verschlechterten K,,-Wert fiir das peptidi-
sche Nukleophil von 2,9 mM. Diese Variante konnte erfolgreich fiir die Generierung von
ADC:s eingesetzt werden, wobei fiir die Modifizierung von Trastuzumab mit dem Spindelto-
xin DM1 nur noch 0,062 Aquivalente Biokatalysator eingesetzt werden mussten.”” Da das
peptidische Nukleophil mit Wasser um die Deacylierung des Acyl-Enzym-Intermediates kon-
kurriert, konnte sich der verschlechterte K,,-Wert von Sortase-Variante SM negativ auf die
Syntheseeffizienz auswirken. Zudem konnte sich die verminderte Affinitdt vom Enzym zum
peptidischen Nukleophil auf die Selektivitit gegeniiber anderen Acyldonoren auswirken, so-
dass unspezifische Modifikationen von beispielsweise Lysinseitenketten moglich sind. Tat-
sdchlich konnte bei der Pentamutante eine deutlich erhohte Geschwindigkeit fiir die Hydroly-
se der Erkennungssequenz LPETG sowie fiir unerwiinschte Nebenreaktionen bei der Modifi-
zierung von GFP als Modellprotein beobachtet werden.'"”’! Hier konnte die Modifizierung
einer Lysinseitenkette, welche zur Bildung von kovalenten GFP-Homodimeren fiihrt, gezeigt
werden. Dieser Effekt war bei Sortase 5M deutlich ausgeprigter als bei dem Wildtypenzym.
Desweiteren wurde bei der Reaktion mittels SM festgestellt, dass das GFP intramolekular
zirkularisiert wird, vermutlich durch eine Transamidierungsreaktion, bei dem die
Aminofunktion des N-Terminus von GFP als Acylakzeptor fungiert.!'"’"! Die Bildung einer
Sortase-katalysierten Isopeptidbindung konnte ebenfalls fiir ein Fab-Fragment (L19) festge-
stellt werden, welches am C-Terminus der leichten Kette mit der Erkennungssequenz LPETG
ausgestattet wurde."'””) Neben der eigentlichen Transamidierungsreaktion katalysierte Sortase
A die Bildung einer intramolekularen Isopeptidbindung mit der e-Aminofunktion von Lys132
der schweren Kette des Fab-Fragmentes.

Basierend auf der Sortasevariante SM konnten weitere Biokatalysatoren mit gesteigerter En-
zymaktivitit entwickelt werden.'®” Die zusitzliche Einfiihrung von bis zu drei weiteren
Aminosduremutationen (D124G/Y187L/E189R), welche im Rahmen eines Hochdurchsatz-
Screenings identifiziert wurden, lieferte letztlich eine Sortase-Variante (5+ genannt), welche
einen gesteigerten kg, von 22 s besitzt. Die Kn-Werte fiir das Substrat und das peptidische
Nukleophil liegen bei 1,3 mM und 1,7 mM. Diese Sortase-Variante konnte zudem durch zwei
weitere Mutationen (E105K/E108Q) Calciumionen-unabhingig gemacht werden (7+ ge-

nannt).[m] Da Variante 7+ auf der Variante SM basiert, kann auch bei dieser Sortase-Variante
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eine Tendenz zur unspezifischen Modifikation festgestellt werden. So lésst sich bei der Dual-
modifikation eines scFv-Fragmentes, bei der die Sortase-katalysierte Modifizierung mit der
7 clamp-Technologie kombiniert wurde, ein betrichtlicher Anteil von unerwiinschten Neben-
produkten nach dem Modifizierungsschritt mittels Sortase-Variante 7+ feststellen, welche in
einer SDS-PAGE-Analyse ein deutlich groBeres apparentes Molekulargewicht aufweisen.*!”!
Dies ldsst vermuten, dass auch hier eine interchenare Verkniipfung via Sortase A-katalysiert
wird, welche im erwédhnten Beispiel mittels GroBenausschlusschromatographie abgetrennt
werden muss.

Diese Beispiele zeigen, dass die Reaktionsbedingungen und Moglichkeiten der Sortase A-

katalysierten Modifikation, insbesondere mit den verbesserten Varianten, unter Umstédnden

auf das zu modifizierende Protein abgestimmt und individuell angepasst werden miissen.

5.5 Anwendungsorientierte Charakterisierung der Trypsiligase-Variante
2G10

Die anwendungsnahe Verwertbarkeit der Trypsiligase-Variante 2G10 fiir die Proteinmodifi-
kation wurde im abschlieBenden Teil dieser Arbeit demonstriert (vgl. 4.6.2, S. 116). Da die
Generierung therapeutischer Proteine, wie ortsspezifisch modifizierte Antikorper-Wirkstoff-
Konjugate (ADCs), von hohem Interesse ist, wurden zwei Antikorperderivate beispielhaft
enzymkatalysiert modifiziert und anschlieend hinsichtlich Homogenitit und Bindungsfunk-
tionalitdt untersucht. Hierbei wurden zwei Fab-Fragmente mit therapeutischer Relevanz ver-
wendet. Dies war zum einen ein Her2/neu-spezifisches Fab-Fragment, welches vom therapeu-
tisch zugelassenen Antikorper Trastuzumab (Herceptin®, Roche) abgeleitet wurde.*'®! Dieser
wiederum ist die Antikorperkomponente der beiden ADCs Kadcyla® (Trastuzumab

)[21] und Enhertu® (Trastuzumab Deruxtecan)[zg]

emtansin , welche zur Behandlung von fortge-
schrittenem Brustkrebs zugelassen sind. Zum anderen wurde ein TNFa-spezifisches Fab-
Fragment gewihlt, welches Bestandteil des Antikorper-Fragment-Konjugates Cimzia®
(Certolizumab pegol) ist.!'?! Dieses wiederum ist fiir die Behandlung von rheumatoider Arth-
ritis zugelassen.

Um zu untersuchen, inwiefern die Acyldonorkomponente (Fab-Fragment mit C-terminaler
Erkennungssequenz) die Transamidierungsreaktion beeinflusst, sollten beide Fab-Fragmente
mit demselben Nukleophil modifiziert werden. Hierbei handelte es sich um H-RHAK(CF)-
OH, welches mit dem Fluoreszenzfarbstoff 5(6)-Carboxyfluorescein ausgestattet ist und eine

sensitive Reaktionsanalytik ermdglicht. AnschlieBend wurde der Einfluss unterschiedlicher
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Funktionalititen, welche iiber das Nukleophil enzymkatalysiert angefiigt werden, untersucht.
Hierbei wurde das Her2/neu-spezifische Fab-Fragment mit einem weiteren Nukleophil, wel-
ches mit dem Toxin Maytansin (DM1) ausgestattet war, modifiziert. Die Kombination aus
einem Her2/neu-spezifischen Antikorper und dem hydrophoben Spindeltoxin DM1 findet sich
ebenfalls bei Kadcyla® wieder. Das TNFo-spezifische Fab-Fragment wurde wiederum mit
einer sterisch anspruchsvollen Funktionalitidt modifiziert, einem Polyethylenglykol mit einem
Molekulargewicht von 20 kDa. Diese Kombination findet sich in Cimzia® wieder.

Bei beiden Fab-Fragmenten wurde die Erkennungssequenz der Trypsiligase-Variante 2G10
am C-Terminus der schweren Kette angefiigt ((DKTHYRH-cMyc, Erkennungssequenz ist
unterstrichen), eine Region, welche im Volllangenantikorper der hinge-Region zuzuordnen
ist. Hierbei konnte in einer initialen Modifizierungsstudie mit dem Her2/neu-spezifischen
Fab-Fragment Anti-Her2-Fab-THYRH-cMyc festgestellt werden, das die Transamidie-
rungsreaktion mit dem Carboxyfluorescein-tragenden Nukleophil hinsichtlich Reaktionsge-
schwindigkeit sowie Produktausbeute detulich von der Transamidierungsreaktion mit Mo-
dellpeptiden abwich (vgl. Abb. 22, S. 117). Im Vergleich zur Transamidierung mit Modell-
peptid konnte fiir das Fab-Fragment eine um den Faktor 50 verminderte Aminolysegeschwin-
digkeit verzeichnet werden. Gleichzeitig verringerte sich der Quotient aus Aminolyse- zu
Hydrolysegeschwindigkeit von iiber 30 beim Modellpeptid auf ca. 3,3 beim Fab-Fragment,
was wiederum der Grund fiir die verminderte Produktausbeute im Fall des Fab-Fragmentes
ist. Da sich Modellpeptid und Fab-Fragment im Wesentlichen in P2- und P3-Position vonei-
nander unterscheiden, wurde der Einfluss der im Fab-Fragment befindlichen Aminosiduren
(Threonin in P3-Position und Histidin in P2-Position) untersucht.

Hierzu wurden vergleichende Transamidierungsreaktionen mit Modellpeptiden durchgefiihrt,
bei welchen das Threonin und Histidin in P2 und P3-Position schrittweise durch Alanin sub-
stituiert wurde. Das Peptid Bz-AAYRHAAG-OH entspricht der Aminosauresequenz, welche
in den Modellsubstraten der Selektion und des Hochdurchsatz-Screenings verwendet wurden.
Auch die Insertion von Alanin zwischen Histidin und dem Tyrosin der Erkennungssequenz
wurde untersucht. Tatsdchlich zeigte sich fiir BZ-THYRHAAG-OH im Vergleich zum Peptid
Bz-AAYRHAAG-OH eine um den Faktor 20 verminderte Aminolysegeschwindigkeit sowie
ein stark verringerter Quotient aus Aminolyse- zu Hydrolysegeschwindigkeit von 4,7. Eine
Substitution des Histidins an P2-Position zu Alanin begiinstigt deutlich die Reaktionsge-
schwindigkeit. Im Vergleich zum Peptid Bz-THYRHAAG-OH steigt die Aminolysege-
schwindigkeit des Peptides BZ-TAYRHAAG-OH um den Faktor 44. Auch der Quotient aus
Aminolyse- zu Hydrolysegeschwindigkeit steigt um den Faktor 5,5 auf 26,1. Lediglich der
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Acyldonor BZ-AAYRHAAG-OH liefert mit 32,5 einen noch hoheren Wert fiir diesen Quoti-
enten. Auch die Insertion eines Alanins zwischen Histidin und Tyrosin fiihrt zu einer deutlich
verbesserten Reaktionskinetik sowie zu einem verbesserten Quotienten aus Aminolyse- zu
Hydrolysegeschwindigkeit von 18,1. Somit ist dies ein Hinweis dafiir, dass Aminosduren mit
sterisch anspruchsvolleren Seitenketten in P2-Position des Acyldonors einen negativen Ein-
fluss auf die Transamidierungsaktivitit der Trypsiligase-Variante 2G10 haben.

Es konnte in der Masterarbeit von Frau C. SCHMIDT (AG Borbusa, MLU Halle-Wittenberg)
gezeigt werden, dass die native Trypsiligase eine derartige sterische Limitation in P2-Position
nicht aufweist.”"*! Als ursichlich hierfiir hat sich hauptsichlich die Aminosiureposition 99
erwiesen, welche im Rahmen des evolutiondren Enzym-Engineerings von Leucin zu Phenyl-
alanin in der Trypsiligase-Variante 2G10 mutiert wurde. Interessanterweise findet sich die
Mutation L99F bei vier von sieben identifizierten Trypsiligase-Varianten (2G10, 4E10, 3A11
und 1B8, vgl. Tab. 25, S. 102). Zudem besitzen die drei anderen Trypsiligase-Varianten (4BS5,
2D8 und 4H3) ebenfalls eine aromatische Aminosdure (L99Y oder L99W) in dieser Position.
Position 99 befindet sich im Bereich der S2-Bindungstasche, womit die Seitenkette in rdumli-
cher Nihe zur P2-Aminosidure des Acyldonors liegt. Gemeinsam mit His57 und Trp215 bildet
das native Leu99 eine hydrophobe Tasche, welche einen Einfluss auf die schwach ausgeprig-
te S2-Spezifitit von Serinproteasen hat.!'®! So lisst sich die P4-P2 Spezifitit von Trypsin
durch Variation der Aminosduren innerhalb der ,,99er“-loops (Aminosdureposition 96-99)
anpassen.

Dies konnte beispielhaft fiir Trypsin gezeigt werden, indem die Aminosduren des ,,99er*-
loops von Enterokinase auf Trypsin libertragen wurden. Hierdurch konnte die Spezifitit von
Enterokinase fiir die Erkennungssequenz DDDDK (P5-P1) partiell auf Trypsin transformiert

werden.!*!”!

Diese als EK-Trypsin bezeichnete Enzymvariante besitzt eine hohe
Autokatalyseaktivitit und vermag sich selbst durch Abspaltung des Propeptides nach der Er-
kennungssequenz DDDDK zu aktivieren. Zudem katalysiert es im Gegensatz zum Wildtyp-
trypsin die Spaltung DDDDK-haltiger Peptidsubstrate und sogar von Proteinen mit rekombi-
nant eingefiihrter DDDDK-Erkennungssequenz (z. B. DDDDK-RNaseA). Jedoch verfiigt EK-
Trypsin auch noch iiber eine Wildtypaktivitit, so dass beispielsweise DDDDK-RNaseA auch
auflerhalb der DDDDK-Erkennungssequenz proteolytisch degradiert wird.

Die Priferenz fiir kleine Aminosduren in P2-Position zeigt sich ebenfalls bei Matriptase, wel-
che zur Familie der Typ II transmembranen Serinproteasen (TTSPs) gehort und iiber eine C-
terminal lokalisierte katalytische Domine mit Chymotrypsin-dhnlicher Struktur verfiigt./**"

Wie die Trypsiligase-Variante 2G10 besitzt Matriptase in der katalytischen Doméne ein Phe-
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nylalanin an Position 99 (gemiB Chymotrypsin-Nomenklatur'**'!). Durch Selektivititsstudien
mit Ketobenzothiazol-basierten Inhibitoren, bei welchen die Aminosduren in P1- und P2-
Position variiert wurden, konnte festgestellt werden, dass Matriptase Aminosiduren mit klei-
nen oder fehlenden Seitenketten (Alanin und Glycin) in P2-Position favorisiert.**! Als Ursa-
che hierfiir konnte das Phenylalanin an Position 99 durch docking-Experimente identifiziert
werden, welches sich in der S2-Bindetasche befindet. An dieser Position erschwert die ste-
risch anspruchsvolle Seitenkette des Phenylalanins die Einbindung von P2-Aminoséduren mit
ebenfalls sterisch anspruchsvoller Seitenkette. Zudem konnten hydrophobe Interaktionen zwi-
schen Phe99 und dem a-C-Atom eines Glycins in P2-Position die Einbindung des Inhibitors
begiinstigen. Diese Moglichkeit zur Variation der S2-Spezifitit ist letztlich die Erkldrung fiir
die beobachtete sterische Limitation in P2-Position bei Trypsiligase-Variante 2G10.

So konnte ebenfalls in der Masterarbeit von Frau SCHMIDT gezeigt werden, dass eine Riickmu-
tation des Phenylalanin 99 in der Trypsiligase-Variante 2G10 zum nativen Leucin die Akzep-
tanz fiir Acyldonoren mit sterisch anspruchsvolleren Seitenketten in P2-Position
verbessert.!”"*! Jedoch fiihrt diese Riickmutation auch zu einer verminderten Syntheseeffizi-
enz. Ein Grund hierfiir konnte eine hydrophobe Wechselwirkung zwischen Phe99 der Trypsi-
ligase-Variante 2G10 mit dem in P2-Position befindlichen Alanin des Acyldonors sein. Wie
eingangs erwihnt, konnte sich eine solche Wechselwirkung des Enzyms mit dem P-Bereich
des Acyldonors begiinstigend auf die Enzymkatalyse auswirken, da hierdurch die Ausbildung
des Enzym-Substrat-Komplexes, die Desolvatation von Enzym und Substrat, die Fixierung
des Substrates in der, fiir die Katalyse wichtigen kanonischen Konformation, die korrekte
Ausrichtung der zu spaltenden Peptidbindung zum Serin 195 der katalytischen Triade und
dem Oxianionenloch oder auch die Stabilisierung von Konformationsidnderungen wihrend der
Ausbildung von Ubergangszustinden beeinflusst werden kann. Da sich die Mutation der Posi-
tion 99 zu Aminosduren mit aromatischen Seitenketten bei allen selektierten Trypsiligase-
Varianten wieder findet, ist davon auszugehen, dass diese Anreicherung wihrend der Selekti-
on mittels Phagen-Display stattgefunden hat. Als Acyldonorkomponente wurde hierbei Bio-
tin-PEG-GAAYRHAAG-OH eingesetzt, welches iiber ein Alanin in P2-Position verfiigt. Falls
Biokatalysatoren mit Spezifitdten fiir bestimmte Aminosduren in P2-Position erwiinscht sind,
konnte dies auf Seiten des Substrates im Rahmen der Selektion durch Anpassung der Sub-
stratsequenz sowie durch Randomisierung der Position 99 erzielt werden.

Letztlich wurde das Ergebnis der Transamidierungsstudie, nimlich das die Trypsiligase-
Variante 2G10 ein Alanin in P2- und P3-Position des Acyldonors bevorzugt, auf die zu modi-

fizierenden Fab-Fragmente iibertragen. Hierzu wurden innerhalb der C-terminalen Sequenz
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der schweren Kette (-DKTHYRH-cMyc) das Histidin zu Alanin substituiert sowie ein weite-
res Alanin insertiert, so dass hieraus fiir das Her2/neu- sowie TNFa-spezifische Fab-Fragment
die C-terminale Sequenz -DKTAAYRH-cMyc resultierte (Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc
sowie Anti-TNFoa-Fab-TAAYRH-cMyc). Schlielich fiihrte diese Sequenzanpassung zum
gewiinschten Ziel, namlich einer deutlich verbesserten Reaktionskinetik sowie einer Steige-
rung der Produktausbeute. So konnte beim Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc bei zehnfachem
Uberschuss an H-RHAK(CF)-OH die Ausbeute an Transamidierungsprodukt im Vergleich zu
Anti-Her2-Fab-THYRH-cMyc von 55,0 auf 76,5 % erhoht werden. Ursidchlich hierfiir war ein
deutlich verbesserter Quotient aus Aminolyse- zu Hydrolysegeschwindigkeit, welcher um den
Faktor 8 von 3,3 auf 26,4 erhoht werden konnte. Zudem konnte auch die Aminolysege-
schwindigkeit um den Faktor 7 gesteigert werden, was letztlich die benotigte Konzentration
an Katalysator im Reaktionsansatz minimiert.

Weiterfiihrend ldsst sich feststellen, dass sich die mit den Fab-Fragmenten erzielten Produkt-
ausbeuten, welche bei zwei-, fiinf- und zehnfachem Uberschuss an Nukleophil erreicht wer-
den, innerhalb des mit Modellpeptiden erstellten Syntheseprofils liegen. Analysen mittels
SDS-PAGE sowie Massenspektrometrie zeigen zudem auf, dass die enzymkatalysierte Modi-
fikation ortsspezifisch erfolgt (vgl Abb. 23, S. 120 und Abb. 24, S. 121). So ldsst sich im
Massenspektrum neben dem Massenpeak des Eduktes (Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc) le-
diglich der Massenpeak des Hydrolyseproduktes (Anti-Her2-Fab-TAAY-OH) sowie des
Transamidierungsproduktes (Anti-Her2-Fab-TAAY-CF) beobachten. Nicht beobachtet wer-
den konnten Fab-Spezies, welche mit mehr als einem Carboxyfluorescein beladen sind oder
abweichende Molekulargewichte aufweisen. Dies wire ein Hinweis auf eine unspezifische
Modifikation gewesen. Zudem konnten keine unerwiinschten Spaltprodukte detektiert wer-
den. Auch bei der SDS-PAGE-Analyse zeigte sich mittels Fluoreszenzdetektion lediglich eine
distinkte Bande auf Hohe des erwarteten apparenten Molekulargewichtes von ca. 50 kDa. Bei
Farbung mittels Coomassie ist keine Proteinbande oberhalb von 50 kDa festzustellen, sodass
eine intermolekulare Verkniipfung, wie sie bei Sortase A beobachtet wurde, ausgeschlossen
werden kann !'10"27)

Die Produktausbeute bei der Modifizierung des Her2-spezifischen Fab-Fragmentes mit Car-
boxyfluorescein konnte im Vergleich zur nativen Trypsiligase deutlich gesteigert werden.!'*"!
So erzielte Trypsiligase unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen mit zwei-, fiinf- und
zehnfachem Uberschuss an Nukleophil (H-RHAK(CF)-OH) Produktausbeuten von ca. 15 %,
25 % sowie 40 %, wihrend mit der Trypsiligase-Variante 2G10 Produktausbeuten von 46 %,

68 % sowie 76 % erreicht wurden. Auch hier korrelieren die erhaltenen Produktausbeuten mit
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dem Syntheseprofil fiir die Transamidierung mittels Modellpeptiden. Im Vergleich zur nati-
ven Sortase A erzielt die Trypsiligase-Variante 2G10 dhnliche Ausbeuten, da vergleichbare
Uberschiisse an Acylakzeptor eingesetzt werden.

So haben beispielsweise KORNBERGER et al. das von Trastuzumab abgeleitete Her2-
spezifische Fab-Fragment, welches am C-Terminus der schweren Kette mit der Erkennungs-
sequenz LPETG ausgestattet wurde, mit dem rekombinant hergestellten Pflanzentoxin
Gelonin modifiziert, welches wiederum am N-Terminus mit zwei Gylcinen als Nukleophil
ausgestattet wurde.'”! Hierbei wurde das Gelonin als Acylakzeptor im 1,5-fachen Uberschuss
eingesetzt. Der Verlauf der Modifikation wurde mittels SDS-PAGE analysiert, wobei eine
neue Bande bei einem apparent hoheren Molekulargewicht auszumachen ist.

In Bezug zu den Banden des unmodifizierten sowie hydrolysierten Fab-Fragmentes erreichte
die Bande des Modifizierungsproduktes eine vergleichbare Intensitit, sodass hier von einer
Produktausbeute zwischen 30-40 % ausgegangen werden kann. Im Rahmen der Dissertation
von J. RoOsKOPF (AG KoLMAR, TU Darmstadt) zur Evaluierung eines neuartigen ADC-
Formates, bei welchem die hinge-Region des Antikorpers mit einer spezifischen Erkennungs-
sequenz fiir die tumorassozierten Proteasen urokinase-type plasminogen activator (uPA) und
Matriptase (MT-SP1) ausgestattet wurde, erfolgte die Konjugation eines Auristatin-Derivates
(MMAE und MMAF) mittels nativer Sortase A."**! Modifiziert wurden Trastuzumab sowie
Cetuximab in Form der Vollldngenantikorper sowie davon abgeleitete Fab-Fragmente, wobei
der C-Terminus der leichten Kette mit der Erkennungssequenz von Sortase A ausgestattet
wurde. Fiir die Modifizierung wurden mit Toxin beladene Nukleophile (Glys-vc-PABC-
MMAE oder Gly;-vc-PABC-MMAF) im zehnfachen Uberschuss je Erkennungssequenz ein-
gesetzt. Die auf dem Vollldngenantikdrper von Trastuzumab basierenden ADCs besallen hier-
bei einen DAR zwischen 1,7-1,9 und der DAR der entsprechenden Fab-Fragmente lag bei
0,7-0,9. Die hieraus abgeleitete Produktausbeute liegt entsprechend bei 70-90 %. Fiir
Cetuximab konnte beim Vollldangenantikorper lediglich ein DAR von 1,1-1,3 erhalten werden,
was einer Produktausbeute von 50-70 % entspricht und fiir die entsprechenden Fab-Fragmente
konnte wiederum ein DAR von 0,8 erreicht werden. Weiterhin wurde eine deglykosylierte
Variante von Trastuzumab (N297A) sowie dessen Fab-Fragment mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff Alexa Fluor 488 modifiziert, wobei DARs von 1,6 bzw. 0,8 erzielt wurden, was wiede-
rum einer Produktausbeute von 80 % je Erkennungssequenz entspricht.[m] Somit liegt die
Ausbeute von 76,5 %, welche die Trypsiligase-Variante 2G10 bei einem zehnfachen Uber-

schuss an Nukleophil erzielte, im Bereich der Produktausbeute von Sortase A.
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Variation des zu modifizierenden Proteins keinen
wesentlichen Einfluss auf die Syntheseeffizienz der Trypsiligase-Variante 2G10 hat. So ergibt
sich bei der Modifikation des Anti-TNFa-Fab-TAAYRH-cMyc mit H-RHAK(CF)-OH (ein-
gesetzt im fiinffachen Uberschuss) ein vergleichbarer Zeitverlauf der Produktbildung wie fiir
Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc, was sich letztlich in einer dhnlichen Produktausbeute (65,9
% vs. 68,9 %) sowie Aminolysegeschwindigkeit (0,0131 st vs 0,0128 ™) wiederspiegelt
(vgl. Tab. 33, S. 122 und Tab. 34, S. 125). Auch bei Variation des Acylakzeptors konnten
vergleichbare Ergebnisse fiir die Modifikation der beiden Fab-Fragmente erhalten werden.
Sowohl die Modifikation des Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc mit dem hydrophoben Spindel-
toxin DM1 (H-RHAK(MCC-DM1)-OH), als auch die Modifikation des Anti-TNFa-Fab-
TAAYRH-cMyc mit dem sterisch anspruchsvollen PEG20.000 (H-
RHAK(PEG20k)AAK(DNP)-OH) lieferten Produktausbeuten sowie Modifizierungsge-
schwindigkeiten, welche mit dem Referenznukleophil H-RHAK(CF)-OH vergleichbar waren
(vgl. Tab. 33, S. 122 und Tab. 34, S. 125). Somit scheinen sowohl die Funktionalitit, welche
iber eine Lysinseitenkette an das Nukleophil gekoppelt ist, als auch die Natur der Protein-
komponente, welche mit der enzymatischen Erkennungssequenz ausgestattet ist, keinen signi-
fikanten Einfluss auf die Syntheseeffizienz der Trypsiligase-Variante 2G10 zu haben.

Final wurde der Einfluss der enzymkatalysierten Modifikation auf die Bindungsfunktionalitiit
der beiden Fab-Fragmente untersucht. Hierzu wurden die unterschiedlich funktionalisierten
Fab-Fragmente  Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(CF), Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(MCC-
DM1), Anti-TNFa-Fab-TAAYRHAK(CF) und Anti-TNFa-Fab-
TAAYRHAK(PEG20k)AAK(DNP) durch chromatographische Ein- oder Zweischrittverfah-
ren isoliert (vgl. 4.6.3, S. 125). Die Bindungsfunktionalitidt wurde anschlieend mittels direk-
tem konzentrationsabhidngigen ELISA untersucht, wobei fiir die funktionalisierten Derivate
des Anti-Her2-Fab-TAAYRH-cMyc das Peptidmimetikum Biotin-LLGPYELWELSH-OH als
Ligand verwendet wurde und fiir die funktionalisierten Derivate des Anti-TNFo-Fab-
TAAYRH-cMyc rekombinant hergestelltes TNFa (vgl. 4.6.3, S. 125). Hierbei zeigte sich,
dass die modifizierten Fab-Fragmente Anti-Her2-Fab-TAAYRHAK(CF) und Anti-Her2-Fab-
TAAYRHAK(MCC-DM1) mit Kp-Werten von 0,80 und 0,78 uM vergleichbare Bindungs-
affinititen zum Peptidmimetikum aufweisen wie das nicht modifizierte Anti-Her2-Fab-
TAAYRH-cMyc mit 1,6 uM. Der gleiche Befund ergab sich fiir die TNFa-spezifischen Fab-
Fragmente. Hier konnte fiir die modifizierten Derivate Anti-TNFa-Fab-TAAYRHAK(CF)
und Anti-TNFa-Fab-TAAYRHAK(PEG20k)AAK(DNP) ein Kp-Wert von 1,79 bzw. 1,18 nM
bestimmt werden und fiir das nicht modifizierte Anti-TNFa-Fab-TAAYRH-cMyc ein Kp-
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Wert von 1,79 nM. Hieraus lésst sich schlussfolgern, dass die Bindungsfunktionalitédt der Fab-
Fragmente durch die enzymkatalysierte Modifikation nicht beeintrichtigt wird, was vermut-
lich aus der rdumlichen Distanz von Paratop (im Bereich des N-Terminus) und Erkennungs-

sequenz (C-Terminus der schweren Kette) resultiert.
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6 Weiterfiihrende Arbeiten und Ausblick

Die im Rahmen dieser Dissertation etablierten Methoden, welche das optimierte Phagen-
Display zur Selektion verbesserter Biokatalysatoren sowie das ELISA-basierte Hochdurch-
satz-Screening zur Identifizierung dieser umfassten, haben maBgeblich zur Entwicklung syn-
thetisch wertvoller Biokatalysatoren beigetragen. So konnten diese Methoden erfolgreich im
Rahmen der Dissertation von R. WARTNER (AG Borbpusa, MLU Halle-Wittenberg) eingesetzt
werden. Unter Verwendung einer neuen Trypsiligase-basierten DNA-Bibliothek mit Rando-
misierungspositionen, welche sich im Wesentlichen in den S-Bindungstaschen von Trypsili-
gase befinden, gelang es Herrn WARTNER, mehrere Biokatalysatoren zu identifizieren, welche
eine deutlich gesteigerte Syntheseeffizienz besitzen. Da die vielversprechendste Trypsiligase-
Variante, welche von Herrn WARTNER erzeugt wurde, sowie die in dieser Arbeit erzeugte
Trypsiligase-Variante 2G10 iiber unterschiedliche Mutationen verfiigen, konnte in einer wei-
terfiilhrenden Arbeit eine Hybridvariante generiert werden, bei welcher die Mutationen der
Einzelvarianten kombiniert wurden. Aufgrund von synergistischen Effekten wies dieser als,
TN1BW bezeichnete Biokatalysator, nochmals eine verbesserte Syntheseeffizienz hinsichtlich
der C-terminalen Modifikation von Proteinen mit der Erkennungssequenz YRH auf, 22422

Aktuell wird diese Hybridvariante in der Dissertationsarbeit von Frau J. VoiGT (AG BORDUSA,
MLU Halle-Wittenberg) hinsichtlich ihrer Eignung zur Herstellung neuartiger bispezifischer
Antikorperformate evaluiert. Desweiteren konnten die Ergebnisse der vorliegenden Disserta-
tion sowie die Ergebnisse der Dissertation von Herrn WARTNER in ein anwendungsorientiertes
Kooperationsprojekt mit der BioPharma Translationsinstitut Dessau Forschungs GmbH
translatiert werden. Dieses, durch das Land Sachsen-Anhalt geforderte Projekt mit dem Titel
,Entwicklung eines bisher nicht patentgeschiitzten Enzyms fiir die Erzeugung therapeutischer
Proteine (insb. zur Krebstherapie)* konnte erfolgreich umgesetzt werden und fiihrte zur An-
meldung von zwei Patenten (W02020094840 und W0O2020127808) sowie einer Markenan-
meldung fiir die hieraus resultierende Plattformtechnologie TrypCo®. So konnten sehr effizi-
ente Biokatalysatoren generiert werden, welche auf Trypsiligase II basieren. Hierbei handelt
es sich um eine Trypsinvariante mit den Mutationen Y39H/YS59H/K60E/D189K, welche in
der Dissertationsarbeit von Herrn C. MEYER (AG BorbpuUsA, MLU Halle-Wittenberg) rational
designt wurde.'””®! Desweiteren soll die Plattformtechnologie als Grundlage fiir eine Firmen-
griindung dienen, wobei der Fokus auf der Lizensierung der TrypCo®-Technologie sowie auf

der Entwicklung eigener Antikorper-Wirkstoff-Konjugate liegt. Da es gelungen ist, mehrere
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Enzymvarianten mit verschiedenen Erkennungssequenzen zu generieren, ermdoglicht die
Trpro®—Technologie die orthogonale ortsspezifische Konjugation unterschiedlicher Funkti-
onalititen (Toxine, Farbstoffe, Polymere, Radionuklide, etc.) innerhalb eines Antikorpers.
Dies erlaubt die Herstellung neuartiger ADC-Formate, wie beispielsweise bispezifische ADCs
(posttranslationale Modifikation mit einer zuséatzlichen artifiziellen Antigenbindungsdoméne)
oder Dual-Drug-ADCs (ankniipfen von zwei unterschiedlichen Toxinen mit synergistischem
Wirkmechanismus).

Neben diesem anwendungsorientierten Ausblick gibt es auch im Bereich der Grundlagenfor-
schung vielfiltige Fragestellungen. Vordergriindig hierbei wiren Untersuchungen zum Ein-
fluss der Mutationen auf die katalysierten Transamidierungsreaktionen und die Faktoren, die
die Deacylierung mittels Aminolyse anstatt einer Hydrolyse begiinstigen. Erste Hinweise
hierzu konnten in dieser Arbeit sowie in der Masterarbeit von Frau C. SceMIDT (AG
Borpusa, MLU Halle-Wittenberg) aufgezeigt werden. Ergénzend hierzu konnte eine Struk-
turaufkldarung mittels Rontgenkristallographie wertvolle Erkenntnisse hinsichtlich der struktu-
rellen Einfliisse der einzelnen Aminosdureaustausche im Vergleich zur nativen Trypsiligase
liefern. Weiterhin konnte auch versucht werden, mit Hilfe des optimierten Enzym-
Engineerings neue Trypsiligase-Varianten zu entwickeln, welche iiber eine verdnderte Sub-
stratspezifitit verfiigen. Insbesondere eine Variation der Spezifitit im S‘-Bereich, die zu einer
alternativen Erkennungssequenz im P‘-Bereich fiihrt, wire wiinschenswert. Dies wiirde duale
Modifikationen im Einschrittverfahren ohne zusitzliche Reinigungsschritte erméglichen. Im
Hinblick auf die Modifikation von therapeutischen Proteinen ist auch die Selektion von
Trypsinvarianten, welche keine Abhéngigkeit fiir Metallionen besitzen, ein wiinschenswertes

Ziel.
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Abbildung A1l: Untersuchung der Reinheit von Peptiden mittels UPLC und LC-MS-Analyse. A) Bz-
AAYRHAAG-OH. B) BzZ-ZAARRHAAG-OH. C) BzZ-AAWRHAAG-OH.
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Abbildung A2: Untersuchung der Reinheit von Peptiden mittels UPLC und LC-MS-Analyse. A) Bz-
AAFRHAAG-OH. B) Bz-AADRHAAG-OH. C) Bz-AALRHAAG-OH.
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Abbildung A3: Untersuchung der Reinheit von Peptiden mittels UPLC und LC-MS-Analyse. A) Bz-
AAARHAAG-OH. B) BZ-AAYKHAAG-OH. C) Bz-AAYAHAAG-OH.
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Abbildung A4: Untersuchung der Reinheit von Peptiden mittels UPLC und LC-MS-Analyse. A) Bz-
AAYRAAAG-OH. B) B2ZZAAYRKAAG-OH. C) Bz-AAYDHAAG-OH.
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AAYRNAAG-OH. B) BzZTAYRHAAG-OH. C) Bz-THYRHAAG-OH.

178



Anhang

A - BZ'HTAYRHAAG'OH 180710_11 402 (3.378) 1: Scan ES+
100+ 364.24 1.94e7
1.04
=y UPLC-Analyse LC-MS-Analyse
5 ;
s 1.0 54529
E 75011 =
§ 3
< 5.03-1:
2.5e-14
0.04——- ‘
T T T T T T Ty Time h“,l iy miz
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 500 1000 1500
B - Bz-THAYRHAAG-OH 100015400 3000
1.12
. UPLC-Analyse *2# LC-MS-Analyse

5.0e-14
2.5e-14
070:_\ L . 1088.70
l"'I""I""I""I""I""l"''I""I""I""IT"T]e 0- u + I‘ T mi/z
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 500 1000 1500
180710_13 402 (3.379) 1: Scan ES+
C -Bz-THTYRHAAG-OH 100, 7423 5.38e7
1.07
1.254 560.34
= : UPLC-Analyse LC-MS-Analyse
1.04
< 3
S— E EE_
£ 7.5e-14
c E
o
2 509-1-5
<
25&-1—;
E 1
0.04— — . 1118.73
T T T T T T T Ty Time u,J"‘H“HH_H‘,... S— miz
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 500 1000 1500

Abbildung A6: Untersuchung der Reinheit von Peptiden mittels UPLC und LC-MS-Analyse. A) Bz-
HTAYRHAAG-OH. B) BZ-THAYRHAAG-OH. C) Bz-THTYRHAAG-OH.
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Abbildung A7: Untersuchung der Reinheit von Peptiden mittels UPLC und LC-MS-Analyse. A) Biotin-
PEG-GAAYRHAAG-OH. B) H-RHAAGEQKLISEEDL-OH. C) H-RHAK(CF)-OH.
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Abbildung A9: Codon usage optimierte Gensequenz der Trypsinvariante Trypsiligase. Die vier Mutationen
von Trypsiligase K60E/N143H/E151H/D189K sind in blau dargestellt. Die sechs Randomisierungspositionen fiir
die Generierung der Trypsiligase-basierten Variantenbibliothek sind in rot dargestellt. Die korrespondierende
Aminoséduresequenz ist im Einbuchstabencode in griin dargestellt.
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Abbildung A10: Chromatogramme des zweiten Reinigungsschrittes mittels Grofienausschlusschromato-
graphie fiir potentiell verbesserte Biokatalysatoren.
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Abbildung A11: Graphische Auswertung zur Abhiingigkeit der durch Trypsiligase katalysierten Transa-
midierungsreaktion von der Konzentration des peptidischen Nukleophils. Die Messung der apparenten
Wechselzahlen fiir die Aminolyse- sowie Hydrolysereaktion erfolgte bei einer variierenden Nukleophilkonzent-
ration von 0-4800 pM. Die erhaltenen Messwerte wurden als Funktion der Nukleophilkonzentration aufgetragen.
Die nichtlineare Regressionsanalyse sowie die Ermittlung der enzymkinetischen Parameter erfolgten fiir die
Aminolysereaktion mittels der Gleichungen 5-7 und fiir die Hydrolysereaktion mittels Gleichung 8. Die enzym-
kinetischen Parameter werden in Tabelle 27 zusammengefasst. Reaktionsbedingungen: 0,2 uM Trypsiligase, 80
uM Bz-AAYRHAAG-OH, 0-4800 uM H RHAK OH in 100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 100
uM ZnCl12, pH 7,8 bei T = 30 °C. Alle aufgetragenen Wechselzahlen stellen den Mittelwert zweier unabhingig
durchgefiihrten Messreihen dar. Die Fehlerbalken reprisentieren die Standardabweichung des Anstiegs aus der
Geradengleichung der linearen Regressionsanalyse.
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