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1 Einleitung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Strategie zur Expression grofier Men-
gen der humanen Fucosyltransferase V etabliert. Nach Erhalt des gereinigten
rekombinanten Proteins wurden verschiedene Fragestellungen hinsichtlich der
strukturellen Eigenschaften des Enzyms untersucht. Dabei bildeten die Auf-
klarung der N-Glycosylierung in Insektenzellen und die Ausbildung von in-
termolekularen sowie intramolekularen Disulfidbriicken die Schwerpunkte der
strukturellen Untersuchungen. Zur Entwicklung spezifischer Inhibitoren der
Fucosyltransferase V wurden mit Hilfe der Phage Display-Technologie unter-
schiedliche Peptid-Bibliotheken gegen das Enzym selektiert.

1.1 Biologische Bedeutung von N-Glycanen

Fast alle Proteine des Blutserums und auf Zelloberflichen sind glycosyliert;
daher werden grofie Anstrengungen unternommen, die biologische Bedeutung
dieser Kohlenhydrate ndher zu untersuchen.

Bei Glycoproteinen erfolgt die Verkniipfung des Kohlenhydratanteils entwe-
der O- oder N-glycosidisch an das Protein. O-Glycane sind an die Aminoséure-
seitenkette von Serin oder Threonin gebunden. N-Glycane sind an die Seiten-
ketten von Asparagin gebunden. Die Erkennungssequenz fiir N-Glycane lautet
Asn-X-Ser/Thr, wobei X jede Aminoséure aufier Prolin sein kann (Marshall,
1974).

Die Biosynthese von Glycoproteinen erfolgt in zwei Schritten: Die Proteinse-
quenz wird genetisch determiniert, wéhrend die Synthese von Kohlenhydraten
enzymatisch erfolgt. Der wichtigste Teil der Biosynthese der N-Glycoproteine
findet im Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER) statt. Ein durch das
Carrier-Lipid Dolicholpyrophosphat aktiviertes Oligosaccharid aus 14 Zucke-
reinheiten wird durch eine Oligosaccharyltransferase auf die wachsende ribo-
somale Peptidkette iibertragen. Man nennt diesen Vorgang die kotranslationa-
le Glycosylierung (Kornfeld und Kornfeld, 1976). Im Gegensatz dazu erfolgt
die Biosynthese des Kohlenhydratteils von Glycolipiden oder O-Glycanen im
Golgi-Apparat (Spiro, 1973).

Glycoproteine liegen in einer hohen strukturellen Vielfalt vor und weisen
dabei Unterschiede in Anzahl und Sequenz der Seitenketten auf. Durch wei-
tere Modifikationen wie Acetylierung, Phosphatierung und Sulfatierung er-
hoht sich zusétzlich die Diversitiat der Glycoproteine. Das Glycosylierungs-
muster variiert mit der Struktur des Proteins, dem Zelltyp und dem Organis-
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mus. Durch verzweigende N-Acetylglucosaminyltransferasen sowie verlingern-
de Galactosyl-, Sialyl- und Fucosyltransferasen kénnen zahlreiche unterschied-
liche Oligosaccharidstrukturen an einer Glycosylierungsstelle entstehen (Marz
und Hatton, 1984 und Schachter, 1991).

N-Glycosylierung spielt eine wichtige Rolle bei der Faltung neu gebildeter
Glycoproteine im endoplasmatischen Retikulum, indem der Zuckeranteil mit
der naszierenden Polypeptidkette verkniipft und so hydrophobe Bereiche ab-
geschirmt werden. Dadurch wird die Loslichkeit von Faltungsintermediaten
erhoht und die Aggregation nicht vollstdndig gefalteter Proteine verhindert
(Chu et al., 1985). Spezifische kohlenhydratbindende Chaperone wie Calne-
xin und Calreticulin sorgen im ER zusétzlich fir eine Qualitétskontrolle der
neugebildeten Glycoproteine. Diese Molekiile sind durch die Bindung an die
Zuckerstrukturen an einen Glycoprotein-spezifischen Chaperon-Zyklus betei-
ligt, der dafiir sorgt, da§ nur korrekt gefaltete Proteine in den Golgi-Apparat
weitergeleitet werden (Stronge et al., 2001 und Schrag et al., 2003).

Eine weitere wichtige biologische Funktion von N-Glycanen besteht in der
Regulierung der Halbwertzeiten von Serumproteinen. So regulieren sulfatierte
GalNAc-Strukturen die Lebensdauer von Hormonen wie z.B. Lutropin, Thyro-
tropin und Pro-Opiomelanocortin, indem Rezeptoren der Leber-Endotelzellen
diese Zucker erkennen und so die Hormone rasch aus dem Blutkreislauf ent-
fernt werden konnen (Baenziger et al., 1992 und Smith und Baenziger, 1992)

Die vielseitigste Aufgabe von N-Glycanen besteht jedoch in ihrer Funkti-
on als Liganden fiir Lektine. Bei Lektinen handelt es sich um Kohlenhydrat-
bindende Proteine, die zur Erkennung spezifischer Glycanstrukturen dienen.
Lektine spielen eine Rolle in unterschiedlichsten biologischen Vorgédngen wie
z.B. Blutgerinnung, Apoptose, Adhésion an Gewebeoberflichen und das Lei-
ten von Enzymen oder Zellen an ihren Bestimmungsort (Lee, 1992).

1.2 Glycosyltransferasen

Glycosyltransferasen spielen eine entscheidende Rolle in der Glycobiosynthe-
se. Diese Enzyme sind in der Lage, einzelne Zucker auf einen Akzeptor zu
iibertragen.

Glycosyltransferasen sind meist im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert,
wo neu synthetisierte Glycokonjugate ihre endgiiltige Zuckerstruktur erhalten
und fiir ihre Sekretion vorbereitet werden (Kleene und Berger, 1993). Obwohl
es sich bei den Glycosyltransferasen um eine sehr grofie heterogene Gruppe
von Enzymen handelt, zeigen sie eine Vielzahl von Gemeinsamkeiten. Sie ka-
talysieren eine Transglycosylierungsreaktion, bei der das Monosaccharid von
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einem energiereichen Nucleotidzucker-Donor (siche Tabelle 1.1) auf einen Ak-
zeptor Ubertragen wird. Die Akzeptoren sind in den meisten Fallen selbst
Oligosaccharide, obwohl es auch Glycosyltransferasen gibt, die Zucker auf die
Hydroxylgruppe von Threonin oder Serin iibertragen kénnen (Fukuda et al.,
1996).

Glycosyldonoren Akzeptoren
CMP-Sialinsédure Oligosaccharide
GDP-Fucose Monosaccharide
GDP-Mannose Proteine
UDP-Galactose Lipide (Ceramide)

UDP-N-Acetylgalactosamin
UDP-Glucose
UDP-Glucuronséure
UDP-Xylose

Dolichol-P-Glucose
Dolichol-P-Mannose
Dolichol-P-(Glucoses-
Mannoseg-N-Acetylglucosaming)

Tabelle 1.1 Auflistung unterschiedlicher Donor- und Akzeptorsubstrate der Glycosyltransferasen.

Glycosyltransferasen zeichnen sich durch ihre hohe Spezifitéit aus. Sie sind so-
wohl hochgradig substratspezifisch als auch regio- und stereospezifisch (Paul-
son und Colley, 1989). So tibertragt die menschliche B-Blutgruppen-Galacto-
syltransferase Galactose auf die 3-OH-Gruppe einer Akzeptorgalactose, wo-
bei am anomeren Zentrum die a-Konfiguration gebildet wird. Ausschlieflich
UDP-Gal wird als Donorsubstrat akzeptiert und eine (§-Verkniipfung wurde
nie beobachtet. Die 3-OH-Gruppe der Akzeptorgalactose ist die einzige Trans-
glycosylierungsstelle, und auch 3-OH-Gruppen anderer Zucker dienen nicht
als Substrat. Einige Glycosyltransferasen bilden jedoch Ausnahmen von dieser
Regel. So ist die Fucosyltransferase III durchaus in der Lage, zwei unterschied-
liche glycosidische Bindungen zu bilden.

Glycosyltransferasen einer Familie weisen meist hohe Sequenzhomologien
auf und zeigen auch dann noch ein hohes Mafl an konservierten Sequenzen,
wenn die Enzyme aus wenig verwandten Spezies stammen. Unterschiedliche
Familien von Glycosyltransferasen dagegen weisen meist keine Sequenzhomolo-
gien auf. Trotz der teilweise sehr unterschiedlichen Primérstruktur haben alle
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Golgi-Glycosyltransferasen einen &hnlichen Aufbau. Bei den Glycosyltransfera-
sen handelt es sich um Typ II Transmembranproteine, bestehend aus einem
kurzen N-terminalen cytosolischen Bereich, einer Transmembrandoméne und
der katalytischen Doméne. Die Transmembrandoméne und die katalytische
Doméne werden durch einen Bereich getrennt, der Stem-Region genannt wird
(Breton et al., 1998).

Viele Glycosyltransferasen kénnen in der Stem-Region proteolytisch gespal-
ten und so sekretiert werden. Verantwortlich fiir diese Spaltung sind wahr-
scheinlich Cathepsin-dhnliche Proteasen, die im trans-Golgi aktiv sind (Lam-
mers und Jamieson, 1990). Obwohl von einigen Glycosyltransferasen grofle
Aktivitaten in unterschiedlichsten Korperfliissigkeiten detektierbar sind, ist
die biologische Funktion dieser sekretierten Formen unklar (Weinstein et al.,
1987). Es scheint unwahrscheinlich, dafl auBerhalb des Golgi-Apparats in den
Korperfliissigkeiten die Konzentration an Substraten hoch genug ist, um von
Glycosyltransferasen in einer Transglycosylierungsreaktion umgesetzt werden
zu kénnen. Eine mogliche biologische Funktion der sekretierten Enzyme kann
in der lektindhnlichen Bindung an die Akzeptorsubstrate liegen (Yamamoto
et al., 1990).

1.3 «@-1,3/4-Fucosyltransferasen

al,3/4-Fucosyltransferasen katalysieren den Transfer von Fucose von dem
Nucleotid-Zucker GDP-Fucose auf ein Akzeptorsubstrat und bilden eine a3-
oder a4-Bindung zu GlcNAc in Gal-GleNAc-Zuckerstrukturen (Javaud et al.,
2003). Dadurch entstehen wichtige Strukturen wie Lewis?, Sialyl-Lewis?, Le-
wis® sowie Sialyl-Lewis®, die als Antigene fiir Selektine dienen und an vielen
biologischen Funktionen beteiligt sind (Abbildung 1.1).

Die urspriingliche Nomenklatur der verschiedenen Isoformen von Fucosyl-
transferasen basiert auf der Benennung der FucT I und FucT II, deren Aktivi-
téaten in lektinresistenten CHO-Zellen gefunden wurden (Howard et al., 1987)
und auf spéter identifizierte Fucosyltransferasen tibertragen wurde (Kukowska-
Latallo et al., 1990). Danach werden Fucosyltransferasen als FucT bezeichnet
und die Isoform mit einer rémischen Zahl angegeben. Da diese Art der Bezeich-
nung sowohl das Protein als auch das Gen beschreibt, wurde sie so abgeéndert,
dafl das Gen mit groflen Buchstaben und arabischen Zahlen bezeichnet wird.
So ist zum Beispiel die FucT III das Enzym, welches von dem FUT3 Gen
kodiert wird (Costache et al., 1997b und Costache et al., 1997a).

Beim Menschen sind bisher sechs «1,3/4-Fucosyltransferasen identifiziert
worden, FucT IIT bis FucT VII und die FucT IX (Kukowska-Latallo et al.,



a-1,3/4-Fucosyltransferasen

Antigen Struktur
Le? Galp1-3GlcNAcP1-3Gal—
o1 ,4
Fuc
Sialyl-Le" SA02-3 GalB1-3GlcNAcP1-3 Gal—
Lal4
Fuc
LeX GalpB1-4GIcNAcB1-3Gal-
‘ al,3
Fuc
Sialyl-Le* SA02-3 GalB1-4GlcNAc B1-3Gal-
‘ al,3
Fuc

Abbildung 1.1 Zuckermotive mit peripheren Fucosylierungen, wie sie durch «1,3/4-Fucosyltrans-
ferasen gebildet werden.

1990, Weston et al., 1992b, Weston et al., 1992a, Lowe et al., 1991b, Sasaki
et al., 1994, Natsuka et al., 1994 und Nishihara et al., 1999). Die verschiedenen
Isoformen werden in unterschiedlichen Geweben exprimiert und haben unter-
schiedliche Akzeptor-Substrat-Spezifitdten. In vitro wurden die unterschiedli-
chen Spezifitdten bestétigt (Grabenhorst et al., 1998) (Tabelle 1.2).

Name nach Synthetisierte
Lowe et al. Verkniipfung Epitope

Fuc TIII Lewis-Typ al,3/4 Le?, sLe?, Le*, sLe*®
Fuc TIV Myeloid-Typ al,3 Le*

Fuc TV al,3 Le*, sLe®

Fuc TVI Plasma-Typ al,3 Le*, sLe*

Fuc TVII al,3 sLe®

Fuc TIX al,3 Le*

Tabelle 1.2 Humane a1,3/4-Fucosyltransferasen.

1.3.1 Die Lewis-Gruppe

Die Lewis-Gruppe besteht aus drei Enzymen: Der Fucosyltransferase 111, dem
yLewis Enzym“ (Kukowska-Latallo et al., 1990), der Fucosyltransferase V
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(Weston et al., 1992a) und der Fucosyltransferase VI, dem ,,Plasma-Typ En-
zym* (Weston et al., 1992b). Im Menschen sind die Gene fiir diese Enzyme
auf dem Chromosom 19p13.3 nahe beieinander lokalisiert und haben mehr
als 85 % Sequenzidentitit. Etwa 10 % der Weltbevolkerung exprimiert keine
Lewis Antigene und weist auch keine Lewis-Enzym-Aktivitdt auf, was darauf
hindeutet, dafl diese Gruppe von Enzymen keine essentielle Bedeutung besitzt
(de Vries et al., 2001).

Fucosyltransferase III-Aktivitdt wird in der Leber, der Gallen-Blase, der
Niere und in der Muttermilch detektiert, jedoch nicht im Plasma. Das Enzym
katalysiert die Bildung der Fuca1,4GlcNAc- und der Fucal,4GlcNAc-Bindung
und bildet die Lewis-Antigene Le*, sLe?, Le® und sLe® (Costa et al., 1997a).
Die FucT III ist das einzige Enzym, das in der Lage ist, die Le* Antigene in
vivo zu synthetisieren.

Die Fucosyltransferase V katalysiert die Bildung der Fucal,3GlcNAc Bin-
dung und produziert Le*- und sLe*-Strukturen (Abbildung 1.2). Das FUT5-
Gen wird in Leber, Gehirn und Darm exprimiert. Da die Menge an mRNA
gering ist, ist es unsicher, ob iiberhaupt eine signifikante Menge an Enzym
gebildet wird, weshalb die biologische Bedeutung des Enzyms unklar ist (Ca-
meron et al., 1995).

OH OH

OH
&w & &%
mo GDP H Gryon NHAc
o B iiail =g
FucT V '_?

LacNAc LeW|s X

+ GDP
OH OH

OH
ey Np=asi &L ol
COOH \ﬁ O-GDP COOH OR

O
CHOH FucT \% HOH

HO, + GDP

HO™  NHAc NHAc
sialyl LacNAc sialyl Lewis x

Abbildung 1.2 Die von der Fucosyltransferase V katalysierte Reaktion: Das Enzym ist in der
Lage, sowohl das ungeladene Akzeptorsubstrat LacNAc als auch das geladene Sialyl-LacNAc umzu-
setzen.

Die Fucosyltransferase VI ist das dritte Mitglied dieser Gruppe von «al,3/4-
Fucosyltransferasen und wurde ebenfalls von Weston 1992 erstmals beschrie-
ben (Weston et al., 1992a). Die Nucleotidsequenz des Enzyms ist zu 85 % mit
der FucT III-Sequenz und zu 89 % mit der FucT V-Sequenz identisch. Die
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FucT VI kann Le*- und sLe*-Strukturen synthetisieren und wird als ,, Plasma-
Typ Enzym bezeichnet.

1.3.2 Das Myeloid-Enzym: Fucosyltransferase IV

Die Fucosyltransferase IV wurde unabhéngig von zwei Gruppen erstmals be-
schrieben (Goelz et al., 1990 und Lowe et al., 1991b). Da es zuerst im Zu-
sammenhang mit der Bildung des Liganden fiir das endothele Leukozyten-
Adhé&sionsmolekiil-1 (ELAM-1) entdeckt wurde, war der urspriingliche Name
ELAM-1-Ligand Fucosyltransferase (ELEFT) und wird heute als FucT IV
bezeichnet (Kumar et al., 1991). Das Enzym fucosyliert GlcNAc mit einer
«a3-Bindung in neutralen Akzeptormolekiilen und produziert Le*-Strukturen,
es ist aber nicht in der Lage, sLe® Strukturen zu bilden (de Vries et al., 1995
und Niemela et al., 1998). Das FUT4-Gen wird ubiquitér in allen Geweben
exprimiert und ist auf dem Chromosom 11q22-q23 lokalisiert (Gersten et al.,
1995). Die Hauptmenge an Protein findet man in myeoliden Zellen, Magen,
Darm, Uterus und Niere (Gersten et al., 1995).

1.3.3 Das Leukozyten-Enzym: Fucosyltransferase VII

Die Fucosyltransferase VII wurde unabhéngig von zwei Gruppen erstmals be-
schrieben (Natsuka et al., 1994 und Sasaki et al., 1994). Das Enzym fucosyliert
GlcNAc mit einer a3-Bindung in sialylierten Akzeptoren und produziert sLe*-,
aber keine Le*-Strukturen. Das menschliche FUT7-Gen ist auf dem Chromo-
som 9q34.3 lokalisiert und wird vorwiegend auf Leukozyten und Endothelzel-
len exprimiert (Maly et al., 1996).

1.3.4 Das Neuronale-Enzym: Fucosyltransferase IX

Die jiungst gefundene Fucosyltransferase IX wurde aus einer murinen ¢cDNA-
Bibliothek kloniert (Kudo et al., 1998). Beim Menschen liegt das Gen auf dem
Chromosom 6q16 (Kaneko et al., 1999a). Die FUT9-Gensequenz unterscheidet
sich in hohem MafBle von den der anderen a1,3/4-Fucosyltransferasen, jedoch
weisen die FUT9-Gene von Maus und Mensch eine sehr hohe Homologie auf.
Das Enzym katalysiert die Synthese von Le*-Strukturen, das Substrat ist &hn-
lich dem der Fucosyltransferase IV. Die FucT IX wird im Gehirn, Magen, Milz
und Blutzellen exprimiert und spielt eine Rolle in der frithen menschlichen Em-
bryogenese (Cailleau-Thomas et al., 2000).
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1.3.5 Reaktionsmechanismus

Der Reaktionsmechanismus der Fucosyltransferasen wurde am Beispiel der
humanen Fucosyltransferase V untersucht (Murray et al., 1997). Es handelt
sich dabei um eine geordnete sequentielle bi-bi-Reaktion, bei der der Transfer
der Fucose mit einer Inversion der Konfiguration am anomeren Zentrum der
L-Fucose einhergeht (Weston et al., 1992a). Inhibitorstudien und Untersuchun-
gen beziiglich des priméren und sekundéren Isotopeneffektes lassen vermuten,
daf wihrend der Reaktion ein geladener sp2-hybridisierter Ubergangszustand
entsteht und die glycosidische Bindung des Nucleotidzucker gebrochen wird,
bevor die Bindung zum Akzeptor gekniipft wird (Murray et al., 1997). Die
vorgeschlagene Struktur des Ubergangszustandes ist analog zur Struktur bei
Glycosidasereaktionen; der Zucker bildet eine Halbsesselkonformation, bei der
am anomeren C-Atom ein Oxacarbeniumion entsteht (Abbildung 1.3) (Norris
et al., 2004).
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Abbildung 1.3 Enzymatischer Reaktionsmechanismus der Fucosyltransferase V nach dem von
Murray vorgeschlagenen Modell (Murray et al., 1997).

1.3.6 Biologische Bedeutung der «-1,3/4-Fucosyl-

transferasen

Die von den Fucosyltransferasen synthetisierten Lewis-Strukturen haben un-
terschiedliche biologische Funktionen und Verdnderungen in ihrer Prasentati-
on und werden mit einer Reihe von Erkrankungen assoziiert. Generell dienen
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alle synthetisierten Lewis-Strukturen als Liganden fiir Selektine und sind so-
mit an spezifischen Adhésionsprozessen beteiligt.

Fiir die immunologische Antwort auf inflammatorische Prozesse ist es fiir
den Organismus essentiell, Leukozyten an den Entziindungsherd zu leiten.
Hierbei spielen E-, L- und P-Selektine eine bedeutende Rolle. Diese zuckerbin-
denden Molekiile werden auf der Oberfliche des Endothelium unter Einfluf§
von TNF-a, IL-1ae und IL-16 exprimiert und sorgen somit fiir die ortsspezifi-
sche Adhésion von Lymphozyten und der Transmigration an den Ort der Infek-
tion. Als Liganden dieser Selektine dienen sialylierte Lewis*-Strukturen, die
auf den Lymphozyten exprimiert werden. Der letzte Schritt der Synthese die-
ser Zuckerstrukturen wird von den Fucosyltransferasen IV und VII katalysiert
(Knibbs et al., 1996). Bei Fucosyltransferase VII-defizienten Mausen ist die
Prasentation von sLe*-Strukturen stark vermindert, was zur eingeschriankten
Fahigkeit der Leukozyten fiihrt, den intravaskuliren Raum zu verlassen und
zu dem Ort der Entziindung zu wandern (Maly et al., 1996 und Lowe, 2003).
Bei chronischen Hautentziindungen, wie atopischer Dermatitis und Psoriasis,
kommt es zu einer Fehlleitung von T-Lymphozyten und damit zu einer sténdi-
gen Entziindungsreaktion in der Haut. Neue Ansétze in der Behandlung dieser
Erkrankungen konnen in der Synthese von Fucosyltransferaseinhibitoren lie-
gen, da gezeigt wurde, dafl Fucosyltransferase VII-inhibierende Fluorozucker
in der Lage waren, die Présentation von sLe*-Strukturen zu verringern und
somit die Migration von Leukozyten einzuschrianken (Dimitroff et al., 2003
und Zollner und Asadullah, 2003).

Seit einigen Jahren sind sLewis*- und sLewis?®-Strukturen als Tumor-assozi-
ierte Antigene bekannt, so dafl spezifische Antikérper gegen diese Strukturen
in der Diagnostik eingesetzt werden kénnen (Kumamoto et al., 1998). Verant-
wortlich fiir die verstiarkte Présentation dieser Zuckerstrukturen ist in vielen
Fillen die Uberexpression von unterschiedlichen Fucosyltransferasen. So wird
z.B. die FucT III in Colon-Carzinoma und Prostatakrebszellen, die FucT V in
neoplastischen Geweben und Lungenkrebszellen, die FucT VI in Leberkrebs-
zellen und die FucT VII in Lungenkrebszellen iiberexprimiert (Yamada et al.,
1997, Kannagi et al., 2004, Martin-Satue et al., 1998, Hada et al., 1995 und
Inaba et al., 2003).

Die Uberexpression der sLe®*_Strukturen steht in direktem Zusammenhang
mit der Fahigkeit der Krebszelle, Metastasen zu bilden, so dafl Patienten mit
hoher sLe®/*-Aktivitiit eine deutlich verschlechterte Prognose aufweisen (Hol-
mes et al., 1985, Nakamori et al., 1997 und Jorgensen et al., 1995). Die F&hig-
keit zur Metastasierung wird erhéht, da durch die Bindung der sLe?/ *_Epitope
an E-Selektine die im Blutkreislauf zirkulierenden Krebszellen an Endothelzel-
len adhérieren und so neue Tumoren bilden kénnen (Kannagi, 1997).
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Um die nur schwache Expression von E-Selektinen auf normalen Endothel-
zellen zu verstérken, ist die Krebszelle in der Lage, die Expressionsrate durch
Ausschiittung von IL-1a zu erhéhen. In in vivo-Versuchen wurde gezeigt, dafl
Zellkulturiiberstande von Krebszellen in der Lage sind, auf kultivierten Endo-
thelzellen die E-Selektinexpression zu erhdhen (Narita et al., 1996 und Kha-
tib et al., 1999). Der direkte Zusammenhang zwischen der Uberexpression
von Fucosyltransferasen und der Metastasierung konnte belegt werden, indem
antisense Oligonukleotide gegen die FucT IIT und -V in der Lage waren, die Ad-
hésion von Colon-Carzinoma-Zellen an Endothelzellen zu verringern (Weston
et al., 1999 und Klopocki et al., 1998).

1.3.7 Fucosyltransferase-Inhibitoren

Die Uberexpression von Lewis-Strukturen spielt bei einer Vielzahl von Erkran-
kungen eine Rolle, daher kénnen Fucosyltransferase-Inhibitoren einen hohen
therapeutischen Nutzen haben, da mit ihnen der letzte Schritt der Synthese
dieser Strukturen verhindert werden kann.

Eine wichtige Strategie, um potente Fucosyltransferase-Inhibitoren zu ent-
wickeln, ist das Design und die Synthese von Substratanaloga. Der erste und
einfachste Fucosyltransferase-Inhibitor dieser Sorte ist GDP mit einer Inhi-
bitionskonstante von 29 pM (Bella und Kim, 1971). Weitere GDP-Fuc ana-
loge Substanzen wurden synthetisiert und auf ihre Eignung als Inhibitoren
getestet. So konnte durch den Austausch des Fucosylmotivs gegen einen 5a-
Carbafucopyranosyl- (Pseudofucose-) Rest ein Inhibitor entworfen werden, der
doppelt so potent ist wie GDP (Cai et al., 1992). Das bisher beste Donormi-
metikum GDP-2F-Fucose wurde von Murray entwickelt und bindet an die
Fucosyltransferase V mit einem K; = 2,4 pM (Murray et al., 1997).

Eine weitere Methode, Fucosyltransferase-Inhibitoren zu entwickeln, ist die
Synthese von Substanzen, die sich analog der Akzeptorzucker verhalten. Ein
Beispiel hierfiir ist das Gal3(1-4)deoxynojirimycin, welches ein schwacher In-
hibitor der Fucosyltransferase V ist (IC5p = 8-40mM) (Wong et al., 1992).
Durch die Synthese eines Azatrisaccharids, welcher dem Lewis-Trisaccharid
dhnelt, konnte ein hochspezifischer Fucosyltransferase-Inhibitor entwickelt wer-
den, dessen Bindungskonstante von K; = 2,4 mM jedoch sehr gering ist (Qiao
et al., 1996).

Die Synthese von Ubergangszustandanaloga ist eine weitere Methode zum
Design von Inhibitoren. Unter der Annahme des in Abbildung 1.3 gezeigten
Modells wurden einige Fucosyltransferase-Inhibitoren entwickelt. Ein Beispiel
ist ein GDP-Azazucker, der die Fucosyltransferase V mit einem ICsp-Wert
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von 45-82mM inhibiert (Schuster und Blechert, 2001). Obwohl dieser Azazu-
cker die vorgeschlagene Halbsesselkonfiguration einnimmt, ist er allerdings ein
schlechterer Inhibitor als GDP.

Ein deutlich besserer Inhibitor wurde durch die Erstellung einer Bibliothek
aus unterschiedlichen GDP-Triazol-Verbindungen entwickelt. Die 85 Kandi-
daten dieser Bibliothek wurden auf ihre Fahigkeit getestet, die Fucosyltrans-
ferase VI zu inhibieren. Die Substanz 1 erwies sich als Inhibitor mit einer
Bindungskonstante von 62nM und ist somit der erste Inhibitor einer Fuco-
syltransferase, dessen Bindungskonstante im nanomolaren Bereich liegt. Die
Spezifitat gegeniiber anderen Fucosyltransferasen ist gering, auflerdem werden
andere Glycosyltransferasen nicht oder nur schwach inhibiert (Tabelle 1.3)
(Lee et al., 2003).

1
Abbildung 1.4 Fucosyltransferase-Inhibitor (Lee et al., 2003).

Enzym ICs50 (M) K, (nM)

a-1,3-FucT III 1,0 £ 0,2
a-1,3-FucT V. 0,9 + 0,1 270 + 30
o-1,3-FucT VI 0,15 £ 0,03 62+ 3
a-1,3-GalT k.I

(£-1,4-GalT k.I

Guanylatkinase 250 4+ 60
Pyruvatkinase k.I

Tabelle 1.3 Inhibitionskonstanten der Verbindung 1. k.I.: Keine Inhibition bei 600 pM.

Die bis heute entwickelten Fucosyltransferase-Inhibitoren weisen in den meis-
ten Féllen eine geringe Bindungskonstante auf oder zeigen nur geringe Spe-
zifitdten gegeniiber ihrem Zielmolekiil. Speziell die Inhibierung von nur einer
ausgesuchten Fucosyltransferase erscheint aufgrund der geringen Spezifitat bis
heute nur schwer realisierbar. Aus diesem Grunde ist es notwendig, durch neue
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Ansétze hochwirksame und spezifische Fucosyltransferase-Inhibitoren zu ent-
wickeln.

1.3.8 Struktur/Funktions-Beziehungen

Fucosyltransferasen sind Typ-II-Transmembranproteine mit einer kurzen cyto-
plasmatischen Doméne, einer Transmembrandoméne und einer katalytischen
Region, die im Golgi-Apparat lokalisiert ist. In Abbildung 1.5 ist die struk-
turelle Organisation der Fucosyltransferasen dargestellt. Fucosyltransferasen
haben eine Stem-Region, welche sehr anfillig fiir proteolytische Spaltung sein
kann und dafiir sorgt, dafl ein nicht unerheblicher Teil des aktiven Enzyms se-
kretiert wird. Losliche Formen der Fucosyltransferasen wurden in Muttermilch,
Serum, Samenfliissigkeit und anderen Korperfliissigkeiten gefunden (Mollicone
et al., 1990). Dabei haben die cytoplasmatische, die Transmembran- und die
Stem-Doméne einen entscheidenden Einfluf§ auf das Mafl der Sekretion sowie
auf die Sublokalisation im Golgi-Apparat (Grabenhorst und Conradt, 1999).

Die Tatsache, dafl es eine losliche aktive Form dieser Enzyme gibt, lasst
vermuten, dafl der N-Terminus fiir die enzymatische Aktivitdt nicht notwen-
dig ist. Studien haben ergeben, dafi zwischen 50 und 70 Aminosiuren vom
N-Terminus entfernt werden kénnen, ohne dafl es zu einer Verringerung der
Aktivitat kommt. Die Deletion nur weniger Aminosauren am C-Terminus fiihrt
jedoch zu einem vollstdndigen Verlust der Aktivitat (Xu et al., 1996).

Aufgrund der Untersuchungen an den Fucosyltransferasen III und V, die
sich in der katalytischen Doméne um weniger als 25 Aminoséurereste unter-
scheiden und trotzdem eine signifikant unterschiedliche Substratspezifitat be-
sitzen, konnten die Bindungstellen fiir das Substrat und den Akzeptor identifi-
ziert werden. Aminosauren, die verantwortlich fiir die Akzeptorspezifitat sind,
befinden sich im sogenannten hypervariablen Bereich, der sich bei der FucT III
von der Aminoséure 73 bis zur Aminoséure 151 erstreckt (Xu et al., 1996 und
Dupuy et al., 1999). Zusitzliche Aminosaurereste, die bei der Erkennung des
Akzeptorzuckers eine Rolle spielen, befinden sich nahe des C-Terminus (Vo
et al., 1998). Fiir die Bindung von GDP-Fucose sind mehrere Aminoséuren
verantwortlich, die sich in mindestens drei Regionen des Proteins befinden
(Martin et al., 1997).

Samtliche humane a1,3/4-Fucosyltransferasen besitzen vier konservierte Cy-
stein-Reste, die tiber Disulfidbriicken den C-terminalen Bereich in die Nahe des
Bereiches der katalytischen Doméne bringen, der direkt an die Stem-Region
grenzt. Bei der Fucosyltransferase VII existieren sogar sechs Cysteine, die
durch drei Disulfidbriicken den N- bzw. C-terminalen Bereich der katalyti-
schen Doméne hinsichtlich ihrer Struktur ihre Stabilitdt verleihen (de Vries
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Abbildung 1.5 Schematische Darstellung der strukturellen Organisation der Fucosyltransfera-
se V. Der Carboxy-Terminus beinhaltet die Akzeptorbindungsstellen und bildet das katalytische
Zentrum. Zwischen der Transmembranregion und der katalytischen Doméne befindet sich eine Stem-
Region, welche in vivo proteolytisch gespalten werden kann und so zur Sekretion loslicher Fucosyl-
transferase V fithrt. Die Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen Cys94 und Cys351 sowie Cys104
und Cys354 wurde aufgrund von Sequenzéhnlichkeiten zur FucT III postuliert (Holmes et al., 2000).
Gekennzeichnete Asparaginreste (Asn) sind putative N-Glycosylierungsstellen.

et al., 2001). Einige Fucosyltransferasen, so auch die Fucosyltransferase V, wer-
den durch die Behandlung mit alkylierenden Reagenzien inaktiviert, was auf
das Vorhandensein freier Cysteine im aktiven Zentrum hindeutet. Dabei ist
interessant, dafl durch die Anwesenheit von GDP-Fucose diese Inaktivierung
ausbleibt und das Cystein im aktiven Zentrum geschiitzt ist (Holmes et al.,
1995).

Die sechs humanen «1,3/4-Fucosyltransferasen besitzen zwischen zwei und
fiinf potentielle N-Glycosylierungsstellen. Der Umfang, in dem diese posttrans-
latorische Modifikation entsteht, ist bedeutend fiir die Aktivitdt der Enzy-
me. Beide Stellen der Fucosyltransferase III sind glycosyliert (Holmes et al.,
2000) und diese Modifikation ist essentiell fiir die Aktivitdt des Enzyms. Die-
se beiden Glycosylierungsstellen sind konserviert bei der Fucosyltransfera-
se III, V und VI, jedoch haben die FucT V und VI noch zwei zusétzliche N-
Glycosylierungsstellen, wobei die Glycosylierungsstelle Asn60 bei der FucT V
nicht glycosyliert wird, wenn sie rekombinant in COS-Zellen exprimiert wird
(Nguyen et al., 1998). Bislang konnte noch nicht eindeutig geklart werden, ob
die Aktivitdt direkt von der Glycosylierung des Enzyms abhéngt (Christen-
sen et al., 2000a und Christensen et al., 2000b) oder ob die Zuckerstrukturen
ausschliefllich fiir eine korrekte Faltung des Enzyms im endoplasmatischen
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Reticulum verantwortlich sind (Morais et al., 2003).

All diese Daten sind in der Lage, den Reaktionsmechanismus zu postulie-
ren und einen Uberblick iiber die Bedeutung einzelner Aminoséuren zu geben.
Die Unterschiede in der Spezifitdt der Enzyme kénnen so jedoch nur ansatz-
weise geklart werden, so dafl weitere strukturelle Daten, wie man sie aus der
Rontgenstrukturanalyse gewinnen kénnte, unbedingt notwendig sind.

1.3.9 Rekombinante Expression humaner a1,3/4-Fu-
cosyltransferasen

Die Gewinnung humaner «1,3/4-Fucosyltransferasen aus natiirlichen Quellen
ist beschrénkt durch die geringe Expressionsrate dieser Enzyme in den un-
terschiedlichen Geweben (Cameron et al., 1995). Aus den Kulturiibersténden
einer humanen epidermoider Karcinoma-Zellinie konnte jedoch eine 16sliche, se-
kretierte Form einer a-3/4-Fucosyltransferase isoliert werden (Johnson et al.,
1993). Diese Fucosyltransferase entspricht in ihrer Spezifitdt und ihren Eigen-
schaften der Fucosyltransferase, die in kleinen Mengen fiir die enzymatische
Synthese aus menschlicher Milch gereinigt werden kann (Vandenbroucke et al.,
1976 und Stangier et al., 1997).

Unterschiedliche rekombinante Expressionssysteme wurden bis heute ver-
wendet, um die humanen al,3/4-Fucosyltransferasen herzustellen. Fiir funk-
tionelle, kinetische und zellbiologische Untersuchungen, wie z.B. der Sublo-
kalisation von Fucosyltransferasen im Golgi-Apparat, reichen in der Regel
geringe Mengen an Protein aus (Grabenhorst und Conradt, 1999, Vo et al.,
1998 und Weston et al., 1992a). Dabei kann je nach Fragestellung die Amino-
sduresequenz des exprimierten Konstruktes von der urspriinglichen abweichen.
So fiihrt die Deletion der Transmembrandoméne und von Teilen der Stemre-
gion zu einer loslichen Form der Fucosyltransferase (de Vries et al., 1995).
Diese 16sliche Form entspricht weitestgehend der natiirlichen 16slichen Form
von Fucosyltransferasen, die nach proteolytische Spaltung sezerniert werden
(Mollicone et al., 1990).

Strukturelle Untersuchungen erfordern jedoch Expressionssysteme, die das
Zielprotein kostengiinstig in groflen Ausbeuten produzieren und eine einfache
sowie verlustarme Reinigungstrategie ermoglichen. Durch die Verwendung der
Hefezellinie Pichia pastoris konnte eine sekretierte Form der humanen Fucosyl-
transferase III mit einer Ausbeute von 30 mg/1 Expressionsansatz produziert
werden (Gallet et al., 1998). Hefen unterscheiden sich jedoch hinsichtlich post-
translationalen Modifikation sehr stak von menschlichen Zellen. Speziell die
stark ausgepragte N-Hyper-Glycosylierung kann dafiir sorgen, dafl das rekom-
binante Enzym sich stark von der nativen Form unterscheidet.
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In den meisten Féllen werden «1,3/4-Fucosyltransferasen in Sédugetierzellen
hergestellt. Dieses Expressionssystem gewahrleistet eine weitestgehend origi-
nére posttranslationale Modifikation und stellt so eine hohe Vergleichbarkeit
mit dem nativen Enzym sicher. Hinsichtlich der Ausbeuten an rekombinan-
ten Fucosyltransferasen, die in der Regel bei 0,1-0,5 mg/1 liegen (Costa et al.,
1997a, Weston et al., 1992b, Christensen et al., 2000a und Xu et al., 1996), ist
die Verwendung von mammalen Zellen jedoch als ungeeignet zu betrachten,
groflere Mengen an rekombinantem Enzym zu produzieren.

Insektenzellen haben in den letzten Jahren eine bedeutende Rolle bei der
Expression von al,3/4-Fucosyltransferasen erlangt. Der Expressionsapparat
der Insektenzellen ist vergleichsweise nahe mit den héherer Eukaryoten ver-
wandt, ihre Glycosylierungsmuster unterscheiden sich allerdings in gewissen
MafBen (O'Reilly et al., 1994). Die Fucosyltransferase VII wurde mit Hilfe des
Baculovirus-Expressionssystems als 16sliches Protein-A-Fusionsprotein mit ei-
ner Ausbeute von 10mg/l in Spodoptera frugiperda-Zellen (Sf9) exprimiert
und tiber eine IgG-Sepharosesiule gereinigt (Shinkai et al., 1997). Auch die
Fucosyltransferase III war, jedoch ohne Fusionsanteil, so mit einer Ausbeute
von 1 mg/1 sowohl in Sf9- als auch in Trichoplusia ni-Zellen (T. ni) zugénglich
(Morais et al., 2001). Durch die Verwendung stabil transfizierter Sf9-Zellen stei-
gerte sich die Ausbeute an rekombinanter Fucosyltransferase 111 auf 12 mg/1
(Morais und Costa, 2003) und zeigt somit eine Methode auf, die es ermoglicht
groflere Mengen dieses Enzyms herzustellen.

Allgemein ist jedoch zu sagen, daf} fast alle «1,3/4-Fucosyltransferasen bis-
her nur mit sehr kleinen Ausbeuten unter Verwendung von Siugetierzellen
exprimiert wurden, und dafl diese Methoden ungeeignet zur Produktion grofie-
rer Mengen von al,3/4-Fucosyltransferasen sind, wie man sie fiir strukturelle
Untersuchungen benotigt.

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit war die Expression grofier Men-
gen humaner Fucosyltransferase V. Hierbei sollte geklart werden, inwieweit
prokaryotische Expressionsysteme in der Lage sind, funktionell aktives Prote-
in zu produzieren, oder ob die Verwendung eukaryotischer Expressionssyste-
me notwendig ist. In Bezug auf die bisher duflerst geringen Ausbeuten bei der
Expression der Fucosyltransferase V in Sdugetierzellen, sollte eine auf euka-
ryotischen Zellen basierende Expression etabliert werden, die hinsichtlich der
Expressionrate deutlich tiber den bisher erzielten Werten liegt.

Die auf diese Weise produzierte rekombinante Fucosyltransferase V sollte
gereinigt und strukturell untersucht werden. Es war angestrebt, durch unter-
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schiedliche biophysikalische Methoden tiefere Erkenntnisse tiber den struktu-
rellen Aufbau der Fucosyltransferase V zu erlangen.

Als drittes Ziel wurde die Entwicklung von Inhibitoren von der Fucosyltrans-
ferase V angestrebt. Dabei kénnte mit Hilfe der Phage Display-Technologie
unterschiedliche vollstédndig degenerierte Peptid-Bibliotheken gegen die Fuco-
syltransferase V selektiert werden, um so Liganden zu erhalten, die den enzy-
matischen Umsatz dieses Proteins inhibieren. Langfristig sollten strukturelle
Daten neben diesem kombinatorischen Ansatz ein rationales Design von spe-
zifischen Inhibitoren ermdoglichen.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Allgemeine Chemikalien wurden bei Sigma (Taufkirchen), Merck (Darmstadt),
Fluka (Taufkirchen), Invitrogen (Karlsruhe), Biomol Feinchemikalien (Ham-
burg), Applichem (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Millipore (Eschborn), Cal-
biochem (Schwalbach) und Peqlab (Erlangen) bezogen.

2.2 Enzyme, Proteine und Antikorper

Restriktionsenzyme, Mung Bean Nuclease, T4 Ligase, Alkalische Phosphatase
(Calf intestinal alkaline Phosphatase) (CIAP) und dazugehorige Puffer wur-
den von MBI Fermentas (St. Leon Rot) und von NEB (Frankfurt) bezogen.
Thermus aquaticus DNA Polymerase wurde von Eppendorf (Hamburg) oder
von Roche (Mannheim) bezogen. Lysozym wurde ebenfalls von Roche gekauft.
Fucosyltransferase V wurde in kleinen Mengen von Calbiochem (Schwalbach)
bezogen. SDS-PAGE Proteinstandards (broad range standard, BRS) wurde
von BioRad (Miinchen) bezogen. Antikérper wurden von Sigma (Taufkirchen)
bezogen.

2.3 Affinitatsmatrices und Partikel

Ni-NTA-Agarose wurde von Qiagen (Hilden) bezogen. Dowex Harz wurde von
BioRad (Miinchen), Protein A-Agarose wurde von Santa Cruz Biotechnologie
(Santa Cruz, Kalifornien, USA) und GDP-Affigel von Jiilich Fine Chemicals
(Jiilich) bezogen.

2.4 Bakterien und Hefestamme

Der Bakterienstamm E. coli DH5a (Promega, Mannheim) wurde fiir die Am-
plifikation von Plasmiden verwendet. Der Stamm BL21(DE3)pLysS wurde fiir
die rekombinante Expression von Proteinen verwendet. Der Stamm ER2738
war Teil des Ph.D.-C7C Phage Display Library Kit von NEB (Frankfurt) und
diente zur Vermehrung von Phagen (Tabelle 2.1).
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Stamm

Genotyp

DHb5«

supE44 AlacU169 (¢801ZAM15) hsdR17 re-
cAl endAl gyrA96thi-1 relAl

BL21(DE3)pLysS  E. coli B F~ dem ompT hsdS(rpmpy)

ER2738

gal\(DE3) pLysS Cam"

F’ lacld A(lacZ)M15 proATB™
22£::Tn10(Tet®) /fhuA2 supE thi A(lac-
proAB) A(hsdMS-mcrB)5 (r, my McrBC™)

Tabelle 2.1 Genotypen der verwendeten Bakterienstdmme

2.5 Vektoren

pMal-c2X

Der Vektor pMal-c2X wurde von NEB (Frankfurt) bezogen
und diente zur Expression von MBP-Fusionsproteinen in
E. coli.

pET26DHFR-His Der Vektor pET26DHFR-His stand im Arbeitskreis zur

pUC18/19

pEGFP-N1

pVL1392

pTriEx4-Neo

pIBV5-His

18

Verfiigung und wurde fiir die Expression der DHFR in E. co-
li verwendet.

Die Vektoren pUC18/19 (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
wurde fiir die Klonierung verwendet.

Der Vektor pEGFP-N1 (Clontech, Heidelberg) wurde bei
der Transfektion von mammalen Zellinien verwendet, um
die Transfektionseffizienz zu bestimmen.

Der Vektor pVL1392 (Pharmingen, Karlsruhe) wurde als
Baculovirus-Transfervektor fiir die Expression in Insekten-
zellen eingesetzt.

Der Vektor pTriEx4-Neo (Novagen, Schwalbach) wurde als
Baculovirus-Transfervektor fiir die Expression in Insekten-
zellen eingesetzt.

Der Vektor pIBV5-His (Invitrogen, Karlsruhe) diente zur
stabilen Expression in Insektenzellen.



Zellinien und Kultur

2.6 Zellinien und Kultur

Sf90011-, Express Five-, DMEM-Medium, Penicillin G, Streptomycin und
Trypsin/EDTA wurden von Gibco BRL (Eggenstein) bezogen. Zellkulturscha-
len wurden bei Greiner (Frickenhausen), Nunc (Wiesbaden), Sarstedt (Niim-
brecht) oder Corning (Wiesbaden) bezogen. Fétales Kélberserum wurde bei
Biochrom (Berlin) gekauft.

Fiir die Expression wurden die mammalen Zellinien CHO und HEK293 und
die Insektenzellinien Sf9 (Spodoptera frugiperda) und BTI-TN-5B1-4 (HighFi-
ve™ Trichoplusia ni) verwendet.

2.7 Losungen

BCIP-Stocklosung 0,5%(W/V) BCIP in DMF
Blockierungspuffer 0,1M NaHCO,, pH 8,6
5mg/ml BSA
BSATBS 3% BSA in TBS
CAPS-Puffer 20 mM CAPS, pH11,0
10%(v/v) Methanol
Citratpuffer 50 mM Zitronenséure, pH 4,0
Coomassie-Entférber 45 %(v/v) Methanol
10%(v/v) Eisessig
Coomassie-Farbelo- 0,25 %(w/v) Coomassie Brilliant
sung Blue R-250
45 %(v/v) Methanol
10 %(v/v) Eisessig
Detektionspuffer (AP) 0,1M Tris-HCI, pH9,5
AmM MgCl,
Detektionspuffer 3,3mg ABTS
15ml Citratpuffer
26,511 H,0,
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Elutionspuffer

G418-Stocklosung

Todid-Puffer

Loading Dye (6x)

Losung I

Losung I1

Losung IIT

NBT-Stocklésung

PBS

PEG /NaCl

20

25 mM
3mM

0,4 %(w/v)

steril filtrieren

10 mM
1 mM
4M

20 % (w/v)
100 mM
0,025 %(w/v)
0,025 %(w/v)

50 mM
25 mM
10 mM
autoklavieren

0,2M
1%(w/v)
3M

11,5 %(v/v)

autoklavieren

0,1 %(w/v)

33 mM
15mM
100 mM
pH 7,2

20 %(w/v)
2,5M

MES, pH7,0
GDP

G418 in HEPES,
100 mM, pH 7,4

Lagerung bei —20°C

Tris-HC1, pH 8,0
EDTA
Nal

Ficoll 400

EDTA
Bromphenol-Blau
Xylenxyanol FF

Glucose
Tris-HCI, pH 8,0
EDTA

Lagerung bei 4°C

NaOH
SDS

Kaliumacetat
Essigsaure
Lagerung bei 4 °C
NBT in 0,1 M Tris-
HCI, pH9,5
Na,HPO,
NaH,PO,

NaCl

Polyethylenglykol 8000

NaCl



Phenol/Chloroform

Probenpuffer (4x)

Reaktionspuffer

Sammelgelpuffer (4x)

Sonication Puffer

TAE (50x)

Tankpuffer (5x)

TBS

TBST

Trenngelpuffer (4x)

Tris-HCI 4+ MgCl,

Waschpuffer

50 %(v/v)
50 %(v/v)

250 mM
8%(w/v)

40 %(v/v)
0,004 % (w/v)

50 %(v/v)
50 %(v/v)

536 mM
4%(w/v)

100 mM
300 mM
pH 8,0

2M
50 mM
pH&,5

124 mM
0,96 M
0,5 %(w/v)

50 mM
150 mM

50 mM

150 mM
0,5% (w/v)
1,5M

0,4 %(w/v)
92,5 mM
4mM

25 mM

Losungen

Phenol (Tris-gesattigt)
Chloroform

Tris-HC1, pH 6,8
SDS

Glyzerin
Bromphenolblau

DMSO
PBS

Tris-HCI, pH 6,8
SDS

Na,HPO,
NaCl

Tris
EDTA

Tris, pH 8,3
Glycin
SDS

Tris-HCI, pH 7.5
NaCl

Tris-HCI, pH 7.5
NaCl
Tween 20

Tris-HCI, pH 8,8
SDS

Tris-HCI, pH9,5
MgCl,

MES, pH7,0
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2.8 Medien

LB-Medium

LB-Medium

TSS

10g

5g

10g

ad 11 ddH,O

10g

o8

10g

15¢g

ad 11 ddH,O

85% (v/v)
10% (w/v)
5% (v/v)
50 mM

2.9 Oligonukleotide

NaCl
Hefe-Extrakt
Bacto-Trypton
autoklavieren

NaCl
Hefe-Extrakt
Bacto-Trypton
Agar
autoklavieren

LB-Medium
PEG 8000
DMSO
MgCl,, pH6,2

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von Metabion (Martinsried) synthe-

tisiert (siche Tabelle 2.2).

2.10 Bibliotheken und Phagen

In dieser Arbeit wurden Phagen aus dem Ph.D.7,- dem Ph.D.C7C- und dem
Ph.D.12 Phage Display Peptide Library Kit NEB (Frankfurt) verwendet.
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Bibliotheken und Phagen

Name Sequenz 5-3’ Schnittstellen/
Mutationen
t19a CAA TGG GTC CCG CAG T190A
CCA GGA CAG CAT G
t19a antisense CAT GCT GTC CTG GCT T190A
GCG GGA CCC ATT G
t295a CCC CCA GCA ACA GCC T703A
GGC ACC TGG
t295a antisense CCA GGT GCC GGC TGT T703A
TGC TGG GG
[B-TraceFucTV CGG GAT CCC GCC ATG BamHI, Ncol
GCT ACT CAT CAC ACG
CTG TGG ATG GGA CTG
GCC CTG CTG GGG GTG
CTG GGC GAC CTG CAG
GCA GCA GCT CCC AAT
GGG TCC CGC TGC
pFucTVFwGen CCC AAG CTT ATG GAT Hind III
CCC CTG GGC CCA GCC
AAG
pFucTVRevGen  CCG GAA TTC TCA GGT EcoRI
GAA CCA AGC CGC TAT
GCT
pmalfw CGG AAT TCG CTC CCA EcoRI
ATG GGT CCC GCT GCC AG
pmalrev CCA AGC TTT CAG GTG HindIII
AAC CAA GCC GCT ATG CT
FucTVBamHIfw  CGG GGA TTC CTC CCA BamHI
ATG GGT CCC GCT GCC AG
FucTVPstlrev CCA AGC TCT CAG GTG Pstl
AAC CAA GTG GCT ATG CT
M13 GTA AAA CGA CGG CCA Sequenzierprimer
GTG CCA A
M13 rev CAG GAA ACA GCT ATG Sequenzierprimer
ACC ATG A
pIBseq CGC AAC GAT CTG GTA Sequenzierprimer
AAC AC
pIBseqrev GAC AAT ACA AAC TAA Sequenzierprimer
GAT TTA GTC AG
-96Primer GCC CTC ATA GTT AGC 23 Sequenzierprimer

GTA ACG

Tabelle 2.2 Liste der verwendeten Oligonukleotide.
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Die Isolation der Plasmid-DNA wurde nach der Methode der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly, 1979) durchgefithrt. LB Medium (3ml) mit Ampicilin
(100 pg/ml) wurden mit einer Kolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37°C
unter Schiitteln (220rpm) inkubiert. Davon wurden 2ml in ein Reaktions-
gefafl iiberfithrt und zentrifugiert (4min, 20.000 xg, Raumtemperatur). Der
Uberstand wurde vorsichtig abgesogen und die sedimentierten Zellen in 100 pl
Losung I resuspendiert. Anschlielend wurden 200 pl Losung II zugegeben, das
Reaktionsgefd mehrfach invertiert und fiir 5min bei Raumtemperatur inku-
biert. Nach Zugabe von 150 pl Losung III wurde wiederum mehrfach inver-
tiert, fiir 5min bei 4°C inkubiert und zentrifugiert (5min, 20.000xg, 4°C).
Der Uberstand wurde in ein 1,5ml ReaktionsgefaB tiberfithrt, mit 400 pl Phe-
nol/Chloroform extrahiert und die DNA anschlielend durch Zugabe von 1 ml
kaltem Ethanol fiir 10 min bei Raumtemperatur gefillt. Nach 10 min Zentrifu-
gation bei 4°C und 20.000 xg wurde das Pellet mit 500 pl 70 %igem Ethanol
gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Die DNA wurde in 20 ul TE
aufgenommen und mit 0,5 pl RNAse (10 mg/ml) versetzt.

3.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA mit kduflichen
Kits

Plasmid-DNA fiir Klonierungen, Transfektionen oder Sequenzierungen wurde
mittels des E.Z.N.A. Plasmid Miniprépp II Kits (Peqlab, Erlangen) gereinigt.
Die Praparation erfolgte geméfl der Anleitung des Herstellers. Die Lagerung
der DNA erfolgte bei —20°C.

3.1.3 Quantifizierung von DNA

In einer Quarzkiivette wurden 100 pl DNA-Losung bei 260/280 nm im Photo-
meter (Ultrospec 3000-Photometer, Amersham Biosciences, Freiburg) vermes-
sen. Dabei entspricht eine optische Dichte von 1 bei 260 nm dem empirischen
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Wert von 50 pg DNA /ml. Reine DNA sollte ein Verhéltnis der ODyg /959 von
1,8 bis 2,0 aufweisen.

3.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Bereichen, die zwischen bekannten Sequenzen lie-
gen, wurde die Polymerase-Kettenreaktion verwendet (Saiki et al., 1988). Zwei
zu den bekannten Sequenzen komplementidre DNA-Fragmente dienen als Pri-
mer. Die Synthese der DNA erfolgte durch die Taq-DNA-Polymerase (Eppen-
dorf PCR Readymix), eine thermostabile Polymerase aus Thermus aquaticus.
Ein 50 pl PCR-Ansatz setzte sich, wie in Tabelle 3.1 gezeigt, zusammen.

1-5pl Template

1-10pl  Sense-Oligonukleotid (100 pM)

1-10pl  Antisense-Oligonukleotid (100 pM)

20 pl 2,5x PCR Fertigmix mit dNTPs,
Puffer und Polymerase (Eppendorf)

Tabelle 3.1 PCR-Ansatz.

Das nachfolgende Programm (siehe Tabelle 3.2) wurde im Mastercycler Gra-
dient (Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt. Die Charakterisierung des Ampli-
fikats erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese.

Schritt Dauer Temperatur
1. Primérdenaturierung 30s-1min 94°C

2. Denaturierung 30s 94°C

3. Hybidisierung 1-2min 45°C—67°C

4. Elongation 1-2min 72°C

25-35 Zyklen (Schritt 2—4)

5. Terminale Elongation 5-10 min 72°C

Tabelle 3.2 PCR-Programm.

3.1.5 Dephosphorylierung

Zur Dephosphorylierung endsténdiger Phospatgruppen von DNA-Fragmenten
wurde zum Restriktionsansatz 1 pl CIAP (MBI Fermentas, St. Leon Rot) zu-
gegeben und das Reaktionsgemisch bei 37 °C inkubiert. Nach 30 min wurde
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erneut 1pl CIAP zugegeben und fiir weitere 30 min inkubiert. Die Reaktion
wurde durch die Zugabe von 6x Loading Dye oder durch Hitzedeaktivierung

gestoppt.

3.1.6 Alkoholprazipitation der DNA

Der Restriktionsansatz wurde mit 1/10 Volumen 3M Natriumacetatlosung
(pH5,2) und mit dem 2,5-fachem Volumen eiskaltem Ethanol versetzt und
20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Ansatz wurde zentrifugiert (10 min,
20.000xg, 4°C), der Uberstand abgesogen und das Pellet mit 500 pl eiskaltem
70 %igem Ethanol versetzt. Nach 5min bei Raumtemperatur wurde erneut
zentrifugiert (10 min, 20.000 xg, 4 °C), der Uberstand abgesogen und das Pellet
an der Luft getrocknet. Die DNA wurde dann in dem gewiinschten Volumen
ddH, O aufgenommen.

3.1.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Restriktionsanalyse, Analyse von
PCR-Ansétzen und zur préaparativen Isolation von DNA-Fragmenten genutzt.
Es wurden 1%ige Agarosegele (Qualex Gold Agarose, AGS Heidelberg) zur
Auftrennung von Fragmenten von 500bp bis 12000 bp Grée sowie 2 %ige
Agarose-Gele zur Auftrennung von Fragmenten unter 500 bp verwendet. Die
Agarose wurde in TAE-Puffer aufgekocht und mit 5pl Ethidiumbromid
(1 pg/ml) versetzt. Die Proben wurden mit 6x Loading Dye (MBI Fermentas,
St. Leon-Rot) versetzt. Als Standard wurde \-DNA /Eco130I (MBI Fermen-
tas, St. Leon-Rot) verwendet. Die DNA-Fragmente wurden bei 90-130V in
einer Elektrophoresekammer in TAE-Puffer aufgetrennt, mittels des Ethidium-
bromids auf einem UV-Transilluminator (302nm) sichtbar gemacht und mit
einem Videosystem (Intas, Gottingen) dokumentiert.

3.1.8 DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen erfolgte mit dem
QiaexII Gel Extraktion Kit (Qiagen, Hilden) nach Anleitung des Herstellers.

3.1.9 Ligation

Der fiir die Ligation verwendete Vektor wurde im Verhéltnis 1:1 bis 1:5 zum
Insert eingesetzt, wobei das Verhaltnis im Agarose-Gel abgeschétzt wurde. Ein
Ligationsansatz setzt sich wie in Tabelle 3.3 gezeigt zusammen.
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Xpl  Vektor

Ypl Insert

1pl  T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

2pl  10x Ligationspuffer (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
ad 20 pl mit ddH,O

Tabelle 3.3 Ligations-Ansatz

Die Ligation erfolgte iiber Nacht bei 16 °C, anschlieBend erfolgte eine Hitzein-
aktivierung der Reaktion (65°C, 15min).

3.1.10 Herstellung kompetenter DH5a-Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen erfolgte nach einer Methode von
Chung (Chung et al., 1989). LB-Medium (3 ml) wurde mit DH5a-Zellen an-
geimpft und tiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln (220 rpm) inkubiert. Hier-
von wurde 1ml abgenommen und zu 100 ml LB-Medium gegeben. Diese Kul-
tur wurde unter o.g. Bedingungen bis zu einer ODggp von 0,6 inkubiert. An-
schliefend wurden die Zellen 20 min auf Eis gekiihlt, in 50 ml Reaktionsgeféfle
iiberfiihrt und durch Zentrifugation (1°C, 2.000xg, 10 min) sedimentiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und die Pellets in je 5 ml eiskalter TSS-Lésung re-
suspendiert. Die Zellen wurden aliquotiert (300 pl) und mit Hife von fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

3.1.11 Transformation

Kompetente DH5a-Zellen wurden 30 min auf Eis aufgetaut und 100 pl da-
von mit 10pl Ligationsansatz oder 0,5ul (ca. 1ng) prapariertem Plasmid
vermischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Das Reaktionsgefdl wurde an-
schlieffend 90s auf 42°C erhitzt und 2min auf Eis inkubiert. Zu dem Reak-
tionsgemisch wurden 1ml LB-Medium gegeben und der Ansatz 1h bei 37°C
inkubiert, um danach auf einer LB-Agar-Platte ausgestrichen zu werden.

3.1.12 Lagerung von E. coli Klonen

E. coli Klone waren fiir einen Monat auf Agarplatten haltbar, wenn diese mit
Parafilm verschlossen und invertiert bei 4 °C aufbewahrt wurden. Zur Lang-
zeitlagerung wurde 1ml einer frischen E. coli-Kultur in der logarithmischen
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Wachstumsphase mit 200 ul 80 %igem Glycerol versetzt und in einem Kryo-
rohrchen mit Hilfe von fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C
gelagert.

3.1.13 DNA-Sequenzierung

Die zu sequenzierende Plasmid-DNA wurde iiber das E.Z.N.A. Plasmid Mi-
niprap II Kit (Peglab, Erlangen) gereinigt und photometrisch quantifiziert.
Etwa 600-800 ng DNA, ca. 10 pmol des entsprechenden Oligonukleotids, 6 pl
Half Term-Puffer und 2 pl Big Dye Terminator Ready Reaktion Mix wurden in
ein Reaktionsgefafl gegeben und mit ddH,O auf 20 pl Volumen aufgefiillt. Die
fiir die Sequenzierung verwendeten Reagenzien sind Bestandteile des Big Dye
Terminator Ready Reaktion Kits (Applied Biosystems, Weiterstadt). Mit dem
Ansatz wurde das folgende Programm im Termocycler (Mastercycler Gradient,
Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt (Tabelle 3.4).

Schritt Dauer Temperatur
1. Denaturierung 30s 96 °C

2. Hybridisierung 58 48°C-50°C

3. Elongation 4 min 60°C

25 Zyklen (Schritte 1-3)
4. Terminale Elongation =~ 5-10min  72°C

Tabelle 3.4 Sequenzierprogramm

Anschliefilend wurde die DNA mit 8 pl 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 300 pl
96 %igem Ethanol geféllt (30 min, 4°C) und zentrifugiert (30 min, 20.000 xg,
4°C). Nach Zugabe von 500 pul 70 %igem Ethanol wurde zentrifugiert (15 min,
20.000xg, 4°C), der Uberstand abgesogen und die DNA fiir 1h an der Luft
getrocknet. Die Auftrennung und Auswertung der sequenzierten DNA erfolgte
durch das Institut fiir Zellbiochemie am Universitdtskrankenhaus Eppendorf,
Arbeitskreis Richter.

3.1.14 Ortsspezifische Mutagenese

Fiir eine ortspezifische Mutagenese wurde die QuickChange-Methode (Wang
und Malcolm, 1999) angewandt, bei der zwei komplementére Oligonukleotide
verwendet werden, in deren Mitte der gewiinschte Basenaustausch kodiert ist.
Mit diesen Oligonukleotiden wurde das cDNA tragende Plasmid amplifiziert.
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Die methylierte Template-DNA wurde mit dem Restriktionsenzym Dpn I ver-
daut. Nicht-methylierte, durch Pfu Polymerase amplifizierte DNA wird nicht
verdaut und anschlieffend geféllt. Es erfolgte die Transformation in kompe-
tente DH5a-Zellen.

3.2 Phagentechniken

3.2.1 Phagen Display

Das Phagen Display-System ist ein Selektionsprozess zur Identifikation von
Bindungs-Partnern. In einem zyklischen Prozef3 aus Transkription/Translation
und Affinitats-Selektion werden Bindungs-Partner angereichert. Durch den
Bakteriophagen kénnen Peptide auf der Oberfliche als Fusionspartner des
Hiillproteins GenllII exprimiert werden und sind direkt mit der genetischen In-
formation verkniipft. Durch eine nachfolgende Infektion von E. coli mit dem
filamentésen Bakteriophagen M13 kann die genetische Information gewonnen
werden.

3.2.2 Selektion der Peptidbibliothek

3.2.3 Titerbestimmung

Zur Bestimmung des Phagentiters wurden 10ml LB-Medium mit ER2738
E. coli Zellen angeimpft und bis zu einer ODggg von 0,5 bei 37 °C und 220 rpm
inkubiert. Es wurden Verdiinnungen des Phageneluates in LB-Medium von
1071 bis 10~* vorbereitet. Von jeder Verdiinnung wurden 10 pl mit je 200 pl
der gewachsenen Zellsuspension versetzt und ca. 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen zu 3 ml vorgewarmtem Top-Agar
gegeben und auf einer LB-IPTG-X-Gal-Platte verteilt. Die Inkubation erfolgte
iiber Nacht bei 37 °C. Die blaugefarbten Plaques wurden ausgezihlt und der
Titer errechnet. Zur Titerbestimmung der amplifizierten Phagen wurde analog
verfahren; es wurden jedoch Verdiinnungen von 10~ bis 10~ angesetzt.

3.2.4 Amplifikation selektierter Phagen

Nach erfolgreicher Affinitats-Selektion der Phagen miissen diese in ER2738
E. coli Zellen fiir weitere Runden der Selektion vermehrt werden. Es wurden
20ml LB-Medium mit ER2738 E. coli Zellen angeimpft und bei 37°C und
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220 rpm inkubiert. Nach Erreichen einer ODggg von 0,5 wurde das Phagen-
Eluat zugesetzt und die Kultur fiir weitere 4,5h bei 37°C geschiittelt. An-
schliefend wurden die Zellen bei 2800xg und 4°C fiir 30 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde dekantiert und mit 1/6 Volumen PEG/NaCl-Losung
versetzt und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die so gefillten Phagen wurden
zentrifugiert (4 °C, 2800 rpm, 30 min), in 1 ml TBS resuspendiert und 5 min bei
4°C und 10000 xg zentrifugiert, um restliche Zellen abzutrennen. Die Phagen
wurden in ein steriles 1,5ml Reaktionsgefal tiberfithrt und mit 1/6 Volumen
PEG/NaCl-Losung fiur 1-2 h bei 4 °C gefallt. Nachfolgend wurde fiir 10 min bei
4°C und 10000 xg zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die pelletierten
Phagen in 200 pl TBS aufgenommen.

3.2.5 Phagen-DNA-Priaparation zur Sequenzierung

Zur Analyse der Klone, die in den dritten Selektionsrunden isoliert wurden,
wurde die Sequenz ermittelt. Dafiir wurden zuerst einzelne Klone amplifiziert,
um dann aus den Phagen die DNA zu isolieren. Es wurden Ubernachtkul-
turen von ER2738 E. coli Zellen in LB-Tetracyclin-Medium angesetzt und
bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Kultur 1:100
(100 pl auf 10ml) in LB-Medium verdiinnt. Von dieser Verdiinnung wurde
jeweils 1ml in mehrere Rundbodenréhrchen tiberfithrt. Anschliefend wurde
eine reprisentative Anzahl der positiven Klonen mit einer Pipettenspitze ge-
pickt, diese in die vorbereiteten Rundbodenréhrchen gegeben und bei 37°C
flir 4,5-5h im Schiittler inkubiert. Die Kulturen wurden in sterile Reaktions-
gefdfle dberfiihrt und fiir 5min bei 5000 xg zentrifugiert. 500 ul des Phagen
enthaltenen Uberstandes wurden in ein neues ReaktionsgefiB iiberfithrt und
mit 200 pl PEG/NaCl-Losung versetzt. Nach Inversion folgte eine Inkubation
von 10min bei Raumtemperatur. Es wurde 10 min bei 20800 xg zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 pl Todid-Puffer resus-
pendiert, mit 250 pl 96 % Ethanol versetzt und 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliefend wurde bei 20800 xg fiir 10 min zentrifugiert und das
Pellet mit 250ml 70% (v/v) Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde in 30 pl
ddH,O aufgenommen.

3.2.6 Polyklonale ELISA-Analyse

Um den Verlauf der Selektion auf eine mdgliche Anreicherung spezifischer
Phagen hin zu verfolgen, wurde die Reaktivitdt der amplifizierten Phagen
charakterisiert. Dazu wurde das Zielmolekiil (50-100 pg/ml) iiber Nacht bei
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4°C in den Vertiefungen einer ELISA-Platte inkubiert. Anschliefend wurde
die Platte dreifach mit TBS gewaschen und mit Blockierungspuffer fiir 2h
bei Raumtemperatur blockiert. Die Inkubation der Phagen (1:10 verdiinnt in
Blockierungspuffer) erfolgte bei Raumtemperatur fiir 2h; nach dreimaligem
Waschen mit TBS wurde mit 100 pl eines anti-M13-POD-Konjugates (1:5.000
in Blockierungspuffer) fiir 1h inkubiert. Nach drei- bis fiinffachem Waschen
mit TBST und TBS wurde die Farbentwicklung mit Detektion fiir POD durch-
gefiihrt und bei 405 nm vermessen.

3.2.7 Monoklonale ELISA-Analyse

Zur Charakterisierung der Reaktivitit singuldrer Phagen-Klone wurde ana-
log zu der polyklonalen Analyse verfahren. Nach der dritten Selektionsrunde
wurden ER2738 E. coli-Zellen in einem Kulturvolumen von 3ml bis zu einer
ODggp von 0,5 bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Die Bakterienzellen wurden
mit einzelnen Phagenkolonien angeimpft und fiir 4,5h bei 37 °C und 220 rpm
inkubiert. Aus dem Uberstand dieser Kulturen wurden die Phagen mit 1/6
Volumen PEG/NaCl-Losung prézipitiert und nach Zentrifugation (10.000 xg,
10 min, 4 °C) in 100 pl TBS resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde
der Uberstand abgenommen und fiir die ELISA-Analyse eingesetzt.

3.2.8 Selektion

Fiir die Selektion wurde in den ersten beiden Selektionsrunden auf die Verwen-
dung von Immuno-Réhrchen zuriickgegriffen, die zur Belegung mit 1 ml einer
Streptavidin-haltigen PBS-Losung (100 pg/ml) {iber Nacht bei 4°C auf dem
Rollbrett inkubiert wurden. Am folgenden Tag wurde das Immunoréhrchen
entleert, dreifach mit TBS gewaschen, komplett mit Blockierungspuffer befiillt
und fiir einen Zeitraum von 2h bei RT inkubiert. Wahrenddessen wurden 4-
8 ug biotinyliertes Zielprotein mit 2x 101 Phagen der Heptapeptid-Bibliothek
(10pl) in einem Volumen von 200 pl fir 2h bei RT inkubiert. Danach wurde
der Ansatz auf 1 ml mit Blockierungspuffer aufgefiillt, in das entleerte Immuno-
Réhrchen gegeben und fiir 1 h bei RT inkubiert. Nicht gebundene Phagen wur-
den mit dem Uberstand verworfen und das Réhrchen auf sauberem Papier aus-
geschlagen. Im Anschlufl wurde zehnfach mit TBST gewaschen. Die gebunde-
nen Phagen wurden durch Zugabe von 1 ml 0,2 M Glycin-HCI, pH 2,2 fiir exakt
acht Minuten auf dem Rollbrett bei Raumtemperatur eluiert. Anschliefend
wurde zur Neutralisation 150 ul 1 M Tris-HCI, pH 9,1, in das Polystyrol-Gefaf3
gegeben, invertiert und das Eluat in ein Reaktionsgefdal iiberfithrt. 10 pl des
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Eluats wurden anschlieend zur Bestimmung des Titers eingesetzt, der Rest
zur Amplifikation eingesetzt.

In der dritten Selektionsrunde wurde das Zielprotein direkt chemisch an eine
Epoxy-funktionalisierte Polystyroloberfliche gebunden. Hierzu wurde die Ver-
tiefung einer solche ELISA-Platte mit Proteinlésung einer Konzentration von
50 pg/ml tber Nacht bei 4 °C geschiittelt. Daraufhin wurde die Proteinlésung
entfernt und mit 200 pl Blockierungspuffer fiir 2h bei RT inkubiert. 2 x 101
Phagen der Heptapeptid-Bibliothek (10 pl) in einem Volumen von 200 pl Blo-
ckierungspuffer wurde in die Vertiefung pipetiert und bei RT auf einem Schiit-
telbrett inkubiert. Nicht gebundene Phagen wurden mit dem Uberstand ver-
worfen und das Rohrchen auf sauberem Papier ausgeschlagen. Im Anschlufl
wurde zehnmal mit TBST gewaschen. Die gebundenen Phagen wurden mit
1ml 0,2M Glycin-HC], pH 2,2 fiir exakt acht Minuten eluiert. Anschliefend
wurde zur Neutralisation 150 ul 1 M Tris-HCI, pH 9,1, in das Polystyrol-Gefifl
gegeben, invertiert und das Eluat in ein Reaktionsgefaf iiberfithrt. 10 pl des
FEluats wurden anschliefend zur Bestimmung des Titers, der Rest zur Ampli-
fikation eingesetzt.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurde in einem diskontinu-
ierlichen System nach (Laemmli, 1970) mit einem Minigel-Gerat (2050 Midget,
Amersham Biosiences, Freiburg) durchgefiihrt.

3.3.2 Coomassie-Farbung von Proteinbanden

Nach der Elektrophorese wurden die Polyacrylamidgele fiir 30 min in einer
filtrierten Lésung von 0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 in 45 %
(v/v) Methanol und 10% (v/v) Eisessig gefdrbt. Als Entfirber diente eine
Losung aus 45 % (v/v) Methanol und 10 % (v/v) Eisessig.

3.3.3 Silberfarbung von Proteinbanden

Die Polyacrylamidgele wurden nach der Elektrophorese fiir 1h in 30 % (v/v)
Ethanol und 10% (v/v) Eisessig fixiert und anschlieend fir 1-12h in eine
Inkubationslésung aus 500 mM Natriumacetat, 14mM Na,S,0,4, 25% (v/v)
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Ethanol und 0,5% (v/v) Glutaraldehyd (25 %ig) eingelegt. Nach dreimal
10 min Waschen mit Wasser wurden die Gele 30 min in 6 mM AgNO;, 0,06 %
(v/v) Formaldehyd (37 %ig) gefarbt, kurz mit Wasser gewaschen und anschlie-
Bend in 263 mM Na,CO4, 0,06 % (v/v) Formaldehyd (37 %ig) entwickelt. Ge-
stoppt wurde die Entwicklung durch Uberfithren der Gele in 50 mM EDTA-
Losung.

3.3.4 Trocknen von Polyacrylamidgelen

Die Gele wurden zwischen zwei Cellophanfolien in einem SE 1200 Easy Breeze
Air Gel Dryer (Hoefer Scientiffic Instuments, USA) getrocknet.

3.3.5 Western Blot

Der elektrophoretische Transfer von Proteinen auf Membranen wurde in ei-
ner TE Series Transfer Elektrophoresis Einheit (Hoefer Scientific Instruments,
USA) durchgefiihrt. Als Membran wurde eine Immobilon-P PVDF-Membran
(Millipore, Eschborn) verwendet, die kurz in Methanol, fiir 10 min in Wasser
und anschliefend fiir 5 min in Transferpuffer dquilibriert wurde. Filterpapiere,
Faserschwédmme und SDS-Polyacrylamidgele wurden nach beendeter Elektro-
phorese fiir 5min in Transferpuffer &quilibriert und anschliefend zu einem
Sandwich aus Faserschwamm, Polyacrylamidgel, Filterpapier und Transfer-
membran luftblasenfrei in einem Gelhalter gestapelt. Der Transfer erfolgte
unter Eiskiihlung in Transferpuffer bei 50 V und 180 mA fiir 1,5 h.

3.3.6 Proteinbestimmung

Proteinbestimmungen wurden nach der BCA-Methode durchgefiihrt (Smith
et al., 1985). Als Standardlésungen dienten Verdiinungen von BSA, wobei alle
Messungen in Doppelbestimmungen durchgefithrt wurden.

3.3.7 Zellaufschluf3 von E. coli BL21(DE3)pLysS

Zur Aufreinigung der cytoplasmatisch rekombinant exprimierten Proteine wur-
den die E. coli Zellen mit Ultraschall aufgeschlossen. Dazu wurden die Bakte-
rienkulturen nach Beendigung der Expression zunéchst bei 1700 xg fir 15 min
(4°C) zentrifugiert. Anschliefend wurden die Pellets in Abhéngigkeit von der
nachfolgenden S&ulenchromatographie in dem zugehorigen Puffer resuspen-
diert und vereinigt. Bei 12000 microns wurde die Zellsuspension 15-mal fir
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30s auf Eis sonifiziert (Soniprep 150, MSE Hamburg). Der Rohextrakt wurde
anschliefend bei 20800 xg fiir 1h (4 °C) zentrifugiert. Die Uberstinde wurden
vereinigt, durch einen Spritzenfilter (0,22 pm, Typ GS, Millipore, Eschborn)
sterilfiltriert und bei 4 °C bis zur weiteren sdulenchromatographischen Reini-
gung gelagert.

3.3.8 Siaulenchromatographische Verfahren

Alle Saulenchromatographien, die zur Reinigung von rekombinanten Prote-
inen eingesetzt wurden, sind bei 4°C automatisiert an einer FPLC-Anlage
(AK TA purifier, Amersham Bioscience, Freiburg) durchgefiihrt worden. Die-
se Anlage war mit einem Fraktionssammler (Amersham-Pharmacia, Freiburg)
verbunden. Die FPLC-Anlage und die entsprechende Chromatographie-Séaule
wurden zunéchst mit ddH,O und anschlieBend mit dem verwendeten Lauf-
Puffer gespiilt. Alle Puffer und proteinhaltigen Fraktionen wurden vor der
Benutzung durch einen 0,22 pm Filter (Typ GS, Millipore, Eschborn) steril-
filtriert. Alle Mefdaten, wie z.B. Absorption bei 280nm und Leitfdhigkeit
der Losung, wurden wihrend des gesamten Laufs mit einem Computer auf-
gezeichnet. In dieser Arbeit wurden die Methoden der Ionenaustausch- sowie
Affinitdtschromatographie angewendet.

3.3.9 IMAC (Immobilized metallion affinity chroma-
tography)

Rekombinante ,,His-Tag® Fusionsproteine wurden tiber eine Ni-NTA-Matrix
gereinigt. Hierzu wurde das Zellysat auf eine Ni-NTA-Saule (1 ml Sdulenvolu-
men) aufgetragen und die Sdule mit 4 ml Sonication Puffer gespiilt. Unspezi-
fisch gebundene Proteine wurden mit 4 ml Sonication Puffer, dem 20 mM Imi-
dazol zugesetzt wurden, von der Séule gewaschen, um anschliefend mit einer
Imidazolkonzentration von 250 mM die spezifisch gebundenen ,,His-Tag* Fusi-
onsproteine zu eluieren.

3.3.10 Riickfaltung unléslicher Proteinaggregate

Unlésliche Proteinaggregate kénnen in denaturierenden Puffern in Lésung ge-
bracht werden, und durch schnelle Verdiinnung in eine 16sliche native Struk-
tur riickgefaltet werden. Hierbei spielt die Zusammensetzung des Puffers, in
das die Proteinlosung zum Verdiinnen gegeben wird eine entscheidende Rolle.
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Zum Evaluieren der besten Riickfaltungsbedingungen wurde das Foldlt-Kit
(Hamton-Research) verwendet.

Denaturierte, aus EinschluBkérperchen gereinigte Fucosyltransferase V
(13mg/ml, in 6 M GuHCl) wurde in 16 unterschiedliche Riickfaltungspuffer
verdiinnt Tabelle 3.5. Die Ansétze wurden iiber Nacht bei 4 °C inkubiert, ge-
gen 5 1 PBS dialysiert, und unlosliche Bestandteile abzentrifugiert (22.000 xg,
60 min, 4°C). Die unterschiedlichen Riickfaltungspuffer hatten eine in Tabel-
le 3.6 aufgelistete Zusammensetzung.

Foldit 0,01M 30mM Lauryl 100mM 10mM Protein Protein

Nr. DTT Maltosid GSH GSSG Konz.
1 10 pl - - - 7,5l 0,1 mg/ml
2 — 10pl 10l 10 pl 7,5l 0,1 mg/ml
3 — — 10l 10 ul 7,5l 0,1 mg/ml
4 10l 10l — — 7,5l 0,1 mg/ml
5 — — 10l 10pl 50 pl 0,65 mg/ml
6 10l 10l — — 50 pl 0,65 mg/ml
7 10 pl - - — 50 pl 0,65 mg/ml
8 - 10 pl 10 pl 10 pl 50 pl 0,65 mg/ml
9 10 pl - - - 7,5l 0,1 mg/ml
10 — 10pl 10l 10l 7,5l 0,1 mg/ml
11 — — 10l 10 ul 7,5l 0,1 mg/ml
12 10 pl 10 pl - - 7,5l 0,1 mg/ml
13 — — — - 50 pl 0,65 mg/ml
14 10l 10l — - 50 pl 0,65 mg/ml
15 10 pl - - — 50 pl 0,65 mg/ml
16 - 10 pl 10 pl 10 pl 50 pl 0,65 mg/ml

Tabelle 3.5 Pipetierschema zur Evaluierung optimaler Riickfaltungsbedingungen: Zu 950 pl Riick-
faltungsreagenz wurden unterschiedliche Additive gegeben und anschliefend mit Fucosyltransfera-
se V-Losung (13 mg/ml) versetzt. Die unterschiedlichen Riickfaltungspuffer hatten eine in Tabelle 3.6
aufgelistete Zusammensetzung.

3.3.11 Isolierung von rekombinanter Fucosyltrans-
ferase V

Die Reinigung der Fucosyltransferase V erfolgte in Anlehnung an eine Me-
thode von (Costa et al., 1997a). Bei dieser Arbeit wurde die Reinigung mit
einer GDP-Affinitétschromatographie und anschlieffender Kationentauscher-
chromatographie durchgefiihrt. Fucosyltransferase V enthaltender Zellkultur-
iberstand (250 ml) wurde auf eine GDP-Affinitdtssiule (10 x 100 mm?) auf-
getragen. Die Sdule wurde mit vierfachem S&ulenvolumen Waschpuffer gewa-

36



Proteinbiochemische Methoden

Zusammensetzung

[S3

10

11

12

13

14

16

10,56 mM NaCl, 0,44 mM KCl, 20 mM GuHCI,
1,1mM EDTA, pH6,8
1,1mM NaCl, 550 mM GuHCI, 12mM MgCl,,
12,2 mM CaCly, pH8,3
1,1 mM NacCl, 0,44 mM KCI, 550 mM GuHCI,
12mM 1,1mM EDTA, pH6,8
10,56 mM NaCl, 0,44 mM KCl, 550 mM GuHCI,
12mM MgCly, pH8,3
1,1mM NaCl, 550 mM GuHCl, 12mM MgCl,,
11,2 mM CaCl,, pH6,8
10,56 mM NaCl, 0,44 mM KCl, 20 mM GuHCI,
1,1mM EDTA, pHS8,3
10,56 mM NaCl, 0,44 mM KCI, 550 mM GuHCI,
11,2mM CaCl,, pH8,3
10,56 mM NaCl, 0,44 mM KCI, 550 mM GuHCI, 12mM MgCl,,
11,2 mM CaCl,, pH8,3
10,56 mM NaCl, 0,44 mM KCI, 550 mM GuHCI, 12mM MgCls,
11,2 mM CaCl,, pH8,3
1,1 mM NaCl, 550 mM GuHCI, 12mM MgCl,,
11,2 mM CaCly, pH8,3
1,1 mM NacCl, 0,44 mM KCl, 550 mM GuHCI,
11,2 mM CaCly, pH8,3
10,56 mM NaCl, 0,44 mM KCI, 20mM GuHCI, 12mM MgCl,,
11,2 mM CaCl,, pH8,3
10,56 mM NaCl, 550 mM GuHCI, 12mM MgCl,,
11,2 mM CaCl,, pH8,3
1,1mM NaCl, 0,44 mM KCl, 20 mM GuHCl,
12mM MgCly, pH6,8
10,56 mM NaCl, 550 mM GuHCI, 12mM MgCly,
11,2 mM CaCl,, pH8,3
1,1mM NaCl, 0,44 mM KCl, 20 mM GuHCI,
1,1mM EDTA, pH6,8

Tabelle 3.6 Zusammensetzung der unterschiedlichen Riickfaltungspuffer

schen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte mit vierfachem S&ulen-
volumen Elutionspuffer. Die Elutionsfraktionen wurden mittels SDS-PAGE
und Westernblot auf Proteingehalt iiberpriift. Fucosyltransferase V enthalte-
ne Fraktionen wurden vereinigt, ultrafiltriert und mit Salzsdure auf pH 6,0
eingestellt. Die vereinigten Fraktionen wurden auf eine MonoS Kationentau-
schersiule gegeben. Nach Elution ungebundener Proteine wurde ein linearer
Gradient von 0—1 M NaCl angelegt. Der Proteingehalt der Elutionsfraktionen
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wurde photometrisch bei 280 nm bestimmt und die proteinhaltigen Proben mit-
tels SDS-PAGE und Aktivitatstest auf ihren Fucosyltransferase-Gehalt tiber-
priift.

3.3.12 FCS Messungen

Mit Hilfe der Fluoreszenz Korrelations Spektroskopie (FCS) kénnen kinetische
Daten von Protein-Ligand-Wechselwirkungen bestimmt werden. Die Bestim-
mung dieser Daten beruht auf der Tatsache, dafl schwere Molekiile (in diesem
Falle Protein-Ligand-Komplex) in Losungen langsamer diffundieren (Brown-
sche Bewegung) als kleine Molekiile (der Ligand alleine). Die Anderung der
Diffusionsgeschwindigkeit kann zur Berechnung von Bindungskonstanten be-
nutzt werden.

Durch die Markierung des Liganden mit einem Fluoreszenzfarbstoff kann
dieser mit Hilfe von Laseroptiken beobachtet werden. Dabei wird ein sogenann-
tes confokales Volumen (11fl) fokussiert und im Nanosekundentakt die Anwe-
senheit oder Abwesenheit des Fluoreszenzmarkers bestimmt. Je haufiger dieser
Farbstoff detektiert werden kann, desto grofler ist die Diffusionsgeschwindig-
keit. Durch Zugabe des Bindungspartners, der in der Regel mindestens die
8-fache Masse haben sollte, d&ndert sich durch die Bindung an den Liganden
die Diffusionsgeschwindigkeit. Konzentrationsabhéngige Messungen erlauben
dann die Bestimmung von der Bindungskonstante.

FCS-Messungen wurden bei der Firma Carl-Zeiss im Rahmen einer Geréte-
Vorstellung in Jena durchgefiithrt. Verwendet wurde das Gerdt LSM 510 ME-
TA. Das FITC-markierte Peptid wurde bei einer Konzentration von 22,5 nM
im Geriit vermessen und die Anderung der Diffusion durch Zugabe von 220 nM
FucT V beobachtet.

3.3.13 Test zur Bestimmung der Fucosyltransfera-
se V-Aktivitat

Die Fucosyltransferase V katalysiert die Transglycosylierung der Fucose vom
Donornukleotidzucker GDP-Fucose auf den Akzeptorzucker N-Acetyl-Lactosa-
min. Die Reaktion kann durch Verwendung 4C-markierter GDP-Fucose und
durch Trennung der Produkte von dem Edukt GDP-Fucose durch Messung
der Radioaktivitit beobachtet werden. Dabei wird ausgenutzt, daf§ durch die
Ubertragung der *C-markierten Fucose von dem doppelt negativ geladenen
Edukt GDP-Fucose auf den Akzeptorzucker ein ungeladenes *C-markiertes
Produkt (Le*) ensteht, daf sich iiber eine Anionentauscher-Chromatographie
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abtrennen und in einem Flissigscintilationszihler vermessen 1afit (Weston
et al., 1992a). Die Zusammensetzung der Kontroll- und Reaktionsansitze ist
in Tabelle 3.7 dargestellt.

Ansatz Reagenz

Kontrolle 10 mM MgCl,
25 mM Cacodylat pH 6,2
10mM LacNAc
1,25 mM GDP-Fucose
0,925kBq 4C-GDP-Fucose (11,1 GBq/mmol))
ad 50 pl ddH,0

Probe 10 mM MgCl,
25 mM Cacodylat pH 6,2
10mM LacNAc
1,25 mM GDP-Fucose
0,925kBq 4C-GDP-Fucose (11,1 GBq/mmol)
5l Probe
ad 50 pl ddH,O

Tabelle 3.7 Zusammensetzung der Kontroll- und Reaktionsansétze des FucT V-Aktivititstests.

Alle Komponenten der Kontroll- und Reaktionsansétze wurden in ein 1,5ml
Reaktionsgefaf gegeben und tiblicherweise 1h bei 37 °C inkubiert. Die Reak-
tion wurde durch Zugabe von 400 pl eiskaltem ddH,O gestoppt. Zur Abtren-
nung des *C-markiertem Produktes wurde der Reaktionsansatz iiber eine An-
ionentauscherséule gereinigt. Zur Aktivierung der Ionentauschermatrix wurde
pro Ansatz 1 g Anionentauscherharz (Dowex-Harz, Bio-Rad) mit je 4ml 0,1 M
HCI und dann mit 4 ml 1 M NaCl gewaschen. Die so vorbereitete Matrix wurde
in eine 12ml Polyethylensiule (Varian, Darmstadt) geftillt und drei mal mit
4ml ddH,O gewaschen. Anschlieflend wurde der Reaktionsansatz (450 pl) auf
die Saule gegeben, das Produkt zwei mal mit 750 ul ddH,O eluiert, in einem
5ml Scintillationsréhrchen aufgefangen und mit 2,5 ml Szintilationsfliissigkeit
versetzt. Die Probe wurde in einem Tri-Carb 2500 TR Fliissigscintilationszih-
ler (Packard, USA) vermessen und die Zerfille pro Minute (dpm) bestimmt.
Quantitativer Umsatz resultiert in einer Aktivitat von 0,925 kBq (55.500 dpm).
Eine Unit ist definiert als die Menge Enzym, die in 1 min bei 37°C 1 pmol Fu-
cose von GDP-Fucose auf N-Acetylactosamin transferiert.
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3.3.14 Test zur Bestimmung der DHFR-Aktivitat

Die DHFR katalysiert die Reduktion von FHy durch NADPH zu FHy und
NADP™. Diese Aktivitit kann photometrisch iiber den NADPH-Verbrauch
im Testansatz durch Messung der spezifischen Absorption bei 340 nm unter-
sucht werden, die bei DHFR-Aktivitét stetig abnimmt (Hillcoat et al., 1967).
Die Zusammensetzung der Kontroll- und Reaktionsansétze ist in Tabelle 3.8
angegeben.

Ansatz Reagenz

Kontrolle 330 ul Test-Puffer (100 mM Tris-HCI, pH7,5)
500 pl ddH, O
70 pl NADPH (100 pM) in Test-Puffer
100 pl FHy (75 pM) in Test-Puffer

Probe 330 pl Test-Puffer (100 mM Tris-HCI, pH 7,5)
400 ul ddH,0
100 pl Probe
70 pl NADPH (100 pM) in Test-Puffer
100 pl FHy (75 pM) in Test-Puffer

Tabelle 3.8 Zusammensetzung der Kontroll- und Reaktionsansétze des DHFR-Aktivitétstests.

Alle Komponenten der Kontroll- und Reaktionsansétze, mit Ausnahme von
FHy, wurden in eine Einmalkiivette gegeben. Anschlieend wurde der Ansatz
5min bei RT inkubiert, um den unspezifischen NADPH-Verbrauch zu mini-
mieren. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von FHy gestartet und die
spezifische Absorption bei 340 nm vermessen (E;—g). Als Nullwert diente Test-
Puffer, der mit ddH,O im Verhéltnis 1:1 verdiinnt wurde. Nach 30 miniitiger
Inkubation bei 37°C im Wasserbad wurde erneut die Absorption gemessen
(E¢t=30). Zur Berechnung der Probenaktivitit wurde zunéchst die Differenz
(AE) der Absorption zum Zeitpunkt ¢ = Omin (E;—¢) und ¢ = 30 min (E;=30)
gebildet. Von diesen Werten wurde der entsprechende Wert der Kontrolle ab-
gezogen. Die so korrigierten Absorptionsdifferenzen (Ejg,,,.) wurden mit Hilfe
der Standarddefinition in Einheiten ( Units) umgerechnet. Es ist definiert, daf3
eine Units DHFR-Aktivitdt der Enzymmenge entspricht, die unter Standard-
bedingungen 1 mmol FHs pro Minute in FHy umwandelt.
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3.4 Immunologische Methoden

3.4.1 Praparation von Immunisierungsproben

Zur Immunisierung wurde die Fucosyltransferase nach der IMAC Aufreinigung
iiber ein préaparatives SDS-Polyacrylamidgel weiter gereinigt. Dazu wurden
500 pl proteinhaltige Losung mit 4x reduzierendem Probenpuffer fir 5min
im siedenden Wasserbad erhitzt und tiber ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel
(1,5 mm Dicke) bei 90V unter Wasserkiihlung aufgetrennt. Nach der Anfér-
bung mit Coomassie wurde die Proteinbande, in der sich die rekombinante
Fucosyltransferase V befand, aus dem Gel ausgeschnitten, getrocknet und mit
einem Morser zu feinem Pulver zerstoflen.

3.4.2 Immunisierung

Die Fucosyltransferase (ca. 1 mg) enthaltende Pulver wurde mit 2 ml komplet-
tem Freudschen Adjuvants emulgiert. Die Emulsion wurde aufgeteilt und zwei
3 Monate alten Kaninchen Subcutan injiziert. Vier Wochen nach der Primérin-
jektion wurde die erste Boostinjektion durchgefiihrt. Hierbei wurde wie oben
vorgegangen, mit dem Unterschied, dafl inkomplettes Freudsches Adjuvants
verwendet wurde. Nach jeweils 6 Wochen wurde eine zweite und eine dritte
Boostinjektion analog der ersten durchgefiihrt.

3.4.3 Gewinnung von Antiseren

Antiseren wurden 10-17 Tage nach jeder Boostinjektion gewonnen. Hierbei
wurden je einige ml Blut aus der &ufleren Ohrvene mit einer Kaniile gesam-
melt. Nach der letzten Boostinjektion wurde das gesamte Blut der Kaninchen
durch Herzpunktion gewonnen. Das Blut wurde fiir 2h bei Raumtemperatur
inkubiert und das Serum von den geronnenen Bestandteilen durch Zentrifuga-
tion (10 min, 1.000 xg, 4°C) abgetrennt.

3.4.4 Anreicherung von Antikorpern aus Antiseren

Protein A ist ein bakterielles Protein, das sich durch hohe Affinitdt zu Domé-
nen von Immunglobulinen auszeichnet. Gekoppelt an Agarose ist es zur Rei-
nigung von Antikérpern einsetzbar. Zur Reinigung der Immunglobuline aus
Kaninchenantiseren wurden 5-10ml Antiserum auf eine Protein-A-Agarose
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Séule gegeben. Nicht gebundene Proteine wurden mit 0,02 M Phosphatpuffer
pH 7,0 herausgewaschen. Die Elution erfolgte mit 0,1 M Zitronensdurepuffer
pH 3,0. Der pH-Wert der Elutionsfraktionen wurde sofort durch Zugabe von
1M Tris pH 9,0 neutralisiert.

3.4.5 Immuno-Blot

Der Immuno-Blot diente zum spezifischen Nachweis von Antigenen nach elek-
trophoretischem Transfer auf Membranen. Die Membran wurde 15 min in TBS
gewaschen, anschlieflend fiir 2h in Blockierlésung inkubiert und wiederum
zweimal fiir 5min in TBS gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran mit
dem priméren Antiserum (1:500-1:1.000 verdiinnt) in BSATBS fiir 3-12h in-
kubiert. Nach erneutem zweimaligen Waschen fiir 5 min in TBS wurde mit ei-
nem an alkalische Phosphatase konjugierten sekundéren Antikérper (1:10.000
verdiinnt) in BSATBS fiir 2-4 h inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran
zweimal fiir 5min in TBS, 5 min in 0,1 M Tris/HC], pH 9,5 gewaschen und in
25ml NBT/BCIP Férbelosung unter Lichtausschlufl geférbt. Nach Waschen
in Wasser wurde die Membran schliefllich an der Luft getrocknet.

3.5 Baculovirus-Expressionssystem

Samtliche Arbeiten mit dem Baculovirus-Expressionssystem wurden in Anleh-
nung an O'Reilly (O'Reilly et al., 1994) durchgefiihrt.

3.5.1 Zellkultur

Spodoptera frugiperda (Sf9) Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) wurden in Sf-900
II SFM als Monolayer in Zellkulturflaschen bei 27 °C kultiviert. BTI-TN-5B1-
4 Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) wurden in Express Five SFM mit 10 pg/ml
Gentamycin und 9% 200 mM L-Glutamin ebenfalls als Monolayer bei 27 °C
kultiviert. Die Zellen wurden in einem Rhythmus von 3 bis 4 Tagen bei einer
Dichte von 2 x 107 Zellen/185 cm? Wachstumsfliche in 25 ml Medium umge-
setzt. Die Vitalitdt wurde regelméaflig durch Farbung mit Trypanblau in einer
Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop untersucht. Das Ablésen der Zel-
len von der Wachstumsoberflache erfolgte mit Hilfe eines Zellschabers.

3.5.2 Aufbewahrung von Insektenzellen

Die Zellen wurden in der logarithmischen Wachtumsphase mit einer Lebens-
rate grofer 95% und einer Dichte von 5 x 10° Zellen/ml eingefroren. Dabei
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wurden die Zellen von der Oberfliche gel6st und bei 1200 xg fiir 10 min zentrifu-
giert und in einem entsprechenden Volumen aus 42,5 % (v/v) konditioniertem
Medium, 42,5 % (v/v) frischem Medium 10 % DMSO und 5% FKS aufgenom-
men und in Kryoréhrchen (Nunc, Roskilde, Danemark) aliquotiert. Die Zellen
wurden zuerst 2h bei —20°C dann iiber Nacht bei —80°C und schliefilich in
fliisssigen Stickstoff gelagert.

3.5.3 Transfektion von Sf9 Zellen

Die Transfektion von Sf9-Zellen erfolgte nach der Methode der Calciumphos-
phat-DNA-Koprézipitation. Sf9 Zellen (2 x 106) wurden in einem Volumen
von 4ml in einer 24 cm? Zellkulturschale angesetzt und fiir 1h bei 27°C in-
kubiert. Zur Herstellung eines DNA Mixes wurden 0,5 pg Baculo Gold DNA
mit 2-5pg Transfervektor fiir 5min bei Raumtemperatur inkubiert und an-
schliefend 1ml Transfektionspuffer zugegeben. Das Medium wurde von den
Zellen abgesogen und 1ml frisches Medium zugegeben. Anschliefend wurde
tropfenweise und unter leichtem Schiitteln der DNA-Mix zugegeben, fiir 4h
bei 27°C inkubiert, die Zellen zweimal mit je 4ml Medium gewaschen und
anschlieflend fiir 5 Tage bei 27 °C inkubiert. Der Zellkulturiiberstand, der die
rekombinanten Viren enthielt, wurde abgenommen und nach Sedimentation
fiir 5min (1000xg) bei 4°C gelagert.

3.5.4 Plaque Isolierung rekombinanter Baculoviren

Um aus dem polyklonalen Zellkulturiiberstand der Transfektion monoklona-
le rekombinante Baculoviren zu erhalten, wurde ein Plaquetest durchgefiihrt.
dazu wurden zwolf Zellkulturschalen (25cm?2) mit jeweils 2 x 106 Zellen in
4ml Medium angesetzt, fiir 1h bei 27 °C inkubiert und anschlieBend das Me-
dium abgenommen. Der Uberstand der Transfektion wurde seriell verdiinnt
und in einem Doppelansatz je 0,5ml der entsprechenden Verdiinnung (10_3
1077) zu den Zellen gegeben und fiir 1h bei Raumtemperatur unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Das Medium wurde abermals abgenommen und durch
4ml einer auf 37 °C temperierten Agarlosung in Medium iiberschichtet. Nach
dem Erkalten der Agarose wurde die Schale fiir 5 Tage bei 27°C inkubiert.
Die eine Halfte des Ansatzes wurde anschlieffend zur Titerbestimmung einer
Neutralrotfarbung unterzogen, die andere Hélfte diente zur Virusisolierung.
Die Plaques wurden mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze isoliert, in 1 ml
Medium tiber Nacht bei 4 °C resuspendiert und anschlieflend amplifiziert.
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3.5.5 Amplifikation rekombinanter Viren

Rekombinante virale Plaques wurden tiber zwei Runden amplifiziert. Fiir die
erste Amplifikation wurden 2 x 108 Sf9 Zellen in einer 25 cm? Flasche in 4 ml
Medium angesetzt, fiir 1 h bei 27 °C inkubiert, das Medium abgenommen und
die Zellen mit 0,5 ml des resuspendierten Plaques infiziert. Nach 1h leichtem
Schiitteln bei Raumtemperatur wurden 1,5 ml Medium zugegeben und die Zel-
len fiir 4 Tage bei 27 °C inkubiert. Nach Uberpriifung der Infektion unter dem
Mikroskop wurde bei positiven Ansétzen der Uberstand abgenommen, zentri-
fugiert (5min, 1000xg, 4°C) und als Passage 1 Stock bei 4°C gelagert. Fir
die zweite Amplifikation wurden zwei 175 cm? Zellkulturflaschen mit jeweils
1 x 107 Sf9 Zellen in 20 ml Medium angesetzt, fiir 1h bei 27 °C inkubiert, das
Medium abgenommen und mit 1ml des Passage 1 Stock (1:4 in Medium ver-
diinnt) infiziert. Nach 1h leichtem Schiitteln wurden 19 ml Medium zugegeben,
die Zellen fiir 4 Tage bei 27 °C inkubiert, der Uberstand abgenommen, zentrifu-
giert (5min, 1000xg, 4 °C) und als Passage 2 Stock bei 4 °C gelagert. Weitere
Amplifikationen erfolgten mit einer MOI von 0,1 nach obigem Schema.

3.5.6 Titerbestimmung

Zur Bestimmung des Virustiters wurden Zellkulturschalen (25 cm?) mit jeweils
2 x 10% Zellen in 4ml Medium angesetzt, fiir 1h bei 27 °C inkubiert und an-
schlieBend das Medium abgenommen. Der Uberstand der Transfektion wurde
seriell verdiinnt und in einem Doppelansatz je 0,5ml der entsprechenden Ver-
ditnnung (107%-107%) zu den Zellen gegeben und fiir 1h bei Raumtemperatur
unter leichtem Schiitteln inkubiert. Das Medium wurde abermals abgenommen
und durch 4 ml einer auf 37 °C temperierten Agarlosung in Medium iiberschich-
tet. Nach dem Erkalten der Agarose wurde die Schale fiir 5 Tage bei 27°C
inkubiert. Zum Anfarben der gebildeten Plaques wurden die Zellkulturschalen
mit 3 ml einer auf 37 °C temperierten 0,5 %igen Agaroselosung in Medium mit
Neutralrot (5pg/ml) tiberschichtet und erneut tiber Nacht bei 27 °C inkubiert.
Die Plaques wurden anschlieflend ausgezéhlt und der Virustiter bestimmt.

3.6 Stabile Expression in Insektenzellen
Neben der transienten virusvermittelten Expression wurde die Fucosyltrans-

ferase V auBlerdem stabil in Insektenzellen exprimiert. Hierzu wurde das In-
sectSelect-System von Invitrogen (Karlsruhe) verwendet.
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3.6.1 Transfektion

Zur Expression in Insektenzellen wurde der Expressionsvektor durch das Cell-
fectin Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe) in die Zelle gebracht. Dabei wurde nach
der Anleitung des Herstellers vorgegangen.

3.6.2 Expression unter Selektionsdruck

Zur Erhohung der Ausbeute wurde die Generierung stabil exprimierender Lini-
en angestrebt, wobei die Transfektionsansétze nach zwei Tagen durch Zugabe
von Blasticidin in Kultur gehalten und subkultiviert wurden. Zur Stabilisie-
rung wurde eine Konzentration von 50 pg/ml des Antibiotikums gewéhlt. Nach
zwei Wochen konnte die Konzentration auf 10 pg/ml verringert werden.

3.7 Expression von Fucosyltransferase V in
Saugetierzellen

Fiir die Expression der rekombinanten Fucosyltransferase V standen verschie-
dene Zellinien zur Verfiigung. CHO-Zellen aus den Ovarien eines chinesischen
Hamsters enthalten ein RNA-Polymerasegen, welches mit einem Kernlokalisa-
tionssignal versehen wurde. HEK 293-Zellen sind humane embryonale Nieren-
zellen, sie sind fiir eine transiente oder stabile Expression verwendbar.

3.7.1 Kultivierung und Passagieren von CHO- und
HEK?293-Zellen

Die CHO-Zellen oder HEK293-Zellen wurden im Inkubator (Heraeus Instru-
ments Begasungsbrutschrank 6060) in wassergesattigter Atmosphére mit 5 %
CO,y bei 37°C kultiviert. Bei den CHO-Zellen und HEK293-Zellen erfolgte
das Wachstum in DMEM-Medium (Gibco/BRL, Eggenstein). Allen Medien
wurde 10 % FKS (Biochrom, Berlin) und 1% Penicillin-Streptomycin-Losung
(Endkonzentration 100 pg/ml) zugesetzt. Sobald die Zellen konfluent in den
Gewebekulturflaschen (75cm?, Cellstaar, Greiner Labortechnik, Frickenhau-
sen) gewachsen waren, wurden sie in eine neue Kulturflasche passagiert. Der
Zelliiberstand wurde hierfiir abgesogen und die Zellen mit PBS gewaschen. Auf
die Zellen wurden 4 ml Trypsin/EDTA (Gibco/BRL, Eggenstein) gegeben und
fiir 5min im Inkubator inkubiert. Das Ablésen der Zellen vom Boden wurde
dann durch leichtes Klopfen unterstiitzt und unter dem Mikroskop kontrolliert.
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Bei nahezu vollstéandiger Ablésung wurde der Vorgang durch Zugabe von 10 ml
Serum-haltigem Medium gestoppt, die Suspension in ein 15 ml-Reaktionsgefafl
iberfithrt und die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 1000 xg) pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 10 ml Serum-haltigem Medium resus-
pendiert und 1 bis 3ml der Zellsuspension in eine neue Gewebekulturflasche
gegeben und mit Serum-haltigem Medium bis zu einem Endvolumen von 12 ml
aufgefiillt.

3.7.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zur langerfristigen Aufbewahrung der Zellen wurden diese kryokonserviert. Da-
zu wurden die Zellen trypsiniert und nach der Zentrifugation (5min, 1000 xg)
in FKS mit 10 % DMSO resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wurde 1 ml
in ein Kryor6hrchen (Cryo Tube Vials, Nunc, Wiesbaden) iiberfiihrt. Zunéchst
wurde der Ansatz fiir 2h bei —20°C, dann iiber Nacht bei —80°C inkubiert.
Die endgiiltige Lagerung erfolgte in fliisssigem Stickstoff. Nach dem Auftau-
en der Zellen wurde die Zellsuspension mit 10 ml Medium aufgenommen und
zentrifugiert (5min, 1000xg). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellse-
diment in 12 ml Medium resuspendiert, um dann in eine 75 cm? Kulturflasche
iiberfithrt zu werden.

3.7.3 Transfektion

Zur Expression in mammalen Zellen wurde der Expressionsvektor durch das
Lipofektions-Reagenz GenePorter in die Zelle gebracht. Dabei wurde nach der
Anleitung des Herstellers vorgegangen.

3.7.4 Expression unter Selektionsdruck

Zur Erhohung der Ausbeute wurde die Generierung stabil exprimierender Li-
nien angestrebt, wobei die Ansétze der transienten Expression durch Zugabe
von 10 pl/ml Kulturmedium einer Stammldsung des Antibiotikums G418 in
Kultur gehalten und subkultiviert wurden.
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3.8 Chemische Modifikation von Proteinen
und Peptiden

3.8.1 FITC-Markierung von Peptiden

Zur Bestimmung kinetischer Parameter wurde die Einfiihrung des Fluoreszenz-
farbstoffes Fluorescin angestrebt. Fiir die Kopplung an eine freie Aminogrup-
pe wurde das reaktive Fluorescin-Iso-thiocyanat (FITC) in 3-fachem molarem
Uberschus fiir 1h bei RT in Reaktionspuffer (PBS) mit dem Peptid inkubiert.
Die Edukte wurden mittels HPLC abgetrennt.

3.8.1.1 HPLC-Reinigung

Die Reinigung modifizierter Peptide mittels HPLC-Verfahren erfolgte zu-
néchst im analytischen Mafistab, nach der Etablierung geeigneter Gradienten
dann in préparativem Maflistab. Im allgemeinen wurden die Produkte unter
Verwendung von Wasser und Acetonitril als Laufmittel (Puffer A und B, je-
weils mit einer Konzentration von 0,1% TFA) mit den in Tabelle 3.9 darge-
stellten Gradienten getrennt.

Dauer Puffer A Puffer B

Analytischer Lauf:

20 min 75-30 % 25-70 %
5 min 30% 70 %
Préparativer Lauf:

25min 75-30 % 25-70 %
5 min 30% 70 %

Tabelle 3.9 Gradienten zur Reinigung von FITC-markiertem Peptid mittels HPLC.

3.8.1.2 MALDI-TOF

Zur Uberpriifung des markierten Peptides bietet sich die Untersuchung der
HPLC-Fraktionen mit Hilfe von MALDI-TOF (Matriz-assisted laser desorp-
tion/ionisation-time of flight) an. Dazu werden Substanzmengen im fmol-
Bereich mit einer niedermolekularen Matrix (Zimtsiure- oder Benzoesdure-
derivate) cokristallisiert. Durch Laserbeschufl im Hochvakuum verdampft die
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Matrix und reifit die Makromolekiile mit in die Gasphase. Ein Teil der Mo-
lekiile wird dabei ionisiert, im elektrischen Feld beschleunigt und in einem
Flugzeitdetektor nach Masse getrennt.

Fiir die Analyse der Peptide wurde je 1l der zu analysierenden Substanz
einer Dihydroxy-Benzoesédure-Matrix (DHB) auf dem Probenteller cokristalli-
siert und im Spektrometer (Biflex III, Bruker) vermessen.

3.8.2 Biotin-Markierung von Proteinen

Die Biotinylierung rekombinanter Proteine wurde mit dem EZ-Link NHS-LC-
Biotin-Reagenz (Pierce, Bonn) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Nach der Kopplung, bei der das Biotinylierungsreagenz in einem zwei- bis drei-
fachem molarem Uberschuf eingesetzt wurde, wurde zwei mal gegen 21 PBS
dialysiert. Anschlieend wurde die Funktionalitdt der markierten Proteine mit
Hilfe eines Aktivitatstest iiberpriift.
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4 Ergebnisse

4.1 Rekombinante Expression der humanen
Fucosyltransferase V

Die strukturelle Untersuchung der humanen Fucosyltransferase V erfordert
die rekombinante Darstellung des Proteins in hoher Quantitét. Fiir die Eta-
blierung eines geeigneten Expressionssystems sollte im Rahmen dieser Arbeit
die Expression der Fucosyltransferase V sowohl in prokaryotischen als auch
eukaryotischen Zellen evaluiert werden.

4.1.1 Amplifikation und Klonierung der Fucosyl-
transferase V cDNA aus HEK 293 Zellen

Die fir die rekombinante Expression notwendige cDNA der humanen Fuco-
syltransferase V wurde aus humanen embryonalen Nierenzellen (HEK 293)
amplifiziert. Da bei der Fucosyltransferase V, wie auch bei den meisten Fuco-
syltransferasen, die kodierende Sequenz auf einem einzigen Exon lokalisiert ist
(Cameron et al., 1995), konnte diese direkt aus genomischer DNA amplifiziert
werden.

Genomische DNA wurde aus HEK 293 Zellen isoliert und mit den Oligo-
nukleotiden pFucT5FwGen und pFucT5RevGen die kodierende Sequenz des
FucT V-Gens amplifiziert. Das gereinigte Amplifikat wurde mit den Restrikti-
onsenzymen HindIII und EcoRI geschnitten, in den gleichermafien behandel-
ten Vektor pUC18 insertiert und, nach der Uberpriifung der korrekten Sequenz,
im folgenden pUC18FucT V genannt.

Da in dieser Arbeit das Enzym als verkiirzte, 16sliche Form dargestellt wer-
den sollte, mufite ein Teil der Stem-Region, die Transmembrandoméne und die
cytoplasmatische Doméne deletiert werden. Studien iiber die Expression der
FucT V als Fusionsprotein mit N-terminalem Protein A, ergaben, dafl die ers-
ten 75 Aminosduren der FucT V nicht fiir die enzymatische Aktivitét essentiell
sind und gegen eine Protein A Fusions-Doméne ausgetauscht werden konnen
(Xu et al., 1996). Um bei der strukturellen Untersuchung der Fucosyltransfera-
se V storende Einfliisse von Fusionsanteilen auszuschliessen, sollte das Enzym
ohne Protein-A-Doméne exprimiert werden. Aus diesem Grunde wurde erwo-
gen, einen Teil der Stem-Region bestehen zu lassen, um so eventuell stabilisie-
rende Effekte eines N-terminalen Uberhanges auszunutzen. Es gibt keine Be-
richte iiber eine erfolgreiche Expression humaner «1,3/4-Fucosyltransferasen,
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deren Stem-Region vollstdndig deletiert und gegen keine Fusionsdoméne er-
setzt wurde. Welcher Teil der Stem-Region in dem zu exprimierenden Kon-
strukt erhalten bleiben sollte, wurde in erster Linie iiber Sequenzvergleiche
mit der FucT III bestimmt, die in Insektenzellen bereits erfolgreich als 16sli-
ches Protein exprimiert wurde (Morais et al., 2001). Ein analoges Konstrukt
der Fucosyltransferase V kodiert die Aminosduren A58-T374 und beinhaltet
damit auch alle vier putativen N-Glycosylierungstellen im Protein.

Fiir die sekretorische Expression in eukaryotischen Zellen wurde das Kon-
strukt analog zur Verotffentlichung von Morais mit der Signalsequenz des hu-
manen S-Trace Proteins versehen.

Mit den Oligonukleotiden [-TraceFucTV und pFucTVRevGen wurde ein
Konstrukt amplifiziert, welches die Signalsequenz und die Aminosiuren A58—
T374 der humanen Fucosyltransferase V kodiert (Abbildung 4.1). Das Amplifi-
kat wurde mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und EcoRI geschnitten
und in den analog behandelten pUC18-Vektor insertiert. Der resultierende Vek-
tor pUC183-TraceFucT V wurde durch eine Sequenzierung iiberpriift (Daten
nicht gezeigt).

BamHI
Ncol
B-Trace—Signalesequenz
EcoRI
1 174 \L 1125
228 . " 1125
B —Trace < Katalytische Domdne¢ ——M8 — W=
Signalsequenz ‘ ‘
- s |
Neol FucT V 174-1125 EcoRI
BamHI

Abbildung 4.1 Schematische Darstellung der Amplifikation der deletierten Fucosyltransferase V:
Mit den Oligonukleotiden S-TraceFucTV und pFucTVRevGen wurde das 951 bp grofie Fragment
der FucT V amplifiziert und am 5-Ende mit der -Trace-Signalsequenz versehen. Zusétzlich wurde
das Konstrukt an den 5’- und 3’-Enden mit Restriktionsschnittstellen versehen.

4.1.2 Expression der Fucosyltransferase V in E. coli

Die Expression rekombinanter Proteine in E. coli zeigt gegeniiber der Expres-
sion in eukaryotischen Zellen grofie Vorteile auf. Das Expressionsystem ist
leicht zu handhaben und das Protein kann oft in groffen Mengen produziert
werden. Da es sich dabei um ein prokaryotisches Expressionsystem handelt,
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finden allerdings keine postranslationalen Modifikationen statt und die Prote-
ine erhalten oft nicht ihre native Faltung (Marston, 1986).

Die verkiirzte 16sliche Form (A59-T375) der Fucosyltransferase V sollte
mit dem Vektor pRSETB als N-terminales Fusionsprotein mit einem Histidin-
Hexamer (,His-Tag®) in E. coli exprimiert werden. Zu diesem Zweck wurde zu-
néchst das Plasmid pRSETB mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und
Pstl geschnitten. Die cDNA der verkiirzten 16slichen Form der Fucosyltrans-
ferase V wurde mit den Oligonukleotiden FucT5BamHIfw und FucT5PstlIrev
amplifiziert, analog geschnitten und in den Vektor pRSETB inseriert. Fiir die
Expression der FucT V wurden mit dem Vektor pRSETBFucTV transformier-
te BL21(DE3) E. coli-Zellen bei einer optischen Dichte von ODgyy = 1 mit
einer Konzentration von 1 mM IPTG induziert und fiir 4 h bei 37 °C inkubiert.
Zur Analyse der Expression wurden stiindlich Proben des Expressionsansat-
zes durch Sonifikation aufgeschlossen und die 16slichen Zellbestandteilen von
den unloslichen getrennt. In den unloslichen Fraktionen war nach einer Stun-
de eine schwache Bande mit dem Molekulargewicht von 41kDa zu erkennen,
deren Intensitdt nach drei bis vier Stunden ein Maximum erreichte. Die Ana-
lyse im Immunoprint zeigte, dal ausschlieBlich in den unléslichen Fraktionen
rekombinante Fucosyltransferase V vorhanden war (Abbildung 4.2).

Das Molekulargewicht der verkiirzten Form der Fucosyltransferase V be-
tragt 38 kDa. Unter Beriicksichtigung des Fusionsanteils des ,His-Tags®, er-
gibt sich fiir das rekombinante Protein ein Molekulargewicht von 41 kDa. Die
Tatsache, dafl in den 16slichen Proteinfraktionen keine rekombinante FucT V
zu detektieren war, indiziert, dafl das Protein in E. coli als unlésliches Protei-
naggregat (Inclusion Bodies) (Marston, 1986) exprimiert wurde.

4.1.2.1 Versuche zur Riickfaltung unlGslicher Proteinaggregate

Da die humane Fucosyltransferase V in E. coli als unlésliche Proteinaggrega-
te exprimiert wurde, sollten verschiedene Versuche unternommen werden, um
die Proteine in eine 16sliche Form zu iiberfiihren. Fiir die Evaluierung der ge-
eigneten Riickfaltungsbedingungen wurde das Fold[t-Kit (Hamton-Research)
verwendet. Mit Hilfe dieses Systems ist es moglich, 16 unterschiedliche Riick-
faltungsbedingungen hinsichtlich der individuellen Anforderungen in relativ
kurzer Zeit zu testen. Die Riickfaltung unl6slicher Proteine sollte derart er-
folgen, da8 durch Verdiinnung der Proteinlosung die Konzentration der chao-
tropen Reagenzien so verringert wird, dafl das Protein nicht mehr als unlésli-
ches Proteinaggregat in Losung gehalten werden kann. Durch Zusétze in den
Puffersystemen kann das Ausfallen der Proteine zugunsten einer Riickfaltung
verzogert werden. Hierbei spielen Additive wie Sucrose und L-Arginin eine
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Abbildung 4.2 Expression der rekombinanten Fucosyltransferase V in E. coli: Zur Analyse der
Proteinexpression wurde nach der Induktion mit IPTG stindlich (1h—4h) ein Aliquot des Expres-
sionsansatzes entnommen. Das Zellsediment wurde aufgeschlossen und die léslichen von den unlds-
lichen Bestandteilen getrennt. Proben von 16slichen und unldslichen Bestandteilen wurden auf ein
12 %iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und mit Coomassie geféarbt (A). Die Proteine eines
identischen Gels wurden auf eine PVDF-Membran tibertragen. Bei dem anschliefenden Immunoblot
wurde mit dem Anti-Xpress Antikorper (1:5.000) fiir 2h inkubiert. Als sekundirer Antikérper wurde
ein anti-Maus-AP-Konjugat (1:10.000) eingesetzt. Die Entwicklung erfolgte unter Verwendung von
NBT/BCIP (B).

Rolle bei der Stabilisierung von Faltungsintermediaten. Die Prasenz von redu-
zierenden und oxidierenden Reagenzien, wie z.B. oxidiertem und reduziertem
Glutathion, unterstiitzt die richtige Ausbildung von Disulfidbriicken. Weitere
Parameter die einen Einflufl auf die Bildung l6slicher Proteine haben, kénnen
pH-Wert, Salzkonzentration und das Vorhandensein von Detergentien sein.

Fiir die Riickfaltung der Fucosyltransferase V wurde das vollstandig denatu-
rierte Protein 1:20 in den 16 unterschiedlichen Riickfaltungspuffern verdiinnt
und bei 4°C fiir 14h inkubiert. Ausgefallene Proteinaggregate wurden abge-
trennt und alle 16 Ansétze gegen PBS dialysiert.

Die Verdiinnung und die darauffolgende Dialyse gegen PBS fiihrte in allen
Ansétzen zu einer fast vollstdndigen Prézipitation der rekombinanten Fucosyl-
transferase V. Die Analyse in der SDS-PAGE zeigte, daf} sich die unlésliche
rekombinante FucT V in 5 von 16 Riickfaltungsansétzen in eine l6sliche Form
iiberfithren liefl, wobei die Menge an riickgefaltetem Protein in allen Fallen
sehr gering war (Abbildung 4.3). Die besten Ergebnisse wurden mit den Puf-
fern 6 und 7 erzielt, die in ihrer Zusammensetzung sehr dhnlich waren und
sich ausschliefllich in der Présenz von zweiwertigen Kationen und EDTA un-
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terschieden.
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Abbildung 4.3 Riickfaltung unloslicher Proteinaggregate: Je 50 pl denaturierte FucT V Losung
(13mg/ml) wurden in 16 verschiedenen Riickfaltungs-Puffern verdiinnt (950 pl) (1-16) und tiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Unlosliche Bestandteile wurden abzentrifugiert und der Uberstand gegen
PBS dialysiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden Proben jedes Riickfaltungsversuches auf ein
12 %iges SDS-Polyacrylamidgel geladen und einer Silberfirbung unterzogen.

Die nun 16slich vorliegende Fucosyltransferase V wurde hinsichtlich ihrer enzy-
matischen Aktivitdt untersucht. Der in dieser Arbeit verwendete Aktividtstest
beruht auf der enzymatisch katalysierten Ubertragung von Fucose von dem
Nukleotid-Zucker GDP-Fucose auf den Akzeptorzucker N-Acetyllactosamin
(LacNAc). Die Trennung von dem Produkt Le® (ungeladen) und dem Donor-
zucker (negativ geladen) mittels Anionentauschern, erméglicht unter Verwen-
dung C-markierten GDP-Fucose die Quantifizierung des Produktes durch
Messung der radioaktiven Strahlung. Die im Fliissigscintillationszéhler be-
stimmte Radioaktivitdt ist damit direkt proportional zum gebildeten Produkt
und 148t Aussagen iiber die enzymatische Aktivitdt des getesteten Proteins
zu. Bei der riickgefalteten Fucosyltransferase V konnte mit Hilfe dieses Ak-
tivititstests auch nach dreistiindiger Inkubation kein enzymatischer Umsatz
festgestellt werden.

4.1.2.2 Klonierung und Expression der Fucosyltransferase V als
MBP-Fusionsprotein

Da die Fucosyltransferase V in E. coli ausschliellich als unldsliches Proteinag-
gregat gebildet wurde, wurde in Erwigung gezogen, das Enzym N-terminal mit
dem periplasmatischen Maltose- Binding-Protein (MBP) (Maina et al., 1988)
aus E. coli zu fusionieren. Das MBP ermdglicht die Reinigung des rekombinan-
ten Proteins tiber eine Amylose-Affinitdtsmatrix und fithrt bei der Expression
als Fusionsprotein zu einer erhéhten Bildung von 16slichem Protein.

Fiir die Expression des MBP-FucT V-Fusionsproteins wurde der Vektor
pMalp2X verwendet. Dieser Vektor beinhaltet das malE-Gen unter der Kon-
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trolle des lac-Promotors und ermdglicht die Klonierung von Zielgenen am
3’-Ende dieses Gens. Die verkiirzte Form der FucT V ¢cDNA wurde mit den
Oligonukleotiden pmalfrw und pmalrev aus pUC18FucT V amplifiziert und
iiber die eingefiihrten Schnittstellen der Restriktionsenzyme EcoRI und Hin-
dIII in den Vektor insertiert. Um Mutationen, die durch die PCR entstanden
sein konnten auszuschlieflen, wurden einige erhaltene Klone sequenziert.

Die Expression erfolgte in BL21(DE3)-Zellen iiber 4h bei 37 °C und einer
Induktorkonzentration von 1mM IPTG. Die Zellen wurden aufgeschlossen
und der Zellextrakt iiber eine Amylose-Affinitdtsmatrix sdulenchromatogra-
phisch gereinigt (Abbildung 4.4). Die Analyse der Reinigung zeigte im SDS-
Polyacrylamidgel eine dominierende Bande bei 83 kDa, sowohl im Zellextrakt
als auch in den Elutionsfraktionen. Die verkiirzte Fucosyltransferase V hat
ein Molekulargewicht von 38 kDa. Unter Beriicksichtigung des Fusionsanteils
des MBPs, ergibt sich fiir das rekombinante Protein ein Molekulargewicht von
83 kDa. Zusétzlich zum MBP-FucT V-Fusionsprotein erschienen auch andere
Proteine in den Elutionsfraktionen der Reinigung, welche ein minimales appa-
rentes Molekulargewicht von 45kDa aufzeigten. Da diese Proteine ebenfalls
spezifisch mit Maltose von der Amylosematrix eluiert werden konnten, handel-
te es sich moglicherweise um Translationsabbriiche.

BRS A D EI E2 E3 E4 E5 E6 ET7

97kDa —>‘— - —

3lkDH*=s

Abbildung 4.4 Reinigung des Fusionsproteins MBP-FucT V: Die Zellen eines 250ml MBP-
FucT V Expressionsansatzes wurden aufgeschlossen und iiber eine Amylose-Saule (0,6x10cm) gerei-
nigt. Von dem Zellaufschluf (A), dem Durchlauf (D) und den Elutionsfraktionen (E1-E7) wurden
Proben entnommen, auf ein 9 %iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und einer Coomassiefirbung
unterzogen.
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66KkDa —

it
|
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Deutlich ist zu erkennen, da trotz der affinitdtchromatographischen Reini-
gung ein Grofiteil des Fusionsproteins im Zellextrakt verblieb und nur ein
geringer Teil an die Amylosematrix gebunden hat. Dies indiziert entweder ei-
ne geringe Kapazitit oder einen sehr grofien Anteil MBP-Fusionsanteil, der
nicht in der Lage ist an die Matrix zu binden.

54



Rekombinante Expression der humanen Fucosyltransferase V

Um zu evaluieren inwieweit das erhaltene Fusionsprotein enzymatisch aktiv
ist, wurden Elutionsfraktionen einem Aktivitétstest unterzogen. Trotz einer
Konzentration von 100 pg/ml an gereinigtem Fusionsprotein, konnte kein en-
zymatischer Umsatz festgestellt werden.

Die Moglichkeit, 16sliche Fucosyltransferase V sowohl durch Riickfaltung un-
l16slicher Proteinaggregate als auch durch die Expression als MBP-Fusionspro-
tein in E. coli herzustellen, weist ein hohes Potential bei der Produktion diese
Enzym auf. Die Loslichkeit indiziert an sich schon zumindest eine partiell rich-
tige Faltung des Enzyms. Weitere Untersuchungen in diesem Zusammenhang
sind daher unbedingt notwendig. So kénnte durch Versuche mit oxidiertem
und reduziertem Gluthation Redozschuffling Experimente durchgefithrt wer-
den, die eventuell die Ausbildung korrekter Disulfidbriicken unterstiitzen und
S0 zu einem enzymatisch aktivem Enzym fithren.

4.1.2.3 Erzeugung von anti-Fucosyltransferase V Antiseren

Da zur Detektion rekombinanter Fucosyltransferase V kein polyklonales Se-
rum vorlag, wurde das in F. coli exprimierte Protein zur Immunisierung ge-
nutzt. Hierzu wurde das {iber die Nickel-Chelatsiule vorgereinigte Protein
auf einer praperativen SDS-PAGE angereichert und aus dem Gel ausgeschnit-
ten. Die proteinhaltigen Gelstiicke wurden getrocknet und fein zermahlen zur
Immunisierung von zwei Kaninchen eingesetzt. Zur Steigerung der Immunant-
wort wurden nach der Primérimmunisierung im Abstand von zwei bis drei
Wochen zwei Folgeimmunisierungen durchgefithrt. Die Seren wurden von den
zellularen Bestandteilen des Blutes getrennt und die Reaktivitdt gegen FucT V
im ELISA getestet (Abbildung 4.5).

Der Anstieg der Reaktivitidt der Immunseren gegeniiber dem Praimmun-
serum indiziert eine erfolgreiche Bildung spezifischer Antikérper gegen die
FucT V. Deutlich ist zu erkennen, dafl bei einer Serumverdiinnung von 1:100
die Steigerung des Signals gegeniiber dem Praimmunserum optimal ist und
eine hohere Konzentration zu schlechteren Ergebnissen fiihrte. Um den Anti-
korper im Immunoprint zu verwenden und eine Verringerung des Hintergrun-
des zu erreichen wurden die Serum-IgG mittels einer Protein-A Affinitétssiule
gereinigt. Das gereinigte polyklonale Serum wurde fiir die Detektion der Fuco-
syltransferase V im Immunoprint in einer Verdiinnung von 1:100 eingesetzt.

4.1.3 Expression der Fucosyltransferase V in Sduge-
tierzellen

Da die Expression der Fucosyltransferase V in E. coli ausschlielich zur Bil-
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Abbildung 4.5 Reaktivitdt der gewonnenen Antiseren im ELISA: Die gewonnenen Antiseren vor
(Praimmunserum) und nach den jeweiligen Immunisierungen wurden im ELISA auf ihre Reaktivitit
getestet. Die Vertiefungen einer 96-Mikrotiterplatte wurden iiber Nacht bei 4 °C mit rekombinan-
ter FucT V (50 pl, 50 pg/ml) inkubiert. Danach wurde 2h bei Raumtemperatur mit Blockierpuffer
blockiert. Die Detektion der FucT V erfolgte mit dem anti-FucT V Serum unterschiedlicher Verdiin-
nungen (1:10-1:10.000) iiber Nacht und einem anti-Kaninchen-POD-Konjugat (1:5.000) fiir 2h. Die
Farbentwicklung mit ABTS wurde bei 405 nm vermessen.

dung von unléslichem Protein fithrte und auch eine Riickfaltung dieser Pro-
teinaggregate nicht zu einer enzymatisch aktiven Form dieses Enzyms fiihrte,
sollte nun evaluiert werden, in welchem eukaryotischen Expressionsystem die
Fucosyltransferase V aktiv und in hoher Ausbeute exprimiert werden kann.
Durch die hohe Authentizitét hinsichtlich der posttranslatorischen Modifikati-
on, sollten als erstes unterschiedliche Sdugetierzellinien hinsichtlich der rekom-
binanten Expression der Fucosyltransferase V untersucht werden.

Zur Expression der rekombinanten Fucosyltransferase V standen verschie-
dene Séugetierzellinien zur Verfiigung. Um einen Vergleich der Ausbeuten
fiihren und Aussagen iiber unterschiedliche postranslatorische Modifikatio-
nen machen zu konnen, wurde die Fucosyltransferase V in CHO- sowie in
HEK 293-Zellen exprimiert. Die Verwendung der humanen Zellinie HEK 293
versprach eine moglichst authentische Glycosylierung der rekombinanten Fuco-
syltransferase V, die fiir eine Untersuchung der Bedeutung der Zuckerstruktu-
ren wiinschenswert erschien. CHO-Zellen weisen jedoch héufig deutlich héhere
Expressionsraten auf und waren fiir die Herstellung gréfierer Mengen des re-
kombinanten Proteins geeignet. Fiir die Expression in Saugetierzellen wurde
der Expressionsvektor pTriEx-4-Neo verwendet, welcher den viralen CMV,-
Promotor enthélt. Als Selektionsmarker enthielt der Vektor neben der Ampi-
cilinresistenz zur Vermehrung in E. coli auch das Neomycinresistenzgen fiir
die Generierung stabiler Sdugetierzellinien.

Zur Klonierung des Expressionsvektors wurde das Konstrukt [-Trace-
FucT V(174-1125) mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und EcoRI aus
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dem Vektor pUC18(-TraceFucT V herausgeschnitten und in den Vektor
pTriEx4-Neo insertiert.

Die Analyse im Immunoblot zeigte deutliche Expression sowohl in CHO-
als auch in HEK-Zellen. Das apparente Laufverhalten entsprach in den CHO-
Zellen einem Molekulargewicht von 90 und in den HEK-Zellen von 88kDa.
Dabei handelte es sich um FucT V Dimere, die unter reduzierenden Bedin-
gungen im Immunoprint ein Molekulargewicht von 43 kDa aufwiesen. Durch
die Reduktion der Dimere ist erkennbar, daf§ das Protein in CHO-Zellen ho-
mogen exprimiert wird und das Dimer aus zwei gleich schweren Untereinhei-
ten besteht. Das in HEK 293-Zellen exprimierte Dimer scheint jedoch aus
unterschiedlichen FucT V Spezies zu bestehen, da es unter reduzierenden Be-
dingungen als Doppelbande im Immunoprint erscheint (Abbildung 4.6). Bei
einer Transfektionseflizienz von 40 % fiir beide Zellinien ergab die densitome-
trische Auswertung fiir die Expression in CHO-Zellen die doppelte Ausbeute
an rekombinanter Fucosyltransferase V gegeniiber der Expression in HEK 293-
Zellen.

CHO HEK CHO HEK
96kDa —
66kDa —
45kDa — . . w < FucTV
A B

Abbildung 4.6 Expression von rekombinanter Fucosyltransferase V in unterschiedlichen Sauger-
zellinien: Nach der Transfektion von CHO- und HEK 293-Zellen mit pTriEx3-TraceFucT V wurden
die Zellen drei Tage bei 37°C inkubiert. Expressionsiiberstéinde wurden durch ein 12 %iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschlieffend auf eine PVDF-Membran iibertragen und einem Im-
munoprint unterzogen. Als Antikérper wurde gereinigtes polyklonales Serum gegen rFucT V (1:100)
verwendet. Als sekundérer Antikorper wurde ein anti-Kaninchen-AP-Konjugat (1:10.000) eingesetzt.
Die Entwicklung erfolgte unter Verwendung von NBT/BCIP. A: Nicht reduzierend; B: Reduzierend.

Ein &hnliches Ergebnis wurde bei der Vermessung der transienten Expressi-
onsiiberstinde im Aktivitdtstest erzielt (Abbildung 4.7). Hierbei zeigte sich
sowohl in den Expressionsiibersténden der CHO-Zellen als auch der HEK 293-
Zellen eine Fucosyltransferase-Aktivitit, die allerdings bei den CHO-Zelliiber-
stdnden doppelt so grofl war. Die Expressionsraten wurde densitometisch im
Vergleich mit kommerziell erworbener Fucosyltransferase V bekannter Konzen-
tration bestimmt und lagen bei 0,5-1,0mg/1 fiir CHO-Zellen und 0,2-0.8 mg/1
fiir HEK-Zellen.
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Abbildung 4.7 Expression der Fucosyltransferase V in Séugetierzellen: Es wurde analog der Ab-
bildung 4.6 FucT V in CHO- und HEK 293-Zellen exprimiert. Die Kulturiiberstdnde wurden mittels
Aktivitatstest auf Fucosyltransferase-Aktivitat iiberpriift.

4.1.4 Expression der Fucosyltransferase V mit Hilfe
des Baculovirus-Expressionssystem

Die Expression in Sdugetierzellen ermoglicht die Herstellung kleiner Mengen
enzymatisch aktiver Fucosyltransferase V. CHO-Zellen sowie HEK 293-Zellen
produzieren maximal 1 mg dieses Proteins pro Liter Expressionsansatzes. Die-
se Ausbeuten sind hinsichtlich der strukturellen Untersuchung des Enzyms als
zu gering zu betrachten. Um groflere Mengen an rekombinanter Fucosyltrans-
ferase V zu erhalten und die Reinigung des Proteins zu erleichtern, wurde
das Baculovirus-Expressionssystem verwendet. Dieses System ermdglicht die
virusinduzierte Proteinexpression in unterschiedlichen Insektenzellinien und
verspricht durch die Verwendung sehr starker viraler Promotoren hohe Aus-
beuten an rekombinantem Protein. Da Insektenzellen relativ einfach in serum-
freiem Medium zu kultivieren sind, erlaubt dieser Ansatz zudem eine einfache
Reinigung des Proteins. Durch Verwendung unterschiedlicher Transfervekto-
ren konnte das Fucosyltransferase V. Gen unter die Kontrolle unterschiedlich
starker viraler Promotoren gestellt werden. Der Polyhedrinpromotor als auch
der pl0 Promotor werden in der sehr spéiten Phase der viralen Replikation
aktiv, wobei der pl0-Promotor als etwas schwécher beschrieben ist (Roelvink
et al., 1992). Um die Fucosyltransferase V in den Uberstand zu sekretieren,
wurde die 16sliche Fucosyltransferase V als Fusionsprotein mit der Signalse-
quenz des (3-Trace-Proteins exprimiert.
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4.1.4.1 Klonierung unterschiedlicher Transfervektoren und Ge-
nerierung rekombinanter Baculoviren

Fiir die Generierung von rekombinanten Baculoviren wurden unterschiedliche
Transfervektoren verwendet. Im Vektor pVL1393 steht das Zielgen unter der
Transkriptionskontrolle des Polyhedrinpromotors; beim Vektor pTriEx4-Neo
steht das Zielgen unter der Kontrolle des p10-Promotors.

Fiir die Klonierung der verkiirzten Form der FucT V wurde das Konstrukt
B-TraceFucT V aus dem Vektor pUC188-TraceFucT V mit Hilfe der Restrikti-
onsenzyme BamHI und EcoRI in den Baculotransfervektor pVL1393 insertiert.
Der Transfervektor pTriExg-TraceFucT V entsprach dem Expressionsvektor
der Saugetierexpression.

Sf9-Zellen wurden entweder mit dem Transfervektor pTriEx3-TraceFucT V
oder dem Transfervektor pVL13938-TraceFucT V und mit linearisierter Bacu-
loGold-DNA kotransfiziert. Infizierte Insektenzellen konnten nach 3-4 Tagen
morphologisch mit einem geschwollenen Zellkdrper, der Durchmesser nahm
um etwa 25-50 % zu, sowie einem grofieren Zellkern, der fast das gesamte Zell-
volumen einnahm, unter dem Mikroskop lokalisiert werden. In der spateren
Phase der Infektion l6sten sich die Zellen von der Wachstumsoberfliche und
lysierten. Nach fiinf Tagen wurden die gebildeten Viren entnommen und fir
eine spétere Amplifikation aufbewahrt (siehe Tabelle 4.1).

Transfervektor Promotor Rekombinanter Virus

pTriEx(-TraceFucT V pl0 plOFucT V
pVL13935-TraceFucT V  Polyhedrin  polFucT V

Tabelle 4.1 Ubersicht der eingesetzten Transfervektoren und der rekombinanten Baculoviren

Die erhaltenen Virenpéaparate polFucT V und plOFucT V wurden einem
Plaquetest unterzogen, der sowohl der Titerbestimmung der Viruslésungen
diente als auch zur Vereinzelung der rekombinanten Viren verwendet wurde.
Nach dreifacher Amplifikation der rekombinanten Viren betrug der Titer zwi-
schen 107 und 10% pfu/ml, was fiir die Infektion von Insektenzellen und die
Expression in kleinem Mafistab ausreichte.

4.1.4.2 Expression der Fucosyltransferase V

Zur Expression der rekombinanten Fucosyltransferase V in Insektenzellen mit
Hilfe des Baculovirus-Expressionssystems, wurden unterschiedliche Parameter
getestet. Die Menge an zugefithrtem Virus (Multiplicity of Infection MOI), der
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eingesetzte Promotor und die Inkubationszeit sind Faktoren, die Einflufi auf
die Expression haben kénnen. Daher wurden BTI-TN-5B1-4-Zellen mit unter-
schiedlichen MOIs der rekombinanten Baculoviren polFucT V und pl0FucT V
infiziert, fiir 120 h bei 27 °C inkubiert und téglich sowohl die gebildete Protein-
menge anhand der enzymatischen Aktivitét als auch zellbiologische Parameter
wie Zellzahl und Zellvitalitat bestimmt. Zur Evaluierung ab welchem Zeit-
punkt nach der Infektion die Insektenzellen ihre Proliferation einstellen und
sterben wurden in Abbildung 4.8 sowohl die Gesamtzellzahl als auch die Zell-
vitalitdt nach der Infektion von BTI-TN-5B1-4-Zellen mit polFucT V-Virus
in unterschiedlichen MOIs gegeneinander aufgetragen.
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Abbildung 4.8 Zellbiologische Parameter bei der Expression der rekombinanten Fucosyltrans-
ferase V in BTI-TN-5B1-4-Zellen: BTI-TN-5B1-4-Zellen (20 ml Suspensionskultur) wurden bei einer
Zelldichte von 2 x 100 Zellen/ml mit dem rekombinanten Baculovirus polFucT V infiziert. Hierbei
wurden verschiedene Virusmengen (MOI 0,1-MOI 5) eingesetzt. Die Zellen wurden fiir 5 Tage bei
27°C und 80rpm inkubiert. Téglich wurde ein Aliquot entnommen, um die Gesamtzellzahl (gestri-
chelte Linie) und die Vitalitat der Zellen (durchgezogene Linie) zu bestimmen.

Bei allen Expressionsansitzen stieg die Gesamtzellzahl bis zum dritten Tag
stark an und bleibt ab dem vierten Tag auf einem konstanten Niveau. Aus-
schliellich der Expressionsansatz, der mit einer MOI von 0,1 infiziert wurde,
zeigte nach dem dritten Tag eine leichte Steigerung der Zellzahl. Deutlich zu
erkennen ist auch, daf§ die maximal erreichte Zelldichte umso grofler ist, de-
sto weniger Virus bei der Infektion eingesetzt wurde. Die Vitalitét der Zellen
verhielt sich entgegengesetzt. In den ersten zwei Tagen der Expression waren
unter dem Mikroskop kaum tote Zellen zu erkennen, wobei jedoch die Vitalitét
der Zellen, die mit einer MOI von 5 infiziert wurden, signifikant geringer war,
als in den iibrigen Ansédtzen. Nach 96 h waren in allen Ansétzen kaum noch
lebende Zellen zu finden. Der groite Einflufl der eingesetzten Virusmenge auf
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die Zellvitalitdt macht sich nach 72 h bemerkbar. Zu diesem Zeitpunkt waren
deutlich mehr tote Zellen zu erkennen als in den Ansétzen, die mit einer hohen
MOI infiziert wurden.

Das Verhalten der mit dem pl0FucT V-Virus infizierten BTI-TN-5B1-4-
Zellen ist in Abbildung 4.9 dargestellt und zeigt keinen signifikanten Unter-
schied, sowohl in der Zellzahl als auch in der Zellvitalitit gegeniiber den mit
dem polFucT V-Virus infizierten BTI-TN-5B1-4-Zellen.
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Abbildung 4.9 Zellbiologische Parameter bei der Expression der rekombinanten Fucosyltrans-
ferase V in BTI-TN-5B1-4-Zellen: BTI-TN-5B1-4-Zellen (20 ml Suspensionskultur) wurden bei einer
Zelldichte von 2 x 100 Zellen/ml mit dem rekombinanten Baculovirus pl0FucT V infiziert. Hierbei
wurden verschiedene Virusmengen (MOI 0,1-MOI 5) eingesetzt. Die Zellen wurden fiir 5 Tage bei
27°C und 80rpm inkubiert. Téglich wurde ein Aliquot entnommen, um die Gesamtzellzahl (gestri-
chelte Linie) und die Vitalitét der Zellen (durchgezogene Linie) zu bestimmen.

Um Aussagen iiber die gebildete Proteinmenge treffen zu kénnen, wurde von
allen Expressionsansitzen téglich die Fucosyltransferase-Aktivitat im Uber-
stand bestimmt und relativ zueinander aufgetragen (Abbildung 4.10 auf Seite
62).

Am zweiten Tag war in den Uberstéinden aller Expressionansiitze eine signi-
fikante Aktivitdt zu detektieren, die bis zum dritten Tag anstieg und dann
konstant blieb. Die gebildete Aktivitdt nach 120h war in fast allen Ansétzen
dhnlich und zeigte die erwartete Tendenz, dafl eine héhere MOI in einer gestei-
gerten Expression an rekombinantem Protein resultierte. Des Weiteren konnte
beobachtet werden, daf§ in fast allen Féllen der p10-Promotor bei gleicher MOI
zu hoheren Aktivitdten im Uberstand fithrte, wobei die Unterschiede jedoch
gering waren. Abweichend war der Verhalten wenn BTI-TN-5B1-4-Zellen mit
dem polFucT V-Virus und einer MOI von 5 infiziert werden. Unter diesen
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Abbildung 4.10 Expression der Fucosyltransferase V in BTI-TN-5B1-4-Zellen: BTI-TN-5B1-4-
Zellen (20 ml Suspensionskultur) wurden bei einer Zelldichte von 2 x 106 Zellen/ml mit den rekombi-
nanten Baculoviren polFucT V bzw. pl0FucT V infiziert. Hierbei wurden verschiedene Virusmengen
(MOI 0,1-MOI 5) eingesetzt. Die Zellen wurden fiir 5 Tage bei 27°C und 80rpm inkubiert. Tég-
lich wurde ein Aliquot entnommen, die Fucosyltransferase V-Aktivitit im Uberstand bestimmt und
relativ zueinander aufgetragen.
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Bedingungen war zu allen Zeitpunkten die gebildete Menge rekombinanter
FucT V signifikant hoher als in allen Vergleichsanséitzen.

Allgemein ist zu beobachten, daf in allen Expressionsansitzen die Prolife-
ration an rekombinanter Fucosyltransferase V zu dem Zeitpunkt stagniert, an
dem die Zellen am Ende der sehr spéaten Phase der Virusreplikation lysieren.
Diese Ergebnisse indizieren, dafl die virusinduzierte Expression der rekombi-
nanten Fucosyltransferase V durch den virusbedingten Tod der Zellen zustan-
de kommt und nicht bedingt ist im Zusammenbruch des sekretorischen Weges
und der Proteinfaltungsmaschinerie.

Um Aussagen iiber die Proteinexpression hinsichtlich Dimerisierung und
eventueller Degradierung zu treffen, wurde der Expressionsverlauf im Immu-
noblot verfolgt. Nach der Infektion von BTI-TN-5B1-4-Zellen mit dem pol-
FucT V-Virus und einer MOI von 5 konnte nach 48h eine Bande mit einem
apparenten Molekulargewicht von 86 kDa detektiert werden, dessen Intensitét
im Laufe der Zeit zunahm und nach 96 h ein Maximum erreichte. Zusétzlich
war nach 96 h eine weitere Bande mit einem Molekulargewicht von 43 kDa zu
erkennen (Abbildung 4.11). Wie auch in Sdugetierzellen wurde die FucT V
in Insektenzellen vorwiegend als dimeres Protein exprimiert, wobei in diesem
Fall zusétzlich eine monomere Form zu detektieren war. Die densitometrische
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Auswertung im Vergleich zu Fucosyltransferase V bekannter Konzentration
ergab eine Expressionsrate von 1-2mg/1.

24h 48h 72h 96 h 120h
97kDa —
«— Dimer
66 kDa —
45kDa — «— Monomer

Abbildung 4.11 Analyse der FucT V-Expression in BTI-TN-5B1-4-Zellen: BTI-TN-5B1-4-Zellen
(20 ml Suspensionskultur) wurden bei einer Zelldichte von 2 x 106 Zellen /ml mit den rekombinanten
Baculoviren polFucT V und einer MOI von 5 infiziert und fiir 120 h bei 27 °C und 80 rpm inkubiert.
Téglich wurden Proben entnommen und auf ein 12 % iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die
Proteine wurden auf eine PVDF-Membran {ibertragen und einem Immunoprint unterzogen. Als
Antikorper wurde gereinigtes polyklonales Serum gegen rFucT V (1:100) verwendet. Als sekundérer
Antikorper wurde ein anti-Kaninchen-AP-Konjugat (1:10.000) eingesetzt. Die Entwicklung erfolgte
unter Verwendung von NBT/BCIP.

4.1.4.3 Reinigung der rekombinanten Fucosyltransferase V

Fir strukturellen Analysen miissen die zu untersuchenden Substanzen einen
hohen Reinheitsgrad aufweisen. Die Reinigung der Fucosyltransferase V erfolg-
te in Anlehnung an eine Methode von Costa (Costa et al., 1997a).

Der Uberstand eines 500 ml Expressionsansatzes wurde iiber eine GDP-
Affinitatsmatrix gegeben, gewaschen und die spezifisch gebundene FucT V
mit 3mM freiem GDP eluiert. Trotz einer theoretischen Kapazitdt von min-
destens 10 pmol/ml und einem S&ulenvolumen von 10ml reichte die Kapazi-
tdt der Matrix nicht aus, um die gesamte FucT V zu binden, so dafl dieser
Reinigungsschritt mehrfach wiederholt wurde, bis keine Fucosyltransferase-
Aktivitdt mehr im Durchlauf detektierbar war.

Um die restlichen Verunreinigungen und das GDP abzutrennen wurde der
pH-Wert der vereinten Elutionsfraktionen auf 6,0 eingestellt und in einem ab-
schlieSfenden Arbeitsschritt iiber eine MonoS-Kationentauscherséule gereinigt.
Die gebundene FucT V wurde mit einem linearen NaCl-Gradienten eluiert
(Abbildung 4.12). Die Analyse in der SDS-PAGE zeigte das Vorhandensein
von FucT V in allen proteinhaltigen Elutionsfraktionen, wobei keine Trennung
der monomeren und der dimeren Form erfolgte. Zusétzlich konnte festgestellt
werden, dafl die monomere Form der FucT V eine deutliche Heterogenitét
aufweist und als Tripelbande erscheint (Abbildung 4.13). Trotz des unein-
heitlichen Elutionsprofils wurde mit dieser Reinigungsstrategie FucT V mit
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Abbildung 4.12 Reinigung der rekombinanten Fucosyltransferase V mittels Kationentauscher-
chromatographie: Von der GDP-Affinititssdule eluierte proteinhaltige Fraktionen wurden vereint
und bei pH6,0 iiber eine Kationentauscherchromatographie (MonoS-Séule) gereinigt. Gebundene
Proteine wurden mit einem linearen NaCl Gradienten eluiert. Proteinhaltigen Fraktionen wurden
auf Gehalt und Reinheit der Fucosyltransferase V iberpriift (Abbildung 4.13).

BRS A D E1I E2 E3 E4 E5 E6 E7

97kDa — - '*“"‘s

- —— g—v— < Dimer
66kDa — =

45kDa —
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31kDa — o

Abbildung 4.13 Reinigung der rekombinanten Fucosyltransferase V: Elutionsfraktionen der
GDP-affinitdtschromatographischen Reinigung wurden vereint (A) und bei pH 6,0 iiber eine Ka-
tionentauscherchromatographie (MonoS-Siule) gereinigt. Gebundene Proteine wurden mit einem
linearen NaCl Gradienten eluiert (E1-E7). Die Elutionsfraktionen wurden iiber ein 12 %iges SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und einer Coomassiefarbung unterzogen. D = Durch-
lauf, BRS = broad range standard

einem Reinheitsgrad von iiber 90 % und einer Ausbeute von 0,5mg/1 bei ei-
ner Expressionsrate von 1-2mg/1 erhalten. Die spezifische Aktivitit betrug
0,3 mmol/(mg Enzymxmin).

4.1.5 Stabile Expression der Fucosyltransferase V in
Insektenzellen

Da die viral induzierte Expression in Insektenzellen gezeigt hat, dafl BTI-TN-
5B1-4-Zellen fiir die Produktion rekombinanter Fucosyltransferase V geeignet
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sind, wurde die Etablierung einer stabilen Insektenzellinie angestrebt. Untersu-
chungen, bei denen die FucT III stabil in Sf9-Zellen exprimiert wurde, zeigen,
daf} die kontinuierliche Expression in einer stabilisierten Zellinie zu deutlich ho-
heren Ausbeuten an rekombinantem Protein fithrt (Morais und Costa, 2003).

4.1.5.1 Klonierung und Expression

Fiir die stabile Expression der Fucosyltransferase V in Insektenzellen wurde
der Vektor pIB-V5-His verwendet. Der Vektor wurde mit den Restriktionsen-
zymen BamHI und EcoRI geschnitten. Aus dem Vektor pUC183-TraceFucT V
wurde das Insert mit BamHI und EcoRI ausgeschnitten und in den pIB-V5-His
Vektor insertiert. BTI-TN-5B1-4-Zellen wurden mit dem erhaltenen Plasmid
pIBB-TraceFucT V mit einer Effizienz von 70 % transfiziert und zur Stabilisie-
rung mit 50 pg/ml Blasticidin kultiviert.

Der zeitliche Verlauf der Expression zeigte schon nach 24 h im Immunoprint
eine gut erkennbare Bande bei 86 kDa, deren Intensitét im Laufe der Zeit zu-
nahm und nach 120 h ein Maximum erreichte. Nach 72 h war die Konzentration
an Protein im Kulturiiberstand so hoch, daf§ auch das FucT V Monomer de-
tektierbar war. Es zeigte sich auch hier, dafl das Monomer im Immunoblot
als Tripelbande erscheint (Abbildung 4.14). Die densitometrische Analyse er-
gab im Vergleich mit Fucosyltransferase V bekannter Konzentration eine Ex-
pressionsrate von 10-12mg/1. Die spezifische Aktivitdt betrug 0,37 mmol/(mg
Enzymxmin).

24h 48h 72h 96 h 120h
97kDa —

<— Dimer

66kDa —

45kDa — «— Monomer

Abbildung 4.14 Analyse der Expression der Fucosyltransferase V in stabil transfizierten Insek-
tenzellen: In 25 cm?-Zellkulturschalen wurden je 2 x 108 stabilisierte BTI-TN-5B1-4-Zellen ausgesit
und bei 27°C inkubiert. Alle 24h wurde eine Probe (24h-120h) entnommen und nach der gel-
elektrophoretischen Auftrennung auf eine PVDF-Membran tibertragen. Die Detektion erfolgte mit
anti-FucT V Serum (1:100) und einem anti-Kaninchen-AP-Konjugat (1:10.000) unter Verwendung
von NBT/BCIP.
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4.2 Strukturelle Untersuchung der rekombi-
nanten humanen Fucosyltransferase V

4.2.1 EinfluB3 der Dimerisierung auf die enzymatische
Aktivitat

Da das exprimierte Fucosyltransferase V Konstrukt in allen Zellinien zu einem
iiberwiegendem Mafle als Dimer exprimiert wurde, wurde der Einflu} dieser
Dimerisierung auf die enzymatische Aktivitdt untersucht werden. Zur Spal-
tung der Dimere wurde die gereinigte rekombinante Fucosyltransferase V aus
Insektenzellen mit unterschiedlichen Konzentrationen DTT behandelt. Schon
bei geringen DTT-Konzentrationen (1 mM) fithrte dies zur vollstdndigen Bil-
dung von FucT V Monomeren, welche eine hohe Heterogenitit aufweisen und
in der SDS-PAGE als Tripelbande erscheinen (Abbildung 4.15).
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Abbildung 4.15 Reduktion der rekombinanten Fucosyltransferase V mit DTT: Gereinigte rekom-
binante Fucosyltransferase V (300 pg/ml) wurde mit verschiedenen Konzentrationen DTT behandelt.
Dabei wurde mit 0mM (1), 1mM (2), 5mM (3), 10mM (4), 20mM (5) und 50mM (6) DTT fiir
1h bei 37°C inkubiert. Die Proben wurden auf ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und
einer Coomassiefarbung unterzogen (BRS = broad range standard).

Die Analyse der enzymatischen Aktivitdten zeigte bei geringen Konzentratio-
nen an DTT (1-10 mM) eine signifikante Steigerung. Bei hoheren Konzentra-
tionen (20-50 mM) nahm die Aktivitit stark ab und bei 50 mM DTT war nur
noch die Hélfte des urspriinglichen Umsatzes zu detektieren (Abbildung 4.16).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dafl die Dimerisierung des in dieser Ar-
beit gewéhlten Konstruktes weder auf eine falsche Faltung zuriickzufiihren ist,
noch dafiir sorgt, dafl die dimere Form der Fucosyltransferase V enzymatisch
inaktiv ist.
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Abbildung 4.16 Reduktion der rekombinanten Fucosyltransferase V mit DTT: Die wie in Abbil-
dung 4.15 behandelten Proteinproben wurden einem Aktivititstest unterzogen und die gemessenen
Werte relativ zur Aktivitit der nicht reduzierten FucT V aufgetragen.

4.2.1.1 Identifizierung der fiir die Dimerisierung verantwortli-
chen Aminosiduren

Die Reduktion der Fucosyltransferase-Dimere in eine monomere Form durch
DTT ohne Verlust der Aktivitat indizierte, dafl intermolekulare Disulfidbriik-
ken spezifischer Cysteine fiir diese Dimerisierung verantwortlich sind.

Das in dieser Arbeit exprimierte Konstrukt enthélt sechs Cysteinreste
(Cys64, Cys94, Cysl04, Cysl56, Cys351, Cys354). Bei den meisten Glycosyl-
transferasen werden der C-Terminus und die Proteindoméne, die direkt hin-
ter der Stem-Region liegt, durch mehrere Disulfidbriicken zusammengehalten
und formen so das katalytische Zentrum (de Vries et al., 2001). Bei der Fu-
cosyltransferase V wurde postuliert, dafl Cys94 mit Cys354 sowie Cys104 mit
Cys351 diese Briicken ausbilden (Holmes et al., 2000) und damit nicht fiir die
Dimerisierung verantwortlich sein kénnen (siehe Abbildung 1.5). Um das fiir
die Dimerisierung verantwortliche Cystein zu identifizieren, wurden Mutanten
der Fucosyltransferase V kloniert, bei denen entweder das Cys64 (C64S) oder
das Cys156 (C156S) gegen Serin getauscht ist. Zusétzlich wurde eine Doppel-
mutante (C64S/C156S) kloniert und alle Konstrukte in BTI-TN-5B1-4-Zellen
exprimiert.

Zur Generierung der unterschiedlichen Mutanten, wurden iiber Orts-spezi-
fische Mutagenese die jeweiligen Nukleotide ausgetauscht (Abbildung 4.17).
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192 468

wt: ... TCC CGC TGC CAG GAC ...//... AGC AAC TGC CGG CAC ...
Ser Arg Cys Gln Asp Ser Asn Cys Arg His
C64S: ... TCC CGC aGC CAG GAC ...//... AGC AAC TGC CGG CAC ...
Ser Arg Ser Gln Asp Ser Asn Cys Arg His
C156S: ... TCC CGC TGC CAG GAC ...//... AGC AAC aGC CGG CAC ...
Ser Arg Cys Gln Asp Ser Asn Ser Arg His
C64sS/C156S: ... TCC CGC aGC CAG GAC ...//... AGC AAC aGC CGG CAC ...
Ser Arg Ser Gln Asp Ser Asn Ser Arg His

Abbildung 4.17 Schematische Darstellung der eingefiigten Mutationen.

Zu diesem Zweck wurde die QuikChange Methode (Wang und Malcolm, 1999)
angewandt und ausgehend vom Vektor pUC183-TraceFucT V die Mutante
C64S mit den Oligonukleotiden al9t und al9tantisense eingefiihrt. Die Mutan-
te C156S wurde mit den Oligonukleotiden t295a und t295a antisense generiert.
Die entsprechenden Mutationen in den Plasmide pUC1843-TraceFucT VC64S
und pUC18p3-TraceFucT VC156S wurden durch Sequenzierung bestétigt. Die
mutierten Konstrukte wurden analog zum Wild-Typ in den Vektor pIBV5His
umgesetzt. Die Doppelmutante C64S/C156S wurde mit den Primern t295a
und t295a antisense aus der Mutante C64S generiert und ebenfalls nach Be-
statigung der korrekten Sequenz in den Vektor pIB-V5-His insertiert.

BTI-TN-5B1-4-Zellen wurden mit den erhaltenen Plasmiden pIBg-Trace-
FucT VC64S, pIBS-TraceFucT VC156S und pIBS-TraceFucT VC64S/C156S
mit einer Effizienz von 70% transfiziert und iiber einen Zeitraum von ca.
2 Wochen unter Selektionsdruck durch Blasticidin stabilisiert.

Zur Analyse der Expression wurden sowohl von den stabilisierten BTT-TN-
5B1-4-Zellen, die das Wild-Typ-Konstrukt exprimierten, als auch von den drei
Mutanten, 20 ml-Suspensionskulturen mit einer Zelldichte von 2 x 106 Zellen
angesetzt und fiir 120h bei 27 °C inkubiert. Téaglich wurden Proben entnom-
men und auf Fucosyltransferase-Aktivitat untersucht. Der zeitliche Verlauf
der Aktivitéten im Uberstand zeigte sich fiir alle Konstrukte gleich (Abbil-
dung 4.18). Dieses Ergebnis belegt, dal der Austausch der Cysteine gegen
Serin in den entsprechenden Konstrukten nicht zu einer inaktiven Form der
Fucosyltransferase V fithrt und zeigt, da3 die verdnderte Primérstruktur des
Enzyms keinen signifikanten Einflufl auf die Expressionsrate in Insektenzellen
hat. Die Analyse im Immunoprint zeigte, daf§ das apparente Laufverhalten
der Mutante C156S dem des Wild-Typ-Enzyms entsprach. Die Expression
der Konstrukte, bei denen das Cys64 gegen Ser ausgetauscht wurde, fiihrte
ausschlieflich zur Bildung der monomeren Form der FucT V (Abbildung 4.19).
Diese Unterschiede im Laufverhalten indizieren, dafl ausschliellich das Cys64
fiir die Dimerisierung verantwortlich war.
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Abbildung 4.18 Expressionsanalyse der wt FucT V sowie der Mutanten C64S, C156S und

C64S/C156S: Suspensionskulturen mit je 2 x 108 stabilisierten BTI-TN-5B1-4-Zellen wurden bei
27°C fiir 120 h inkubiert. Téglich wurden Proben entnommen und die Fucosyltransferase-Aktivitat
bestimmt.

wt C64S C156S  (C64S/C156S
97kDa — 5

Y =, <— Dimer

66kDa —

45kDa — e (NS Py S Monomer

Abbildung 4.19 Expressionsanalyse der Witdtyp FucT V sowie der Mutanten C64S, C156S
und C64S/C156S: Suspensionskulturen mit je 2 x 105 stabilisierten BTI-TN-5B1-4-Zellen wurden
bei 27°C inkubiert. Nach 120h wurden Proben der Expressionsiiberstande auf ein 12 %iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Die auf eine PVDF-Membran iibertragenen Proteine wurden einem
Immunoprint unterzogen. Die Detektion der FucT V erfolgte mit dem anti-FucT V Serum (1:100)
und einem anti-Kaninchen-AP-Konjugat (1:10.000). Die Entwicklung erfolgte unter Verwendung von
NBT/BCIP.

Zur Analyse der spezifischen Aktivitdt des Wild-Typs als auch der unterschied-
lichen Mutanten wurden die vier Proteine aus ihren Expressionsansitzen ge-
reinigt. Nach der Reinigung wiesen die Proteine eine Reinheit von 90 % auf.
Unter reduzierenden Bedingungen hatten alle Mutanten ein identisches Lauf-
verhalten in der SDS-PAGE (Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20 Analyse der Reinigung der FucT V Mutanten C64S (Bahn 2+6), C156S (Bahn
3+7), C64S/C156S(Bahn 44-8) und des wt (Bahn 145): Je 100 ml Kulturiiberstand der unterschied-
lichen FucT V Mutanten wurden iiber GDP-Agarose Affinitétschromatographie und anschlieSender
Kationentauscherchromatographie gereinigt. Proben der gereinigten Proteine wurden unter nicht
reduzierenden und reduzierenden Bedingungen auf ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen
und einer Coomassiefarbung unterzogen.

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitit der jeweiligen Mutanten sowie des
Wild-Typ-Enzyms Zeigte fiir alle Konstrukte keine signifikanten Unterschiede
(Tabelle 4.2 sieche unten).

Mutante Spezifische Aktivitat
[mmol/(mg Enzym X min)]
wt-FucT V 0,37 £ 0,1
C64S-FucT V 0,32 £ 0,1
C156S-FucT V 0,35 £0,1
C64S/C1568-FucT V 0,40 £ 0,1

Tabelle 4.2 Ermittelte spezifische Aktivititen der einzelnen Konstrukte: Je 250ng (5,5 X

1079 mol) rekombinantes Protein wurde fiir 20, 30, 40 und 50 min einem Reaktionsassay unter-
zogen. Der Umsatz pro Zeiteinheit konnte direkt aus der vermessenen Strahlungsmenge abgeleitet
und gemittelt werden.

4.2.2 Untersuchung der Glycanstrukturen der re-
kombinanten Fucosyltransferase V

Die grofle Heterogenitét der rekombinanten in Insektenzellen exprimierten Fu-
cosyltransferase V verhindert eine strukturellen Untersuchung mit biophysi-
kalischen Methoden. Besonders die Kristallisation von Proteinen ist stark ab-
héngig von der Homogenitét des eingesetzten Enzyms.

Verantwortlich fiir die Heterogenitit konnten unterschiedliche Glycosylie-
rungsformen des rekombinanten Proteins sein. Aus diesem Grund wurde die
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Glycosylierung der in Insektenzellen exprimierten Fucosyltransferase V néher
untersucht. Zu diesem Zweck wurde die spezifische Bindung von Lektinen an
Kohlenhydratstrukturen zur Identifizierung der endstdndigen Oligosaccharide
ausgenutzt. Die hier verwendeten Lektine waren mit dem Steroidhapten Digo-
xigenin konjugiert, wodurch eine immunologische Detektion der gebundenen
Lektine moglich ist. Die Fucosyltransferase V. wurde neben einem entspre-
chenden Kontrollprotein (Tabelle 4.3) auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen
und einem Lektinprint unterzogen. In Abbildung 4.21 ist erkennbar, dafi das
einzige gegen die FucT V reaktive Lektin das Galanthus nivalis Agglutinin
(GNA) war, welches endstandige Mannose erkennt, die a(1-3), a(1-6) oder
a(1-2) an Mannose gebunden ist. Diese Reaktivitét indiziert das Vorhanden-
sein von ,high-mannose* N-Glycanen, wie sie in Insektenzellen vorwiegend
vorkommen.

Inwieweit die Zuckerstukturen der rekombinant in Insektenzellen exprimier-
ten Fucosyltransferase V tatséchlich verantwortlich fiir die beobachtete Hete-
rogenitét sind, kann durch die vollstdndige Deglycosylierung mit Hilfe von N-
Glycosidasen aufgeklért werden. Das vollsténdig deglycosylierte Protein sollte
in diesem Fall als singulére Bande in der SDS-PAGE-Analyse erscheinen.

Kontrollprotein Masse GNA SNA MAA PNA DSA
Carboxypeptidase Y (1)  63kDa + — — - —
Transferrin (2) 80 kDa - + - - -
Fetuin (3) 68kDa — + + - +
Asialofetuin (4) 61kDa - - - + +

Tabelle 4.3 Liste der verwendeten Kontrollproteine und ihre Reaktivitét gegeniiber unterschiedli-
chen Lektinen: + starke Reaktion; — schwache Reaktion. GNA = Galanthus nivalis Agglutinin, SNA
= Sambucus nigra Agglutinin, MAA = Maackia amurensis Agglutinin, PNA = Peanut Agglutinin,
DSA = Datura stramonium Agglutinin

In Insektenzellen exprimierte, reduzierte und denaturierte FucT V wurde
mit N-Glycosidase F' deglycosyliert und das Laufverhalten analysiert. Im Im-
munoblot ist erkennbar, daf§ durch die Behandlung mit N-Glycosidase F die
FucT V als singuldre Bande erscheint und ein niedrigeres apparentes Mole-
kulargewicht aufweist als die unbehandelte FucT V (Abbildung 4.22). Diese
Veranderung im Laufverhalten indiziert, dal die Aufspaltung in eine Tripel-
bande bei der rekombinanten FucT V auf das Vorhandensein unterschiedlich
glycosylierter Spezies zuriickzufiihren ist.
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GNA SNA MAA PNA DSA

1 FucTV 2 3 FucTV 3 FucTV 4  FucTV 3 4 FucTV

Abbildung 4.21 Untersuchung der Glycanstrukturen an in Insektenzellen exprimierter Fucosyl-
transferase V: Mit Hilfe des Baculovirus-Expressionssystems exprimierte rekombinante FucT V
(100 ng) wurde neben den entsprechenden Kontrollproteinen (Tabelle 4.3) auf ein 12 %iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Proteine wurden auf eine PVDF-Membran iibertragen und ei-
nem Lektin-Immunoprint unterzogen. Fiir die Detektion wurden die entsprechenden Lektine und
ein Anti-Digoxigenin-AP-Konjugat (1:1000) verwendet. Die Farbung erfolgte unter Verwendung von
NBT/BCIP.
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Abbildung 4.22 Deglycosylierung mit N-Glycosidase F: 100ng in Insektenzellen mit Hilfe des
Baculovirus-Expressionssystems exprimierte rekombinante FucT V wurden mit 1 % SDS und 50 mM
B-Mercaptoethanol fiir 5 min bei 100 °C denaturiert. Nach Zugabe von 1,25 % Tween 20 und 5 U N-
Glycosidase F (+) bzw. dem entsprechendem Volumen HyO (—) wurde fiir 14 h bei 37 °C inkubiert.
Die Proben wurden mit Probenpuffer versetzt und iiber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Die auf ei-
ne PVDF-Membran {ibertragenen Proteine wurden einem Immunoprint unterzogen. Die Detektion
der FucT V erfolgte mit dem anti-FucT V Serum (1:100) und einem anti-Kaninchen-AP-Konjugat
(1:10.000). Die Entwicklung erfolgte unter Verwendung von NBT/BCIP.

4.3 Selektion von Peptid-Bibliotheken ge-
gen die Fucosyltransferase V

Die bisherige Entwicklung von spezifischen Fucosyltransferase-Inhibitoren ba-
siert auf dem rationalen Design von Substrat- bzw. Ubergangszustands-Ana-
loga (Murray et al., 1997, Qiao et al., 1996 und Lee et al., 2003). Diese Sub-
stanzen weisen jedoch nur eine geringe inhibitorische Wirkung oder Spezifi-
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tét auf, da fiir Fucosyltransferasen keine fiir ein rationales Design notwendi-
gen Strukturinformationen vorliegen. Die Nutzung kombinatorischer Ansét-
ze, wie sie von Peptid-Bibliotheken représentiert werden, stellt einen differen-
ten Ansatz dar, der es ermoglicht eine sehr grofie Anzahl unterschiedlicher
Molekiile gegen die Fucosyltransferase V zu selektieren. Fir die Selektion
von Peptid-Bibliotheken eignet sich besonders die Phage Display-Technologie
(Smith, 1985). Diese Technologie ermdoglicht es komplett degenerierte Peptid-
Bibliotheken unterschiedlicher Formate mit Hilfe von Phagen fiir eine Selek-
tion zu prasentieren. Diese Technik wurde bereits zur Selektion von Epitop-
Mimetika (Wu et al., 2001), Inhibitoren (Koivunen et al., 1999 und Chaudhary
et al., 2001), synthetischen Liganden, Glycomimetika (Lesinski et al., 2001 und
Murali und Kieber-Emmons, 1997) und DNA-Mimetika (Sibille et al., 1997)
erfolgreich angewandst.

Fir die Anreicherung von spezifisch die Fucosyltransferase V bindenen Pep-
tiden mit Hilfe der Phage Display-Technologie standen Bibliotheken komplett
degenerierter Heptapeptide mit einer Diversitit von 1,2 x 109 zur Verfiigung.
Sie sind iiber einen kurzen Linker (Gly-Gly-Gly-Ser) mit dem N-Terminus des
Hiillproteins glllp des M13-Bakteriophagen fusioniert. Da der dieser Biblio-
thek zugrunde liegende Vektor ein Derivat des Phagen-Wild-Typs ist, wird
das Peptid von jedem Phagen in 4-6 facher Kopienzahl présentiert.

Zwei unterschiedliche Heptapeptid-Bibliotheken wurden fir die Selektion
gegen die Fucosyltransferase V verwendet. Im ersten Ansatz wurde eine linea-
re Heptapeptid-Bibliothek eingesetzt. Die lineare Struktur der prasentierten
Peptide ermoglicht aufgrund der hohen konformellen Flexibilitét eine vielseiti-
gere Anlagerung an das Zielprotein, und somit eine erhohte Wahrscheinlichkeit
einer Bindung. Im zweiten Ansatz sollte eine Heptapeptid-Bibliothek verwen-
det werden, bei der die randomisierten Peptide von Cysteinen flankiert durch
Bildung von Disulfidbriicken zu einem Ring geschlossen werden. Dieses Biblio-
theksformat versprach, aufgrund der eingeschrankten Flexibilitdt der Peptide,
eine erhohte Spezifitdt bei der Bindung der Fucosyltransferase V.

Zur Anreicherung spezifisch bindender Phagen stehen eine Vielzahl von al-
ternativen Strategien zur Verfiigung, wobei eine generelle Differenzierung der
Selektionverfahren in Loésung und unter Verwendung von unterschiedlichen
Immobilisierungsverfahren wie Adsorption, kovalenter Bindung oder Nutzung
von Affinitdtssystemen vorgenommen werden kann. An das Zielprotein ge-
bundene Phagen kénnen entweder durch einen pH-Sprung eluiert, oder durch
kompetitiven Inhibitore verdréangt werden. Da fiir die Fucosyltransferase V
kein geeigneter Inhibitor zur Verfiigung stand konnten bindende Phagen aus-
schlielich iiber einen pH-Verschiebung eluiert werden.

Um Aussagen tiber den Erfolg der durchgefiihrten Selektionen machen zu
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konnen, ist es entscheidend, ob die erhaltenen Phagen-Klone die Fucosyltrans-
ferase V hochspezifisch binden. Zu diesem Zweck sollten die Bindungseigen-
schaften der selektierten Phagen nicht nur gegen die Fucosyltransferase V,
sondern auch gegen ein Referenzprotein analysiert werden. Hier fiir sollte die
rekombinante DHFR aus B. thermocatenulatus (Golovacheva et al., 1975) ge-
wahlt, da es aufgrund seiner hohen Stabilitdt einfach zu handhaben, und das
rekombinante Protein in F. coli leicht zu produzieren ist. Auflerdem hat das
Protein weder funktionelle noch strukturelle Ahnlichkeit mit der Fucosyltrans-
ferase V, so daf} spezifisch bindende Phagen keinerlei Kreuzreaktivitaten mit
diesem Enzym zeigen diirften.

Die Expression dieses Vergleichproteins erfolgte als Fusionsprotein mit C-
terminalem ,His-Tag® in E. coli-Zellen. Hierfiir wurden BL21(DE3)-Zellen,
die mit dem Expressionsvektor pET26DHFR-His transformiert waren, bei
einer optischen Dichte von ODgygg = 1 mit 1mM IPTG induziert und fir
4h bei 37°C inkubiert. Zur Reinigung der rekombinanten DHFR wurden die
Zellen aufgeschlossen und das Zellysat einer Ni-Affinitdtschromatographie un-
terzogen. Unspezifisch gebundene Proteine wurden mit 25 mM Imidazol von
der Saule gewaschen, bevor die DHFR mit einer Imidazolkonzentration von
250 mM von der Séule eluiert wurde. Um das Protein von eventuell vorhande-
nen restlichen Verunreinigungen zu trennen und zu konzentrieren, wurden die
Elutionsfraktionen nach der Affinitdtschromatographie vereint und iiber eine
Kationentauscherchromatographie bei pH 7,8 gereinigt (Abbildung 4.23).
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Abbildung 4.23 Reinigung der rekombinanten DHFR aus B. thermocatenulatus mittels Katio-
nentauscherchromatographie: Vereinigte Elutionsfraktionen nach der Ni-Affinitatschromatographie
wurden iiber eine MonoS-Saule gegeben. Der pH-Wert des Lauf- und Elutionspuffers betrug 7,8.
Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte iiber einen linearen Gradienten von 0-1 M NaCl iiber
25 ml.

In der Analyse der Elutionsfraktionen mit Hilfe der SDS-PAGE erschien die
DHFR als singuldre Bande ohne erkennbare Verunreinigungen, so daf} diese
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Elutionsfraktionen fiir die spateren Applikationen einsetzbar waren (Abbil-
dung 4.24).

BRS E1 E2 E3 E4 E5
66 kDa, —=—
45kDa —>

31kDa —"e

—
20kDa — " "

Abbildung 4.24 Analyse der Elutionsfraktionen nach der sdulenchromatographischen Reinigung
der DHFR mittels Kationentauscherchromatographie: Die von der MonoS-Siule eluierten protein-
haltigen Fraktionen wurden auf ein 15 % iges SDS-Polyacrylamidgel geladen und einer Coomassie-
farbung unterzogen (BRS = broad range standard).

4.3.1 Entwicklung und Charakterisierung linearer
Peptid-Inhibitoren gegen die Fucosyltransfera-
se V

Die Selektion der durch Phagen présentierten linearen Heptapeptid-Bibliothek
gegen die rekombinante Fucosyltransferase V erfolgte in den ersten beiden Se-
lektionsrunden in Losung mit biotinyliertem Protein, welches zum Waschen
und Eluieren an Polystyroloberflichen-immobilisiertem Streptavidin gebun-
den wurde. Die Elution erfolgte bei einem pH-Wert von 2,2. Bei der dritten
Selektionsrunde wurde auf die Verwendung von Streptavidin verzichtet und
die Fucosyltransferase V kovalent an einer Epoxy-funktionalisierten Polystyrol-
Oberfliche gebunden. Die gebundenen Phagen wurden wiederum mit Hilfe
eines pH-Sprunges vom Zielprotein eluiert.

Nach der dritten Selektionsrunde war ein deutlicher Titeranstieg der eluier-
ten Phagen festzustellen, was als ein Indiz fiir eine erfolgreiche Anreicherung
bindender Phagen angesehen wurde (Abbildung 4.25).

Bei der Analyse der polyklonalen Phagen-Losungen im ELISA war ein deut-
licher Anstieg der Reaktivitéit gegen die FucT V zu beobachten, wobei jedoch
sowohl Streptavidin als auch die DHFR als Negativkontrolle im verstérkten
MaBe erkannt wurde (Abbildung 4.26).

In einer ELISA-Analyse 12 vereinzelter Phagen zeigten nur fiinf eine erh6hte
Reaktivitat gegen die Fucosyltransferase V. Allerdings bestétigt die Kreuzre-
aktivitat mit der DHFR die auch schon in der polyklonalen ELISA-Analyse
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Abbildung 4.25 Anzahl der eluierten Phagen: Eine durch Phagen présentierte lineare
Heptapeptid-Bibliothek wurde 3 Runden gegen die FucT V selektiert. Dargestellt ist die Anzahl der
nach der jeweiligen Selektionsrunde erhaltenen Phagen in 104 cfu.
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Abbildung 4.26 Polyklonaler Phagen-ELISA der Selektion linearer Heptapeptide gegen Fucosyl-
transferase V: Nach der Immobilisierung der FucT V auf der ELISA-Platte, wurden die Phagen
gebunden und mit einem anti-M13-POD-Konjugat (1:5000) detektiert. Die Farbentwicklung mit
ABTS wurde bei 405 nm vermessen. Als Kontrollen wurden zusétzlich Streptavidin und BSA auf
der Polystyroloberfliche immobilisiert.

beobachtete Unspezifitit (Abbildung 4.27). Kein analysierter Phagen-Klon er-
wies sich in der Analyse als spezifischer Binder der Fucosyltransferase V, so
daf} auf eine weitere Analyse verzichtet wurde.
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Abbildung 4.27 Monoklonaler Phagen-ELISA der Selektion linearer Heptapeptide gegen Fuco-
syltransferase V: Nach Immobilisierung der FucT V (50 pg/ml) auf der ELISA-Platte wurden die
monoklonalen Phagen gebunden und mit einem anti-M13-POD-Konjugat (1:5.000) detektiert. Die
Farbentwicklung mit ABTS wurde bei 405 nm vermessen. Als Kontrollen wurde zusétzlich DHFR,
Streptavidin und BSA auf der Polystyroloberflache immobilisiert. Gezeigt sind die Daten der dritten
Selektionsrunde.

4.3.2 Entwicklung und Charakterisierung zirkuldrer
Peptid-Inhibitoren gegen die Fucosyltransfera-
se V

Bei der Selektion der zirkularisierten Heptapeptid-Bibliothek indizierte der
Titeranstieg in der dritten Selektionsrunde deutlich eine Anreicherung spezifi-
scher Phagen (Abbildung 4.28). Die Analyse der polyklonalen Phagen zeigte
im ELISA eine deutlich gesteigerte Reaktivitat gegen FucT V, wobei im Gegen-
satz zu den Ergebnissen bei der Selektion der linearen Heptabibliothek die Re-
aktivitdt gegen Streptavidin nur schwach iber der BSA-Kontrolle lag. Die Re-
aktivitéat gegen die DHFR war jedoch in der polyklonalen ELISA-Analyse &hn-
lich hoch wie bei der Selektion der lineare Peptid-Bibliothek (Abbildung 4.29).

Nach der Analyse von 18 vereinzelten Phagen-Klonen im ELISA, erwiesen
sich alle Klone als spezifische Binder der FucT V. Trotz der hohen Reaktivitét
gegen die DHFR in der polyklonalen ELISA-Analyse, zeigten die ausgewéahlten
vereinzelten Phagen keinerlei Kreuzreaktivitdt gegen dieses Referenzprotein
und auch nicht gegen BSA oder Streptavidin (Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.28 Anzahl der eluierten Phagen: Eine durch Phagen priisentierte zirkuldre
Heptapeptid-Bibliothek wurde 3 Runden gegen die FucT V selektiert. Dargestellt ist die Anzahl der
nach der jeweiligen Selektionsrunde erhaltenen Phagen in 104 cfu.
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Abbildung 4.29 Polyklonaler Phagen-ELISA der Selektion zirkulérer Heptapeptide gegen Fuco-
syltransferase V: Nach der Immobilisierung der FucT V auf der ELISA-Platte, wurden die Phagen
gebunden und mit einem anti-M13-POD-Konjugat (1:5.000) detektiert. Die Farbentwicklung mit
ABTS wurde bei 405nm vermessen. Als Kontrollen wurden zusétzlich DHFR, Streptavidin und
BSA auf der Polystyroloberfliche immobilisiert.

Auch das hohe Signal-Rauschverhéltnis der Signale deutet auf eine Anreiche-
rung spezifisch bindender Phagen hin. Die 18 im ELISA untersuchten Phagen-
Klone wurden einer Sequenzanalyse unterzogen und die Primérstruktur der
préasentierten Peptide ermittelt. Dabei ergaben sich 13 unterschiedliche Amino-
sauresequenzen (Tabelle 4.4). Eine Sequenz wurde von vier Phagen reprisen-
tiert und je zwei Sequenzen von zwei Phagen. Alle analysierten Peptidsequen-
zen waren der Konsensussequenz SPGMNWL sehr dhnlich. Hochkonserviert
ist die Sequenz SPX; MX,WL bei der X, meistens Glycin (55 %) ist aber auch
Serin (38 %) oder Alanin (5,5 %) sein kann. Die Position X, besitzt eine deut-
lich hohere Variabilitdt: Hier kann es sich um die Aminosduren Asparagin
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Abbildung 4.30 Monoklonaler Phagen-ELISA der Selektion zirkuldrer Heptapeptide gegen Fuco-
syltransferase V: Nach Immobilisierung der FucT V auf der ELISA-Platte wurden die monoklonalen
Phagen gebunden und mit einem anti-M13-POD-Konjugat (1:5000) detektiert. Die Farbentwicklung
mit ABTS wurde bei 405 nm vermessen. Als Kontrollen wurden zusétzlich DHFR, Streptavidin und
BSA auf der Polystyroloberfliche immobilisiert. Gezeigt sind die Daten der dritten Selektionsrunde.

(44 %), Alanin (22 %), Serin (11 %), Glutamin (5,5 %), Glutaminsaure (5,5 %)
oder Leucin (5,5 %) handeln. Drei Peptide folgen nicht diesem Schema und wie-
sen als erste Aminosiure ein Threonin statt Serin oder an der siebten Position
ein Isoleucin statt eines Leucins auf.

4.3.3 Charakterisierung synthetischer Peptide

Aufgrund der guten Bindungseigenschaften und der grofien Sequenzéhnlichkei-
ten der selektierten Phagen sollten die Bindungseigenschaften eines syntheti-
schen Peptides analysiert werden. Hierzu wurde das Peptid mit der Konsen-
sussequenz CSPGMNWLCK synthetisiert und oxidativ zyklisiert. Durch das
FEinfiigen eines terminalen Lysinrestes konnte das synthetische Peptid nach
der Synthese chemisch modifiziert werden. Insbesondere die Fluoreszenzmar-
kierung und die Immobilisierung kénnen fiir spitere Applikationen von Bedeu-
tung sein.

Fiir die Untersuchung der Bindungseigenschaften des Peptides und der Fuco-
syltransferase V wurde das Peptid am terminalen Lysin Fluoreszein-markiert
und mit Hilfe der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) vermessen.
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Klon Peptidsequenz
C7C1 CSPAMEWLC
C7C2 CSPSMSWLC
C7C3 CSPGMNWLC
C7C4 CTPGMNWLC
C7C5H CSPGMAWLC
C7C6 CSPGMNWLC
CcrC7 CSPGMNWLC
C7C8 CSPSMQWLC
C7C9 CSPSMAWLC
C7C10 CSPSMMWLC
C7C11 CSPGMNWLC
C7C12 CSPGMNWLC
C7C13 CSPSMLWLC
C7C14 CSPGMAWIC
C7C15 CSPGMNWIC
C7C16 CSPSMAWLC
C7C17 CSPGMNWLC
C7C18 CSPSMSWLC
Konsensussequenz: CSPGMNWLC

Tabelle 4.4 Sequenzen der gegen Fucosyltransferase V selektierten zirkuldren Heptapeptide.

Diese Methode erméglicht durch die Bestimmung der Diffusionsgeschwindig-
keiten die Charakterisierung von Ligand-Protein-Wechselwirkungen in Losung.
Die Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff erlaubt die direkte Beobach-
tung des Liganden mit Hilfe von Laseroptiken und somit direkte Riickschliisse
iiber die Brown’schen Bewegungen des Liganden sowie des Protein-Ligand-
Komplexes.

Die FCS-Messungen zeigten selbst bei Konzentrationen von 22,5nM fiir
das markierte Peptid und 220 nM fiir die rekombinante FucT V eine deutliche
Verianderung in der Diffusionsgeschwindigkeit (Abbildung 4.31) und indizieren
so eine hohe Affinitét. Diese Ergebnisse sind erste Hinweise, dafi es sich bei dem
synthetischen Peptid um einem spezifischen Liganden der Fucosyltransferase V
handelt.

Zur Evaluierung, inwieweit dieser aus der Phagenselektion hervorgegange-
ne spezifische Ligand ein Inhibitor der Fucosyltransferase V ist, wurde mit
unterschiedlichen Konzentrationen des synthetischen Peptides ein Aktivitats-
test durchgefiihrt (Abbildung 4.32). Deutlich ist erkennbar, dafi das Peptid
selbst bei einer Konzentration von 1 mM keine Einflufy auf den enzymatischen
Umsatz aufweist.
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Abbildung 4.31 Analyse des Bindungsverhalten des synthetischen zirkuliren Peptides
CSPGMNWLCK-FITC: Das FITC-markierte Peptid wurde mit einer Konzentration von 22,5 nM in
einem Confocor LSM 510 META vermessen (schwarze Kurve). Durch Zugabe von 220 nM FucT V
und Bindung an das Peptid dndert sich die Diffusionsgeschwindigkeit des Fluoreszeins (rote Kurve).
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Abbildung 4.32 Charakterisierung des synthetischen Peptides CSPGMNWLCK hinsichtlich sei-
ner inhibitorischen Eigenschaften gegeniiber der Fucosyltransferase V: 100 ng rekombinante FucT V
wurden fiir 1h bei RT mit unterschiedliche Konzentrationen des synthetischen Peptides inkubiert.
Anschlieflend wurden die Proben mit Hilfe eines Aktivititstest untersucht und der enzymatische
Umsatz relativ zueinander aufgetragen.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine 1sliche Form der humanen Fucosyl-
transferase V in unterschiedlichen Expressionssystemen hergestellt werden
und verschiedene Fragestellungen beziiglich Struktur-Funktions-Beziehungen
beantwortet werden. Dabei standen die Aufkldrung von Dimerisierungsmecha-
nismen sowie die Untersuchung der Glycanstrukturen im Vordergrund. Des-
weiteren konnte mit Hilfe der Phage Display-Technologie aus einer Peptid-
Bibliothek ein Peptidligand gegen die Fucosyltransferase V selektiert werden.

5.1 Expression der Fucosyltransferase V

Die Expression in E. coli bietet den Vorteil, dafl durch eine hohe Proliferation
der Zellen sehr viel rekombinantes Protein in kurzer Zeit exprimiert wird. Mit
Hilfe dieses Expressionssystems ist es moglich in kurzer Zeit und mit geringem
Aufwand rekombinante Proteine herzustellen. Obwohl E. coli-Zellen nicht in
der Lage sind das Protein postranslational zu modifizieren und auch die Aus-
bildung von Disulfidbriicken nur eingeschrankt moglich ist, gibt es zahlreiche
Berichte iiber die erfolgreiche Expression sowohl von prokaryotischen, als auch
eukaryotischen Glycosyltransferasen in E. coli (Kaminaga et al., 2004, Kakuda
et al., 2004 und Gong et al., 2004).

Fiir die Expression der rekombinanten Fucosyltransferase V in E. coli wur-
den zwei unterschiedliche Strategien gewéhlt. In einem ersten Ansatz wurde
das Enzym mit N-terminalem , His Tag“ exprimiert. Der zweite Ansatz beruh-
te auf der Annahme, dafl die N-terminale Fusion mit dem Maltose- Binding-
Protein die Bildung von l6slichem Protein erleichtert.

Die Expression als ,,His Tag“-Fusionsprotein erfolgte unter der Kontrolle des
sehr starken T7-Promotors. Bei der Analyse der Expression mittels der SDS-
PAGE konnte nach 1h eine Bande mit einem apparenten Molekulargewicht
von 41 kDa detektiert werden, deren Intensitdt im Laufe der Zeit zunahm und
nach 3h ein Maximum erreichte. Die Analyse im Immunoblot zeigte, daf die
Fucosyltransferase V nach dem Zellaufschlu8 ausschliellich in den unléslichen
Fraktionen zu finden war, und somit das Protein als unlésliches Proteinaggre-
gat (Inclusion Bodies) exprimiert wurde. Diese Bildung von Einschlulkérper-
chen wird bei der Expression heterologer Proteine in E. coli hdufig beobach-
tetet (Marston, 1986).

Bis heute wurden viele Strategien entwickelt, die Bildung von 16slichem bzw.
korrekt gefaltetem Protein bei der Expression zu unterstiitzen. Durch Koex-
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pression mit Chaperonen konnte in einigen Féllen der Anteil an 16slichem Pro-
teins erhoht werden, jedoch sind positive Ergebnisse selten (Goloubinoff et al.,
1989). Die a-1,6-Fucosyltransferase aus Rhizobium spa konnte jedoch durch
die Uberexpression des Chaperonsystems GroEL/GroES als aktives korrekt
gefaltetes Protein in E. coli exprimiert werden (Bastida et al., 2003).

Eine weitere angewendete Methode, die Bildung von Inclusion Bodies zu
vermeiden bzw. das Verhaltnis von loslichem zu unléslichem Protein zu ver-
bessern, ist die Verdnderung der Expressionsbedingungen in Hinblick auf eine
verlangsamte Proliferation. So fithrt eine niedrigere Temperatur bei der Kulti-
vierung von F. coli-Zellen zu einem verlangsamten Wachstum und somit auch
zu einer geringeren Bildung des rekombinanten Proteins, welches dann vor-
nehmlich in Losung bleibt (Schein und Noteborn, 1989). Dieser Ansatz fithrte
jedoch zu keiner Bildung von l6slicher rekombinanter Fucosyltransferase V.

Die Riickfaltung unloslicher Proteinaggregate stellt einen weiteren vielver-
sprechenden Ansatz dar, 16sliches und aktives Protein zu erhalten. Da nach
der Riickfaltung haufig ein heterogenes Gemisch an funktionell aktivem und
misgefaltetem Protein vorliegt, ist eine Abtrennung misgefalteter Proteine not-
wendig, jedoch meist nicht durchfiirbar. Die Méglichkeit richtig gefaltete Fuco-
syltransferase V tber die spezifische Bindung an GDP-Agarose abzutrennen,
148t es vielversprechend erscheinen, dafl durch eine Riickfaltung aktive Fuco-
syltransferase V erhalten werden kann

Um die als unlésliches Proteinaggregat exprimierte Fucosyltransferase V zu
solubilisieren, wurden die Zellen mit 6 M GuHCI aufgeschlossen, das Prote-
in iiber eine Ni-Chelatséule gereinigt und so in sehr hohen Konzentrationen
(13mg/1) und 80 % Reinheit dargestellt. Die Riickfaltung von aufgeschlossenen
und solubilisierten Proteinen erfolgt in der Regel durch Dialyse oder Verdiin-
nung. Durch diese Schritte wird die Konzentration an chaotropen Agentien
verringert, so dafy die denaturierte Form nicht mehr stabilisiert wird. In den
meisten Féllen fithrt diese Prozedur zum Ausfallen des Proteins und nicht zu
einer Riickfaltung in die native Konformation. Unterschiedliche Bedingungen
in den verwendeten Puffersystemen jedoch kénnen eine Riickfaltung unterstiit-
zen, indem sie das Ausfallen verzégern und Faltungsintermediate stabilisieren.
Wie das Riickfaltungsprotokoll im Einzelnen auszusehen hat, ist fiir jedes Pro-
tein zu evaluieren und kann nicht vorausgesagt werden (Rudolph und Lilie,
1996). Substanzen, die in der Lage sind, Faltungsintermediate zu stabilisieren
sind z.B. polare Additive (L-Arginin), Osmolyte (PEG), Detergentien (Lauryl
Maltosid) oder geringe Konzentrationen an Chaotropen (Guanidin Hydrochlo-
rid). Andere Parameter, die bei der Faltung von Proteinen eine Rolle spielen,
sind der pH-Wert, die Ionenstérke, Proteinkonzentration oder die Anwesen-
heit von spezifischen Liganden. Da bei der Ausbildung der dreidimensionalen
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Struktur der Fucosyltransferase V die Bildung von Disulfidbriicken notwendig
ist (Holmes et al., 2000), konnen niedermolekulare Thiolreagenzien in reduzier-
ter und oxidierter Form fiir die Einstellung eines geeigneten Redoxpotentials
im Riickfaltungspuffer verwendet werden (Ahmed et al., 1975).

Die Riickfaltung der Fucosyltransferase V aus in E. coli exprimierten Ein-
schlusskorpern erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe des Foldlt-Kits. Auf diese
Weise kénnen 16 unterschiedliche Riickfaltungsbedingungen in kurzer Zeit ge-
testet und so die fiir die Riickfaltung entscheidenden Bedingungen evaluiert
werden. Zwei Riickfaltungspuffer erwiesen sich als geeignet, die Fucosyltrans-
ferase V in eine l6sliche Form zu iiberfiihren. Der Vergleich dieser Pufferbe-
dingungen lassen einen Riickschlufi auf die fiir die Riickfaltung entscheiden-
den Parameter zu; Beide Puffer weisen einen basischen pH-Wert (pH 8,3) auf
und haben gleiche Zusammensetzung an einwertigen Salzen (10,56 mM NaCl,
0,44mM KCIl) und eine gleiche Chaotrop-Konzentration (550 mM GuHCI).
Fir die Reduktion von Disulfidbriicken scheint die Anwesenheit von 1mM
DTT notwendig zu sein. Zweiwertige Kationen scheinen keinen Einflufi auf
die Riickfaltung zu haben, da der erste Puffer eine Konzentration von 1,1 mM
EDTA aufweist, der zweite Puffer jedoch hohe Mengen an Magnesium- und
Calcium-Chlorid enthilt. Das Verhéltnis von eingesetztem vollstindig dena-
turiertem Protein (100 pg) zu 16slichem Protein (5 pg) ist jedoch als zu klein
anzusehen, um mit dieser Methode 16sliche Fucosyltransferase V im prépara-
tivem MafBistab herzustellen. Bei den durchgefiihrten Aktivititstests konnte
keine Fucosyltransferase-Aktivitit nachgewiesen werden, auch wenn die In-
kubationszeit auf das Dreifache des Ublichen erhoht wurde. Die Menge an
eingesetztem Enzym (10ng) sollte nach dieser Zeit ein deutliches Signal erge-
ben.

Da die Strategie, die Fucosyltransferase V aus Einschlufikérperchen in die
native Form riickzufalten nicht zu enzymatisch aktiven Protein fithrte, wurde
ein zweiter Ansatz gewéhlt, bei dem die Fucosyltransferase V in vivo korrekt
gefaltet werden sollte. Durch die Fusion mit dem E. coli-Protein MBP kann er-
reicht werden, dafl sonst unlosliche Proteine 16slich in der Zelle vorliegen (Mai-
na et al., 1988). So konnte gezeigt werden, dafl eine GDP-Mannosyltransferase
mit einem N-terminalen MBP-Fusionsteil 16slich und funktionell aktiv in E. co-
li exprimiert werden kann (Muniz et al., 2004). Da es sich beim MBP um ein
periplasmatisches E. coli-Protein handelt, wird auch das Fusionsprotein in
das Periplasma exportiert. Die dort herrschenden oxidativen Bedingungen un-
terstiitzen die Ausbildung der fiir die Faltung notwendigen Disulfidbriicken.
Zusétzlich zur Vermittlung von Loslichkeit und korrekter Faltung dient der
MBP-Fusionsanteil zur Reinigung des rekombinanten Proteins iiber eine Amy-
losematrix.
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Das MBP-FucT V Fusionsprotein wurde unter der Kontrolle des lac-Promo-
tors in BL21(DE3)-Zellen exprimiert. Dabei fand trotz Signalsequenz kein bzw.
nur ein sehr geringer Transport ins Periplasma statt, so dafl das rekombinan-
te Protein aus einem Gesamtzellaufschluf} iiber eine Amylosematrix gereinigt
werden mufite. Nach der Reinigung konnte in den Elutionsfraktionen das Fu-
sionsprotein mit einem apparenten Molekulargewicht von 83 kDa detektiert
werden. Zusétzlich wurden einige Proteine geringerer Masse von der Saule
eluiert, die wahrscheinlich durch Translationsabbriiche entstanden sind und
somit aber trotzdem an Amylose gebunden haben. Obwohl die Fucosyltrans-
ferase V als MBP-Fusionsprotein in F. coli als vollstandig l6sliches Protein ge-
bildet wurde, konnte kein enzymatischer Umsatz im Aktivitétstest detektiert
werden, so dafl auch hier die Frage offen bleibt, ob die Fucosyltransferase V
in ihrer nativen Form vorliegt. Die Tatsache, dafl das Fusionsprotein fast aus-
schliefflich cytosolisch vorlag, indiziert, daf} die fiir die Ausbildung der korrek-
ten dreidimensionalen Struktur essentiellen Disulfidbriicken nicht geschlossen
wurden. Ein in vitro durchgefithrtes redox-shuffling konnte zu einer nachtrig-
lichen Ausbildung korrekt verkniipfter Disulfidbriicken und somit zu aktivem
Enzym fiihren.

Da eukaryotische Expressionssysteme in der Lage sind posttranslationale
Modifikationen wie z.B. N-Glycosylierung durchzufithren, und die prokaryoti-
sche Expression in F. coli zu keiner aktiven Fucosyltransferase V fiihrte, wurde
das Enzym in unterschiedlichen eukaryotischen Zellinien exprimiert.

Fiir die heterologe Expression rekombinanter Protein stehen eine Vielzahl
von unterschiedlichen eukaryotische Expressionssysteme zur Verfiigung.

Hefen vereinen die Einfachheit der Handhabung und den niedrigen Material-
aufwand prokaryotischer Expression mit der eukaryotischen Authentizitit der
Faltung und der postranslationalen Modifikation der sdugetierzell-basierenden
Expressionsysteme. Authentische Glycostrukturen sind bei der Expression hu-
maner Proteine aufgrund des hohen Ausmafles an N-Hyper-Glycosylierung
jedoch nicht zu erwarten.

Insektenzellen wurden vielfach fiir die Expression rekombinanter Fucosyl-
transferasen, insbesondere der Fucosyltransferase III, eingesetzt (Morais und
Costa, 2003 und Morais et al., 2001). Diese Zellen koénnen sowohl durch In-
fektion mit rekombinanten Baculoviren als auch durch stabile Transfektion
von Plasmiden fiir die rekombinante Expression humaner Glycoproteine ge-
nutzt werden. Der Expressionapparat der Insektenzellen ist vergleichsweise
nahe mit dem der hoheren Eukaryonten verwandt, ihre Glycosylierungsmus-
ter unterscheiden sich allerdings in gewissen MaBen (O'Reilly et al., 1994).
Seit einiger Zeit sind allerdings Insektenzelllinien auf dem Markt, die unter-
schiedliche Saugetierzell-Glycosyltransferasen stabil exprimieren und somit zu
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einer sdugetierzellahnlichen Glycosylierung der rekombinanten Proteine fiih-
ren (Jarvis et al., 1998). Durch die hohe Proliferation und die Verwendung
starker viraler Promotoren, kann die Ausbeute an rekombinanten Protein die
von Saugetierzellen bei weitem tibertreffen.

Saugetierzellen sind fiir die homologe Expression rekombinanter Proteine
der geeigneteste Ansatz in Bezug auf posttranslationale Modifikationen und
Prozessierung. Speziell die Glycosylierung ist weitestgehend authentisch. S&u-
getierzellen ermoglichen neben der guten Kultivierbarkeit und der hohen
Transfektionseffizienz eine Kultivierung in serum-freiem Medium, was eine
Reinigung des rekombinanten Proteins erleichtert.

Bislang konnte aktive Fucosyltransferase V sowohl in unterschiedlichen Sau-
getierzellen (de Vries et al., 1995), Insektenzellen sowie in dem Schimmelpilz
Aspergillus niger var (Murray et al., 1996) exprimiert werden, wobei hier besté-
tigt wurde, daf eine Glycosylierung notwendig ist, aber diese nicht authentisch
sein muf}, da Insektenzellen zu einer von héheren Eukaryoten abweichenden
Glycosylierung neigen (O’Reilly et al., 1994).

In dieser Arbeit wurde die Fucosyltransferase V in HEK 293- und CHO-
Zellen exprimiert und zur Sekretion mit der Signalsequenz des (3-Trace-Prote-
ins versehen. Diese Signalsequenz hat sich bereits bei der Expression der Fu-
cosyltransferase III in unterschiedlichen Zellinien als effektiv erwiesen (Morais
et al., 2001). Sowohl in den Kulturiiberstéanden der transfizierten CHO-Zellen
als auch in den Uberstéinden der HEK 293-Zellen konnte die rekombinante Fu-
cosyltransferase V im Immunoprint und mit Hilfe eines Aktivititstests nachge-
wiesen werden. Die Menge an gebildetem Protein unterscheidet sich zwischen
CHO- und HEK 293-Zellen bei gleicher Transfektioneffizienz um den Faktor
2, ist aber vergleichbar mit den fiir BHK- und COS-Zellen beschriebenen Aus-
beuten (Christensen et al., 2000a und de Vries et al., 1995).

Das apparente Laufverhalten ist mit 90 und 88kDa doppelt so hoch wie
der zu erwartende Wert und ist begriindet in der Dimerisierung dieses Fuco-
syltransferase V-Konstruktes. Durch Reduktion wurde die monomere Form
mit einem apparenten Molekulargewicht von 44 kDa erhalten. Hinsichtlich der
Laufhohe und der Homogenitdt der gebildeten Fucosyltransferase V unter-
scheiden sich die CHO-Zellen stark von den HEK 293-Zellen. Das von den
CHO-Zellen gebildete Fucosyltransferase V-Dimer hat ein um 1-2kDa ho-
heres apparentes Laufverhalten als das von den HEK 293-Zellen gebildete
Protein, was wahrscheinlich auf eine unterschiedliche Glycosylierung zuriick-
zufiithren ist. Deutlicher wird der Unterschied bei der Analyse der reduzierten
Formen. Die von den HEK 293-Zellen gebildete Fucosyltransferase V erscheint
im Immunoprint als Doppelbande, wéhrend das von den CHO-Zellen gebildete
Protein als singuldre Bande erscheint, die der schwereren Bande der HEK 293-
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Zellen-Expression entspricht. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daf} sich das
von den HEK 293-Zellen gebildete Dimer aus einer schweren und einer leich-
ten Fucosyltransferase V zusammensetzt, deren Masseunterschiede sich erst
in der reduzierten monomeren Form bemerkbar machen. CHO-Zellen dagegen
scheinen nur eine einzige Form der Fucosyltransferase V zu exprimieren, die
auch in der monomeren Form als singuldre Bande erscheint.

Die Bildung von Dimeren ist bei Glycosyltransferasen ein haufig beobachte-
tes Phanomen. So wird die Fucosyltransferase V auch dann als Dimer expri-
miert, wenn die cytoplasmatische und die transmembrane Doméne enthalten
sind (Christensen et al., 2000b), so dafl davon ausgegangen werden kann, dafl
dieser Effekt nicht auf die Deletion dieser Proteindoménen zurtickzufithren ist.
Dennoch ist unklar, welche Cysteine im Protein fiir die Dimerisierung verant-
wortlich sind.

Die rekombinante Expression einer 16slichen und aktiven Form der Fucosyl-
transferase V konnte durch die Verwendung von Saugetierzellen verwirklicht
werden und zeigt die Uberlegenheit eines eukaryotische Expressionsystem ge-
geniiber der Expression in E. coli. Die Verwendung von Saugetierzellen aller-
dings ist limitiert durch die geringen Ausbeuten an rekombinantem Protein
und somit hinsichtlich einer strukturellen Untersuchung des Enzyms nicht ge-
eignet.

Insektenzellen versprechen durch die Verwendung stérkerer Promotoren und
durch stérkere Proliferation héhere Ausbeuten an rekombinanten Protein. Drei
unterschiedliche Strategien zur Expression von rekombinanter Fucosyltrans-
ferase V in Insektenzellen wurden hinsichtlich ihrer Effizienz und Ausbeute
miteinander verglichen. Durch diesen Vergleich sollte evaluiert werden, wel-
che Strategie fiir die Expression der rekombinanten Fucosyltransferase V hin-
sichtlich struktureller Untersuchungen am geeignetesten ist. In zwei Ansétzen
wurde das rekombinante Protein mit Hilfe des Baculovirus-Expressionssystem
exprimiert, wobei evaluiert werden sollte, inwieweit die Verwendung unter-
schiedlich starker Promotoren Einfluf} auf die gebildete Proteinmenge hat. So-
wohl der Polyhedrinpromotor als auch der pl0-Promotor werden in der sehr
spaten Phase der viralen Replikation aktiv, wobei der p10-Promotor als etwas
schwiécher beschrieben ist (Roelvink et al., 1992). Besonders stellte sich hier
die Frage, ob die Expression zeitlich durch die virusbedingte Lyse der Zellen
terminiert wird, oder ob es durch die Uberexpression der Fucosyltransferase V
zu einem vorzeitigen Zusammenbruch der Proteinfaltungsmaschinerie und des
sekretorischen Weges kommt. Schwéchere Promotoren konnten, im letzteren
Fall, fir eine Verlangerung der Expression sorgen, und damit im Endeffekt
die Proteinausbeute erhthen. Im dritten Ansatz wurde die rekombinante Fu-
cosyltransferase V in stabil transfizierten Insektenzellen exprimiert. Diese kon-
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tinuierliche Expression hat den Vorteil, dafl die Zellen tiber einen sehr langen
Zeitraum Protein produzieren und somit die Ausbeute stark erhéht wird.

Durch die Infektion von BTI-TN-5B1-4-Zellen, einer Zellinie aus Tricho-
plusia ni, mit rekombinanten Baculoviren konnte die Fucosyltransferase V
exprimiert und im Uberstand nachgewiesen werden. Die Ausbeute an rekom-
binantem Protein war jedoch in hohem Mafle von der eingesetzten Virusmenge
und dem verwendeten Promotor abhéngig. Erst bei einer MOI von 5 und un-
ter Verwendung des Polyhedrinpromotors, wurde die Fucosyltransferase V in
einem signifikant hoheren Mafle, als in Sdugetierzellen exprimiert. Bei gerin-
gen MOIs war die Expressionsrate niedrig und es konnten kaum signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Ansétzen festgestellt werden.

Hinsichtlich der eingesetzten Virusmenge entspricht dieses Ergebnis den Er-
wartungen, da eine konzertierte Infektion moglichst aller Zellen nur durch
einen hohen Uberschuff an Virus zu gewidhrleisten ist. Die deutliche Uberle-
genheit des Polyhedrinpromotors gegeniiber dem schwicheren p10-Promotor
war jedoch so nicht vorherzusagen.

Die Expression der Fucosyltransferase III mit Hilfe des Baculovirus-Expres-
sionsystems fiihrt zu einer massiven Anreicherung misgefalteten Proteins im
endoplasmatischen Retikulum und damit zum Zusammenbrechen der Prote-
insekretion schon am dritten Tag nach der Infektion (Morais et al., 2001).
FEin schwécherer Promotor wie der pl0-Promotor sollte durch die geringere
Transkription ein Zusammenbrechen der Proteinprozessierung verzégern bzw.
verhindern kénnen und damit im Endeffekt zu héheren Proteinausbeuten fiih-
ren (DiFalco et al., 1997 und Pajot-Augy et al., 1999). Es ist jedoch deutlich
erkennbar, dafl; unabhéngig vom eingesetzten Promotor, am dritten Tag nach
der Infektion die Zellproliferation stark nachlédfit und die Fucosyltransferase-
Aktivitit im Uberstand ein konstantes Niveau erreicht. Der Auftrag der Zellvi-
talitdt gegeniiber der Gesamtzellzahl macht deutlich, daf sich zu diesem Zeit-
punkt die Zellen in der sehr spéte Phase der Virusreplikation befinden und
schon nach 72h zu einem groien Teil tot sind (Harrap, 1972). Diese Ergebnis-
se indizieren, daf}, unabhéngig vom eingesetzten Promotor, die Fahigkeit zur
Proteinsekretion und Expression aufgrund der virusbedingten Lyse der Zellen
in der sehr spaten Phase der Replikation nachléfit. Die Verwendung schwéche-
rer Promotoren wie des pl0-Promotor 148t nur dann einen Vorteil erwarten,
wenn es aufgrund der extremen Uberproduktion an rekombinanten Protein zu
einem vorzeitigem Zusammenbruch des zellularen Faltungsapparates kommt
(DiFalco et al., 1997 und Pajot-Augy et al., 1999). Auch die Verwendung von
Promotoren, die zu einem fritheren Zeitpunkt wérend der Virusreplikation ak-
tiv sind, wiirde in einem solchen Fall die Ausbeute an Protein erh6hen, obwohl
diese Promotoren in der Regel deutlich schwécher sind als die Promotoren der
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sehr spiten Phase (Thiem und Miller, 1990).

Die stabile Expression der Fucosyltransferase V in Insektenzellen erfolgte
unter Verwendung des Insect Select Sytems, bei dem stabil transfizierte In-
sektenzellen durch die Selektion mit Blasticidin erhalten werden. Nach der
Transfektion konnte nach zwei Wochen eine stabile Zellinie etabliert und die
Fucosyltransferase V im Uberstand detektiert werden.

Das Laufverhalten der in Insektenzellen exprimierten Fucosyltransferase V
in der SDS-PAGE entspricht weitestgehend dem der Sdugetierzellexpression.
Die Fucosyltransferase V wird grofitenteils als Dimer mit einem apparenten
Molekulargewicht von 86 kDa exprimiert und hat damit ein 2-3kDa geringe-
res Molekulargewicht als das Protein aus den HEK 293-Zellen. Zusatzlich zu
der dimeren Form ist hier jedoch eine monomere Form zu detektieren, die
sich im Gegensatz zur singuliren Bande bei den CHO-Zellen und der Dop-
pelbande bei der Expression in HEK-Zellen in eine Tripelbande aufspaltet.
Reduktion der singulédren Dimerbande fiihrt zur identischen Aufspaltung in
drei unterschiedlich schwere monomere Fucosyltransferase V-Formen.

Die Ausbeute an rekombinantem Protein betrégt fiir die Baculovirus in-
duzierte Expression 1-2mg/1 und fiir die stabile Expression 10-12mg/1. Die
deutlich hohere Ausbeute an gebildetem aktivem Enzym und die einfache-
re Handhabung macht diese Expressionsmethode fiir die Herstellung der re-
kombinanten Fucosyltransferase V in Insektenzellen allen anderen Methoden
iiberlegen. Die Verwendung grofivolumiger Suspensionskulturen 148t es zu, die
Fucosyltransferase V in sehr groflen Maf}stdben herzustellen und fiir struktu-
relle Untersuchungen, sowie den Einsatz in der enymatische Synthese schwer
zugénglicher Zuckerstrukturen zu nutzen. Desweiteren kénnte die Ausbeute
weiter erhoht werden, wenn durch Vereinzelung der stabilisierten Zellen die in-
terzelluldre Varianz aufgehoben wird und eine monoklonale Zellinie generiert
werden wiirde.

Die Reinigung der rekombinanten Fucosyltransferase V erfolgte tiber eine
Kombination von Affinitdtchromatographie und Ionenaustauschchromatogra-
phie. Als Affinitdtsmatrix wurde GDP-Affigel verwendet, das durch seine ho-
he Affinitdt zu unterschiedlichen Fucosyltransferasen geeignet ist, diese spe-
zifisch zu binden, gleichzeitig aber eine schonende kompetitive Elution mit
freiem GDP zulafit. Das immobilisierte GDP erwies sich dabei als zugénglich
sowohl fiir die dimere als auch fiir die monomere Form der Fucosyltransfera-
se V und resultierte in einer Koreinigung beider Spezies. Ein Unterschied im
Bindungsverhalten konnte nicht festgestellt werden. Der limitierende Faktor
dieses Reinigungsschrittes ist die geringe Kapazitit der eingesetzten Matrix,
sowie die geringe Haltbarkeit. Lediglich 25 pg rekombinante Fucosyltransfera-
se V konnten pro ml Sdulenmatrix gebunden werden und diese Kapazitét
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nahm im Laufe weniger Wochen stark ab. Eine alternative Affinitatsreinigung
iiber andere spezifische Liganden oder Einfithrung eines Affinitéatstags scheint
daher notwendig zu sein, um ausreichende Menge an rekombinanten Protein
zu reinigen. Die Elution mit freiem GDP, einem Inhibitor der Fucosyltransfera-
se V, stellt eine weitere Problematik dieser Reinigungsmethode dar, denn fir
funktionelle Untersuchungen mufl diese Substanz komplett entfernt werden.
Zu diesem Zweck wurde als zweiter Reinigungsschritt eine Kationentauscher-
Chromatographie gewéahlt, die es erlaubt restliche Verunreinigungen sowie das
GDP von der Fucosyltransferase V zu trennen. Allgemein ist zu sagen, daf
diese Methode zu einem Protein fithrt, daf§ mit 90 % Reinheit vorliegt und
aufgrund seines einfachen Aufbaus zu geringen Verlusten fiihrt.

5.2 Untersuchungen zu Struktur-Funktions-
Beziehungen

Die Expression des vorliegenden Konstruktes fithrte sowohl in CHO- und HEK-
Zellen als auch in BTI-TN-5B1-4-Zellen zur Ausbildung eines iiberwiegenden
Anteils an Dimeren. Diese Dimere erscheinen im Immunoprint als singuldre
Bande und lassen sich mit 1 mM DTT zu Monomeren reduzieren. Durch die Re-
duktion erscheint die Fucosyltransferase V in der SDS-PAGE als Doppelbande
(HEK 293-Zellen) bzw. als Tripelbande (BTI-TN-5B1-4-Zellen). Ausschliefi-
lich in CHO-Zellen erscheint die Fucosyltransferase V als singuldre Bande,
wenn sie mit reduzierenden Agentien behandelt wurde. Sowohl die Dimere als
auch die Monomere binden an GDP und sind funktionell aktiv. Durch ortsspe-
zifische Mutagenese konnte gezeigt werden, dafl ausschliefilich das Cys64 fir
die Dimerisierung in dem in dieser Arbeit exprimierten Konstrukt verantwort-
lich ist.

Die Dimerisierung von Glycosyltransferasen iiber definierte Disulfidbriicken
ist ein beschriebenes Phéanomen. So fithrt auch die Expression der nicht dele-
tierten Fucosyltransferase V in COS-Zellen zu einem geringen Mafle zur Aus-
bildung von Dimeren (Christensen et al., 2000a). Dimere Formen von Glycosyl-
transferasen sind unter anderem fiir die §-Galactosid-a-2,6-Sialyltransferase
(Ma und Colley, 1996), die Core 1 51,3-N-Acetylglucosaminyltransferase und
die Fucosyltransferase I beschrieben (El-Battari et al., 2003). Die Bedeutung
dieser Dimerisierung ist bis heute unklar, scheint aber eine Rolle bei der Regu-
lierung der Aktivitat und bei der Sekretion zu spielen. Am besten untersucht
sind diese Mechanismen bei der [-Galactosid-a-2,6-Sialyltransferase. Dieses
Enzym dimerisiert im endoplasmatischen Retikulum und weist als Dimer nur
eingeschrankte Aktivitat auf, ist jedoch weiter in der Lage sein Substrat Ga-
lactose zu binden. Das fiir die Dimerisierung verantwortliche Cystein (Cys24)
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in der S-Galactosid-a-2,6-Sialyltransferase liegt in der Transmembrandoméne
und andere Cysteine scheinen keine Rolle bei der Dimerisierung zu spielen.
Bei der Fucosyltransferase I scheint die Dimerisierung einen Einfluf§ auf die
Sekretion des Enzyms zu haben. Im Golgi-Apparat liegen sowohl dimere als
auch monomere Formen des Proteins vor, wahrend ausschliellich das Dimer
sekretiert wird. Im Gegensatz zur (-Galactosid-a-2,6-Sialyltransferase sind
aber beide Formen enzymatisch aktiv (Qian et al., 2001).

Die rekombinanten Fucosyltransferase V-Dimere lassen sich durch Behand-
lung mit 1 mM DTT reduktiv spalten, wobei es zu einem leichten Anstieg der
Aktivitat kommt. Hypothetisch ist dieser Anstieg durch die partielle Oxyda-
tion des ungebundenen Cys156 wéihrend der Proteinpraparation zu erklaren,
welches durch DTT wieder in eine freie Sulthydryl-Gruppe reduziert wird.
Eine freie Sulthydryl-Gruppe ist essentiell fiir die Bindung von GDP-Fucose
(Holmes et al., 1995).

Inwieweit die in dieser Arbeit beobachtete Dimerisierung der Fucosyltrans-
ferase V ihrem nativem Verhalten entspricht, konnte nicht eindeutig geklért
werden. Das Mafl der Dimerisierung, wie es bei der Expression des nicht ver-
kiirzten Enzyms in COS-Zellen auftritt, ist signifikant geringer als der in die-
ser Arbeit beobachtete Anteil (Christensen et al., 2000a). Die Griinde dafiir
konnten in der leichteren Zugénglichkeit des Cys64 liegen, da dieses durch
die Deletion von Teilen der Stem-Region, der Transmembrandoméne und der
cytoplasmatischen Doméne sehr nahe am N-Terminus des vorliegenden Kon-
struktes liegt. Durch diese Zugénglichkeit kann die Bildung von Dimeren im
endoplasmatischen Retikulum stark bevorzugt werden. Weiterhin ist unklar,
ob das Cys64 die einzige Aminosédure ist, die in vivo fiir die Dimerbildung
verantwortlich ist, da durch die Verkiirzung zwei weitere Cysteine in diesem
Konstrukt fehlen, deren Einflufl nicht untersucht wurde. Fiir weitere Unter-
suchungen ist es deshalb unbedingt notwendig, die Fucosyltransferase V als
nicht deletiertes Protein in unterschiedliche Zellinien zu exprimieren und weite-
re Mutationsstudien durchzufiithren, um die Mechanismen und die biologische
Bedeutung der Dimerisierung aufzukléren.

Die spezifische Aktivitdt aller exprimierten Mutanten entspricht der, des
Wild-Typ-Enzyms. Der Wert von 0,37 mmol/(mg Enzymxmin) liegt nahe an
dem Literaturwert von 0,88 mmol/(mgEnzymxmin) (Murray et al., 1996).
Das Cys64 liegt in der Stem-Region und es ist deshalb nicht verwunderlich,
daf} die Verdnderung dieser Aminoséure keinen Einfluf} auf die Funktion der
Fucosyltransferase V hat.

Lepidopterane Insektenzellen, wie die hier verwendeten Zellen von Tricho-
plusia ni BTI-TN-5B1-4 bilden N-Glycane, die in der Regel aus dem Penta-
saccharid Man3zGlcNAcy bestehen. Die Reaktion mit dem Lektin Galanthus
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nivalis Agglutinin (GNA) bestéitigt die Dominanz endsténdiger Mannosereste
(Shibuya et al., 1988). Diese Grundstruktur wird von Insektenzellen nur in
geringem Mafle veréndert.

Endsténdige Sialinséduren, wie sie von den Lektinen Sambucus nigra Agglu-
tinin (SNA) und Maackia amurensis Agglutinin (MAA) erkannt werden (Shi-
buya et al., 1987 und Wang und Cummings, 1988), konnten mit Hilfe von
Lektinen auf einer Phosphatase, die rekombinant in 7. ni-Zellen produziert
wurde, nachgewiesen werden. Diese Modifikation des Core-Pentasaccharides
scheint jedoch &uflerst selten zu sein, und die Analyse der Zuckerstrukturen des
gleichen Proteins mit Hilfe anderer Methoden wie Elektrophoretische Analyse
Fluoreszenz-markierter Glycoproteine konnten die Anwesenheit von Sialinsdu-
re nicht bestitigen (Kulakosky et al., 1998b). Das Fehlen jeglicher Reaktivitét
der Lektine MAA und SNA gegeniiber rekombinanter Fucosyltransferase V
bstétigt diese Beobachtungen.

Ein gewisser Anteil von Glycanen von IgG, die in T. ni-Zellen exprimiert
wurden, war mit endstindiger Gal31-4GlcNAc besetzt und konnte mit dem
Lektin Datura stramonium Agglutinin (DSA) nachgewiesen werden (Hsu et al.,
1997). Dies ist jedoch ein duBlerst seltenes Beispiel dafiir, dafl diese LacNAc-
Zuckerstruktur in lepidopteranen Insektenzellen beobachtet wurde (Kulakosky
et al., 1998a). In diesem Zusammenhang ist auch das Fehlen jeglicher Reak-
tivitdt der Lektine DSA gegeniiber rekombinanter Fucosyltransferase V eine
Bestétigung der Literaturangaben.

Die Anderung des Laufverhaltens der Fucosyltransferase V nach Behand-
lung mit N-Glycosidase F zeigt die Anwesenheit Asparagin-verkniipfter Oligo-
saccharide. Die zumindest partielle Abspaltung dieser Zuckerstrukturen fithrt
zu einer Verringerung der Heterogenitéit und deutet darauf hin, daf§ die unter-
schiedlichen apparenten Molekulargewichte der drei monomeren Formen der
Fucosyltransferase V durch die unterschiedliche Glycosylierung bedingt sind.
Eine vollstédndige Deglycosylierung mit N-Glycosidase F von in Insektenzellen
exprimierten Glycoproteinen ist in vielen Fallen nicht moéglich, da durch die
Bindung von Fucose an die C3-Hydroxylgruppe des Asparagin gebundenen
GlcNAc die N-Glycosidase F nicht mehr in der Lage ist, das rekombinante
Protein zu deglycosylieren (Tretter et al., 1991). Die hier verwendete T. ni
Zellinie BTT-TN-5B1-4 fucosyliert ca. 18 % der sekretierten rekombinanten
Proteine (Hsu et al., 1997), wobei der Anteil dieser Zuckerstrukturen bei der
Verwendung des Baculovirus-Expressionssystems deutlich geringer sein kann
(van Die et al., 1996).

Die genaue Zusammensetzung der N-Glycane der in BTI-TN-5B1-4-Zellen
exprimierten Fucosyltransferase V ist mit den angewandten Methoden nicht
aufzukléren. Die Verwendung unterschiedlicher Lektine bestétigte jedoch die
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relativ strukturarme Glycosylierung von Insektenzellen und zeigte, dafl aus-
schliefllich High-Mannose Strukturen vorhanden sind. Obwohl Insektenzellen
in Ausnahmeféillen durchaus in der Lage sind, komplexere Strukturen mit
1,3-fucosylierten oder sialierten Glycanen zu bilden entspricht die beobach-
tete Reaktivitdt der unterschiedlichen Lektine der Erwartung. Somit ist die
stark ausgepriagte Heterogenitdt nicht auf die Ausbildung unterschiedlicher
Glycanstrukturen zuriickzufiihren. Die in Insektenzellen haufig beobachtete
Hypogylcosylierung (Voss et al., 1993 und Walravens et al., 1996) kann jedoch
die beobachtete Heterogenitéit erkldren. Fiir eine endgiiltige Kldrung sind je-
doch weitere Studien notig. Insbesondere wére es von groflem Interesse, ob
alle im Immunoprint detektierbaren Banden Glycanstrukturen aufweisen und
ob eventuell ein Anteil nichtglycosylierter Fucosyltransferase V im Expressi-
onsiiberstand existiert. Weitere Untersuchungen kénnten kléren, inwieweit die
Glycosylierung fiir die Ausbildung voller enzymatischer Aktivitat notwendig
ist. Mutationsstudien an den putativen N-Glycosylierungstellen konnten Wege
aufzeigen, die Fucosyltransferase V in grofler Homogenitét zu exprimieren um
so durch kristallographische Verfahren die Struktur dieses iiberaus interessan-
ten Proteins aufzukléren.

5.3 Darstellung von peptidischen Ligan-
den gegen die Fucosyltransferase V aus
kombinatorischen Bibliotheken

Die Verwendung von Peptiden als Therapeutika hat gegeniiber anderen Sub-
stanzklassen einige entscheidende Vorteile. Die Nutzung vollstindig degene-
rierter Peptid-Bibliotheken, welche bis zu 1010 unterschiedliche Peptide bein-
halten konnen, ermdglicht die Entwicklung von unterschiedlichsten Liganden
biologisch relevanter Proteine in sehr kurzer Zeit. Dabei werden Peptide gene-
riert, die hohe Affinitdten und Spezifititen aufweisen und so Protein-Protein
Interaktionen unterbinden oder Enzyme inhibieren kénnen. Gegeniiber ande-
ren als Therapeutika eingesetzten Proteinen wie z.B. Antikérpern oder Anti-
korperfragmenten weisen Peptide eine Vielzahl von Vorteilen auf (Stockwin
und Holmes, 2003). Peptide sind stabiler als Proteine und weisen meist eine
geringere Toxizitdt auf. Auch erweisen sich Peptide als nicht immunogen und
konnen in deutlich hoheren Dosen verabreicht werden. Nicht zuletzt sind die
Herstellungkosten synthetischer Peptide geringer als die von rekombinanten
Antikorper oder anderen Proteinen.

Gegentiber kleinen Molekiilen als Therapeutika weisen Peptide jedoch eine
Vielzahl von Nachteilen auf. Peptide sind generell ebenso wie Proteine von
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Proteasen im Serum hydrolysierbar. Die Bioverfiigbarkeit kann bei vielen Pep-
tiden aufgrund ihrer hohen Wasserloslichkeit deutlich herabgesetzt sein, da
sie schnell ausgeschieden werden und/oder schlecht aufgenommen werden. Die
meisten Peptide sind nicht oral zu verabreichen, da sie im Magen oder Darm
abgebaut werden. Viele von diesen Problemen koénnen jedoch durch den Ein-
satz von Peptidomimetika umgangen werden. Bei Peptidomimetika handelt
es sich um modifizierte Peptide, die durch Verdnderungen in den Seitenket-
ten oder der Verwendung von D-Aminosduren eine hohere Bioverfiigbarkeit
erlangen oder langsamer abgebaut werden (Giannis und Kolter, 1993).

Alle Ansétze zur Identifizierung potenter Fucosyltransferase-Inhibitoren ba-
sieren auf der Modifikation von Substraten oder dem Design von Ubergangs-
zustandsanaloga (Bella und Kim, 1971, Cai et al., 1992, Murray et al., 1997
und Wong et al., 1992). Kombinatorische Verfahren, wie sie durch vollstan-
dig degenerierte Peptid-Bibliotheken reprasentiert werden, stellen einen dif-
ferenten Ansatz da, Liganden bzw. Inhibitoren der Fucosyltransferase V zu
entwickeln. Die Verwendung von sowohl linearen als auch zirkularen Hepta-
Peptid-Bibliotheken erméglichte Bereits die Identifizierung potenter Inhibito-
ren gegen (-Lactamase (Huang et al., 2003), Proteinasen (Koivunen et al.,
1999) oder Trombin (Meiring et al., 2002).

Die Verwendung vollsténdig degenerierte Heptapeptid-Bibliotheken ermog-
licht bei einem Einsatz von 2 x 10'! Phagen die Ausnutzung der vollen Di-
versitdt der Bibliothek (1,2 x 107). GroSere Bibliotheken haben dagegen den
Nachteil, da durch die limitierte Phagenmenge die Gesamtdiversitit unter
Umsténden nicht erhalten werden kann. Der Einsatz von sowohl einer linea-
ren Bibliothek als auch von zirkuldren Peptiden ermdglicht einen direkten
Vergleich dieser Ansétze. Lineare Peptide haben eventuell den Vorteil, dafl
sie durch ihre hohere Flexibilitdt eher in eine Bindungstasche hineinpassen
konnen. Zirkuldre Peptide sind dagegen unflexibler und kénnen daher eine
stirkere Bindung eingehen.

Fir die Immobilisierung wurde zumindest in den ersten beiden Selektions-
runden das Biotin-Streptavidin-System genutzt. In Hinblick auf die Selektion
inhibitorisch wirksamer Peptide ist die Zugénglichkeit des aktiven Zentrums
von entscheidender Bedeutung. Durch die Verwendung des relativ kleinen
Biotin-Molekiils und der Selektion in Losung bestand die Moglichkeit, daf zu-
mindest ein Teil der aktiven Zentren fiir den Phagen zugénglich sind. Da durch
die Verwendung von Streptavidin die Moglichkeit bestand, ausschlieflich bin-
dende Phagen gegen dieses Protein zu selektieren, wurde in der dritten Runde
auf die Verwendung von Streptavidin verzichtet und die Fucosyltransferase V
kovalent an eine Epoxy-funktionalisierte Polystyroloberfliche gekoppelt.

Die Selektion der linearen Heptabibliothek gegen die Fucosyltransferase V
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fiihrte zu einer Anreicherung bindender Phagen, die sich als kreutzreaktiv mit
dem Referenzprotein DHFR erwiesen. Die Klone wurden nicht weiter unter-
sucht, da die hohe Kreuzreaktivitit auf eine geringe Spezifitéit schlieflen 1aft.
Die Tatsache, dal nur ein Drittel der untersuchten Klone eine Reaktivitat
in der ELISA-Analyse zeigte ist ein weiterer Hinweis darauf, dal die lineare
Bibliothek nicht geeignet ist um auf diese Weise eine Vielzahl von spezifisch
bindenden Peptiden zu selektieren.

Die Selektion der zirkuldren Heptapeptid-Bibliothek fithrte zu einer voll-
standigen Anreicherung die Fucosyltransferase V spezifisch bindender Phagen.
Von 18 der sequenzierten Klone wiesen dreizehn unterschiedliche Sequenzen
auf, die alle sehr &hnlich der Konsensusequenz CSPGMNWLC waren. Die Ami-
noséureabfolge CSPX; MX, WLC erwies sich dabei als hochkonserviert, so daf
man annehmen kann, daf§ diese Aminoséduren in der Wechselwirkung mit der
Fucosyltransferase V eine bedeutende Rolle spielen.

Die Bindung des synthetischen Peptids CSPGMNWLCK an die Fucosyl-
transferase V konnte mit Hilfe der Fluoreszenz Korrelations Spektroskopie
(FCS) gezeigt werden, zeigte jedoch im Aktivitatstest keine inhibitorische Wir-
kung.

Die Selektion von Peptid-Bibliotheken gegen die Fucosyltransferase V fiihr-
te also nicht wie erhofft zur Identifizierung inhibitorischer Peptide, sondern
ausschliefflich zu Liganden, die keinen Einfluf} auf die enzymatische Aktivitéit
der Fucosyltransferase V haben. Durch die hier angewandte Selektiosstrate-
gie wurde weder die Bindung im Reaktionszentrums des Enzyms bevorzugt,
noch konnte durch die Verwendung von Fucosyltransferase V-Inhibitoren ei-
ne kompetitive Elution der Phagen erzielt werden. Desweiteren besteht die
Moglichkeit, dafl der iiberwiegende Anteil an Fucosyltransferase V-Dimeren
zu einer weiteren Abschirmung der relevanten Proteinregionen fiihrte.

Trotz der fehlenden inhibitorischen Wirkung des synthetisierten Peptids
stellt dieses einen Liganden der Fucosyltransferase V dar und kann fiir unter-
schiedliche Applikationen eingesetzt werden. Die geringe Kapazitidt der GDP-
Affinitdtsmatrix sowie die Verwendung von GDP zur Elution kann bei der
Reinigung der Fucosyltransferase V umgangen werden, wenn mit Hilfe des se-
lektierten Peptides eine Affinitatsreinigungsstrategie etabliert werden wiirde.

Fiir die Entwicklung von inhibitorisch wirkenden Peptiden ist es notwen-
dig, die Selektionsstrategie zu verfeinern und dafiir zu sorgen, dafi bevorzugt
solche Phagen selektiert werden, die mit dem aktiven Zentrum des Enzyms
wechselwirken. Das kann unter anderem dadurch erreicht werden, daf3 der
hier entwickelte Peptidligand fiir die gerichtete Immobilisierung der Fucosyl-
transferase V verwendet wird und so nur irrelevante Bereiche des Proteins
abgeschirmt werden.
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5.4 Ausblick

Fiir eine weiterfiihrende strukturelle Charakterisierung der rekombinanten
Fucosyltransferase V ist es notwendig Dimerbildung und Inhomogenitit be-
ziiglich der Zuckerstrukturen weitestgehend auszuschlieflen. Zu diesem Zweck
sollte das Konstrukt am N-Terminus so weit verkiirzt werden, dafl sowohl das
Cys64 als auch die putative Glycosylierungstellen Asn60 nicht mehr exprimiert
werden. Hinsichtlich der Expressionsrate ist der in dieser Arbeit entwickelte
Ansatz, das Enzym stabil in Insektenzellen zu exprimieren, eine deutliche Ver-
besserung gegeniiber bereits beschriebenen Expressionsansétzen, deren Aus-
beuten nicht {iber 2mg/1 lagen. Die Menge an rekombinantem Protein von
10-12mg/1 Expressionsiiberstand und die unproblematische Reinigung macht
das Enzym fiir kristallographische Untersuchungen zugénglich.

Der Austausch des Cys156 gegen Ser fiihrte in den Mutanten C156S und
C64S/C156S zu keiner signifikanten Anderung der enzymatischen Aktivitét.
Die Behandlung mit dem Sulfthydryl-modifizierenden Agenz N-Ethylmaleimid
(NEM) fithrt jedoch zu einer Inaktivierung der Fucosyltransferase V und Fuco-
syltransferase I1I (Holmes et al., 1995), sowie der Fucosyltransferase VI (Molli-
cone et al., 1990). Diese Inaktivierung ist bedingt durch die Alkylierung konser-
vierter Cysteinreste in dem Proteinbereich, der fiir die GDP-Fucose-Bindung
verantwortlich ist und kann sowohl durch GDP, als auch durch GDP-Fucose
inhibiert werden. Die Fucosyltransferase IV und die Fucosyltransferase VII da-
gegen weisen diese Cysteinreste nicht auf und kénnen durch NEM auch nicht
inaktiviert werden (Holmes et al., 1985). Der Austausch des Ser178 gegen Cys
in der Fucosyltransferase IV verdndert im Enzym weder die Substratspezifitét
noch fithrt es zu einer signifikanten Verdnderung in der enzymatischen Aktivi-
tét. Durch die Mutation ist aus der NEM-insensitiven Fucosyltransferase IV
jedoch ein Enzym geworden, da durch alkylierende Substanzen inaktiviert
werden kann. Auch hier ist die Inaktivierung abhéngig von der Anwesenheit
von GDP-Fucose (Holmes et al., 1995).

Die in dieser Arbeit durchgefithrte Mutation des Cys156 gegen Ser in der
Fucosyltransferase V 183t den Schlufl zu, dal das konservierte Cys156, wenn
es alkyliert wird, die Bindung von GDP-Fucose verhindert. Ein Austausch ge-
gen Serin fiihrt jedoch zu keiner signifikanten Anderung der enzymatischen
Eigenschaften. Neben der hier bestimmten spezifischen Aktivitét der unter-
schiedlichen Konstrukte ist es jedoch unerlédflich auch die Bindungseigenschaf-
ten der unterschiedlichen Substrate zu bestimmen, um so Aussagen iiber die
Bedeutung des Cys156 zu machen.

Die hohe Ausbeute an rekombinanten Protein ermoglicht die Bindungseigen-
schaften der einzelnen Substrate zu untersuchen. Durch 1D Saturation Trans-
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fer Difference (STD) NMR Experimente (Meyer und Peters, 2003) konnte
die Bindungskonformation von UDP-Galactose in der Bindungstasche einer
Galactosyltransferase bestimmt werden und damit Information iiber den Re-
aktionsmechanismus gewonnen werden (Jayalakshmi et al., 2004). Ahnliche
Messungen mit der rekombinanten Fucosyltransferase V erlauben tiefere Ein-
blicke in die Wechselwirkungen zwischen Substrat und Protein und so even-
tuell die Optimierung bereits existierender Fucosyltransferase-Inhibitoren. Zu-
sétzlich kann durch Vergleiche der Mutante C156S mit dem Wild-Typ-Enzym
die Bedeutung des konservierten Cysteins bei der Bindung von GDP-Fucose
aufgeklart werden. Insbesondere im Bezug auf die Austauschbarkeit dieser
Aminoséure gegen Serin kénnen wichtige Erkenntnisse iiber die Bindung und
den Reaktionsmechanismus gewonnen werden.

Fir die Entwicklung von Fucosyltransferase-Inhibitoren mit Hilfe kombina-
torischer Verfahren ist es unerlafilich, die Selektion von Peptid-Bibliotheken
gegen die Fucosyltransferase V zu optimieren. In erster Linie ist die Zugéng-
lichkeit des aktiven Zentrums durch Reduktion der Dimere zu Monomeren zu
gewéhrleisten. Auch die kompetitive Elution mit Hilfe von Inhibitoren oder
Substraten ist ein vielversprechender Ansatz um Phagen zu selektieren, die
im aktiven Zentrum des Enzyms binden.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Studien zur rekombinanten Expression der
humanen Fucosyltransferase V durchgefithrt werden. Die Fucosyltransferase V
katalysiert den Transfer von L-Fucopyranose von GDP-Fucose zum Akzeptor-
Substrat N-Acetyllactosamin und ist somit an der Bildung von Le* Trisacchari-
den beteiligt. Da es sich bei dem Protein um ein Typ II Transmembranprotein
handelt, wurde der cytoplasmatische und der transmembrane Bereich sowie
ein Teil der Stemregion deletiert. In E. coli wurde die Fucosyltransferase V
als ,,His-Tag“-Fusionsprotein exprimiert und aus dem Zellysat isoliert. Die Ex-
pression in Prokaryoten fithrte zur Bildung unloslicher Proteinaggregate, die
sich nur in sehr geringem Mafle in vitro riickfalten lieflen. Die N-terminale
Fusion mit dem E. coli-MB-Protein fiihrte zur Bildung von l6slichem Prote-
in. Alle in E. coli dargestellten Fucosyltransferase-Konstrukte zeigten keine
enzymatische Aktivitét.

In eukaryotischen Zellen konnte die Fucosyltransferase V fusioniert mit
der Signalsequenz des [-Trace-Proteins sekretorisch exprimiert werden. Die
mammalen Zellinien CHO und HEK 293 ergaben Ausbeuten von 0,2-1mg/1.
Die Insektenzellinie BTI-TN-5B1-4 aus Trichoplusia ni lieferten unter Verwen-
dung des Baculovirus Expressionssystems 1-2 mg rekombinante Fucosyltrans-
ferase V. Die Verwendung stabil transfizierter Trichoplusia ni-Zellen fiihrte
sogar zu Ausbeuten von 10-12mg/1.

Fucosyltransferase V, die in eukaryotischen Zellinien hergestellt wurde, er-
wies sich als enzymatisch aktiv und lag zu einem grofien Anteil als Dimer
vor. Die dimere Form wurde durch Ausbildung von intermolekularen Disulfid-
briicken gebildet und lief sich unter Erhalt der enzymatischen Aktivitdt mit
einer Konzentration von 1 mM DTT in eine monomere Form reduzieren. Muta-
tionsstudien an zwei unterschiedlichen Cystein-Resten konnten zeigen, dafl das
Cys64 verantwortlich fiir die Bildung der Dimere ist. Das an der GDP-Fucose-
Bindung beteiligte Cys156 konnte ohne Verlust der enzymatischen Aktivitét
gegen Serin ausgetauscht werden.

Die in eukaryotischen Zellen exprimierte Fucosyltransferase V ist glycosy-
liert und weist ein hohes Mafl an Heterogenitéit auf. Deglycosylierung mit N-
Glycosidase F fiihrte zu einer Verringerung des apparenten Molekulargewich-
tes und zu einer Fokussierung der Banden im SDS-PAGE. Analysen mit spezi-
fisch bindenden Lektinen zeigten bei der in Insektenzellen exprimierten Fuco-
syltransferase V eine dominierende Prisenz von ,high-Mannose“ N-Glycanen.

Zur Entwicklung spezifischer Inhibitoren gegen die Fucosyltransferase V
wurden auf Phagen présentierte Heptapeptid-Bibliotheken gegen das rekom-
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binante Protein selektiert. Die Verwendung einer Bibliothek zirkularisierter
Peptide fiihrte zur Selektion eines spezifischen Liganden der rekombinanten
Fucosyltransferase V, welcher keine inhibitorische Wirkung auf das Enzym
aufwies.
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7 Summary

The aim of this study was to establish different methods for recombinant
expression of the human fucosyltransferase V in eukaryotic and prokaryotic
cell lines. The fucosyltransferase V catalyses the transfer of fucose from
the nucleotide donor sugar GDP-fucose to the acceptor-substrate N-acetyl-
lactoseamine and takes part in the biosynthesis of Le* and sLe* structures.

The enzyme is a type II transmembrane protein. To produce a soluble form
of the protein, a truncated form lacking the cytoplasmic-, the transmembrane-
and a part of the stem-region was cloned and expressed in different expression
systems. In E. coli-cells the fucosyltransferase was expressed as a “his-tag”-
fusion-protein and isolated from the cell lysate. The recombinant protein was
insoluble and could only be refolded in very small amounts. The expression
of a MBP-FucT V fusion-protein resulted in a formation of soluble enzyme.
None of the different FucT V constructs expressed in E. coli showed enzymatic
activity.

To produce the fucosyltransferase in eucaryotic cell lines the protein was
fused to the signal-sequence of the human (-trace protein. The mamalien cell
lines CHO and HEK 293 expressed the protein with an amount of 0.2-1 mg/1.
The insect cell line BTI-TN-5B1-4 from Trichoplusia ni produced 1 mg/1 fuco-
syltransferase V using recombinant baculoviruses. Stable transected BTITN-
5B1-4-cells expressed the protein with an amount of 10-12mg/1.

fucosyltransferase V produced in eukaryotic cells was active and a great pro-
portion was expressed in a dimeric form. The intermolecular disulfide-bridges
forming the dimers could be reduced to a monomeric form with DTT in a con-
centration of 1 mM retaining full enzymatic activity. Site directed mutagenesis
changing different cysteine-residues to serin showed that Cys64 is responsible
for forming intermolecular bridges. Cys156 — an amino-acid involved in GDP-
fuc-binding — could be changed to Ser without loss of activity.

fucosyltransferase V produced in eukaryotic cells was glycosylated and ex-
hibits a high measure of heterogenicity. Deglycosylation with N-glycosidase F
led to a lower molecular weight and the signal appearing in SDS-PAGE was
focused to a distinct band. Analyses with specific lectins showed a dominating
level of high-mannose N-glycans on fucosyltransferase V expressed in insect
cells.

Hepta-peptide libraries were selected against recombinant fucosyltrans-
ferase V to develop specific inhibitors using the phage display technology. The
use of a library of circular peptides led to specific ligands of the fucosyltrans-
ferase which showed no significant inhibitoric effect.

101



102



Literatur

2]

3]

[4]

[5]

[10]

Ahmed, A. K., Schaffer, S. W. und Wetlaufer, D. B. (1975). Nonen-
zymic reactivation of reduced bovine pancreatic ribonuclease by air
oxidation and by glutathione oxidoreduction buffers. J Biol Chem,
250(21):8477-82.

Baenziger, J. U., Kumar, S., Brodbeck, R. M., Smith, P. L. und Be-
ranek, M. C. (1992). Circulatory half-life but not interaction with the
lutropin/chorionic gonadotropin receptor is modulated by sulfation of
bovine lutropin oligosaccharides. Proc Natl Acad Sci U S A, 89(1):334—
8.

Bastida, A., Latorre, M. und Garcia-Junceda, E. (2003). In vivo
chaperone-assisted folding of alpha-1,6-fucosyltransferase from Rhizo-
bium sp. Chembiochem, 4(6):531-3.

Bella, A. und Kim, Y. S. (1971). Inhibition of rat small-intestinal alpha-
(1 leads to 2)-fucosyltransferase. Biochem J, 125(4):1157-8.

Birnboim, H. und Doly, J. (1979). A rapid alkaline extraktion procedure
for screening recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Res, 7(6):1513~
23.

Breton, C., Oriol, R. und Imberty, A. (1998). Conserved structural
features in eukaryotic and prokaryotic fucosyltransferases. Glycobiology,
8(1):87-94.

Cai, S., Struot, M., Hakomori, S. und Toyokuni, T. (1992). Synthesis
of carbocyclic analogues of guanosine 5'-(beta-1-fucopyranosyl diphos-
phate) (GDP-fucose) as potential inhibitors of fucosyltransferases. J.
Org. Chem., 57:6693-96.

Cailleau-Thomas, A., Coullin, P., Candelier, J. J., Balanzino, L. und
Mennesson, B. et al. (2000). FUT4 and FUT9 genes are expressed early
in human embryogenesis. Glycobiology, 10(8):789-802.

Cameron, H. S., Szczepaniak, D. und Weston, B. W. (1995). Expression
of human chromosome 19p alpha(1,3)-fucosyltransferase genes in nor-
mal tissues. Alternative splicing, polyadenylation, and isoforms. J Biol
Chem, 270(34):20112-22.

Chaudhary, J., Walia, M., Matharu, J., Escher, E. und Grover, A. K.
(2001). Caloxin: a novel plasma membrane Ca2+ pump inhibitor. Am
J Physiol Cell Physiol, 280(4):C1027-30.

103



Literatur

[11]

[12]

(13]

(14]

(15]

(16]

[17]

[18]

[19]

20]

104

Christensen, L. L., Bross, P. und Orntoft, T. F. (2000a). Glycosy-
lation of the N-terminal potential N-glycosylation sites in the human
alphal,3-fucosyltransferase V and -VI (hFucTV and -VI). Glycoconj J,
17(12):859-65.

Christensen, L. L., Jensen, U. B., Bross, P. und Orntoft, T. F.
(2000b). The C-terminal N-glycosylation sites of the human alphal,3/4-
fucosyltransferase III, -V, and -VI (hFucTIII, -V, and -VI) are necessary
for the expression of full enzyme activity. Glycobiology, 9(10):931-9.
Chu, F. K., Takase, K., Guarino, D. und Maley, F. (1985). Diverse
properties of external and internal forms of yeast invertase derived from
the same gene. Biochemistry, 24(22):6125-32.

Chung, C. T., Niemela, S. L. und Miller, R. H. (1989). One-step prepa-
ration of competent Escherichia coli: transformation and storage of bac-
terial cells in the same solution. Proc Natl Acad Sci U S A, 86(7):2172-5.
Costa, J., Grabenhorst, E., Nimtz, M. und Conradt, H. S. (1997a).
Stable expression of the Golgi form and secretory variants of human
fucosyltransferase III from BHK-21 cells. Purification and characteri-
zation of an engineered truncated form from the culture medium. J Biol
Chem, 272(17):11613-21.

Costache, M., Apoil, P. A., Cailleau, A., Elmgren, A. und Larson,
G. et al. (1997a). Evolution of fucosyltransferase genes in vertebrates.
J Biol Chem, 272(47):29721-8.

Costache, M., Cailleau, A., Fernandez-Mateos, P., Oriol, R. und Mol-
licone, R. (1997b). Advances in molecular genetics of alpha-2- and
alpha-3/4-fucosyltransferases. Transfus Clin Biol, 4(4):367-82.

de Vries, T., Knegtel, R. M., Holmes, E. H. und Macher, B. A.
(2001). Fucosyltransferases: structure/function studies. Glycobiology,
11(10):119-128.

de Vries, T., Srnka, C. A., Palcic, M. M., Swiedler, S. J. und van den
Eijnden, D. H. et al. (1995). Acceptor specificity of different length
constructs of human recombinant alpha 1,3/4-fucosyltransferases. Re-
placement of the stem region and the transmembrane domain of fuco-
syltransferase V by protein A results in an enzyme with GDP-fucose
hydrolyzing activity. J Biol Chem, 270(15):8712-22.

de Vries, T., Yen, T. Y., Joshi, R. K., Storm, J. und van Den Eijnden,
D. H. et al. (2001). Neighboring cysteine residues in human fuco-
syltransferase VII are engaged in disulfide bridges, forming small loop
structures. Glycobiology, 11(5):423-32.



[21]

24]

(25]

[26]

[27]

DiFalco, M. R., Bakopanos, E., Patricelli, M., Chan, G. und Con-
gote, L. F. (1997). The influence of various insect cell lines, pl0
and polyhedrin promoters in the production of secreted insulin-like
growth factor-interleukin-3 chimeras in the baculovirus expression sys-
tem. J Biotechnol, 56(1):49-56.

Dimitroff, C. J., Kupper, T. S. und Sackstein, R. (2003). Prevention of
leukocyte migration to inflamed skin with a novel fluorosugar modifier of
cutaneous lymphocyte-associated antigen. J Clin Invest, 112(7):1008—
18.

Dupuy, F., Petit, J. M., Mollicone, R., Oriol, R. und Julien, R. et al.
(1999). A single amino acid in the hypervariable stem domain of ver-
tebrate alphal,3/1,4-fucosyltransferases determines the type 1/type 2
transfer. Characterization of acceptor substrate specificity of the lewis
enzyme by site-directed mutagenesis. J Biol Chem, 274(18):12257-62.

El-Battari, A., Prorok, M., Angata, K., Mathieu, S. und Zerfaoui,
M. et al. (2003). Different glycosyltransferases are differentially pro-
cessed for secretion, dimerization, and autoglycosylation. Glycobiology,
13(12):941-53.

Fukuda, M., Bierhuizen, M. F. und Nakayama, J. (1996). Expression
cloning of glycosyltransferases. Glycobiology, 6(7):683-9.

Gallet, P. F., Vaujour, H., Petit, J. M., Maftah, A. und Oulmouden,
A. et al. (1998). Heterologous expression of an engineered trun-
cated form of human Lewis fucosyltransferase (Fuc-TIII) by the methy-
lotrophic yeast Pichia pastoris. Glycobiology, 8(9):919-25.

Gersten, K. M., Natsuka, S., Trinchera, M., Petryniak, B. und Kelly,
R. J. et al. (1995). Molecular cloning, expression, chromosomal
assignment, and tissue-specific expression of a murine alpha-(1,3)-
fucosyltransferase locus corresponding to the human ELAM-1 ligand
fucosyltransferase. J Biol Chem, 270(42):25047-56.

Giannis, A. und Kolter, T. (1993). Peptidmimetikca fiir Rezeptorligan-
den-Entdeckung, Entwicklung und medizinische Perspeektiven. Angew.
Chem., 267:437-47.

Goelz, S. E., Hession, C., Goff, D., Griffiths, B. und Tizard, R. et al.
(1990). ELFT: a gene that directs the expression of an ELAM-1 ligand.
Cell, 63(6):1349-56.

Goloubinoff, P.; Christeller, J. T., Gatenby, A. A. und Lorimer, G. H.
(1989). Reconstitution of active dimeric ribulose bisphosphate carboxy-
lase from an unfoleded state depends on two chaperonin proteins and
Mg-ATP. Nature, 342(6252):884-9.

105



Literatur

[31]

32]

33]

34]

(35]

(36]

[37]

[38]

[39]

(40]

41]

106

Golovacheva, R. S., Loginova, L. G., Salikhov, T. A., Kolesnikov, A. A.
und Zaitseva, G. N. (1975). [New species of thermophilic bacilli —
Bacillus thermocatenulatus nov. sp|. Mikrobiologiia, 44(2):265-8.
Gong, X., Zhong, W. und Wu, W. (2004). Cloning and GST-fused
expression in E. coli of mouse beta-1,4-galactosyltransferase. J Zhejiang
Univ Sci, 35:164-72.

Grabenhorst, E. und Conradt, H. S. (1999). The cytoplasmic, trans-
membrane, and stem regions of glycosyltransferases specify their in vivo
functional sublocalization and stability in the Golgi. J Biol Chem,
273(51):36107-16.

Grabenhorst, E., Nimtz, M., Costa, J. und Conradt, H. S. (1998). In
vivo specificity of human alphal,3/4-fucosyltransferases III-VII in the
biosynthesis of LewisX and Sialyl LewisX motifs on complex-type N-
glycans. Coexpression studies from bhk-21 cells together with human
beta-trace protein. J Biol Chem, 273(47):30985-94.

Hada, T., Fukui, K., Ohno, M., Akamatsu, S. und Yazawa, S. et al.
(1995). Increased plasma alpha (1/3)-L-fucosyltransferase activities in
patients with hepatocellular carcinoma. Glycoconj J, 12(5):627-31.
Harrap, K. A. (1972). The structure of nuclear polyhedrosis viruses. 3.
Virus assembly. Virology, 50(1):133-9.

Hillcoat, B. L., Nixon, P. F. und Blakley, R. L. (1967). Effect of sub-
strate decomposition on the spectrophotometric assay of dihydrofolate
reductase. Anal Biochem, 21(2):178-89.

Holmes, E. H., Ostrander, G. K. und Hakomori, S. (1985). Enzy-
matic basis for the accumulation of glycolipids with X and dimeric X
determinants in human lung cancer cells (NCI-H69). J Biol Chem,
260(12):7619-27.

Holmes, E. H., Xu, Z., Sherwood, A. L. und Macher, B. A. (1995).
Structure-function analysis of human alpha 1—3fucosyltransferase. A
GDP-fucose-protected, N-ethylmaleimide-sensitive site in FucT-III and
FucT-V corresponds to Ser178 in FucT-IV. J Biol Chem, 270(14):8145—
51.

Holmes, E. H., Yen, T. Y., Thomas, S., Joshi, R. und Nguyen, A. et al.
(2000). Human alpha 1,3/4 fucosyltransferases. Characterization of
highly conserved cysteine residues and N-linked glycosylation sites.
J Biol Chem, 275(32):24237-45.

Howard, D. R., Fukuda, M., Fukuda, M. N. und Stanley, P. (1987).
The GDP-fucose:N-acetylglucosaminide 3-alpha-L-fucosyltransferase of
LECI11 and LEC12 Chinese hamster ovary mutants exhibit novel speci-
ficities for glycolipid substrates. J Biol Chem, 262(35):16830-7.



[42]

[43]

(44]

[48]

[49]

Hsu, T. A., Takahashi, N., Tsukamoto, Y., Kato, K. und Shimada,
I et al. (1997). Differential N-glycan patterns of secreted and intracel-
lular IgG produced in Trichoplusia ni cells. J Biol Chem, 272(14):9062—
70.

Huang, W., Beharry, Z., Zhang, Z. und Palzkill, T. (2003). A broad-
spectrum peptide inhibitor of beta-lactamase identified using phage dis-
play and peptide arrays. Protein Eng, 16(11):853-60.

Inaba, Y., Ohyama, C., Kato, T., Satoh, M. und Saito, H. et al. (2003).
Gene transfer of alphal,3-fucosyltransferase increases tumor growth of
the PC-3 human prostate cancer cell line through enhanced adhesion to
prostatic stromal cells. Int J Cancer, 107(6):949-57.

Jarvis, D., Kawar, Z. und Hollister, J. (1998). Engineering N-
glycosylation pathways in the baculovirus-insect cell system. Curr Opin
Biotechnol, 9(52):528-33.

Javaud, C., Dupuy, F., Maftah, A., Julien, R. und Petit, J. M. (2003).
The fucosyltransferase gene family: an amazing summary of the under-
lying mechanisms of gene evolution. Genetica, 118(2-3):157-70.
Jayalakshmi, V., Biet, T., Peters, T. und Krishna, N. (2004). Refine-
ment of the conformation of UDP-galactose bound to galactosyltrans-
ferase using the STD NMR intensity-restrained CORCEMA optimiza-
tion. J Am Chem Soc, 126:8610-1.

Johnson, P. H., Donald, A. S. und Watkins, W. M. (1993). Purifica-
tion and properties of the alpha-3/4-L-fucosyltransferase released into
the culture medium during the growth of the human a431 epidermoid
carcinoma cell line. Glycoconj J, 10(2):152—64.

Jorgensen, T., Berner, A., Kaalhus, O., Tveter, K. J. und Danielsen,
H. E. et al. (1995). Up-regulation of the oligosaccharide sialyl LewisX:
a new prognostic parameter in metastatic prostate cancer. Cancer Res,
55(9):1817-9.

Kakuda, S., Oka, S. und Kawasaki, T. (2004). Purification and char-
acterization of two recombinant human glucuronyltransferases involved
in the biosynthesis of HNK-1 carbohydrate in Escherichia coli. Protein
Expr Purif, 35:111-9.

Kaminaga, Y., Sahin, F. und Mizukami, H. (2004). Molecular cloning
and characterization of a glucosyltransferase catalyzing glucosylation of
curcumin in cultured catharanthus roseus cells. FEBS Lett, 567:197—
202.

107



Literatur

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

(58]

[59]

[60]

[61]

(62]

(63]

108

Kaneko, M., Kudo, T., Iwasaki, H., Ikehara, Y. und Nishihara, S. et al.
(1999a). Alphal,3-fucosyltransferase IX (Fuc-TIX) is very highly con-
served between human and mouse; molecular cloning, characterization
and tissue distribution of human Fuc-TIX. FEBS Lett, 452(3):237-42.
Kannagi, R. (1997). Carbohydrate-mediated cell adhesion involved in
hematogenous metastasis of cancer. Glycoconj J, 14(5):577-84.
Kannagi, R., Izawa, M., Koike, T., Miyazaki, K. und Kimura, N. (2004).
Carbohydrate-mediated cell adhesion in cancer metastasis and angio-
genesis. Cancer Sci, 95(5):377-84.

Khatib, A. M., Kontogiannea, M., Fallavollita, L., Jamison, B. und
Meterissian, S. et al. (1999). Rapid induction of cytokine and E-selectin
expression in the liver in response to metastatic tumor cells. Cancer
Res, 59(6):1356-61.

Kleene, R. und Berger, E. G. (1993). The molecular and cell biology of
glycosyltransferases. Biochim Biophys Acta, 1154(3-4):283-325.
Klopocki, A. G., Laskowska, A., Antoniewicz-Papis, J., Duk, M. und
Lisowska, E. et al. (1998). Role of sialosyl Lewis(a) in adhesion
colon cancer cells — the antisense RNA approach. Fur J Biochem,
253(1):309-18.

Knibbs, R. N., Craig, R. A., Natsuka, S., Chang, A. und Cameron,
M. et al. (1996). The fucosyltransferase FucT-VII regulates E-selectin
ligand synthesis in human T cells. J Cell Biol, 133(4):911-20.
Koivunen, E., Arap, W., Valtanen, H., Rainisalo, A. und Medina,
O. P. et al. (1999). Tumor targeting with a selective gelatinase in-
hibitor. Nat Biotechnol, 17(8):768-74.

Kornfeld, R. und Kornfeld, S. (1976). Comparative aspects of glycopro-
tein structure. Annu Rev Biochem, 45:217-37.

Kudo, T., Ikehara, Y., Togayachi, A., Kaneko, M. und Hiraga, T. et al.
(1998). Expression cloning and characterization of a novel murine al-
phal, 3-fucosyltransferase, mFuc-TIX, that synthesizes the Lewis x
(CD15) epitope in brain and kidney. J Biol Chem, 273(41):26729-38.
Kukowska-Latallo, J. F., Larsen, R. D.; Nair, R. P. und Lowe,
J. B. (1990). A cloned human cDNA determines expression of a
mouse stage-specific embryonic antigen and the Lewis blood group al-
pha(1,3/1,4)fucosyltransferase. Genes Dev, 4(8):1288-303.

Kulakosky, P. C., Hughes, P. R. und Wood, H. A. (1998a). N-Linked
glycosylation of a baculovirus-expressed recombinant glycoprotein in
insect larvae and tissue culture cells. Glycobiology, 8(7):741-5.



[64]

(65]

(66]

[72]

(73]

[74]

Kulakosky, P. C., Shuler, M. L. und Wood, H. A. (1998b). N-
glycosylation of a baculovirus-expressed recombinant glycoprotein in
three insect cell lines. In Vitro Cell Dev Biol Anim, 34(2):101-8.
Kumamoto, K., Mitsuoka, C., Izawa, M., Kimura, N. und Otsubo,
N. et al. (1998). Specific detection of sialyl Lewis X determinant carried
on the mucin GlcNAcbetal—6GalNAcalpha core structure as a tumor-
associated antigen. Biochem Biophys Res Commun, 247(2):514-7.
Kumar, R., Potvin, B., Muller, W. A. und Stanley, P. (1991). Cloning of
a human «(1,3)-fucosyltransferase gene that encodes ELFT but does not
confer ELAM-1 recognition on Chinese hamster ovary cell transfectants.
J Biol Chem, 266(32):21777-83.

Laemmli, U. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly
of the head of bacteriophage T4. Nature.

Lammers, G. und Jamieson, J. C. (1990). Cathepsin D-like activity
in the release of Gal beta 1-4GlcNAc alpha 2-6sialyltransferase from
mouse and guinea pig liver Golgi membranes during the acute phase
response. Comp Biochem Physiol B, 95(2):327-34.

Lee, L. V., Mitchell, M. L., Huang, S. J., Fokin, V. V. und Sharpless,
K. B. et al. (2003). A potent and highly selective inhibitor of hu-
man alpha-1,3-fucosyltransferase via click chemistry. J Am Chem Soc,
125(32):9588-9.

Lee, Y. C. (1992). Biochemistry of carbohydrate-protein interaction.
FASEB J, 6(13):3193-200.

Lesinski, G. B., Smithson, S. L., Srivastava, N., Chen, D. und Widera,
G. et al. (2001). A DNA vaccine encoding a peptide mimic of Strepto-
coccus pneumoniae serotype 4 capsular polysaccharide induces specific
anti-carbohydrate antibodies in Balb/c mice. Vaccine, 19(13-14):1717-
26.

Lowe, J. B. (2003). Glycan-dependent leukocyte adhesion and recruit-
ment in inflammation. Curr Opin Cell Biol, 15(5):531-8.

Lowe, J. B., Kukowska-Latallo, J. F., Nair, R. P., Larsen, R. D. und
Marks, R. M. et al. (1991b). Molecular cloning of a human fucosyl-
transferase gene that determines expression of the Lewis x and VIM-
2 epitopes but not ELAM-1-dependent cell adhesion. J Biol Chem,
266(26):17467-77.

Ma, J. und Colley, K. J. (1996). A disulfide-bonded dimer of the Golgi
beta-galactoside alpha2,6-sialyltransferase is catalytically inactive yet
still retains the ability to bind galactose. J Biol Chem, 271(13):7758-
66.

109



Literatur

[75]

[76]

[77]
(78]

[79]

(80]

[81]

(82]

[83]

[84]

(85]

(86]

110

Maina, C. V., Riggs, P. D., Grandea 3rd, A. G., Slatko, B. E. und
Moran, L. S. et al. (1988). An Escherichia coli vector to express and
purify foreign proteins by fusion to and separation from maltose-binding
protein. Gene, 74(2):365-73.

Maly, P., Thall, A., Petryniak, B., Rogers, C. E. und Smith, P. L. et al.
(1996). The alpha(1,3)fucosyltransferase Fuc-TVII controls leukocyte
trafficking through an essential role in L-, E-, and P-selectin ligand
biosynthesis. Cell, 86(4):643-53.

Marshall, R. D. (1974). The nature and metabolism of the carbohydrate-
peptide linkages of glycoproteins. Biochem Soc Symp, 16(40):17-26.
Marston, F. A. O. (1986). The purification of eukaryotic polypeptides
synthesized in Escherischia coli. Biochem J, 240:1-12.

Martin, S. L., Edbrooke, M. R., Hodgman, T. C., van den Eijnden,
D. H. und Bird, M. I. (1997). Lewis X biosynthesis in Helicobacter py-
lori. Molecular cloning of an alpha(1,3)-fucosyltransferase gene. J Biol
Chem, 272(34):21349-56.

Martin-Satue, M., Marrugat, R., Cancelas, J. A. und Blanco, J. (1998).
Enhanced expression of a(1,3)-fucosyltransferase genes correlates with
E-selectin-mediated adhesion and metastatic potential of human lung
adenocarcinoma cells. Cancer Res, 58(7):1544-50.

Marz, L. und Hatton, M. W. (1984). A proposal: that the heterogeneity
of glycoprotein N-glycans is a feature of their biosynthesis and may be
of functional significance. Int J Biochem, 16(3):253-6.

Meiring, M. S., Litthauer, D., Harsfalvi, J., van Wyk, V. und Baden-
horst, P. N. et al. (2002). In vitro effect of a thrombin inhibition peptide
selected by phage display technology. Thromb Res, 107(6):365-71.
Meyer, B. und Peters, T. (2003). NMR spectroscopy techniques for
screening and identifying ligand binding to protein receptors. Ange-
wandte Chemie, 42(8):864-890.

Mollicone, R., Gibaud, A., Francois, A., Ratcliffe, M. und Oriol, R.
(1990). Acceptor specificity and tissue distribution of three human
alpha-3-fucosyltransferases. Fur J Biochem, 191(1):169-76.

Morais, V. und Costa, J. (2003). Stable expression of recombinant
human a3/4-fucosyltransferase III in Spodoptera frugiperda Sf9 cells.
J Biotechnol, 106:69-75.

Morais, V. A., Costa, M. T. und Costa, J. (2003). N-glycosylation of re-
combinant human fucosyltransferase I1I is required for its in vivo folding
in mammalian and insect cells. Biochim Biophys Acta, 1619(2):133-8.



(87]

(88]

[92]

(93]

[94]

[95]

Morais, V. A., Serpa, J., Palma, A. S., Costa, T. und Maranga, L. et al.
(2001). Expression and characterization of recombinant human «-3/4-
fucosyltransferase III from Spodoptera frugiperda (Sf9) and Trichoplu-
sia ni (Tn) cells using the baculovirus expression system. Biochem J,
353(Pt 3):719-25.

Muniz, J. R., Alves, C. A., de Pieri, C., Beltramini, L. M. und Selistre-
de Araujo, H. S. et al. (2004). Overexpression, purification, biochem-
ical characterization, and molecular modeling of recombinant GDP-
mannosyltransferase (GumH) from Xylella fastidiosa. Biochem Biophys
Res Commun, 315(15):485-92.

Murali, R. und Kieber-Emmons, T. (1997). Molecular recognition of
a peptide mimic of the Lewis Y antigen by an anti-Lewis Y antibody.
J Mol Recognit, 10(6):269-76.

Murray, B. W., Takayama, S., Schultz, J. und Wong, C. H. (1996).
Mechanism and specificity of human alpha-1,3-fucosyltransferase V.
Biochemistry, 35(34):11183-95.

Murray, B. W., Wittmann, V., Burkart, M. D., Hung, S. C. und Wong,
C. H. (1997). Mechanism of human alpha-1,3-fucosyltransferase V:
glycosidic cleavage occurs prior to nucleophilic attack. Biochemistry,
36:823-31.

Nakamori, S., Kameyama, M., Imaoka, S., Furukawa, H. und Ishikawa,
O. et al. (1997). Involvement of carbohydrate antigen sialyl Lewis(x)
in colorectal cancer metastasis. Dis Colon Rectum, 40(4):420-31.
Narita, T., Kawakami-Kimura, N., Kasai, Y., Hosono, J. und Nakashio,
T. et al. (1996). Induction of E-selectin expression on vascular endothe-
lium by digestive system cancer cells. J Gastroenterol, 31(2):299-301.
Natsuka, S., Gersten, K. M., Zenita, K., Kannagi, R. und Lowe, J. B.
(1994). Molecular cloning of a cDNA encoding a novel human leukocyte
alpha-1,3-fucosyltransferase capable of synthesizing the sialyl Lewis x
determinant. J Biol Chem, 269(24):16789-94.

Nguyen, A. T., Holmes, E. H., Whitaker, J. M., Ho, S. und Shetterly,
S. et al. (1998). Human alphal,3/4-fucosyltransferase. I. Identification
of amino acids involved in acceptor substrate binding by site-directed
mutagenesis. J Biol Chem, 237(39):25244-9.

Niemela, R., Natunen, J., Majuri, M. L., Maaheimo, H. und Helin,
J. et al. (1998). Complementary acceptor and site specificities of Fuc-
TIV and Fuc-TVII allow effective biosynthesis of sialyl-TriLex and re-
lated polylactosamines present on glycoprotein counterreceptors of se-
lectins. J Biol Chem, 273(7):4021-6.

111



Literatur

[97]

(98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

112

Nishihara, S., Iwasaki, H., Kaneko, M., Tawada, A. und Ito, M. et al.
(1999). Alphal,3-fucosyltransferase 9 (FUT9; Fuc-TIX) preferentially
fucosylates the distal GlcNAc residue of polylactosamine chain while
the other four alphal,3FUT members preferentially fucosylate the inner
GlcNAc residue. FEBS Lett, 462(3):289-94.

Norris, A. J., Whitelegge, J. P., Strouse, M. J., Faull, K. F. und
Toyokuni, T. (2004). Inhibition kinetics of carba- and C-fucosyl ana-
logues of GDP-fucose against fucosyltransferase V: implication for the
reaction mechanism. Bioorg Med Chem Lett, 14(3):571-3.

O’Reilly, D., Miller, L. und Luckow, V. (1994). Baculovirus expression
vektors. A laboratory manual. Oxford University Press.

Pajot-Augy, E., Bozon, V., Remy, J. J., Couture, L. und Salesse,
R. (1999). Critical relationship between glycosylation of recombinant
lutropin receptor ectodomain and its secretion from baculovirus-infected
insect cells. Fur J Biochem, 260(3):635-48.

Paulson, J. C. und Colley, K. J. (1989). Glycosyltransferases. Struc-
ture, localization, and control of cell type-specific glycosylation. J Biol
Chem, 264(30):17615-8.

Qian, R., Chen, C. und Colley, K. J. (2001). Location and mechanism
of alpha 2,6-sialyltransferase dimer formation. Role of cysteine residues
in enzyme dimerization, localization, activity, and processing. J Biol
Chem, 276(31):28641-9.

Qiao, L., Murray, B. W., Shimazaki, S. J., Schultz, J. und Wong, C. H.
(1996). Synergistic inhibition of human alphal,3-fucosyltransferase V.
J. Am. Chem. Society, 118:7653—62.

Roelvink, P. W., van Meer, M. M., de Kort, C. A., Possee, R. D. und
Hammock, B. D. et al. (1992). Dissimilar expression of Autographa
californica multiple nucleocapsid nuclear polyhedrosis virus polyhedrin
and pl0 genes. J Gen Virol, 73 ( Pt 6):1481-9.

Rudolph, R. und Lilie, H. (1996). In vitro folding of inclusion body
proteins. FASEB J, 10(1):49-56.

Saiki, R. K., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Scharf, S. J. und Higuchi,
R. et al. (1988). Primer-directed enzymatic amplification of DNA with
a thermostable DNA polymerase. Science, 239(4839):487-91.

Sasaki, K., Kurata, K., Funayama, K., Nagata, M. und Watan-
abe, E. et al. (1994). Expression cloning of a novel alpha 1,3-
fucosyltransferase that is involved in biosynthesis of the sialyl Lewis x
carbohydrate determinants in leukocytes. J Biol Chem, 269(20):14730—
7.



[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

Schachter, H. (1991). The ’yellow brick road’ to branched complex N-
glycans. Glycobiology, 1(5):453-61.

Schein, C. und Noteborn, M. (1989). Formation of soluble recombinant
proteins in Escherichia coli is favored by lower growth temperature.
Bio/Technology, Seiten 291-294.

Schrag, J. D., Procopio, D. O., Cygler, M., Thomas, D. Y. und Berg-
eron, J. J. (2003). Lectin control of protein folding and sorting in the
secretory pathway. Trends Biochem Sci, 28(1):49-57.

Schuster, M. und Blechert, S. (2001). Inhibition of fucosyltransferase V
by a GDP-Azasugar. Bioorg Med Chem Lett, 11(14):1809-11.

Shibuya, N., Goldstein, I. J., Broekaert, W. F., Nsimba-Lubaki, M.
und Peeters, B. et al. (1987). The elderberry (Sambucus nigra L.) bark
lectin recognizes the Neu5Ac(alpha 2-6)Gal/GalNAc sequence. J Biol
Chem, 262(4):1596-601.

Shibuya, N., Goldstein, I. J., Van Damme, E. J. und Peumans, W. J.
(1988). Binding properties of a mannose-specific lectin from the snow-
drop (Galanthus nivalis) bulb. J Biol Chem, 263(2):728-34.

Shinkai, A., Shinoda, K., Sasaki, K., Morishita, Y. und Nishi, T. et al.
(1997). High-level expression and purification of a recombinant human
alpha-1, 3-fucosyltransferase in baculovirus-infected insect cells. Pro-
tein Expr Purif, 10(3):379-85.

Sibille, P., Ternynck, T., Nato, F., Buttin, G. und Strosberg, D. et al.
(1997). Mimotopes of polyreactive anti-DNA antibodies identified using
phage-display peptide libraries. Fur J Immunol, 27(5):1221-8.

Smith, G. P. (1985). Filamentous fusion phage: novel expression vectors
that display cloned antigens on the virion surface. Science, 228:1315-7.
Smith, P. K., Krohn, R. I., Hermanson, G. T., Mallia, A. K. und Gart-
ner, F. H. et al. (1985). Measurement of protein using bicinchoninic
acid. Anal Biochem, 150(1):76-85.

Smith, P. L. und Baenziger, J. U. (1992). Molecular basis of recog-
nition by the glycoprotein hormone-specific N-acetylgalactosamine-
transferase. Proc Natl Acad Sci U S A, 89(1):329-33.

Spiro, R. G. (1973). Glycoproteins. Adv Protein Chem, 27:349-467.
Stangier, K., Palcic, M. M., Bundle, D. R., Hindsgaul, O. und Thiem,
J. (1997). Fucosyltransferase-catalyzed formation of L-galactosylated
Lewis structures. Carbohydr Res, 305(3-4):511-5.

Stockwin, L. H. und Holmes, S. (2003). Antibodies as therapeutic
agents: vive la renaissance. Ezpert Opin Biol Ther, 3(7):1133-52.

113



Literatur

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

128

[129]

[130]

[131]

114

Stronge, V. S., Saito, Y., Thara, Y. und Williams, D. B. (2001). Rela-
tionship between calnexin and BiP in suppressing aggregation and pro-
moting refolding of protein and glycoprotein substrates. J Biol Chem,
276(43):39779-87.

Thiem, S. M. und Miller, L. K. (1990). Differential gene expression
mediated by late, very late and hybrid baculovirus promoters. Gene,
91(1):87-94.

Tretter, V., Altmann, F. und Marz, L. (1991). Peptide-N4-(N-acetyl-
beta-glucosaminyl)asparagine amidase F cannot release glycans with
fucose attached alpha 1-3 to the asparagine-linked N-acetylglucosamine
residue. Eur J Biochem, 199(3):647-52.

van Die, I., van Tetering, A., Bakker, H., van den Eijnden, D. H.
und Joziasse, D. H. (1996). Glycosylation in lepidopteran insect cells:
identification of a beta 1—4-N-acetylgalactosaminyltransferase involved
in the synthesis of complex-type oligosaccharide chains. Glycobiology,
6(2):157-64.

Vandenbroucke, A., Dolmans, M., de Vries-Petiau, G. M. und Leonis,
J. (1976). Purification of human milk fucosyltransferase [proceedings].
Arch Int Physiol Biochim, 84(5):1111-2.

Vo, L., Lee, S., Marcinko, M. C., Holmes, E. H. und Macher, B. A.
(1998). Human alphal,3/4-fucosyltransferases. II. A single amino acid
at the COOH terminus of FucT III and V alters their kinetic properties.
J Biol Chem, 273(39):25250-5.

Voss, T., Ergulen, E., Ahorn, H., Kubelka, V. und Sugiyama, K. et al.
(1993). Expression of human interferon omega 1 in Sf9 cells. No
evidence for complex-type N-linked glycosylation or sialylation. FEur
J Biochem, 217(3):913-9.

Walravens, K., Matheise, J. P., Knott, I., Coppe, P. und Collard,
A. et al. (1996). Immunological response of mice to the bovine res-
piratory syncytial virus fusion glycoprotein expressed in recombinant
baculovirus infected insect cells. Arch Virol, 141(12):2313-26.

Wang, W. und Malcolm, B. A. (1999). Two-stage PCR protocol allow-
ing introduction of multiple mutations, deletions and insertions using
QuikChange Site-Directed Mutagenesis. Biotechniques, 26(4):680-2.
Wang, W. C. und Cummings, R. D. (1988). The immobilized leukoag-
glutinin from the seeds of Maackia amurensis binds with high affinity
to complex-type Asn-linked oligosaccharides containing terminal sialic
acid-linked alpha-2,3 to penultimate galactose residues. J Biol Chem,
263(10):4576-85.



[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[140]

[141]

Weinstein, J., Lee, E. U., McEntee, K., Lai, P. H. und Paul-
son, J. C. (1987). Primary structure of beta-galactoside alpha 2,6-
sialyltransferase. Conversion of membrane-bound enzyme to soluble
forms by cleavage of the NH2-terminal signal anchor. J Biol Chem,
262(36):17735-43.

Weston, B. W., Hiller, K. M., Mayben, J. P., Manousos, G. A. und
Bendt, K. M. et al. (1999). Expression of human alpha(1,3)fucosyl-
transferase antisense sequences inhibits selectin-mediated adhesion and
liver metastasis of colon carcinoma cells. Cancer Res, 59(9):2127-35.
Weston, B. W., Nair, R. P., Larsen, R. D. und Lowe, J. B. (1992a). Iso-
lation of a novel human alpha (1,3)fucosyltransferase gene and molec-
ular comparison to the human Lewis blood group alpha (1,3/1,4)fuco-
syltransferase gene. Syntenic, homologous, nonallelic genes encoding
enzymes with distinct acceptor substrate specificities. J Biol Chem,
267(6):52—-60.

Weston, B. W., Smith, P. L., Kelly, R. J. und Lowe, J. B. (1992b).
Molecular cloning of a fourth member of a human alpha (1,3)fucosyl-
transferase gene family. Multiple homologous sequences that determine
expression of the Lewis x, sialyl Lewis x, and difucosyl sialyl Lewis x
epitopes. J Biol Chem, 267(34):24575-84.

Wong, C., Dumas, D., Ichikawa, Y., Koseki, K. und Danishefski, S. et al.
(1992). Specifity, inhibition and synthetic utility of a recombinant hu-
man alpha-1,3-fucosyltransferase. J. Am. Chem. Soc., 114:7321-22.
Wu, H. C., Yeh, C. T., Huang, Y. L., Tarn, L. J. und Lung, C. C.
(2001). Characterization of neutralizing antibodies and identification of
neutralizing epitope mimics on the Clostridium botulinum neurotoxin
type A. Appl Environ Microbiol, 67(7):3201-7.

Xu, Z., Vo, L. und Macher, B. A. (1996). Structure-function analysis of
human alphal,3-fucosyltransferase. Amino acids involved in acceptor
substrate specificity. J Biol Chem, 271(15):8818-23.

Yamada, N., Chung, Y. S., Takatsuka, S., Arimoto, Y. und Sawada,
T. et al. (1997). Increased sialyl Lewis A expression and fucosyltrans-
ferase activity with acquisition of a high metastatic capacity in a colon
cancer cell line. Br J Cancer, 76(5):582-7.

Yamamoto, F., Marken, J., Tsuji, T., White, T. und Clausen, H. et al.
(1990). Cloning and characterization of DNA complementary to human
UDP-GalNAc: Fuc alpha 1-2Gal alpha 1-3GalNAc transferase (histo-
blood group A transferase) mRNA. J Biol Chem, 265(2):1146-51.
Zollner, T. M. und Asadullah, K. (2003). Selectin and selectin ligand
binding: a bittersweet attraction. J Clin Invest, 112(7):980-3.

115



116



Anhang

Entsorgung

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden entsprechend ihren R-
und S-Sétzen gehandhabt und nach der Verordnung iiber gefihrliche Stoffe
(Gefahrgutverordnung) entsorgt. Organische halogenfreie und halogenhaltige
Losungsmittel wurden getrennt in gekennzeichnete Behélter tiberfithrt. Konta-
minierte Betriebsmittel wurden in dafiir vorgesehenen Behéaltern gesammelt.
Ethidiumbromid-Abfalle wurden in gesondert gekennzeichnete Behélter ent-
sorgt. MC-markierte Abfille wurden in die dafiir vorgesehen Abfallbehilter
fiir 14C-kontaminierte Feststoffe und Fliissigkeiten gegeben. Die Arbeit mit hu-
manen Zellen war auf Zellkultur-Laboratorien beschrankt. S1-kontaminierter
Abfall wurde vor der Entsorgung in einem Autoklav durch wassergeséttigten,
unter Druck (5 bar) stehenden Dampf 20 Minuten bei 120 °C hitzesterilisiert.

Gefahrstoffe/Sicherheitsdaten

Die Reagenzien und Losungsmittel in Tabelle B.1 waren mit Gefahrenhinwei-
sen und Sicherheits-Ratschlagen nach § 6 der Gefahrstoffverordnung versehen.
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Verbindung Gefahren- R-Sitze S-Sitze
symbol
ABTS Xi 36/37/38 26-36
Acetonitril F, Xn 11-20/21/22-36 16-36/37
Acrylamid T 45-46-20/21-25-36/38-  53-45
43-48/23/24/25-62 -
Ammoniumpersulfat O, Xn 8-22-36/37/38-42/43 22-24-26-37
Ampicillin Xn 36/37/38-42/43 22.26-36/37
BCIP - - 22-24/25
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22 36/37
2,5-Dihydroxy- - - 24/25
benzoeséure (DHB) -
Dimethylformamid T 61-20/21-36 53-45
Dithiothreitol Xi 36/37/38 36/37/39-22
EDTA Xn 22 -
Eisessig C 10-35 23.2-26-45
Ethanol F 11 7-16
Ethidiumbromid T+ 22-26-36/37/38-40 26-28.2-36/37-45
Gentamicin Sulfat Xn 42/43 22-45-36/37/39
Glutardialdehyd, 25% T, N 22.23-34-42/43-50 26-36/37/39-45-61
Imidazol C 22-34 22-26-36/37/39-45
Kanamycin Sulfat T 61 26-36/37-39-45
Methanol F, T 11-23/24/25- 7-16-36/37-45
39/23/24/25 -
NaOH C 35 26-37/39-45
NBT Xn 20/21-33 22-45
Phenol (Tris-gesattigt) T 24/25-34 28.6-45
Salzsdure, konz. C 34-37 26-36/37/39-45
SDS Xn 22-36/38 22-24/25
TEMED C,F 11-20/22-34 16-26-36/37/39-45
Tris Xi 36/38 -
Wasserstoffperoxid 30%  C 34 3-28-36/39-45

Tabelle B.1 R- und S-Sétze der verwendeten Gefahrstoffe
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