TECHNISCHE
UNIVERSITAT
DARMSTADT

Proteasen und Substrate flr einen kompetitiven
Fibrinogenschnelltest

vom Fachbereich Chemie

der Technischen Universitat Darmstadt

zur Erlangung des Grades
Doctor rerum naturalium

(Dr. rer. nat.)

genehmigteDissertation
von Veysel Erdel

Erstgutachterin Prof. Dr. rer. nat. Katja Schmitz

Zweitgutachter Prof. Dr. rer. nat. Harald Kolmar

Darmstadt 202




TECHNISCHE
UNIVERSITAT
DARMSTADT

Tag der Einreichung: 31. Juli2024
Tag der mundlichen Prifung: 02. Dezember2024

Erdel,Veysel Proteasen und Substrate fur einen kompetitiven Fibrinogenschnelltest
Darmstadt, Technische Universitat Darmstadt,

Jahr der Veroffentlichung der Dissertation dWfprints:2025

Tag der mundlichen Prifung2.12.2024

Veroffentlicht unter CC BSA 4.0 International
https://creativecommons.org/licenses/







Danksagung

Eine Dissertation ist nicht nur das Ergebnis harter Arbeit und Hingabe, sondern auchdas Resultat aus
der Unterstiitzung und Inspiration vieler Menschen, denen ich an dieser Stelle meinen tiefsten Dank
aussprechen mdchte.

Ein ganz besonderer Dank gilt Frau Prof. Katja Schmitz. Sie hat mir die wunderbare Mdglichkeit
gegeben, diese Arbeit zu realisieren und an diesem faszinierenden Thema zu forschen. lhre
inspirierenden ldeen und wertvollen Ratschlage haben mich stets motiviet und weitergebracht. Ihre
Unterstltzung, insbesondere wahrend der Erstellung dieser Arbeit, war von unschéatzbarem Wert.
Ebenso méchte ichHerrn PD Dr. Joachim Hoénes fiir seine fachliche Begleitung danken. Seine neuen
Ansatze und Ratschlage haben meine Areit immer wieder bereichert und mir frische Perspektiven
eroffnet.

Mein aufrichtiger Dank geht auch an Herrn Prof. Harald Kolmar, der nicht nur das Korreferat dieser
Arbeit Ubernommen hat, sondern auch einige Gerate seines Arbeitskreises zur Verfligung stellte, die
wesentlich zur Fertigstellung meiner Dissertation beitrugen.

Ein herzliches Dankeschongilt auch an Prof. Viktor Stein fur die Unterstitzung bei den Arbeiten mit

Pichia pastoris. Durch die Bereitstellung seine Labore konnte die Expression von Batroxobin erfolgreich
durchgefuhrt werden, und seine Ratschlage waren stets eine wertvolle Hilfe. Ein besonderer Dank gilt
auch dem Team der MSAbteilung, insbesondere Gul Sahinalp, fir die Durchfihrung der MALDI-

Messungen.

Weiterhin méchte ich mich herzlich bei allen bedanken, die durch die Bereitstellung von Geraten und
Materialien mafR3geblich zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben. Ein grol3er Dank gebihrt auch
der Firma Nordmark fur die grof3zugige Bereitstellung von aufbereitetem Ancrod mit standardisierter
Aktivitat, die im Rahmen dieser Dissertation kostenfrei zur Verfligung gestellt wurde. Dies
gewadhrleistete zuverlassige und reproduzierbare Ergebnisse. Ebenso bedanke ich mich bei Pentapharm
fur das freundlicherweise unentgeltlich zur Verfligung gestellte hochreine Batroxobin.

Ein besonderer Dank geht an Prof. Dr. Dr. Christian Friedrich Weber fur die hervorragende
Zusammenarbeit und die Unterstitzung bei klinischen Fragen sowie die Bereitstellung von humanem
Fibrinogen. Die gemeinsame Prasentation unseres Posters zum FibrinogeBchnelltest auf der GTH
Tagung in Berlin war eine unvergessliche Erfahrung.

Mein Dank gilt der gesamten Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Katja Schmitz fur die fantastische Zeit.
Besonders danke ich Victoria Engemann, Stefanie Eckes und Julia Wack flrdie groRartige
Unterstutzung. Ein besonderer Dank geht auch an Anke Imrich fir ihre Hilfe bei den
molekularbiologischen Arbeiten. Nicht zuletzt mdchte ich auch meinen Praktikanten wahrend meiner
Dissertation, namentlich Constanze Sixt und Chantal Bergmann,meinen Dank aussprechen, deren
Engagement und Beitrag diese Arbeit bereichert und zum Fortschritt der Experimente beigetragen
haben.

Zuletzt mochte ich meinen Eltern und meiner Frau meinen tief empfundenen Dank aussprechen. Ihre
unerschutterliche Unterstitzung, ihr Verstandnis und ihr Vertrauen haben mir in allen Phasen dieser
Arbeit den nétigen Rickhalt gegeben.




Inhaltsverzeichnis

W o] U 4 W o Fo3 V=T =T (o oL 1T v
Y 0111 = V! SRR 1
B4 ¥ 7= 1 4] 01T 1 5= 11T U o PR 3
N 1111 (8 oo PP PPPPPPPPPP 5
1.1 HINTEIGIUNG ..o 5
1.2. Biochemie und Physiologie der BIUtgerinnUNG...........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 6
1.2.1. Die GeriNNUNQGSKASKAUE...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt 6
2 I 170 o] o1 9
1.2.3.  Fibrinogen und FibrinpolymeriSation .............cuuuiiiiiiic i 12
1.3. GeriNNUNGSAIAGNOSTIK. .....cceiiiiecc e e e e e e e e e e e e e aaaee 16
1.3.1. Assays zur Bestimmung dessesamtgerinnuUNgSSIatUS..........ceeeeeeeriieeiiiiinieeee e 17
1.3.2. Gerinnungsassays zur Bestimmung der Fibrinogenkonzentration...................ccccvvvveeeennn. 18
1.3.3. Funktionsprinzip des kompetitiven enzymatischen Tests mit Kompensation der Enzymaktivitat

22

1.4. Thrombinahnliche Serinproteasen aus Schlangengift...........cccccoeeiiiiiiii e, 27
O S = 7= {0 (o] o PP PPPPPPPPPPP 28
O N T oo PP 30
1.5. Heterologe Expression von BatroXobin iNP, PASIONS..........ccc..ccccvveeuiiiiieeeeeeiiiieae e 31
1.6. YT g1 ] o] (0] (=T Y= o USSP 35
1.6.1. Klassifizierung und Nomenklatur der SErinproteasen............ceuvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 35
1.6.2. Mechanismus der SEriNPrOtEASEIL..........cviiiiiiiiiiiiiiiiiieiii ettt 36
1.6.3. Substratspezifitdt von fibrinogenspaltenden ENZymen..........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 37
1.7. Signalgebende ProteaseSUDSIIALe. ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 39
WA 1= £ = v U [ Vo F O 42
3.....Material UNd MENOAEN ... oot e e e e e e e 43
3.1 (@3 0= 0 071 = 1= o 43
3.2. Y= 1001 TSI E T L0 = ] o ] Lo [ 44
3.3. [ (01 (= = PP 45
3.4. (@] [Te[o] o101 {[=To] 1 o L= PSP PP P TRRRN 46
3.5. GroRRenstandards fUr DNA UN PrOteINE.........oiiiiiiiiieeiieee e e e e e e e e eaaeees 46
3.6. Y=o L= o 47
3.7. U1 49
3.8. STAMMIOSUNGEN. ...ttt 49
3.9. GEIALE UNG SOTIWAIE. ... . eeei ettt e et e e e e e e e eettt e e e e e e eeeeeeeaannaeeeeeeeennnes 50
3.10.  Molekularbiologische MethOden ..........cooo i 51
3.10.1. Bestimmung der DNAKONZENTIAtION .......cooiiiiiiiiiie e 51




3.10.2. PolymeraseKettenreaktion (PCR) ...........iiiiiiiiiiiiiiies et e e e e e eeaaaa s 51
3.10.3. AgaroseGelelektrophorese VON DNA ... e e 52
3.10.4. Restriktionsverdau VON DINA ... ..ot e e e e e e eaae e e e e e e e e eeeeeannnns 53
3.10.5. Herstellung von Batroxobin-Mutanten durch error-prone PCR............cccccccciiiiiiiiiininnnnn. 53
3.10.6. Ligation vOn DNA-FragmMenten..........coooiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 53
3.10.7. Sequenzierung VON DINA. ... ..o 54
3.11.  Mikrobiologische MethOUeN ..........coooiiiiiiiiiii 54
3.11.1. Methoden zum ArbeItEN MIt £, CON......uuiiiiiieiiieeeee et 54
3.11.2. Methoden zum Arbeiten Mit P. PASIOLIS.............couuuuiiiiiee e 55
3.12.  Proteinbiochemische Methoden..............coooiiiiiiii 56
3.12.1. Rekombinante Expression von Batroxobin in 24Well-Mikrotiterplatten ..............ccccvvveee. 56
3.12.2. Polyacrylamid-GeleleKIrOPhOIrESE. ........uuuiiiii e 57
3.12.3. Silberfarbung vON SDSPAGE GEIEM.......coiiiieiiieeeiee e 57
T I SV =] (=T = [ PSSR 58
3.12.5. AmMmMOoniuMSUIALTAIUNG ....ooooiiiiii 59
3.12.6. Ni-NTA Affinitatschromatografie ... 60
3.13.  Enzymatische MethOUEN.........cooiiiiiiiiiii 60
3.13.1. Fibrin0gen-Platt@NasSay............ccuuiiiiiiiiiiiiiiii e 60
3.13.2. Fibrinogen-Triibungssassay zur Bestimmung der Proteinaktivitat..................oevvvveiinnnnnn. 61
3.13.3. Bestimmung der Proteinaktivitat mit chromogenen Substraten............cccccceeeeveeeeiieeeiiinnnnn. 61
3.13.4. Bestimmung von enzymkinetischen Parametern...........coooovvviiiiii e e e 61
3.13.5. UMSAtzZfaKiOrMESSUNG.....ccuuiuiiiiieeee it e e e e ettt e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e eees s e e eeeeeeeeeseanans 63
3.13.6. Kalibriergeraden zur Umrechnung der Fluoreszenz von FREISubstraten mit IFE............. 64
314, PEPUASYNINESE. .. . e e e e e aa 68
3.14.1. Reinigung der Peptide mittels HPLC ... 70
3.14.2. Peptidanalytik mittels MALDI-TOFRMassenspektrometrie...........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 70
3.14.3. Synthese vONn FRETSUDSIIAtEN............cooiiiiiiiiiiii 70
4, ... Ergebnisse UnNd DiSKUSSION......ccicciiiiieiiiiiee e e e e e e et e e e e e e e e e e abba e eaeas 72
4.1. Zwei-Felder-Test mit TRroOMDIN ........oooviiiiiiiiiiieeeeee e 72
4.1.1. Kompetitionsmessungen mit Thrombin am Photometer...............oooviiiiiiieiiiicceee e, 72
4.1.2. Kompetitionsmessungen mit Thrombin am Fluoreszenzspektrometer............ccccccceeeenn.... 75
4.2. Modellversuche zu Enzyminhibitorsystemen mit hdherer Affinitat ......................es 78
4.2.1. Testsystem Trypsin und Benzamidin.............ooouuiiiiiiiiiiii e 79
4.2.2. Testsystem Thrombin und ArgatrObDan...........co.uuiii i 80
4.3. Suche nach einem optimierten Testsystem flr Fibrinogen...........ccccccoviiiiiiinn, 82
4.3.1. Ancrod als umsetzendes Enzym im ZWeFelder-ASSay............uuuuuuuuuruiiierieeeiiiiiiiiiniennnnnnnnes 83
4.3.2. Batroxobin als umsetzendes Enzym im ZweiFelder-ASSay..............uuuuuuiriureiiiiieeiiiiiiiiiinnnns 84
4.4. Berechnung der Ky ZU FiDINNOGEN. .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 87




4.5, EXPression VON BatrOX0ODiN............uuuiiiiicc e 89
45.1. Klonierung von Konstrukten fir die Batroxobinexpression in P. pastoris.......................... 89
4.5.2.  EXPresSSiONSKONIIOIEN. ... ... 90
4.5.3. Charakterisierung von Klonen mittels Fibrinogen-Aktivitatsassay.............ccceeeeeeeeeeeeeeeeenn 94
4.5.4. Standardisierung des FibrinogenAktivitatsassays mit Batroxobin..............cccoeeeeeeeeieeeen. 96
4.5.5. Reinigung und Charakterisierung von Batroxobin (Klon 6 pPIC9_ReptWt) ..................... 96
4.5.6. Fibrinogen-Aktivitatsassay des Klon 6 pPICO_RepWt........ccooieeiiiiiiieeeeeeeen 98
4.5.7. Optimierung der REINIGUNGT .....ccooooieeieaeeeeeeeeeeeee e 100
4.5.8. Optimierung der EXpressionsbedingUNQEN...........ooouiiiiiiiieee i ee e e e 102
4.6. SYNthESE NEUET SUDSIIALE.........ouiiiiii e 103
4.6.1. Synthese vON FRETSUDSIIAIEN .........coiiiiiiiiiii e e e e e eeaenes 104
4.6.2. Enzymkinetische Charakterisierung der Peptidsubstrate............cccoeooeeeiiiiiiiiiiiineeeecceeins 106
4.6.3. Verringerung des Inner-Filter Effekts .........uooiiii e 111
4.6.4. Bestimmung der enzymkinetischen Parameter fur die FRETSubstrate und Durchfiihrung des
KOMPELHIONSASSAYS. ... e ie it 117
4.6.5. Charakterisierung der FREFSubstrate unter optimierten Bedingungen.......................... 119
5. Fazit und AUSDIICK .......ovviii 125
5.1. Enzymatische Kompetition von Thrombin und Modellversuche zu weiteren Enzym
T a1 T (o] 653741 (=10 0 1= o [P 125
5.2. EXPression VON BatroX0Din............uuiiiii e 126
5.3. Entwicklung von FRET-Substraten flr BatroXobin.............cccoooeeeiiiiiiiiiiiieeeecceevcee e, 127
5.4. AUSDIICK. . 128
B et ANINAING . ¢t 1
6.1 RN 0T =5 (=] o 1
6.2. Bestimmung der enzymkinetischen Parameter.............cvvviiiiiiiiiiiii 5
6.3. Kalibrierung des Batroxobin-Standards..............ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 7
6.4. LC-MS Daten fur synthetisierten FRET SubStrate............ccccccvviiiiiiiiiiiiiiieeeee 7
6.4.1. Substrat 1 ADZGVRGR3-NITIO -TYI ....uuiuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieieaeeeeebe bbb eeeeeeeeneeeeeane 7
6.4.2. Substrat 2 ADZGVRGPLYS(DNP) ..uuuiiiiieiiiieiiiiie ettt e e e e e ab e e e e e aaaanes 8
6.4.3. Substrat 3 N-Me-Abz-GVRGRLYS(DNP) .....ccuuuuiiiiiieiiiieiiiiee et eea e e e e e eaanees 9
6.4.4. Substrat 4 TIp-GVRGPRLYS(DNP) ..uuuiiiiiiiiiiiiiee et e e e e e e e e e e e e e e aeennes 9
6.4.5. Substrat 5 ADZGVRGPA-NItrO -Phe........cccceeiiiiiiiiiiiiie et a e 10
6.4.6.  Substrat 6 N-Me-ADZ-GVRGPRTIP .....uuuiiiiiieeeeiiiiiiiireeeeeeeeaasiseerereeeeessassssaaerrrraeeeesaannsnnees 11
6.4.7. Substrat 7 LYS(DNP)FGVRGRTIP .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiaeaebeeeeeseseesseeeseeeeeeeeneaeeeennnnne 12
6.5. Absorptions-, Anregungs und Emissionsspektren der FRETSubstrate..................ccouvveeen. 12
a) Substrat 1 ADZGVRGR3-NITIO -TYT ....uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieieieeeeeeeeeeseaesaeeeeeeeeeeaee e 12
b) Substrat 2 ADZGVRGPLYS(DIN) ...vvutuutruuttineiieiiieieieeueeueensneaneesnsessnseeeessseseeeeeeees 12
C) Substrat 3 N-Me-ADZ-GVRGRLYS(DNP) .....uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiniiisennesssneseennneeenneeeenens 14
d) Substrat 4 TrP-GVRGRLYS(DNP) ...ttt e e e e e e e e e e e eeeeaees 16




e) Substrat 5 AbZGVRGPRA-NItrO -Phe ..o 17
f) Substrat 6 N-Me-ADZ-GVRGRTIP ...cuuuuiiii it e e e e e e r e e e 18
0) Substrat 7 Lys(DNPYGVRGRTIP ..cooiiiiiiiiieeeee 19
h) Substrat 8 ADZ-GVRGPRB-NItIO -TYI...ccciiiiiiiiiiiiiiiie e 21
i) Substrat 8 ADZ-GGGVRGPEB-NItrO -TY ....cceiieiiiiiiiiiiiee et 22
6.6. Lineweaver-Burk Diagramme flr BatroXobin .................euiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 24
6.6.1. Batroxobin Mt BZ-Arg-AMC ... ..o 24
6.6.2. Batroxobin MIit H-D-GVRAMUC ... 24
6.7. Ku-Bestimmung von FRETFSubstraten mit BatroXobin ..............couviiiiiiiieeiiiiiiiiie e, 25
6.7.1.  ADZ-GVRGPRB-NITIO -TYI oeiiiiiiiii et e e e e e e e e e e st a e e e e e e e eeeeraaanes 25
6.7.2.  ADZ-GGGVRGPEB-NIIIO -TYI ettt e e e e e e e e e e e e aaneaaaes 26
6.7.3. ADZ-AEGGGVRGPE-NILIO -TYF ..eeeiiiiiiiiie ettt e e e e 27
6.7.4.  AbDZ-DFLAEGGGVRGPER-NITIO -TYF . ciiueiiiieiiiiiie ettt 28
6.8. KaliDIIEIGEIAARN. ... e 29
6.9. Einfluss der Kompetition von Fibrinogen auf das LineweaverBurk-Diagramm fur den Umsatz
von Thrombin Mit Z -GPRAMC .........oiiiiiiiii et 35
T e LIEEIATUIVEIZEICNNIS ... 37
8. L ETKIGIUNGEN . 50
88 Abs. 1 lit. c der Promotionsordnung der TU Darmstadt ............oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50
88 Abs. 1 lit. d der Promotionsordnung der TU Darmstadt.............cccooeiiiiiiiiiiiiiieeeiiiiiiiieee e 50
89 Abs. 1 der Promotionsordnung der TU Darmstadt............cooooeeeeeeeeeieeeee e 50
89 Abs. 2 der Promotionsordnung der TU Darmstadt............coooeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50




Abkurzungsverzeichnis

ABE anionenbindende Exosite

Abz Aminobenzamid

ACT Activated Clotting Time

ADP Adenosindiphosphat

AcN Acetonitril

AE Absorptionseinheit

AMC 7-Amino-4-methylcumarin

APC aktiviertes Protein C

APS Ammoniumperoxodisulfat

aPTT Aktivierte partielle Thromboplastinzeit
Arg Arginin

AS Aminosaure

a.u. arbitrary units, relative Einheiten
Boc tert-Butyloxycarbonyl

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

Cys Cystein

Ccv column volume, Saulenvolumen
DI Deziliter

DCM Dichlormethan

DIC Diisopropylcarbodiimid

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

E Enzym

ES Enzym-Substrat-Komplex

EPQR Protein-C-Rezeptor der Endothelzellen
FDP Fibrinabbauprodukte

FI Fibrinogen

Fla Fibrin

FlI Prothrombin

Flla Thrombin

Fg Fibrinogen




Fmoc
FpA

HCI
HDX
Hise
HPLC
HOBt
HRP
IFE
IFF
INR
kbp
kDa
LB

Kwm
Lys
MALDI-TOF
Mr NA
MD
MS
MTBE
NaOH
NIH
NMR
oD
ORF
opt

PAGE
PAR
PBS
PCR
PDI

Fluorenylmethoxycarbonyl

Fibrinopeptid A

Fibrinopeptid B

Salzsaure

WasserstoffDeuterium-Austausch
Hexahistidin-Tag

High Performance Liquid Chromatography
Hydroxybenzotriazol

horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase
Inner-Filter Effekt

Inner-Filter Faktor

International Normalized Ratio

Kilobasenpaare

Kilodalton

lysogeny broth, Nahrmedium fiir Bakterien
Michaelis-Konstante

Lysin

Matrix -assisted LaseDesorption/lonization Time -Of-Flight
4-Methoxy-2-naphthyl-amin

Molekulardynamik

Massenspektrometrie

Methyl-fert-butylether

Natriumhydroxid

National Institutes of Health unit, standardisierte Einheit
Kernspinresonanz

optische Dichte

open reading frame, offener Leserahmen
Codonoptimiert

Produkt

Polyacrylamidgelelektrophorese
Proteaseaktivierter Rezeptor

phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte Salzlésung
PolymeraseKettenreaktion

Proteindisulfidisomerase

vi



PEG
PFA
pNA
POC
PT
PVDF
QCM-D
ROTEM
RT

SDS
SVSP
SVTLE
TAFI
TEG
TEMED
TF
TFA
TIPS
TPZ
Tris

TT

uN
UTR
uv
VEM

WB
Wit
z.B.

Polyethylenglycol

Platelet Function Analyzer

p-Nitroanilin

Point-of Care dezentrales Diagnosegerat
Prothrombinzeit

Polyvinylidenfluorid
Quarzkristall-Mikrowaage mit Dissipation
Rotations-Thrombelastographie
Raumtemperatur

Subdrat

sodium dodecy! sulfate Natriumdodecylsulfat
Snake venom serine proteasesSerinproteasen aus Shlangengift
thrombinahnliche Serinproteasen aus Schlangengift
Thrombin-aktivierbarer Fibrinolyse-Inhibitor
Thrombelastographie
Tetramethylethylendiamin

tissue factor, Gewebefaktor
Trifluoressigsaure

Triisopropylsilan

Thromboplastinzeit

Tris(hydroxymethyl) aminomethane
thrombin -time, Thrombinzeit

Ubernacht

untraslatierte Region

ultraviolet

viskoelastische Methoden

von Willebrand-Faktor

Western Blot

Wildtyp

zum Beispiel

Vil






Abstract

Acute fibrinogen deficiency poses a significant risk to patients suffering from severe bleeding due to
surgical interventions or trauma. Early and precise determination of plasma fibrinogen levels is therefore
crucial for targeted substitution therapy using fibrinogen concentrates. However, current diagnostic
methods are costly and often lack sufficient accuracy, paticularly within the clinically relevant
concentration range. In this study, a novel enzymatic duaHield competition assay was developed to
provide a faster and more costeffective alternative.

The assay principle relies on the competitive conversion of a fluorogenic substrate in two separate
reaction compartments. In one compartment, the substrate is applied at a concentration near the
Michaelis constant (Kw), and in the other, in excess. The presence of fibrinogen as a competitive inhibitor
leads to measurable differences in substrate turnover rates, from which a turnover factor is derived that
correlates with the fibrinogen concentration.

Initial experiments using thrombin and Z -GPRAMC as substrate were hampered by turbidity caused by
fibrin clot formation. Although addition of the aggregation -inhibiting tetrapeptide GPRP reduced
turbidity, it also altered enzyme kinetics. Fluorescencebased measurements showed some improvement,
but the slope of the turnover factor curve was insufficient within the clinically relevant fibrinogen range
(0-2 mg/mL) for reliable quantification. To improve assay performance, alternative enzymesubstrate
systems were explored. Snake venom thrombinlike enzymes (SVTLES), in particular Ancrod and
Batroxobin, were investigated due to their high affinity for fibrinogen. Ancrod did not yield satisfactory
results, whereas Batroxobin demonstrated promising properties, dhough the submicromolar Ky values
reported in the literature could not be replicated. A key objective of this work was to establish a
recombinant expression system for Batroxobin in Pichia pastoris Both a wild-type gene and a codon
optimized variant wer e cloned into the pPIC9 vector and successfully integrated into the host strain
GS115. Although no protein was initially detectable in the supernatant, additional activity assays using
fibrinogen agarose plates and a newly developed microplate assay confined the enzymatic activity of
the recombinant Batroxobin. Purification by nickel ion affinity chromatography yielded active enzyme,
albeit at lower levels than reported in the literature. Process optimizations improved protein quality and
activity. Another focus of the study was the development of specific FRET substrates, as commercial
substrates did not provide sufficient turnover rates. The synthesized substrates were based on the
thrombin cleavage site of fibrinogen A] chains and produced by solidphase synthesis. Initial
experiments revealed substantial inner filter effects (IFE) at the substrate concentrations required for
the assay, which were mitigated through the use of microcuvettes and reduced substrate concentiiions.
The optimized substrates, particularly the elongated peptide aminobenzoylDFLAEGGGVRGPR-
nitrotyrosine, exhibited markedly improved initial velocities and lower K u values. Further extension of
the sequence with glycine and arginine residues at theN-terminus resulted in an additional increase in
substrate conversion. The longest substrate, AbDFLAEGGGVRGPR-nitrotyrosine, ultimately showed
the lowest Ky (339 pM) and the second highest vimax (60 nmol min o§ BU®). Final tests with the optimized
assay system demonstrated that Batroxobin enables a broader dynamic range of turnover factors
compared to thrombin. The calculated Z-factors exceeded the statistically required threshold of 0.7,
aml dgpkgl e r f ldyfor precisewrféasuresmengsrwithin ghe clinically relevant concentration
range.

Overall, this study achieved several key advances. Batroxobin was identified as a suitable enzyme for the
dual-field competition assay and successfully expressed recombinantly inPichia pastoris although
production vyields still require optimization. Specific FRET substrates enabling reliable turnover by
Batroxobin were developed and validated. Together, these components enabled the establishment of a
functional assay for fibrinogen determination, providing a solid foundation for the future development




of a practical diagnostic rapid test that could support faster and more reliable treatment decisions in
fibrinogen deficiency.




Zusammenfassung

Ein akuter Fibrinogenmangel stellt bei schweren Blutungen infolge von chirurgischen Eingriffen oder
Traumata eine erhebliche Gefahr fur Patienten dar. Die frihzeitige und prézise Bestimmung der
Fibrinogenkonzentration im Plasma ist daher entscheidend flr éne gezielte Substitutionstherapie mit
Fibrinogenkonzentraten. Derzeit verfigbare Testverfahren sind jedoch mit hohen Kosten verbunden und
weisen insbesondere im diagnostisch relevanten Konzentrationsbereich eine unzureichende Genauigkeit
auf. Vor diesem Hntergrund wurde im Rahmen dieser Arbeit ein neuartiger enzymatischer Zwei-Felder-
Kompetitionsassay entwickelt, der eineschnelle und kostengiinstige Alternative darstellen soll.

Das grundlegende Prinzip des Assays basiert auf der kompetitiven Umsetzung eines fluorogenen
Substrats in zwei Reaktionskompartimenten. Dabei wird das Enzymsubstratauf einer Seite in einer
Konzentration nahe der Michaelis-Konstante (Kv) und auf der anderen Seitein Uberschuss eingesetzt.
Die Anwesenheit von Fibrinogen als kompetitiver Inhibitor in beiden Kompartimenten fihrt zu
messbaren Unterschieden in der Umsatzgeschwindigkeit des Substrats, woraus ein Umsatzfaktor
berechnet wird, der mit der Fibrinogenkonzentration korreliert.

Zu Beginn der Arbeiten wurde Thrombin als Testenzym verwendet und mit dem Substrat ZGPRAMC
getestet. Die photometrische Auswertung wurde durch die Triibung infolge der Fibringerinnung gestort.
Zwar konnte die Tribung durch den Zusatz des aggregationshemmenden TetrapeptidsGPRP vermindert
werden, dies flhrte jedoch gleichzeitig zu einer Veranderung der Enzymkinetik.
Fluoreszenzspektrometrische Messungen zeigten zwar verbesserte Ergebnisse, doch war die Steigung
der Umsatzfaktorkurve im relevanten Konzentrationsbereich von 0- 2 mg/mL Fibrinogen zu gering, um
eine prazise Bestimmung zu ermdglichen.

Zur Verbesserung des Assays wurden daher alternative EnzyfBubstrat-Systeme getestet. Basierend auf
Literaturdaten wurden sogenannte Snake Venom Thrombinlike Enzymes (SVTLES), insbesondere
Ancrod und Batroxobin, in die Untersuchungen einbezogen. Diese Engme zeichnen sich durch eine
hohe Affinitat zu Fibrinogen aus. Wahrend Ancrod keine zufriedenstellenden Ergebnisse lieferte, zeigte
Batroxobin vielversprechende Eigenschaften, wenngleich die in der Literatur beschriebenen
submikromolaren Ku-Werte fir Fibrinogen nicht erreicht wurden.

Ein zentrales Ziel der Arbeit war daher die Etablierung eines rekombinanten Expressionssystems fiir
Batroxobin in Pichia pastoris Sowohl ein Wildtyp -Gen als auch eine codonoptimierte Variante wurden
in das pPICS3Vektorplasmid kloniert und erfolgreich in den Wirtsstamm GS115 transformiert. Trotz
vollstandiger Integration des Gens in das Genom konnte zunachst keirProtein im Expressionsiberstand
nachgewiesen werden. Erst durch zusatzliche Aktivitatstests auf FibrinogerAgaroseplatten sowie mit
einem neu entwickelten Mikrotiterplatten -Assay konnte die Aktivitdt des exprimierten Batroxobins
nachgewiesen und quantifiziert werden. Die Reinigung erfolgte mittels Nickelionen-
Affinitdtschromatografie. Trotz relativ niedriger Ausbeuten im Vergleich zu Literaturangaben konnte die
Aktivitat des rekombinanten Enzyms bestatigt werden. Weitere Optimierungen im Produktionsprozess,
etwa durch Anderung der Kulturbedingungen und der Vorreinigungsstrategien, fiihrten zu einer
verbesserten Proteinqualitat.

Ein weiterer zentraler Aspekt der Arbeit war die Entwicklung spezifischer FREFSubstrate fir
Batroxobin, da handelstibliche Substrate keine ausreichenden Umsatzraten zeigten. Die synthetisierten
FRET-Substrate basierten auf der ThrombinSpaltstelle des Fibinogen A -Peptids und wurden mittels
Festphasensynthese hergestellt. Erste Versuche ergaben, ddssi den fir den Zweikompartimente-Test
erforderlichen Konzentrationen ein erheblicher Teil der Fluoreszenz durch den sogenannten InneiFilter-
Effekt (IFE) absorbiert wurde. Durch Verwendung von Mikrokivetten und Reduktion der
Substratkonzentration konnte der IFE deutlich reduziert werden. Die optimierten Substrate,
insbesoncere das verlangerte Peptid Aninobenzoyl-DFLAEGGGVRGPR-Nitro -Tyrosin, zeigten deutlich




verbesserte Anfangsgeschwindigkeiten und niedrigere Ilg-Werte. Eine weitere Verlangerung der
Sequenz mit Glycin und Argininresten am N-Terminus fiihrte zu einer zusatzlichen Steigerung der
Substratumsetzung Das langste Substrat, AbZDFLAEGGGVRGPR-Nitro -Tyr, wies schlief3lich mit 339
UM die niedrigste Ky und mit 60 nmol min * BU™ die zweithdchste Vimax auf.

Die abschlieRenden Tests mit dem optimierten Assaysystem und den eigens entwickelten FRET
Substraten zeigten, dass sich mit Batroxobin ein deutlich breiterer dynamischer Bereich der
Umsatzfaktoren erreichen lasst als mit Thrombin. Die berechneten ZFaktoren lagen Gber dem statistisch
geforderten Schwellenwert von 0,7, was die Eignung des Assays fir prazise Messungen im diagnostisch
relevanten Bereich bestatigt.

Insgesamt konnten im Rahmen dieser Arbeit mehrere wesentliche Fortschritte erzielt werden.
Batroxobin wurde als geeignetes Enzym fur den ZweiFelder-Kompetitionsassay identifiziert und
erfolgreich rekombinant in Pichia pastoris exprimiert, auch wenn die Produktionsausbeute noch
optimiert werden muss. Zudem wurden spezifische FRETSubstrate entwickelt und getestet, die eine
zuverlassige Umsetzung durch Batroxobin ermdglichen. Mit diesen Komponenten konnte ein
funktionsfahiges Assayverfahren zur Bestimmung de Fibrinogenkonzentration etabliert werden. Diese
Ergebnisse schaffen eine belastbare Grundlage fir die Weiterentwicklungzu einem praxistauglichen
diagnostischen Schnelltests, der in Zukunft eine raschere und verlasslichere Therapieentscheidung bei
Fibrinogenmangel unterstitzen kdnnte.




1. Einleitung

1.1. Hintergrund

Die Blutgerinnung ist ein lebenswichtiger Prozess, der im Kérper genau reguliert wird, um Thrombose
oder Blutverlust zu verhindern. Der entscheidende Prozess bei der Blutgerinnung ist die
Gerinnselbildung. Dabei werden in einer Gerinnungskaskade nacheinander mehrere Gerinnungsfaktoren
aktiviert und das am Ende der Kaskade aktivierte Thrombin setzt Fibrinogen in Fibrin um. Das Fibrin
lagert sich gemeinsam mit Blutplattchen zu einem Blutgerinnsel zusammen und stoppt auf diese Weise
die Blutung.'* Schwere Blutungen bei Operationen oder Unfallen filhren haufig zu einem Mangel von
Fibrinogen.>” Denn die Plasmakonzentration von Fibrinogen nimmt bei schweren Blutungen schneller
ab als die der anderen Gerinnungsfaktoren® Bei einem Mangel an Fibrinogen ist die Blutgerinnung
eingeschrankt, waszu hohen Blutverlusten bis hin zum Tod fuhren kann. Mit Fibrinogenkonzentraten
kann dieser lebensbedrohliche Mangel behoben werden.Diese sind teuer und eine nicht indizierte
Anwendung kann zu Komplikationen fihren. Die schnelle und genaue Konzentratiorsbestimmung von
Fibrinogen, dem entscheidenden Gerinnungsfaktor beider Blutgerinnung, stellt einen lebenswichtigen
Prozess im Rihmen des Gerinnungsmanagementbei Unféallen oder Operationen dar. Esermdglicht den
gezielten Einsatzvon Fibrinogenpraparaten alslebensrettende Behandlungund senkt die Notwendigkeit
an risikobehafteten Transfusionen von Fremdblut®**

Die aktuell verfigbaren Testverfahren zur Bestimmung von Koagulationsstérungen basieren auf der
Gerinnselbildung durch die Thrombin-vermittelte Spaltung des Fibrinogens zum Fibrin. Aus der Zeit bis
zur Ausbildung des Gerinnsels und d@&n Eigenschaften des Gerinnsels wird auf die
Fibrinogenkonzentration geschlossen.

?
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Abbildungl: Finale Phase der Gerinnselbildung; Die Spaltung von Fibrinogen durch Thrombin ist die Grundlage fur herkdbmmliche
Fibrinogennachweise. Sie quantifizieren die Fibrinogenmenge aufgrund von Tribung, Masse oder Viskositéat des Fibringerinnsels.
(Quelle: AK Schmitz)

Beim meist verwendeten Verfahren, dem ClaussTest, wird das Blutplasma mit einer definierten Menge
Thrombin zur Gerinnung gebracht und die Zeit bis zum Tribungsbeginn gemessen?!® Der
experimentelle Zeitaufwand bis zur Ergebnisbereitstellung liegt bei diesem Verfahren im Durchschnitt
bei 88 min und ist fiir die schnelle Entscheidung im Falle der akuten Blutung zu langsam!* Eine
schnellere Alternative stellen die viskoelastischen Methoden dar® Bei diesem Verfahren, das aufgrund
der hohen apparativen Kosten meist nur grof3en Kliniken zur Verfligung stét, werden Uber spezielle
rotierende Vorrichtungen die mechanischen Eigenschaften des Gerinnsel&ber die Zeit bestimmt und
aus dem zeitlichen Verlauf ein Ersatzwert fir die Konzentration des Fibrinogens abgleitet.'® Anhand
dieser Abschatzungaus der Gerinnungsdauer bzw. den viskoelastischen Eigenschaften des Blutes, wird
die Entscheidung getroffen, ob ein Fibrinogenmangel vorliegt. Da diese Eigenschaftennicht nur vom




Fibrinogengehalt des Blutes sondern auch von vielen weiteren Faktoren abhangen, sind sie
fehlerbehaftet und im klinisch relevanten niedrigen Konzentrationsbereich des Fibrinogens ungenau:’*®
Dabher ist ein dringender Bedarf fir einen zuverlassigen, schnellen und einfachen Test gegeben. Milem
in dieser Arbeit vorliegendem kompetitiven enzymatischen Test mit Kompensation der Enzymaktivitat
wurde ein neuartiges Verfahren basierend auf einerenzymatischen Konkurrenzreaktionvorgeschlagen
Essoll Schwankungen in der Enzymaktivitat kompensieren und ohne zeitaufwandige Nachkalibrierung
mit einer einmal erstellten Kalibrierfunktion betrieben werden kénnen. Der Test dieses Verfahrens und
die Verbesserung seiner Komponenten sind Gegenstand defrliegenden Arbeit.

1.2. Biochemie undPhysiologie der Blutgerinnung

Die Hamostase ist der wesentliche physiologische Prozesaur Instandhaltung des Gefal3systens und zur
Sicherstellung eines gesunden Blutkreislaufs Sie ist daftir verantwortlich, den Blutverlust an der Stelle
von Gefalverletzungen zu stoppen und deichzeitig den Blutfluss in gesunden Blutgefal3en
aufrechtzuerhalten. Bei einer Verletzung wird die Hamostase innerhalb von Sekunden aktiviert und fuhrt
zur Bildung eines Blutgerinnsels, das hauptséchlich aus Blutplattchen und Fibrin bestehtund den
Blutverlust verhindert.>*° Sie l4uft in drei Phasen ab. Zunachst wird die unmittelbare Blutung durch
Vasokonstriktion reduziert und das verletzte Blutgefald durch Bildung eines priméren
Thrombozytenpfropfens verschlossen, was die primare oder zelluldre Hamostase kennzeichnét:?
Wahrend der sekundaren oder plasmatischen Hamostase wird ein Fibrinnetzwerk gebildet, das als
Haftmittel fiir die aggregierten Thrombozyten dient und die Stabili tat des Pfropfens gewahrleistet?>23
Nach Wiederherstellung des Gefal3systems begrenzt die Fibrinolyse die Gerinnselbildung und sorgt fur
einen kontrollierten Abbau des Fibringerinnsels!® Das hamostatische Gleichgewicht, das eine schnelle
und lokale Aktivierung der Gerinnung gewahrleistet, ohne den gesamten Blutkreislauf zu
beeintrachtigen, erfordert einen komplizierten Regulationsmechanismus. Abweichungen von diesem
hochregulierten Zusammenspiel von Gerinnungsfaktoren, Inhibitoren und Kofaktoren kénnen zu einer
Thrombose oder Blutungsneigung fiihren. 2*

1.2.1. Die Gerinnungskaskade

Die SerinproteaseThrombin (Faktor lla, Flla) spielt in allen Stadien der Hamostase eine zentrale Rolle:
Thrombin tragt zur Thrombozytenaktivierung bei, spaltet Fibrinogen (FI) zu Fibrin (Fla), das mit den
Thrombozyten zu einem Gerinnsel aggregiert und aktiviert, wenn es an Thrombomodulin gebunden ist,
Protein C und l6st damit antikoagulative Prozesse aus (siehé\bbildung 2).%22¢ Historisch gesehen wird
die Gerinnungskaskade in das extrinsische und intrinsische System unterteilt. Beide Mechanismen
fihren zur verstarkten Aktivierung von Thrombin und schlieBlich zur Gerinnsebildung. Dasintrinsische
Systemwird aktiviert, wenn Blut mit einer negativ geladenen Oberflache wie der Phospholipidmembran
des subendothelialen Gewebes oder einer unphysiogischen Oberflaiche wie Glas oder Kaolinit in
Kontakt kommt.?° Dadurch wird Faktor XII (FXIl) aktiviert, der wiederum die Umwandlung von
Préakallikrein zu Kallikrein und Faktor X1 zu FXla katalysiert. FXla aktiviert Faktor IX (FIX), der mit Faktor
Vllla, der an Ca*-lonen und Phospholipide der Thrombozytenmembran bindet, zum TenaseKomplex
zusammenschlieRt, der den intrinsischen FaktorX-Aktivator darstellt. 327 Im Blutkreislauf wird Faktor
VIII, die Vorstufe von FVllla, durch Assoziation mit dem von Willebrand-Faktor (VWF) stabilisiert. VWF
bindet an Kollagen, das bei Endothelverletzungen freiliegt, und an einen Komplex aus Glykoproteinen
Ib/V/IX auf der Oberfla che von Thrombozyten und verbindet so die Thrombozyten mit dem Endothel.
Die Aktivierung von FVIII durch Thrombin fuhrt zu seiner Dissoziation von VWF und ermdéglicht die
Bildung des Tenasekomplexes mit FIX&’
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Abbildung2: Thrombin als zentraler Knotenpunkt der Gerinnung. Der intrinsische Weg wird durch Kontaktaktivierung und sukzessive
Aktivierung der Gerinnungsfaktoren XI1,udt IX eingeleitet. Die Freisetzung von Gewebefaktor (TF) I6st den extrinsischen Weg aus,
der zur Bildung des TWHIaKomplexeduhrt. DieanschlieRenden Aktivierungon Faktor Xdurch de Faktorerkomplexe aud'F und Vlla

bzw. Vllla und IXstellt den Knotenpunkt dar, an dem sich dietrinsische und der extrinsische Weg vereinigéXa bildet zusammen

mit seinem Kofaktor FVa den ProthrombinasekomplexwdederumProthrombin zu Thrombin aktivierHierauf folgt dieThrombin
vermittelte Fibrinogenspaltung undelBildung eines Fibringerinnsels. Graue fette Pfeile stehen fir eine enzymatische Reaktion,
schwarze Pfeile fur die Aktivierung und schwarze gestrichelte Linien fur die Hemmung der Gerinnungsfaktoren.

Der extrinsische Weg wird durch Gewebefaktor (TF) ausgeldst, der bei GefalRverletzungen freigesetzt
und durch Proteindisulfidisomerase (PDI) aktiviert wird. Hier fuhrt die Interaktion von Gewebefaktor
mit der autoaktivierten Serinprotease Faktor Vila zum Faktor-X-Aktivierungskomplex, der die
Umwandlung von Faktor X in Xa bewirkt.® Die Assoziation von Faktor Xa und autoaktiviertem Faktor Va




zum Prothrombinasekomplex zusammen mitCa* -lonen und einer Phospholipidmembranoberflache ist
der Knotenpunkt, an dem sich der intrinsische und der extrinsische Weg vereiniger® Ohne ihren
Kofaktor FVa ist die Serinprotease FXa bei der Spaltung von Prothrombin zu Thrombin eher ineffizient.
Die zunachst erzeugten geringen Mengen an Thrombin reichen jedoch aus, um die anderen
Serinproteasen zu aktivieren, die &tivere Proteinkomplexe bilden.”® So wandelt der
Prothrombinasekomplex inaktives Prothrombin (FIl) effizient in j-Thrombin (Flla) um, was zur
Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin fuhrt. Thrombin ist der Dreh - und Angelpunkt des
Gerinnungssystems und bewirkt eine positive Rickkopplung durch Akivierung der prokoagulierenden
Faktoren V, VIII und XI, was zu einer Verstarkung seiner eigenen Produktion fuhrt.Die Feedbackschleife,
bei der Thrombin FVllla bildet, welches dann im TenaseKomplex FX aktiviert, und schlie3lich FX im
Prothrombinasekomplex Thrombin aktiviert, ist als JossoLoop bekannt?® In der letzten Phase der
Gerinnung stabilisiert der durch Thrombin aktivierte Faktor Xllla (FXllla) , eine Transglutaminase,das
neu gebildete Gerinnsel durch kovalente Vernetzung des FibrinNetzwerks unter Einlagerung der
Thrombozyten.™* Thrombin spaltet auch den Proteaseaktivierten Rezeptor 1 (Parl) auf der Oberflache
der Blutplattchen, was zur Aktivierung der Blutplattchen im Thrombin -abhangigen Wegder zellularen
Hamostase fuhrt? Dadurch werden aus den sogenannten "elektronendichten Granula" Calciurdionen,
ADP, Serotonin, Thromboxan A2 und andere Substanzen freigesetzt. Dies flhrt wiederum zur
Rekrutierung weiterer Thrombozyten durch Chemotaxis. Thromboxan A2 spielt dartiber hinaus eine
entscheidende Rolle bei der Verengung des BlutgefalRes, was einem hohen Blutdurchfluss entgegenwirkt.
Zusatzlich wird der Inhalt der ")-Granula" der Thrombozyten ausgeschuttet darunter
Gerinnungsfaktoren (Faktor V, Faktor VIII), Klebstoffe (VWWF, Fibronektin, Thrombospondin) und
Wachstumsfaktoren wodurch die plasmatische Gerinnunginduziert wird .*

Das zellbasierte Modell der Gerinnung, das Anfang der 2000er eingefihrt wurde, ergénzt das historische
Modell und betont die entscheidende Rolle von Gewebsfaktorexponierenden Zellen wie Endothelzellen
und Monozyten in der Initiierung des Gerinnungsprozesses. Gemal dem zellbasierten Modell wird bei
GefaRverletzungen Gewebsfaktor aus den exponierten subendothelialen Zellen freigesetzt. Dieser
Gewebsfaktor initiiert den Gerinnungsweg, indem er mit Faktor Vlla reagiert, was zur Aktivierung von
Thrombin und schlief3lich zur Bildung von Fibrin fiihrt. Der grof3te Teil der Prothrombinaktivierung, d.h.
etwa 95 %, erfolgt nach der ersten Bildung des Blutgerinnsels. Im zellbasierten Modell entspricht dies
der Amplifikationsphase. Dieses Thrombin aktiviert FXIll sowie Proteine, die am nachfolgenden
Fibrinolyseprozess beteiligt sind??’

Mehrere Regulationswege beschranken die Aktivitat von Thrombin und anderen gerinnungsfordernden
Proteinen auf den Ort der Gefallverletzung. Wenn Thrombin an das Transmembranprotein
Thrombomodulin auf intakten Endothelzellen auf3erhalb der Verletzung bindet, verliert es seine
Fibrinogen-umwandelnde und Thrombozyten-aggregierende Aktivitat und wird gerinnungshemmend,
indem es die Serinprotease Protein C aktiviert, eine Schlisselkomponente des
Gerinnungshemmungswegs. AnschlieRend bildet das aktivierte Protein C(APC) einen Komplex mit
seinem Kofaktor Protein S und inaktiviert die Faktoren Va und Vllla, um eine weitere
Thrombinaktivierung zu verhindern. Weitere wichtige gerinnungshemmende Faktoren sind Tissue
Factor Pathway Inhibitor (TFPI) und Antithrombin. 2 TFPI wird konstitutiv aus Endothelzellen freigesetzt
und inaktiviert den TF-Vlla-Komplex und den Faktor Xa, wahrend Antithrombin frei im Blutstrom
vorkommt und einen Komplex mit dem Thrombin bildet, das sich von seinem Aktivierungsort entfernt
hat. Der Thrombin-Thrombomodulin -Komplex ist auch an der Hemmung der Fibrinolyse beteiligt, indem
er den Thrombin-aktivierbaren Fibrinolyse-Inhibitor (TAFI) aktiviert. TAFI hemmt die Aktivierung von
Plasmin, das flr die Spaltung von Fibrin in Fibrinabbauprodukte (FDP) verantwortlich ist. Im Komplex




mit Thrombomodulin ist Thrombin auch anfélliger flr Plasmaproteaseinhibitoren und wird schnell aus
dem Blutkreislauf entfernt, wodurch Thrombomodulin freigegeben wird, um andere aktive
Thrombinmolekile zu binden. Der Protein-C-Rezeptor der Endothelzellen (EPCR) bindet an das Protein
C und erleichtert dadurch dessen Aktivierung durch den Thrombin-Thrombomodulin -Komplex.?®

1.2.2. Thrombin

Thrombin zeigt pro- und antikoagulative Funktionen im Gerinnungsprozess, die durch regulatorische
Faktoren aktiviert werden, die Uber einen allosterischen Mechanismus wirken Die Sruktur von
Thrombin ahnelt derjenigen der Verdauungsproteasen Trypsin und Chymotypsin. Das reife Protein
besteht aus zwei Polypeptidketten, der 36Aminosauren (AS) A-Kette und der 259-AS katalytischen B-
Kette, die kovalent durch eine Disulfidbindung verbunden sind (Abbildung 3). Die B-Kette faltet sich in
zwei ahnliche sechsstrangigeb-Fasser, dieglykosyliert und asymmetrisch gepackt sind, um das aktive
Zentrum zu bilden, das die katalytische Triade His57, Asp102 und Ser195 an der Grenzflachaler beiden
Ketten umfasst®® Die primare Spezifitait von Thrombin gegeniiber seinen makromolekularen
Substraten entsteht durch eine tiefe, negativ geladene,schluchtartige Spalte, die das aktive Zentrum
beherbergt und durch die 60s-Schleife und die r-Schleife der B-Kette gebildet wird.3® Weitere
Bindungsstellen sind an der allosterischen Interaktion von Thrombin mit Liganden beteiligt. Die Exosites
| und Il sind beide positiv geladene, anionenbindende Exosites (ABE1 und ABE2)EXxosite | beinhaltet
zudem auch hydrophobe Seitenketten und tragtwesentlich zur spezifischen Erkennung von Fibrinogen,
Thrombomodulin, dem nattirlichen Inhibitor Hirudin und den Thrombinrezeptoren PAR1 und PAR3 bei.
Exosite Il ist die basischere der beidenBindungsstellen und férdert die Interaktion mit polyanionischen
Liganden wie Heparin und anderen Glykosaminoglykanen?"3*3> Die Na'-Site koordiniert die Na™-
Bindung und sorgt fiir den Wechsel vom N4 -freien zymogenartigen antikoagulierenden Zustand
(langsame Form) zur Na" -gebundenen prokoagulierenden Konformation (schnelle Form) mit einer 100 -
fach erhohten Affinitat zu Fibrinogen, Thrombinrezeptoren, Thrombomodulin und Antithrombin IIl.
Insbesondere die spezifischen Reste wie Asfi89, Glu-217, Asp-222 und Tyr-225 sind entscheidend fir
diese allosterische Regulation und die enzymatische Aktivitst von Thrombin® Die ersten
Untersuchungen zur Na*-Aktivierung wurden in den 90er Jahren von den Gruppen von De Cristofaro
und Di Cera gemacht®?3¢2 Die komplexe Struktur-Funktions-Beziehung der Thrombin-Allosterie ist
noch nicht im Detail geklart, so dass die Forschung noch andauert. Neuere Studien, die auf
Molekulardynamik (MD) -Simulationen, WasserstoffDeuterium-Austausch (HDX) und
Kernspinresonanz (NMR)-Spektroskopie basieren, legen eher ein dynamisches Ensemble von
Konformationen anstelle  einer einzelnen starren  Konformation  nahe. Kurzlebige
Konformationszustande, die wahrend der Bindung und Aktivierung von Thrombin auftreten, spielen

demnach eine wichtige Rolle bei der allosterischen Kommunikation im Protein 3
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Abbildung3: Struktur des menschlichénThrombins (erstellt mit PyMOL auf der Grundlage der Kristallstrukturdater BDIB’BBY5!
(A) Oberflachendarstellung in Standardorientierung mit dem aktiven Zentrum nach vorne (schwarz) - Diel6@Schleifen (weil3)
befinden sich oberhalb und unterhalb slektiven Zentrums. Diexosites sind mit gepunktetdrinien markiert(B) CartoorDarstellung
von Thrombin mit da Resten H57, D102 und S195 im aktiven Zentrals StabmodellDie B und AKetten sind in Grau bzw. Searz
dargestellt. Die 6Gaund 9-Schleifen (schwarz) sind ebenfalls markiert.
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Thrombin (Flla) wird aus Prothrombin (FIl) durch proteolytische Spaltung an der C -terminalen Seite
von Arg320 und Arg271 durch den Prothrombinase-Komplex gebildet (Schemal). Es gibt zwei mégliche
Wege fir die initiale Spaltung von Prothrombin: entweder zuerst an Arg271 oder an Arg320. Bei der
ersten Moglichkeit wird Prothrombin (Faktor II) an der Aminosaure Arg271 durch den Faktor Xa in
Anwesenheit von Faktor Va, Calciumionenund Phospholipiden gespalten. Diese Spaltung trennt das
Molekdl in zwei Fragmente: das Fragment 1+2 und Prethrombin-2. Das Fragment 1+2 enthélt die Gla-
Domanen, die fur die Bindung an Phospholipidmembranen notwendig sind, wahrend Prethrombin-2
zunachst inaktiv bleibt. AnschlieRend wird Prethrombin -2 an der Aminosaure Arg320 durch Faktor Xa
gespalten, was zur Freisetzung von| -Thrombin fahrt. | -Thrombin besteht aus zwei Ketten, die durch
eine Disulfidbriicke verbunden sind: die schwere Kette und die leichte Ktte. Die zweite Mdglichkeit mit
initialer Spaltung an Arg320 fuhrt zu Meizothrombin (mlla), das dabei akkumuliert. I m Meizothrombin
bleibt das N-terminale Fragment 1.2 (F12), bestehend aus einer Nterminalen Carboxyglutamat-Domane
und zwei Kringle-Doménen, Uber eine Disulfidbindung kovalent an die Proteinasedomane gebunden.
Das kovalent gebundene F12 kann tber den F2Abschnitt an ABE2 binden und dadurch die Umsetzung
von prokoagulierenden Substraten verhindern. Dies erklart, warum Meizothrombin Fibrinogen nicht
spaltet, sondern an Thrombomodulin bindet und Protein C aktiviert. > Der F1-Abschnitt vermittelt die
Ca&" -abhiangige Bindung an Phospholipidmembranen und verankert Meizothrombin an der GefaRwand,
wo es moglicherweise die Thrombusbildung begrenzt® Meizothrombin kann wie Thrombin auch den
Faktor Xl aktivieren und damit die Gerinnung Uuber FIX ermoglichen, noch bevor sich hohe
Thrombinspiegel gebildet haben. Auf diese Weise kann das im extrinsischen Weg generierte
Meizothrombin auch den intrinsischen Weg auslésen®* Die Zymogen-dhnliche, antikoagulative Form
existiert in einem langsamen, reversiblen Gleichgewicht mit einer proteinaseéhnlichen,prokoagulativen
Form, in der ABE2 zuganglich ist. Die proteinaseahnliche Form ist anfallig fur die zweite Spaltung durch
Prothrombinase an Arg271, wodurch F12 entfernt wird und prokoagul atives Thrombin entsteht. Hohe
Konzentrationen von prokoagulativen Substraten verschieben das Gleichgewicht zur Proteinas&orm
und ermdoglichen eine schnelle Bildung von Thrombin wahrend der Amplifikations phase>® Die Spaltung
von Prothrombin flhrt zum 35,6 kD a a-Thrombin. Autoproteolyse oder unvollstandige Proteolyse durch
andere Proteasen wie Plasmin oder Faktor Xa fiihren zib-Thrombin, bei dem die B-Kette an Arg62 und
Arg73 gespalten wird, um eine 13 kDa grof3e BXKette (Reste 162) zu erhalten, die das katalytisch aktive
Histidin und die Kohlenhydratmodifikation an Asn53 enthalt, sowie ein B2 -A-Fragment, bei dem die B2
Kette (74-259) kovalent mit der A -Kette verbunden ist. Eine weitere Spaltung an Arg123 fuhrt zu ¢
Thrombin, bei dem die B2-Kette in eine 13 kDa gro3e B4Kette und eine 11 kDa gro3e B3Kette
fragmentiert wird, die mit der A -Kette tUber Disulfidbricken verbunden bleibt. Die katalytischen Reste
His43, Asp99 und Ser205 sind dabei auf die B%, B3- bzw. B4-Ketten verteilt, die nicht mehr kovalent an
der A-Kette gebunden sind. Dies erklart die stark reduzierte katalytische Aktivitat und Stabilitat von ¢
Thrombin.>® Sowohl b-Thombin als auchg-Thrombin weisen eine deutlich geringere Gerinnungsaktivitét
als a-Thrombin auf und sind nicht in der Lage Proteinsubstrate wie Fibrinogen, Protein C,
Thrombozytenglykoprotein V, Thrombospondin und Proteinliganden wie Thrombomodulin oder
Thrombozytenglykoprotein Ib zu aktivieren.*® Es wurde auch gezeigt, dassb- und g-Thrombin beide
selektiv Thrombozyten durch Spaltung von PAR4 aktivieren, wahrenda-Thrombin auch die PAR2- und
Glykoprotein 1b-Wege aktiviert.>”*® Die Hirudin -Bindung - und dementsprechend die Hemmung- von
a-Thrombin ist um zwei Gro3enordnungen starker als die von b-Thrombin und um 6 Grol3enordnungen
hoher als die von r-Thrombin. Dies konnte auf groe Unterschiede in den kinetischen
Assoziationskonstanten zurlickgefiihrt werden, wahrend die Dissoziationaller Thrombin -Varianten von
Hirudin mit dhnlichen Raten verlauft.>® Lange Zeit glaubte man, dass |-Thrombin die einzige
physiologisch relevante Form von Thrombin sei und die anderen lediglich /n vitro beobachtete
Abbauprodukte darstellten. Im Jahr 2004 wurde jedoch gezeigt, dass)-Thrombin durch Faktor Xa
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hydrolysiert werden kann, was darauf hindeutet, dassy - und r-Thrombin auch /n vivo gebildet werden
konnen.®® AuRerdem kénneny - und r-Thrombin den Faktor XI aktivieren.>* Tatsachlich begiinstigen die
defekte ABE1 iny- und r-Thrombin und die daraus resultierende schwéchereFibrinogenbindung die
Spaltung von Faktor X1 und die Aktivierung des intrinsischen Weges>*

1.2.3. Fibrinogenund Fibrinpolymerisation

Bei gesunden Menschen liegt die Plasmakonzentration von Fibrinogen bei etwa 258100 mg/dl, bei
werdenden Mittern am Ende der Schwangerschaft bei 300550 mg/dl. Das Unterschreiten einer
Konzentration von 150-200 mg/dl ist ein Pradiktor fir koagulopathische Blutungen, Blutverlust, die
Notwendigkeit von Fremdbluttransfusionen sowie Morbiditat und Mortalitat. °*% Die Leber ist die
Hauptquelle fur Plasmafibrinogen, mit einer konstanten Syntheserate von 1,75 g pro Tag und einer
groRen intrazellularen Reserve® Der GroRteil von etwa drei Vierteln des menschlichen Fibrinogens
befinden sich im Blutplasma und der restliche Anteil in Thrombozyten, Lymphflissigkeit und
interstitieller Flissigkeit. Die Halbwertszeit von Fibrinogen betragt 3 bis 5 Tage, aber trotz zahlreicher
Studien Uber die Verteilung von jodmarkiertem Fibrinogen ist sein physiologischer Abbauweg
weitgehend unbekannt. Gerinnung und Fibrinolyse sind nur fir 2-3 % des Fibrinogenverlustes bei
gesunden Menschen verantwortlich® Ein weiterer vorgeschlagener Weg des Fibrinogenabbaus ist der
proteolytische Abbau durch Plasmin In Gegenwart von Tranexamsaureeinem Inhibitor der Fibrinolyse
durch Plasmin, dnderte sich die Halbwertszeit von markiertem Fibrinogen jedoch nicht.®® Dennoch
scheinen proteolytische Fibrin(ogen)-Abbauprodukte eine Rolle bei der Regulierung des
Fibrinogenumsatzes zu spieler?” Fibrinogen gehért zu den Akute-PhaseProteinen, die als Reaktion auf
Verletzungen und Entziindungen hochreguliert werden, was zu einem bis zu zehnfachen Anstieg seiner
Konzentration im Blut fiihrt. ® Am Mechanismus der AkutePhaseReaktion ist Interleukin -1 beteiligt, ein
Polypeptid, das von Blutmonozyten und mononukledren Phagozyten des Gewebes bei Stimulation durch
eine Vielzahl von Agenzien ausgeschieden wird. Interleukinl wirkt auf weit entfernte Organe und
vermittelt als Hormon die Reaktionen des Wirts auf Infektionen und Entziindungen. Unter anderem regt
es die Leber zur Synthese und Sekretion erhohter Mengen von Akutd’haseProteinen einschlief3lich
Fibrinogen an. Die Hochregulierung wird gréf3tenteils durch Interleukin -6 und mdéglicherweise andere
proinflammatorische Mediatoren vermittelt, die intrazellulare Signalwege in Hepatozyten auslésen und
die Genexpression {iber verschiedene Transkriptionsfaktoren moduliererf®

Humanes Fibrinogenist ein Heterohexamer aus jeweils zwei Kopien von drei Polypeptidketten mit 610,
461 bzw. 411 Aminosaureresten die als A|, Br und r bezeichnet werden und eine Moleklilmasse von
66.500, 52.000 bzw. 46.500 Da haben. Jede Br- und r-Kette tragt ein doppelt verzweigtes
Oligosaccharid mit einem mittleren Molekulargewicht von 1847 Da, welches durch co- und
posttranslationale Modifikation am N-Terminus der Peptidketten hinzugefigt wird. Das
Gesamtrolekulargewicht des menschlichen Fibrinogensbetragt somit 345.008 Da.” Die Nomenklatur
fur die Polypeptidzusammensetzung von Fibrinogen (A(,Br ,r). ergibt sich aus der Bezeichnung der
Fibrinopeptide A und B (FpA und FpB), die die N-terminalen Enden der A - bzw. By -Ketten umfassen
und durch Thrombin gespalten werden, um die J - und  -Ketten ohne Fibrinopeptide zu erhalten. Die r -
Ketten werden durch Thrombin nicht gespalten, so dass die Untereinheitenzusammensetzung von
monomerem Fibrin (J,r,r)2 ist und die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrinmonomer als (A | ,Bf,r)2
Y (4.,.0)2+2 FpA + 2 FpB beschrieben werden kann’?

Die sechs Untereinheiten werden durch 29 Disulfidbindungen zusammengehalten und bilden zwei
symmetrische Halbmolekiile.”® Die Ay -, Bf - und r-Ketten enthalten 8, 11 bzw. 10 Cysteinreste, und die
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Aminotermini aller sechs Ketten werden durch Disulfidbindungen im zentralen Molekdl
zusammengehalten (Abbildung 4A). Spezielle CysPro-X-X-CysSequenzen, die zweimal in jeder Kette
vorkommen, sind in "Disulfidring" -Strukturen angeordnet, in denen alle drei Ketten an jedem Ende der
1 -helikalen Coiled-Coils miteinander verbunden sind.” Drei Disulfidbindungen zwischen den Ketten
verbinden die beiden Halften des Molekiils miteinander, eine zwischen den beiden A -Ketten und zwei
zwischen den beidenr -Ketten. Eine einzige Disulfid-Bindung zwischen den Ketten verbindet die A - und
Br -Ketten innerhalb jedes Halbmolekuls. Der Rest der A -Kette enthélt ein Intrachain-Disulfid, wahrend
die Br-Kette drei Intrachain-Disulfide und die r-Kette zwei enthélt. Die drei Polypeptidketten sind an
diesen Verbindungsstellen miteinander verbunden und verleihen dem gesamten Molekil eine
strukturelle Stabilitat (Abbildung 4A).” Disulfidbindungen scheinen keine direkte Auswirkung auf die
Fahigkeit der Koagulation zu haben. Die Reduktion von zehn Disulfidbindungen unter nicht
denaturierenden Bedingungen hebt die Thrombin-Koagulabilitat des reduzierten Fibrinogens nicht auf.”

Daten von Transmissionselektronenmikroskopie, Rasterkraftmikroskopie und Rdntgenkristallographie
zeigen, dassdas Fibrinogenmolekil eine langliche Form mit einer Lange von 45 nm und einem
Durchmesser von 25 nm hat.””"® Plasmin spaltet Fibrinogen in eine Reihe von Kernfragmenten, namlich
Fragment E, das den zentralen Teil des Molekils umfasst, und zwei identische Fragmente D, die aus den
seitlichen Teilen des Fibrinogens stammen’® Nach der Nomenklatur der entsprechenden proteolytischen
Fragmente hat das Fibrinogenmolekiil zweidulR3ere globuldre D-Regionen und eine zentrale globulére E
Region, die jeweils einen Teil der | -helikalen Coiled-Coils enthalten (Abbildung 4B).2° Die | C-Regionen
falten sich von den distalen Enden der dreifachen CoiledCoils zuriick, um einen vierten Strang zu bilden,
und erstrecken sich dann nach auf3en uber ein flexibles Verbindungsstiick zu relativ kompakten €
terminalen Domanen, die mit dem zentralen Knoten des Fibrinogens interagieren®®2 Die Spaltung der
1 C-Regionen beeinflusst das hydrodynamische Verhalten von Fibrinogn erheblich .2

Fibrinogen ist in Domanen oder unabhangig gefalteten Struktureinheiten organisiert.?* Aus den
réntgenkristallographischen Studien von Fibrinogen geht hervor, dass die zentrale ERegion vier
Doménen und jede D-Region sieben Doménen umfass{Abbildung 4C).% Die E-Region besteht aus zwei
symmetrischen Teilen, in denen die Gterminalen Teile der A -, Br - und r-Ketten eine Coiled-Coil-E-
Domaéne bilden, die eine dreifache | -Helix-Struktur umfasst. Die N-terminalen Teile von zwei r-Ketten
bilden eine asymmetrischer N-Doméne in der Mitte der E-Region. Eine weitere Doméne, die sogenannte
trichterférmige Doméane, wird auf der gegenlberliegenden Seite der ERegion durch die Teile von zwei
AJ - und zwei By -Ketten gebildet. Der kugelférmige Teil der E-Region ohne die CoiledCoil-E-Doméanen
wird oft als zentrales Knotchen&c | ej "bezeithse}. m 8lér lateralen D-Region bilden die N-
terminalen Teile aller Aj-, Br - und r-Ketten eine Coiled-Coil-D-Doméane mit einer dreifachen J -Helix-
Struktur. Die C-terminalen Teile der - und r-Ketten bilden die  -Knoten bzw. r-Knoten und bestehen
jeweils aus drei Doménen. Diese Domanen sind inder Kristallstruktur erkennbar und werden als A-
Domane (N-terminal), B -Doméane (zentral) und P-Domane (Gterminal) bezeichnet (Abbildung 4C)."8°
Obwohl die Struktur der tbrigen Fibrinogenbereiche, die nicht in den Kristallstrukturen vorhanden sind,
nicht so gut definiert ist, ist aus NMR-Studien bekannt, dass im menschlichen Fibrinogen jederC-
terminaler Bereich der , -Ketten (Reste A|221-610) zwei relativ kompakte Strukturen bildet. Der C -
terminale Teil (Reste A| 392-610) enthélt eine ausgepragte Struktur, die mit dem Rest des Molekiils Gber
den N-terminalen Teil (Reste A1221-391) verbunden ist, der ein flexibles, unstrukturiert es
Verbindungsstiick darstellt. Daher wird der kompakte Teil als 4 C-Doméane und der flexible Teil als | C-
Connector bezeichnet.In Fibrinogen interagieren die beiden | C-Domé&nen sowohl intermolekular (d.h.
miteinander) als auch mit der zentralen E-Region, vorzugsweise iiber die NTermini der By -Ketten.®®
Insbesondere die beiden unstrukturierten B N-Regionen, die die flexiblen N-terminalen Teile der By -
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Ketten umfassen, enthalten eine Reihe von funktimell wichtigen Bindungsstellen, wodurch die
Lateralfaltung und der Zusammenschluss von Fibrinstrangen unterstiitzt werden® 8¢
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Abbildung4: Struktur von Fibrinogen und Organisation der einzelnen Domanen. (A) Darstellulg-dBr- und o-Ketten des

Fibrinogenmolekiils iblau, griin bzw. rotind Angabe deRegionenKennzeichnung von Disulfidbriicken (schwad#)glices und -
Faltblattern.Dreifachpfeile zeigen proteolytische Spaltungen zwischen den Regionen D und E, Einzelpfeile zeigen Spaltungen, die zur
Entfernung der Regioned Qund B N fiihren Die CysPro-X-X-CysSequenzen, die zweimal in jeder Kette vorkommen und
"Disulfidring™Strukturen bilden, sind mit einer gestrichelten Linie gakasichnet (B) Kristallstruktur des Fibrinogenmolekils unter
Kennzeichnungler Knétcherund CoiledCoils Das Farbschema ist das gleiche wie i (@) zeigt dieselbe Darstellung wie in (B) mit
Kennzeichnung deruséatzlicherRegionen, die in der Kristallstruktur nicht identifiziert wurden, die interagierembomanen, die

mit den flexiblenUG-Konnektoren an den Hauptteil des Molekiils gebunden sind, und-tiierhinalen Teile deriBKetten, die die
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Die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin ist eine der wichtigsten Folgen der enzymatischen Kaskade
der Blutgerinnung, die fur die Blutstillung (Hamostase) unerlasslich ist, aber auch zur Bildung von
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Thrombosen filhren kann. An der Umwandlung des ldslichen Fibrinogens im Blut in ein unldsliches
Fibringerinnsel sind zwei Prozesse beteiligt Beim enzymatischen Schritt erfolgt die durch Thrombin
katalysierte Spaltung der Fibrinopeptide des Fibrinogens, um das Fibrinmonomer zu bilden(Abbildung
5b). In der nicht-enzymatischen Phase setzt sich das monomere Fibrin spontan zu Fibri®ligomeren
zusammen, die sich zu zweistréngigen Protofibrillen verlangern. Die Protofibrillen aggregieren sowohl
in Quer- als auch in Langsrichtung zu Fasern, die sich veraeigen und ein dreidimensionales geliertes
Netzwerk bilden, das als Gerinnsel bezeichnet wird. SchlielZlich wird das Fibrinpolymer durch kovalente
Vernetzung durch die PlasmaTransglutaminase, Faktor Xllla, stabilisiert, um unter Einbindung der
Thrombozyten ein mechanisch und chemisch stabileres reifes Fibringerinnsel zu bilderfAbbildung 5c¢).”

Die Fibrinpolymerisation wird ausgel6st, wenn Thrombin FpA und FpB von den N-Termini der AJ - bzw.
Br -Ketten desFibrinogens abspaltet, wodurch monomeres Fibrin entsteht(Abbildung 5). FpA (Reste t
16) wird durch Spaltung der Peptidbindung Aj Arg16-Gly17 freigesetzt, wahrend FpB (Reste 114) durch
Spaltung der Br Argl4-Gly15-Bindung abgespalten wird. Das Fibrinopeptid A wird von Thrombin
wesentlich schneller freigesetzt als das Fibrinopeptid B®’ Mit der Polymerisation tiber die Bindungsstelle
am N-Terminus der | -Kette nimmt die Freisetzungsrate von FpB zu und erreicht ein Maximum, wenn
die Polymerisation fast abgeschlossen ist, was darauf hindeutet, dasEpB bevorzugt vom Fibrinpolymer
freigesetzt wird.®8° Elektronenmikroskopische Untersuchungen unterstiitzen diese Annahme®
Scheraga und Kollegenwiesen nach, dassThrombin gleichen Zugang zu allen spaltbaren Bindungen hat
und dass diefrihere Annahme, die Entfernung des Fibrinopeptids A sei Voraussetzung fir die Spaltung
des Fibrinopeptids B, falsch war®°? Die Aj - und By -Ketten konkurrieren unabhangig voneinander um
Thrombin, unterscheiden sich aber in der Freisetzungskinetik,wie die Ky-Werte von 9,5 uM und 15,5
UM und Kea/Kw 5,25 x 10° bzw. 1,05 x 10° [NIH -Einheiten/l/s] belegen. Dieser Unterschied in der
Spaltgeschwindigkeit von FpA und FpB beruht auf den rdumlichen Beschrankungen der Bindung von
Thrombin an Fibrinogen, was bedeutet, dass die NTermini der A -Kette vor der Spaltung des FpAflr
das aktive Zentrum von Thrombin leichter zuganglich sind.®® Die so entstehenden FibrinopeptidA-freien
Speziesreagieren miteinander spontan zu Fibrin-Oligomeren. Einige Forscher bezeichnen die Polymez
der Arten (J,Br,r)2 und (J,r.,r)2 als Fibrin 1 bzw. 2. Shafer et al. wiesen nach, dass die
Spezifitatskonstante k.a/Ku fiir die Spaltung von Fibrinopeptid A ( kea/Kw = 11,6 x 10° M/s) zwar nur
dreimal so hoch ist wie die fiir Fibrinopeptid B (kea/Km = 4,2 x 10° M/s), die verzogerte Freisetzung des
letzteren jedoch durch seine Spaltung hauptsachlich nachder Polymerisation von Fibrin [(4,Br,r)]
Monomeren erklart wird. %4

Das Fibrinopeptid B spielt eine wichtige Rolle bei der Ausbildung der Fibrinstruktur. Es konnte
beobachtet werden, dass die unterschiedliche Spaltung von Fibrinopeptid A oder B durch Proteasen aus
bestimmten Schlangengiften entweder zu transparentenoder opaken Gerinnseln fiihrt.*” Die selektive
Spaltung von Fibrinopeptid B durch eine Protease ausdem Gift der Kupferkopf-Viper Agkistrodon
contortrix ergibt das (AY.[ ,r)2-Monomer, das bei 25 °C ein Gerinnsel bildet, das sich jedoch bei 37°C
wieder auflost.®® Der (DD)E-Komplex ist das wichtigste l6sliche Abbauprodukt beim plasmatischen
Verdau von vernetztemmenschlichenFibrin, das sich ausdrei getrennten Fibrinmonomeren ableitet und
aus je einem Molekilfragment der E-Domane besteht, das nichtkovalent an zwei Molekilfragmente der
D-Doméne gebunden ist. Der (DD)E-Komplex, welches das wichtigste vernetzte Fibrinabbaufragment
ist, wird beim plasmatischen Verdau von vernetztem Fibrin, das Fibrinopeptid B enthélt, nicht gebildet.?®
Des Weiteren istFibrin [ (1 ,Br,r)2]» ist anfélliger fur proteolytischen Abbau als Fibrin [ (4,[,r)2]». Diese
Beobachtungen deuten auf eine bedeutende Rolle des Fibrinopeptids B bei der Modifikation des
Fibringerinnsels hin, welche die Bildung eines stabilen Gerinnselsverhindern.%’-1%°
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1.3. Gerinnungsliagnostik

Gerinnungsassayspielen eine wichtige Rolle bei der klinischen Bestimmung des Gerinnungsprofils eines
Patienten, d. h. die Feststellung einer Blutungsneigung oder umgekehrt eines Thromboserisikos
Schwere Blutungen, z. B. nach einem Trauma oder wahrend einer Operation, erfordern ein
angemessenes Gerinnungsmanagememmit Fokus auf eine schnelle Beurteilung der Hamostase und
individualisierte r, zielgerichteter und faktorbasierter Substitutionstherapie. Gleichzeitig steigt mit der
Entwicklung von Medikamenten, die die Blutgerinnung beeinflussen, auch der Bedarf an genauen
Gerinnungsassaysdie wenig storanféllig und in Form eines dezentralen Diagnosegerategsog. Point-of
Care-Tests (POC))einfach zu bedienen sind Das gemeinsame Prinzip der meisten Gerinnungstests ist
die Thrombin-vermittelte Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin und die anschliel3ende Detektion des sich
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bildenden Gerinnsels z.B. Uber Veranderungen in der Lichtstreuung oder ViskositatThrombin oder ein
thrombin&hnliches Enzym kann direkt zugegeben werden oder/n situ durch Aktivierung vorgeschalteter
Komponenten der Gerinnungskaskade entstehen. Manuelle oder automatisierte Messungen der
gravimetrischen, viskoelastischen oder photooptischen Eigenschaften des Gerinnsels, die unter
verschiedenen AssayBedingungen erzeugt werden, ermdglichen die funktionelle Bewertung der

entsprechenden Gerinnungsfaktorent®21%

1.3.1. Assays zur Bestimmung des Gesamtgerinnungsstatus

Die Gerinnungsdiagnostik umfasst verschiedene plasmatische und thrombozytdre Assays, die eine
umfassende Bewertung des hamostatischen Systems ermdglichen. Ein zentraler Parameter ist die
Thromboplastinzeit (TPZ) oder auch Prothrombinzeit (PT), ein globaler Gerinnungsparameter, der als
die Zeit bis zur Gerinnselbildung in Sekunden gemessen wird. Der Quick-Wert oder der INR-Wert
(International Normalized Ratio) vergleicht die Thromboplastin- bzw. Prothrombinzeit der Probe mit
einer Normalprobe und gibt sie als Prozentsatz wieder Die beiden standardisierten Werte ermdglichen
einen Vergleich unabhangig vom verwendeten Testsystem, was besonders wichtig bei der Uberwachung
von Patienten unter Gerinnungshemmung ist Die TPZ liefert Aussagen Uber dasplasmatische
Gerinnungssystem und eignet sich zur Uberwachung von Therapien mit VitaminK-Antagonisten oder
Prothrombinkomplexkonzentraten. Ein weiterer wichtiger Test ist die Bestimmung der Aktivierten
partiellen Thromboplastinzeit (aPTT), ein globaler Gerinnungsassay zur Beurteilung verschiedener
Faktoren, insbesondere bei Heparintherapie. Die aPTT dient auch der Ausschlussdiagnostik bei
Blutungsneigung praoperativ oder in Notfallsituationen. Die Bestimmung der Activated Clotting Time
(ACT) ist eine Point-of-Care-Methode zur Uberwachung von hoch dosierten Gerinnungshemnern. Die
Thrombozytaren Assays, wie die Blutungszeit und die Invitro-Blutungszeit, ermoglichen
Einschatzungen zur Thrombozytenfunktion. Bei der Blutungszeit wird ein standardisierter Schnitt oder
eine Punktion vorgenommen, und die Zeit, bis die Blutung vollstandig stoppt, wird in Minuten gemessen.
Fur die In-vitro-Blutungszeit wird Blut in einem Labor unter kontrollierten Bedingungen mit e inem
Platelet Function Analyzer (PFA) untersucht. DasBlut wird durch eine Kapillare geleitet, die eine
Membran mit einer kleinen Offnung und einer Kollagen/Epinephrin - oder Kollagen/ADP-Beschichtung
enthélt. Die Zeit, die benotigt wird, bis die Thrombozyten die Offnung verschlieRen und den Blutfluss
stoppen, wird als Closure Time (Schliel3zeit) in Sekunden gemessen. Diese Assays sind wichtig, um
Storungen in der Thrombozytenfunktion zu erkennen, die zu verlangerten Blutungen oder anderen
Gerinnungsproblemen fihren kdnnen. Thrombozytenfunktionsdiagnostik analysiert die Fahigkeit der
Thrombozyten, stabile Aggregate zu bilden, und bietet Einblicke in Thrombozytopathien oder die
Wirkung von Aggregationshemmern. Fir die Differenzialdiagnose bei verlangerten globalen
Gerinnungswerten kommen Einzelfaktorenbestimmungen zum Einsatz. Die Fibrinogenbestimmung
dient der Abklarung von Verdachtsfallen auf Fibrinogenmangel. Spezielle Tests wie die FaktoiXlll-
Bestimmung und Anti-Faktor-Xa-Bestimmung sind indiziert, um Faktor-XllI-Mangel oder die
Wirksamkeit von Heparin- oder Faktor-Xa-Inhibitoren zu tberwachen. Die Thrombophiliediagnostik
umfasst verschiedene Parameter wie APResistenz, FaktorVIII-Aktivitdt, Protein C, Protein S,
Antithrombin, Faktor -V-Mutation, Prothrombin -G20210A-Mutation und Antiphospholipidantikorper.
Zusatzliche Assays wie die HITDiagnostk, Analyse von D-Dimeren und das Thrombelastogramm
ermdoglichen eine weiterfihrende Abklarung bei spezifischen Verdachtsfallen. Das Thrombelastogramm
ist ein globaler Gerinnungsassay, der auch die Fibrinolyse iberwacht.
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1.3.2. Gerinnungsassays zur Bestimmung der Fibrinogenkonzentration
1.3.2.1. Tests basierend auf deBerinnungszeit

Der ClaussTest wurde 1957 eingefuhrt und ist in den meisten klinischen Laboren immer noch das
fihrende Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Fibrinogenkonzentration.**'* Er liefert eine
Schéatzung der Fibrinogenkonzentration durch Messung der Zeit bis zur Bildung eines Fibringerinnsels
nach Zugabe eines Uberschusses an Thrombin. Der Fibrinogenspiegel ist umgekehrt proportional zur
thrombininduzierten Gerinnungszeit. In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Varianten
entwickelt. Bei der klassischen Version wird Thrombin mit einer hohen Konzentration von etwa
100 U/mL zu verdiinntem Testplasma gegeben, und die Fibringerinnung wird spektrophotometrisch bei
405 nm nachgewiesen. Der Vergleich der Gerinnungszeit der Plasmaprobe mit Referenzplasmaproben
mit bekanntem Fibrinogengehalt ergibt die Fibrinogenkonzentration. Friher wurde der Clauss-Assay
manuell durchgefiihrt und erforderte ein hohes Mal3 an technischem Knowhow, um bei Proben mit
eingeschrankter Gerinnungsbildungden Endpunkt zuverlassigzu bestimmen. Der 1958 von Sharp et al.
entwickelte Fibrinogentiter ist eine halbquantitative Messung flr Fibrinogen aus Blutplasma, die auf
Verdiinnungsreihen und visueller Beobachtung der Gerinnselbildung beruht** Eine Verdinnungsreihe
von plattchenfreiem Citratplasma wird mit 18 U humanem Thrombin gemischt und bei 37 °C inkubiert.
Die hochste Verdiinnung, die nach 10 min noch ein sichtbares Gerinnsel bildet, wird als Fibrinogentiter
definiert. 1921%* Auch dieser Test ist wegen seiner Ungenauigkeit und seines Zeitaufwands in klinischen
Labors nicht mehr anwendbar.

Mit automatisierten Koagulometern kann der ClaussTest mit hoher Prazision und Schnelligkeit
durchgefuhrt werden. Eine zuverlassigere Variante des Claus#ssays wurde 2@7 von Stief et al.
entwickelt. ®® Dieser so genannte funktionelle fibrinogene turbidimetrische Assay (FIFTA) misst den
Anstieg der Absorption bei 405 nm aufgrund der Fibrinbildung und -gerinnung nach Zugabe von 100t |
einer 300 mIU/mL Thrombin I6sung zu 50 {L Citratplasma. Das Ergebnis wird mit einem Standard
verglichen, der aus einem Plasmapool mit 100 % normaler Fibrinogenaktivitat stammt. Im Gegensatz
zum traditionellen Clauss-Assay ermoglicht FIFTA eine zuverlassige Fibrinogenbestimmungm Blut.
Weitere Vorteile sind die Korrektur von félschlich erhéhten Tribungen in hypoproteindmischen
Plasmaproben und die Unabhangigkeit von plasmatischem Albumin oder Heparin. Kirzlich wude eine
zeit- und kostensparende Variante der ClaussVethode eingefiihrt, die den Fibrinogenspiegel mittels
Quarzkristall-Mikrowaage mit Dissipation (QCM-D) bestimmt. Da die QCMD-Sensoren nicht nur auf
Veranderungen der an der Oberflache haftenden Masse, sondern auch auf Veranderungen der Viskositat
und Viskoelastizitat reagieren, eignet sich die QCMD-Methode hervorragend  fir
Blutgerinnungsmessungen wie die Bestimmungdes Fibrinogengehalts. Die QCMSensoroberflache wird
mit plattchenarmem Blutplasma benetzt und kann wie im Clauss-Assay durch Zugabe von Thrombin
geronnen werden. Die wahrend der Gerinnungsbildung messbarenQCM-Signaléanderungen kénnen in
Echtzeit Uberwacht werden. Aufgrund der kleinen und lagerfahigen Komponenten kénnte sich diese

Methode gut fiir die Entwicklung von Point -of-Care-Geraten eignen’®

2015 veroffentlichten Schlimp et al. ein auf der ClaussMethode basierendes Stahlkugelkoagulometer,
das eine schnelle und zuverlassige Messung der Fibrinogenkonzentration im Vollblut innerhalb weniger
Minuten ermdglicht, ohne dass die Blutprobe zentrifugiert werden muss.*®” Nach Angaben de Autoren

sollte es in der Lage sein, ein "Plasma&quivalent” der Fibrinogenkonzentration im Vollblut in
Kombination mit dem Hamatokritwert zuverlassig zu reproduzieren. Das Gerat verwendet eine langsam
rotierende Kivette mit einer beweglichen Stahlkugel. Die Kugel steht in Kontakt mit einem magnetischen
Sensor, der auf eine Veranderung der Position der Kugel reagiert. Bevor die Gerinnung beginnt, lauft die
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Kugel genau an einem bestimmten Punkt. Sobald die Gerinnungsreaktion in der Probe durch die Zugabe
von Thrombin eingeleitet wird, bildet sich ein Fibrinnetz, das die Kugel umschlief3t und sie aus dem
Erfassungsbereich des Magnetsensors zieht. Dadurch wirdie elektronisch registrierter Impuls ausgeldst
und ein bei Thrombinzugabe gestarteter Timer gestoppt. Die Fibrinogenkonzentration wird analog zum
ClaussAssay durch Vergleich der Zeit fir die Gerinnselbildung der Probe mit einem Standardplasmapool
ermittel t. 2%

Die Fibrinpolymerisationszeit (FPT) wird in einem anderen Gerinnungstest erfasst, derbereits 1963 von
Vermylen et al. entwickelt wurde und einen Schitzwert fiir die Fibrinogenkonzentration liefert. Ahnlich
wie beim ClaussAssay wird die Gerinnungszeit einer verdinnten Blut oder Plasmaprobe gemessen und
mit einer Referenzprobe verglichen. Der FPT vird durch Beobachtung eines Glashakens oder einer
Platinschleife bestimmt, die sich kontinuierlich in die Plasmaprobe hinein- und wieder herausbewegt.
Der Endpunkt des Tests ist das sichtbare Auftreten eines Fibringerinnsel$®® Aufgrund der hohen
Fehlerquote und der erforderlichen Fachkenntnisse wurde dieses Verfahren durch viskoelastische
Methoden (VEM) ersetzt, die die Gerinnung von Vollblutproben beurteilen. Dabei wird die Gerinnung
Uber den intrinsischen Weg, d.h. die Kontaktaktivierung von FXII, initiiert und die Veranderung der
viskoelastischen Eigenschaften des Gerinnsels durch die Einwirkung auf die Rotatioreines Stempels
(TEG und ROTEM) bzw.Ausbreitung von Vibration (Sonoclot) Uber den Verlauf von 30 min automatisch
gemessen. Diese Verfahren ermdoglichen eine schnellere und genauere Bestimmung der
Gerinnungsfunktion im Vergleich zu traditionellen Tests wie der Thromboplastinzeit (PT) und der
aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT). Neben der Gerinnungszeit liefern diese Tests
Informationen  Uber den zeitlichen Verlauf des gesamten Gerinnungsprozesses, die
Thrombozytenfunktion und auch die Fibrinolyse. Die VEM-Gerdte messen direkt die Bildung und
Festigkeit des Fibringerinnsels, was eine bessere Beurteilung der Fibrinogenfunktion ermdglichtDies
erlaubt eine umfassendere Beurteilung der @rinnungsfunktion und kann zur Diagnose und
Uberwachung von Gerinnungsstérungen beitragen. Daher haben diese Methoden eine breite
Anwendung im klinischen Bereich gefunden, z. B. zur Uberwachung der Blutkomponententherapie bei
Herz- und Leberoperationen, zum Screening auf Hyperkoagulabilitdit und zur Bewertung des
Thromboserisikos. Die VEM-Tests sind jedoch teurer als traditionelle Tests und es gibt noch einige
Einschrankungen, z. B. die Abhangigkeit von der Qualitat der Vollblutprobe und die Interferenz durch
bestimmte Medikamente!®

Die mit Thrombin gerinnenden Fibrinogen-Tests bei denen das Gerinnsel nach vollstandiger Gerinnung
isoliert wird, stellen die genauesten, aber auch zeitaufwéndigsten Methoden zur Bestimmung von
Fibrinogen dar. Im Prinzip wird mit einem Uberschuss an Thrombin der gesamte Fibrinogengehalt der
Plasmaprobe zur Gerinnung gebracht und anschlielend das abgetrennte Gerinnsehnalysiert. Die
Fibrinogenkonzentration wird anhand des abgetrennten Gerinnsels entweder mit gravimetrischen oder
photooptischen Methoden bedimmt. 1°® Mégliche Fehler, die vor allem bei niedrigen Fibrinogenwerten
von Bedeutung sind, kdnnen auftreten, wenn auch gerinnbare Abbauprodukte oder in den Gerinnseln
eingeschlossene NichiFibrinogenproteine gemessen werden. Einen guten Uberblick uber die
verschiedenen Bestimmungsmethoden des abgetrennten Gerinnsels gibt die Ubersichtsarbeit vaknetta
Undas (2016).°
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1.3.2.2. POCTests zur Fibrinogenbestimmung

Einen weiteren Ansatz zur Bestimmung von Fibrinogen stellendie Lateral Flow Tests dar. Sie zeichnen
sich besonders durch ihrekostengtinstige und einfache Durchfiihrungohne zuséatzliche Messtechnikaus.
Ein kdrzlich von Bialkower et. al. (2019) entwickelter Test verwendet einen mit Thrombin behandelten
Papierstreifen. Ein Tropfen Plasma(Mindestmenge ~12 pyL) wird auf den Papierstreifen gegeben wo
Fibrinogen in Fibrin umgewandelt wird . Die Streifen werden vertikal in ein wassriges Farbstoffbad
gestellt und die Losung wird durch Kapillarkrafte ins Papier gesogen Durch das gebildete Fibrin wird
die Elutionsbarriere auf dem Papier drastisch erhoht und der wassrige Farbstoffdiffundiert bis zu einer
bestimmten Hohe, die von der Menge des Fibrin auf dem Streifenabhéngt. Der Fibrinogengehalt ist
umgekehrt proportional zur Laufstrecke der Probe auf dem Streifen.*'! Die Ausrichtung des Gerats und
die Notwendigkeit eines Flussigkeitsbehalters machen es jedoch fur die Anwendung am Ort der
Behandlung unpraktisch. In einem &hnlichen Ansatz wurde die vorher beschriebene Methodezu einem
tragbaren POCDiagnostikum weiterentwickelt. Hier wird die Durchlassigkeit des Papiers flr Fibrinogen
genutzt, um die Fibrinogenkonzentration abzuschatzen Dazu werden Thrombin und Plasma auf
waagerecht ausgerichtete Papierstreifergegeben. [as Fibrinogenim Plasma wird in Fibrin umgewandelt
und durch Adsorption des Fibrins wird das Papier hydrophober. Anschlie3end wird eine wassrigeLdsung
eines blauen Farbstoffs auf die Streifen pipettiert, welche durch Kapillarkréfte durch das
fibrinbeschichtete Papier zieht. Eine hdhere Fibrinogenkonzentration flihrt zu einer Verringerung der
Durchlassigkeit und damit zu einer Verringerung der von der Probe zurlickgelegten Strecke. Mit dieser
Methode kann Fibrinogen sowohl in Plasma als auch in Vollblut innerhalb von 4 Minuten gemessen
werden, ist aber nur fiir Proben mit niedrigen Fibrinogenkonzentrationen (< 2 mg/mL) geeignet.*!2113
Ein weiterer Nachteil ist, dassdiese Verfahren mehrere Arbeitsschritte erfordern und potenziell anfallig
fir zahlreiche Stoérungen, wie z.B. Schwankungen der Probenviskositat aufgrund von
Temperaturdnderung und Feuchtigkeit, sind.

Eine weitere neuartige POCPIlattform zur Messung von Fibrinogen wurde von Guan et. al. in 2020
entwickelt und basiert auf der Dielektrophorese in Verbindung mit einem papierbasierten Assay*** Das
mikrofluidische papierbasierte Analysegerat kombiniert die dielektrophoretische (DEP) Kraft mit der
Kapillarkraft auf Papier und nutzt es fur die Plasmatrennung. Durch dieses Verfahren wird eine
Trenneffizienz von etwa 95% fiur das Plasma erreicht Uber die Messung des elektrischen Widerstands
der Plasmaprobedurch das entwickelte POGHanddiagnosegerdtkann die Konzentration von Fibrinogen
im abgetrennten Plasmabestimmt werden. Eszeichnet sich durch einen dynamischen Bereich von 27
bis 508 mg/dL, eine hohe Prazision und eine gute Ubereinstimmung mit etablierten
Routinelabormethoden aus. Es erfordert jedoch komplexe Geratetechnik und Herstellungsverfahren
wodurch es fir den Einsatz in ressourcenarmen Umgebungen ungeeigneist.

Das gLabs FIBSystem von Micropoint Bioscience ist ein weiteres PO estgerét bestehend aus einem
Handmessgerat und einem Teststreifen,das zur Zeit der Niederschrift dieser Arbeit kurz vor den
Markteintritt steht. '*° Der Teststreifen enthalt einen mit humanem Thrombin beschichteten zweiarmigen
Kanal, der mit einer einzigen Probenvertiefung verbunden ist. Durch das Auftragen von 15 pLCitratblut
auf den Streifen misst dasMessgeratdie Blutflussrate entlang der mikrofluidischen Kanéle. Der gLabs
FIB-Algorithmus berechnet den Fibrinogen-Konzentrationswert unter Berticksichtigung des gleichzeitig
geschéatzten Hamatokrits und zeigt das Ergebnis innerhalb von 10 Sekunden bis 10 Minuten neh der
Probenabgabe an. Das Gerat erméglicht eine schnelle und funktionelle Fibrinogenmessung im Bereich
von 1,0 bis 4,0 g/L Plasma und ist der Test ist unempfindlich gegeniiber der Thrombozytenzahl (bis
800.000/uL) und der Heparintherapie (bis 2 Ul/mL) .**°
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Tabellel: Ubersicht tiber die vorgestellten Verfahren und ihre Leistungsfahigkeit

Methode Prinzip Vorteile Nachteile Dauer (geschatzt)
. . . 15-30 Mi
Gerinnungszeit nach Fihrende Methode im Manuell, °-30 Min
ClaussTest . - . I (abh. v. der
Zugabe von Thrombin klinischen Labor zeitaufwéndig -
Laborkapazitat)
. . Visuelle Beobachtung Halbguantitative Ungenau, 15-30 Min
Fibrinogentiter der Gerinnselbildun Messun zeitaufwandi (abh. v. der
9 g g Beobachtungszeit)
FIFTA (funktioneller -
_ . e Aufw .
fibrinogene Messung der Absorption | Hohe Prazision, Gl;ré{aerﬁ:gstattun ~10 Min
turbidimetrische bei 405 nm schnelle Durchfiihrung teuer g (automatisiert)
Assay)
. Teure .
Quarzkristall- o . 20-30 Min
QCM-D-Methode Mikrowaage mit EChtZEIt uberwachung, Gera{e agsstatturg, (abh. v. der
S Point-of-Care-Potenzial | aufwandige "
Dissipation . Laborkapazitat)
Durchfiihrung
Erfordert spezielles
Stahlkugel- Bestimmung der . Gerét, nicht fir alle .
koagulometer Position der Stahlkugel Schnell und zuverlassig Anwendungen 5-10 Min
geeignet
Ermoglicht
umfassendere
Fibrin- o | Direkte Beobachtung Beu.rtellung der . Hohe Fehlerquote, .
polymerisations-zeit der Gerinnselbildun Gerinnungsfunktion, erfordert 15-30 Min
(FPT) 9| einschlieBlich der Fachkenntnisse
Thrombozyten-funktion
und Fibrinolyse
Teurer als
- . M hnell , itionelle T , )
Viskoelastische .essung Qer Schnell und genau trad!Fler e Tests 10-20 Min
Methoden (VEM) viskoelastischen umfassende abhéangig von (automatisiert)
Eigenschaften Informationen Vollblutqualitat und

Medikamenten

Zeit- und

Thrombin- Analyse des ressourcenintensiv
gerinnende abgetrennten Genaueste Methode . " .| 30-60 Min
- . potenzielle Fehler bei
Fibrinogen-Tests Gerinnsels S
niedrigen Werten
. . . ~10 Mi
Kapillarkraft auf Papier, Anféllig fur (at?h \:nder
Bestimmung der Kostenguinstig, einfache | Stérungen, nicht fiir e .
Lateral Flow Tests - Probenabsorption
Laufstrecke der Durchfiihrung alle Anwendungen .
Testlosun eeignet und visuellen
9 geel Beobachtung)
Komplexe .
Dielektrophorese- M'essung der . Dynamischer Bereich, Geratetechnik, nicht 10-20 Min
. Dielektrophorese mit i . (abh. v. der
basierter POGTest ) hohe Préazision fur ressourcenarme -
Papierassay Laborkapazitat)

Umgebungen geeignet

gLabs FIBSystem

Messungdes
elektrischen Potentials
einer Testldsungmit
mikrofluidischen
Teststreifen

Schnell, unempfindlich
gegeniiber
Thrombozytenzahl

Noch nicht auf dem
Markt, komplexe
Technologe

10 Sek bis 10 Minu
(abh. v. der

Probenabgabe und
Geréte-algorithmus)
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1.3.3. Funktionsprinzip des kompetitiven enzymatisch@ Tess mit Kompensation der
Enzymaktivitat

Der dieser Arbeit zugrundeliegende lompetitive enzymatischer Test mit Kompensation der
Enzymaktivitét ist ein neu entwickeltes und patentiertes Verfahren, das den geforderten Anspriichen an
einen Fibrinogen-Schnelltest gerecht werden soll**® Aufgrund der Theorie wird davon ausgegangen
dass esMessverte in weniger als finf Minuten liefer n und Schwankungen in der Enzymaktivitat
ausgleichen kann. Das Prinzip fUr die Bestimmung der Fibrinogenkonzentration basiert dabei auf einer
enzymatischen Konkurrenzreaktion (siehe Abbildung 8). Hierbei wird einem fibrinogenspaltenden
Enzym zusatzlich zu seinem nattrlichen Substrat=ibrinogen ein kiinstliches, signalerzeugenden Substrat
hinzugegeben, bei dessen Spaltung eine nachweisbare Substanz freigesetzt wird. Dabei kann es sich um
einen Farbstoff (nachweisbar Uber Photometrie) oder einen Fluoreszenzfarbstoff Fluorometrie)
handeln. Im kompetitiven Assay wird entweder das signalerzeugende Substrat oder das Fibrinogen vom
Enzym gebunden und umgesetzt.Je mehr Fibrinogen vorhanden ist, desto weniger Substrat wird
umgesetzt und desto weniger Signal wird gemessen. Dieses Grundprinzip € enzymkinetischen
Kompetition ist auf viele Analyten anwendbar. Er wurde bereits Ende der 60er Jahre diskutiert und in
den folgenden Jahren zur Bestimmung enzymkinetischer Parameter verschiedenefEnzyme unter
anderem auch der Umsetzung von Fibrinogen durch Thrombin angewendett’*'"*1® Die Enzymaktivitat
hangt stark von Temperatur, Salzkonzentration und pH-Wert ab und kann durch Lagerung, Herstellung
und Wirkstoffe im Blut beeintrachtigt werden , aber auch durch Inhibitoren, die sich hemmend auf die
Enzymkinetik auswirken. Zu diesen Inhibitoren z&hlen Proteine und niedermolekulare Verbindungen,
welche die Enzymeigenschaften dndern und die Reaktionsgeschwindigkeit herabgesetzt wird da
weniger Enzym zur Verfligung steht Durch die Messung in zwei Kompartimenten mit unterschiedlichen
Substratkonzentrationen und Verrechnung der Signale wird der Einfluss der Enzymaktivitat verringert.

Die allgemeine Reaktionsgleichung, die der MichaelisMenten- Kinetik zu Grunde liegt, lautet: **°

kq k,
E+S — E§S - E+ P
k-1

Schema: Allgemeine Reaktionsgleichung fir die Reaktion eines Enzyms mit einem Substrat. Dabei stehen E fir Enzym, S fUr Substrat,
ES fur EnzysBubstratKomplex, P fir Produkt; kir die Geschwindigkeitskonstante der Bildung von E8jrkdie
Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation von ES gfidt Kie Bildung des Produkts.

In dieser vereinfachten Reaktion erfolgt die Bindung eines Enzyms (E) an ein Substrat (S) unter Bildung
des EnzymSubstratKomplexes (ES)mit Geschwindigkeitskonstanten ki, gefolgt von der Umwandlung
des EnzymSubstratKomplexes in Enzym (E) und Produkt (P) mit der Geschwindigkeitskonstanten k.
Oder der Dissoziation des EnzymSubstratKomplexes mit der Geschwindigkeitskonstantenks,. In
vereinfachter Weisewird die Anfangsgeschwindigkeit gemessen, so dass die Rickreaktion des Produst
vernachlassigt weden kann, weil kaum Produkt vorliegt.

Die Michaelis-Menten-Gleichung!?® beschreibt die Anfangsgeschwindigkeit der Produktbildung in
Abhéangigkeit der Substratkonzentration:

(1) b —
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Vmax iSt dabei die maximale Anfangsgeschwindigkeit, die erreicht wird, wenn die Substratkonzentration
[S]o viel hoher ist als die Michaelis-Konstante Ky, also [S]ol Ku. Wenn [S]ol Kw ist, néhert sich der
Ausdruck Ku+[S] o der Substratkonzentration [S], an, und die Gleichung vereinfacht sich zu:

@) b — b

Die Michaelis-Konstante Ky ist eine zentrale Gréf3e innerhalb der Enzymkinetik und ergibt sich aus dem
Verhaltnis der Geschwindigkeitskonstanten. Sieist ein Mal3 fir die Affinitat des Enzyms zum jeweiligen
Substrat. Ein niedriger Ku-Wert steht dabei fiir eine hohe Affinitéat.

A3) — 0

Die Maximalgeschwindigkeit vmax der Reaktion lasst sich ausdricken als Produkt der
Geschwindigkeitskonstante k und der Enzymkonzentration [E] o:

) 0 0 C

Bei der enzymatischen Kompetition hat das zweite Substrat eine dhnliche Form wie das naturliche
Substrat und bindet an das leere aktive Zentrum des Enzyms, wobei er mit demmatirlichen Substrat um
die Bildung eines Komplexes konkurriert.!'® Der Mechanismusist im folgenden Schema dargestellt:

ki k2

E+ S ——~=ES —> E+ P
+ k—l

g
k3 k3

EFg

ka

E+ F

Abbildung6: Reaktionsschema zunoikpetitiven enzymatischa Test

wobei S im Zusammenhang mit dem Schnelltest ein signalgebendes Substraist und Fg bzw. EFg das

Fibrinogen bzw. den Fibrinogen-Enzym-Komplex und F das Fibrin bezeichnen.P ist eine Substanz, die
als Signal messbar ist, also ein Fluorophor oder ein ChromophorEs wird davon ausgegangen, dass die
Gesamtkonzentration des Enzyms in allen seinen Formen konstant ist, dargestellt durch

(5) o 0O oY 000
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Die Geschwindigkeitsgleichungen fiir die Anderungen der Konzentration an freiem Enzym und der
Enzym-Substrat-Komplexe konnen wie folgt geschrieben werden

(6) — oY © 0Y ©OovY T 0'0C
©0°0T 0 000
@) — oY © © 0Ov

(8) —— © 00 00" 000

Die Geschwindigkeitsgleichung fur die Bildung des detektierbaren Produkts kann wie folgt geschrieben
werden

~

9) — oY

Unter der Annahme, dassFibrinogen und signalgebendes Substrat zu Beginn der Reaktion im grofRen

Uberschuss vorliegen befinden sich [EFg] und [ES] im stationdren Gleichgewicht und es wird T
und auch —— Tt FUr die Dissoziationskonstante desFibrinogen Ky gilt somit:
(10) 0 _ —

Setzt man Gl. (7) gleich Null, so erhéalt man GI. (11), und die Losung fur [E] ergibt

(11) C

Setzt man Gleichung (11) in Gleichung (8) ein, mit der Pramisse,dassalle Komponenten im stationéren
Gleichgewicht sind und l6st auf nach [EFg], so erhalt man

(12) 0o

Setzt man die Gleichungen (11) und (12) in Gleichung (5) ein und lést nach [ES], so erhalt man

(13) oY

Durch Einsetzen von Gl. (L2) in Gl. (9) lasst sich die Produktionsrate von P ermitteln:

(14) v —
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Wie man sieht, erhoht diese Art der Kompetition den scheinbaren K;-Wert der unkatalysierten Reaktion

(Gl. (13)), ohne die maximale Geschwindigkeit der Reaktion zu beeinflussen. Ein Vergleich der
Lineweaver-Burk-Diagramme in Anwesenheit von kompetitiven Substraten d.h. der Auftragung des
Kehrwehrts der Anfangsgeschwindigkeit gegen den Kehrwehrt der Substratkonzentationzeigt, dass die
Steigung der Geraden fur die kompetitive Reaktion steiler wird, wenn die Substratkonzentration des
Kompetitors erhéht wird, der Schnittpunkt mit der y-Achse,aus dem der vimax-Wert bestimmt werden

kann, aber unverandert bleibt (siehe Abbildung 7).**°

5

1

[S,]

Abbildung?: Einfluss eineKompetitors[K] auf das LineweaveBurkDiagrammund die Werte der Konstantef gibt hier den Faktor
an um den die Kerhdht wird, sie steht fiir die apparentes)Kim Vergleictzum LineweaveBurkDiagramm ohne Kompetition
(gestrichelte Linie).

A

Der Versuchsaufbaudes ZwetFelder-Kompetitionsassaysst in Abbildung 8 schematischdargestellt. Die
Bestimmung des Umsatzfaktors erfordert die Messung der Anfangsgeschwindigkeit bei zwei
verschiedenenKonzentrationen von signalgebendem Substrat in Anwegnheit eines weiteren Substrats,
welcheskein Signal erzeugt und mit dem ersten um die Umsetzung konkurriert. Das erste Kompartiment
enthalt eine hohe Konzentration des signalerzeugenden Substrates, das zweite eine niedrige. Dadurch
wird im ersten Kompartiment ein starkes Signal erhalten, da mehr Substrat als Fibrinogen vorliegt, im
zweiten ein deutlich geringeres, da weniger Substrat als Fibrinogen umgesetzt wird. Bei zwei
unterschiedlichen Substratkonzentrationen ergeben sich zwei unterschiedliche
Anfangsgeschwindigkeiten, die beide proportional zur maximalen Anfangggeschwindigkeit Vmax und
damit zur Konzentration des aktiven Enzyms und der kinetische Konstante fur den Substratumsatz k
sind. Der Quotient der Anfangsgeschwindigkeiten (oder Umsatzfaktor) ist eine Funktion der
Fibrinogenkonzentration und vom Enzymgehalt und allen sonstigen Einflissen auf die Enzymaktivitat
unabhangig. Dieses Kompensationsprinzip wird in der Literatur nicht beschrieben’?
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o+ ¢ &9

- Thrombin Polymerisation
F|br|nogen7—T- Fibrin ——— Fibrin-Gerinnsel (Thrombus)

Substrat

~@ “

Kompartiment 1 Kompartiment 2
Fibrinogen VIEL Substrat Fibrinogen wenig Substrat

Thrombin > Thrombin C

Fibrin groBes Signal 1 Fibrin kleines Signal 2
(wenig Konkurrenz) (starke Konkurrenz)

Abbildung8: Enzymatisches Kompetitionsverfahnett Zweikompartimentprinzip(oben) Thrombin setzt gleichzeitig Fibrinogen und
ein Substrat um. Bei der Spaltung des Substrats wird ein Farbstoff frei, der gemessénntémn). Messung in zwei Kompartimenten.
Die Enzymkonzentration wird konstant gehalten. Kompartiment 1 enthalkuiedtliches signalgebend&abstrat und Kompartimergt
enthalt wenig Substratle mehr Fibrinogen vorhanden ist, desto weniger Farbstoff auifgrund der Kompetitiogebildet.(Schema
entstammt aus nicht veréffentlichen Arbeiten von Prof. Katja Schmitz ungbBchim Hénes)

Bei diesem patentierten ZwetrFelder-Kompetitionsassay werden in zwei Kompartimenten ein
signalgebendes Substrat mit den Geschwindigkeiten vbzw. v> umgesetzt, die jeweils anhéangig sind von
den unterschiedlichen eingesetzten Konzentration [S] bzw. [S 2] des signalgebenden Substrats und der
zu bestimmenden Fibrinogenkonzentration der Probe [Fg]:

(15) 0
(16) 0
(17) L —

Vmax ISt bei gleicher fibrinogenhaltiger Probe fir beide Signale gleich grof3. Dividiert man nun vi (grol3es
Signal) durch v; (kleines Signal) wird die Konstante Vmax €liminiert und die Storeinflisse auf Vmax
beseitigt. Da k. auch in Ky steckt (Glg. 3), sind pH- und Temperatureinflisse durch das 2
Kompartimentprinzip nicht vollstdndig kompensierbar, so dass man die Reaktion bei konstanter
Temperatur durchfiihren muss und die pH-bedingten Abweichungen ggf. durch Kalibrierung des Systems
bei verschiedenen pH-Werten zw. 6,8 und 7,8 und pH-Messung in den Reaktionsgemischen
herausrechnen mussDurch die Auftragung der so ermittelten Umsatzfaktoren vi/v > in Abhangigkeit von
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[Fg] kann man eine Kalibrierkurve erstellen, mit deren Hilfe man sich erhofft, eine aufwandige

Nachkalibrierung fiir das Messsystem zu verhindern''®

1.4. Thrombinahnliche Serinproteasen aus Schlangengift

Schlangengifte bestehen aus vielen proteolytischen Enzymen mit vielfaltigr Wirkung auf die Hamostase,
die darauf abzielt, Beutetiere im Wesentlichen durch Hamorrhagie zu immobilisieren und zu téten .*#-
125 Es sind Schlangengifte von mehr als 30 Schlangenarten be&annt.*?® Von diesen Giften sind die
Schlangengift Thrombin-ahnlichen Enzyme (snake venom thrombin like enzyme SVTLE) von
besonderem Interesse fir die Verwendung als Thrombin-Ersatzstoffe bei der Diagnose von
hamostaseologischen Stérungen Dies liegt daran, dass die SVTLE im Gegensatz zu Thrombin nicht durch
Inhibitoren im Blutplasma von Patienten, wie z.B. Hirudin , Dabigatran oder Argatroban, beeintrachtigt
werden und somit die Blutgerinnung in Anwesenheit von Inhibitoren bestimmt werden kann. 2’

SVTLEs sind Serinproteasen mit einem konservierten Motiv des aktiven Zentrums, bestehend aus H57,
D109 und S195, analog zu Thrombin.*?” Bei den meisten SVTLEs handelt es sich um Glykoproteine, die
jeweils einige Asn Glykosylierungsstellen an nichthomologen Positionen in der Sequenz aufweisen®
Der Kohlenhydratgehalt der SVTLEsvariiert stark von 0 bis 30 %, wobei hauptsachlich N-verknipfte
Glykane vorkommen, in denen Fucose, Hexose, Sialinsaure, Mcetyl-D-glucosamin, Galaktose, Mannose
und N-Acetyl-Neuraminsaure zu finden sind. Die Struktur-Funktions-Beziehung der Kohlenhydrate ist
bisher noch nicht vollstandig geklart.'® Es wird jedoch vermutet, dass die Glykane zur
Proteinstabilisierung beitragen und nicht fir die katalytische Funktion der Giftenzyme zusténdig sind.**
cDNABibliotheken von Schlangengiftdriisen verschiedener Artenwurden erstellt und mehrere Klone,
die fUr SVTLEs kodieren, wurden isoliert und sequenziert. SVTLEs sind einkettige Proteine, deren
codierende DNA einen offenen Leserahmen (ORF) von etwa 800 bp umfasst Die 5-UTRs
(5- untranslatierte Region) sind in der Regel kurz, wahrend die 3-UTRs (3- untranslatierte Region)
unterschiedlich lang sind und mehr als 1200 Nukleotide enthalten kénnen.™*® Serinproteasen aus
Schlangengift werden als Zymogene aus ~256257 Aminosauren mit einem mutmalflichen Signalpeptid
aus 18 Aminosduren und einem Aktivierungspeptid aus sechs Anmosaureresten synthetisiert™® Im
Proteinexport spielt die N-terminale Signalsequenz eine zentrale Rolle undwird anschlieRend vom
Zymogen abgespalten. Bisher wurden drei strukturell unterschiedliche Regionenidentifiziert : eine
positiv geladene N-terminale Region, eine zentrale hydrophobe Region und eine polare Gterminale
Region, die die Spaltdelle zu enthalten scheint*

Obwohl SVTLEsals Thrombin-ahnliche Enzyme bezeichnet werden, funktionell mit Thrombin verwandt
sind und einen hohen Grad an Ahnlichkeit untereinander aufweisen, ist die Sequenzidentitéat zwischen
SVTLEs und Thrombin mit 26-33% eher gering.*** Abhangig von der jeweiligen Spezies gibt es mehrere
Eigenschaften, die sich von Thrombin unterscheidenDie meisten SVTLE sind nur in cer Lage, Fibrinogen
zu spalten. Im Gegensatz zu Thrombin aktivieren die meisten SVTLEs weder andere Gerinnungsfaktoren
noch beeinflussen sie die PAR auf den Blutplatichen, die die Thrombozytenaggregation und
Freisetzungsreaktionen von bioaktiven Substanzen wie Serotonin, Adenosindiphosphat (ADP) und
Thromboxan A2 aus den Thrombozytengranulaten auslosen®*® Die Fibrinogenspaltung kann sich auf
nur eines der beiden Paare der Fibrinopeptide (FP) A und B beschrankenNach diesem Spaltungsmuster
werden SVTLE als VenombirA, Venombin-B oder Venombin-AB klassifiziert.*?® Ein weiterer Unterschied
zwischen Thrombin und SVTLES besteht darin, dass die meisten SVTLESs nicht in der Lage sind, den
Faktor Xlll zu aktivieren, wodurch die von SVTLES erzeugten Gerinnsel weniger stabil und anfalliger fir
den Abbau durch das fibrinolytische System sind, waszur Entfernung von Fibrinogen aus dem Plasna
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fiihrt .»** AuRerdem werden die meisten SVTLEswuch nicht durch Thrombininhibitoren wie Antithrombin

l1l, Heparin und Hirudin gehemmt 12128132136 Ayfgrund dieser Eigenschaften wurden mehrere SVTLES
fur die therapeutische Anwendung als Gerinnungshemmer und Defibrinogenisierungsmittel bei
thrombotischen Erkrankungen sowie fur die Behandlung von HerzKreislauf-Erkrankungen, Arthritis
und Krebs nutzbar gemacht!*>137140 Batroxobin und Ancrod sind die bekanntesten thrombin&hnlichen
Serinproteasen und werden von den Grubenottern Bothrops atrox bzw. Calloselasma rhodostoma
produziert. Beide Giftenzyme spalten Fibrinogen durch die spezifische Wirkung auf die ArgGly-Bindung
in der | -Kette, was zur Freisetzung von Fibrinopeptid A (FRA) fihrt, 132133

1.4.1. Batroxobin

Batroxobin (aus Bothrops atrox Serinprotease, E 3C.4.21.29) ist ein thrombinahnliches Enzymaus dem
Gift von Bothrops atrox moojeni. Es besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette, die 231 Aminosauren
enthalt, darunter 12 Cysteinreste, die an sechs Disulfidbindungen beteiligt sind*** In der Polypeptidkette
von Batroxobin gibt es zwei mutmalliche Glykosylierungsstellen (Asn146Asn147-Thr148 und Asn225-
Lys226-Thr227). Basierend auf den aus der cDNA abgeleiteten Aminosauren von Batroxobirkonnten
ein Molekulargewicht von 25,5 kDa und ein isoelektrischer Punkt von 7,39 berechnet werden. Das
experimentell bestimmte Molekulargewicht von nativem Batroxobin aus Bothrops atrox moojenibetragt
dagegen 34,7 kDa.!*?> Dieser Unterschied im Molekulargewicht kann auf die Glykosylierung
zurickgefuhrt werden, die hier 27% des Molekulargewichts ausmacht Das Molekulargewicht von
rekombinantem Batroxobin, das in P. pastorisexprimiert wird, betragt 30,55 kD a und entspricht 16,5%
Glykosylierung.

Batroxobin spaltet von Fibrinogen nur das Fibrinopeptid A ab, ist also ein Verombin A.'** Das
Batroxobin-Gen erstreckt sich Gber 8 Kilobasenpaare und enthélt finf Exons, wobei die reife Form von
den Exons 2 bis 5 kodiert wird. Die katalytischen Reste von Batroxobin, His41, Asp-86 und Ser-178,
werden durch separate Exons Exon 2, 3 bzw. 5, kodiert.'*? Die Exon/Intron -Organisation des
Batroxobin-Gens unterscheidet sich von der des ProthrombirGens, ist aber derjenigen der Trypsin und
Kallikrein-Gene sehr ahnlich. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Batroxobin nicht zur
Prothrombinfamilie, sondern zur Trypsin-Kallikrein -Familie gehort. Der Aufbau des BatroxobinGensist
in Abbildung 9 dargestellt.

102 Bp 8024 Bp
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon5

Abbildung9: Organisation des Batroxobi@enomsDie blauen Kasten bezeichnen die Lage der ExonBatesxobirGenom:
(EMBLEEB| X12747), die blauen Balken bezeichnen die nicht kodierenden Regigeangegebenen 102 BP und 8024 B
kennzeichnen das erste und das letzte gelesene Basenpaar im Genom.

Bislang ist Batroxobin eines der am besten charakterisierten Proteine aus Schlangengifterriihe Studien
in den 1930er Jahren uber das Gift sudamerikanischer Lanzenkopfschlangen der GattungBothrops
haben zur dessen Entdeckung gefiihrt.1976 beobachteten Stocker und Barlow*** Unterschiede im
Molekulargewicht zwischen den Batroxobinen von B. atrox, B. moojeni und B. marajoensis die auf
unterschiedliche Kohlenhydratgehalte dieser thrombinahnlichen Enzyme zurtickzufilhren waren.

28



B. moojeni Batroxobin enthalt nur 5,8 % Neutralzucker**%5, und die genaue Analyse der

Kohlenhydratstruktur hat gezeigt, dass dieses Schlangengiftglykoprotein durch ein einzigartiges
Oligosacchardmuster gekennzeichnet ist**> Stocker et al. beschrieben auch, dass die Interaktion der
thrombinahnlichen Giftenzyme, des Fibrinogens und der Plasmainhibitoren speziesabhangig istso dass
das aus B. moojeni isolierte Batroxobin im Vergleich zu dem aus B. afrox ein besseres
Defibrinogenisierungsmittel war. 1*¢ Die Haupterklarung fiir die starkere und langer anhaltende Wirkung
von Batroxobin aus B. mogjeniwurde in der unterschiedlichen Empfindlichkeit gegentiber menschlichen
Plasmainhibitoren (| 2-Makroglobulin und moéglicherweise anderen) gefunden. Trotz der bekannten
Primarstruktur von Batroxobin, das aus dem Gift von B. moojeni gewonnen wird, und der erfolgreichen
Expression basierend auf cDNA seit 1991 wurden bisher keine detaillierten kristallographischen
Strukturdaten gewonnen. Die einzig verfuigbaren Informationen beruhen auf einem Homologiemodell,
das in den 1990er Jahren entwickelt wurde, da die Kristallisation und die Bereitstellung ausreichender
Proteinmengen fir eine detaillierte kristallografische Analyse schwierig sind. Das Homologiemodell
basiert auf der Struktur von Kallikrein aus der Bauchspeicheldriise von Schweinen Gus scrofd. Obwohl
das Modell in einigen Aspekten nutzliche Einblicke geliefert hat, traten Schwierigkeiten bei der
Modellierung eines verlangerten Abschnitts am CTerminus auf, der aufgrund der begrenzten
Informationen weitgehend ignoriert wurde. Dies weist darauf hi n, dass das Moell unvollstandig ist und
die tatsachliche Struktur von Batroxobin nicht vollstandig reprasentiert. In einem anderen Ansatz wurde
der Modellierungsprozess an einer anderen Struktur, dem Speichelkallikrein der Maus, durchgefihrt.
Diese Struktur wurde gewéhlt, um mdgliche evolutiondre Verbindungen zu untersuchen, da es Hinweise
darauf gibt, dass die SchlangengiftDrisen direkt von den Spdcheldriisen abstammen. Dieser zweite
Modellierungsansatz zeigte eine akzeptable Struktur, die wéhrend des Modellierungsproesses nur

wenige Anpassungen erforderte*’

Das aus den Giften vonB. moojeniund B. atrox gewonnene Batroxobin findet breite Anwendung in der
Pharmazie und Diagnostik}?¢14® Aus Schlangengift isoliertesBatroxobin wird von der schweizerischen
Firma Pentapharm als Defibrinogenisierungsmittel unter dem Handelsnamen Defibrase®, als
Hamostatikum in einer Mischung mit thromboplastindhnlichem Enzym unter dem Handelsnamen
Reptilase® (in lyophilisierter Form ), oder unter dem Handelsnamen Hemocoagulase it Form einer
injizierbaren Losung) zum Einsatz. Defibrase® ist ein defibrinogenes Medikament, das als aktive
Komponente hochgereinigtes Batroxbin aus dem Schlangengift von B. moojeni enthélt. Nach
subkutaner oder intravendser Verabreichung bewirkt Batroxobin die Freisetzung von Fibrinopeptid A
und die Bildung von Fibrin-Monomer, das spontan "Kopfan-Schwanz" zu einem Gerinnsel aus Fibrin
aggregiert.*** Die entstehenden Fibrinpolymere sind im Gegensatzzu Fibrinpolymeren, die durch die
Wirkung von Thrombin entstehen, kiirzer (1-2 t m lang) und werden nicht durch FXIII quervernetzt.
Dadurch ist das Gerinnsel einer erhthtenmechanischen Auflésung durch Scherkrafte im Blutstrom und
verschiedenen enzymatischen Abbauprozesseausgesetzt und wird mit dem Urin ausgeschieden Durch
diesen Mechanismus fihrt die Batroxobin-Injektion zu einer dosisabhéngigen Abnahme der
Fibrinogenkonzentration im Plasma bcp qgqmec!| _ I | r cl undzu dimer fergrigenung | g C |
der Viskositdt und der Gerinnungsfahigkeit des Blutes Defibrase verhindert so die Bildung und
Ausbreitung von Thromben, erhoht die kapillare Durchblutung, verbessert die Sauerstoffversorgung des
Gewebes und unterstiitzt die physiologische und medikamentdse Fibrinolyse. Die Thrombozytenzahl
und die Konzentration von anderen Gerinnungdaktoren als Fibrinogen werden durch die Behandlung
nicht beeinflusst. AuRerdem induziert Batroxobin die Freisetzung von Plasminogenaktivator (tPA) aus
dem Endothel. Fibrin verstarkt die Plasminogenaktivierung durch tPA und wird seinerseits durch
Fibrinolyse rasch in nicht gerinnungsfahige Fragmente abgebaut*®
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Reptilase® ist ein  hamostatisch  wirkendes Medikament, das Hamokoagulase, ein

blutgerinnungsfordernde s Enzymsystem mit Batroxobin und eine thromboplastinahnlichen Komponente

aus dem Gift von B. atrox enthdlt. Als topisches Hamostatikum bt es bei lokaler Anwendung an der
Blutungsstelle eine dosisabhangige fibrinogenkoagulierende Wirkung aus. Nach Injektion einer geringen
Dosis Batroxobin wird die Bildung von Fibrin-Monomer ausgel6st und tber einen largeren Zeitraum

aufrechterhalten, wodurch die Gerinnungsfahigkeit des Blutes erhéht wird. Da Fibrin ein bevorzugtes
Substrat sowohl fir Thrombin als auch fur Plasmin ist, wird es entweder an der Stelle einer

GefalRverletzung rasch in ein Fibringerinnsel umgeavandelt oder es wird im intakten GefaRRsystem
abgebaut.'*® Reptilase wird eingesetzt, wenn der Blutverlust begrenzt oder gestoppt werden muss, z. B.
bei Blutungen in der Notfallmedizin , inneren Medizin, Zahnmedizin usw. Es kann auch vor chirurgischen
Eingriffen eingesetzt werden, um die Blutungsneigung zu verringern und um Blutverluste im

Operationsgebiet sowie postoperative Blutverluste zu vermeiden-*

Reptilase wird haufig auch fir den Reptilase-Zeit-Test verwendet. Da Reptilase nicht durch Heparin
gehemmt wird, wird dieser Test zusatzlich zu den Thrombin Time (TT)-Tests verwendet, um
festzustellen, ob verlangerte Thrombin-Gerinnungszeiten in den TT-Tests das Ergebnis einer Heparin
Kontamination oder abnormer Fibrinogen-Molekiile sind.****:152 Dariiber hinaus werden Batroxobin
und Agkistrodon contortrix thrombindhnliches Enzym verwendet, um sogenanntes desAribrin durch
Spaltung von FRA herzustellen. Es wird als Fibrinstimulans bei der Funktionsprifung des
Gewebeplasminogenaktivators verwendet:>31>4

1.4.2. Ancrod

Ancrod ist eine weitere gerinnungsfordernde thrombindhnliche Serinproteinase aus dem Gift der
Malaiischen Gruberotter ( Agkistrodon rhodostoma). Es spaltet hauptsachlich das Fibrinopeptid A von
den a(A)-Ketten des Fibrinogens durch Hydrolyse der Ard6-Glyl7-Bindung. Es besteht aus 234
Aminoséauren mit 5 N-gebundenen Glykosylierungsstellen an den Aminoséuren Asi23, Asn-79, Asn-99,
Asn-148 und Asn-229 mit hoher Glykosylierung von 29 Gew.-%, davon 96 Mol nicht stickstoffhaltige
Zucker, 60 Mol Hexosamine und 18 Mol Sialinsaure.*®®>*%® Analog zu Batroxobin spaltet Ancrod nicht
die Arg16-Gly17-Bindung in den [ B-Ketten des Fibrinogensg®"** aktiviert nicht den Faktor X111 1991%° und
ist ohne Wirkung auf andere Gerinnungsfaktoren'®® sowie auf Plasminogent®. Im Gegensatz zum
unléslichen Thrombin-induzierten Fibrin sind die von Ancrod katalysierten Gerinnsel also 16slich und
nicht vernetzt.®'%® Die Defibrinierung durch Ancrod resultiert genauso wie bei Batroxobin im
Wesentlichen aus der Umwandlung von Fibrinogen in ein fibrinahnliches l6sliches Aggregat, das schnell
durch Plasmin entfernt wird . Die auf diese Weise herbeigefihrte Gerinnungshemmung tritt innerhalb
weniger Stunden nach der Verabreichung ein.Au3erdem haben Bell et al. (1968) darauf hingewiesen,
dass Ancrod in der klinischen Praxis weder die Prothrombinzeit noch die aktivierte partielle
Thromboplastinzeit  beeinflusst.!®®  Diese  Eigenschaften  machen  Ancrod zu einem
gerinnungshemmenden Mittel, das bei einer Reihe von pathologischen Zustdanden, die mit
Hyperkoagulabilitat und Thrombose einhergehen, eingesetzt werden kann®**® Die Defibrinogenierung
ist auch fur die Verringerung der Erythrozytensedimentationsrate durch eine Verringerung des
Fibrinogen/Erythrozyten -Verhéltnisses und dess-Potenzials von Fibrinogen verantwortlich. *3* Durch
diese Eigenschaften hat sich Ancrod in den letzten 20 Jahren als klinisch ndtzlich erwiesen. Eine
gerinnungshemmende Therapie mit Ancrod hat sich als mindestens ebenso wirksam wie herkdmmliche
Antikoagulanzien herausgestellt, ist aber moglicherweise sicheer im Hinblick auf die geringeren
Blutungskomplikationen.*®® Es scheint die Auflosung vorgeformter Thromben bei einer Vielzahl
klinischer Syndrome zu bewirken, darunter hyperkoagulable Zustande, glomerulare Nephritis und

30



ischamische Schlaganfalle*®171%° Derzeit ist Ancrod in keinem Land als Medikament zugelassen, wird
aber in weltweiten klinischen Studien zur Behandlung von Schlaganfallen untersucht. Im Januar 2005
gewahrte die amerikanische Gesundheitsbehtrde FDA einen "Fadtrack-Status” fur die Untersuchung
des Einsatzes von Ancrod bei Patienten mit akutem ischamischem Schlaganfall, einer lebensbedrohlichen
Erkrankung, die durch die Verstopfung von Blutgefal3en, die Teile des Gehirns mit Blut und Sauerstoff
versorgen, verursacht wird und fiir die derzeit Phaselll-Studien durchgefiihrt werden.*® Ancrod wird
auch als Thrombinersatz im Thrombin-GerinnungszeitTest verwendet, da es gegenubervielen
Inhibitoren wie lodacetamid, 0,01 % Natriumdodecylsulfat, ConcanavalinA, N-DansykLarginin-4-
ethylpiperidinamid oder Thrombininhibitoren vom Benzamidin-Typ unempfindlich ist.'"*'" Viele
SVTLEs werden auch als Defibrinierungsreagenzien im Antithrombinlll-Test und als Thrombinersatz im
ClaussTest eingesetzt, um Stérungen durch heparinisiertesPatientenplasma zu vermeiden. Auch in
Kombination mit der klassischen thrombolytischen Behandlung mit Streptokinase und Urokinase hat sie
sich als wirksam bei der Verringerung von erneuten GefaRverschliissen erwiesetf>’417®

1.5. Heterologe Expression von Batroxobin i pastoris

Das bisheram haufigsten verwendete System zurheterologen Expression von Schlangentoxinen sind
Bakterien. Maeda et al. konnten Batroxobin das ersteMal in unléslicher Form in £. coliexprimieren und
anschlieend zu einem aktiven Enzym unrfalten.'’® Die klonierte cDNA fiir Batroxobin wurde in E. coli
exprimiert. Batroxobin konnte nur in Form intrazellularer Aggregate von Fusionsproteinen erhalten
werden, die mit einem kleinen Polypeptid mit der Sequenz Phe23Glu46 von Somatomedin Cfusioniert
waren. Es wird vermutet, dass die fusionierten Polypeptidgene die Umgebung des 5Endes der mRNA
verandern und dadurch eine Stdérung der stabilen Sekundarstruktur verursachen, die zur Bildung von
unléslichen Einschlusskérperchen fiihren Au3erdem kénnten die fusionierten Polypeptide in der Lage
sein, Batroxobin in E. coli zu stabilisieren. Um das reife Batroxobin zu erhalten, wurde die
Erkennungssequenz fur Thrombin zwischen dem Peptid und dem reifen Batroxobin eingefiigt. Dieses
Fusionsprotein reicherte sich in Form von unldslichen Einschlusskérperchen an (40 mg/L
Kulturmedium) und konnte leicht gereinigt werden. Nach spezifischer Spaltung des Fusionsproteins mit
Thrombin wurde das rekombinante Batroxobin durch préaparative Elektrophorese isoliert. Die Ausbeute
an rekombinantem Batroxobin nach Isolierung aus dem PA-Gel (70% Ausbeute) und anschlieRender
Ruckfaltung betrug lediglich 3% (entspricht 1,2 mg/L Kulturmedium) mit einer enzymatischer Aktivitat
von 60-84%.° Wie auch bei der Expression anderer rekombinanter Schlangengift-Serinproteasen
(Snake venom serine proteasesSVVSP3 mit E. colials Wirt wurde hier ein unlésliches Protein erhalten,
das /in vitro neu gefaltet werden musge, um aktiviert zu werden .

Im Allgemeinen sind SVSPs glykosyliert, und diese posttranslationale Modifikation ist fur die korrekte
Faltung und die daraus resultierende Toxinaktivitat von Bedeutung. Es hat sich jedochprinzipiell als
schwierig erwiesen, Proteine mit vielen Disulfidbindungen und Glykosylierungen in prokaryotischen
Systemen heterolog zu exprimieren, da die Disulfidbindungen dieser rekombinanten Proteine in der
Regel falsch oder gar nicht verknupft sind und die fehlgefalteten Proteine unldsliche
Einschlusskorperchen bildan. Gleichzeitig werden rekombinante Proteine in prokaryotischen Systemen
in der Regel nicht glykosyliert. In eukaryotischen Systemen (wie Hefe, Saugerzellen wie CHO und
Insektenzellen mit Baculovirus-Expressionssyste konnten rekombinante Proteine dagegen korrekt
gefaltet und posttranslational modifiziert (z. B. Phosphonylierung und Glykosylierung) werden .2"*"" p
pastoris (Komagataella phaffi) hat sich aufgrund seiner vielen Vorteile als Wirtsorganismus als
Expressionssystem fiir die Serinprotease Batroxobin durchgesetZt®'’® Einer der Hauptgriinde ist seine
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Fahigkeit, hohe Mengen rekombinanter Proteine zu produzieren. Dies macht ihn zu einem idealen Wirt
fur die Produktion von Batroxobin in groRem Mal3stab. Darliber hinaus ist P. pastorisin der Lage, das
Protein ins Kulturmedium zu sezernieren, was den Reinigungsprozess erheblich vereinfachtP. pastoris
ist eine methylotrophe Hefe, die in der Lage ist, Methanol als einzige Kohlenstoffquelle zu
verstoffwechseln. Der AOXPromotor, der die Produktion der Alkoholoxidase steuert, wird auch fur die
heterologe Proteinexpression in P. pastoris verwendet.’®® Die Integration der Batroxobin-DNA ins
P. pastorisGenom erfolgt durch homologe Rekombination zwischen der transformierten DNA und
homologen Regionen innerhalb des Genoms. Solche integrierten Gensequenzen zeigen eineohe
Stabilitét bei fehlendem Selektionsdruck, selbst wenn sie als Mehrfachkopien vorliegen. Fir eine
erfolgreiche homologe Rekombination sind die Linearisierung des Plasmids und ¢e Wahl des P, pastoris-
Wirtsstamms entscheidend Ein haufig verwendeter P. pastorisWirtsstamm ist GS115. Dieser hat eine
Mutation im Histidinol -DehydrogenaseGen (his4), die ihn an der Synthese von Histidin hindert. Solange
GS115 nicht transformiert ist, wachst es nicht auf histidendefizientem Minimalmedium. Durch
Transformation mit dem Expressionsplasmid, welches das HIS45en tragt, wird das his4 im Wirtsstamm
komplementiert, so dass die Selektion der Transformanten auf ihre F&higkeit, aufHistidin mangelmedien
zu wachsen, erfolgt. Hierbei handelt es sich um die Histidin -Auxotrophie. Je nach Klonierungsstrategie
konnen zwei verschiedene phanotypische Klassen von rekombinamn His" Stammen erzeugt werden:
Mut* und MutS. Mut® bezieht sich auf den Phanotyp "langsame Methanolverwertung" (engl. "methanol
utilization slow"), der durch den Verlust der vom AOX1-Gen kodierten Alkoholoxidase-Aktivitat
verursacht wird. Ein Stamm mit einem Mut >-Phanotyp hat einen mutierten aox1-Locus, ist aber Wildtyp
fir AOX2. Dies filhrt zu einem langsamen Wachstumsphanotyp auf Methanolmedium. Dieses langsame
Wachstum auf Methanol kann genutzt werden, um His"-Transformanten, bei denen das AOX1Gen
unterbrochen wurde (His* Mut®), von His*-Transformanten mit einem intakten AOX1-Gen (His"Mut™*)
zu unterscheiden die in Minimalmedium mit Methanol als einziger Kohlenstoffquelle schneller wachsen.
Es kann nichtim Voraus gesagt werden, obder Mut* oder Mut® Phanotyp eine bessere Expression des
Proteins begiinstigt.*®* Fiir die Erzeugung von His Mut™ Transformanten in GS115wird Ublicherweise
das pPIC9Plasmid, ein 8,0 kbp Hefeexpressionsvektor,verwendet. Es kann sowohl mit Sacl bzw. Stul
als auch Sall linearisiert werden. Die Integration von GS115 mit Sall oder Stul-linearisierten
Konstrukten beginstigt die Rekombination am HIS4Lokus (Abbildung 11), wéhrend die Sach
Linearisierung der Plasmidkonstrukte die Rekombination in der 5-Region des AOX1Gens beglnstigt
(Abbildung 10). Die resultierenden Transformanten sollten in beiden Fallen Mut® sein. Durch das
Vorhandensein der AOX1Sequenzen im Plasmid besteht jedoch auch die Mdglichkeit, dass es zu einer
Rekombination am AOXI-Lokus kommt, wodurch das Wildtyp-AOX1-Gen unterbrochen wird und
His* Mut®>-Transformanten entstehen. Der Wachstumstest auf Minimaldextrose (MD) und
Minimalmethanolplatten (MM) ermdglicht die Isolierung von His *Mut*-Transformanten, da der Mut®
Phanotyp sowohl auf MD als auch MM-Platten gut wachst, wahrend der Mut® Phanotyp nur auf MD und
nicht auf MM -Platten wachst '8

32



3 AOX1 Pichia Genom (his4)

5  AOX1 T 3¢ AOX1 5Paoxi Batroxobin T HIS4 3*A0X1

Espressionskassette

Abbildung 10: Geninsertion am AOXlokus durch homologe Rekombination. G@esertionen am AOXI1Lokus entstehen durch
sogenanntesinglecrossoverEreignisse zwischen dem Lokus und einer der drei AR&glonen auf dem Vektor: dem AGRfbbmotor,

der AOX1Transkriptionsterminationsregion (TT) oder Sequenzen, die noch weiter stromabwarts von AOX1 liegen (3' AOX1). Dies fiihrt
dazu, dass eine oder mehe=Kopien des Vektors stromaufwérts oder stromabwarts der AGie eingefligt werden. [Abangelehnt

an Pichia ExpressioritKinvitrogen, Catalog Number K170Q]t8t

Pichia Genom (his4* Mutation)

T 3‘A0X1

l l

His* His

Abbildungll: Geninsertion am HiSokus durch homologe Rekombination. Bei GS115 (Mut+) kommt es zing&etion am his4.okus
durch ein einziges Crossov€reignis zwischen dem hisékus im Chromosom und dem HiSdn auf dem Vektor. Dieses Ereignis fiihrt
zur Einflgng einer oder mehrerer Kopien des Vektors in den-hiskus. [Abbangelehnt arPichia Expression Klhvitrogen, Catalog
Number K171@)1]81
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Das rekombinante Batroxobin aus dem Gift vonBothrops atrox moojeni, daserstmalig 2004 in P. pastoris
exprimiert wurde, konnte Plasma dosisabhangig koagulieren. Sein Molekulargewicht war jedochmit 33
kDa niedriger als das des nativen Proteins mit 37 kDa, was auf das unterschiedliche
Glykosylierungssystem von Hefe und Schlangen zuriickgefiihrt werden kannEs ist bekannt, dass natives
Batroxobin etwa 40 verschiedene OligosaccharidSubfraktionen enthalt, wéahrend rekombinantes
Batroxobin, das ausP. pastorisexprimiert wird, moglicherweise die hefeartigen Kohlenhydratstrukturen
enthalt.’® Um rekombinantes Batroxobin aus Hefe zu exprimieren, wirden die Basensequenz des
Restriktionsenzyms Xhol und die Basensequenfir die Spaltstelle der Protease KEX2 in da$'-Ende der
cDNA des Batroxobins eingefligt. Dann vurde der Expressionsvektor pPIGBAT konstruiert, indem die
cDNA in die 1 <Seite von Xhol-EcoRI des eterminalen | -Faktor-Sekretionssignalproteins von pPIC9
eingefiigt wurde. AnschlieBend wurde der mit Sall linearisierte pPIC9-Batroxobin-Vektor in
elektrokompetente GS115Zellen transformiert. 183

In einer Fermentation ausgewahlter His® und Mut® Kolonien im Batch-Verfahren mit anschlieBender
saulenchromatografischer Aufreinigung des Kulturiiberstands konnten 6,95 mg rekombinantes

Batroxobin aus 1 L minimalem Glycerol-Methanol Medium in aktiver Form erhalten werden. Als

optimale Fermentationsbedingungenberichten die Autoren einen Gehalt von 0,5-1,5 % Hefeextrakt oder

Pepton als Stickstoffquelle, 0,52,5 % Glycerin, 0,5 %(v/v) Dextrose oder Glucose als Kohlenstoffquelle
und eine Mindestmenge von 4x10° % Biotin. Fur den optimalen pH-Wert des minimalen

Glycerolmediums wird 6,0 angegeben und fir die ideale Fermentationsdauer 18 h bei 30 °C. Fir die

hydrophobe = Chromatografie = wurde  Phenyl-Sepharose und  fir die anschliel3ende
Affinitats chromatografie die Heparin-Sepharosebenutzt.'®*

Diese Ausbeute an Batroxobin konnte durchweitere Optimierung der Fermentation von Li ef a/. in 2007

gesteigert werden, die eine Ausbeute von 10 mg rekombinantem Batroxobin aus 1 L
Fermentationsmedium angeben®®® Sie fanden heraus dass ein neutraler pHWert die Expression
beglnstigt und die Bioaktivitat von rekombinantem Batroxobin aufrechterhalt. Aul3erdem wurde

gefunden, dassSorbitol und Sojabohnerpepton mehr Nahrstoffe lieferten, wodurch mehr Hefezellen

produziert wurden und gleichzeitig mehr Protein abgesondert wurde. Das Polypeptid der Sojabohnen
konnte zudem die Aktivitat der Proteasen einschrdnken und die Proteolyse von rekombinantem
Batroxobin verhindern.

In einem weiteren Patent von 2011 beschreiben die Autoren vomUnternehmen Liaoning Nuokang Bio-
Pharmaceutical (China), dass durch die ortsgerichtete Mutagenese des Arg45zu Lysin und durch die
Optimierun g der Fermentationsbedingungen, sowohlhinsichtlich der optimalen Fermentation der Hefe
als auch hinsichtlich der Trennung und Reinigung, die spezifische Aktivitat auf 90 KU/mL
Fermentationsmedium gesteigert werden konnte. Dies entspricht einer Gesamtaktivitat von 4.0+ 10° KU
bei 15 L Medium. Die Mutation bewirkt eine Veranderung in der Erkennungssequenz fir die KEX2
Protease von ArgArg zu Arg-Lys. Dies verhindert, dass die KEXZProtease das Peptid an dieser Position
abbaut, was zu einer erhéhten Akkumulation des Zielproteins fiihrt. 8¢

Das Unternehmen Beijing Haiyan Pharmaceutical Industry hat in ihrem Patent von 2012 durch eine
Optimierung der Fermentations- und Reinigungsparameter eine Batroxobin Ausbeute von 18mg/mL
erreicht.*®” Im frihen Wachstumsgadium nach 16-18 h ersetzen sie Glycerin durch Glukose und nach
einer Hungerphase vonl h wurde mit Glycerin supplementiert. Durch den Einsatz von Reptonen auf der
Basis von Mais- und Weizenprotein wéhrend der Fermentation wurde die Proteolyse weitestgehend
reduziert. Zur Zwischenreinigung des Batroxobins nach der Fermentation wurden sowohl
Kationenaustauschchromatografie (CaptoS) als auch Anionenaustauschchromatografie (CaptoQ)
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eingesetzt. Des Weiteren beschreiben die Autoren die Mutation der kodierenden Batroxobin-

Aminosauresequenzam His41 und am Serl78 zu Glutamat, wodurch sie die spezifische Aktivitat von
1800KU/mg auf 2700KU/mg im Vergleich zum nativen rekombinanten Batroxobin erhéhen konnten.

Durch die Mutation von Histidin an Position 41 und Selin an Position 178 zu Glutamat wird die negative

Potenzialflache im aktiven Zentrum verstarkt. Dadurch wird die elektrostatische Wechselwirkung
zwischen Batroxobin und dem Substrat Fibrinogen verbessert, die Affinitat von Batroxobin zum Substrat
erhoht und somit die enzymatische Aktivitat von Batroxobin gesteigert.'®’

Im jungsten Bericht von Kim et al. von 2017 konnten die Autoren eine Ausbeute von 40 mg/mL (450

BU/mg, 80.4 NIH U/mg) rekombinantem Batroxobin in einem 300 L Fermentationsansatzaus P. pastoris
gewinnen. Der gesamte Fermentationsprozess dauerte 105 Stunden, bestehend aus ein@lycerin-Phase
von 30 Stunden und einer Methanol-Induktionsphase von 75 Stunden. Das rekombinante Batroxobin
wurde aus dem Uberstand der P. pastorisKultur durch Kombination von SP-Sepharose und Heparin-

SepharoseChromatografie gereinigt.*®

1.6. Serinproteasen

Proteasen spalten Polypeptidketteran ihren Amidbindungen, beispielsweise beim enzymatischen Abbau
im Verdauungssystem oder bei der Aktivierung von Proteinen oder Peptiden aus ihren inaktiven

Vorlaufer-Zymogenen. Um eine Peptidbindung in einem Polypeptid oder Protein zu spalten, muss eine
Protease einen Bereich der Polypeptidkette erkennen und binden, der die zu spaltende Bindung
einschlief3t.

1.6.1. Klassifizierung und Nomenklatur deSeringoteasen

Thrombin und die SVTLEs gehdrenzu den Serinproteasen(EC-Nummer 3.4.21, Tabelle 2). Neben den
Proteasen der Gerinnungskaskadezahlen auch die Verdauungsenzyme Chymotrypsin, Trypsin und
Elastasezu dieser Enzymklasse Wahrend Verdauungsenzyme eine Vielzahl von Peptiden und Proteinen
spalten kdnnen, tibernehmen andere Serinproteasen, wie Thrombin, hochspezifischag-unktionen in der
Gerinnungskaskade (partielle Proteolyse). Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften wurden die
Serinproteasen in drei Klassen eingeteilt: die Chymotrypsinahnlichen, die Subtilisin-ahnlichen und die
Serin-Carboxypeptidasell-ahnlichen Familien. Die Chymotrypsin-ahnlichen Enzyme kdnnen auf
Grundlage der S1-Tasche in drei weitere Unterklassen unterteilt werden: Trypsin-, Chymotrypsin- und
Elastasedhnliche.

Die Sekundar und Tertiarstrukturen der Proteine unterscheiden sich von Familie zu Familie
betrachtlich, doch sind in allen drei Familien das Serin, das Histidin und das Aspartat im aktiven Zentrum
konserviert, und es wird ein gemeinsamer Katalysemechanismas verwendet.**

Schechter und Berger (1967) haben ein Nomenklatursystem vorgeschlagen, um die Aminosaurereste des
Substrats, die an der Bindung und Katalyse beteiligt sind, und die entsprechenden Stellen im aktiven
Zentrum des Enzyms, mit denen diese Reste in Kontakt komran, zu beschreiben.Die Positionen von
Aminoséauren in einem Peptidsubstrat werden als P3, P2, P1, P1', P2', P3' usw. bezeichnet, wobei P1 die
Aminoséaure auf der N-terminalen Seite vor der Spaltstelle und P1' die Aminosaureauf der C-terminalen

Seite nach dcer Spaltstelle ist Die Bindetaschen sinddagegenk gr bck @saf qr _ " cl " Q8
Die Stelle innerhalb des aktiven Zentrums des Enzyms, in die der Rest Phineinpasst, wird mit S1
“cxcgaflcr* sl b bgc Ec aicelngpssgwird éntspyechetdk gr b @ p» P28y x ¢ ol
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Tabelle2: EENummern fiir die Serinproteasen Trypsin, ThromBiatroxobin und Ancrod

Serinprotease Spezies ECNummer
Trypsin Sus scrofa domesticus 3.4.21.4
Thrombin Bos taurus 3.4.21.5
Batroxobin Bothrops atrox 3.4.21.74
Ancrod Agkistrodon rhodostoma 3.4.21.75

1.6.2. Mechanismus der Serinproteasen

Der Katalysemechanismus der SerirProteasen verlauft in zwei Stufen. Im ersten Schritt erfolgt die
Bildung des Acylenzyms und in der zweiten Stufe lauft eine Hydrolyse ab (Schema3). Ein Serinrest
(daher der Name der Familie) fungiert als primares Nukleophil fur den Angriff auf die Peptidbindung,
und die Nukleophilie seiner Hydroxy-Gruppe wird durch spezifische Wechselwirkungen mit einer
Histidin -Seitenkette (ein allgemeiner Saure/BaseKatalysator) verstarkt, die wiederum mit einer
Aspartat-Seitenkette interagiert. Der Aspartatrest im aktiven Zentrum ist ein gemeinsames Merkmal der
Serinproteasen und hat sich durch Mutagenesestudien als entscheidend fiir die Katalyse erwiesel’
Nach der Bildung des Ehzym-Substrat-Komplexes wird der Carbonylkohlenstoff der spaltbaren
Peptidbindung (d. h. der an Positionen P1Y) durch das Serin im aktiven Zentrum angegriffen, wobei ein
tetraedrisches Zwischenprodukt mit einem Oxyanion am Carbonylkohlenstoff gebildet wird. Dieses
Intermediat wird durch Wasserstoffbriickenbindungen z1 den Restenim sogenannten Oxyanionenloch
des aktiven Zentrumsstabilisiert. Bei den Chymotrypsin-ahnlichen Enzymen werden diese HBindungen
von den Ruckgratstickstoffen des nukleophilen Serinrestes und einem Glycin im aktiven Zentrum
gebildet.’®* Das Intermediat reagiert weiter, wenn ein Proton vom Histidin des aktiven Zentrums an die
Aminogruppe von P1 abgegeben wird, gefolgt von der Dissoziation des ersten Produkts der Reaktion,
dem C-terminalen Peptid, und dem Verbleib eines kovalenten Zwischenprodukts mit einer Acylgruppe
(von P1), die an das Serin des aktiven Zentrums gebunden ist. Das Enzym wird dann durchden
nukleophilen Angriff eines Wassermolekiils deacyliert, dasnach dem Austritt des C-terminalen Peptids
in das aktive Zentrum des Enzyms gelangt. Die Deacylierung verlauft unter Bildung eines weiteren
tetraedrischen Intermediats, dasebenfalls iber Interaktionen mit dem Oxyanionenloch stabilisiert wird.

L_af Npmrmlclrp_lgdcp _sd b_q Fgqgqrgbgl gk _ir-gtecl

Gruppe am Aminoterminus freigesetzt und die Reaktion ist abgeschlossen, wobei das Enzym in seinen
urspriinglichen Zustand zuriickkehrt.**°
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ScheméB: Katalysemechanismus der Serinproteasen.

1.6.3. Substraspezifitat von fibrinogenspaltenden Enzymen

Bei den chymotrypsin-ahnlichen Enzymen besteht die SiTasche aus einem tiefen Spalt, in den der P41
Rest des Substrats hineinpassen muss. Die Identitat der Aminosaurereste in dieser Spalte beeinflusst die
Arten von Substratresten, die an dieser Stelle toleriert werden. Die Enzyme der trypsindhnlichen
Unterklasse haben einen konservierten Aspartatrest an Position 189, die sich am Boden der Sulde
befindet; dies erklart die hohe Praferenz dieser Enzyme fur Substrate mit Arginin- oder Lysinresten an
P1_192,193

Allen naturlichen Substraten von Thrombin ist gemeinsam, dass der eigentlichen Spaltstelle eine
basische Aminosaure, vorzugsweise Arginin, vorgeschaltet ist, dién die S1-Tasche innerhalb des aktiven
Zentrums von Thrombin bindet. Reste wie Prolin kdnnen in die kleinere hydrophobe S2Tasche binden,
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wahrend groRe hydrophobe Restein die etwas gréRere hydrophobe S3Tasche binden kénnen®*1%

Einige natirliche Substrate von Thrombin und ihre Spaltstellen sind in Tabelle 3 aufgelistet:

Tabelle3: Spaltstellen einiger ausgewahlter Substrate von ThronignSubstraten mit mehreren Spaltstellen ist die Nummer der P1
Position in Klammern angegeheBwissProt ist eine ProteinsequeDatenbank, die detaillierte Informationen zu Proteinsequenzen
und deren Funktionen bietet.

Thrombin-Substrat Ps| P2| P. P9 P.% Ps% SwissProt Acc. No
Fibrinogen | -Kette G|V |R G |P |R |P02671
Fibrinogen 1 -Kette S |A|R G |H |R |P02675
Prothrombin (155) T |P |R S |E |G [P00734
Prothrombin (286) N |P |R T |F |G |P00734
Thrombinrezeptor PAR1|D |P |R S |F |L |P56488
Thrombinrezeptor PAR3|P |1 |K T |F |R 000254
Thrombinrezeptor PAR4|A |P |R G |Y |P |AAC28860
Faktor V S |[P |R T |F |H [P12259
Faktor VIII (740) Q |l |R S |V |A |P00451
Faktor VIII (1689) E [P |R S |F |S |P00451
Faktor XIlI vV |P |R G |V |[N |QINQP5
Protein C D [P |R L (I |D |P04070

Die Substraterkennung innerhalb des aktiven Zentrums hangt von ginstigen Wechselwirkungen
zwischen dem P1Rest und der tiefen, mit sauren Resten ausgekleidetenS1-Tasche sowie zwischen
hydrophoben Resten Nterminal zu P1 (oft P2-Prolin und einem aromatischen Rest bei P4) in der
hydrophoben Furche ab, die als ArytBindungstasche bekannt ist***? Der Spalt des aktiven Zentrums
von Thrombin, der oft als Canyon bezeichnet wird, ist ungewohnlich tief, was auf das Vorhandensein
der 60- und c-Insertionsschleifen Gber und unter dem aktiven Zentrum zurlickzufiihren ist. Die 60er-
Schleife besteht aus Leu60, Tyr60a, Pro60b, Pro60c, Trp60d, Asp60e, Lys60f, Asn60g, Phe60h und
Thr60i, wobei Asn60g glykosyliert ist. Aus der Sequenz geht hervor, dass die 60eEchleife von Natur
aus hydrophob ist, wobei die beiden aufeinanderfolgenden Proline zur Versteifung dienen. Die 60er-
Schleife bildet somit eine starre, hydrophobe Kappe tber den aktiven Zentrum und vermittelt Kontakte
mit den hydrophoben Substratresten N-terminal der zu spaltenden Bindung®*°® Im Gegensatz dazu ist
die c-Schleife hydrophiler und flexibler. Sie besteht aus Thr147, Trpl47a, Thrl47b, Alal47c, Asnl47d
und Vall47f. Aufgrund ihrer inharenten Beweglichkeit wird sie in Kristallstrukturen oft unvollstandig
modelliert. Da sie an den Spalt des aktiven Zentrums von Thrombin angrenzt, kannsie Substratreste
C-terminal zur spaltbaren Bindung kontaktieren und so Kontakte zuSubstratproteinen ausbilden. Durch
die Bildung des Canyons dienen die Schleifen auch dazu, den Zugang zum katalytischen Zentrum von
Thrombin auf Proteine mit langen, flexiblen Substratschleifen oder auf Proteine mit komplementéren
Oberflachen zu beschranken, die den Kontaktzu den Schleifen vermitteln.®*%7

Durch Studien an verschiedenen synthetischen Substraten der Form BocGly-P2-Arg-NH-AMC mit
verschiedenen Aminoséuren in der Position P2, konnte gezeigt werden, dasg -Thrombin effektiv
Substrate hydrolysiert, die apolare und nicht-aromatische Reste wie Pro und Ala an der PZXtelle
enthielten. Im Gegensatz dazu waren die Substrate mit einem PheéRest an der P2Stelle weniger reaktiv.
Der Beitrag eines ProRestes an der P2ZStelle zum Ku-Wert war grof3er als der aller anderen
Aminoséaurereste. Der Austausch von Pro an der P2-Stelle durch Phe filhrte dagegen zu einer
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Verringerung des ka-Wertes auf 0,4 %. Man nimmt an, dass diese Spezifitat von) -Thrombin auf eine
apolare Bindungsstelle neben den katalytischen Zentrum von J -Thrombin zuriickzufiihren ist.*9%19°

Diese strukturellen Voraussetzungen fur die thrombinspezifische Spaltung wurden auch bei 230
dokumentierten thrombin spaltbaren Bindungen beobachtet?**?°* Die Notwendigkeit hydrophober Reste
ist auf die hydrophobe Bindungstasche zurlickzufiihren, die andas katalytische Zentrum von J| -Thrombin
angrenzt. Die Notwendigkeit eines Gly-Restes an P2 (oder P) wird auf die Beschaffenheit des aktiven
Zentrums von J -Thrombin zuriickgefiihrt. Die Bedeutung der apolaren Reste neben deru spaltenden
Bindung, insbesondere ein PreRest an der P2Stelle, wurde unabhéngig davon Untersuchungen mit

Peptid-p-Nitroaniliden herausgefunden®®

Die Bindungsstellen von Thrombin und Batroxobin weisen teilweise Uberschneidungen auf, jedoch sind
auch einige Unterschiede festzustellen. Eine bedeutende Differenz liegt darin, dass fibringebundenes
Batroxobin im Gegensatz zu fibringebundenem Thrombinseine katalytische Aktivitéat beibehalt und eine
starkere Stimulierung fiir die Fibrinaggregation darstellt. > Diese Differenz konnte auf den lipophileren
Charakter von Exosie 1 des Thrombin zurlckgefiihrt werden, der eine festere Bindung an Fibrinogen
ermoglicht.?®* Es ist wichtig anzumerken, dass Fibrinogen das alleinige Substrat fiir Batroxobin ist,
wahrend Thrombin mehrere Substrate hat. Dieser Unterschied kdnnte auf die Anwesenheit der Natrium
bindenden Tasche in Thrombin zuriickzufiihren sein, die die Bindung an veschiedene Substratedurch
allosterische Effekteermoglicht.?

1.7. Signalgebende Proteasesubstrate

Die meisten der derzeit verfligbaren synthetischen Peptidsubstrate wurden auf der Grundlage der
Aminosauresequenzierung an der Spaltstelle des natirlichen Substrats des Enzyms entwickelt. Ein
Peptid, das das natlrliche Substrat nachahmt, kann synthetisiert und mit einer Detektorgruppe
gekoppelt werden. Diese Detektorgruppe wird durch die Einwirkung eines Enzyms freigesetzt. Unter
geeigneten Bedingungen ist die Freisetzungsrate direkt proportional zur Menge des Enzyms im
Reaktionsgemisch. Die Anbringung eines chromogenen Detektormolekils an der Spaltstelle solcher
synthetischen Peptide, das bei Freisetzung eine farbige Verbindung erzeugt, hat es erméglicht, viele der
Enzymreaktionen der Hamostase sowie die meisten Kofaktoren und natirlich vorkommenden
Inhibitoren individuell und empfindlich zu quantifizieren. Chromogene Substratewerden synthetisch
hergestellt und sind so konzipiert, dass sie eine ahnliche Selektivitat wie das natlrliche Substrat fiir das
Enzym besitzen. Der Farbwechsel bei Spaltung der chromogenen Gruppe vom Peptid kann
spektrophotometrisch verfolgt werden und ist proportional zur proteolytischen Aktivitat. Die
Technologie der chromogenen Substrate wura in den friihen 1970er Jahren entwickelt und hat sich
seither zu einem wichtigen Instrument der Grundlagenforschung entwickelt.?®® Die meisten
Anwendungen chromogener Substrate finden sich in verschiedenen klinischen Bereichen. Insbesondere
wurden sie eingesetzt, um grundlegende Erkenntnisse uber die Mechanismen der Blutgerinnog und
Fibrinolyse zu gewinnen, aber auch fir einige diagnostische Tess. Chromogene Substrattests sind sehr
spezifisch und Uberwinden die Kritik an vielen herkémmlichen Tests, die auf der Geschwindigkeit der
Bildung oder Zerstoérung eines Fibringerinnsels beruhen und h&ufig enzymatische Reaktionen zusatzlich
zu den zu untersuchenden beinhalten. AufRerdem sind chromogene Substrattests im Allgemeinen einfach
und schnell durchzufiihren und lassen sich leicht automatisieren. Sie sind daher personalsparend und,
was aus Sicht der Patientenversorgung noch wichtiger ist, ermdglichen eine haufigere und umfassendere
Uberwachung des sich schnell andernden Status von Patienten mit akuten Hamostasestoérungen, als dies
mit einigen herkdémmlichen Tests moglich ist.?*®
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Der Chromophor, p-Nitroanilin (pNA), ist die Abgangsgruppe in den meisten ProteaseSubstraten.
Svendsn und Mitarbeiter stellten 1972 die er ste dieser Verbindungen vor:Oligopeptid-p-Nitroanilid mit
dem pNA in einer Amidbindung.?’ Die zu untersuchende Protease hydrolysiert das chromogene
Tripeptid-pNA und setzt das gelbe pNA frei. Die Reaktionsgeschwindigkeit kann mit einem
Spektralphotometer bei 405 nm bestimmt werden.**

Die Fluoreszenz kann in der Regel mit hoherer Empfindlichkeit gemessen werden kann als die
Absorption von UV-Licht. Die ersten Fluorophore, die in fluorogenen Proteasesubstratenuntersucht
wurden, waren 2-Naphthylamin (PNA) und 4 -Methoxy-2-naphthyl-amin (M NA).2%42%8-21% Sje wwurden
in groRem Umfang verwendet, hauptséchlich in Kombination mit einzelnen Aminosauren.'*?! Mitchell
et al. haben 1978 das Thrombinsubstrat CboGly-Pro-Arg-Mr NA verwendet.?*? Aufgrund der
Karzinogenitat von PNAwurde die Entwicklung dieser Art von Markern jedoch eingestellt Zimmerman
fuhrte 7-Amino-4-methylcumarin (AMC) als empfindliche Abgangsgruppe fur ChymotrypsinSubstrate
ein und Morita wandte sie auf Peptid-Substrate fir Proteasen bei der Gerinnung und Fibrinolyse ar¢**2
Das Substrat, BoeVal-Pro-Arg-MCA, das die Thrombin-Spaltstelle von Faktor XIII nachahmt, erwies sich
als empfindliches Substrat fir Thrombin. Im Jahr 1974 synthetisierte Bajusz reversible Peptidinhibitoren
fir Thrombin. Er verwendete die thrombinempfindlichen Sequenzen PheVal-Arg, Gly-Pro-Arg, lle-Pro-
Arg und Val-Pro-Arg. Das wirksamste Peptid war HD-PhePro-Arg-H.?*® Fluoreszierende
Reportergruppen wie AMC werden durch eine Amidbindung an das Carbonsédureende des
Peptidsubstrats gebunden, um es in ein fluorogenes Substrat zu verwandefi®. Solange das Peptid intakt
ist, bleibt die Amidform des Cumarins optisch stumm. Bei proteolytischer Hydrolyse des Peptidsubstrats
am P1-Rest wird die freie Aminoform des AMC freigesetzt und leuchtet 700-mal heller, so dass eine

Spaltung fluoreszierend nachgewiesen werden kann%%2t7

Eine Alternative zu fluorogenen Substraten, die vor der Spaltung nicht oder nur schwach fluoreszieren,
sind FRETSubstrate. Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) beschreibt einen strahlungslosen
Energietransfer, der durch Dipol-Dipol-Kopplung von einem Donor-Fluorophor im angeregten Zustand
(D) zu einem Akzeptor im Grundzustand (A; ein anderes Fluorophor oder ein Quencher) stattfindet,
wenn die entsprechenden Anforderungen an die spektrale Uberl@pung und die Nahe erfiillt sind.?*® Da
FRET sehr empfindlich auf den Abstand zwischen Donorund Akzeptordipolen im Bereich von 1-10 nm
reagiert, sind FRETSubstrate besonders gut als signalgebende Proteasesubstrate geeigrfét Peptide mit
entsprechenden Donor/Akzeptor bzw. Fluorophor/Quencher-Einheiten ("FRET-Peptide") werden haufig
als Substrate in Enzymkinetikstudien verwendet und emdglichen die spektroskopische Untersuchung
der enzymatischen Reaktion in Echtzeit?**?** FRET-Peptide bestehen aus einem Fluorophor und einem
Quencher, die durch eine kurze Peptidsequenz getrennt sind, die die Erkennungssequenz mit der
Spaltstelle des Enzyms enthalt. Fir eine hohe FREEffizienz in Fluorophor/Quencher -Paaren ist eine
deutliche Uberlappung zwischen dem FluoreszenZEmissionsspektrum des Fluorophors und dem
Absorptionsspektrum des Quenchers erforderlich. Wenn Fluorophor und Quencher an den Termini eines
kurzen Peptids konjugiert sind, wird die Energie des angeregten Fluorophorsstrahlungsfrei an den
Quencher ubertragen, der sie ebenfalls strahlungsfrei an die Umgebung abgibt Wenn jedoch eine
Peptidbindung gespalten wird, z. B. durch enzymatischen Abbau, diffundieren Fluorophor und Quencher
voneinander weg und der Abstand vergréRRet sich erheblich, wodurch der Fluorophor aktiviert wird
Abbildung 12).
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AEX

\ Fluorophor Quencher

| Gly — Pro - Arg 1- Gly — Vval |

Substrat |
XEnzym
O

.

@V-— Pro -Ai’

Abbildungl2: Prinzip de FRETSubstrateam Beispiel eines Peptidsit konjugiertemFluorophor und Quencherqist das
Anregungslichtgem die Emission und die gepunktete Linie zwischen dem Fluorophor und dem Quencher im ungespalteten Substrat
stellt den strahlungslosen FRET dar.

FRET findetzwischen zwei nahe beieinander liegende Fluorophorenstatt, wobei das Emissionsspektrum
des Donorsund das Absorptionsspektrum des Akzeptors stark tberlappen (>30 %), und wird durch die
FRET-Effizienz (Errer) charakterisiert. Diese beschreibt den Prozentsatz des Energietransfers von den
Donor- zu den Akzeptor-Fluorophoren und wird durch folgende Gleichung beschrieberf?*:

(18)
P

Y
P v

wobei Ry der Forster-Radius ist, d. h. der Abstand zwischen den Fluorophoren, bei dem E = 50 % ist,
und folgendermalRen berechnetwird

(29) Yo oU&C pn & o I ¢

Ro wird in Angstrom angegeben n ist der Brechungsindex des Mediums im Uberlappungsbereich, Q ist
die Quantenausbeute des Donors in Abwesenheit des Akzeptors und i3t die spektrale Uberlappung. [
ist der Orientierungsfaktor der beiden Dipole und ergibt sich aus dem Winkel zwischen dem
Ubergangsdipolmoment desDonors (D) und desAkzeptors (A). Der dynamische Wert von [ betragt 2/3
fiir frei rotierende Donor - und Akzeptor-Fluorophore.??

Die entscheidenden Faktoren, diedie Errervon FRETPaaren bestimmen, sind die spektrale Uberlappung,
die Quantenausbeutedes Donors, der Etinktionskoeffizient des Akzeptors(EC), die Wellenldnge sowie
der Abstand und die Ausrichtung von Donor und Akzeptor.??*
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2. Zielsetzung

Die Blutgerinnung ist ein kritischer biologischer Prozess, der durch eine fein abgestimmte Regulation
der Fibrinogenspaltung gesteuert wird, um sowohl Thrombosen als auch UberméaRigen Blutverlust zu
verhindern. Aktuelle Methoden zur Bestimmung der Fibrinogenkonzentration, wie der Clauss-Test und
viskoelastische Verfahren, haben signifikante Nachteile, darunter hohe Kosten, zeitafwendige Prozesse
und ungenaue Ergebnisse in relevanten niedrigen Konzentrationsbereichewon 0 bis 150 mg/dl .

Das Ziel de vorliegenden Arbeit ist experimentelle Erprobung des kompetitiven enzymatischen Tests
mit Kompensation der Enzymaktivitéat im Kivettenformat zur Bestimmung der Fibrinogenkonzentration,
der im folgenden kurz Zwei-Felder-Kompetitionsassay genannt wird. Dieser Konzeptbeweis soll als
Grundlage fur die Weiterentwicklung hin zu einem marktfahigen Teststreifen mit passendem Lesegerat
dienen. Zu diesem Zweck sollten zunachst geeignete Reaktionsbedingungen fir den enzymkinetischen
Labortest gefunden werden, wobei der Konzentrationsbereich von 0 bis400 mg/dl Fibrinogen getestet
werden sollte. Die Werte um die Eingreifschwelle fiir die Gabe von Fibrinogenpraparaten von 150 mg/dL
herum mussten dabei gut unterscheidbar sein, um spéater eine prazise Diagnostik zu gewahrleisten.
Zunachst sollten Thrombin als Arbeitsenzym und kommerziell erhdltliche signalgebende Substrate
eingesetzt werden.

Da das native Thrombin sich fir den klinisch relevanten Konzentrationsbereich als nicht optimal
herausgestellt hatte, sollte es im zweiten Teil der Arbeitdurch effektivere Serinproteasenersetzt werden.
Es sollte Uberprift werden, ob damit wie erwartet ein grol3erer dynamischer Bereich zuganglichware.
Dazu sollten verschiedene kommerziell erhéltliche thrombindhnliche Enzyme aus Schlangengift,
insbesondere Batroxobingetestet werden. Letzteres sollte aufgrund seiner literaturbekannten kleineren
Kw gegeniber Fibrinogen eine bessere Kompetition bei niedrigen Fibrinogenkonzentrationen, also im
Bereich der klinischen Eingreifschwelle, ermdglichen.Um gréRere Mengendes Batroxobin verflgbar zu
machen, sollte seine rekombinante Expression in einem geeignet@ Expressionssystem und die
darauffolgende Isolierung und Charakterisierung etabliert und optimiert werden. Zur Charakterisierung
des exprimierten Enzyms sollten Aktivitatstests mit geeignetem Farbsubstrat und Fibrinogen in der
Mikrotiterplatte e tabliert werden. Beim Aufbau des Testsystems sollten zunachst literaturbekannte
chromogene und fluorogene Substrate eingesetzt werden Parallel dazu sollten neue fluorogene
Substrate fiir Batroxobin entwickelt werden. Dies beinhaltet die Synthese neuer spezifischer Substrate,
einschliellich FRET-Substrate, die im Gegensatz zu klassischen fluorogenen Substraten mit direkter
Fluorophorfreisetzung eine Installation des Fluorophors au3erhalb des aktiven Zentrums erlaubw26.en.
Damit sollte die Bindung der Substrate ans aktive Zentrum von Batroxobin verbessert werden. Zur
Auswahl geeigneter Konzentrationen fur den Zweifeldertest mussten die enzymkinetischen Parameter
verschiedener Enzyme und Substrate bestimmt werden. Schlielich sollte der Zwei-Felder-Test mit
geeigneten Substratkonzentrationen durchgefuhrt und auf seine Eignung zur Fibrinogenbestimmung
charakterisiert werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Chemikalien

Tabelle4 Chemikalien

Chemikalie

Aceton, Synthesequalitat

Agar-Agar, Kobe

Agarose

Ammoniumchlorid (NH 4CI)
Ammoniumpersulfat

Ampicillin -Natriumsalz, BioScience Grade
Calciumchlorid (CaCly)

D(+) -Glucose, Monohydrat
Dinatriumhydrogenphosphat (Na:HPOy)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

dNTP-Mix

Essigsaure >99%

Ethanol (EtOH) denaturiert
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
EtOH, p.a.

Fibrinogen

Glycerol

Glycin, biowissenschaftliche Qualitat

2-(4-Hydroxyphenylazo)benzoeséaure (HABA)

Hefeextrakt, mikrogranuliert
Hefestickstoffbasis

Hefe Synthetisches Drop-out Medium Supplement

ohne Histidin

Imidazol

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydroxid -Granulat (KOH)
Kaliumphosphat (KH2PQu«/K 2HPQOy)
Kupfer(ll) -sulfat (CuSQOy)
LachsspermaDNA Natriumsalz
Lithiumacetat (LIAC)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgSQu)
Methanol, Blotting Grade

Midori Green Advance

Hersteller

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE
Merck KGaA Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Bioline, London, GB

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Richter Chemie, Nerdlen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

MP Biomedicals, Eschwege, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE

Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
AppliChem, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Nippon Genetics Europe, Diren, DE
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Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid -Granulat (NaOH)

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2P Q) Carl Roth, Karlsruhe, DE

Nickel(ll) -sulfat (NiSOa)
Pepton aus Casein

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

ROTI®BIue (5x CoomassieFarbereagenz) Carl Roth, Karlsruhe, DE

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
Salzsaure 37 %ig

Schwefelsaure, rauchend (HSQy)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Tris(hydroxymethyl) -aminomethan (Tris) Carl Roth, Karlsruhe, DE

Triton® X 100
Tween® 20
Zinksulfat (ZnSO.)
[ -Mercaptoethanol

Tabelle5 Substrate

Substrat
Z-Gly-Pro-Arg-AMC_HCI (Z-GPRAMC)

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
AppliChem, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Hersteller
Bachem AG, Bubendorf, CHE

Tos-Gly-Pro-Arg-AMC_HCI (TosGPRAMC) Bachem AG,Bubendorf, CHE

Z-Gly-Pro-Arg-4MBNA (Z-GPR4MBbBNA)
Bz-Arg-AMC (Bz-R-AMC)
H-Gly-Val-Arg-AMC (GVRAMC)
H-Gly-Pro-Arg-pNA (GPRpNA)
Z-Gly-Pro-Arg-pNA
H-Pro-Phe-Arg-AMC Acetat (PFRAMC)
H-D-PhePip-Arg-pNA * 2HCI (S-2238)
H-D-lle-Pro-Arg-pNA * 2HCI (S-2288)

3.2. Stamme undPlasmide

Tabelle6 Stamme

Stamm
E. coliDH10y

P. pastoris GS115

Bachem AG, Bubendorf, CHE
Bachem AG, Bubendorf, CHE
ProteoGenix, Schiltigheim, FRA
Eigene Synthese

Bachem AG, Bubendorf, CHE
Bachem AG, Bubendorf, CHE
Chromogenix, Mailand, ITA
Chromogenix, Mailand, ITA

Hersteller

New England Biolabs (NEB),
Ipswich, Ipswich,
Massachusetts USA
Thermofisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA
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Tabelle7 Plasmide

Plasmid Promotor -
Induktion
pPICI9K AOX1 -
Methanol
pPIC9 AOX1 -
Methanol
reptilase- AOX1 -
wt_pPIC9 Methanol
reptilase- AOX1 -
opt_pPIC9 Methanol

3.3. Proteine

Replikationsur Selektionsmarker

sprung
pBR322

pBR322
pBR322

pBR322

Kan
Amp - His
Amp - His

Amp - His

Tabelle8 Resriktionsendonucleasen von NERgwich,Massachusetts, USA

Enzym Erkennungssequenz

Notl-HF® GC|GGCCGC
CGCCGG|CG

SactHF® GAGCT|C
CITCGAG

Sall-HF® G|TCGAC
CAGCTI|G

Xhol C|TCGAG
GAGCT|C

Tabelle9 Polymerasen

Enzym

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase

Mutazyme || DNA Polymerase

Tabellel0 Proteasen

Protease

Thrombin, Bos taurus

Trypsin, Sus scrofa domesticus
Batroxobin, Bothrops atrox
Ancrod, Calloselasmarhodostoma
Zymolyase Arthrobacter luteus

Hersteller

Hersteller

Genscript, Piscataway,
New Jersey, USA
Genscript, Piscataway,
New Jersey, USA
Genscript, Piscataway,
New Jersey, USA
Genscript, Piscataway
New Jersey, USA

NEB, Ipswich, Massachusetts, USA
Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA

Hersteller
Merck KGaA Darmstadt, DE

Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE

Pentapharm, Basel, CHE

Nordmark Pharma GmbH Uetersen, DE
Zymo Research Irvine, Kalifornien, USA
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Tabellell Antikdrper

Antikdrper Eigenschaften Hersteller
6x-His-Tag-Antikorper Maus, monoklonal, IgG2b  Invitrogen, Waltham,
Massachusetts USA
Anti-Batroxobin-Antikorper Kaninchen, polyklonal, IgG Bioss  Antibodies, = Woburn,
Massachusetts USA
Anti-Maus-lgG (H+L) HRP -Konjugat Ratte, monoklonal, IgG1 Invitrogen, Waltham,
Massachusetts USA
Anti-KaninchenrHRP-Konjugat Kaninchen, polyklonal, IgG Carl Roth, Karlsruhe, DE

Tabellel2 Weitere Proteine

T4 DNA Ligase NEB, Ipswich, Massachusetts, USA
Rinderserumalbumin (BSA) Carl Roth, Karlsruhe, DE
Fibrinogen human, Haemocomplettan® P CSL Behring,Marburg, DE
Fibrinogen bovin MP Biomedicals Eschwege, DE

3.4. Oligonkleotide

Tabellel3 Oligonukleotide voMicrosynth AGBalgach, CHE)

Oligonukleotid Sequenz

3' AOX1 Sequenzierprimer 5 -GACTGGTTCCAATTGACAAGE
5' AOX1-Sequenzierprimer 5 -GCAAATGGCATTCTGACATCE
3' Reptilase 5 -GAGCTTGCTCCTGATCAGECE
5' Reptilase 5 -CGGCTGAAGCTGTCATGC®

3.5. GroRenstandardg$ir DNA und Proteine

Die DNA-GroRRenstandards wurden von NEB(Ipswich, Massachusetts, USAbezogen.

Tabellel4 GroRenstandards fiir DNA

Bezeichnung GrdlRenbereich
1 kb DNA Ladder, NEB #N3232 0.5- 10 kb
100 bp DNA Ladder, NEB #N3231 100 - 1517 bp
1 kb Plus DNA Ladder, NEB #N3200 0.1- 10kb

Fur die SDSPAGEsowie Western Blotswurde der BlueStar Prestained Protein Marker (Nippon Genetics
Europe, Duren, DE als Proteingrof3enstandard mit einem GréR3enbereich von 10-180 kDa verwendet.
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3.6. Medien

Alle Medien wurden sofern nicht anders angegeben mit Reinstwasser angesetzt, dampfsterilisiert bzw.
mit 0,45 um Sterilfiltervorsatzen von Whatman (Maidstone, UK) sterilisiert und bei RT gelagert. Der
pH-Wert wurde mit HCI oder NaOH eingestellt.

Tabellel5Medien

Medium

Lysogenic broth (LB) Medium

LB Agar-Platten

Super Optimal broth with
Catabolite repression (SOC)

Zusammensetzung

0,5 % (w/v) He feextrakt
1 % (w/v) Pepton

1 % (w/v) NaCl

pH 7,4

0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) Pepton

1 % (w/v) NaCl

pH 7,4

1,5 % (w/v) Agar

2 % (w/v) Pepton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

Bemerkung
nach Zugabe von Antibiotika bei 4 °C
gelagert

vor dem Giel3en in der Mikrowelle
geschmolzen und auf lauwarme
Temperatur  abgekihlt,  Antibiotika
hinzugegeben und anschlieBend in
Petrischalen gegossen

Magnesium und Glukose wurden aus
steril filtrierten Stammlésungen unter

Medium 10 mM NacCl laminarer Strdmung nach der
2,5 mM KCI Dampfsterilisation  zugegeben, um
10 mM MgCl; Prazipitation bzw. Maillard -
20 mM MgSO, Produktbildung zu vermeiden.
20 mM Glucose

Yeast Extract Peptone 1% (w/v) Hefeextrakt

Dextrose Medium (YPD) 2% (w/v) Pepton
2% (W)

(Glucose)

Dextrose

Dextrose 1 M Sorbitol
2% (w/v) Dextrose
1,34% (w/v) YNB
4 x 10 % (w/v) Biotin
0,005% Aminosauren
+ 0,004% Histidin

Regeneraion
Medium (RD)

Regeneradion Dextrose RD+ 0,004% Histidin
Medium + Histidin (RDH)

Minimal Methanol Medium 1,34% (w/v) YNB
(MM) 4 x 10 % (w/v) Biotin
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Tabellel5Medien

Medium Zusammensetzung Bemerkung
0,5% (v/v) Methanol

Minimal M ethanol + Histidin MM + 0,004% Histidin

(MMH)

Buffered Minimal Methanol 100 mM Kaliumphosphat
(BMM) pH 6.9
1,34% (w/v) YNB
4 x 10 % (w/v) Biotin
0,5% (v/v) Methanol

Buffered Minimal Methanol + BMM + 2% (w/v) Pepton
Pepton (BMMP)

Buffered Glycerol-complex 1% (w/v) Hefeextrakt
Medium (BMGY) 2% (w/v) Pepton
100 mM Kaliumphosphat
pH 6.9
1,34% (w/v) YNB
4 x 10 ™% (w/v) Biotin
1% (v/v) Glycerol

Buffered Methanol-complex 1% (w/v) Hefeextrakt
Medium (BMMY) 2% (w/v) Pepton
100 mM Kaliumphosphat
pH 6.9
1,34% (w/v) YNB
4 x 10 % (w/v) Biotin
0,5% (v/v) Methanol

Fibrinogen-Agar-Platten 5 mg/mL Fibrinogen
2% (w/v ) BSA
1% (w/v ) NaCl
1% (w/v ) Agarose
1,34% (w/v) YNB
4 x 10 % (w/v) Biotin
0,5% (v/v) Methanol
+ 0,004% Histidin

48



3.7. Puffer

Alle Puffer wurden sofern nicht anders angegeben mit Reinstwasser angesetzDer pH-Wert wurde mit

HCI oder NaOH eingestellt.

Tabellel6 Pufferldsungen

Pufferbezeichnung
Thrombinpuffer

Kompetitionspuffer

Reaktionspuffer

Tris*HCI-Puffer

3.8. Stammldsungen

Zusammensetzung
10 mM HEPES

0,1% (w/v) BSA
0,1% (w/v) PEG 8000
250 mM NacCl

0,2% (w/v) NaN 3

pH 6,5

50 mM Tris

250 mM NacCl

0,1% (w/ v) PEG 6000
0,2% (w/v) NaN 3

pH 8

1% NacCl
2% BSA

5 mM Tris

Alle Stammlésungen wurden sofern nicht anders angegebermmit Reinstwasserhergestellt, (iber einen
Filter mit 0,45 uM PorengroRe steril filtriert und bei 4 °C gelagert. Der pH wurde mit NaOH und HCI

mittels pH-Meter eingestellt.

Tabellel7 Stammldsungen

Bezeichnung
10X Yeast Nitrogen Base (YNB)

500X Biotin (B)

100X Histidin (H)

10X Dextrose (D)

10X Glycerol (GY)

10X Aminosauremischungohne Histidin (A)

Zusammensetzung
13,4%(w/v) Hefestickstoffbasis mit
Ammoniumsulfat ohne Aminosauren

(Fertigmischung, Carl Roth)

0,02%(w/v) Biotin

0,4%(w/v) Histidin

20%(w/v) Dextrose

10%(w/v) Glycerol

1,92%(w/v) Hefe Synthetisches Drop-out
Medium Supplement ohne Histidin
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Thrombin

Fibrinogen
Z-GPRAMC
Bz-Arg-AMC
TossGPRAMC
Z-GPRAMBNA
S-2238

S-2288

3.9. Gerateund Software

Tabellel8 Gerate

Geratetyp
Agarose Gelkammer
Elektroporator

Fluoreszenzspektrometer
FPLC

Gefriertrockner
Geldokumentation
(Chemolumineszenz)
Geldokumentation
(Chemolumineszenz)
Geldokumentation (UV/ LED)
Glaspipetten

Heizblock

HPLC

HPLC

Inkubator fiir Petrischalen
Kihlzentrifuge

Laborwaage

Mechanische Pipetten

100 U/mL Thrombin in einer Losung aus NacCl
und Tris, pH 7

25 mg/mL in 1%(w/v) BSA und 2%(w/v) NacCl

10 mM in DMSO

10 mM in 40 % DMSO und Kompetitionspuffer
10 mM in 10 % DMSO und Kompetitionspuffer
10 mM in Kompetitionspuffer

10 mM in Kompetitionspuffer

10 mM in Kompetitionspuffer

Bezeichnung Hersteller

Perfectblue Mini S/M Peqglabh Erlangen, DE

Gene pulser Il with capacitance Bio-Rad, Hercules,

extender plus Kalifornien, USA

Cary Eclipse Agilent Technologies, Santa
Clara, Kalifornien, USA

AKTA Pure GE Healthcare Chicago,
USA
Christ, Osterode am Harz
DE

Amersham Imager 600 RGB GE Healthcare Chicago,
USA

LAS-3000 Fuijifilm , Minato, JPN

E-BOX Vilber, Eberhardzell, DE

VWR collection (5 mL, 10 mL, 20 mL) VWR, Radnor,
Pennsylvania USA

Heizblock mit Touchscreen Thermofischer Scientific,
Waltham, Massachusetts,
USA

AKTA prime GE Healthcarg Chicago,
USA

LC20-AD Shimadzu, Kyoto, JPN

Icubat Typ 80 Melag Apparate, Berlin, DE

Allegra X-30R Centrifuge Beckman Coulter,
Kalifornien, USA

SE 1202 VWR, Radnor,

Pennsylvania, USA
Research Plus (2.5{L, 10tL, 100tL, Eppendorf, Hamburg, DE
1000t L, 5mL)
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Mechanische Pipetten Research (2.5t L, 10t L, 100t L, 1000 Eppendorf, Hamburg, DE
tL, 5mL)

Mikrotiterplatten -Lesegeréat Spark Tecan Group, Mannedorf,
CHE

Mikrotiterplatten -Lesegeréat Infinite®M1000 Tecan Group, Mannedorf,
CHE

Netzgerat fur Gelapparatur PowerPac Basic Bio-Rad, Hercules,
Kalifornien, USA

pH-Meter pHenomenal pH1102 VWR, Radnor,
Pennsylvania USA

Schiittelplatte Cetromat R/HK B. Braun, Melsungen, DE

semi-dry Blotting System OwIC-HEP1 Thermofischer  Scientific,
Waltham, Massachusetts,
USA

Thermocycler Labcycler Sensoquest

Thermoschittler Cooling Thermal Shaker Touch VWR, Radnor,
Pennsylvania USA

Transilluminator FastGene Blue LED Illuminator Nippon Genetics Europe,
Duren, DE

Universeller HT Unitron Infors, Bottmingen, CHE

Inkubationsschiittler

UV/Vis Spektrophotometer Nanodrop OneC Thermofischer  Scientific,
Waltham, Massachusetts,
USA

UV-Vis Photospektrometer

Vakuumpumpe VP100 VWR, Radnor,
Pennsylvania USA

Western Blot Gerat Trans-Blot® Turbo C Bio-Rad, Hercules,
Kalifornien, USA

Zelldichtemessgerate UltrospecC 10 Biochrom, Berlin, DE

3.10. Molekularbiologische Methoden

3.10.1.Bestimmung der DNAConzentration

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde das Nanodrop UV/Vis-Spektrophotometer verwendet.
Proteine wurden bei 280 nm und DNA im Messmodus fir ssDNA bei 260 nm gemesserEs wurden
jeweils 1 pL Probe in Dreifachbestimmung gemessen.

3.10.2 PolymeraseKettenreaktion (PCR)

Alle PCRs in dieser Arbeit wurden mit Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase durchgefihrt, welches
im AK Prof. Dr. Viktor Stein rekombinant exprimiert und bereitgestellt wurde. Tabelle 19 und Tabelle
20 zeigen die Reaktionsmischungen sowie das StandardPCRProgramm fir den Thermocycler. Die
Polymerase wurde der Reaktionsmischung als letztes hinzugefiigt. Die Annealing Temperatur ist
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abhéangig vom verwendeten Primerpaar und liegt tUblicherweise 5°C Uber der Schmelztemperatur der
Primer Tm.

Tabellel9 Reaktionsmischung flRCRPolymerisation

Reagenz Volumen Endkonzentration
5x Phusion® HF Puffer 10 pL 1x

10 mM dNTP Mix 1L 0,2 mM

10 t M forward Primer 2,5uL 0,5 uM

10 t M reversePrimer 2,5uL 0,5 uM
DNA-Templat 1uL 20 ng /50 pL

2 U/t L Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase 0,5 uL 1U/50 tL
ddH-0 auf 50 -

Tabelle20 ThermocycleProgramm fiir PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 98 °C 30s 1
Denaturierung 98 °C 10 s
Annealing ublicherweise Primer T, - 5 °C 30s 30
Extension 72 °C 30 s/kb
Finale Extension 72 °C 300 s 1
Lagerung 4 bis 8 °C b 1

3.10.3 AgaroseGelelektrophorese von DNA

Fur die AgaroseGelektrophorese wurden die PerfectBlue Mini Kammern (peglab) verwendet. Die
Agarose wurdein Abhangigkeit der DNA-Gro3e eineg Konzentration von 0,8 - 1,5 % (w/v) zum 1x TAE
Puffer hinzugegeben in der Mikrowelle geschmolzen und auf dem Ruhrer bei RT auf ca. 40 °C abkuhlen
gelassen Ein Agarosegel mit einem hoheren Prozentsatz ermdglicht, kleinere DNA-Fragmente
voneinander zu trennen und ein Gel mit einem niedrigeren Prozentsatz hilft, gré3ere Fragmente zu

trennen (ein Richtwert ist in Tabelle 21 angegeben) Ca. 35 mL bzw. 50 mL wurden zum Giel3en der
Gele in MiniS- bzw. MiniM -Kammern verwendet. Vor dem Giel3en wurden 2t L Midori Green (Nippon

Genetics) in die noch flissige Agaroselésunggegeben. Die Proben wurden mit 6x QuickLoad® purple
loading dye (NEB) vorbereitet und jeweils 15 yL zusammen mit 3 L eines DNA-GréRenstandard auf das
Gel beladen. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 20 V fir ca. 30 min

durchgefuhrt. Zur Dokumentation der Gele wurde die E-BOX-Geldokumentation (Vilber) verwendet.

Sofern eine weitere Verarbeitung der DNA erfolgen sollte, wurden die DNABanden mit Standard-
Skalpellen auf einem Blaulicht-LED-Tisch mit eingebautem Augenschutz (Nippon Genetics)
ausgeschnitten und in ein Mikrozentrifugenréhrchen Uberfiihrt. Die DNA wurde aus den Gelschnitten
mit dem NucleoSpin Gel and PCR Cleanip Kit (Macherey-Nagel) entsprechend der Herstellerangaben
extrahiert.
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Tabelle21 Empfohlene AgarosKonzentration in Abhangigkeit der DNGkORe

Agarose in Prozent DNA-GroRRe in bp
0.8 >1000
0.9 >600
1.0 400-8000
1.2 300-7000
15 200-3000
2.0 100-2000
3.0 25-1000
4.0 10-500
5.0 10-300

3.10.4 Restriktionsverdau von DNA

Der Restriktionsverdau wurde ausschlief3lich mit Restriktionsendonukleasen von New England Biolabs
gemall dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Zu 1 pg DNA wurde 1 pL Restriktionsenzym
hinzugegeben und das Gemischmit 5 pL 10x CutSmart Puffer (NEB) versetzt. Der Reaktionsansatz
wurde mit ddH 2O auf 50 pL aufgefillt und fur 1-1,5 h bei 37 °C inkubiert. Die DNA wurde mittels
AgaroseGelekektrophorese aufgetrennt und die DNAFragmente mit der zu erwartenden Grof3e isoliert.

3.10.5 Herstellung von BatroxobifMutanten durcherror-prone PCR

Die Mutagenese wurdemit dem Genemorph Il Random Mutagenesis Kitvon Agilent durchgefihrt. Es
wurden 120 ng DNA verwendet und 30 Zyklen fur die Amplifizierung im Thermocycler gewéhlt, um eine
Mutationsfrequenz von 4,5 - 9/kb zu erhalten. Die amplifizierte DNA mit einer Grol3e von 9,1 kB wurde
auf einem 1%igen Agarosegel bei 80V fir eine Stunde aufgetrennt, mit dem Q/Aquick Gel Extraction
Kit von Qiagen nach Herstellerangabenaus dem Gel extrahiert undfur die weitere Ligation verwendet.

Reagenz Volumen Endkonzentration
Mutazyme reaction buffer 5 1x

10 mM dNTP Mix 2 0.4 mM

10 { M forward Primer 5 50 pmol / 50uL
10 t M reverse Primer 5 50 pmol / 50pL
DNA-Templat 4 0ng/50 tL
Mutazyme Il DNA Polymerase 1 1U/50 tL
ddH-0 auf 50 -

3.10.6.Ligation von DNA-ragmenten

Die Losungen von Insert und Vektor wurden auf etwa 20 ng/pL bzw. 50 ng/uL verdinnt und im

Ligationsansatzgemafi Tabelle 22 verwendet. Ansatz 1 beinhaltete keine Ligase und diente als Kontrolle,
um den vollstédndigen Verdau der Plasmid-DNA zu Uberprifen. Ansatz 2 diente als Religationskontrolle,
um zu Uberprufen, inwiefern die Plasmid-DNA zur Religation tendiert und damit falsch -positive Klone
erzeugt. Der Ligationsansatz 3 beinhaltet dagegen sowohl Insert als auch PlasmidDNA. Die

Ligationsansatze wurden entweder bei RT fur 1h oder bei 18 °C UN inkubiert. AnschlieRend wurden

53



8 UL des Ligationsansatzesn E. coli verwendet und die erhaltenen Klone wurden mittels Kolonie-PCR
und Sequenzierung auf den Einbau des Inserts Uberprift

Tabelle22 Zusammensetzung der Ligationsansatze

Ansatz Plasmid-DNA [50 | Ligase Puffer | T4-Ligase | Insert-DNA [20 | ddH20
ng/uL] ng/uL ]

1 2 L 1,5puL - 5L 0,5 uL

2 2 uL 1,5uL 0,5 uL - 5uL

3 2 L 1,5puL 0,5 pL 5L -

3.10.7.Sequenzierung von DNA

Fur die DNA-Sequenzierung wurde der Economy Run Serviceder Sequence Laboratories(SeqlLab,
MicroSynth) in Auftrag gegeben. Gemal der Empfehlung des Dienstleisters wurden Proben mit 18 ng
PCRProdukt pro 100 kb Fragmentlange oder ca. 960 ng PlasmidDNA in einem Gesamtvolumen von 12
tL 5 mM Tris*HCI-Puffer angesetzt Vor dem Versand wurden die DNAProben mit 3 {L einer 10 {M

Ldsung des gewinschten Primers in einem 1,5 mL-Reaktionsgefald gemischt.

3.11. Mikrobiologische Methoden

3.11.1. Methoden zum Arbeiten mit. coli
3.11.1.1. Kultivierung und Konservierung voR. coli

E. coliZellen wurden in LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika bei 37 °Cim Schuttelinkubator
(200 U/min) kultiviert. Die Kulturen mit einem Volumen von 25 mL wurden mit Einzelkolonien von
Agarplatten oder mit abgeschabten Material aus Glycerolvorraten beimpft. Fir Kulturen Gber 200 mL
wurden die vorher beschriebenen 25 mL Kulturen hergestellt und davon 1 mLzum Animpfen verwendet.
Fur die Lagerung von Zellen unter -20 °C bzw. -80 °C wurden die Kulturen mit einer Zelldichte von
typischerweise 46 ODggpo 1:1 mit 50 % (v/v) sterilem Glycerol versetzt. Jeweils 500uL pro Aliquot
wurden in ein Mikrozentrifugenréhrchen gegeben und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

3.11.1.2. DNATransformationin E. colidurch Hitzeschock

Fur die Transformation von Plasmid-DNA in E. coliwurden 50 t{ L kompetente BL21(DE3) Zellen
(Invitrogen) auf Eis aufgetaut, mit 10 ng Plasmid-DNA bzw. 8 pL Ligationsansatz versetzt und
vorsichtig gemischt. Nachdem der Ansatzfir 30 min auf Eis inkubiert wor den war, erfolgte ein
Hitzeschock fir 45 s bei 42 °C.Der Ansatz wurde sofort wieder fur weitere 5 min auf Eis gestellt.
AnschlieRend wurden 250 { L SOGMedium hinzugegeben und der Ansatzfir 1 h bei 37°C im
Tischinkubator (200 U/min ) inkubiert. Zur Selektion von Klonen wurde der Ansatz auf Agamplatten
mit dem entsprechendem Selektionsantibiotikum ausplattiert.
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3.11.1.3. DNA-PraparationausE. coli

Einzelkolonien von der Selektionsagarplatte wurden Uber Nacht in 100 mL LB-Medium mit
Selektionsantibiotikum bei 37 °C und 180 U/min kultiviert . Die Praparation von PlasmidDNA aus der
Ubernachtkultur wurde mit einem PureLink HiPure Plasmid Midjprep Kit nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Die isolierte Plasmid-DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei-20°C gelagert.

3.11.2 Methoden zum Arbeiten mitP. pastoris
3.11.2.1. Linearisierung von PlasmiBNA

Die Integration des gewlnschtenGensins Genom der P. pastorisGS115Zellen erfolgte durch homologe
Rekombination. Daflir musste die zuvor isolierte PlasmidDNA linearisiert werden. Dazu wurden 2 ug
Plasmid-DNA mit 2 yL Saclbzw. Sall verdaut (1 pL pro pug DNA). Nach Zugabe von 5 pL 1& CutSmart-
Puffer (NEB) wurde das Reaktionggemischmit ddH >0 auf ein Gesamtvolumen von 50 uL aufgefillt und
fur 1,5 h bei 37 °C inkubiert (siehe Abb. 5.3, (3)). Die linear isierten Plasmide wurden mit dem Macherey
& Nagel NucleoSpin® Plasmid Kitnach Herstellerangabengereinigt. Die Konzentration wurde mit dem
NanoDrop im dsDNA Messmodusbestimmit.

3.11.2.2. Transformation vonlinearisierter PlasmidDNA inp. Pastorisdurch Elektroporation

Tabelle23 Puffer fur die Transformation

Elektroporationspuffer 1 M Sorbitol
1 mM CaCb
Konditionierungspuffer 100 mM LiAc
10 mM DTT
Puffer fur die Zelllyse von P. pastoris 50 mM NasPOy
1 mMEDTA

5% Glycerol
Proteaseinhibitor
pH 7,4

Fur die Transformation von DNA in P. pastoriswurde das Protokoll von Hsieh et a/. (2010) verwendet.
Die Hefe wurde Uber Nacht in 5 mL YPDMedium bei 30°C und 200 U/min kultiviert . 20 yL der
Hefekultur wurden in 100 mL YPD-Medium Uberfuhrt und bei 30°C inkubiert, bis die optische Zelldichte
bei 600 nm (ODeoo) etwa 1-2 erreichte. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (4500 x g, 5 min) bei
RT gesammelt. Das Zellpellet wurde zweimal mit 50 mL kaltem Wasser und einmal mit 50 mL
Elektroporationspuffer (1 M Sorbitol/1 mM CacCl ,) gewaschen. Die Zellen wurden in 20 mL 0,1 M
LiAc/10 mM DTT durch Inkubation im Kulturkolben unter Schitteln (225 U/min ) fir 30 min bei 30°C
konditioniert und ein weiteres Mal mit 50 mL Elektroporationspuffer gewaschen. Nach Zentrifugation
(4500 x g, 5 min) bei RT wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 1 mL des gleichen Puffers
resuspendiert Bis zur Elektroporation wurden sowohl die Zellen als auch die Elektroporationskivette
auf Eis gelagert. Pro Transformationsansatz wurden400 pL Zellsuspensionmit 15-20 pg linearisierter
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DNA in einem Volumen von maximal 50 uL Elektroporationspuffer in der Elektroporationskivette
vermischt und 5 min auf Eis gelagert Als Negativkontrolle wurden zum einen ein Transformationsansatz
ohne Elektroporation und ein weiterer ohne DNA verwendet. Die Kivette mit dem
Transformationsansatz wurde in den Elektroporator gestellt und bei 2,5 kV und 25 t F elektroporiert.
Die typische Zeitkonstante lag zwischen 3,0 und 4,5 Millisekunden. Anschlie3end wurden die
elektroporierten Zellen sofort aus der Kivette in 8 mL einer 1:1-Mischung aus 1 M Sorbitol und YPD
Medien tberfuhrt und auf einem Plattformschuittler bei 225 U/min und 30°C fir 1  h inkubiert. Die Zellen
wurden in 1:10, 1:100 und 1:1000 Verdinnungen auf Selektionsplatten ausplattiert und bei 30 °C flr
mindestens 2 Tage inkubiert.

3.11.2.3. KoloniePCR

Die Kolonie-PCR dient dem Nachweis, ob die Klone dasinsert ins P pastoris Genom integriert hatten.

Fur die Kolonie-PCR wude entweder DNA-Templat verwendet, das aus den Kloren nach Vorschrift
isoliert wurde, oder eine direkte Kolonie-PCR durchgefiihrt. Dazu wurden 10 pL einer P. pastorisKultur

oder alternativ eine in 10 pL H2O resuspendierte Einzelkolonie mit5 tL einer 5 U/{ L Lésung von

Zymolyase versetzt und bei 30 °C fir 10min inkubiert. Anschlie3end wurde die Probe fiir 10 min bei -

80°C gefroren. Nach dem Auftauen wurde fir 1 min bei 7500 x g und RT zentrifugiert. Aus dem

Uberstandwurde 1 pL entnommen und fiir die PCR als Templatverwendet. Das Programm fiir den PCR
Thermocycler ist unter Abschnitt 3.10.2 in Tabelle 20 zu finden.

3.11.2.4. Rekombinante Epressionvon Batroxobin im Schiuttelkolbemim 1L Ansatz

Die Expression von Batroxobin im Schiuttelkolben wurde gemall dem Protokoll desPichia Expression
Kits von Invitrogen mit einigen Modifikationen durchgefiinrt. Eine Einzelkolonie von P. pastoriswurde
in 200 mL BMGY-Medium dberfuhrt und bei 28°C im Schittelinkubator (180 U/min) bis zu einer OD ¢g0
von 4-6 inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen fiir 20 min bei RT zentrifugiert (4000 x g) und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 L BMMY-Medium resuspendiert und bei 28 °C fir 72 h
im Schuttelinkubator (180 U/min) inkubiert. Alle 24 h wurden der Zellkultur 100% Methanol auf eine
Endkonzentration von 0,5 % hinzugegeben, um die Expression des Batroxobin zuriduzieren. Alle 24
Stunden wurde 1 mL Kulturprobe entnommen und bei RT fir 5 min zentrifugiert (13.000 x g). Der
zellfreie Uberstand wurde bei -20°C fiir die Analyse aufbewahrt. Nach 72 h Expression wurde die
Zellkultur bei 4°Cfiir 30 min zentrifugiert (4500 x g) und der Uberstand bis zur weiteren Aufreinigung
des Proteins bei 4 °C gelagert.

3.12. Proteinbiochemische Methoden

3.12.1.Rekombinante Epressionvon Batroxobin in 24WNell-Mikrotiterplatten

Fur die Expression im Mikro-Maf3stab wurden 24-Well-Mikrotiterplatten verwendet. Jeweils 500 pL
BMGY-Medium wurde mit einer Einzelkolonie angeimpft und bei 28°C und 180 U/min bis zu einer OD o
von 4-6 inkubiert. Die Platte wurde mit luftdurchlassigen Folien abgedeckt. Anschlieend wurden die
Zellen fur 20 min bei RT zentrifugiert (4000 x g). Das Zellpellet wurde in 500 pL BMMY -Medium
resuspendiert und bei 28 °C fiur 3 Tage (180 U/min) inkubiert , wobei alle Expressionsansatze auf
dieselbe AnfangsODsgo eingestellt wurden. Alle 24 h wurde der Zellkultu r 100% Methanol auf eine
Endkonzentration von 0,5 % hinzugegeben, um die Expression des Batroxobin zu induzieren
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AnschlieRend wurden die Zellen bei 4°Cfiir 20 min (4500 x g) zentrifugiert und der Uberstand fur die
weiteren Analysen verwendet.

3.12.2 PolyacrylamidGelelektrophorese

Fiar die Analyse von Proteinen wurde die diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (engl.: sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis SDSPAGE) nach
Laemmli (1970) #*° verwendet. Zum Auftrennen der Proteingemische wurden12 %ige Trenngele mit den

Abmessungen8,5 x 5,5 cm und einer Geldicke von 1 mm gegossen Dazu wurde die Gelkammer aus
zwei gereinigten Glasplatten (8 cm ~ 10 cm) und Abstandshalter (1 mm Dicke) in der Giel3vorrichtung

zusammengebautund mit der Trenngelmischung zu ¥ befillt, sodass 2- 3 cm zum oberen Rand der
Gelkammer frei blieben. Um die Grenzflache des Trenngelszu ebnen, wurde es mit Isopropanol
Uberschichtet Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol abgegossen und die Gelkammer mit de
Sammelgeltsung aufgefiillt. Ein Plastikkamm mit 10 bzw. 15 Kammernwurde ins Sammelgeleingesetzt

und nach Abschlussder Polymerisation entfernt. Das Gel wurde in die Gelapparatur eingesetzt und mit

dem Laufpuffer aufgefiillt. Die Proteinproben wurden mit 5x Laemmli-Puffer versetzt und 10 min bei

95°C erhitzt. Das Gel wurde mit jeweils15-30 yL Proteinprobe und 3 pL Proteinmarker (BLUEpIus
prestained Protein Ladder Biomol) beladen. Die Gelelektrophorese wurde bei 120 V fir ca. 90 min

durchgefihrt, bis die Lauffront des Bromphenolblau-Markers das untere Ende des Gels erreichhatte.

AnschlieRend wurde das Gel durch eine kollodiale Coomassid_6sung (FastGene QStain) fir mindestens

eine Stunde angefarbt und mittels eines Scanners (Brother MFG8860 DN) dokumentiert.

Tabelle24 Zusammensetzung der Gele fir SBSPAGE

Reagenz Trenngel 12% Sammelgel
Acrylamid-Bisacrylamid 30% 4,17 mL 0,83 mL
(29:1)

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5mL -

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - 1,25 mL
10% (w/v ) SDS 0,1 mL 0,1 mL
ddHZO 1,95 mL 2,65 mL
TEMED 751L 10 pL

10% (w/v) APS 200tL 200 pL

Tabelle25: Zusammensetzung d@uffersfir die SDSAGE

SDSPAGE Laufpuffer 3,02 g/L Tris
14,4 g/L Glycin
0,1 %(w/v) SDS

3.12.3.Siberfarbung von SDEAGE Gelen

Die Silberfarbung wurde nach dem Protokoll von Chevallet et al. 2006°*° durchgefiihrt. Die verwendeten
Losungen wurden frisch hergestellt. Die aufgetrennten Proteinbanden im SDSGel wurden zuerst fur
mindestens 30 min in Fixierlosung fixiert. Das Gel wurde zweimal mit 20%igem Ethanol und zweimal
mit Wasser fir jeweils 10 min gewaschen Anschlieend wurde es fir 1 min in 0.8 mM Na »$05
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sensibilisiert. Das Gel wurde zweimal fur 1 min mit Wasser gevaschenund zur Impréagnierung 45 min

in einer 12 mM Silbernitratldsung inkubiert. Das Gel wurde daraufhin fir 10 s mit Wasser gesplt und
in die Entwicklerlosung tberfihrt. Nachdem der ausreichende Grad der Farbung erreichtwar, wurde

das Gelfur mindestens 30 min in der Stopplésung inkubiert und anschlieend mittels eines Scanners
(Brother MFC-8860 DN) dokumentiert.

Tabelle26: Zusammensetzung debsungerfir die Silberfarbung

Bezeichnung Zusammensetzung
Fixierlésung 30% (v/v) EtOH

10% (v/v) Essigsaure (>99%)
Sensibilisierungslésung 0,8 mM NaxS$;03
Entwicklerldsung 3% (w/v) K .COs

10% (w/v) NaxS0s

2,5 x 10 *% (v/v) Formalin/L
Impragnierlésung 12 mM AgNOs
Stopplésung 4% (wi/v) Tris

2% (v/v) Essigsaure (>99%)

3.12.4 Western Blot

Fir den spezifischen Nachweis von Proteinen wurden die Proteine naclelektrophoretischer Auftrennung
auf Polyacrylamidgelen mittels SemiDry-Blotting (Trans-Blot® Turbo, Bio-Rad) auf 0,2{m
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen (Bio-Rad, Kalifornien, USA) nach Herstellerangaben
Ubertragen. Das Blotting wurde bei einem konstanten Strom von 200 mA fur 30 min durchgefiihrt.
AnschlieRend wurden die Membranen durch leichtes Schiitteln in 20 mL PBSBlocking-Puffer Gber Nacht
bei 4 °C oder fur eine Stunde bei RT geblockt. Danach wurden d&¢ Membranen zweimal mit 20 mL PBS
Tween-Puffer 10 min bei RT gewaschen, um Uberschiissiges BSA zu entferneiie Zielproteine wurden
mit prim&ren Antikdrpern nachgewiesen, die 1:2000 in 10 mL PBS-Tween-Puffer verdinnt wurden. Die
Antikdrper -Inkubationsschritte wurden eine Stunde lang bei Raumtemperatur unter leichtem Schitteln
durchgefiihrt. Uberschiissige Antikorper wurden durch zwei anschlieRende Waschschrittenit PBS-Puffer
entfernt. Sekundéare Antikorper-HRP-Konjugate, die gegen die priméren AntikOrper gerichtet waren,
wurden zur Visualisierung der detektierten Proteinbanden verwendet. Die Inkubation der erfolgte mit
einer 1:500 verdinnten Losung des Sekundarantikérpersin PBST wie fur die primaren Antikorper
angegeben Wie zuvor wurden Uberschiissige Antiképer durch zwei Waschschritte entfernt. Schliel3lich
wurden die Membranen einmal mit 10 mL PBS gewaschen, um eine Tween2@nterferenz wéahrend der
ChemilumineszenzReaktion zu verhindern. Die Chemilumineszenzreaktion wurde mit dem ClarityC
Western ECL-Substrat (Bio-Rad) durchgefuhrt. Die Dokumentation der Chemilumineszenzerfolgte mit
dem Amersham Imager 600 RGB (Amersham) mit automatischer Belichtung (Protokoll fir maximalen
Dynamikbereich).
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Tabelle27: Pufferzusammensetzung fiir den Western Blot

Pufferbezeichnung
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS)

Western Blot Ladepuffer

PBS Blocking Puffer

PBS Tween Puffer

3.12.5 Ammoniumsulfatfallung

Zusammensetzung
4 mM KH2POu

16 mM NazHPOs
115 mM NacCl

pH 7,4

48 mM Tris
39 mM Gilycin

3 % (w/v) BSA
0,5 % (v/v) Tween20 in 1x PBS

0,1% (v/v) Tween20 in 1x PBS

Bei der Ammoniumsulfatfallung handelt es sich um eine Methode zur Auftrennung von Proteinen durch
Aussalzen unternicht-denaturierenden Bedingungen. Ammoniumsulfat ist ein kosmotropes Salz, d.h. es
entzieht den Proteinen die Hydrathlle durch die Verminderung der Interaktion mit den umliegenden

Wassermolekdlen.
interagieren, bis die Proteinaggregate ausfallen. Aufgrund der unterschiedlichen Ld&slichkeit von
Proteinen kann Uber eine schrittweise Erhohung der Salzkonzentration eine fraktionelle Fallung
durchgefiihrt werden. Das Ammoniumsulfat wurde in der Konzentration von 10-90% (w/v) nach Tabelle
28 zur Proteinlésung hinzugegeben und bei 4 °C fur 1 h auf dem Schittelinkubator inkubiert. Das
ausgefallene Protein wurde durch Zentrifugation bei 4 °C (4500 x g, 15 min) pelletiert und fir die

weitere Analyse in PBS geldst.

Tabelle28: Angabe der Ammoniumsulfatmenge fiir die prozentuale Sattigifig

% Sattigung Menge an Ammoniumsulfat in g/L

20
30
40
50
60
70
80
100

114
176
243
313
390
472
561
761

Dadurch koénnen verschiedenen Proteineniber ihre hydrophoben Bereiche
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3.12.6 Ni-NTAAffinitatschromatografie

Zur Anreicherung des sekretierten Proteins aus dem Kulturiiberstad wurde Ni-NTA Harz verwendet.
Dazu wurde pro Liter gefiltertem Kulturlberstand aus der Proteinexpression 4 mL Ni-NTA
Harzsuspension (50%) welche vorher mit 5 Saulenvolumen (CV) Aquilibrierungspuffer aquilibriert
worden war, hinzugegeben und fur 1 h unter Ruhren bei 4 °Cinkubiert. Die Ni -NTA Harzpartikel wurden
abfiltriert und in eine chromatografische Handséule gegeben. Es wurde eine Probe em Durchfluss
genommen, um zu Uberprifen, ob noch restliches ungebundenes Protein enthalten istAnschliel3end
wurden die Ni-NTA Harzpartikel mit 2 CV Aquilibrierungspuffer gewaschen und mit 1 CV Elutionspuffer
eluiert. Das Eluat wurde in einen Dialyseschlauch mit einer AusschlussgrenzdMolecular weight cut-off,
MWCO) von 7 kDa gegeben fur 48 h gegen 3 L 10 mM NaSQ; dialysiert.

Tabelle29: Zusammensetzung der Puffer fur dieNNTA Affinitatschromatografie

Pufferbezeichnung Zusammensetzung
Aquilibrierungspuffer 30 mM Imidazol
500 mM NacCl
20 mM NaH:PQO,
pH 7,4

Elutionspuffer 300 mM Imidazol
500 mM NacCl
20 mM NaH:PQO,
pH 7,4

3.13. EnzynatischeMethoden

3.13.1 FibrinogenPlattenassay

Die Fibrinogen-Platten dienen zur Uberpriifung, ob die transformierten P. pastoris Klone aktives
Batroxobin exprimieren. Hierbei wird das Fibrinogen in den Platten durch das exprimierte Batroxobin
umgesetzt und es bildet sich ein Tribungsringaufgrund der Fibrinbildung und der Polymerisation des
gebildeten Fibrins. Eine MMH-Fibrinogen-Agarose Platte wurde vorbereitet, indem 15 mg/mL
Fibrinogen-Stammldsung steril filtriert und 1:1 mit zweifach konzentriertem MMH -Medium versetzt
wurde. Die Agarosddsung, wurde auf 55 °C erwdrmt und zur Fibrinogenldsung hinzugegeben Die
Fibrinogen-AgaroseMischung wurde in eine Petrischale gegossen und 1 h lang bei Raumtemperatur
erstarren lassen bevor mehrere Kolonien von P, pastoris mit dem Batroxobin Insert darauf transferiert
und fur mindestens 72 h bei 30 °C inkubiert wurden. Als Positivkontrolle wurden 2 pL Thrombin (100
U/mL) aufgetragen und als Negativkontrolle diente eine Einzelkolonie des unveranderten GS115
Stamms. Zur Dokumentation der ringférmigen Trilbung um die Batroxobin enthaltenden Kolonien und
die Positivkontrolle, wurde die E-BOX (Vilber) verwendet.
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3.13.2 FibrinogenTribungsassayur Bestimmung der Proteinaktivitat

Das gereinigte und dialysierte Batroxobin wurde mit 5 mg/mL Fibrinogen in Reaktionspuffer versetzt
und in einer Mikrotiterplatte vermessen. Der Reaktionspuffer bestand aus 1% MCI und 2% BSA Es
wurden 40 t L Fibrinogen und 160 t L Probe gemischt.Der Leerwert setzte sich aus 4 L Fibrinogen und
160 t L Puffer zusammen. Als Positivkontrolle wurden 150t L Puffer und 40 { L Fibrinogen mit 10 {L
Thrombin (100 U/mL) gemischt. Die Messung erfolgte in Triplikatenim Infinite M1000 -Readerund die
Absorption in jeder Kavitat wurde bei 405 nm alle 30 s fiir 2000 Zyklen gemessen. Dies gab Aufschluss
dariiber, wie schnell die Enzymproben das zugegebene Fibrinogerzu Fibrin spalten konnten, was sich
durch die zunehmende Tribung zeigte.Als Mal3 fir die Aktivitat wurde die Zeit, in der die halbmaximale
Absorption erreicht wird, fur jede Batroxobinkonzentration bestimmit.

3.13.3.Bestimmung der Proteinaktivitdt mit chromogene8ubstraten

Die Proteaseaktivitd von Batroxobin wurde zusatzlich mit dem chromogenem Substrat GPRpNA im
Mikrotiterplattenformat bestimmt . Dazu wurden jeweils 50 puL Uberstandsprobe eins Batroxobin-
Expressiorsansatzes mit einer Endkonzentration von 100 pM GPRpNA in Kompetitionspuffer
umgesetzt. Die Messung erfolgteim Infinite M1000 -Reader (Tecan Group)und die Absorption in jeder
Kavitat wurde bei 405 nm alle 30 s fuir 2000 Zyklen gemessen.

3.13.4. Bestimmung von enzymkinetischen Parametern

Zur Bestimmung der enzymkinetischen Parameter von Substratengegeniber verschiedenen Proteasen
wurde die jeweilige Substratibsung in bis zu zehn unterschiedlichen Konzentrationen in
Kompetitionspuffer (pH 8) vorgelegt und mit dem entsprechenden Enzym versetzt. Substrate mit
Chromophor wurden am UV/VIS-Photospektrometer gemessen und Substrate miFluorophor wurden
entweder am  Fluoreszenspektrometer mit Kivettenhalter oder am Infinite  M1000
Mikrotiterplatten leser gemessen. Bei DMSOChaltigen Substratlésungen wurde zu den niedrig
konzentrierten Losungen DMSO zugegeben, sodass in allen Proben die gleiche DMSKbnzentration
vorlag.

3.13.4.1. Absorptionsmessungen am UV/\HEhotospektrometer

Die Messung der Absorption von Substraten mitAMC bzw. pNA als Chromophor erfolgte in 1,5 mL
Einwegkiivetten an einem UV/VIS-Photospektrometer mit einer Anregungswellenldnge aex von 360 nm
bzw. 405 nm. Zuerst wurde der Kompetitionspuffer (pH 8) in die Kivette vorgelegt und die
entsprechende SubstratStammlésung hinzu pipettiert um auf die gewiinschte SubstratKonzentration
zu verdinnen. Nachdem die Substratlbsung durch mehrmaligesAuf- und Abpipettieren vermischt
worden war, wurde die Kivette in den Kilvettenhalter des Photometers gestellt, 5 min gewartet um das
Reaktionsgemisch auf RT zu temperieren und anschlieend ein Nullabgleich am Photometer
durchgefuhrt. Danach wurde das Enzym zumAnsatz hinzugegeben durch Rihren mit der Pipettenspitze
vermischt und die Messung gestartet. Die Absorptionswerte wurden bei der dem freigesetzten
Chromophor entsprechenden Wellenlangelber 2-5 min in Intervall en von einer Sekunde gemessenZur
Umrechnung von Absorption aufdie Konzentration des gebildeten Produkts wurden die Kalibriergeraden
der entsprechenden Chromophore in Abschnitt 6.8 verwendet. Die Bestimmung der
Anfangsgeschwindigkeit erfolgte durch Auftragung von der Konzentration gegen die Zeit und
anschliel3ende lineare Regression.
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3.13.4.2. Fluoreszenzmessung am Mikroplattenreadezw. Fluoreszenzspektrometer

Die Messung der Fluoreszenz von Substraten miAminobenzoyl (Abz), AMC bzw. 4-MNA als Fluorophor
erfolgte an einem Mikroplattenreader bzw. Fluoreszenzspektrometermit der in Tabelle 30 angegebenen
Anregungswellenlangen &ex und Detektorspannung. Fir die Messung der Fluoreszenz wurden
Einwegkuvetten aus Polystyrol bzw. transparente 386well Mikrotiterplatten von Greiner verwendet. Fur
die Messung der Trphaltigen Substrate wurde eine Quarz-Mikroklvette benutzt. Zuerst wurde der
Kompetitionspuffer (pH 8) in die Kiivette vorgelegt und die entsprechende SubstratStammldsung hinzu
pipettiert, um auf die gewlinschte SubstratKonzentration zu verdiinnen. Nachdem die Substratldsung
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vermischt worden war, wurde die Kivette /Mikrotiterplatte
in den Halter des Fluoreszenzspektrometersgestellt und 5 min gewartet um das Reaktionsgemisch auf
37 °C zu temperieren. Danach wurde das Enzym zum Ansatz hinzugegeben, durcimehrmaliges Auf-
und Abpipettieren vermischt und die Messung gestartet. Die Intensitatswerte wurden bei der dem
Fluorophor entsprechenden Wellenlangetber 5 min in Intervallen von einer Sekunde gemessenZur
Umrechnung von Fluoreszenzintensitat auf Konzentration des gebildeten Produkts wurden die
Kalibriergeraden der entsprechendenFluorophore in Abschnitt 6.8 verwendet, wobei der jeweilige Inner -
Filter-Effekt in Anwesenheit der entsprechenden Konzentration des Substrats noch bericksichtigt wurde
(siehe 3.13.6). Die Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit erfolgte durch Auftragung von der
Konzentration gegen die Zeitund anschliel3ende lineare Regression.

Tabelle30 Extinktions und Emissionswellenlangen der verwendeten Substretevie die Detektorspannung am Cary Eclipse
Fluoreszenzspektrometer.

Fluorophore 2ex/ nm 2m/ nNm Spaltbreiten Ex Em / nm | Detektorspannung
Abz 320 420 5 10 470
AMC 380 440 5 10 500
4-MNA 335 425 5 10 500

3.13.4.3. Auswertung der Enzymkinetik

Die Anfangsgeschwindigkeit wurde in Doppelbestimmung gemessen undbeide Messwerte gegen die
Substratkonzentrationen aufgetragen. AnschlieBend wurde die Anfangssteigung durch lineare
Regressionbestimmt und das LineweaverBurk-Diagramm erstellt.

Bei der Auswertung nach LineweaverBurk macht man sich zunutze, dass die Michaelis Menten
Gleichung so umgeformt werden kann, dass eine Geradengleichung entsteht:

PO P
0 ) Y U

Dabei ist v die experimentell bestimmte Anfangsgeschwindigkeit, Kku die Michaelis-Konstante, \nax die
maximale Geschwindigkeit und [S] die Substratkonzentration. Durch die doppeltreziproke Auftragung

von 1/vo gegen 1/[S] erhalt man das Lineweaver-Burk-Diagramm. Die Geradengeigung entspricht
Kw/V max, Wwahrend der y-Achsenabschnitt den Kehrwert der maximalen Geschwindigkeit wax angibt. Zur
Bestimmung des Ks-Wertes und der maximalen Geschwindigkeit vmax Wurde durch lineare Regression
eine Ausgleichsgerade erstellt und as dem yAchsenabschnitt vhax und aus der Steigung mit Vimax Ku
berechnet.
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3.13.5.Umsatfaktormessung

Fiar die Bestimmung der Umsatzfaktoren wurden die Anfangsgeschwindigkeiten fir Substrate mit
Chromophor wie in Abschnitt 3.13.4.1 am UV/VIS-Spektrometer gemessen undflr Substrate mit
Fluorophor wie in Abschnitt 3.13.4.2 entweder am Fluoreszenzspektrometer mit Kuvettenhalter oder
am Infinite M1000 Mikrotiterplatten leser. Bei DMSQhaltigen Substratlésungen wurde zu den niedrig
konzentrierten Lésungen DMSO zugegeben, sodass in allen Proben die gleiche DMSKbnzentration
vorlag. Die Anregungs bzw. Emissionswellenlangen der Substrate mit den entsprechenden
Fluorophoren bzw. Chromophoren sind in Tabelle 30 aufgelistet.
Die Konzentrationen des signalerzeugenderSubstrates wurden in der Regel in Hohe derzweifachen und
zehnfachen Substratky gewdahlt und das zweite, konkurrierende Substrat in einem
Konzentrationsbereich von0 bis zu 17,1-fachen K hinzugefiigt (siehe Tabelle 31). Das Substrat wurde
in Kompetitionspuffer (pH 8) in der jeweiligen Konzentration vorgelegt und vor Zugabe des Enzyms
wurde bis zur Einstellung der Messtemperatur von RT bzw. 37°C 5 min gewartet. Nach Zugabe des
umsetzenden Enzyms wurde die Absorption bzw. Fluoreszenz tbers-10 min in Intervallen von 1 s
gemessen. Die anhand der Kalibriergerader(siehe Anhang6.8) bestimmte Konzentration wurde gegen
die Zeit aufgetragen und durch lineare Regression der Messwerte im linearen Bereich die
Anfangsgeschwindigkeit bestimmt. Durch Division der Anfangsgeschwindigkeit bei der hoheren
Substratkonzentration durch die bei der niedrigeren Substratkonzentration wurde der Umsatzfaktor
bestimmt. Die so bestimmten Umsatzfaktoren wurden gegen die Konzentration des konkurrierenden
Substratsaufgetragen, um die Umsatzfaktorkurve zu erhalten.

L0 £ Q0E "l | NODEMEN i 01 G0 QEE AQEOT GO QE &
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Tabelle31 Ubersicht tiber alle Umsatzfaktormessungen

Enzym Signalgebendes [Konz2/Konz1] in pM Konkurrierendes MessgroRe | n T
Substrat Substrat
Thrombin Z-GPRAMC 500/100 Fibrinogen A - RT
(6 nM) (entspricht ca. 10x/2x K w) (0-4 mg/mL
max. 1,6x Ki)
250/50 Fibrinogen IF 3 RT
(entspricht ca. 10x/2x Kw) (0-2 mg/mL)
500/10 Fibrinogen IF 2 37
(entspricht ca. 20x/0.5x Kwmy | (0-4 mg/mL)
Trypsin GPRpNA 500/50 Benzamidin A - RT
(84 nM) (entspricht ca. 6x/0.6x Kw) (0-60 pM,
max. 17,1x Ki)
Thrombin TossGPRAMC 200/10 Argatroban IF 3 37
(6 nM) (entspricht ca. 50x/5x K ) (0-200 nM,
max. 10x Ki)
Ancrod PFRAMC 3000/100 Fibrinogen -
(14 nM) (entspricht ca. 6x/0.2x Kw) (0-3 mg/mL)
Batroxobin | BzArg-AMC 2000/100 Fibrinogen IF -
(40 nM) (entspricht ca. 4.6x/0.2x Kwy | (0,2-3 mg/mL)
Batroxobin | H-D-GVRAMC 3000/300 Fibrinogen -
(40 nM) (entspricht ca. 10x/1x Kw) (0-2,2 mg/mL)
Batroxobin | Abz- 2000/20 Fibrinogen 3
(1 BU) DFLAEGGGVRGPR| (entspricht ca. 6x/0.06x Kw) | (0-4 mg/mL)
3-Nitro-Tyr

63



3.13.6.Kalibriemgeradenzur Umrechnung der Fluoreszenz von FREibstraten mit IFE

Der Inner-Filter-Faktor (IFF) ist das Verhdaltnis der Fluoreszenzintensitdt eines Fluorophors in
Anwesenheit eines FRETSubstrats, das diesen Fluorophor enthalt zur Fluoreszenzintensitat ohne FRET
Substrat bei einer gegebenen Konzentration:

oo 20 @
00 @

Der Inner-Filter Effekt hangt (IFE) ab vom Aufbau desjeweiligen FRETSubstrats unter den jeweiligen
Messtedingungen wie Pfadlange der Kivette, Pufferzusammensetzung und Temperatur.Bei hohen
Fluorophorkonzentrationen sind die gemessene IF kleiner ist, weil das Anregungslicht nicht alle
Fluorophore in der Probe erreicht. Der Zwei-Felder-Kompetitionsassay erfordert hoheKonzentrationen
des signalgebenden FRE-Bubstrats zwischen 0.5x Ky bis 10x Ky und bei hohen Ky-Werten resultieren
zu sehr hohen Konzentrationen, sodass detFE auftrifft und bei der Auswertung bericksichtigt werden
muss Zur Umrechnung der gemesseneriluoreszenzintensitaten in Konzentrationen flr die umgesetzten
FRET Sulstrate, bei denen im eingesetzten Konzentrationsbereich detnner-Filter Effekt auftritt , wurden
Kalibriergeraden der Fluorophore in Anwesenheit der entsprechenden Menge des jeweils verwendeten
FRETSubstrates bestimmt.Die Steigung dieser Kalibriergeraden gibt den Kalibrierfaktor wieder mit dem
der Messwert verrechnet werden muss um die Konzentration zu erhalten, welche den IFF mit
beriicksichtigt. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden die einzelnen Kalibrierfaktoren fiir jede
Konzentration in einer Kalibrie rfaktorkurve zusammengestellt und die einzelnen Kalibriergeraden sind
im Anhang unter 6.8 zu finden.

3.13.6.1. KonzentrationsabhangigeKalibrierfaktorkurve fir Abz in Anwesenheit von Abz
GVGPR3-Nitro-Tyr

15000

10000 ~

Kalibrierfaktor [au/pmol]

5000

T T
0 500 1000
Konzentration von Abz-GVGPR-3-Nitro-Tyr [uM]

Konzentration von Kalibrierfaktor Fehler
Abz-GVGPR3-Nitro-Tyr [a.u./umol]
[uM]
50 14013 348
250 8485 28
500 4380 30
1000 1641 95
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Abbildungl3: Kalibrierfaktorkurveir den FluorophoAbzin Kompetitionspuffein Anwesenheit vos0, 100, 250 und 1000 pkbz
GVGPRB-Nitro-Tyrbei 37°C(Extinktion320 nm; Emissior20 nm; Spaltbreiten Ex5 nm, Em10 nm; Detektorspannung 470QVDie
Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieb@.Messung erfolgte als Duplikai2ie Fehlerbalken geben die
Standardabweichung wieder (teilweise nicht erkennbar in der Abbildiig)einzelnen Kalibrierfaktoren sind in der Tabelle
angegebenDer Kurvenverlauf kann durch die mit Origin berechnete Funkk&s 1575 a.u. umott - 37 a.u. pmotft uM-1* ¢+ 3F&-2
a.u. umof! uM-2* c2 angenahert werden.

3.13.6.2. KonzentrationsabhangigeKalibriefaktorkurve fur Abz in Anwesenheit von Abz
GWRGPR3-Nitro-Tyr

16000
14000 -
12000 —
10000 —

8000 — .

6000

Kalibrierfaktor [a.u.]

4000

2000

T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000
Konzentration [UM]

Konzentration Kalibrierfaktor

[HM] [a.u]

50 14407
250 8256
500 4826
1000 1704

Abbildungl4: Kalibrierfaktorkurvéir den FluorophorAbzin Kompetitionspuffein Anwesenheit voi5 bis 1000 uMAbzZGVRGPR3-
Nitro-Tyrbei 37°C. Die Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers sind ExtBg2aiom Emissiod20 nm Spaltbreiten E% nm Em
10nm Detektorspannung 470V. Die einzelnen Kalibrierfaktoren fir Abz in Anwesenheit von der entsprecAbr@RGPR3-Nitro-
TyrKonzentration sind in der Tabelle angegebear Kurvenverlauf kann durch die mit Origin berechnete Funkte®98,4a.u. pmol
1 +13808,4.u. pmott * exp¢(x-50)/376,3)a.u. pmottangenéhert werden.
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3.13.6.3. KonzentrationsabhangigeKalibrierfaktorkurve fur Abz in Anwesenheit von Abz
GGGWRGPR3-Nitro-Tyr

15000

10000

5000 - .

Kalibrierfaktor [au/umol]

0

T T T T
0 500 1000
Konzentration von Abz-GGGVGPR-3-Nitro-Tyr [uUM]

Konzentration von Abz-GGGVGPR3-Nitro- Kalibrierfaktor

Tyr
[uM] [a.u./umol]
15 15221
30 14882
50 14349
70 12290
80 11663
100 10863
200 8636
250 8154
350 5318
500 4085
1000 1958

Abbildungl5: Kalibrierfaktorkurvéir den FluorophorAbzin Kompetitionspuffein Anwesenheit vori5 bis 100QuM AbzGGGVRGPR
3-Nitro-Tyrbei 37°C. Die Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers sind ExtB#liom Emissiod20 nm Spaltbreiten E% nm Em
10nm Detektorspannung 470V. Die einzelnen Kalibrierfaktoren fur Abz in Anwesenheleventsprechende\bzGGG/RGPR3-
Nitro-TyrKonzentratiorsind in der Tabelle angegebdder Kurvenverlauf kann durch die mit Origin berechnete Funktieh5321a.u.
pmolt -48 pmol! uM1* x +81E3 a.u. pmott uM2* x2 -7 E5 a.u. pmott uM-3* x3 angenahert werden.




3.13.6.4. KonzentrationsabhangigeKalibriefaktorkurve fur Abz in Anwesenheit von Abz

AEGGVWRGPR3-Nitro-Tyr

15000
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Fluoreszenz [a.u.]

5000
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T
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Konzentration [uM]
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14433,09012
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Abbildungl6: Kalibrierfaktorkurvéiir den FluorophoAbzin Kompetitionspuffein Anwesenheit vos0, 100, 250 und 1000 pkbz
AEGGVRGPR3-Nitro-Tyrbei 37°C. Die Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers sind ExtB2diom Emissiod20 nm
Spaltbreiten E% nm Em10nm Detektorspannung 470V. Die einzelnen Kalibrierfaktoren fir Abz in Anwesenheit von der
entsprechenderAbzAESGG/RGPR3-Nitro-TyrKonzentration sind in der Tabelle angegeb@ar Kurvenverlauf kann durch die mit
Origin berechnete Funktiop=16331a.u. umol! - 40a.u. ymoft pM-1* x + IE2 a.u. umot uM-2* x2 angenéhert werden.
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3.13.6.5. KonzentrationsabhangigeKalibrierfaktorkurve fur Abz in Anwesenheit von Abz
DFLAEGGWRGPR3-Nitro-Tyr

15000
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Fluoreszenz [a.u./min]

5000
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Konzentration [uM]

Konzentration Fluoreszenz
[uM] [a.u./min]
50 14501,86832
250 8518,71974
500 4113,2535
1000 2105,72403

Abbildungl7: Kalibrierfaktorkurvéur den Fluorophorbzin Kompetitionspuffein Anwesenheit vos0, 100, 250 und 1000 pkbz
DFLAEGGWRGPR3-Nitro-Tyrbei 37°C. Die Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers sind ExtB#Qiom Emissio®20 nm
Spaltbreiten E nm Em10nm Detektorspannung 470V. Die einzelnen Kalibrierfaktoren fiir Abz in Anwesenheit von der
entsprechenderAbzDFLABGG/RGPR3-Nitro-TyrKonzentration sind in der Tabelle angegebear Kurvenverlauf kann durch die mit
Origin berechnete Funktiop=16400a.u. umof - 40a.u. umott uM1* x + HE2 a.u. pmof uM2* x2 angenahert werden.

3.14. Peptidsynthese

Die Peptidsynthesewurde nach einem Standardprotokoll fiir die Fmoc/tBu basierte Festphasensynhese
durchgefiihrt. In Tabelle 7 ist eine Ubersicht Giber die allgemeinen Arbeitsvorschriften fur die manuelle
Peptidsynthesezu finden.




Tabelle32: Arbeitsvorschriften deFestphasensynthese

Arbeitsvorschrift Operation Reagenzien Zeit

AAV1 Quellen DCM/DMF 30min/10 min

AAV2 Waschen DCM -

AAV3 Kupplung FmocAS/ 10min/1h

HOBt/DIC/DMF

AAV4 Capping Pyridin/(Ac) 20 30min

AAV5 FmocAbspaltung Piperidin/DMF 10min/15min

AAV6 Trocknen DCM/MeOH UN

AAV7 Finale Abgaltung TFA/HO/TIPS/MTBE 3h/10min
AAV1: Quellen

Die Harzpartikel wurden fiir mindestens 30 min in Dichlormethan (DCM) (1 mL pro 100 mg Harz) unter
Schutteln mit 450 U/min gequollen. AnschlieBend wurden sie zweimal mit Dimethylformamid (DMF)
(2 mL pro 100 mg Harz) gewaschen und fir weitere 10 min in DMF gequollen.

AAV2: Waschen

Als erstes wurde die Flissigkeit GUber den Harzpartikeln abgelassen. Anschié&lRend wurde viermal mit
DMF (1 mL pro 100 mg Harz) gewaschen Dazu wurde das DMF in die Spritze aufgesogen und nach
kurzem Schitteln wurde die Flussigkeit aus der Spritze gedrickt

AAV3: Kupplung

3 &g. der Fmocgeschitzten Aminosaure, 3 &. Hydroxybenzotriazol (HOBt) und 3 &q.
Diisopropylcarbodiimid ( DIC) wurden in DMF (1 mL pro 100 mg Harz) gel6st und fir 10 min mit 450
U/min geschiittelt. Die Mischung wurde anschlie3end zu den Hargartikeln in die Spritze gegeben und
fur eine Stunde unter Schitteln mit 450 U/min inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Kupplung
wiederholt. Alternativ erfolgt e eine einfache Kupplung mit doppeltem Ansatz und Inkubation Uber
Nacht. Nach der Inkubation wurde die Lésungentfernt und das Harz nach AAV2 gewaschen.

AAV4: Capping mittels Essigsdureanhydrid

Um etwaige nicht abreagierte Amine zu deaktivieren, wurde das Harz mit einer 1:1-Ldsung von Pyridin
und Essigsdureanhydrid (Ac,O) (1 mL pro 100 mg Harz) versetzt und fur 30 min geschiittelt.
AnschlieRendwurde die Losung verworfen und das Harznach AAV2 gewaschen.

AAV5: Abspaltung der FmocSchutzgruppe

Das Harzwurde fiir 10 min in 20 %iger Piperidin-Losung in DMF (1 mL pro 100 mg Harz) mit 450 U/min

geschattelt. AnschlieRend wurde die Losung entfernt und das Harz wurde nochmals fir 15 min in der
20%igen Piperidin-Losung geschuttelt AnschlieRend wurde die Losung entfernt und das Harz nach
AAV2 gewaschen

AAV6: Trocknen

Zur Lagerung oder vor der Abspaltung des Peptids vom Harzwurde das Harz getrocknet. Dazuwurde
das Harz nach AAV2 gewaschen und anschlieRBengeweils zweimal mit DCM und Methanol gewaschen.
Nachdem das Losungsmittelaus der Spritze abgelassen wordenwar, erfolgte die Gefriertrocknung des
Harzes am Lyophilisator.
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AAVT: Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen und Abspaltung des Peptids vom Harz

Die Partikel wurden mit einer Lésung bestehend au®5 % Trifluoressigsaure (TFA), 2.5 % Reinstwasser
und 2.5 % Triisopropylsilan (TIPS) (1 mL pro 300 mg Harz) versetzt und drei Stunden mit 450 U/min
geschuttelt. Die TFA-L6sungwurde zum Ausfallen zu 40 mL gekihltem Methyl-zfert-butylether (MTBE)
hinzugegeben. DasHarz wurde nochmals fiir 10 min mit derselben Menge an Abspaltiésunginkubiert
und die Peptide in der vorherigen kalten MTBE-LOsung ausgefallt Das ausgefallene Peptidwurde
abzentrifugiert (4 °C, 4500 x g, 1 Minute) und nach dem Gefrieren mittels flissigem N
gefriergetrocknet.

3.14.1 Reinigung der Peptide mittels HPLC

Fur die Reinigung der Peptide wurde die RP-HPLC (reversed phasehigh performance liquid
chromatography) verwendet. Als stationare Phase lam eine semipraparative RRC18-Saule von YMC
(YMC-Pack Pro C18 R$Dinslaken, Deutschland)an der LC20-AD HPLC von Shimadzu zum Einsatzund
als mobile Phase wirden Eluent A (95 % H»0, 5 % Acetonitril (AcN) + 0,1 % TFA) und Eluent B (95 %
AcN, 5% H,O + 0,1 % TFA) verwendet. Die Peptidewurden in Eluent A gelést. Sofern sich das Peptid
nicht in reinem Eluent A 16sen liel3, wurde der prozentuale Anteil an Eluent B schrittweise erh6ht und
das Gemisch gegbenenfalls einer Behandlung mit Ultraschall unterzogen. Vor dem Auftragen der
Losung auf die Saule wurden nicht geldste Rickstande abzentrifugiert Pro Durchlauf wurde 1 mL
Peptidldsung mit einer Spritze aufgezogen, in die RRHPLC injiziert und in einem Vorlauf mit 5 mL

Eluent A auf die Saule aufgetragen.Das Peptid wurde durch einen linearen Gradienten von 0-100 % an
Eluent B Uber 5 CV eluiert. Durch Absorptionsmessung bei 254 nm und 280 nm, sowie dem
Anregungsmaximum entsprechenden Wellenlange der Fluorophore wurde die Elution der Peptide
detektiert und die Peptidfraktion automatisiert gesammelt. Durch anschlieRende MALDI-TOF Analyse
der Fraktionen konnten die Peptide identifiziert werden . Die Reinheitsbestimmung der Peptide erfolgte
mittels analytischer HPLC. Das Peptid wurde lyophilisiert u nd bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
aufbewabhrt.

3.14.2 Peptidanalytik mittels MALDITOFMassenspektrometrie

Fur die MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionisation time-of-flight) Massenspektrometrie
(MS) wurden jeweils 2 pyL der gesammelten HPLGFraktionen der Peptide bzw. 0,1 mg (eine
Spatelspitze) der lyophilisierten Peptidproben einer MALDI-TOFRMS Analyse bei der Massenabteilung
des Fachbereichs Chemie der TU Darmstadt zur Analyse abgegeben. Als Matrix wae Ublicherweise U-
Cyano-4-hydroxyzimtsaure (HCCA) verwendet und die Messung im Positivmodus durchgefihrt.

3.14.3.Synthese vorFRETSubstraten

Die jeweils angegebene Menge an RinkAmid AM-Harz mit einer Beladungskapazitat von 0,59mmol/g
wurde abgewogen und in eine 5 bzw. 20 mL-Spritze mit PTFEFritte gegeben. Das Harz wurde nach
AAV1 gequollen und die FmoeSchutzgruppe am Harz wurde nach AAV5 abgespalten. Die Kupplung der
jeweiligen Fmoc-geschitzen Aminoséure erfolgte nach AAV3.Nach jeder Kupplung wurde eine
Abspaltung der FmocSchutzgruppe nach AAVS5 durchgefiihrt.Die Acetylierung mit Essigsaueanhydrid,
b_g gmecl _ 1 | rnurde nach fedeg Izeeen Kupplungsschritt nach AAV4 durchgefihrt.
Sofern eine Kupplung tiber Nacht erfolgte, wurde das Capping ausgelassen. Nach der Kupplung der
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letzten Aminosaure wurde das Harz nach AAV6 getrocknet und es erfolgte eine Abspaltung der
Seitenkettenschutzgruppen sowie die Abspaltung des Peptids vom Harz nach AAV7. Anschliel3end
wurden die Peptide mittels HPLC gereinigt und durch MALDITOFRMS analysieat.

Substrat Aussehen Retentions | Reinheit | MS (MALDI-TOF)
zeit (tr) ber. gef.
[M+H] *

1 | Abz-GVRGRP3-Nitro-Tyr hellgelbes 1.246 96.7% |811.36 |811.4
Pulver

2 | Abz-GVRGPLys(Dnp) gelbesPulver | 1.390 97.7% |897.41 |897.4

3 | N-Me-Abz-GVRGRLys(Dnp) gelb-braunes | 1.742 80.9% |911.42 |9114
Pulver

4 | Trp-GVRGPRLys(Dnp) gelbes Pulver | 1.544 85.2% |964.45 |964.4

5 | Abz-GVRGPp-Nitro-Phe hellgelbes 1.275 95.0% | 795.37 |795.4
Pulver

6 | N-Me-Abz-GVRGRTrp gelb-braunes | 1.583 98.7% |803.41 |829.4
Pulver

7 | Lys(Dnp)-GVRGPRTmp gelbesPulver | 1.363 95.8% |964.45 |964.5

8 | Abz-GVRGPR3-Nitro-Tyr gelbesPulver | 1.525 97.8% | 966.48 |967.5

9 | Abz-GGGVRGPR3-Nitro-Tyr hellgelbes 1.104 95.0% | 1080.52 | 1081.5
Pulver

10 | Abz-AEGGGVRGPR-Nitro-Tyr weil3es Pulver | 1.368 100 % | 1280.6 | 1281.6

11 | Abz-DFLAEGGGVRGPR-Nitro-Tyr | gelbesPulver | 1.563 98.9% | 1655.78 | 1656.8
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4. Ergebnissaind Diskussion

4.1. ZweiFelder-Test mit Thrombin

Fur das kompetitive Zwei-Felder-Testwerfahren wird eine Messmethode bendtigt, die eine prazise
Bestimmung von Fibrinogenkonzentrationen im Blut im Bereich von 0 bis 150 mg/dl ermdglicht. Dieses
Kapitel konzentriert sich auf die Entwicklung eines enzymkinetischen Labortests, um diesen
Anforderungen gerecht zu werden, da die genaue Fibrinogenbestimmung entscheidend fir die Diagnose
und Behandlung von Koagulopathien gemaR medizinischer Richtlinien zur Fibrinogengabe ist® Zur
Erreichung dieses Ziels wurden verschiedene Reaktionsbedingungeder kinetischen Messungengetestet
und optimiert. Erste Messungen erfolgten mit dem Enzym Thrombin und dem Substrat ZGPRAMC,
wobei photometrische und fluoreszenzspektrometrische Methoden zum Einsatz kamen. Besondere
Herausforderungen bestanden in der Behebung von Messstdérungenutch Triibung und der Anpassung
von Substratkonzentrationen und Reaktionstemperaturen, um eine zuverlassige Fibrinogenbestimmung
Zu ermdglichen.

4.1.1. Kompetitionsmessungemit Thrombin am Photometer

Die ersten Messungen der enzymkinetischen Kompetition im ZweiFelder-Test-Prinzip wurden mit
Thrombin im Kivettenformat durchgefuhrt . Dazu wurde zunachst das Testsystem bestehend aus dem
Enzym Thrombin und dem literaturbekannten Substrat Z-GPRAMC?'! verwendet. Das konjugierte
Aminomethyl kann dabei sowohl als Chromogen als auch als Fluorogen fungieren. Zunachst wurden
photometrische Messungen bei360 nm durchgefihrt. Die Bestimmung der Ky und vmax fUr die
entsprechenden EnzymSubstrat Kombinationen, die den Zwei-Felder-TestMessungen zu Grunde
liegen, werden hier beispielhaft fir Thrombin mit dem Substrat Z-GPRAMC vorgestellt. Das Ziel der
Bestimmungen ist essicherzustellen, dassvmax flir einen Schnelltest schnell genug ist und man braucht
Kv, um Werte fur die hohe und die niedrige Konzentration im Zwei-Felder-Test zu bestimmen. Zur
Bestimmung der enzymkinetischen Paameter von Thrombin fir das Substrat ZGPRAMC wurde das
Substrat mit einer Konzentration von 2 pM bis 80 pM in Kompetitionspuffer (pH 8) vorgelegt.
AnschlieRend wurde das Enzym in die Klvette hinzugegeben unddie Absorption bei 405 nm als Maf3
fir den Substratumsatz gemessen Die Absorptionswerte in Abhangigkeit der Zeit wurden in einem
Diagramm aufgetragen. Die Anfangssteigungn vo wurden durch lineare Regression bestimmtund
daraus dasLineweaver-Burk Diagramm erstellt (Abbildung 18). Daraus wurden wie in Abschnitt 5.4.3.1
beschrieben eire Ky von 27 £ 4 uM und eine Vmax von 9,9 £ 0,6 pmol/min ermittelt.
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Abbildungl8: LineweaverBurkDiagramm fir die Umsetzung v@GPRAMCdurch ThrombinDoppelt reziproke Auftragung der
Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der Enzymhkiessling im Konzentrationsbereich vor& pM.

AnschlieBend wurde der Umsatz von Z-GPRAMC durch Thrombin in Anwesenheit von Fibrinogen

gemessen. Als niedrige SubstrakKonzentration wurde 50 uM (~ 2x Ky) gewahlt und fir die hohe
Substratkonzentration 250 UM (~10 x Kw). Die Fibrinogenkonzentration wurde zwischen 0 - 2,5 mg/ mL

(entspricht 0 - 7,35 pM bzw. 0 - 1x Kw(Fg)®") variiert, da es sich hierbei um den kritischen

Konzentrationsbereich handelt. Bei gesunden Menschen liegt die Plasmakonzentration von Fibrinogen
namlich bei etwa 250-400 mg/dl und das Unterschreiten einer Konzentration von 150-200 mg/dl ist ein

Pradiktor fur koagulopathische Blutungen, Blutverlust, die Notwendigkeit von Fremdbluttransfusionen

sowie Morbiditat und Mortalitat. ®®3 Links in Abbildung 19 ist der Umsatz in Anhangigkeit von der
Fibrinogenkonzentration fir beide Substratkonzentrationen zu sehen Es ist zu erkennen, dassdie

gemessenen Umsatzgeschwindigkeitenfir beide Z-GPRAMC Konzentrationen mit zunehmender
Fibrinogenkonzentration steigen. Die Umsatzfaktorkurve (Abbildung 19, rechts) weist entsprechend
einen entgegengesetztenlrend auf.
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Abbildungl9: (Links)Umsatzkurve fir Thrombin miB0 /1) und 250 uM(v2) ZGPRAMC De Umsatgeschwindigkeiteriir beide
Substratkonzentrationeneghmenin Abhéngigkeit der Fibrinogenkonzentration von 0 bis 2 mg/m{Rachts)umsatzfaktorkurver,/ vy
fur 50 uM und 250 pM-GPRAMCdurch ThrombinDer Umsatzfaktor wird durch Division der Anfangssteigung der hohen
Substratkonzentratiortvz) durch die Anfangssteigung der niedrigen Substratkonzentrgtigrerhalten.

Aufgrund der zunehmenden Kompetition bei héherer Fibrinogenkonzentration war eine Abnahme in der
Umsatzgeschwindigkeit mit steigender Fibrinogenkonzentration zu erwarten. Die Fibrinogen-
Kompetition sollte sich dabei in der Klvette mit niedrigerer Z-GPRAMC-Konzentration deutlich starker
auswirken als in der Kivette mit hoher Z-GPRAMC Konzentration. Im Testsystem aus Thrombin mit
Z-GPRAMC war jedoch ein gegenteiliger Trend ersichtlich. Der Grund hierfur lag in der zunehmenden
Tribung der Ldsung bei zunehmender Fibrinogenkonzentration durch die Gerinnselbildung nach
Thrombinzugabe. Dies resultierte in einer Zunahme der gemessenen Anfangsgeschwindigkeitenda bei
der Absorptionsmessungbei 405 nm die Trlbung ebenfalls erfasst wird. Um die Tribungszunahme
durch Gerinnselbildung zu verhindern, wurde in einer weiteren Messung dem Testsystem zusatzlich das
Tetrapeptid GPRP hinzugegeben. Das GPRP hemmt die Fibrinogenpolymerisation durch dikée Bindung
an die Fibrinogenpolymerisationsstdlen und Modifikation der Gl utaminreste in den J - und r-Ketten des

Fibrinogens %

Die Ky von Thrombin mit Z-GPRAMC in Gegenwart von GPRP wurde neu bestimmt.Die GPRR
Konzentration, bei der eine ausreichende Hemmungder Tribung eintritt, wurde als 500 pM bestimmt
und diese Konzentration in der Enzymkinetikmessung eingesetzt Die Ku und vmax Wurden mittels
Lineweaver-Burk Diagramm bestimmt und betragen 62+ 11 yM und 22 + 1 umol/min . Das eingesetzte
GPRP konnte zwar die Tribung verhindern setzte aber im Gegensatz zuReaktion ohne GPRPdie
Reaktionsgeschwindigkeit herabund vergroR3erte die Ky um einen Faktor von ca. 2 Ausgehenddavon
wurden die Substratkonzentrationen in der Grolienordnung von 2x bzw. 10x der gemessenenKy, in
diesem Fall gerundet auf 100 und 500 uM fur die Bestimmung der Umsatzkurven ausgewahlt Die
Umsatzfaktorkurve ist in Abbildung 20 abgebildet. Die Werte nahmen wie erwartet in Abhangigkeit der
Fibrinogenkonzentration zu. In umgekehrter Weise nahmen die Umsatzgeschwindigkeiten fiir beide
Substratkonzentrationen in Abhéngigkeit der Fibrinogenkonzentration entsprechend ab (Daten nicht
gezeigt). Die dynamische Breite der Umsatzfaktorkurve war jedoch mit einem Wert von 0,4 im
relevanten Fibrinogenkonzentrationsbereich zu gering. Des Weiteren deuteten die niedrigen
Umsatzfaktoren um den Wert eins darauf hin, dass der Unterschied im Umsatz zwischen hoher und
niedriger Substratkonzentration sehr gering ist. Eine Erklarung fur diese Ergebnisse liefert das zugesetzte

74



GPRP, welchedur die Tribungshemmung eingesetzt wurde GPRPverringert die Affinitat von Thrombin
fur das signalgebende Substratund hat damit auch die enzymatische Kompetition. Dadurch ist die
erwartete Abhangigkeit der Umsatzfaktoren von der Fibrinogenkonzentration sehr schwach ausgepragt.
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Abbildung20: Umsatzfaktorkurve fir Thrombin mio0 uM und500 uM Z-GPRAMC unter Zuhilfenahme von 500 uM GPRP zur
Hemmung der Fibrinpolymerisation. Der Umsatzfaktor wird durch Division der Anfangssteigung der hohen Substratkonz@stration
durch die Anfangssteigung der niedrigen Substratkonzentrdtigrerhalten.

4.1.2. Kompetitionsmessungemit Thrombin am Fluoreszenzspektrometer

Das Problem bei der Absorptionsmessung am Photometer bestand darin, dass die Absorption des
Substratesvon der Triibung bei Bildung des Fibringerinnsels tUberlagert wurde. Durch die Verwendung
des GerinnungshemmersGPRP konntedie sichtbare Trilbbung zwar unterbunden und die erwartete
Fibrinogen-Abhangigkeit des Umsatzfaktors gezeigt werden,jedoch hatte das GPRP einen negtiven
Einfluss auf die Kinetik. Zudem sind Chromophore oft empfindlich gegeniiber Umgebungsbedingungen
wie pH, Temperatur und Losungsmittel. Im Gegensatz dazu bieten Fluorophore einige Vorteile. Sie
haben eine hohere Empfindlichkeit und eine grofRere dynamische Breite als Chromophore. Dartuber
hinaus haben Fluorophore schmaleren Anregungs und Emissionsbanden wodurch sie selektiver und
spezifischer eingesetzt werden konnen. Diese spezifischen Eigenschaften kdnnen auch dazu beitragen,
das Hintergrundrauschen zu reduzieren und die Genauigkeit der Messungen zu erhéhen.
Fluoreszenzspektrometer konnen das Fluoresznzsignal von der Hintergrundfluoreszenz trennen und
damit die Genauigkeit der Messungen erhdhen. Un eine Stérung des Messsignals durch die Tribung zu
umgehen und niedrigere Produktkonzentrationen nachweisen zu koénnen wurden die weiteren
Messungenmit fluorogene Substraten am Fluoreszenzspektrometer durchgefiihrt Die einfachste Form
eines fluorogenen Peptidsubstrates besteht aus einem Fluorophor, derdirekt tber eine Peptidbindung
an eine Peptidkette gekuppelt ist. Die Konjugation an die Peptidkette bewirkt eine Veranderung der
elektronischen und damit photophysikalischen Eigenschaften des Fluorophors, so dass das Substrat im
Wesentlichen nicht mehr fluoresziert. Die Fluoreszenz wird bei der Abspaltung des Fluorophorsdurch
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ein Enzym wiederhergestellt, so dass bei enzymatischen Reaktionen die Fluoreszenz Uber die Zeit
zunimmt und direkt mit der Enzymaktivitat korreliert werden kann.?®

Da das Produkt des AMCGSubstrats fluoresziert, konnte das Testsystem bestehend aus dem Enzym
Thrombin und dem Substrat Z-GPRAMC beibehalten werden. Die Messungen wurden nun
fluorimetrisch bei einer Anregungswellenlange von 360 nm und einer Emissiorswellenlange von 440
nm durchgefiihrt. Die Ky und Vmax von Thrombin fir Z-GPRAMC wurden am Fluoreszenzspektromeer
bestimmt und betragen20 £ 2,1 uyMund 14 £ 1 pM/min (Abbildung 21). Im Vergleich zur Bestimmung
der enzymkinetischen Parameter am Photometer (siehe4.1.1) resultiert hierbei eine Abweichung von
ca. 26% fur den Ky Wert und ca. 30% fur Vmax.
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Abbildung21: : LineweaveiBurk Diagramm flr den Umsatz von Thrombin Z8PRAMC am Fluoreszenzspektrometer gemessen im
Konzentrationsbereich von 10 bis 200 |oei RT

Der Umsatz fiir Thrombin mit Z-GPRAMC in Anwesenheit von Fibrinogen im diagnostisch relevanten
Bereich von 0 - 2 mg/mL (0 - 5,9 uM) wurde als Triplikat gemessen.Als niedrige Z-GPRAMC
Konzentration wurden 50 uM (~2x K v) gewdahlt und als hohe Substratkonzentration 250 uM (~10x Ku).
Die Umsatzfaktorkurve ist in Abbildung 22 dargestellt. Die dynamische Breite ist etwas grol3er geworden,
wie es fur die kleinere Ky und grof3ere vimaxohne GPRP zu erwarten war.Der Umsatzfaktor fir O mg/mL
Fibrinogen war etwa 1,4 und fir 2 mg/mL Fibrinogen etwa 1,8. Insgesamt hat de Umsatzfaktorkurve
fur Thrombin mit Fibrinogen und Z -GPRAMC keine ausgepréagte Steigung,so dass die grof3en
Schwankungen bei der Bestimmung der Umsatzfaktoren keine eindeutige Zuordnung der
Fibrinogenkonzentration zulassen Der gestrichelte Graph reprasentiert die Werte, die auf der Basis der
Formel (17) unter 1.3.3 und der eingesetzten Werte fir [S1], [S 2] der experimentell besimmten Werte
flr Km und wnaxdes ZGPRAMC bzw. des Literaturwertes filitu(Fg)=7,2 uM®* berechnet wurden.
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m  experimentelle Werte
- - - - berechnete Werte nach Formel (17) mit verwendeten Konzentrationen [S1] und [S2],
gemessenem v, .. und Ky, fur Z-GPR-AMC und Ky, (Fibrinogen)
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Abbildung22: Umsatzfaktorkurve fir Thrombin mB0 pM und250 pM ZGPRAMCbei RT Fehlerbalken geben die
Standardabweichung mit n=2 wieder.

Um die Kompetition zwischen dem Substrat und dem Fibrinogen zuverbessernwurde im bestehenden
Testsystem mit Thrombin die niedrige Substratkonzentration von 50 uM auf 10 uM herabgesetzt und
die hohe von 250 uM auf 500 uM erhéht. Fur die Fibrinogenkonzentration wurde ein Bereich von 0 bis
4 mg/mL (11,8 uM, entspricht O - 1,6x Ku(Fibrinogen)) gewahlt. Des Weiteren wurde die Temperatur
von RT auf 37 °C erhoht, da Thrombin bei dieser Temperatur sein Aktivitdtsoptimum aufweist. Das
Ergebnis der Umsatzfaktorbestimmung ist in Abbildung 23 dargestellt. Tatséchlich wird eine héhere

Steigung der Umsatzfaktorkurve erreicht und die Streuung im relevanten niedrigen

Konzentrationsbereich fallt etwas geringer aus. Die dynamische Breite der Umsatzfaktorkurve wurde

von 0,4 auf 4,6 verbessert Die Umsatzfaktoren waren im Vergleich zu den Werten aus der Bestimmung
in Abbildung 22 mit etwa 4,3 ftir 0 mg/mL Fibrinogen und 7 fur 2 mg/mL auch deutlich héher. Dennoch

sind die Standardabweichungen tber den gesamten Konzentrationsbereich von Fibrinogen zgrof3, um

aus dem Umsatzfaktor die Konzentration zuverlassig bestimmen zu kdnnenDie Abweichungen zwischen
den experimentell gemessenen Werten und denanhand der vmax und Ky berechneten Umsatzfaktoren

konnten darauf zurtickzufihren sein, dass die vmax Uund Ky flr das Substrat bei Raumtemperatur
gemessen wurde, die Umsatzfaktoren jedoch bei 37°C bestimmivurden.
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B experimentelle Werte
- - -- berechnete Werte nach Formel (17) mit verwendeten Konzentrationen [S1] und [S2]
gemessenem v, und K, fur Z-GPR-AMC und K, (Fibrinogen)
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Abbildung23: Umsatzfaktorkurve fir Thrombin miD pM und500 pM ZGPRAMC Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
mit n=2 wieder.

Eine effektive Verbesserung der Kompetition im FibrinogerAktivitatsassay erfordert die Anpassung der
enzymkinetischen Parameter. Dies kann durch die Modifikation des Thrombins oder die Auswahl eines
anderen Enzyms geschehen. Im Bereich um die Eingreifschelle von 1-1,5 mg/mL ist die Fibrinogen -
Konzentration bereits geringer als die Ku fur Fibrinogen. Folglich ist der Einfluss des Fibrinogens auf die
Umsetzung des signalgebenden Substrats minimalUm die Messgenauigkeit im klinischen Bereich zu
verbessern,wird ein Enzym bendtigt, das eine starkere Bindungsaffinitat fir Fibrinogen aufweist. Ein
solches Enzym wirde eine bessere Umsetzung bei niedrigen Fibrinogenkonzentrationen erméglichen
und die Sensitivitat des Assays erhthen. Die Wahl eines Enzyms mit nigiberen Ky-Werten fir
Fibrinogen stellt sicher, dass die enzymatische Aktivitdt auch bei niedrigen Fibrinogenkonzentrationen
hoch bleibt und somit die Kompetition mit dem signalgebenden Substrat starker ausfallt. Diese
Anpassung ist entscheidend, um prézie und zuverlassige Ergebnisse im klinischen Umfeld zu
gewabhrleisten. Durch die gezielte Modifikation der enzymkinetischen Parameter kann die Effektivitat
des FibrinogenAktivititsassays erheblich gesteigert werden, was zu verbesserten diagnostischen
Mdglichkeiten fuhrt.

4.2. Modellversuche zu Enzysinhibitorsystemen mit héherer Affinitat

Die Annahme zur Optimierung des Zwei-Felder-Kompetitionsassays ist, dass eine erhhte Affinitat des
Enzyms zun kompetitiven Substrat, eine verbesserte Kompetition um das signalgebende Substrat bei
niedrigen Konzentrationen ermoglicht, so dass die Unterschiede im Substratumsatz grof3er werden
und die Umsatzfaktoren einen groReren dynamischen Bereich umfassen. Dadurch kann die
Konzentration des kompetitiven Substrats, das umgesetzt wird, aber kein Signal erzeugtzuverlassiger
bestimmt werden. Fir Fibrinogen liegt die Eingreifschwelle bei 1,0 oder 1,5 mg/mL, so dass zur
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Entscheidungsfindung Konzentrationen zwischen 0,5 und 4 mg/mL genau gemessen werden muissen
(1,5 - 11,7 uM). Die Kompetition lasst sich am besten messen, wenn die Konzentration des Kompetitors
um den Kv herum liegt. Also wird ein Enzym mit einer etwas niedrigeren Ky als der von Thrombin
(Km=7,2 uM) bendtigt.

Zur Verifizierung dieser Annahme wurden zunachstverschiedeneliteraturbekannte Systeme aus Enzym,
Substrat und Kompetitor/Inhibitor getestet, die nach Literaturangaben ebendiese héhere Affinitdt vom
Enzym zum kompetitiven Substrat aufweisen. Dazu wurden die Umsatzkurven aus den Literaturwerten
fur den eingesetzten Konzentrationsbereich des Kompetitors berechnet und mit den experimentellen
Daten verglichen. Zusétzlich sollte dadurch tiberpruft werden, ob eine Ubertragung des Messprinzips
des Zweifelderr-Kompetitionsassays zur Bestimmung von Fibrinogen auch auf alternative Emym-
SubstratKomplexe funktioniert.

4.2.1. Testsystem Trypsin und Benzamidin

Trypsin hat laut Herstellerangaben eine K, von 3,5 uM gegeniiber dem Inhibitor Benzamidin.?° Dies
entspricht einer doppelt so hohen Affinitat im Vergleich zu der Ky von Thrombin zu Fibrinogen mit 7, 2
+0,9 uM.* Es wurde daher als ein Modellsystem fiirden Zwei-Felder-Kompetitionsassays verwendet.
Als signalgebendes Substrat wurdedas Serinproteasespezifische chromogene Substrat GPRpNAZ!
verwendet und dessen Umsetzung am Photometer bei 405 nm gemessen. Dieund vmax des GPRpNA
wurden durch Messung der Anfangsgeschwindigkeiten bei Konzentrationen von 10 bis 200 uM bestimmt
und betragen 80,1 + 11,3 pM bzw. 21,9 + 4,3 pM/min. Als nachstes wurde der Zwei-Felder-
Kompetitionsassaymit 50 uM (0,63x Kw) fr die niedrige und 500 uM (6,3x Ku) fUr die hohe GPRpNA
Konzentration durchgefihrt. Fur Benzamidin wurde ein Konzentrationsbereich zwischen 0 bis 60 uM
gewahlt (entspricht 0 - 17,1x K). Das Diagramm mit den experimentell bestimmten und den
berechneten Umsatzfaktoren in Abhangigkeit von der Benzamidinkonzentrdion ist in Abbildung 24 zu
sehen.Uber den gesamten Konzentrationsbereich von 0 bis 60 uM bis Benzamidin ergibt siclein klarer
linearer Trend mit einer dynamischen Breite, die sich Uber einen Umsatzfaktorwert von etwa 3,5
erstreckt. Die berechnete Umsatzfaktokurve weist dagegen eine kleine Abweichung zu der ermittelte
Umsatzfaktorkurve auf, was auf mehrere Faktoren zuriickzufiihren sein kdnnte. Zundchst kdnnten
Ungenauigkeiten in der Bestimmung der enzymkinetischen Parameter eine Rolle spielen. Die Wertelir
die Kv und die vmax variieren oft aufgrund experimenteller Fehler. In den Berechnungen wurde die
experimentell bestimmte Ky von 80,1 uM verwendet, die eine Standardabweichung von+ 11,3 uM
aufweist, was bereits signifikante Verschiebungen verursachen kann. Ein weiterer wichtiger Aspekt sind
die Pufferbedingungen, unter denen die kinetischen Parameter bestimmt wurden. Unterschiede im pH
Wert, der lonenstérke oder der Anwesenheit zusatzlicher Reagenzien konnen die Enzymaktivitat und
somit die kinetischen Parameter beeinflussenFir die experimentelle Bestimmung der Ky-Werte wurde
der gleiche Puffer verwendet wie im Zweifeldertest. Der K-Wert wurde der Literatur entnommen .>*°
Wenn der Puffer, der in der Literaturquelle zur Bestimmung von K; (Inhibit ions-Konstante fir
Benzamidin) verwendet wurde, sich von dem im Experiment verwendeten Puffer unterscheidet, weicht
die tatséchliche Inhibitionskonstante vom Literaturwert ab und tragt ebenfalls zu einer falschen
Berechnung der Umsatzfaktorkurve bei Im Vergleich wies das Testsystem mit Thrombin und ZGPR
AMC (0,5x Kw fur [Si] und 25x Kw fur [S2]) eine dynamische Breite von 4,6 Uber einen
Konzentrationsbereich von 0 - 1,6x Ku(Fg) auf (4.1.2). Das Modellsystem zeigt, dass sich das
Funktionsprinzip des Zwei-Felder-Assays prinzipiell auch auf andere EnzymSubstratKompetitor-
Systeme anwenden lasstund die Funktionsfahigkeit des Messprinzips vom Zwei-Felder-Test somit
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bestétigt werden kann. Obwonhl die Affinitat des Trypsin zum Benzamidin mit K=3,5 uM doppelt so
hoch ist und ein viel breiterer Konzentrationsbereich des Inhibitors gewéhlt wurde (0-17,1x Ki gegenuber
0-1,6x Ku(Fg)), fallt die Steigung der Umsatzfaktorkurve mit einer dynamischen Breite von 3,5 gering
aus. Im Konzentrationsbereich vom Testsystem mit Thrombin und Fibrinogen von 0-1,6x K, ergibt sich
fur das Modellsystem bei den gewahlten Substratkonzentrationennur ein dynamischer Bereich der
Umsatzfaktorkurve von etwa 0,5. Daraus folgt, dass man mit einem hochaffinen Enzym gar nicht so viel
groBere dynamische Breiten erreichen kann, wenn man die Substratkonzentrationen relativ zum
Ku(Substrat) gleich lasst. Sofern man dagegen die Substratkonzentrationen wie beim Testsystem des
Thrombin und Fibrinogen in Hohe von 0,5x Ky fur [S1] und 25x Ky fur [S 2] verwenden wirde, wirde
eine berechnete Umsatzfaktorkurve mit einer héheren dynamischen Breite von 15,7 resultieren.

Umsatzfaktor v,/ v,

0,0 T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Benzamidin [uM]

Abbildung24: Umsatzfaktorkurve fi84 nMTrypsinmit 50 pM und500 pM GPRNA Die ermittelteTrendlinieisty =0,06*x + 3. Die
gestrichelte Linie gibt diBerechnete Umsatzfaktorkurve anhand der Formel (17) uht®Bund der eingesetzten Werte fiir [S1], [S2]
der experimentell bestimmten Werte funkind maxdes TosGPRAMC bzw. des Literaturwertes flig@enzamidij=3,5 1230

4.2.2. Testsystem Thrombin und Argatroban

Zur weiteren Untersuchung der Auswirkung einer niedrigeren K, auf die Umsatzfaktorkurve wurde in
einer von mir betreuten Abschlussarbeit®* (C. Sixt) ein weiteres Enzym-Substrat Modellsystem getestet.
Es handelte sich um die Kompetition von Thrombin mit Argatroban. Als signalgebendes Substrat wurde
in diesem Fall das TosGPRAMC in den beiden Konzentrationen 10 und 200 pM (1x Ku bzw. 20x Ku)
verwendet und die Messungen wurden am Fluoreszenzspektrometer durchgefiihrt. Argatroban weist
eine theoretische K von 19 nM gegeniiber Thrombin auf.?*® Der Konzentrationsbereichvon Argatroban
wurde dementsprechend von 0 bis 200 nM (0 - 10x K;) gewé&hlt. Die Km von Thrombin zum Substrat
TossGPRAMC wurde zu 11 pM bestimmt. Die Ergebnisse derZwei-Felder-Kompetition und die
berechnete Umsatzfaktorkurve sind in Abbildung 25 zu sehen. Der dynamische Bereich
Umsatzfaktorkurve liegt etwa zwischen zwei und neun und ist recht breit, sodass durch diese
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Umsatzsatzfaktorkurve eine sensitive und exakte Bestimmung der Argatrobankonzentration einer Probe
moglich wéare. Auch der Vergleich mit der berechneten Umsatzfaktorkurvein Abbildung 25 rechts zeigt,
dass die Werte im selben dynamischen Bereichzwischen zwei und neun liegen und eine gute
Ubereinstimmung zwischen gemessener und berechnetet Umsatzfaktorkurve vorliegtEs gilt jedoch auch
an diesem Modellsystem zu beachten, dass der Konzentrationsbereich des Korggitors (in diesem Fall
Argatroban) in der 10-fachen Menge der K des Kompetitors liegen.Wenn man diese Berechnunganalog
mit Bezug auf den physiologischen Konzentrationsbereich des Fibrinogen (1,47 uM - 11,7 uM)
durchfuhrt, dann wirde die Untergrenze einer 77,4-fachen, die Obergrenze einer 616-fachen
Kompetitorkonzentration entsprechen. Diese berechnete Umsatzfaktorkurve istAbbildung 26 links
abgebildet. Man kann erkennen, dass die dynamische Breite sich in diesem Fall in einem Bereich von
15,5 bis ca. 19,5 bewegt und mit weiteren Zunahme der Fibrinogenkonzentration die Umsatzfaktorkurve
asymptotisch verlauft. Eine gute Zuordnung der Fibrinogenkonzentration in diesem Fall nicht moglich.
An diesem Modellsystem bestehend aus Thrombin, To&SPRAMC und Argatroban konnte gezeigt
werden, dass zwar kompetitive Inhibitoren mit niedriger K | eine bessere Kompetition bei niedrigen
Konzentrationen erzielen, die Zunahme der dynamischen Breite jedoch trotz der dramatischer 616-
fachen Ky Abnahme Giberschauba ist.

Tabelle33: Ubersicht dedynamischen Breiten der Umsatzfaktorkurven fiir die verschiedenen Testsysteme fiir den physiologischen
Bereich der Fibrinogenkonzentration von 1,47 uM bis 11,7 uM (angegeben als Vielfach)ebded&r entsprechenden
SubstratkonzentratiofiS;] und [S] (ebenfalls in Vielfachen degKur das Substrat angegeberBei der optimierten dynamischen

Breite wurde fiir die Berechnung die optimd#]=0,5x I, und[$]=10x I angenommen

Modellsystem Ki[uM] | [Kompetitor] min | [Kompetitor] max | dynm. [Sa] [S2] Optimierte
Breite dynm. Breite
Trypsin/Benzamidin 3,5 0,4x Ki 3,3x K| 2 0,6X Km 6,3x Km | 3,5
Thrombin/Argatroban | 0,019 77,4 K| 616X K| 4 1x Km 20x Km | 2,3
Thrombin/Fibrinogen | 7,2 0,2x Ki 1,6x Ki 4,6 2X Km 10xKm | 1,9
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Abbildung25: (Linkg Umsatzfaktorkurve fiir die Kompetition von Thrombin mit 50 uM bzw. 500 uMGRIRAMC und Argatroban in
der angegebeiKompetitorKonzentration die einer 10x Kentsprecher?32(Recht$ Berechnete Umsatzfaktorkurve anhand der
Formel (17) untefL..3.3und der eingesetzten Werte flr [S1], [S@§r experimentell bestimmten Werte flund vmaxdes TosGPR
AMC bzw. des Literaturwertes fug@rgatroban¥19 n#33,

Wenn man nun die Ergebnisse aus den bisherigen Testsystemen(siehe Tabelle 33) betrachtet, fallt auf
dass die dynamische Breite der Umsatzfaktoren mitkleiner werdendem K; des Enzymserstmal steigt,
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dann wieder abfallt. Aus dieser Erkenntnis kannman zusammenfassend eindJmsatzfaktorkurve fir ein
Enzym mit einer Ky flr Fibrinogen, die idealerweise im Konzentrationsbereich des Schwellenwerts des
Fibrinogenassays, also01,47 uM und unter Beriicksichtigung der optimalen Substratkonzentrationen,
die man in den vorherigen Versuchenmit Thrombin und Fibrinogen mit 0,5x Ky fur [S1] bzw. 10x K m
fur [S2] bestimmt hat, berechnen.Diese entsprechend nach Forme(17) berechnete Umsatzfaktorkurve
mit einer angenommenen Ku(Fg)=1 uM ist in Abbildung 26 rechts dargestellt. Die resultierende
dynamische Breite ware 7,2 und wirde sich damit in einem Bereich bewegen, wo es sich sehr gut fur
die Zuordnung der Umsatzfaktoren zur Fibrinogenkonzentrationenvon 0,5- 4 mg/mL (1,47 - 11,7 uM)
eignen wirde.
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Abbildung26: (Linkg Berechnete Umsatzfaktorkurnfér den Konzentrationsbereich von Fibrinogeamhand der Formel (17) unter
1.3.3und derSubstratkonzentration von 0,5xKiir [S1] bzw.10x K, fur [S2]und Ku(Argatroban¥19 nM33und (Recht$ fur eine

theoretischeku(Fg=1 pM.

4.3. Suche nackeinemoptimierten Testsystenfir Fibrinogen

Die Ku von Thrombin gegeniiber Fibrinogen ist unter physiologischenBedingungen 7,2 + 0,9 uM.** Fiir
eine bessere Kompetition zwischen Substrat und Fibrinogen im Klinisch relevanten
Fibrinogenkonzentrationsbereich von 0,5- 2 mg/mL (1,5 uM - 5,9 uM) ist ein Fibrinogen-spaltendes
Enzym mit h6herer Affinitat zu Fibrinogen - d.h. mit niedrigerer K - erforderlich. Die Literaturrecherche
hat fir Thrombin keine Mutanten ergeben, welche einehghere Affinitat zu Fibrinogen aufweisen. Die
Hamatologie hat bisher nur Thrombinvarianten identifizieren kénnen, deren Aktivitdt zur
Fibrinogenspaltung entweder eingeschrarkt oder vollig aufgehoben waren?*

Alternative Enzyme mit Einfluss auf die Blutgerinnung sind unter den Schlangengiften zu finden. Die
sogenannten snake venom thrombin like enzymes (SVTLE) zeichnen sich durch ihre funktionelle
Ahnlichkeit zu Thrombin aus. Analog zu Thrombin spalten sie das Fibrinogen hochspezifisch Im
Gegensatz zu Thrombinwerden viele SVTLEs nichtdurch Heparin oder andere Ubliche Thrombin-
Inhibitoren inhibiert. Viele Vertreter dieser Klasse sind literaturbekannt. So wurden u.a. SVTLEs wie
Ancrod, Reptilase und Crotalase in ihren Eigenschaften in Hinblick auf die Hamostase weitestgehend
charakterisiert und fanden auch schon Verwendung als Medikament und Diagnostika!***** Fir die
weiteren Experimente wurden Ancrod und Batroxobin aufgrund ihrer niedrigen Kwu gegentber
Fibrinogen ausgewahlt und im Kompetitionsassay verwendet.
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4.3.1. Ancrodals umsetzendes Enzym igweiFelderAssay

Ancrod wurde aufgrund seiner besonderenenzymkinetischen Eigenschaften als umsetzendes Enzym im
Zwei-Felder-Assay gewahlt. Seine hohe Spezifitaflr Fibrinogen ermdglicht, dassder Kompetitionstest
nicht durch andere natirliche Substrate im Blut verfalscht wird, und seine hohe Aktivitdt gewahrleistet
eine effiziente Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin. Dariiber hinaus wurde aufbereitetes Ancrod mit
einer standardisierten Aktivitait von Nordmark fur die Arbeiten im Rahmen dieser Dissertation
freundlicherweise kostenlos zur Verfligung gestellt wodurch zuverlassige und reproduzierbare
Ergebnisse gewahrleistet werdenkonnten. Die erste Charakterisierung von Ancrod erfolgte mit dem
kommerziellen Substrat Z-GPRAMC am Fluoreszenzspektrometer Die Umsatzgeschwindigkeiten fir die
unterschiedlichen Substratkonzentrationen sind mit 10 bis 30 a.u./ min sehr gering. Die Auftragung der
Anfangsgeschwindigkeiten gegen die Substratkonzentrationhat gezeigt, dass die Kurve bei einer
Konzentration von 1 mM noch nicht gegen vmax divergiert (Abbildung 27, links). Die Auswertung der
Michaelis-Menten Kinetik durch nicht-lineare Regressionergab, dass die kK von Ancrod fur Z-GPRAMC
bei 882 puM und die vmax bei 55 a.u. min? lag. Aufgrund dieser hohen Ky wurde das Substrat fiir
Kompetitionsversuche nicht in Betracht gezogen.Als weiteres Substrat fir Ancrod wurde PFRAMC
gewahlt. Die Anfangsgeschwindigkeiten flr den Konzentrationsbereich von 50 bis 800 uM sind grafisch
in Abbildung 27 rechts dargestellt. Es resultierte eine \ax von 209 a.u. min™. Die Michaelis-Konstante
wurde durch nicht -lineare Regression bestimmt und betrug 546 uM.
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Abbildung27: Auftragung der Anfangsgeschwindigkeiten gegen die Substratkonzentfétiden Umsatz von-6PRAMC(links) und
den Umsatz von PFRMC (rechtsylurch14 nMAncrod Messung anfluoreszenzspektrometer. Die niditeare Auswertung erfolgte
durch die MichaelidMenten Funktion in Origin.

Fur die anschlielende Messung des kompetitiverZwei-Felder-Assays mit Fibrinogenwurde PFRAMC
aufgrund des niedrigeren Ku-Werts als Substrat ausgewahlt. 2r Assayergab keine starke Abh&ngigkeit
der Umsatzfaktoren von der Fibrinogenkonzentration (Abbildung 28B). Ein einschréankender Faktor war
die Ldslichkeit des Substrates, die nur eine Verwendung vonmaximal 3000 pM (6 x Kn) PFR-AMC zuliel3.
Entsprechend wurde als niedrige Konzentation 100 uM (0,2 K ) gewahlt. Ausgehend von diesen Werten
ist eine geringere Sattigung bei der hohen und langsamer Substratumsatz bei der niedrigen
Konzentration zu erwarten. Bei Betrachtung der Anfangsgeschwindigkeiten fallt auf, dass die Kurve fur
100 pM PFR-AMC nur einen geringen Abfall mit zunehmender Fbrinogenkonzentration zeichnet
(Abbildung 28A). Die Umsatzkurve der hoheren Substratkonzentration von 3000 pM weist zwar wie
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erwartet eine geringere Hemmung durch Fibrinogen auf, jedoch ist die Streuung der Messwerte grof3er
(Abbildung 28A). Zusammengenommen ist die resultierende Umsatzfaktorkurve( Abbildung 28B) nicht
geeignet in Hinblick auf eine eindeutige Zuordnung der Fibrinogenkonzentration.

A = Anfangsgeschwindigkeit fiir 100uM Substrat
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Abbildung28: AnfangsgeschwindigkeitgBild A) und Umsatzfaktorkurve (Bild ) 14 nMAncrod mit 100 und 3000 puM PH#RAC in
Abhéngigkeit von der Fibrinogenkonzentration

Die Ergebnissedes Testsystems mit Ancrodwaren insgesamt nicht zufriedenstellend. Ancrod wies im
Vergleich zu Thrombin gegeniiber den bekannten und zur Verfigung stehenden Substrate deutlich
niedrigere Umsatzgeschwindigkeiten und héhere K;-Werte auf, sodassbei den Kompetitionsversuchen
keine Umsatzfaktorkurve mit hoher dynamischer Breite resultierte.

4.3.2. Batroxobinals umsetzendes Enzym igweirFelderAssay

Reptilase weist laut Literatur eine Ky von 0,125 uM gegeniiber Fibrinogen auf und wurde daher als
weiteres Enzym mit hoherer Affinitat zu Fibrinogen ausgewahlt®® Fir die ersten Versuche wurde
rekombinant exprimiertes Batroxobin von der Firma Biomol erworben. Fir die Kinetikmessungen wurde
zuerst das Ubliche SerinproteaseSubstrat ZGPRAMC verwendet. Aufgrund der schlechten
Umsatzgeschwindigkeit fir dieses Substrat (das Fluoreszenzsignal fir den Umsatznahm Uber einen
Zeitraum von 30 min nur minimal zu, Daten nicht gezeigt) wurde in der Literatur nach alternativen
Serinprotease-substraten gesucht. Das HD-PFRAMC konnte als geeignetes Substrat mit besseren
Umsatzgeschwindigkeiten von 20-100 a.u./min fir Konzentrationen von 100-800 uM identifiziert
werden.'®® Die Bestimmung derenzymkinetischen Parameterfiir das Batroxobin ergab, dass dievmax mit
544 a.u. min™ zwar ausreichend hoch war, um einen signifikanten Fluoreszenzanstieginnerhalb von 10
min zu messen, die ki jedoch mit Gber 3 mM zu hoch war, sodass es pblematisch war die Messung bei
der hohen Konzentration im Kompetitionsassay durchzufiihren. Dartber hinaus wies auch dieses
Substrat eine schlechte Loslichkeit im verwendeten Puffer auf und musste daher fir die nétigen hohen
Konzentrationen in DMSO gel6st werden. Das verwendete DMSO stdrte die Enzymaktivitat, sodass auch
die Affinitat zu Fibrinogen verandert war. Dementsprechend hatte die Umsatzfaktorenkurve nicht die
gewunschte Steigung.
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Abbildung29: Auftragung der Anfangsgeschwindigkeiten gegen die Substratkonzentftiostratkonzentration fir den Umsatz von
PFRAMC durchL6 nM Batroxobin Die Messung erfolgte am Fluoreszenzspektrometer. Die iiobére Auswertung erfolgte durch die

MichaelisMenten Funktion in Origin.

Ein weiteres Substrat, welches fiir die Umsetzung durch Batroxobin charakterisiert wurde, war das Bz
Arg-AMC. Es wurden eine K; von 428 uM und eine Vmax von 3 uM/min bestimmt. Der Kompetitionsassay
wurde trotz der hohen Ky und langsamen Umsatzgeschwindigkeit durchgefiihrt, um eine Tendenz fir
das neue Enzym Batroxobin in Hinblick auf die Tauglichkeit im Zwei-Felderassay zu erhalten. Als
Konzentrationen des BzArg-AMC fir den Kompetitionsassay wurden100 pM (0,2x Ky) und 2000 uM
(4,6x Kv) festgelegt und Fibrinogen wurde im Konzentrationsbereich von 0,2 bis 3 mg/mL eingesetzt.
Die Umsatzgeschwindigkeiten bei den gewahlten Sibstratkonzentrationen sind allgemein niedrig
(Abbildung 30A). Die Umsatzgeschwindigkeit fur die hohe Substratkonzentration von 2000 uM nimmt
von 0,3 uM/min fiir 0,5 mg/mL Fibrinogen auf 0, 2 puM/min fir 3 mg/mL Fibrinogen ab. Dies entspricht
einer relativen Abnahme von 40 %. Die Umsatzgeschwindigkeiten fiir die hohe Substratkonzentration
weisen dagegenin Abhangigkeit von der Fibrinogenkonzentration einen Abfall von 2,7 uM/min auf 2 ,0
uM/min  auf, was einer relativen Abnahme von 25% entspricht Aufgrund der niedrigen Messwerte,
welche dartber hinaus stark fehlerbehaftet sind, wies die berechnete Umsatzfaktorkurve keinen Trend
auf und die Messpunkte unterlagen deutlichen Schwankungen (Abbildung 30B). Zusammengenommen
konnte mit dem Testsystem von Batroxobin mit BzArg-AMC keine geeignete Umsatzfaktorkurve in
Abhéngigkeit von der Fbrinogenkonzentration erhalten werden. Das Testsystem eignet sich somit nicht
fur den Zwei-Felder-Kompetitionsassay fur Fibrinogen.
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Abbildung30: UmsatzkurverfA)und Umsatzfaktorkurv€B)fir den 2FelderKompetitionsassayon 100 und 2000 pM BArgAMCmit
0,2 bis 3 mg/mL Fibrinogeturch40 nMBatroxobin

Als nachstes wurde der Umsatz des Substrats HD-GVRAMC durch Batroxobin gemessenund die
kinetischen Parameter anhand des LineweaveBurk-Diagramms bestimmt (vgl. Anhang Abbildung 83).
Die Ku betragt 332 pM und die vmaxliegt bei 1,3 uM/min. Der Zwei-Felder-Kompetitionsassay fur das
Substrat H-D-GVRAMC wurde mit einer niedrigen Konzentration von 300 (~1x Kwu) und einer hohen
Konzentration von 3000 uM (~10x Ku) durchgefiihrt. Die Umsatzfaktorkurve ist in Abbildung 31 zu
sehen.Die dynamische Breite der Umsatzfaktorenliegt zwischen 2,0 und 2,4 und ist zu gering fur eine
verlassliche Konzentrationsbestimmung Hinzu kommt, dass kein Trend zwischen den Wertenexistiert,
sodas das Testsystem aus FD-GVRAMC und Batroxobin ebenfalls nicht fir den Kompetitionsassay
geeignet ist.
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Abbildung31: Umsatzfaktorkurve fir den-BelderKompetitionsassayon 300 und 3000 pM HD-GVRAMC mit O bis 2,2 mg/mL
Fibrinogendurch40 nMBatroxobin
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Mit den getesteten kommerziellen Substraten konnten keine geeigneten Kompetitionsversuche im
Zweikompartiment -Format realisiert werden. Die vmax der Substrate waren nicht grol3 genug, um ein
auswertbares Signal fir den Umsatz innerhalb von 10 min zu messen Daher musstedie Batroxobin-
Konzentration erhdoht werden. Die gemessenerKy-Werte haben sichbei allen Substratenmit > 300 uM
als zu hoch erwiesen. Aufgrund der begrenzten Loslichkeit konnte somit keine Konzentration in
zehnfacher Hohe desKu-Wertes eingesetzt werden, so dass dieKompetition durch Fibrinogen auch die
Anfangsgeschwindigkeiten bei der hohen Konzetration deutlich verringerte.

4.4. Berechnung dekKw zuFibrinogen

Die Versuchemit Batroxobin haben nicht die gewiinschte Verbesserungiegeniiber Thrombingezeigt. Es
sollte daher der Literaturwert fur die K y von Batroxobin gegentiber Fibrinogenuberprift werden, um zu
beurteilen ob Batroxobin wirklich als besseres Enzym fiir die Kompetitionsversuchgeeignet ist. Anhand
der kompetitiven Enyzmkinetiken fur die bisher gemessenen Testsysteme mit Fibringen als
kompetitives Substrat lasst sich mithilfe der Formel (20) fir die kompetitive Inhibition nach der
Methode von Dixon?®, welche dieselbe Form wie die Gleichung(17) (15) hat, der Wert fiir die Michaelis-
Konstante des jeweiligen Enzyms gegeniber Fibrinogen berechnen. Dazu wird die
Anfangsgeschwindigkeit einer Enzymreaktionbei konstanter Substratkonzentration fir zwei oder mehr
Inhibitorkonzentrationen gemessenAls nachstes werden die reziproken Anfangsgeschwindigkeiten 1/y
gegen die Inhibitorkonzentration [I] aufgetragen. -K; lasst sich als Schnittpunkt der so erhaltenen
Geraden mit der x-Achse bestimmen(Gleichung (21)). Die Ku gegenuber Fibrinogen wurden auf diese
Weise flr die Testsysteme mit Thrombin Reptilase und Ancrod bestimmt (Tabelle 34). Der aus der
Kompetitionsmessung von Fibrinogen und dem Substrat ZGPRAMC fir die beiden
Substratkonzentrationen gemittelte Kuw-Wert fir Thrombin ist um den Faktor 2 kleiner als der
Literaturwert. Fir Batroxobin wu rde eine Ky von 5,3 bzw. 2,1 uM aus den Messungenmit dem Substrat
Bz-R-AMC bzw. GVRAMC erhalten. Die Abweichung um einen Faktor von knapp 20 gegenibe dem
Literaturwert von 0,125 pM ist sehr groRR. Die Methode nach Dixor?®*® war wegen der niedrigen
Umsatzgeschwindigkeiten und hoher Ky der Substrate recht

(20) 0

(21) - — — p -

Tabelle34: Ubersicht zu den berechnetem Mrerden aus der Kompetition im Vergleich mit Literaturwerten. Fiir die Kompetition von
Thrombin mit Fibrinogen wurde das SubstraBPRAMC verwendet, fur die Kompetition von Reptilasi Fibrinogen das Substr&z
RAMC(a) undGVRAMQb) und fur die Kompetition von Ancrod das Substrat-AMT.

Thrombin Reptilase Ancrod
0 "0Qwl 4+1,5pM |a)53+0,7uM | 11 uM
b) 2,1+ 1 uM
Lit. 7.2+0,9uM* | 0,125 pm*® -
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Tabelle35: Zusammenfassung der ErgebnisselgeiFelderKompetitionsassays mit Thrombin, Trypsin, Batroxobin und Ancrod unter
Verwendung der arepebenen Substrate und Irttitoren.

Enzym Substrat Inhibitor Kv [UM] | Vmax [S] niedrig/ | exp. @ (2kv1) | theor. o ( 2kv1)
[emol/min] hoch [uM]

Thrombin | Z-GPRAMC Fibrinogen | 62 =11 22+1 100 und 500 | 0,4 0,9

(6 n\M) (Absorption)

Thrombin | Z-GPRAMC Fibrinogen | 20+ 2 14+1 50 und 250 0,4 0,7

(6 nM)

Thrombin | Z-GPRAMC Fibrinogen | 20 +2 14+1 10 und 500 4,6 55

(6 n\M)

Trypsin GPRpNA Benzamidin | 80 £ 11 22+4 50 und 500 4 55

(84 nM)

Thrombin | TosGPRAMC Argatroban | 11 - 10 und 200 7 -

(6 nM)

Ancrod PFRAMC Fibrinogen | 546 - 100 - 35

(14 nM) und 3000

Batroxobin | Bz-Arg-AMC Fibrinogen | 428 3 100 - 10,1

(40 nM) und 2000

Batroxobin | H-D-GVRAMC Fibrinogen | 332 1,3 300 0,3 4.0

(40 nM) und 3000

In Tabelle 35 sind die Ergelnisse aller Zwei-Felder-Kompetitionsassay aufgelistet. Die grof3te bisher
ermittelte dynamische Breite konnte mittels Thrombin fur das Substrat Z-GPRAMC und dem
kompetitiven Inhibitor Fibrinogen erzielt werden. Anhand der Daten lasst sich ein Rickschluss auf die
optimalen Eigenschaften beziglich K4 und vmax ziehen. Demnach miisste die I des Enzymsgegeniuber
dem signalgebenden Substratin einem Bereich von 20-50 uM sein, damit fir die zweite, hdhere
Konzentration ein gentigend hoher Wert von mindestens dem 10-fachen von Ky gewahlt werden kann,
ohne dass es Probleme mit Loslichkeiten gibt. D& vimax Sollte dagegen wie im Falle von ZGPRAMC fur
das Thrombin mindestens 14 umol/min betragen, sodass ein ausreichend hohes Messsignal Ubeatie
Messdauervon 5 Minuten im Labortest gemessen werden kann.Mit Batroxobin konnte trotz der laut
Literatur kleineren Ky gegeniber Fibrinogen keine héhere dynamische Breite bei der Umsatzfaktorkurve
erzielt werden, da die Kv gegeniber dem signalgebenden Substrat zu hoch warenNichtsdestotrotz
bleibt Batroxobin aufgrund seiner bereits erwahnten Vorteile, wie der hochspezifischen Spaltung von
Fibrinogen mit hoher Affinitat und seiner Unempfindlichkeit gegenlber Blutplasma -Inhibitoren im
Vergleich zu Thrombin, ein geeigneter Kandidat Es muss jedoch nach neuen spezifischen Substraten
gesucht werden, die geeignete kinetische Parameter aufweisen, um sie flir den Kompetitionsassay mit
Batroxobin einzusetzen. Dafir ist die Synthese von fluorogenen Peptidsubstratemétig, die sich an der
Aminosauresequenz der Spaltstelle von Fibrinogen orientieen. Dariiber hinaus ist die rekombinante
Expression von Batroxobin notwendig, um Batroxobin in ausreichenden Mengen fir die weitere
Etablierung und Verifizierung des Testsystems zur Verfigung zu haben.
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4.5. Expression von Batroxobin

4.5.1. Klonierungvon Konstrukten fur die Batroxobinexpression . pastoris

Die bisherige Literatur Uber die Expression von Batroxobin hat durchweg die Wirksamkeit vonP. pastoris

als Expressionssystem bewiesen, das eine betrachtliche Ausbeute des Proteins liefert.Als Eukaryot

vereint P. pastoris viele der Vorteile hoherer eukaryotischer Expressionssysteme, wie z. B.
Proteinprozessierung, Proteinfaltung und posttranslationale Modifikation, und ist wie E. coli oder S

cerevisiaeeinfach in der Handhabung. Sie ist schneller, einfacher und kostengunstiger zu verwenden als
andere euwkaryotische Expressionssysteme widnsektenzellen mit Baculovirus-Expressionssystemoder

Gewebekulturen von Saugetieren und liefert im Allgemeinen héhere Expressionsraten. Die fUrP. pastoris

verfigbaren gentechnischen Werkzeuge sind ebenfalls gut etabliert und ermoglichen eine einfache
Manipulation der Expressionsvektoren und des Wirtsstamms zur Optimierung der Batroxobin

Produktion. Diese Eigenschaften habenP. pastoris zum System der Wahl fir die Expression von

Batroxobin gemacht.

Die Klonierung des Batroxobin-Gens ins pPIC9 Plasmids wurde bei Genscript in Auftrag gegeben. Das
erste DNAKonstrukt pPIC9_Reptwt (Wildtyp) enthéalt die Wildtyp -Form der kodierenden Sequenzdes
Batroxobin und das zweite Konstrukt pPIC9_Reptopt enthalt die Sduresequenz des Batroxobin in Codon
optimierter Form fUr P. pastoris Die Gensequenzen sind im Anhang untei6.1 zu finden. Das Fragment,
welches die Gensequenz fiurdas interessierende BatroxobinGen mit C-terminalem His-tag enthalt,
wurde mittels Xhol und Notl in den offenen Leserahmen des Sekretionssignalsn pPic9 kloniert. Wenn
die Xhol-Schnittstelle fur die Klonierung verwendet wird, muss die Sequenz zwischen der Xhol
Schnittstelle und der SnaBlSchnittstelle, die die KEX2Erkennungssequenz (GluLys-Arg-X) kodiert,
durch die insertierte Sequenzneu erstellt werden. Sie ist Teil der J -Faktor-Signalsequenz und sorgt nach
der Expression flir deren Spaltung durch Kex2p. Fur die Expression des gewlinschten Proteins wird der
starke, hoch induzierbare AOXXtPromotor in pPIC9 verwendet. Die Transformation des Plasmidrfolgte

in den P. pastorisWirtsstamm GS115.

Die beiden Plasmide mit dem Insert fir das Wildtyp- und das Codon-optimierte Batroxobin wurden in
zwei Ansatzen mit Sall oder mit Sacl geschnitten, um die Transformationseffizienz und die bessere
Eignung zur Erzeugung von His Mut® Transformanten zu untersuchen. Fir die Transformation der
linearisierten pPIC9 Plasmide in den GS115 Stamm wurde die Elektroporationsmethode wie untei3.11.2
beschrieben durchgefihrt. Als Negativkontrollen wurden zum einen ein Transformationsansatz ohne
Elektroporation und ein weiterer ohne Plasmid-DNA verwendet. Zur Selektion von transformierten
Zellen wurden RDB-Platten ohne Histidin verwendet. Die RDB-Platten wurden mindestens 2 Tage lang
bei 30 °C inkubiert, bis einzelne Kolonien sichtbar wurden. Das Ergebnis der Auszahlung der Kolonien
ist in Tabelle 36 gezeigt. Die beiden Negativkontrollen ergaben erwartungsgemal keine Kolonien. Fir
die Codon-optimierten Transformanten ergab sich mit 116 zu 160 kein grof3er Unterschied zwischen
dem Verdau mit Sall und Sacl, wohingegen der Unterschied der Transformationseffizienz fur das wit
Batroxobin mit 85 bzw. 320 Klonen deutlich zugunsten des Sacl ausfallt. ®mit eignet sich Sacl in
Hinblick auf die Transformationseffizienz besser fur die Herstellung von His" Transformanten.
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Tabelle36: Auszahlung der Klone zur Beurteilung der Transformationseffizienz von Sacl odes&8atittenen Vektoren

Sal | Sac |
Klone von Wt-Batroxobin 85 320
Klone von Codon-optimierte m Batroxobin 116 160

Als nachstes erfolgte die Selektion des Mut Phanotypsauf MD- und MM -Platten. Jeweils 24 der grof3ten
Kolonien von den verschiedenen RDBPlatten des pPIC9_ WTBatroxobin und pPIC9_COBatroxobin
Transformanten wurden auf MD- und MM -Platten transferiert. Diejenigen Klone, die sowohl auf den
MD- als auch auf den MM-Platten ein gutes Wachstum zeigten, wurden als HisMut™ selektiert und fir
die Verifizierung des Mut® Phanotypsin einer Kolonie-PCR auf das AOXiGen Uberprift. Eine weitere
Kolonie-PCR sollte das Gen fur Batroxobin nachweisen. Das exemplarische Ergebrs von drei
ausgewahlten Klonen ist in Abbildung 32 zu sehen. Die PCRAnalyse dieserP. pastorisRekombinanten
zeigt, dass die Klone in den Spuren 1 bis 3 das Insert enthalten und dass es sich bei der Rekombinante
in Spur 3 moglicherweise um eine Mut® handelt, da kein Wildtyp -AOX1 nachweisbar ist. In den Spuren
1 und 2 ist das Wildtyp-AOX1 dagegen enthalten, was darauf hindeutet, dass es sich bei den
Rekombinanten um Mut® handelt.

Wildtyp AOX1
<— Pichia 2,2 kb

© PR w
o ovioo

< AOX1 PPIC9

Batroxobin 1186 bp

1101 bp

Abbildung32: KoloniePCR Analyse erfolgreich transformiere pastorisRekombinanten. A) P&halyse des Batroxobimserts mit
Primerpaar Rept_for und Rept_rev. B) PBRIyse des AOX&ens mitPrimerpaar fur AOX1

4.5.2. Expressionskontrollen

Die exemplarischenMut ™ -Transformanten aus dem Sall und SaciRestriktionsverdau, die in der Kolonie-
PCR bestatigt werden konnten, wurden zur Proteinexpression im 15 mk:Mafistab verwendet. Alle 24 h
wurden Proben von der Zellsuspension entnommen, der Uberstand zentrifugiert, aufkanzentriert und
durch SDSPAGE mit Coomassid=arbung analysiert (Abbildung 33 und Abbildung 34). Als
Negativkontrollen wurden sowohl der Uberstand von einem nicht transformierten GS115 Stamm als
auch der von einem nicht-induzierten Stamm mit pPIC9_Reptwt mitgefuhrt. Die Probe fir die 72 h
Expression fur den Klon Rept_wt (Sacl) musste aufgrund eine experimentellen Fehlers verworfen
werden und die 72 h Rept_wt (Sall) Probe ist nicht aufkonzentriert (markiert mit u fir unkonzentriert).
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Abbildung33: SDSPAGE mit Uberstandsproben der Batroxobin Expression fiir 72 und 96h im 15 mL Ansatz. Wt: Wildtyp, opt:
codonoptimiert, NI: nicht induziert, u: nicht konzentrierte ProBeJl/Sacl: mit Sall/Sacl linearisiertes Plasmid
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Abbildung34: SDSPAGE mit Uberstandsproben der Batroxobin Expressionfiir 24 und 48h im 15 mL \itsétitdtyp, opt:
codonoptimiert, NI: nicht induziert, u: nicht konzentrierte ProBaJl/Sacl: mit Sall/Sacl linearisiertes Plasmid

11 kDai

Im Allgemeinen ist kein deutlicher Unterschied zwischen den Proben im Bandenmuster des Coomassie
gefarbten SDSPA-Gels zu erkennen. Das Gel enthélt keine Bande auf HOhe der erwarteten
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Molekilmasse des Batroxobin von 33 kDa unabhangig von der Expressionsdauer, Sall oder SaeVerdau
oder den Wildtyp- und codonoptimierten Transformanten. Es kénnen somit aus der vorliegenden
Analyse keine Ruckschliusse Uber den Einfluss dieser Parameter fdie Expression des Batroxobin
gezogen werden. Auch die weitere Analyse des Batroxobin im Western Blot mit Hiséspezifischen
Antikérpern zeigte keine Banden fir Batroxobin (Daten nicht gezeigt). Um zu Uberprifen, ob das
Batroxobin zwar exprimiert, aber nicht aus den Zellen sekretiert wird, wurden die Zellpellets aus der
Expression lysiert und durch SDSPAGE analysiert @bbildung 35). Hierfiir wurden nur die beiden Klon
mit dem His™ Mut® Transformanten aus SaltVerdau und die Negativkontrollen verwendet. Im SDS-Gel
der Lysate sind zwar in der Hohe von 33 kDa, wo dasglykosylierte Batroxobin zu erwarten ist (nicht-
glykosyliertes Batroxobin ist ca. 27 kDa), Banden zu sehen, diese sind jedoch in allen Proben, sowohl
induziert als auch nicht-induziert sowie Negativkontrollen, vorhanden und sind in den induzierten
Ansatzen nicht ausgepragter als in den nichtinduzierten. Die Western Blot-Analyse der Zelllysateergab
Banden fur Batroxobin bei 33 kDa, sodass davon ausgegangen werden kann, dass das Batroxobin
teilweise in den Zellen als /inclusion bodies zurickgehalten wird ( Abbildung 36). Darlber hinaus sind
fir die meisten Lysate insbesondere bei den Lysaten der langer induzierten Ansatze viele weitere
Banden im Bereich unter 30 kDa zu finden. Dies ist entweder ein Artefakt aus unspezifischer
Wechselwirkung des Antikdrpers im Western Blot mit His-reichen Regionen im Batroxobinund anderen
sekretierten Proteinen aus Pichiaoder aber das Batroxobin wurde im Prozess der Lys in viele kleinere
Fragmente gespalten.Das Vorhandensein mehrerer Banden mit niedrigem Molekulargewicht kénnte
auch auf Unterschiede in der Glykosylierung des loteins zurtickzufiinren sein. In P. pastorisist die N-
gebundene Glykosylierung die haufigste Form der Glykosylierung, die an den Asparaginresten auftritt.
Die Art und Anzahl der hinzugefugten Zucker konnen aufgrund von unterschiedlichen
Zuckerkonzentrationen in den Medien wahrend der Expression variieren, was zu verschiedenen
Glykoformen des Proteins mit unterschiedlichen Molekulargewichten fihrt. Diese Unterschiede in der
Glykosylierung kénnen sich auch auf die Loslichkeit, Stabilitat und Aktivitat des Proteins auswirken®’

180 kDai &
100 kDa i ==
75 kDa'i
| S
63 kDai "=
48 kDai
35kDai %=
25kDai W
17 kDai
11 kDai -

Abbildung35: DSPAGE der lysierten Zellpellets aus der Batroxobin Expression im 15 mL Whs¥fddtyp, opt: codonoptimiert
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Abbildung36: Western Bloder lysierten Zellpellets aus der Batroxobin Expression im 15 mL Ansatz.

45.2.1. Etablierung des FibrinogeRlatten-Assays

Zur einfachen Uberpriifung der Klone in Hinblick auf die Expression von aktivem Batroxobin wurde ein
Fibrinogen-AgarosePlattenassay entwickelt. Dabei werden die Klone auf einer fibrinhaltigen
Agaroseplatte kultiviert. Das Fibrinogen in den Platten wird dur ch das exprimierte Batroxobin zu Fibrin
umgesetzt und es bildet sich ein Tribungsring. Die Platten wurden so aufgebaut, dass die
Expressionsbedingungen rekonstruiert werden, die Zellen jedoch nicht zusétzlich durch den Histidin
Mangel gestresst werden. Daler wurde als Medium fiir die Platten Minimalmedium mit 1% -MeOH zur
Induktion und einem Zusatz von 0,004% Histidin verwendet. Die Fibrinogenkonzentration wurde mit 5
mg/mL so gewahlt, dass beim Test mit 0,2 U Thrombin eine ausreichende Triibung zu erkennen war.
Hohere Fibrinogenkonzentrationen hatten wahrend der Etablierung des Tests zu einer
Hintergrundtribung gefuhrt, was die Erkennung der Tribung durch Fibrinogenumsatz erschwerte.
Ebenso musste die Agarosekonzentration auf 1% beschrankt werden, sodass einu8harten der Platten
gerade moglich war, jedoch keine Hintergrundtriibung stérend hinzukam. Nachdem die Funktion der
Platten anhand eines Tests mit Thrombin bestatigt worden war, der einen klar erkennbaren
Tribungsring um den Auftragungsort von Thrombin ergeben hatte, wurden die 24 Klone der RDB
Platten des pPIC9_WTBatroxobin und pPIC9_COBatroxobin, welche im Abschnitt 4.5.1 bereits
selektiert wurden, auf die Fibrinogen-Platte aufgetragen und der Assay gemafd Vorschrift3.13.1
durchgefihrt. Wie in Abbildung 37 ersichtlich, konnten anhand der Trilbungsringe um die Kolonie
diejenigen Klone identifiziert werden, die sowohl die AOX1 Gene enthalten, um die Proteinexpression
zu induzieren, als auch aktives Batroxobin sekretieren, sodass Fibrinogen umgesetzt wird.
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Abbildung37: FibrinogerAgarPlatte mit Batroxobin sekretierenden Klonen

Auch jene Klone, die im vorherigen SDSPA-Gel und Western Blot keine Bande flr Batroxobin gezeigt
hatten, konnten in diesem Assay positiv auf Batroxobin getestet werden. Diese Beobachtung lasst darauf
schlielen, dass die Proben zwar Batroxobin produzieren,aber die Konzentration so gering ist, dass
weder die Sensibilitat der CoomassieFarbung des SDSPA-Gels noch die des Western Blots ausreichend
war, um die Batroxobin-Bande zu detektieren. Die Nachweisempfindlichkeit einer SDSPAGE mit
CoomassieFarbung liegt in der Regel im Bereich von Mikrogramm bis zu wenigen Nanogramm Protein
pro Bande, wohingegen die des Western Blots normalerweise im Bereich von Femtogramm bis
Pikogramm Protein pro Bandeliegt und ist empfindlicher als die CoomassieFarbung. Sie hangt jedoch
von der Qualitat und Spezifitat der verwendeten primaren und sekundaren Antikdrper, der Menge des
geladenen Proteins und den verwendeten Nachweisreagenzien alDer Fibrinogen-Agarplatten-Assay ist
eine haufig verwendete Methode zur Messung der Aktritat von Serinproteasen, die Fibrinogen spalten.
Es ist wichtig zu beachten, dass dieser Test qualitativ ist, da er nur feststellt, ob Batroxobin in der Lage
ist, Fibrinogen zu spalten, aber keine Informationen Uber die Menge des gespaltenen Fibrinogens liefert.
Zur genauen Bestimmung der gebildeten Fibrinogenmenge misste man eine Analyse der Tribung tber
die Zeit fur jeden Tribungsring durchfiihren. Weitere Nachteile sind die Notwendigkeit einer grofl3en
Fibrinogenmengefiir die Herstellung der Fibrinogen-Agar-Platten und der Nachweis kann durch andere
Proteasen, die Fibrinogen in der Probe spaltengestdrt werden. Nichtsdestotrotz bietet der Fibrinogen-
Platten-Assayeine schnelle und leichte Nachweismethode fiir Batroxobin.

4.5.3. Charakterisierung von Klonen mittels Fibrinogektivitatsassay

Zur weiteren spezifischen Charakterisierung der Klone auf die BatroxobirAktivitat wurde mit den

Klonen, die im vorherigen Fibrinogen-Platten-Assay eine BatroxobirAktivitdt gezeigt hatten, eine
Mikrotiterplatten -Expression nach Vorschrift3.12.1 durchgefiihrt. Die Uberstandsproben nach der 72 h
Expressionim Mikro -Maf3stab wurden im Aktivitdtsassay mit Fibrinogen getestet. Der Triibungsbildung
liegen mehrere Prozesse zugrunde, namlich die Fibrinogenspaltung und die Fibrinaggrgation, so dass
man aus den Messdaten nicht die absolute Enzymaktivitat bestimmerkann. Der Assay istaber geeignet,
um die Aktivitdt in verschiedenen Proben zu vergleichen sofern die Pufferzusammensetzung
vergleichbar ist. Dazu wurden jeweils 50 pL der Expressionsuberstande mit 5 mg/mL Fibrinogen in
Kompetitionspuffer zusammengegeben um die Absorptionszunahme bei 405 nm ds Maf fir die
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Tribung durch Aggregation des gebildeten Fibrinsbei RT im Mikrotiterplattenreader (Tecan Infinite

M1000) Uber die Zeit gemaf Abschnitt 3.13.2 gemessen. Fur die Berechnung deiZeit, nach der die
halbmaximale Absorption erreicht wird, wurde der hdchste Absorptionswert jeder einzelnen Messung
zugrunde gelegt. In Abbildung 38 ist zu sehen, dassder grofdte Teil der ausgewdahlten Klone die

halbmaximale Absorption fiir den Umsatz von Fibrinogen innerhalb von 1700 bis 2500 s erreicht Zwei

der Klone, K10 und K11 des pPIC9_Repbpt, weisen keine Aktivitat auf, was darauf hindeutet, dasssie
kein Batroxobin exprimieren. Die Negativkontrolle mit dem GS115 Stamm zeigt erwartungsgeman
ebenfalls keine Aktivitat. Einer der Klone, Klon 13 pPIC9_Reptopt, zeigt eine sehr geringe Aktivitat mit

einer halbmaximalen Umsatzgeschwindigkeit, die bei etwa 4000 s liegt. Die beste Aktivitit wurde fur

den Klon 6 pPIC9_ReptWt mit t(¥2 Amax) von etwa 1700 s bestimmt, gefolgt von Klon 13 pPIC9_Rept
Wt und Klon 2 pPIC9 Reptopt, beide mit einer t(*2 Amax) Von etwa 1800 s. Basierend auf den
Ergebnissen lasst sictschlie3en, dass die Klone pPIC9_RepiVt tendenziell eine bessere Aktivitat zeigen
als pPIC9_Reptopt.

e [ON 1 pPICY9_Rept-Wt
Klon 3 pPIC9_Rept-Wt
====Klon 4 pPIC9_Rept-Wt
== Klon 8 pPIC9_Rept-Wt
* + Klon 9 pPIC9_Rept-Wt

Klon 10 pPIC9_Rept-Wt

Klon 11 pPIC9_Rept-Wt

» Klon 13 pPIC9_Rept-Wt
Klon 6 pPIC9_Rept-Wt
Klon 7 pPIC9_Rept-Wt
Klon 1 pPIC9_Rept-opt
*Klon 2 pPIC9_Rept-opt

Klon 3 pPIC9_Rept-opt
*Klon 4 pPIC9_Rept-opt
Klon 5 pPIC9-Rept-opt
Klon 6 pPIC9_Rept-opt
Klon 7 pPIC9_Rept-opt
Klon 11 pPIC9_Rept-opt
*Klon 17 pPIC9_Rept-opt
Klon 18 pPIC9_Rept-opt
Klon 13 pPIC9_Rept-opt
*Klon 19 pPIC9_Rept-opt
Negativkontrolle GS115

Absorption bei 405 nm

' T I ' I i I
0 1000 2000 3000 4000
Zeit [s]

Abbildung38: Fibrinogen Aktivitatsassay fir ditberstandsproben der 72 h ExpressionMikro-MaRstab
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4.5.4. Standardisierung des Fibrinogefktivitdtsassays mit Batroxobin

Um die Aktivitat des exprimierten Proteins und der kommerziellen Batroxobin Proben zu bestimmen,
wurde in einem laborinternen Versuchsaufbau der Fibrinogenassay mit einem BatroxobinStandard,
namlich dem Reagenz von Pentapharm mit einer genau definierten Batroxobinaktivitéat, durchgefihrt.
Es wurde eine 1:2-Verdinnungssreihe des BatroxobirStandards von 2 bis 0,001 BU hergestellt und mit
5 mg/mL Fibrinogen in Kompetitionspuffer (pH 8) bei RTumgesetzt. Die Tribung aus der resultierenden
Gerinnung wurde anhand der Absorption bei 405 nm Uber eine Zeitdauer von 1000 s im
Mikroplattenleser in Doppelbestimmung gemessen. Die Auftragung der Absorption gegen die Zeit ist
beispielhaft fir 0,03125 BU in Abbildung 39 links dargestellt. Anschlielend wurde die Zeit, in der die
halbmaximale Absorption erreicht wird, fir jede Batroxobinkonzentration bestimmt. Die Auftragung der
reziproken Batroxobinkonzentration gegen die Mittelwerte der Zeiten fir die halbmaximale Absorption
ergibt die Kalibrierkurve fur die Standardisierung von Batroxobin in Abbildung 39 rechts. Diese hat
insgesamt ein hohes Bestimmtheitsmaldvon 0,99.
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Abbildung39: (Links)Absorption bei 405 nm fur die Gerinnung von 5 mg/mL Fibrinoge®@8125BU BatroxobinDie Zeit zum
Erreichen der halbmaximalen Absorption ist als rote Linie eingezeictRethtsBtandardkurve fur die Kalibrierung von Batroxobin
Die ermittelte Regressionsgerade ist §,0087 BU/s * (%2 Anay - 1 BUL Das Bestimmtheitsmal? fiir die Standardkurve betragt 0,99.

4.5.5. Reinigung und Charakterisierung von Batroxobkign 6pPIC9_RepWt)

Nachdem der Klon K6 pPIC9_Repint in der Mikrotiterplatten -Expression die beste Aktivitat gezeigt
hatte, wurde die Expression mit diesem Klon im 1 L-MaR3stab durchgefiihrt (nach Vorschrift unter 0).
Das Chromatogramm  der Aufreinigung des  Expressionsiberstands  mittels  Nickel
Affinitatschromatografie ist in Abbildung 40 dargestellt. Die Probe wurde auf die Saule gegeben und mit
10 % Imidazol gewaschen. Als nachstes erfolgt die Elution mit einem kontinuierlichen Gradienten von
15 bis 70 % Imidazol-Lésung. Der erste Peak im Chromatogramm (Fraktionen 1117) entspricht der
Waschfraktion und enthélt schwach an die Saule gebundenes Protein. Der Hauptpeak von Fraktion 26
bis 31 entspricht dem His-getaggten Batroxobin, das an die S&dulegebunden hat und mit zunehmender
Imidazol-Konzentration der mobilen Phase von der Saule verdrangt und eluiert wird. Die jeweiligen
Fraktionen wurden gesammelt, vereinigt und mittels PD10-Gelfiltratio nsséule in Tris-Puffer gebracht.
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Abbildung40: Chromatogramm deNi-Affinitatschromatographie aus dem Uberstand desEkpressionsansatzes fiir Klon K6

pPIC9_Repivt. Die Elutiond=raktionen, welche gesammelt und dialysiert wurden, sind mit einem blauen Balken gekennzédigmet.
Sé&ulenvolumen der Séule betrug 5 mL.
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Abbildung41: Western Blot(A) und SDEAGHNit Comassigefarbt(B)der ausgewahlter Fraktionen aus derBEkpression von Klon 6
pPIC9_Repivt. Zelllysat: Probe vom Zellpst nach de Ly, US: Uberstandsprobe aus der Expressiin; Durchflusluat: Probe

nach dem Eluieren von der Chromatogreidule. Die Bande auf der Hohe der erwarteten Molekularmasse von Batroxobit ist mi
einem Pfeil gekennzeichnet.
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Von den pPIC9_Repiwt K6 Proben wurden Zelllysat, Uberstand, Durchfluss und Eluat mittels SDSPAGE
analysiert (Abbildung 41B). Der Western Blot fiir die Analyse des Zelllysats, des Uberstandes und des
Eluats wurde mit Antikorpern fir den His6 -Tag durchgefihrt und ist in Abbildung 41A dargestellt. Fur
das Zelllysat ist im SDSPA-Gel zwar eine Bande bei 33kDa flir das Batroxobin enthalten, diese findet
sich jedoch nicht im Western Blot wieder, sodass es sich hierbei wahrscheinlich um ein Protein aus’
pastoris mit ahnlicher Molekilmasse wie das Batroxobin handelt. Fiir die Uberstands und
Durchflussproben sind weder im SDSPA-Gel noch im Western Blot Banden bei 33 kDa zu erkennen. Das
Eluat enthalt dagegen eine sehr deutliche Bande bei 33 kDa fur das Batroxobinlm SDSGel ist fur
dieselbe Probe keine Bande zu sehen. Dies deutet auf die bereits in vorherigen Beobachtungen
angenommene unzureichende Sensitivitdat der CoomassieFarbung des SDSPA-Gels hin. Aus
Literaturwerten fur die Nachweisempfindlichkei t von SDSGelen mit CoomassieFarbung geht hervor,
dass ab einer Menge von 10 ng keine Bande mehim Gel zu sehen ist. Daraus lasst sich schliel3en, dass
weniger als 2 pg Protein im 10 mL Elutionsansatz vorhanden war. Dies ist eine Abweichung zu der
erwarteten Expressionsausbeute von 7 mg um den Faktor 3500. Im Rahmen eines von mir betreuten
Praktikums konnten mittels der sensitiveren Silberfarbung mit einer Nachweisgrenze im niedrigen
Nanogrammbereich (ca. 20- bis 200-mal sensitiver als die SDSPAGE mit CoanassieFarbung®®) auch
im Expressionsiiberstand Banden sichtbar gemacht werde?*

4.5.6. FibrinogenAktivitatsassaydesKlon 6 pPIC9_Repi/t

Zur Charakterisierung der Aktivitat des exprimierten Batroxobins aus Klon 6 pPIC9_ReptWt wurde ein
Fibrinogen-Aktivitatsassay mit dem Expressionsiberstand, sowie dem Durchfluss und dem Eluat der
Affinitatschromatographie durchgefuhrt. Als Probenmengen fur den Aktivitatsassay wurden jeweils 200
uL fur Uberstand und Durchfluss und 50 L fur das Eluat gewahlt. Die Ergebnisse des Assays sind in
Abbildung 42 dargestellt. Die Uberstandsprobe erreicht eine Sattigung der Trilbung nach etwa 10000 s
und weist eine halbmaximale Absorption bei etwa 4400 s auf. Anhand der Kalibrierkurve in Abschnitt
4.5.4 fur den Batroxobin-Standard kann eine Aktivitdit von 0,036 BU bestimmt werden. Auf 1 L
Expressionskultur bezogen entspricht dies einer Gesanaiktivitat von 180 BU. Bei der Elutionsprobe
wurde das Trilbungsmaximum nach etwa 1500 s erreicht und die halbmaximale Absorption lag bei etwa
90 s. Dies entspricht einer BU von 1,13. Bezogen auf das Gesamtvolumen des Eluats resultiert eine
GesamtBU von etwa 158. Daraus ergibt sich eine gute Ausbeute von 88 % bezogen auf die
Gesamtaktivitat im Uberstand. Die Probe fiir den Durchfluss zeigte keine Aktivitat im Fibrinogen-Assay,
was darauf hindeutet, dass die Bindung des Hisgetaggten Batroxobin an die Saule sér gut funktioniert
hat, die Saule also nicht Gberladen war. Ein Vergleich mit der Literatur zeigt, dass die Reinigung tber
eine Ni-NTA Affinitatssaule prinzipiell sehr gut funktioniert fiir gleichartige SVTLEs. ?*?*' Der
resultierende Aktivitatsverlust von 12% unterliegt jedoch einer Messungenauigkeit aufgrund der
zugrundeliegenden Ableitung Uber die halbmaximale Absorptionsmessung und Korrelation zur
Batroxobinstandardkurve und mussenjedoch nicht 12% Proteinverlust bedeuten. Das Protein kann seine
Aktivitat z.B. auch durch Denaturierung im Lauf der Reinigung verloren haben.
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Abbildung42: FibrinogerAktivitatsassay mit der UBrobe(links) und dem Eluat (rechtajis der Batroxobin Expression von Klon 6
pPIC9_ReptVt. 200 pL Probe, Big/mL Fibrinogen, 50 mM Tris, 0,25 M NaCl, 0,1% PEG 6000, pH 8.

Tabelle37: Aktivitaten der USrobe und dem Eluat aus der Batroxobin Expression von Klon 6 pPIGW{R2p0 uL Probe, Sg/mL
Fibrinogen, 50 mM Tris, 0,25 M NacCl, 0,1% PEG 6000, pH 8.

Gesamtvolumen Aktivitat [ BU] BU/ mL Gesamuktivitat [ BU]
EV100A US 1000 mL 0,036/ 200uL 0,18 180

EV100A Eluat 7 mL 1,13/ 50pL 22,6 158,3

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Expression von Batroxobin (Klonf@PIC9_ReptWt) im

1 L Kulturansatz zwar prinzipiell funktioniert hat und aktives Batroxobin erhalten werden konnte, jedoch
nur eine magige Ausbeute von 7 mL Proteiddsung mit insgesamt 158 BU nach Aufreinigung erreicht
werden konnte. Eine BU entspricht ungefahr 0,18 NIH-Einheiten**? und ergibt somit eine
Gesamtaktivitat von 28,44 NIH-Einheiten pro Liter Expressionskultur. Ein Literaturvergleich mit der
Expression von Batroxobin im Fermenter von Youet al. zeigt, dass eine Ausbeute von 1825 NIH pro Liter
Expressionskultur erreicht werden konnte!® In dieser Arbeit konnte also nur 1,5 % der
Literaturausbeute erreicht werden. Dies ist eine bessere Bilanz als zu den kaum nachweisbaren
Ergebnissen im SDSGel und im Western-Blot. Die deutliche Abweichung zur Literatur lasstsich auf die
unterschiedliche Fermentierung zuriickfiihren. Die Schiittelkolbenexpression hatihre Grenzen bei der
fehlenden Kontrolle der Kultivierungsbedingungen und der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und kann
nicht mit den Mdglichkeiten eines Fermenters verglichen werden. Die Kontrolle der Temperatur, des pH
Werts, des Sauerstoffgehalts und des Agitationsgrads kann in eiem Schittelkolben nur begrenzt
erfolgen, wahrend ein Fermenter kontinuierliche Messungen und prazisere Kontrollméglichkeiten fur
die Kultivierungsbedingungen bietet. Durch die automatische Steuerung der Temperatur, des pHWerts
und des Agitationsgrads konnen optimale Wachstumsbedingungen fir die spezifische
Mikroorganismenart oder Zelllinie erreicht werden. Besonders die Mdglichkeit zur genauen Steuerung
des Sauerstoffgehalts und die C@-Kontrolle zur Bestimmung der Hungerphase vor kontinuierlicher
MeOH-Zugabe ist ein entscheidender Vorteil eines Fermenters gegenuber dem
Schittelkolbenexpression. Der Sauerstoffgehalt beeinflusst den Stoffrechsel und die Energieproduktion
der Mikroorganismen und eine optimale Kontrolle dessenkann zu einer hoheren Ausbeute und Qualitat
der produzierten Mikroorganismen flihren. Dennoch gab es nach diesem ersten Versuch eine Reihe von
Verbesserungsmaglichkeiten im Bereich der Expression und der Proteinreinigung, sowie in der Analytik.
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4.5.7. Optimierung der Reinigung

Fur die Reinigung des sekretierten Batroxobirs aus dem Uberstand mittels NiAffinitatschromatografie
ist eine Filtration des Uberstands notwendig, damit die Saule beim Beladen nicht mit den unléslichen
Zellbestandteilen zugesetzt und dadurch Durchfluss und Trennleistung eingeschrankt werden. Wahrend
der Filtration ist das Protein jedoch hohen Scherkraften ausgesetzt. Aul3erdem wurde beobachtet, dass
auch die verwendeten Mikrofilter sehr schnell mit dem Zelltrimmern aus dem Uberstand zugesetzt
werden und die Filtration sehr langsam verlauft, wodurch die Gefahr einer Oxidation durch Lufteintrag
und Proteinverlust durch Adsorption an den verwendeten Materialien hoch ist. Aus diesem Grund sollte
eine fraktionierte Ammoniumsulfatfallung als Vorreinigung fur das Batroxobin etabliert werden. Dazu
wurden jeweils 10 mL vom Uberstand der Expression in BMM¥Medium entnommen und mit festem
Ammoniumsulfat versetzt, um Endkonzentrationen zwischen 30% - 90% zu erreichen (siehe Tabelle
unter 3.12.5). Die Proben wurden bei 13000x g zentrifugiert und der US abgenommen. Zur
Probennahme wurden die Pellets in 1 mL PBS resuspendiert. Die Fallung des Proteins und die Aktivitéat
des vorhandenen Proteins wurden durch SDSPAGE und einen FibrinogenAktivitatsassay mit den
resuspendierten Pellets aus der Ammoniumsulfatfallung tiberpriift. Die Proben der Uberstande aus der
Ammoniumsulfatfallung konnten aufgrund der hohen Konzentrationen an Ammoniumsulfat weder im
Aktivitatsassay noch in der SDSPAGE getestet werden.Dazu ware eine Dialyse der Uberstande
notwendig gewesen, die aufgrund des verhaltnismafig geringen zusatzlichen Informationsgewinns im
Vergleich zum hohen Zeit und Materialaufwand nicht durchgefiihrt wurde.

Die bisherigen proteinchemischen Nachweise mittels SDFAGE mit Coomassie Farbung haben keine
ausreichende Sensitivitdat aufgewiesen, sodass das Batroxobin in den SDBSelen nicht eindeutig
nachgewiesen werden konnte. Aus diesem Grund wurde in der von mir béreuten Abschlussarbeit von
C. Bergmanrt®®, die sich mit der Optimierung der Expressionsbedingungen von Batroxobin beschéftigte,
unter anderem die Methode der Silberfarbung eingefiihrt und fir Batroxobin etabliert. Die Silberfarbung
ist ein hochempfindliches Verfahren, mit dem sich Proteine in geringen Konzentrationen sichtbar
machen lassen. Die zuvor verwendete CoomassieFarbung wurde durch die empfindlichere
Silberfarbung ersetzt. Es wurde ein reproduzierbares Protokoll erstellt, das die Visualisierung des
Zielproteins in SDSPAGEs auch in geringeren Konzentrationen ermdglicht. Das SDSPA-Gel in
Abbildung 43 zeigt, dass fir die Fallungen bei 30% bis 50%-Fallungen kein oder nur sehr wenig Protein
vorhanden ist. Es sind jedoch keine Banden auf Hohe der BatroxobirBande bei 33 kDa zu sehen. Ab
einer Fallung in 70%-Ammoniumsulfat ist eine Bande bei etwa 33 kDa a1 erkennen, die bei 80% sogar
deutlicher ausgepragt ist
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Abbildung43: SDSPAGE mit Silberfarbung der resuspendierten Pellets der Ammoniumsulfatfallung. Die H&aadiemwelche der

Molekularmasse von Batroxobin entsprictst, mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abbildung44: Aktivitatsassay mit resuspendierten Pellets aus der Ammoniumsulfatfallung
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Das Ergebnis des Aktivitatsassays fur die verschiedenen Ammoniumsulfétallungsfraktionen ist in
Abbildung 44 zu sehen. Es sind unterschiedliche Kurvenverldufe zu erkennen, wobei nicht klar ist, wo
fur 60, 70 und 80% Ammoniumsulfat das Maximum liegt, weil die Steigung ab einer Absorption von 0,6
stark abnimmt. Ein klares Plateau ist nur bei der 90% Kurve zu verzeichnen auch bei der 50% Kurve
zeichnet sich ein oberes Plateau bei ca. 1,2 alDie Proben vom resuspendierten Pellet der 30% und 40%
Ammoniumsulfat-Sattigung zeigten keine Aktivitat. Als Mal3 flr die Aktivitat wurde wie Ublich die
halbmaximale Absorption der Sattigungskurve verwendet, indem der héchste Wert jeder einzelnen
Messung als maximale Wert angenommen wurde. Die Probe bei 50% Sattigung hatte mit einer
halbmaximalen Absorption bei 8880 s die geringste messbare Aktivitat und die Probe bei 60% Sattigung
mit 2200 s die grofte Aktivitat. Diese Beobachtung spiegelt sich nicht im SDSGel wieder, da hier erst
ab 70% Sattigung eine Bande flr Batroxobin sichtbar ist. Die Proben der héheren Sattigungswerte hatten
mit 3300 s fur 70%, 4800 s fur 80% und 6000 s fiir 90% alle eine niedrigere Aktivitat als die 60%-Probe,
obwohl zu erwarten war, dass die Aktivitat mit der Sattigung steigt, da mit hdherer Ammoniumgehalt
mehr Batroxobin gefallt werden musste. Der Umstand, dass die Aktivitat entgegen der Erwartung fur die
hoheren Sattigungsfraktionen abnimmt, kann mit der Stérung der Gerinnselbildung durch Anwesenheit
von Ammoniumsulfat im Pellet, erklart werden.?*¥?** Zusammenfassend kann aus beiden
Charakterisierungen geschlossen werden, dass bei einer Fallungskonzentration von 80%
Ammoniumsulfat bereits der hauptsachliche Anteil des Proteins gefallt ist. Die SDSPA-Gel-Analyse zeigt
Batroxobin ab einer 70%-Sattigung, mit der deutlichsten Bande bei 80%. Obwohl die héchste Aktivitat
im Aktivitatstest dagegen bei 60% gemessen wurde, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die
Aktivitatstests bei hoheren Sattigungen gestdrt sein konnten. Daher sollte der SDFPAGEAnalyse mehr
Gewicht beigemessen werden. Eine 80%Ammoniumsulfat-Konzentration gewahrleistet somit die
maximale Ausbeute an Batroxobinaus dem Expressionsiberstand. Es ist jedoch eine weitere Reinigung
des Proteins notwendig, da Ammoniumsulfat sowohl den Aktivitatsassay als auch die SDSAGE stort.

4.5.8. Optimierung der Expressionsbedingungen

In der von mir mit betreuten Abschlussarbeit von C. J. Bergmannin Kooperation mit der AG Prof. Stein
wurde der Einfluss der Parameterder Methanol-Induktion und des pH-Werts auf die Proteinexpression
untersucht. Mit dem zuvor charakterisierten Klon K6 pPIC9 Reptwt, der bis dahin die beste
Proteinexpression gezeigt hatte, wurde ein Vereinzelungsausstrich zur Uberprifung der Reinheit
durchgefuhrt. Finf Klone wurden gepickt, deren DNA isoliert und einer Kolonie-PCRunterzogen. Aus
dieser Untersuchung wurde der Klon K3 pPIC6_Repiwt als Einzelkolonie mit His* Mut™ Transformant
identifiziert. *> Als nachstes wurden die Parameter der Expression tberpriift und ergaben eine ideale
MeOH-Konzentration fir die Induktion mit einer Endkonzentration von 0,5%, die auch mit den
Ergebnissen von Youet a/. iibereinstimmt.*® Auch der als optimal ermittelte pH-Wert von 7 stimmt mit
dem (iberein, der zuvor von Li et al. (2007) berichtet wurde. ¥ Ein weiteres Ergebnis aus dieser
umfangreichen Optimierungsarbeit war, dass die Uberstande fiir die Proteinaktivititstests dialysiert und
konzentriert werden muissen, um im Aktivitdtsassay mit Fibrinogen aussagekraftige Ergebnisse zu
erhalten, da auch andere Substanzen und Proteine im Uberstand die Trubung beeinflussen kénnen. Der
Einfluss der Medienzusammensetzung wurde untersucht, indem die Proteinausbeute von drei
Expressionsmedien verglichen wurde: Malium mit Hefeextrakt und Sojapepton (BMMY), nur mit
Pepton (BMMP) und mit keinem von beiden (BMM). Die Daten zeigten, dass die Proteinausbeute in
BMMY-Medium zwar héher war als in BMMP- und BMM-Medium, die Aktivitat der Ub erstandsproben
aus BMMP jedoch héher waren?* Dies lieR den Schluss zu, dass Sojapepton (BMMP) und ein neutraler
pH-Wert die Expression von rekombinantem Batroxobins begiinstigen.

102



Das Screening von pPIC9 WT (Wildtyp) und CO-(Codon optimierten) Transformantenbibliotheken mit
RDB- und MD/MM -Platten, welches ebenfalls in der Abschlussarbeit von C. Bergmann unter meiner
Betreuung durchgefiihrt wurde, ergab His* Mut™* -Transformanten, die das Zielprotein in ahnlicher Weise
produzierten wie die Positivkontrolle K3 pPIC9_WT.?** AuRerdem wurden im Rahmen dieser Master
Thesis pPICZ -Vektoren mit dem WT- bzw. CO-lnsert von Batroxobin erfolgreich in P pastoris
transformiert. Die Transformanten waren in der Lage auf YPDZeocin-Platten mit steigender
Konzentration des Antibiotikums bis zu 1000 pg/ mL zu wachsen was eine Selektion auf Transformanten
mit mehrfach insertiertem Expressionskonstrukt erméglicht. Die pPICZ _COTransformanten K7 und
K10 waren in der Lage, aktives Batroxobin zu produzieren erreichten jedoch nicht das
Expressionsniveauvon K3 pPIC9_WT.Der Grund dafir war, dass durch die Zugabe von Zeocinbei der
Expressiondas Zellwachstum verzdgert wurde. Dies konnte durchden Verzicht auf Zeccin, dasnach der
Selektion aufgrund der Mehrfachinsertion ins Genom nicht mehr notig ist, wahrend der
Proteinexpression verbessert werders*®

Weitere Arbeiten unter meiner Betreuung auf dem Thema der Expressionsoptimierung waren ein
Forschungspraktikum und eine weiterfiihrende Abschlussarbeit von A. Herbst. In diesen Arbeiten wurde
ein Viabilitatstest mit Resazurin etabliert. Durch den Viabilitat stest konnte fur die Expression von
Batroxobin nachgewiesen werden, dass die Zellen nach 48 Stunden im Schikanekolben die hdchste
Viabilitdt besalRen. AuRerdem konnte bestatigt werden, dass die Zufuhr von Sauerstoff durch das
Schutteln in Schikanekolben beser gewahrleistet ist und zu besseren Kultivierung fuihrt. Zusatzlich wirkt
sich die Uberfiihrung der Vorkultur in BMG-Medium mit einer geringen Zellzahl besser auf die
Zellviabilitat der nachfolgenden Kultivierung aus als die Uberfihrung der gesamten Zellzehl in BMG-
Medium. In einem weiteren Experiment wurde eine neue Transformation in kompetenten GS115 Zellen
mit pPICz| gefolgt von einer Selektion auf den Mut®>-Ph&notyp durchgefiihrt, um der Fragestellung
nachzugehen, ob Muf Klone effiziente Batroxobin Produzenten sind. Fir die Expression der Klone mit
His" Mut® Transformanten konnte weder in der SDSPAGE mit Silberfarbung noch im Aktivitatstest
Batroxobin identifiziert werden. Weitere entscheidende Faktoren, die es in Hinblick auf die Steigerung
der Expressionsausbeute von Batroxobin zu klaren gab, waren der Einfluss des HjsTags und einer
zusatzlichen EAEASequenz zwischen demJ-MF und der cDNA von Batroxobin. Die EAEASequenz
moduliert die Effizienz der Abspaltung der Signalsequenz und kann sich somit entscheidend auf den
Proteinexport auswirken. Durch diese Verbesserungsversuchekonnten jedoch keine aktiveren
Transformaten als die bisher identifizierten gefunden werden.

4.6. Syntheseneuer Substrate

Die bisherigen Versuche mit den kommerziellenSerinproteaseSubstraten haben alle einen schlechten
Umsatz fur Batroxobin gezeigt, da das Molekil offenbar nicht besonders gut irs aktive Zentrum passt.
Daher muss ein langerer Ausschnitt aus dem Substrat angeboten werden. Bealer Verlangerung der
Peptidsequenz Gterminal von der Spaltstelle bleibt die Fluorophorstruktur bei der Spaltung des
Substrats aber unbeeintrachtigt und man braucht einen anderen Mechanismus, um sicherzustellen, dass
das gespaltene Substt in seiner Fluoreszenz vomnicht-gespaltenen unterscheidbar ist. Bei der Suche
nach neuen, sensitiven Fluoreszen®Substraten fiel die Wahl daher auf die FRET-Substrate Beim FRET
wird die Energie von einem angeregten Donorfluorophor auf einen Akzeptorfluorophor oder auf einen
Quencher, der selbst nicht fluoresziert, Ubertragen. Quencher und Fluorophor kénnen weiter von der
Spaltstelle entfernt untergebracht werden und stéren nicht die Bindung des Peptids ans aktive Zentrum
Um mit moglichst kurzen Substratsequenzen arbeiten zu kdnnen wurde bei der Auswahl der FRET
Paarebeachtet, dass es sich um maglichst kleine Moleklle handelt, damit die sterische Hinderung des
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aktiven Zentrums gering ist. Des Weiteren wurden FRETPaaregewahlt, die sich nach Literaturangaben
mit einer hohen FRET-Effizienz auszeichnen. Ein weiterer Punkt, der bertcksichtigt wurde, war die
Kompatibilitdét mit der Fmoc -Festphasensynthese ohne aufwandige orthogonale Schutzgruppenchemie
und preisgunstigen AusgangssubstanzenDie Aminosauresequenz bestimmt direkt die Substratspezifiét
sowie die Wasserloslichkeitdes Peptids welche fur die kommerziellen Substrate in den vorherigen
Versuchen ein limitierender Faktor war und verbessert werden sollte Die Peptidlange bestimmt die
raumliche Nahe zwischen Donor und Akzeptormolektlen beeinflusst. Kiirzere Peptide ermdglichen eine
engere Anordnung von Donor- und Akzeptorfluorophoren, was zu einer hdheren FREFEffizienz fiihrt .22°

4.6.1. Synthesevon FREBubstraten

Die verwendeten FRET-Paaremit ihren spektroskopischen Eigenschaften ;d in Tabelle 11 dargestellt.
Der Fluorophor Aminobenzoyl (Abz) wurde in Kombination mit den Quenchern 2,4-Dinitrophenyl
(Dnp), 4-Nitrophenylalanin und 3 -Nitrotyrosin verwendet und ist N-terminal am Peptid angebracht
worden. Die Emission des gespaltenen Substrats kann bei 420 nm und einer Anregungswellenlange von
320 nm nachgewiesenwerden. Abz ist die kleinste bisher beschriebene fluoreszierende Gruppe, und
sollte auch bei kurzen Peptidsequenzen keine Beeintrachtigung der Substratspaltung durch sterische
Effekte verursachen. Dnp ist ein stabiler Quencher und sein Absorptionsspektrurméndert sich nicht mit
dem pH-Wert. SchlieBlich sind Abz und Dnp kostengunstig, kénnen leicht in Peptidsubstrate integriert
werden und gehéren zu den Standardmodifikationen, die von den meisten Peptidsynthesediensten
angeboten werden. Das Abz-4-Nitrophenylalanin-Paar ist ebenfalls kommerziell erhaltlich und ist
bekannt fir seine hohe Empfindlichkeit in der gemessenen FRETSignalstérke selbst gegeniber kleinen
Abstandsinderungen. Jedochhat esim Vergleich zu neueren Produkten einen klaren Nachteil, namlich
eine hohe Hintergrundfluoreszenz, wenn es als il von intern geldschten fluoreszierenden Substraten
verwendet wird. Tryptophan (Trp), 3-Nitrotyrosin sowie N-Methylaminobenzoyl (N-Me-Abz) bieten
ebenfalls interessante Eigenschaftemnind erméglichen eine erweiterte Variationsmdglichkeiten an FRET-
Paaren Tryptophan wird haufig als Donor in FRET-Studien verwendet, da es eine natlrliche Aminosaure
mit intrinsischer Fluoreszenz ist, was die Modifikation und Integration in Peptidsubstrate vereinfacht.
N-Me-Abz absorbiert ahnlich wie Abz N-Me-Abz Licht im UV-Bereich bei 350 nm ist ein etwas grol3eres
Molekil, das durch seine unterschiedliche sterische Konfiguration die Interaktion im FRET-Paar
verandern kann. Es kann sowohl als Quencher als auch als Fluorophor eingeszt werden. 3-Nitro-Tyr
absorbiert ebenfalls im UV-Bereich von 320 nm und kann als effizienter Quencher fiir verschiedene
Donor-Fluorophore eingesetzt werden. Insgesamt bietet dese FRETFPaar eine leistungsfahige und
einfache Alternative fur die Untersuchung verschiedener biologischer Prozesse und Interaktionen auf
molekularer Ebene, wie zahlreiche Beispiele ihrer erfolgreichen Anwendung zeigen?¢24

Tabelle38 Ubersicht zu den verwendeten Fluorophand QuencheiPaaren fiir die FRESubstrate

Fluorophor Quencher Anregung Emission
Abz Dnp 320 nm 420 nm
2-Aminobenzoyl 2,4-Dinitrophenyl

Abz p-N-Phe 320 nm 420 nm
2-Aminobenzoyl p-Nitro -Phenylalanin

Abz 3-N-Tyr 320 nm 420 nm
2-Aminobenzoyl 3-Nitro-Tyrosin

N-Me-Abz Dnp 350 nm 440 nm
N-Methyl-2-Aminobenzoyl 2,4-Dinitrophenyl
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Trp Dnp 280 nm 360 nm

Tryptophan 2,4-Dinitrophenyl
Trp N-Me-Abz 280 nm 360 nm
Tryptophan N-Methyl-2-Aminobenzoyl
(0] (0]
HoN N—AS—As AS,.,—AS 4< 0
2 T A9T ALpTTTTT T n-17_ A9n
NH r\+l//
g
N
o\
(0]
Aminobenzoyl- (Abz) 2,4-dinitrophenyl- (Dnp)

Schemat: Darstellung eines FREPEptidsubstrats mit Abz als Fluorophor und Dnp als Quencher

Zunachst wurden sieben Kombinationen von FRET-Paaren mit der Peptidsequenz GVRGP geplant
(Tabelle 39). Die Peptidsequenz wurde auf Grundlage der Spaltstelle des Aeptids von Fibrinogen
ausgewahlt (Abbildung 45), an der Batroxobin angreift, und auf die fur die Spaltung essenziellen
Aminosauren eingeschrankt, um das Substrat mdlichst klein und die Synthese einfach zu halten. Die
Fluorophore dirfen nicht direkt hinter der Schnittstelle sitzen, so dass nach dem Arg noch Gy und Pro
aus der Sequenz Ubernommen wurdenBasierend auf den Ergebnissen der ersten Charakterisierung der
FRET-Substrate in Hinblick auf die besten spektrokopischen und kinetischen Eigenschaften sollte im
zweiten Durchgang die Aminosauresequenz des besteRRET-Substratsverlangert werden.

{

Mensch ADSGEGDFLAEGGGVR GPRVVERHQSAC
Hund TNSKEGEF|I AEGGGVR GPRI VERXQSAC
Schwein AEVQDKGEFLAEGGGVR GPRVVERHQSAC
Rind EDGSDPPSGDFLTEGGGVR GPRLVERQQSAC

Abbildung45:. Aminoséuresequenzen fur die Spaltstelle der entsprechenden Fibrinogenspezies von Mensch, Hund, Schwein und Rind
durch ThrombinSpaltstelle des Fibrinogeist dargestellt durch den Pfed*8

Tabelle39: Synthetisierte signalgebende Substrate FIREFPaarenan den Terminimit der Peptidsequenz GVRGP

FRETSubstrate
Abz-GVRGP3-Nitro-Tyr
Abz-GVRGPLys(Dnp)

N-Me-Abz-GVRGRLys(Dnp)

Trp-GVRGPRLys(Dnp)
Abz-GVRGP4-Nitro -Phe
N-Me-Abz-GVRGRTrp
Lys(Dnp)-GVRGRTrp
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Die signalgebenden FRETSubstrate flir den Umsatz durch Batroxobin konnten mittels
Festphasensynthese erfolgreich hergestelkverden, wie die massenspelrometrische Analyse bestatigte
Die Reinigung erfolgte per HPLC und lieferte in neun von elf Fallen Peptide mit einer Reinheit von
> 90 %. Die Chromatogramme und Massenspektren sind im Anhangunter Absatz 6.4 gezeigt.

4.6.2. Enzymkinetische Charakterisierung der Peptidsubstrate

Die Charakterisierung der synthetisierten Peptidsubstrate zur Eignung fur den Umsatzdurch Batroxobin
erfolgte zunadchst mit dem in £ pastoris exprimierten und Uber Affinitats chromatografie isolierten
rekombinanten Batroxobin. Zur Kontrolle wurden die Substrate zuséatzlich mit kommerziellem Trypsin
(0,84 uM) charakterisiert. Zur Charakterisierung wurde eine 5 mM Stammlésung der FREFSubstrate in
10% DMSO und Kompetitionspuffer (pH 8) hergestellt, jeweils 500 uM des Substratesmit 50 pL des
rekombinanten Batroxobins (entspricht nach Umrechnung mittels Batroxobin-Standardkurve in
Abbildung 39 (rechts) einer Aktivitdt von 1 BU) in der Kivette vermischt und der Anstieg der
Fluoreszenzintensitatwahrend der Spaltung gemessen.

Tabelle40: Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers fur die Messung der Peptidsubstrate

Substrat Extinktion  [Emission |Spaltbreite |Spaltbreite |Detektor-

(nm) (nm) Extinktion  [Emission  |[spannung
(hm) (nm) V)
Abz-GVRGP |-3-Nitro-Tyr 320 420 5 5 470
AbzGVRGP |-Lys(Dnp) 280 360 5 10 500
N-Me-Abz-GVRGP |-Lys(Dnp) 350 480 5 10 590
Trp-GVRGP |-Lys(Dnp) 280 355 5 10 500
Abz-GVRGP |-4-Nitro-Phe 320 420 5 10 480
N-Me-AbzGVRGP |- Trp 280 355 5 10 500
Lys(Dnp)-GVRGP |- Trp 280 360 5 10 650
Abz-GCGVRGP |R-3-Nitro-Tyr (320 420 5 10 530
Abz-AEGCUGVRGP [R-3-Nitro-Tyr 320 420 5 10 530
Abz-DFLAEG(GVRGP [R-3-Nitro-Tyr {320 420 5 10 530
Abz-GVRGP [R-3-Nitro-Tyr 320 420 5 10 530

Fiur das rekombinanten Batroxobin zeigten die meisten Substrateauch Uber einen langeren Zeitraum

von 30 min keinen messbharen Signalanstiegin der Fluoreszenzmessung (Daten nicht gezeigt). Das
einzige Peptidsubstrat, welches einen messbaren Umsatz mit Trypsin ergab, war das AB3VRGRP3-

Nitro-Tyr (Abbildung 46). Daher wurde das Fluorophor/Quencher-Paar Abz/3-Nitro-Tyr

weiterverwendet und die Aminosauresequenz basierend auf der Sequenz der Spaltslle des Fibrinogen

A-Peptids verlangert (Abbildung 45). Die Arbeiten zu den neuen Substraten verliefen parallel zur
Optimierung der Expression des Batroxobins. Um die Charakterisierung der FREBubstrate zeitgleich

weiterzufiihren, wurde parallel mit kommerziellem Batroxobin, welches aus dem Schlangengift isoliert

worden ist, weitergearbeitet.
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Abbildung46: Umsatz des FRET SubstrstzGVRGB-Nitro-Tyr(500uM)mit 0,84 pM Trypsin

Die Aktivitat der synthetisierten FRET-Substrate wurde erneut mit dem kommerziellem Batroxobin
(Pentapharm, isoliert aus dem Schlangengift von Botrops atrox) und Trypsin (Sigma Aldrich, aus
Schweinepankreas)wie zuvor am Fluoreszenzspektrometer gemessenkFur die Trp-haltigen Substrate
wurden aufgrund der Anregung bei 280 nm UV-Makro-Quarzkivetten verwendet und die restlichen
Substrate  wurden in  PSMikro-Einwegkivetten  gemessen. Die  Einstellungen  des
Fluoreszenspektrometers fiir  Extinktions- und  Emissionsvellenlange,  Extinktions- und
Emissionsspaltbreiten und Detektorspannungsind in Tabelle 40 angegeben. Die Substratlésungen
wurden im Kivettenhalter des Fluoreszenzspektrometers eingesetzt und auf 37°C gewarmt. Die Messung
der Fluoreszenz wurde gestartet und erst danach wurde dasTrypsin bzw. Batroxobin mit einer
Konzentration von 0,84 uM bzw. 1 BU hinzugegeben.

Die hohen Substratkonzentrationen, die fir die Bestimmung des Umsatzfaktors erforderlich sind, fihren
zu einer grof3en Anzahl absorbierender Chromophore in der Losung. Dies kann zu einemAbfall der
Intensitat des Anregungslichts in der Probe flhren, so dass nicht alle Fluorophore angeregt werden.
AuBerdem kann ein Teil des emittierten Lichts von den umgebenden Chromophoren Donor und/oder
Akzeptor) reabsorbiert werden, so dass es den Detektor nicht erreichen kann Abbildung 47).
Infolgedessen ist die gemessene Fluoreszenzintensitat vermindert, was zu einer nichtlinearen Beziehung
zwischen der Produktkonzentration und dem Fluoreszenzsignal fiuhrt und letztlich zu einer
Unterschatzung der tatsachlichen Umsatzgeschwindigkeit.Dieser sogenannte InnetFilter-Effekt (IFE)
ist ein MaR3 dafur ist, um wieviel Prozent, das Signal geschwacht wird. Der IFE wurde fir die einzelnen
FRET-Substrate nach Gl. (22) bestimmt, indem der Inner-Filter-Faktor, welches das Verhéltnis der
Fluoreszenzintensitat eines Fluorophors ohne FREFSubstrat zur Fluoreszenzintensitat in Anwesenheit
des zugehdrigen FRETSubstrats mit einer Konzentration von 500 puM (entsprechend der Konzentration
bei der Aktivitatsbestimmung der FRET-Substrate) wiedergibt, berechnet wurde (Gl. (23)).

(22) 0VO0b p — zZpmm

(23) ‘0Cc™M
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In Tabelle 41 sind die Inner-Filter-Effekte flr die FRETFSubstrate aufgelistet. Man kann erkennen, dass
mit Ausnahme von Abz-GVRGP4-Nitro -Phe durchgehend hohe prozentuale IFE von > 94% vorliegen.
Dies bedeutet, dass bei8 von 11 FRETFSubstraten nur 1-5% Fluoreszenzsignal gemessen wurden. Bei
Lys(Dnp)-GVRGPRTrp und Trp-GVRGPLys(Dnp) erreicht der IFE sogar einen Wert von 998% bzw.
99,7%, sodass < 1% des eigentlichen Signals gemessen werden. Diese hohen IFE resultieren aus der
Tatsache, dass im Messaufbau Kivetten mit einer grof3en Schichtdicke von 10 mm verwendet wurden.
Je hoher die Schichtdicke, desto grofRer ist der Lichtweg, auf dem de Molekile das Anregungs und
Emissionslicht absorbieen und angeregt werden kénnen.

Tabelle41: InnerFilter Effek(IFEder FRE-Bubstrate

FRET-Substrat IFE[%]
Abz-GVRGP-3-Nitro-Tyr 94,9 Kiivette
Abz-GVRGP-Lys(Dnp) 96,7
N-Me-Abz-GVRGP-Lys(Dnp) 97,2
Trp-GVRGP-Lys(Dnp) 99,8 Anregungslicht
Abz-GVRGP-4-Nitro-Phe 49,7
N-Me-Abz-GVRGP-Trp 98,2 ]
Lys(Dnp)-GVRGP-Trp 99,7 |
Abz-GCGVRGPR-3-Nitro-Tyr 94,9
Abz-AEGCGVRGPR-3-Nitro -Tyr 94,9 Emission
Abz-DFLAEG(GVRGPR-3-Nitro-Tyr 94,9
Abz-GVRGPR-3-Nitro -Tyr 94,9

Abbildung47: Schema zuriner-FilterEffekt

Um die gemessene Fluoreszenzintensitaten mit den ermittelten IFE in Konzentrationen umzurechnen,
wurden die Kalibriergeraden fir die Fluoreszenz der Fluorophore in Anwesenheit der entsprechenden
Menge des verwendeten FRETSubstrates, welche zu Beginn der Messung eingesetzt wurde, bestimmt.
Die Kalibriergeraden sind im Anhang unter 3.13.6 gezeigt. Eine Ubersicht der linearen
Anfangsgeschwindigkeiten fir den Umsatz durch Trypsin und Batroxobin ist in Abbildung 48 dargestellt.
Beim Umsatz durch Trypsin ergaben sich die niedrigsten linearen Anfangsgeschwindigkeiten fur die
beiden FRETFSubstrate mit dem Donor-QuencherPaar Trp und Lys(Dnp). Die linearen
Anfangsgeschwindigkeiten vo betrugen 0,5 bzw. 0,9 uM/min. Der beste Umsatz ergab sich fur das
Substrat N-Me-Abz-GVRGRTrp mit einer vo von 83,2 uM/min. Bei der Betrachtung der absoluten
Fluoreszenzintensitat zeige sich jedoch, dass das Signal sehr schwach ausgepragt ist (Daten nicht
gezeigt). Dies ist auf den relativ niedrigen Extinktionskoeffizienten von 5600 L M™* cm™ und den bereits
erwahnten hohen IFE zuriickzufiihren.?*® Beim Umsatz durch Batroxobin ist ein @hnlicher Trend fiir die
linearen Anfangsgeschwindigkeiten zu beobachten wie beim Umsatz durch Trypsin. Es gilt zu beachten,
dass die Konzentration an aktivem Trypsin um den Faktor von etwa 100 hoher ist als aktives Batoxobin.
Die linearen Anfangsgeschwindigkeiten fir den Umsatz mit Batroxobin sind insgesamt um einen Faktor
von etwa 250 niedriger als fir die Reaktion mit Trypsin. Die Lys(Dnp)-Trp Substrate schneiden auch in
diesem Fall mit einer vo von 0,012 bzw. 0,003 uM/min am schlechtesten ab. Der beste Umsatz ergibt
sich fur das Substrat NMe-Abz-GVRGRTrp mit einer vg von 0,27 pM/min. Ein besonderer Fall ist das
Abz-GVRGRP3-Nitro -Tyr, das durch Batroxobin tatsédchlich deutlich schlechter umgesetzt wird als durch
Trypsin.
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Abbildung48: Ubersichtiiber dielinearen Anfangsgeschwindigkeitdar FREFSubstratélinks)beim Umsatzdurch0,84 uM Trypsin
(entspricht ~ 100 Wind (rechts) beim Umsatz durdhBU Batroxobin

4.6.2.1. Die Charakterisierung vooptimierten FREISubstraten

Ausgehend vom FRETPaar Abz/ -3-Nitro-Tyr, welches in den ersten Messungen ohne Berlicksichtigung
der IFE die beste Umsatzgeschwindigkeigeliefert hatte (siehe Abbildung 46), wurde in diesem Ansatz
versucht, durch Sequenzverlangerung basierend auf der Sequenz der Spalttelle des Fibrinogen A
Peptids**® (Abbildung 45), die Bindung an das Enzym und damit die Umsatzgeschwindigkeit zu
verbessern.Dabei wurden im ersten Peptid Abz-GVRGPR3-Nitro -Tyr eine weitere AS an der Position B*
hinzugefiigt und die weiteren Verlangerungen mit jeweils zwei bzw. drei AS erfolgten auf der N-
terminalen Seite vor der Spaltstelle. Die Anfangsgeschwindigkeiten der FRETFSubstrate mit den
verlangerten Aminosauresequenzen fur den Umsatz durch Trypsin und Batroxobin sindn Abbildung 49
dargestellt. Beim Umsatz durch Trypsin ist beim Abz-GVRGPR3-Nitro-Tyr mit nur einer zusatzlichen
Aminosaure, Arginin in P3" -Position im Vergleich zum Abz-GVRGR3-Nitro -Tyr, eine Steigerung desvy
um den Faktor 3,3 von 61 auf 202 pM/min zu erkennen. Die vo der langeren FRET-Substrate liegen bei
ahnlichen Werten von 210-225 pM/min, wohingegen bei Abz-AEGGGVRGPR-Nitro-Tyr im Vergleich
eine niedrigere vo von 130 uM/min vorliegt. Beim Umsatz durch Batroxobin gibt es einen deutlichen
Trend der Zunahme der vo mit langerer Aminosauresequenz. Die Verlangerung um eine weitere
Aminosaure in P3" -Position fihrt in diesem Fall bereits zu einer Steigerung der vy von 0,019 auf 1,4
UM/min. Dies entspricht einen Faktor von ca. 73. Die vo bei AbzGGGVRGPR3-Nitro-Tyr ist mit 7,5
pM/min nochmal hoher, was einem Faktor von etwa 5 entsprichtin Vergleich zum vorherigen FREF
Substrat Die Verlangerung um die Aminosauren Alanin und Glutaminsdure in P5 und P6-Position flhrt
auch beim Umsatz durch Batroxobin zu einer Verminderung der vo, in diesem Fall von 7,5 auf 6,3
HM/min. Einen weiteren Anstieg des vo um einen Faktor ca drei von 6,3 auf 22 pM/min wurde fir das
l&angste Peptid verzeichnet.
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Abbildung49: Ubersicht der linearen Anfangsgeschwindigkeiten furogiemierten FRETSubstrate(links)beim Umsatzdurch 0,84 pM
Trypsin.und (rechtd)eim Umsatzdurch 1 BU Batroxobin.

Bei der Beurteilung der Umsatzeffizienz bei Hinzufligen weiterer Aminosauren zur Spaltsequenzist zu
bericksichtigen, dass die Fluorophore die Bindestelle dejeweils nachsten Aminoséure einnehmen. Das
Besetzen der Bindestellevon Arginin an der Position P3* g I-GVRGP8-Nitro-Tyr durch das 3-Nitro-
Tyr (3NT) kdnnte somit die Interaktion des Substratsmit seinem aktiven Zentrum beeintrachtigen, was
zu einer Verringerung des Umsatzesdurch Batroxobin fihrt. Im Falle des hinzugefiigten positiv
geladenenArginin aus der natirlichen Substratsequenz konnten elektrostatische Wechselwirkungen mit
negativ geladenen Resten im aktiven Zentrum von Batroxobinstattfinden und so die Bindungsaffinitat
zum Protein verbessern Dariiber hinaus ist 3NT eine grol3e Aminosaure, uind ihre Anwesenheit an der
Position P3* i Al | reine sterschéd Hindeung oder eine Anderung der Konformation der Reste im
aktiven Zentrum verursachen, was die Gesamtstabilitit des Proteins und die Interaktion mit dem
Substrat beeintrachtigt. Dies erklart die deutliche Zunahme der Umsatzgeschwindigkeit beim ersten
verlangerten Substrat AbzGVRGPR3-Nitro -Tyr, wo das 3NT nicht mehr die Bindestelle vom Arginin in
N1~ cgl | gk ldie #er rdichstdm &aPgll  déh’der Spaltstellensequenz inAbbildung 45, was
Val, Leu oder lle entspricht. Die Wechselwirkung von Arginin in der Bindungsstelle S3 fuhrt zu einer
weiteren Zunahme der Umsatzgeschwindigkeit im Vergleich zum vorherigen Substrat.In diesem Fall
wirkt die Besetzung der Bindestelle durch das3NT nicht beeintrachtigend. Dies ist mitunter aus der
Tatsache abzuleiten, dass diese Position zwischen dem Fibrinogen aus den verschiedenen Spezies nicht
konserviert ist und eine gewisse Flexibilitat bei der bei der Bindung von Aminosaurerestenerlaubt. Bei
den Verlangerungen links von der Spaltstelle ist ebenfalls ein Trend in Richtung Verbesserungler
Aktivitat beobachtet worden. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass in diesem Fall ebenfalls die Besetzung
der Bindestellen von Gly, Glu und Leu durch Abz durch die jeweils nachste Verlangerung aufgeloben
wurden. Durch die langeren Substrate sind mehr spezifische Kontakte mdglich sind und die Affinitat
zum Substratwird erhéht . Was die Zunahme der Aktivitat des Substrats mit hinzugefuigtem Glu angeht,
sei bemerkt, dass dasi\bz im vorherigen Substratmaoglicherweise eine spezifische Bindungsstelle besetzt,
die fir die Konformation des Enzyms entscheidend istsodass deen Freisetzungebenfalls zur Steigerung
der Aktivitat des Enzyms fuhren kénnte, indem das Substrat effizienter gebunden werden kann.
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4.6.3. Verringerungdes hner-Filter Effekts

Die hohen IFE fur die FRET-Substrate beeintrachtigen die Fluoreszenzmessungen und verfalschen die
Messungen. Aus diesem Grund wurde versuchtlen IFF, also das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitat
des entsprechenden Fluorophors in Anwesenheit des zugehotrigen FRESubstrats zur
Fluoreszenzintensitat ohne FRETSubstrat (siehe 4.6.2, GI.(23)), zu minimieren. Dazu wurden zum
einen Messkivetten mit geringerer Schichtdicke und anderer Anordnung getestet. Darlber hinaus
wurden die Anregungs und Emissionswellenl&angebei der Messunggeandert, um die Absorption durch
die FRETFSubstrate in der Losung zu verringern. Zur Bestimmung des IFF in Abhangigkeit von der
Wellenlange wurde jeweils 50 pM Anthranilsdureamid (ASA), welches dan Fluorophor Abz konjugiert
an das gespaltene Peptidfragment entspricht in die Kivetten pipettiert und die Fluoreszenz in
Anwesenheit von 200 uM des FRET Peptids AbGVRGR3-Nitro -Tyr fur den Anregungsbereich von 300
360 nm jeweils bei Emissionswellenlangen von 420, 440, 460, 480 und 500 nm und einer
Detektorspannung von 500 V gemessen. Nach Abzug des Hintergrundsignals wurden die IFRus dem
Verhaltnis der jeweiligen Fluoreszenz ohne FRET Peptitherechnet undgegen die Anregungswellenlange
aufgetragen.Zum besseren Verstandnis dekVellenlangenabhéngigkeit des IF- sind die Absorptions- und
Fluoreszenzgektren vom Anthranilsdureamid in Abbildung 50 dargestellit.
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Abbildung50: (Links)Absorptionsspektrum von Anthranilsdureamidrgwelliges Maximurbei 330 nm) (Rechts)
Fluoreszenzspektrum von Anthranilsaureamid. Anred20@450 nmbei 420 nM Emissionswellenlange gemesdemission 3050
nmbei 320 nm Anregungswellenldnge gemesdexitationsmaximum bei 330 nm uBgissionsmaximum bei 420 nm.

Im ersten Ansatz wurden die bisher genutzten QuarzMakrokiivetten zur Messung der IFF in
Abhéngigkeit der Anregungs und Emissionswellenlangen verwendet. Bei Wellenlangen aul3erhalb des
Absorptionsmaximumswird ein geringerer Teil des Anregungs und kurzwelligen Emissionslichts durch
den geldsten Fluorophor in der Losung absorbiert. Die resultierenden Kurven fur die IFF sind in
Abbildung 51 dargestellt. Das Absorptionsmaximum von 2Aminobenzamid liegt bei etwa 330 nm. Wenn
die Anregungswellenlange Uber diesen Bereich hinausgeht, kann immer weniger von dem Molekiil Licht
absorbieren. So nimmt auch der IFF ausgehend von den héchsten Werten beim Anregungsmaximum
immer weiter ab, je weiter die Anregungswellenlange erhdht wird. Das Minimum lag mit einem IFF von
etwa 1,15 bei 365-370 nm. Der Unterschied zwischen den verschiedenen Emissionswellenlangen war
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dabei sehr gering und zu vernachlassigen. Ab 380 nm Anregung war das Fluoreszenzsignal bereits so
schwach, dass das Hintergrundrauschen zu einer hohen Streuung der IFF fuihrte.

Em420nm 500V
Em440nm 500V
Em460nm 500V
Em480nm 500V
Em500nm 500V

o4ronm

Inner-Filter-Faktor

T T T T T T T T T 1
300 320 340 360 380 400
Anregungswellenlange [nm]

Abbildung51: Inner-Filter Effekte fiir die Fluoreszenzmessumgylakro-Quarzkiivette Die Detektorspannung des Photomultipliers
betrug 500 V fiir alle Messunges0 pM Anthranilsdureamid wurden jeweils mit und ohne 200 pM PeptidsubstraGMRGPR-
Nitro-Tyr gemessen und daraus der IFF berechnet.

Im zweiten Ansatz wurden Dreieckskivetten in Front-Face Anordnung getestet(siehe Schema in
Abbildung 52). Durch diese Anordnung soll gewéhrleistet werden, dass der Lichtweg durch die Probe
mdglichst gering ist. Dadurch ist es méglich, die Fluoreszenz in einer konzentrierten Lésung oder sogar
in festem Zustand (pulverisierte Proben und intaktes Gewebe) zu mesen?° Bei dieser Anordnung trifft
das Anregungslicht nur auf die Oberflache der festen Probe oder dringt Uber eine sehr kurze Strecke in
die flissige Probe ein.Die IFF in der Dreieckskivette in FrontFace Anordnung fir den Anregungsbereich
von 300-360 nm bei den jeweiligen Emissionswellenlangen von 420, 440, 460, 480 und 500 nm sind in
Abbildung 52 dargestellt. Bei den Emissionswellenlangen 480 und 500 nm war die Intensitat des
Fluoreszenzsignals sehr gering, sodass die Streuung der IFF aufgrund des Hintergrundrauschens sehr
hoch ist. Bei den Gbrigen Emissionswellenlangen ist ein Minimum des IFF beca. 330 nm zu beobachten.
Die IFF betragen im Minimum etwa 1,6 fur die Emission bei 420 nm und etwa 1,2 fir die Emissionen
bei 440 und 460 nm. Ein weiterer Storfaktor fur die Wahl der Dreieckskiivetten ist das Artefakt eines
Peaks bei 370 nm (nicht dargestellt), der vermutlich durch Reflexion verursacht wird.
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Abbildung52: Inner-Filter Effekifiir FrontFace Anordnung der Dreieckskiivets® uM Anthranilsaureamid wurden jeweils mit und
ohne 200 pM PeptidsubstratbzGVRGPR-Nitro-Tyr gemessen und daraus der IFF berechnet.

Beim letzten Kivettenmodell, fur dasder IFF gemessenwurde, handelt es sich um Mikro-Quarzkivetten
mit einem Querschnitt von 2x10 mm. Aufgrund der unterschiedlichen Weglangen sind zwei
verschiedene Anordnungen im Strahlengang mdglich, parallel und senkrecht zum Anregungslicht. In
Abbildung 53 sind die IFF fur die parallele Anordnung dargestellt. Der Verlauf der Kurven fir die
verschiedenen Emissionen ist &hnlich wie fir die MakroQuarzkivette (Abbildung 51). Der Unterschied
zwischen den Emissionswellenlangen ist vernachlassigbar klein. Die IFRehmen von einem Anfangswert
von 2,7-2,8 bei 300 nm mit zunehmender Anregungswellenlédnge bis zu einem Minimum von 1,7 bei
365 nm kontinuierlich ab. Die IFF ab 380 nm sind aufgrund des bereits erwahnten schwachen Signals
gegeniber dem Hintergrundrauschen mit einem hohen Fehler versehen und damit nicht ausagekréaftig.
Bei der senkrechten Anordnung der Kuvette zum Lichtweg fallt auf, dass die IFF zwar auch hier von 300
bis 360 nm kontinuierlich abnehmen, jedoch in einem geringeren Ausmal3. Ein weiterer Untersched ist,
dass sich die IFF in Abhangigkeit von der Emissionswellenldnge stark unterscheiden. Mit zunehmender
Emissionswellenlange nimmt die IFF ah da mit zunehmender Emissionswellenléange weniger Licht von
den absorbierenden Molekilen abgeschwéachtwird . Bei Wellenlangen von 420 und 440 nm ist die IFF
mit 3-3,3 verhaltnismafig hoch, wohingegen die Wellenlangen 480 und 500 nm niedrigere IFFWerte
von 1,8-2 bzw. 1,5-1,6 zeigen. Bei 460 nm Emissionsvellenlange liegen die IFFWerte ebenfalls auf
hohem Niveau von 2,4-2,6.
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Abbildung53: InnerFilter Effekt fiMikro-Quarzkivettan paralleler Anordnung zum Lichtweg) uM Anthranilsdureamid wurden
jeweils mit und ohne 200 uM Peptidsubstrat AB¥RGPR-Nitro-Tyr gemessen und daraus der IFF berechnet.
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Abbildung54: InnerFilter Effekte fiiMikro-Quarzkiivetten senkrechter Anordnung zum Lichtwé&@. uM Anthranilsaureamid wurden
jeweils mit und ohne 200 uM Peptidsubstrat AB¥RGPR-Nitro-Tyr gemessen und daraus der IFF berechnet.
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Bei zusammenfassender Betrachtung sind die MakreQuarzkivetten aufgrund des niedrigsten IFF
Wertes von ca. 1,15 bei einer Anregung von 365 nm und Messung der Emission bei 460 nm am besten
geeignet fur die Fluoreszenzmessungen der FREBubstrate. Jedoch wude aufgrund des hohen
Verbrauchs an Reagenz bei Verwendung der Makreékivetten auf die Mikro-Kilvette in paralleler
Anordnung mit einer Anregungswellenlange von 365 nm und einer Emissionswellenlange von 460 nm
zurlckgegriffen. Die optimalen Wellenlangen entsprechen dabei 365 nm fir die Anregung und 460 nm
fur die Emission, da der beste Kompromiss aus einem niedrigen IFWert von 1,7 und einem
Emissionssignal mit ausreichend starker Intensitat vorliegt.

Ein weiterer Test zum Inner-Filter Effekt war die Bestimmung der Konzentrationsabhangigkeit vom
FRET-Substrat Dazu wurden die IFE fur 0,005 pmol und 0,025 pmol Anthranilsaureamid (ASA) jeweils
in Anwesenheit von 15 bis 500 uM des FRET Peptids AbVRGPR3-Nitro-Tyr in Makro-Quarzkivetten
bestimmt (siehe Tabelle 42). Die Absorptions- und Fluoreszenzspektren vom FluorophorAbz-GVRGP3-
Nitro-Tyr sind in Abbildung 55 dargestellt. Peptidkonzentrationen von 15 bis 500 uM wurden sind so
gewahlt, da sie den typischen Werten fir den ZwetFelder-Assay entsprechen(1-2 Ky fir die niedrige
Substratkonzentration und etwa 10x Ky fir die hohe Substratkonzentration).
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Abbildung55: (Ober) Absorptionsspektrum von ABZVRGE-Nitro-Tyr (50uM) (Linkg Extinktions und Emissionsspektrum vaxbz
GVRGB-Nitro-Tyr (500 uM und (Rechtshach Spaltung Excitation 320nm, Emission 420hm, Spaltbreiterb/5 nm,Detektorspannung
500V)
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Die Auftragung der IFE gegen die Konzentration des FRE-Peptids ist in Abbildung 56 gezeigt. Es ist zu
erkennen, dass @r IFE erwartungsgemal® bei Zunahme der Konzentration des anwesenden FRET
Substrats hyperbolisch zunimmt. Bei 500 pM ist bereits ca. 70 % des IFE erreicht. Dies zeigt, dass die
effektivste Methode zur Minimierung des IFE die Verwendung von niedrigeren Substrakonzentrationen
ist. Aufgrund der begrenzten Sensitivitat der verwendeten Fluoreszenzspektrometers und der geringen
Fluoreszenzintensitat der FREFSubstrate war es jedoch unausweichlich, htéhere Konzentrationen von
mindestens 500 puM zu verwenden, um nochausreichend messbare Signale zu erhalten.

Tabelle42: Ubersicht der IFF und IFEAnwesenheit des FRET Peptids-GWRGPR-Nitro-Tyr mitjeweils0,005 pnol und 0,025 pmol
Anthranisdureamid.

0,005 pmol Anthranilsdureamid 0,024 pmol Anthranilsdureamid
Konzentration des | Inner-Filter Faktor | Inner-Filter Effekt Inner-Filter Faktor | Inner-Filter Effekt
FRET-Substrats
UM % %
15 1,0 0,0 1,0 0,0
30 1,0 2,4 1,0 4,7
50 11 8,2 1,1 6,4
70 1,2 18,5 1,2 17,9
80 1,3 22,7 1,3 24,4
100 1,3 22,9 1,4 27,2
200 1,8 45,3 1,8 45,7
250 1,8 43,0 1,8 44,8
350 2,9 65,6 29 65,3
500 3,6 72,0 3,3 69,8
O 0,005 pmol Anthranilamid
X 0,024 pmol Anthranilamid
80 -
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Abbildung56: Abhéngigkeitles Inner-Filter Effektsvon der Konzentratiodes FRET Peptids AB¥RGPR-Nitro-Tyr mit 0,005 pmol
und 0,025 pmol Anthrariiureamidin Duplikatenbestimmt
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Aus diesen Messungen wird deutlich dass der InnetFilter Effekt der FRETSubstrate einen deutlichen
Einfluss auf die Fluoreszenzmessungen hat und die Kalibrierung de Fluoreszenzsignals beim
Substratumsatz durch Messung der Kalibrierkurven in Anwesenheit der entsprechenden Menge des
jeweils verwendeten FREFSubstrateserfolgen muss (siehe3.13.6).

4.6.4. Bestimmung der enzymkinetischen Parameter fur di®EISubstrateund Durchfihrung des
Kompetitionsassays

Die Ku-Werte des kommerziellen Batroxobins (Pentapharm) wurden fiir die ausgewéhlten FRET
Substratemit verlangerter AS-Sequenznach Vorschriftin 3.13.4 in Einfachmessungenbestimmt (Tabelle
43). Die niedrigste Km und zugleich die hochste vmax ergaben sich fiir das drittlangste und das langste
FRET-Substrat mit 169 += 1 pM und 11 * 1 nmol min™® BU! bzw. 215 + 19 pM und
18+ 3nmol min*BU'. Die Ky-Werte fiir die FRET-Substrate AbzGVRGPR3-Nitro-Tyr und
Abz-AEGGGVRGPR-Nitro-Tyr lagen dagegen lediglich bei 895+ 94 und 915 + 120 pM. Die Ky von
Thrombin lag flr das beste Substrat ZGPRAMC vergleichsweise bei 20 + 2,1 uM. Fir die
Kompetitionsassays wird eine niedrige Konzentration mit 02-fach bis zweifacher Ky fir die erste
Messung und eine hohe Konzentration von 16fach Ky fUr die zweite Referenzmessung bendtigt.
Aufgrund des Konzentrationsbereichs von Fibrinogen fir den Kompetitionsassaywird eine Ky von
maximal 200 uM benétigt, da sonst die hohe Konzentration aufgrund der Loslichkeit der Substrate nicht
mehr realisierbar ist und der IFE des Substratsim Kompetitionsassay zu hoch wird. Die Substrate mit
einer Ky von 895 + 94 und 915 + 120 pM kommen somit fur einen Kompetitionsassay mit Fibrinogen
nicht in Frage und wurden nicht weiter beriicksichtigt. Die Streuung der Messwerte Uber den
Lineweaver-Burk-Plot und Uber die Michaelis-Menten-Funktion in Origin waren fir die meisten
Substrate ungewdhnlich hoch (siehe Anhang 6.7). Daher wurden die enzymkinetischen Parameter fir
das beste getestetd-RETSubstrat, d.h. Abz-GGGVRGPR3-Nitro-Tyr, mit mehr Substratkonzentrationen
erneut bestimmt. Das LineweaverBurk-Diagramm zeigte eine Regressionsgerade mit hoherem
Bestimmtheitsmal3 von 0,99 (Abbildung 57, links). Es wurde eine Ky von 395 + 53 pM bestimmt und
die Vmax betrug 3 £ 1 nmol min*BU?,

Tabelle43: Ubersicht deiky und vimaxWerte fir denUmsatz ausgewahlter FRETibstrate mit 1 BU Batroxobin

FRETSubstrat Kwv [UM] Vmax[NMol min™* BU?]
Abz-GVRGPR3-Nitro -Tyr 895+ 94 1+0,1
Abz-GGGVRGPR3-Nitro -Tyr 169+1 11+1
Abz-AEGCGVRGPR3-Nitro -Tyr 915+ 120 651
Abz-DFLAEG(GVRGPR3-Nitro -Tyr 215+19 18+3
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Abbildung57: (Links)LineweaveiBurk Diagramm fliden Umsatz vokbzGGGVRGPRNitro-Tyrdurch 1 BU hochreinem Batroxobin
(Pentapharm). Doppelt reziproke Auftragung der Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der Enzymkinetik
Messung von Batroxobin mit dem SubstAdizGGGVRGPRNItro-Tyrim Konzentrationsbereich von 15 bis 500 |De ermittelte
Regressionsgerade isth 125624 + 2160 min umdiuM * ¢1 +318 + 55 min pmdl. (Rechts) Umsatzfaktorkurve fiir 100 uM und 2000
UM AbzGGGVRGPRNItro-Tyr durch 1 BU in Anwesenheit von 0 bis 3 mg/mL Fibrinogen.

Der Kompetitionsassay wurde zunachst mit Abz-GGGVRGPR3-Nitro-Tyr durchgefihrt. Aufgrund der
begrenzten Léslichkeit und der Problematik mit dem Inner-Filter Effekt wurden als hohe und niedrige
Konzentration fir das Substrat 100 uM (entspricht 0,25x Ku) und 2000 uM (entspricht 5x Kv) festgelegt.
Die Umsatzfaktorkurve wurde bestimmt und ist in Abbildung 57 rechts dargestellt. Die Kurve weist
keinen klaren Trend auf und die Umsatzfaktoren unterscheiden sich nur sehr geringfigig fir die
einzelnen Fibrinogenkonzentrationen mit Werten zwischen 1,5 bis 1,7. Bei Berechnung der
theoretischen Umsatzfaktoren anhand der Gl (17) in Kapitel 1.3.3 war eine simulierte
Umsatzfaktorkurve mit einer dynamischen Breite zwischen 4 und 14 zu erwarten. Bei Betrachtung der
einzelnen Umsatzkurven fur 100 pM und 2000 pM Substrat in  Abhangigkeit der
Fibrinogenkonzentration lasst sich erkennen, dasssich die Umsatzgeschwindigkeiten zwischen den
beiden Konzentrationen kaum unterscheiden. Der Bereich der gewéhlten Substratkonzentrationen ist
somit nicht ausreichend grof3, sodassdie Voraussetzungdas Zwei-Felder-Prinzip nicht erfillt ist. Dies ist
auf die hohe Kv des Substrats zurtckzufiihren. Des Weiteren war auch bei der niedrigeren
Substratkonzentration kein grof3er Effekt durch die Kompetition mit dem Fibrinogen zu erkennen. Eine
weitere Erniedrigung der Substratkonzentration fuhrte ebenfalls zu keiner deutlichen Inhibierung des
Substratumsatzesbei Anwesenheit von 0,53 mg/mL Fibrinogen, was darauf schlieRen lasst, dass die
Batroxobin-Probe moglicherweise weitere Proteasen enthalten konnte die unabh&angig von der
Kompetition durch das Fibrinogen einen Hintergrundumsatz erzeugen Diese Annahme wird auch durch
das SDSPAGE Geles verwendeten kommerzellen Batroxobin-Préparatsin Abbildung 58 bekraftigt. Es
sind neben der Batroxobin-Bande weitere Banden im Gel zu sehen, die autindere Proteasen aus dem
Schlangengift deuten kénnten. Um zu bestimmen, welche der Banden in einem SDSPAGEGel von einer
Serinprotease stammen, kénnte eine Ingel-ProteaseAktivitatsfarbung durchgefihrt werden, bei der das
SDSPAGEGel nach der Elektrophorese in einem Puffer inkubiert wird, der den optimalen pH-Wert und
die lonenstarke aufrechterhalt und dadurch die Aktivitat der Protease unterstiitzt. Andernfalls I&sst sich
auch eine nicht-denaturierende PAGE durchfihren um die Aktivitdt der Serinproteasen in der zu
untersuchenden Probe aufrechtzuerhalten. AnschlieBend kdnnen drch Zugabe eines spezifischen
signalgebenden Substrats, das von Serinproteasen erkannt und gespalten wird, diejenigen Banden
visualisiert werden, welche Serinproteasen enthalten Die Anwesenheit weiterer Proteasen wirde sich
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auch auf die Ku Messung ausvirken, sodass die bestimmten Werte nicht aussagekréftig sind und erneut
mit neuem, reinem Batroxobin bestimmt werden missten.

180 kDa

100 kDa
75 kDa

63 kDa — | —

48 kDa -

35 kDa

25 kDa

Abbildung58: SDPAGHE>el vom kommerziellen BatroxobiRarbung durch Coomassizie Hohe der Batroxobinbande ist mit einem
Pfeil gekennzeichngDuplikat o . z&igt dieBahnenmit BatroxobinProbe -6 @S NR S dzBdhe® K i t S SNB

4.6.5. Charakterisierungler FRE-Bubstrateunter optimierten Bedingungen

4.6.5.1. Enzymkinetische Parameter

Fur die neue enzymkinetische Charakterisierung der FRETSubstrate unter optimierten Bedingungen
wurden jeweils 250 uM Substrat bei 37°Cdurch 1 BU hochreines Batroxobin (welches freundlicherweise
von Pentapharm unentgeltlich zur Verfigung gestellt wurde) in Quarz-Mikrokivetten (2x10 mm
Lichtweg) mit paralleler Anordnung zum Strahlengang umgesetzt. Die Kalibriergeraden fir die
entsprechenden Substrate mit den spezifischen Fluoreszenzspektrometefinstellungen sind im Anhang
unter 6.8 zu finden. Es wurden mindestens 6 Substratkonzentrationen zur Erstellung der
Kalibriergeraden verwendet. Aufgrund der Tatsache, dass der IFE durch die Verwendung von
Mikrokuvetten und geringerer Konzentration von FRETSubstrat reduziert werden konnte, waren die
linearen Anfangsgeschwindigkeiten um einen Faktor von etwa 10 héher im Vergleich zu der vorherigen
Charakterisierung (vgl. Abbildung 49). Die linearen Anfangsgeschwindigkeiten bgen bei der neuen
Charakterisierung der FRETSubstrate zwischen 0,24 und 2,16 pM/min (Abbildung 59). Die beiden Trp-
haltigen Substrate Lys(Dnp}>GVRGPRTrp und N-Me-Abz-GVRGRPTrp wiesen hierbei die niedrigsten vo
mit 0,4 und 0,24 pM/min auf , wohingegen bemerkenswerterweise da=RETSubstrat mit N -terminalem
Trp Trp-GVRGRPLys(Dnp) die hdchste vo mit 2,16 pM/min aufwies. Die Ubrigen FRETFSubstrate lagen
mit einer vo von 0,74 bis 1,22 uM/min dazwischen
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Lys(Dnp)-GVRGP-Trp 0,40

N-Me-Abz-GVRGP-Trp 0,24

Abz-GVRGP-4-Nitro-Phe 1,22

Trp-GVRGP-Lys(Dnp) 2,16

FRET Substrat

N-Me-Abz-GVRGP-Lys(Dnp) 1,00

Abz-GVRGP-Lys(Dnp) 1,07

Abz-GVRGP-3-Nitro-Tyr 0,75

ollllo,s 1IIII1,5 2
lineare Anfangsgeschwindigkeit [uM/min]

Abbildung59: Ubersicht der linearen Anfangsgeschwindigkeiten flirrRETSubstratebeim Umsatzdurch 1 BU hochreinem
Batroxobin

Der anfangs mit selbst hergestelltem rekombinantem Batroxobin erhaltene Trend mit dem einzig
messbaren Signal fir das FRETFSubstrat Abz-GVRGR3-Nitro-Tyr lieR sich mit dem hochreinem
kommerziellen Batroxobin nicht reproduzieren. Die Charakterisierung der FRETSubstrate unter
optimierten Messbedingungenbestatigte, dass die Verlangerung der Aminosauresequenz auf Grundlage
der Spaltstelle von Fibrinogen die lineare Anfangsgeschwindigkeitdeutlich steigert. Das Basissubstrat
Abz-GVRGP3-Nitro-Rwp “cqgcr xr | _af bcp Qaflgrrqgrcjjc bcqg ?p
Npmj gl bgc Nmqggr g Bdreitsheide zusgtdicha@mmagsanike, rgigih in der P3"-Stelle
erhdht vo um den Faktor 5 von 0,75 auf 3,77 uM/min und die Erweiterung durch zwei weitere Glycine
in P3 und P4-Position sogarzusatzlich um den Faktor 10 von 3,77 auf 36,79 uM/min . Die AS Alaninan
der Position P5 und Glutaminsaure an Position P6 haben keinen wesentlichen Einflussauf vo. Ein
weiterer deutlicher Anstieg ergibt sich durch die Erweiterung desFRET-Substrats um Asparaginsaure an
Position P7, Phenylalanin an Position P8 und Leucin an Position P9. Dabei steigt vo von 37,63 auf 146,63
UM/min.

120



Abz-DFLAEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr 146,63

Abz-AEGGGVRGPR-3-Nitro-Tyr 37,63
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Abbildung60: Ubersicht der linearen Anfangsgeschwindigkeiten fiirogimierten FRETSubstratebeim Umsatzdurch1 BU
hochreinem Batroxobin

Die Bestimmung derKy-Werte fir die FRET-Substrate mit dem neuen reinen Batroxobin ergab ebenfalls
einen von der Lange des Peptidsequenz abhangigen Tren@Tabelle 44). Das kurze Substrat hate mit
1408 uM die hdchste Ky, dicht gefolgt von den beiden langeren Substraten mit 1023 und 1151 pM. Alle
drei Peptide eigneen sich aufgrund ihrer hohen Ky nicht fir die Verwendung im Kompetitionsassay. Das
langste Substrat hate mit 339 UM die niedrigste Ku und wurde fir den Kompetitionsassay verwendet.
Die vmax der optimierten FRETFSubstrate mit dem hochreinen kommerziellen Batroxobin sind ebenfalls
in Tabelle 44 dargestellt. Die héchsten Umsatzgeschwindigkeiten ergeben sich flr dag\bz-GGGVRGPR
3-Nitro-Tyr mit 80 nmol min* BU* dicht gefolgt vom Abz-DFLAEGGGVRGPR-Nitro-Tyr mit 60 nmol
minBU™. Im Vergleich zu den Umsatzgeschwindigkeiten des verunreinigten kommerziellen Batroxobin
(siehe 4.6.4) haben sich die Umsatzgeschwindigkeiten fur dieses hochreine Batroxobin um den Faktor
von mindestens 5 erhoéht.

Tabelle44: Ubersicht der -und vimacWerte beim UmsatdesFRETSubstras durch 1 BU hochreinem Batroxobin.

FRET-Substrat Ky [uUM] Vmax [NMol min* BU?|
Abz-GVRGPR3-Nitro-Tyr 1408 5
Abz-GGVRGPR3-Nitro-Tyr 1023 80
Abz-AEGCGVRGPR3-Nitro-Tyr 1151 39
Abz-DFLAEG(GVRGPR3-Nitro-Tyr 339 60
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dassi€l Ergebnissezum Umsatz mit hochreinem Batroxobin
aus Schlangengiftmit verschiedenen FRETSubstraten neue Informationen liefern und das bekannte Bild
der Fibrinogen-Batroxobin-Interaktion ergéanzen Batroxobin gehdrt zur Familie der Serinproteasen.
Batroxobin und Thrombin weisen Ahnlichkeiten in der Substratspezifitat auf, da beide bevorzugt Arginin
gegeniiber Lysin an der Spaltstelle hydrolysieren:®® Jedoch sind auch gewisse Unterschiede zu erkennen,
da Batroxobin an verschiedenen Positionen des Substrats eine andere Substratspezifitat aufzeigbo hat
Thrombin eine starke Aktivitat gegeniber Substraten mit Prolin an der P2Position, wahrend Batroxobin
geringere Aktivitat gegenlber solchen Substraten aufweist. Im Gegensatz dazu zeigt Batroxobin eine
starkere Aktivitat als Thrombin gegentber Substaten mit Leucin an der P2-Position, wie beispielsweise
bei H-D-Val-Leu-Arg-p-Nitroanilid. Die FRETFSubstrate, die in den Experimenten verwendet wurden,
sind Peptidsequenzen, die auf der Spaltstelle von Fibrinogen basieren und von Batroxobin gespalten
werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die Lange und die Aminosauresequenz der FRiSUbstrate die
Affinitat und die enzymkinetischen Parametervon Batroxobin signifikant beeinflussen. Die niedrigsten
Ku-Werte wurden fiir das langste FRETSubstrat gefunden, wahrend die Ky-Werte fir die kirzeren
Substrate deutlich hther waren. Dies deutet darauf hin, dass die Verlangerung der Aminosauresequenz
auf Basis der Spaltstelle von Fibrinogen zu einer verbesserten Bindung von Batroxobin an das Substrat
fuhrt. Interessanterweiee wurde jedoch festgestellt, dass die k-Werte fir die FRET-Substrate Abz
GVRGPR3-Nitro-Tyr, Abz-GGGVRGPR3-Nitro -Tyr und Abz-AEGGGVRGPR-Nitro-Tyr im Vergleich zur
Kw fir den Umsatz mit Thrombin deutlich héher waren. Dies legt nahe, dass Batroxobin im Vergleich zu
Thrombin eine geringere Affinitat fur diese Substrate aufweist, was auf Unterschiede in der
Bindungsstelle oder im aktiven Zentrum hinweist. Die Verlangerung der Aminosauresequenz auf der
Basis der Spaltstelle von Fibrinogen fihrte zu einer dedlichen Steigerung der linearen
Anfangsgeschwindigkeit, wobei insbesondere die zusatzlichen Aminosauren Arginiran der Position P3",
Glycin an Positionen P3 und Asparaginsdurean Position P9 eine deutliche Verbesserung zeigten. Dies
legt nahe, dass diese Aminosduren in der Substratsequenz fir die Wechselwirkung mit Batroxobin
wichtig sind und die optimale Erkennung und Spaltung von Fibrinogen durch Batroxobin férdern. Nicht
natiirliche AS an diesen Positionenwerden dagegennicht toleriert , was insbesondereim Fall des Nitro-
Tyr an der Arg-Position ist zu sehen ist Die Wechselwirkung der zusatzlichen Aminosauren am N
Terminus lasst auf dne zusatzliche Bindungsstelle aulRerhalb des aktiven Zentrums im Batroxobin
ahnlich des Anionen-Binding Exosite in der Fibrinogen-Thrombin-Interaktion schlie3en, die durch die
negativen geladenen Reste in der verlangerten Sequenz des FRESubstratesgebildet wird.

4.6.5.2. Kompetitionsassay mit dem Substrat mit niedrigsteny K

Der Kompetitionsassay wurde mit dem langsten Substrat Abz-DFLAEGGGVRGPR-Nitro-Tyr im
Triplikat durchgefiinrt. Fir die niedrigere Konzentration des Substrats wurde 20 pM (~0,06x K )
gewahlt und fur die héhere Konzentration aufgrund der begrenzten Ldslichkeit und des IFE 2000 pM
(~6x K wm). Die so bestimmte Umsatzfaktorkurve ist links in Abbildung 61 dargestellt. Obwohl eine
Konzentration von etwa 10x Ky fur die hohe Substratkonzentration eingesetzt werden sollte,um bei der
hdheren Konzentration den Einfluss von Fibrinogen als Kompetitor moglichst gering zu halten wurde
eine Umsatzfaktorkurve erhalten, die eine grof3e dynamische Breite zwischen ca. 1,6 und 10 fir den
Konzentrationsbereich von 0-4 mg/mL Fibrinogen aufweist und damit eine gute Korrelation zwischen
Umsatzfaktor und Fibrinogenkonzentration zulédsst. Die Standardabweichung der Umsatzfaktoren bei
den einzelnen Fibrinogenkonzentrationen ist sehr gering, was ebenfalls fur eine verlassliche
Konzentrationsbestimmung des Fibrinogens wichtig ist.Die berechnete Umsatzfaktorkurve mit einer Ky
von Batroxobin fur Fibrinogen von 0,125%% (Abbildung 61, rechts) ergibt eine viel steilere
Sattigungskurve, deren dynamische Breite zwischen ca. 16 und 95 verlauft und um den Faktor 10von
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der gemessenen Umsatzfaktorkurve abweicht. Um die tatsédchlich gemessene Umsatzfaktorkurve
anzunahern, mussten dieWerte der simulierten Umsatzfaktorkurve folgendermal3en angepasstwerden:
Die Ku(F) musste bei 0,4 uM und damit hoher als der Literaturwert liegen, wohingegen die hthere
Substratkonzentration [Sz] = 500 uM und Ku(Substrat)= 10 uM betragen musste Diesdeutet darauf hin,
dass sowohl die tatsachlichen Substratkonzentrationen als auch die aus den Messungen bestimmten
enzymkinetischen Parameter durch de Anwesenheit von BSA in der Fibrinogenprobebzw. aufgrund der
Verunreinigung des Substrats (Reinheit ca. 85%)verfalscht worden sind.

- - - simuliert fur (Ky,(F)=0,4 uM,K,(Substrat)=10 uM, [S,]=500 pM, [S,]=20 uM)‘ 100 -
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Abbildung6l: (Links)Umsatzfaktorkurve fir die Kompetition von ADEIAEGGGVRGRBRNitro-Tyr und Fibrinogebei Umsetzung
durch BatroxobinDielineare Regressiofiir die Umsatzkurve kann im linearen Bereich vehdg/mLmit der Funktiory = 17 +2,6 ml
mg-! c(FGheschrieben werden. Die gestrichelte Linie entspricht der angepassten Umsatzfaktamkitibestmdglichen Fit unter
Verwendung deWerten K;(Fg)= 0,4 uM, K(Substrat)= 10 pMS]= 20 pM [S]= 500 pM (RechtsBerechnetdUmsatzfaktorkurvéei
Verwendung dsliteraturbekannten Wertsfir Ku(Fg)=0,25 pM und des gemesseneViax.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse und Informationen kénnte es mehrere Griinde daflir geben, dass
die erwartete steile Umsatzfaktorkurve fur den Zwei-Felder-Konkurrenzassay nicht erreicht wurde. Als
ersteskdnnte Verhdltnis von Enzym zu Substrat nicht optimal gewahlt worden sein. Fir die niedrigere
Substratkonzentration (~0,06x K ) ist die Kompetition nicht mehr besonders stark, weil viel Enzym
ungebunden vorliegt und auch der Umsatzist sehr langsam und nicht gut zu messen.Die Konzentration
fur die hdhere Substratkonzentration (~6x K v) ist dagegen richt hoch genug, um die Kompetition zu
unterdricken. Wegen der begrenzten Loslichkeit des Substrats konnten jedoch keine hdéheren
Konzentrationen gewahlt werden. Die dynamische Breite wird rechnerisch immer gréf3er, wenn S und
S; immer weiter auseinanderliegen. Dies seht man auch an der berechneten Umsatzfaktorkurve in
Abbildung 61 rechts, die eine theoretische dynamische Breite von fast 100ergibt. Wenn man nun aber
die Anfangsgeschwindigkeiten im Detail betrachtet sieht man, dass z.B. bei 1,2 mg/mL Fibrinogen v(S1)
nur noch 1% der vmax betragt. Und bei héheren Fibrinogen-Konzentrationen wird vo(S1) noch kleiner.
Bei diesen niedrigen w(Si1) kann man die Unterschiede zwischen den einzelnen
Fibrinogenkonzentrationen kaum messen und dies erklart auch, warum der Kurvenverlauf cer
Umsatzfaktorkurve so stark vom berechneten abweichtBei der Bestimmung der Umsatzfaktoren anhand
der gemessenen Umsatzkurven ishur noch v (S2) ausschlaggebed, da die niedrigen vo(S:) aufgrund
der schlechten Messbarkeit stark fehlerbehaket sind. Grol3ere relative Unterschiede in den
Geschwindigkeiten erhélt man, wenn die S und S; naher beieinander liegen. 0,5x Ky und 10x Ky ist
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dabei ein brauchbarer Kompromissund hat sich auch in vorherigen Messungen als gut messbar bestatigt.
Um diese Substratkonzentrationen jedochexperimentell sinnvoll umzusetzen braucht man Substrate mit
kleiner Km. Dadurch kommt man bei S; weder an Loslichkeitsgrenzen noch zu einem hohen InnesFilter
Effekt.

Nichtsdestotrotz konnte trotz der Abweichungen von der berechneten Umsatzfaktorkurve eine
Umsatzfaktorkurve ermittelt werden, die fir den Konzentrationsbereich von 0-4 mg/mL Fibrinogen eine
hohe dynamische Breite zwischen ca. 1,6 und 10 aufweist. Somit besteht eine gute Korrelation zwischen
Umsatzfaktor und  Fibrinogenkonzentration, die eine  zuverlassige Bestimmung der
Fibrinogenkonzentration ermoglichen konnte. Um die Qualitdt der Messungen zu bewerten und
festzustellen, ob der Assay fur den praktischen Eisatz geeignet ist wurden die Z-Faktoren®™! fiir die
Umsatzfaktoren fur verschiedene Fibrinogenkonzentrationen berechnet Dazu wurden die
Umsatzfaktoren und Standardabweichungen bei unterschiedlichen Fibrinogenkonzentrationen
herangezogen. Die Daten sind in der folgenden Tabelle dargestellt:

Zur Berechnung des ZFaktors wurde die Formel (24)
(24) W p

verwendet, wobei t® und Ap die Mittelwerte und Standardabweichungen der Negativkontrollen
(O mg/mL Fibrinogen) und t¢ und A die Mittelwerte und Standardabweichungen der
Positivkontrollen darstellen.

Tabelle45: Berechnung des-Eaktors mit derMittelwerten und Standardabweichungen fur die entsprechende
Fibrinogenkonzentration im-EelderKompetitionsassay

c(Fg) (mg/ml) Umsatzfaktor Standardabw. Z-Faktor
0 1,34 0,04 -

0,5 2,48 0,09 0,67

1 4,24 0,10 0,85

2 7,08 0,16 0,90

4 10,03 0,17 0,93

Alle berechneten Z-Faktoren liegen deutlich Gber dem Schwellenwert von 0,7, was insgesamtauf eine
brauchbare Qualitat des Assaysfir die Konzentrationsbestimmung von Fibrinogen im physiologischen
Bereich hinweist.
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5. Fazitund Ausblick

Schwere Blutungen bei Operationen oder Unfallen fihren haufig zu Fibrinogen-Mangelzustanden, die
lebensbedrohlich seinkdnnen, da sie zum Verbluten fuhren kbénnen. Der Beginn einer zielgerichteten
Therapie von Patienten mit Fibrinogendefizit durch Faktorenkonzentrate ist daher zeitkritisch. Die
aktuellen Testverfahren fir die Entscheidungsfindung zur Verabreichung von Fibrinogenpraparatensind
kostspielig und liefern im relevanten niedrigen Konzentrationsbereich ungenaue ErgebnisseAusgehend
von dieser Problemstellung wurde ein neuer enzymatischer ZwetFelder-Kompetitionsassay zur
Bestimmung der Fibrinogenkonzentration im Plasma mit Kompensation der Enzymaktivitat erfunden.
Dabei werden die Anfangsgeschwindigkeiten von signalgebendem Substrah zwei Kompartimenten mit
einer Konzentrationen in der Gréf3enordnung von Ky bzw. weit oberhalb der Ky in Anwesenheit des
weiteren zu bestimmenden Substrats dividiert um einen Umsatzfaktor zu erhalten, der eine Funktion
der Fibrinogenkonzentration ist. Das Forschungsvorhaben meiner Promotion umfasst di&rprobung des
Funktionsprinzips dieses neuen Testverfahrens. Dazu wurde der Test erst mit Thrombin und
kommerziellen Substraten getestet Nachdem erkennbar war, das Thrombin nicht geeignet ist,mussten
alternative Enzyme und passende Substrate identifiziert und hergestellt werden.

5.1. Enzymatische Kompetition von Thrombin und Modellversuche meiteren Enzym
Inhibitorsystemen

Die ersten Messungen der enzymkinetischen Kompetition im ZweifeldertestPrinzip erfolgten am
Testsystem bestehend aus dem Enzym Thrombin und dem literaturbekannten Substrat ZLPRAMC. Die
Umsatzmessungen wurden durchAbsorptionsmessung am Photometedurchgefiihrt. Die Absorption des
Substratswurde jedoch durch die Tribung bei der Fibringerinnselbildung Giberlagert, was die Messungen
verfalschte. Die Verwendung des Gerinnungshemmers GPRP konnte die Tribung beheben und die
erwartete Fibrinogen-Abhangigkeit des Umsatzfaktors zeigen, jedochbeeintrachtigte GPRP die Kinetik.
Um die Stdrung des Messsignals durch die Triibung zu umgehen und aufgrund der hbheren Sensitivitat,
wurden weitere Messungenmit Thrombin und Z-GPRAMC am Fluoreszenzspektrometer durchgefiihrt.
Die Ku und Vmax von Thrombin fir Z-GPRAMC wurden zu 20 £ 2,1 {Mund 14 £ 1 { M/min bestimmt .
Die Umsatzfaktorkurve fur Fibrinogenkonzentrationen im diagnostisch relevanten Bereich von 0 bis 2
mg/mL (0 bis 5,9 { M) hatte eine zu geringe Steigung, eine zu grof3e Streuung der Umsatzfaktorenund
lieR keine zuverlassige Zuordnung der Fibrinogenkonzentration zu. Um die Kompetition zwischen
Substrat und Fibrinogen zu verbessern, wurden die Substratkonzentrationenangepasst undum die
Aktivit a von Thrombin zu optimieren wurde die Temperatur auf 37 °C erhdht. Die Anpassungen fiihrten
zu einer Verbesserung der Umsatzfaktorkurve, deren dynamische Breite sich von 0,4 auf 4,6 erhohte.
Trotz der Verbesserung blieb die Streuung der Werte Uber den gesamten Fibrinogen
Konzentrationsbereich zu grof3, um die Fibrinogerkonzentration zuverldssig aus dem Umsatzfaktor
ableiten zu kénnen.

In einem weiteren Ansatz wurden verschiedene Modellsysteme mit erhéhter Affinitdt des Enzyms zu
einem Inhibitor getestet, um die Anwendbarkeit des Zweifelderr-Kompetitionsassays auf andere
Testsysteme zu verifizieren Die Annahme war, dass eine hohere Affinitit eine verbesserte Kompetition
um das signalgebende Substrat bei niedrigen Inhibitorkonzentrationen ermdglicht, was groRRere
Unterschiede im Substratumsatz und eine breitere dynamischeBreite der Umsatzfaktoren zur Folge hat
Unter optimalen Bedingungen hat Thrombin eine Ky von 7,2 £ 0,9 uM gegeniber Fibrinogen. Um die
Kompetition zu verbessern,war ein Enzym erforderlich, das eine hiéhere Affinitat zu Fibrinogen, also
eine niedrigere Kv, aufweist. Eine Literaturrecherche ergab, dass Enzyme aus Schlangengiften,
sogenannte Snake Venom Thrombin Like Enzymes (SVTLES), eine hohe Spezifitdt fur Fibrinogen
aufweisen und nicht durch dbliche Thrombin-Inhibitoren gehemmt werden. Ancrod und Batroxobin
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wurden aufgrund ihrer hohen Affinitat gegentiber Fibrinogen fur weitere Experimente ausgewahlt. Die
Charakterisierungen von Ancrod mit den Substraten ZGPRAMC und PFRAMC lieferten jedoch niedrige
Umsatzgeschwindigkeiten und hohe K, wodurch die Messungen im Zweifelder-Assay keine starke
Abhangigkeit der Umsatzfaktoren von der Fibrinogenkonzentration zeigten. Als nachstes wurde
Batroxobin ausgewahlt, fiir das in der Literatur eine Ky von 0,125 pM gegentiber Fibrinogen angegeben
wird. Keines der vier getesteten Substrate ZGPRAMC, H-D-PFRAMC, BzArg-AMC und H-D-GVRAMC
war fur den Zwei-Felder-Testgeeignd, da die Ky fur die Substrate sehr hoch, die Lslichkeiten zu gering
und der Umsatz zu langsam waren.Die niedrigen Literaturwerte fir die Ky von Batroxobin gegentuber
Fibrinogen konnten nicht bestatigt werden und Berechnung der Ky-Werte anhand der durchgefuhrten
kompetitiven Umsatzmessungen ergaben fur Batroxobin deutlich héhere Werte als die Literaturangaben.
Dies ist darauf zurlckzufuhren, dass die zugrundeliegenden kompetitiven Messungen aufgrund des
langsamen Umsatzeaund der hohen Ku-Werte fir die Substrate stark fehlerbehaftet waren. Batroxobin
wurde aufgrund seiner vielversprechenden Eigenschaften als Enzym der Wahl beibehalten. Um
spezifische Substrate mit niedrigeren Ks-Werten fiir Batroxobin zu finden wurden neue Peptide durch
Peptidsynthese hergestellt und die rekombinante Expression von Batroxobin durchgefihrt, um es in
ausreichenden Mengen fir die Etablierung des Testsystems zur Verfligung zu haben.

5.2. Expression von Batroxobin

Die rekombinante Expression von Batroxobin wurde in P. pastorisdurchgefihrt. Das Batroxobin-Gen
wurde sowohl als Wildtyp -Form und als auch fur P. pastoriscodonoptimierte Form in das pPIC3-Plasmid
kloniert und das Plasmid so gestaltet, dass das heterolog exprimierte Protein ins Medium sekretiert
wurde. Die Transformation des Plasmids erfolgte in den P. pastorisWirtsstamm GS115. Auf
Selektionsplatten wurden His* Mut*-Kolonien selektiert und durch Kolonie-PCR die Vollstandigkeit des
AOX1-Gens und das Vorhaneénsein des BatroxobinGens bestatigt. Nach der Proteinexpression mit
ausgewahlten Mut’ -Transformanten ergab die SDSPAGEAnalyse mit CoomassieFarbung keine Bande
bei der erwarteten Molekilmasse von 33 kDa fiur Batroxobin im Expressionsiiberstand. Western Blot
Analysen ergaben Hinweise darauf, dass das Batroxobin teilweise algnciusion bodies in den Zellen
zuriickgehalten wurde. Ein Fibrinogen-AgarosePlattenassay wurde entwickelt, um die Expression und
Sekretion von aktivem Batroxobin zu Uberpriifen. Klone, die Batroxobin exprimierten, erzeugten
Tribungsringe auf den Platten. Die weitere Charakterisierung von Klonen, die im FibrinogenPlatten-
Assay Aktivitdt zeigten, erfolgte mit einem eigens entwickelten FibrinogenAktivititsassay in
Mikrotiterplatten, der den Vergleich der Aktivitat verschiedener Proben bei konstanter
Pufferzusammensetzung erméglichte. Zur Standardisierung des FibrinogerAktivitdtsassays wurde ein
kommerzieller Batroxobin-Standard verwendet. Mit dem Klon (Klon6 pPIC9_ReptWt) mit der besten
Aktivitat wurde eine E xpression im groReren Mafstab durchgefiihrt und das Batroxobin im Uberstand
mittels Nickel-Affinitditschromatografie gereinigt. Durch SDS-PAGE und Western Blot konnten
Vorhandensein und Reinheit von Batroxobin bestéatigt werden. Der nachfolgende Fibrinogen
Aktivitatsassay ergab fir das exprimierte Batroxobin nach der Reinigung eine Gesamtaktivitat von 158
BU, was etwa 28,44 NIHEinheiten pro Liter Expressionskultur entspricht. Im Vergleich zu
Literaturwerten war dies jedoch nur 1,5 % der Ausbeute, die bei Expressionskulturen in Fermentern
erreicht werden kann. Durch Verbesserungen in der Reinigungsmethode unter Zuhilfenahme einer
Ammoniumsulfatfallung als Vorreinigung und die Etablierung der Silberfarbung von SDS-Gelen mit
hoherer analytischen Sensitivitdt (in des von mir betreuten Forschungspraktikums von Chantal
Bergmann) wurde die Effizienz der Proteinproduktion und -charakterisierung gesteigert. Zusatzliche
Arbeiten unter meiner Betreuung (C. J. Bergmann, A. Herbst) lieferten dartiber hinaus Hinweise darauf
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wie in zuklnftigen Expressionsansatzen die Aktivitat des sekretierten Proteins durch Wahl des Mediums
gesteigert und die Zellviabilitdt durch Anpassung der Zellzahl in der Vorkultur verbessert werden kann.

5.3. Entwicklung von FRESubstratenftir Batroxobin

Die Versuche mit kommerziellen Batroxobin-Substraten zeigten schlechten Umsatz und lieRen darauf
schliel3en, dass die fluorogene Gruppe nicht gut ins aktive Zentrum passt. Eine Verlangerung der
Peptidsequenz war notig. FRETSubstrate wurden gewahlt, um gegaltenes neben ungespaltenem
Substrat nachweisen zu kénnen. Diese Substrate bestehen aus einem Fluorophor und einem Quencher,
die durch eine kurze Peptidsequenz aus der Spaltstelle von Fibrinopeptid A getrennt sind. Sieben
Kombinationen von FRETPaaren mit der Peptidsequenz GVRGP konnten erfolgreich mittels
Festphasensynthese hergestellt und gereinigt werden. Die Charakterisierung mit rekombinantem und
kommerziellem Batroxobin zeigte keinen messbaren Umsatz, aul3er fir das Substrat ABGGVRGR3-
Nitro-Tyr, das einen Umsatz mit Trypsin zeigte. Dieses FluorophorQuencherPaar wurde
weiterverwendet und die Aminosduresequenz verlangert. Parallel zur Optimierung der Batroxobin
Expression wurde mit kommerziellem Batroxobin weitergearbeitet, um die FRETSubstrate zeigleich zu
charakterisieren. Beim Umsatz der synthetisierten FRETSubstrate mit kommerziellem Batroxobin und
Trypsin konnte festgestellt werden, dass die hohen Substratkonzentrationen zu einer signifikanten
Reduktion der Fluoreszenzintensitéat fihrten, was als InnerFilter-Effekt (IFE) bekannt ist. Der IFE wurde
fur jedes FRETFSubstrat bestimmt und lag fur die meisten Substrate bei Gber 94%, was bedeutet, dass
nur ein Bruchteil des eigentlichen Signals gemessen wurde. Zur Bestimmung der tatséachlichen
Fluoreszenzintensitaten und ihrer Umrechnung in Konzentrationen wurden Kalibriergeraden erstellt.
Fur die erneute Charakterisierung unter optimierten Bedingungen wurden geringere
Substratkonzentrationen und Mikrokivetten verwendet, um den IFE zu reduzieren. Dies fuhrte zur
Steigerung der gemessenen linearen Anfangsgeschwindigkeiten um einen Faktor von etwa 10. Dabei
wies das Substrat TrpGVRGRLys(Dnp) mit 2,16 uM/min die hdchste v, auf. Die Verlangerung der
Aminosauresequenz basierend auf der Spaltstelle des Fibmogen A-Peptids zeigte eine deutliche
Steigerung der w. Beispielsweise erhdhte eine zusatzliche Aminosaure am derminus, Arginin in der
N 2Position, die vo um den Faktor 5. Eine weitere Verlangerung um zwei Glycine in P3 und P4-Position
fuhrte zu einer weiteren Steigerung um den Faktor 10. Im Lauf der Versuche stellte sich heraus, dass
das flr die Diagnostik angebotene Batroxobin andere Proteasen enthieltdie ebenfalls die Substrate
umsetzten und die Kompetitionsversuche storten. Die erneute Bestimmung der Ku-Werte mit
hochreinem Batroxobin ergab den zuvor beobachteten Trend der Zunahme des Umsatzes und der
Affinitdt mit zunehmender Lange der Peptidsequenz. Im Vergleich zu Thrombin zeigte Batroxobin eine
geringere Affinitat zu den FRET-Substraten, was auf Unterschiede in der Bindurgsdoméne oder im
aktiven Zentrum hinweist. Das langste Substrat, AbzDFLAEGGGVRGPR-Nitro -Tyr, hatte mit 339 uM
die niedrigste Ky und mit 60 nmol min * BU™ die zweithdchste vmax. Die Umsatzfaktorkurve aus dem
Kompetitionsassay mit dem Substrat AbzDFLAEGGGVRGPR-Nitro-Tyr wurde bestimmt und zeigte
eine hohe dynamische Breite auf Die Z-Faktoren tber dem Schwellenwert von 0,7 bestatigen, dass die
Umsatzfaktorkurve eine zuverlassigeKorrelation zur Fibrinogenkonzentration gewahrleistet.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Rahmen dieser Arbeit wesentliche Fortschritte bei der
Optimierung und Verbesserungdesenzymatischen ZwetFelder-Kompetitionsassayszur Bestimmung der
Fibrinogenkonzentration erzielt wurden. Batroxobin wurde als ein besser geeignetes Arbeitsenzym fir
diesen Zweck identifiziert , da es eine hohere Affinitdt zu Fibrinogen aufweist und durch die in der
Literatur angegebene niedrigere ku(Fg) in den Umsatzfaktorberechnungen eine bessere dynamische
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Tcp cqqc ps IDarigber hinagsomurden spezifischeFRETSubstrate fir Batroxobin synthetisiert
und charakterisiert, die beim Umsatz mit Batroxobin zuverlassige Umsatzfaktormessungen ermdaglich
haben. Trotz der Herausforderungen durch den Inner-Filter-Effekt konnten Mess und
Auswertevorschriften etabliert werden, die auch bei den erforderlichen hohen Konzentrationen prazise
Messungen zulieBen Die Arbeit hat somit wesentliche Grundlagen fir die Entwicklung eines schnellen
und prazisen Testverfahrens zur Bestimmung der Fibrinogenkonzentration gelegt.

5.4. Ausblick

Um den enzymatischen ZweifelderKompetitionsassayssinnvoll fur die Bestimmung von Fibrinogen
einsetzen zu kdnnen gibt es an mehreren Stellen VerbesserungsbedarfEs missen Substrate gefunden
werden, die schneller und mit kleinerer Ky von Batroxobin umgesetzt werden um eine hohere
dynamische Breite der Umsatzfaktorkurven eine geringere Streuung der Messwerte unddamit eine
prazisere Bestimmung der Fibrinogenkonzentration zu erzielen. In diesem Zusammenhang kénnen
Datenanalyse und Modellierungstechniken helfen, die Wechselwirkungen zwischen Enzym und
Substrat detaillierter zu verstehen. Da es keine Strukturdaten von Batroxobin gibt, missen diese
Analysen auf der Basis von Homologiemodellen erstellt werden.Durch die Analyse der molekularen
Struktur der Enzyme kdnnen spezifische Bereiche identifiziert werden, die fur die Bindung und Katalyse
entscheidend sind.Die Bindung der Batroxobin-Substrate kann in MD-Simulationen untersucht werden,
aus denen Raumangebot und zusatzliche Bindungsstéén im Enzym hervorgehen. Eine Syntheseneuer,
spezifischer Batroxobin-Substrate auf Basis dieser Erkenntnisse,konnte helfen eine verbesserte
Bindungsaffinitat und katalytische Effizienz zu erzielen. Parallel dazu sollte die Weiterentwicklung
derjenigen FREFSubstrate, welche bereits eine gewisseAktivitét fiir Batroxobin gezeigt haben, jedoch
nicht die optimalen kinetischen Parameter hinsichtlich des Zweifelder-Kompetitionsassaysaufwiesen,
weiter vorangetrieben werden. Eine systematische Untersuchung und Anpassung dieser Parameter
konnte die Umsatzfaktoren weiter stabilisieren und die dynamische Breite des Assays erhdhen. Dariiber
hinaus sollte die Implementierung von Mikrofluidik -Technologien in Betracht gezogen werden.Durch
die Automatisierung der Assays kdnnte eine hohere Prazision und Reproduzierbarkeit erreicht werden.
Mikrofluidik -Plattformen ermdglichen eine prézise Steuerung der Reaktionsbedingungen und eine
schnellere Durchfiihrung der Tests indem sie z.B. die Wartezeiten fir Temperierung verkirzen.
AuRRerdem helfen sie durch die Miniatisierung Reagenzien einzusparen.

Um ausreichende Mengen des Arbeitsenzyms bereitzustellen, musdie rekombinante Expression von
Batroxobin in P. pastorisverbessert werden Die Produktion des Enzyms Menge warausreichend fir
erste Substrattests jedoch missen die Ausbeuten weiter gesteigert werden. Hier kdnnten die
Fermentationsbedingungen  verbessert werden z.B. durch die Anpassung der
Nahrstoffzusammensetzung und die Implementierung von FedBatch-Strategien. Eine detaillierte
Analyse und Optimierung der Reinigungsprozesse, einschlie3lich der Einfihrung zusatzlicher
Reinigungsschritte wie lonenaustauschchromatographie, kdnnte die Reinheit und Aktivitat des Enzyms
weiter steigern. Die Erkenntnis, dass die Adsorption von Batroxobin an Oberflachen zu einer
Verminderung der Aktivitdt fuhrt sollte bei allen Versuchen berlcksichtigt werden und eine
Anreicherung des Enzyms durchgefihrt werden, um dieser Problematik entgegenzuwirken. In
nachfolgenden Arbeiten wurden alternative Expressionssystem untersuchtSowohl die Expression in £.
coli unter Zuhilfenahme diverser Fusionsproteine und Faltungshelfer sowie Einsatz diverser
Rickfaltungsmethoden bei Aufarbeitung aus den /nclusion bodies (im AK Schmitz) als auch die
Expression in Blaualgen {m AK Kaldenhoff) waren jedoch nicht erfolgreich bzw. lieferten zwar Protein
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in guten Ausbeuten, das jedoch nicht aktiv war. Im Zusammenhang mit der Klonierung kénnte auch die
Optimierung der Enzymaktivitat von Batroxobin durch gelenkte Evolution erfolgen. Ausgewahlte
Bereiche der codierenden DNA des nativen Batroxobin werderdabei gezielt randomisiert und in Zellen
transformiert, um die entsprechenden Proteine zu exprimieren. Ein effizientes ScreeningVerfahren
musge entwickelt werden, das die schnelle Durchmusterung einzelner Klone zulasst. Hierzu eignet sich
ein Aktivitatstest unter Kompetition eines geeigneten Farbsubstras und Fibrinogen in der
Mikrotiterplatte. Zusammenfassend bieten diese Ansétze vielfaltige Mdglichkeiten zur Optimierung der
Préazision und dynamische Breiteder Umsatzfaktormessung im Rahmen des enzymatischen Zweifelder
Kompetitionsassaysim klinisch relevanten Bereich.
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6. Anhang

6.1. Vektorkarten
pPIC9_Reptilasewt
Fur das Projekt relevante Sequenzen sind wie folgt markiert:

Wildtyp Reptilase Insert zwischen Xhol und Notl Schnittstelle
Alpha mating factor (Start)
Vervollstandigung alpha mating factor

His tag

AGATCTAACATCCAAAGACGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTTGCCATCCGACATCCACAGGTCCATTCTCACACATAA
GTGCCAAACGCAACAGGAGGGGATACACTAGCAGCAGACCGTTGCAAACGCAGGACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAA
CACCCACTTTTGCCATCGAAAAACCAGCCCAGTTATTGGGCTTGATTGGAGCTCGCTCATTCCAATTCCTTCTATTAG
GCTACTAACACCATGACTTTARGCCTGTCTATCCTGGCCCCCCTGGCGAGGTTCATGTTTGTTTATTTCCGAATGC
AACAAGCTCCGCATTACACCCGAACATCACTCCAGATGAGGGCTTTCTGAGTGTGGGGTCAAATAGTTTCATGTTCC
CCAAATGGCCCAAAACTGACAGTTTAAACGCTGTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATGA
ACTAAGTTTGGTTCGTTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAAGBTTCCAAAAGTCGCCATACCGTTTGTCT
TGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCCC
GGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTTGGATGATTATGCATTGTCTCCACATTGTATGCT
TCCAAGATTCTGGTGGGAATACTGCTGATAGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCTTEBACA
GCAATATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCTTACTTTCATAATTGC
GACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTAT
TCGAAGGATCCAAACSIGAGATTTCOTCAATTTTTACTGCAGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCC
AGTCAACACTACABAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGG
ATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCA
TTG CTGCTAAAGAAGAAGGGGTAT-Z\AAAGAGTCATTG GAGGTGATGAATGTGACATAAATGAACATCg:

TTCCTTGCATTCATGTACTACTCTCCCCGGTATTTCTGTGGTATGACTTTGATCAACCAGGAATGGGTGCTGACCGCT
GCACACTGTAACAGGAGATTTATGCGCATACACCTTGGTAAACATGCCGGAAGTGTAGCAAATTATGATGAGGTGGT
AAGATACCCAAAGGAGAAGTTCATTTGTCCCAATAAGAAAAAAAATGTCATAACGGACASBETATGTTGATCA
GGCTGGACAGACCTGTCAAAAACAGTGAACACATCGCGCCTCTCAGCTTGCCTTCCABCCAGTGTGGGCTCA
GTTTGCCGTATTATGGGATGGGGCGCAATCACAACTTCTGAAGACACTTATCCCGATGTCCCTCATTGTGCTAACAT
TAACCTGTTCAATAATACGGTGTGTCGTGAAGCTTACAATGGGTTGCCGGCGAAAACATTGTGTGCAGGTGTCCTGC
AAGGAGGCATAGATACATGTGGGGGTGACTCTGGGGGACCCCTCATCTGTAATGGACAATTCCAGGGCATTTTATCT
TGGGGAAGTBTCCCTGTGCCGAACCGCGTAAGCCTGCCTTCTACACCAAGGTCTTTGATTATCTTCCCTGGATCCA
GAGCATTATTGCAGGAAATAAAACTGCGACTTGCCCGTCTTCTGEIICACCATCACCATCATTCEEEEEGA
ATTAATTCGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAAT
CAAGAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGTAACCTATATAG
TATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGAATAT
CTTGTGGTAGGGGTTTGGGAAAATCATTCGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTATTTCaCCACTCCTCTTCAGAGTACAGA
AGATTAAGTGAGAAGTTCGTTTGTGCAAGCTTATCGATAAGCTTTAATGCGGTABTCACAGTTAAATTGCTAAC
GCAGTCAGGCACCGTGTATGAAATCTAACAATGCGCTCATCGTCATCCTCGGCACCGTCACCCTGGATGCTGTAGGC
ATAGGCTTGGTTATGCCGGTACTGCCGGGCCTCTTGCGGGATATCGTCCATTCCGACAGCATCGCCAGTCACTATGG
CGTGCTGCTAGCGCTATATGCGTTGATGCAATTTCTATGCGCACCCGTTCTCGGAGCACTGTCCGACCGCTTTGGCC
GCA5CCCAGTCCTGCTCGCTTCGCTACTTGGAGCCACTATCGACTACGCGATCATGGCGACCACACCCGTCCTGTGG
ATCTATCGAATCTAAATGTAAGTTAAAATCTCTAAATAATTAAATAAGTCCCAGTTTCTCCATACGAACCTTAACAGC
ATTGCGGTGAGCATCTAGACCTTCAACAGCAGCCAGATCCATCACTGCTTGGCCAATATGTTTCAGTCCCTCAGGAG
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TTACGTCTTGTGAAGTGATGAACTTCTGGAAGGTTGCAGTGTTAACTCCGCTGTATTGACGGGCATATCCGTACGTT
GGCAAAGTGTGGTTGGTACCGGAGGAGTAATCTCCACAACTCTCTGGAGAGTAGGCACCAACAAACACAGATCCAG
CGTGTTGTACTTGATCAACATAAGAAGAAGCATTCTCGATTTGCAGGATCAAGTGTTCAGGAGCGTACTGATTGGAC
ATTTCCAAAGCCTGCTCGTAGGTTBBCCGATAGGGTTGTAGAGTGTGCAATACACTTGCGTACAATTTCAACCCT
TGGCAACTGCACAGCTTGGTTGTGAACAGCATCTTCAATTCTGGCAAGCTCCTTGTCTGTCATATCGACAGCCAACA
GAATCACCTGGGAATCAATACCATGTTCAGCTTGAGACAGAAGGTCTGAGGCAACGAAATCTGGATCAGCGTATTTA
TCAGCAATAACTAGAACTTCAGAAGGCCCAGCAGGCATGTCAATACTAGEBGCTGATGTGTCATTTTGAACCAT
CATCTTGGCAGCAGTAACGAACTGGTTTCCTGGACCAAATATTTTGTCACACTTAGGAACAGTTTCTGTTCCGTAAGC
CATAGCAGCTACTGCCTGGGCGCCTCCTGCTAGCACGATACACTTAGCACCAACCTTGTGGGCAACGTAGATGACTT
CTGGGGTAAGGGTACCATCCTTCTTAGGTGGAGATGCAAAAACAATTTCTTTGCAACCAGCAACTTTGGORAEGAA
CCCAGCATCAGGGAAGTGGAAGGCAGAATTGCGGTTCCACCAGGAATATAGAGGCCAACTTTCTCAATAGGTCTTGC
AAAACGAGAGCAGACTACACCAGGGCAAGTCTCAACTTGCAACGTCTCCGTTAGTTGAGCTTCATGGAATTTCCTGA
CGTTATCTATAGAGAGATCAATGGCTCTCTTAACGTTATCTGGCAATTGCATAAGTTCCTCTGGGAAAGGAGCTTCT
AACACAGGTGTCTTCAAAGCGACCATCAAACTTGGCAGTTAGTTCTAAAAGGGCTTTGTCACCATTTTGACGAAC
ATTGTCGACAATTGGTTTGACTAATTCCATAATCTGTTCCGTTTTCTGGATAGGACGACGAAGGGCATCTTCAATTTC
TTGTGAGGAGGCCTTAGAAACGTCAATTTTGCACAATTCAATACGACCTTCAGAAGGGACTTCTTTAGGTTTGGATT
CTTCTTTAGGTTGTTCCTTGGTGTATCCTGGCTTGGCATCTCCTOMECTAGTGACCTTTAGGGACTTCATATCCA
GGTTTCTCTCCACCTCGTCCAACGTCACACCGTACTTGGCACATCTAACTAATGCAAAATAAAATAAGTCAGCACATT
CCCAGGCTATATCTTCCTTGGATTTAGCTTCTGCAAGTTCATCAGCTTCCTCCCTAATTTTAGCGTTCAACAAAACTT
CGTCGTCAAATAACCGTTTGGTATAAGAACCTTCTGGAGCATTGCTCTTACGATCCCACAAGGTGGATGGCT
CTAAGACCCTTTGATTGGCCAAAACAGGAAGTGCGTTCCAAGTGACAGAAACCAACACCTGTTTGTTCAACCACAAA
TTTCAAGCAGTCTCCATCACAATCCAATTCGATACCCAGCAACTTTTGAGTTGCTCCAGATGTAGCACCTTTATACCA
CAAACCGTGACGACGAGATTGGTAGACTCCAGTTTGTGTCCTTATAGCCTCCGGAATAGACTTTTTGGACGAGTACA
CCAGGCCCAACGAG A TAGAAGAGTCAGCCACCAAAGTAGTGAATAGACCATCGGGGCGGTCAGTAGTCAAAGA
CGCCAACAAAATTTCACTGACAGGGAACTTTTTGACATCTTCAGAAAGTTCGTATTCAGTAGTCAATTGCCGAGCATC
AATAATGGGGATTATACCAGAAGCAACAGTGGAAGTCACATCTACCAACTTTGCGGTCTCAGAAAAAGCATAAACAG
TTCTACTACCGCCATTAGTGAAACTTTTCAAATCGCCCABGAGAAGAAAAAGGCACAGCGATACTAGCATTAGCG
GGCAAGGATGCAACTTTATCAACCAGGGTCCTATAGATAACCCTAGCGCCTGGGATCATCCTTTGGACAACTCTTTC
TGCCAAATCTAGGTCCAAAATCACTTCATTGATACCATTATTGTACAACTTGAGCAAGTTGTCGATCAGCTCCTCAAA
TTGGTCCTCTGTAACGGATGACTCAACTTGCACATTAACTTGAAGCTCAGTCGATTGAGTAXTCAGGTTGT
GCAGCTGGTCAGCAGCATAGGGAAACACGGCTTTTCCTACCAAACTCAAGGAATTATCAAACTCTGCAACACTTGCG
TATGCAGGTAGCAAGGGAAATGTCATACTTGAAGTCGGACAGTGAGTGTAGTCTTGAGAAATTCTGAAGCCGTATTT
TTATTATCAGTGAGTCAGTCATCAGGAGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTG
CGGTTGCTGGCGCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTG
TTTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTT
GCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTC
GAGTATCTATGATTGGAAGTATGGGAATGGTGATACCCGBTBTTCAGTGTCTTGAGGTCTCCTATCAGATTATGC
CCAACTAAAGCAACCGGAGGAGGAGATTTCATGGTAAATTTCTCTGACTTTTGGTCATCAGTAGACTCGAACTGTGA
GACTATCTCGGTTATGACAGCAGAAATGTCCTTCTTGGAGACAGTAAATGAAGTCCCACCAATAAAGAAATCCTTGT
TATCAGGAACAAACTTCTTGTTTCGAACTTTTTCGGTGCCTTGAACTATAAAATGTAGAGTGBATBGGGTAGG
AATGGAGCGGGCAAATGCTTACCTTCTGGACCTTCAAGAGGTATGTAGGGTTTGTAGATACTGATGCCAACTTCAGT
GACAACGTTGCTATTTCGTTCAAACCATTCCGAATCCAGAGAAATCAAAGTTGTTTGTCTACTATTGATCCAAGCCAG
TGCGGTCTTGAAACTGACAATAGTGTGCTCGTGTTTTGAGGTCATCTTTGTATGAATAAATCTAGTCTTTGATCTAAA
TAATCTTGACGA&CCAAGGCGATAAATACCCAAATCTAAAACTCTTTTAAAACGTTAAAAGGACAAGTATGTCTGCCT
GTATTAAACCCCAAATCAGCTCGTAGTCTGATCCTCATCAACTTGAGGGGCACTATCTTGTTTTAGAGAAATTTGCGG
AGATGCGATATCGAGAAAAAGGTACGCTGATTTTAAACGTGAAATTTATCTCAAGATCTCTGCCTCGCGCGTTTCGG
TGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTBGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGC
AGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATA
GCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATAC
CGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCADIGBUGCGCTCGGTC
GTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAG
GAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAG
GCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGAT
ACCAGGCGTTTCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCC
TTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTC
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CAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCA
ACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGG
TGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGA
AGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGEGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTT
GTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGC
TCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAA
ATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGIGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTG
AGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATAC
GGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGC!
ATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTATAITAA
TTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGG
TGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATG
TTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCAT
GGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAAC
CAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCAC
ATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTG
AGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTIAMETTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGA
GCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCT
TTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAA
ACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTAACATTAA
CCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAA
GCTGACTCATGTTGGTATTGTGAAATAGACGCAGATCGGGAACACTGAAAAATAACAGTTATTATTCG

pPIC9_Reptilasecodon-optimiert

Fir das Projekt relevante Sequenzen sind wie folgt markiert:

AOX1 Promotor (Start)
AOX1 Promotor (Ende)

Alpha mating factor (Start)
Codonoptimierte s Reptilase Insert zwischen Xhol und NotlSchnittstelle

Vervollstdndigung Alpha mating factor
Notl
His tag

A . CGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTTGCCATCCGACATCCACAGGTCCATTCTCACACATAA
GTGCCAAACGCAACAGGAGGGGATACACTAGCAGCAGACCGTTGCAAACGCAGGACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAA
CACCCACTTTTGCCATCGAAAAACCAGCCCAGTTATTGGGCTTGATTGGAGCTCGCTCATTCCAATTCCTTCTATTAG
GCTACTAACACCATGACTTTATTAGCCTGTCTATCCTERECCCTGGCGAGGTTCATGTTTGTTTATTTCCGAATGC
AACAAGCTCCGCATTACACCCGAACATCACTCCAGATGAGGGCTTTCTGAGTGTGGGGTCAAATAGTTTCATGTTCC
CCAAATGGCCCAAAACTGACAGTTTAAACGCTGTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCGTGATCTCATCCAAGATGA
ACTAAGTTTGGTTCGTTGAAATGCTAACGGCCAGTTGGTCAAAAAGAAACTTCCAAAAGTIEGACCGTTTGTCT
TGTTTGGTATTGATTGACGAATGCTCAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCTCTCTATCGCTTCTGAACCCC
GGTGCACCTGTGCCGAAACGCAAATGGGGAAACACCCGCTTTTTGGATGATTATGCATTGTCTCCACATTGTATGCT
TCCAAGATTCTGGTGGGAATACTGCTGATAGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACTTGACA
GCAATATATRAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCTTACTTTCATAATTGC
GACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACT e ~
BEEEGGATCCAAACBTGAGATTTCO TCAATTTTTACTGCAGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCC
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AGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGG
ATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCA
TTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATBRBBRGNAGAGAGTTATTGGTGGAGACGAGTGCGACATCAACGAACACCC
TTTCCTTGCTTTTATGTATTATTCCCCTAGATATTTCTGCGGTATGACTTTGATTAACCAAGAATGGGTTTTGACTGC
TGCTCATTGTAACAGAAGATTCATGAGAATCCATTTGGGTAAACACGCTGGTTCTGTTGCTAACTACGATGAAGTTG
TTAGATACCCAAAGGAGAAGTTCATTTGTCCTAACAAGAAAAAGAATGTTATCACTGATASBECATGTTGATTA
GATTGGATAGACCAGTTAAGAACTCTGAGCATATTGCTCCATTGTRITCTTCTAATCCACCTTCTGTTGGTTCTG
TTTGTAGAATTATGGGTTGGGGTGCTATTACTACTTCTGAAGATACTTACCCAGATGTTCCTCACTGTGCTAACATCA
ATTTGTTTAACAACACTGTTTGTAGAGAGGCTTATAACGGTTTGCCAGCTAAGACTTTGTGTGCTGGTGTTTTGCAA
GGTGGTATTGATACTTGTGGTGGAGATTCTGGTGGTCCATTGATTTGTAATGGTCAATTCCAAGGTSTTITG
GGGTTCTGATCCTTGTGCTGAACCAAGAAAACCTGCTTTCTACACTAAGGTTTTCGATTATTTGCCTTGGATTCAATC
TATTATCGCTGGAAACAAAACTGCTACTTGCCCTTCATCAGBTCACCATCACCACCARABBBBBEEGAATTA
ATTCGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAA
GAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGTAACCTATATAGTAT
AGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCTGATCAGCCTATCTCGCAGCTGATGAATATCTT
GTGGTAGGGGTTTGGGRATCATTCGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTATTTCCCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGA
TTAAGTGAGAAGTTCGTTTGTGCAAGCTTATCGATAAGCTTTAATGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCA
GTCAGGCACCGTGTATGAAATCTAACAATGCGCTCATCGTCATCCTCGGCACCGTCACCCTGGATGCTGTAGGCATA
GGCTTGGTTATGCCGGTACTGCCGGGCCTGTBGGATATCGTCCATTCCGACAGCATCGCCAGTCACTATGGCGT
GCTGCTAGCGCTATATGCGTTGATGCAATTTCTATGCGCACCCGTTCTCGGAGCACTGTCCGACCGCTTTGGCCGCC
GCCCAGTCCTGCTCGCTTCGCTACTTGGAGCCACTATCGACTACGCGATCATGGCGACCACACCCGTCCTGTGGATC
TATCGAATCTAAATGTAAGTTAAAATCTCTAAATAATTAAATAAGTCCCAGTTTCATACGAACCTTAACAGCATT
GCGGTGAGCATCTAGACCTTCAACAGCAGCCAGATCCATCACTGCTTGGCCAATATGTTTCAGTCCCTCAGGAGTTA
CGTCTTGTGAAGTGATGAACTTCTGGAAGGTTGCAGTGTTAACTCCGCTGTATTGACGGGCATATCCGTACGTTGGC
AAAGTGTGGTTGGTACCGGAGGAGTAATCTCCACAACTCTCTGGAGAGTAGGCACCAACAAACACAGATCCAGCGT
GTTGTACTTGATCAACATAAGAAGAAGCATTCTCGATTTGCAGGATCAAGTGTTCAGGAGCGTACTGATTGGACATT
TCCAAAGCCTGCTCGTAGGTTGCAACCGATAGGGTTGTAGAGTGTGCAATACACTTGCGTACAATTTCAACCCTTGG
CAACTGCACAGCTTGGTTGTGAACAGCATCTTCAATTCTGGCAAGCTCCTTGTCTGTCATATCGACAGCCAACAGAA
TCACCTGGGAATCAATACCATGTTCAGOIAGACAGAAGGTCTGAGGCAACGAAATCTGGATCAGCGTATTTATCA
GCAATAACTAGAACTTCAGAAGGCCCAGCAGGCATGTCAATACTACACAGGGCTGATGTGTCATTTTGAACCATCAT
CTTGGCAGCAGTAACGAACTGGTTTCCTGGACCAAATATTTTGTCACACTTAGGAACAGTTTCTGTTCCGTAAGCCAT
AGCAGCTACTGCCTGGGCGCCTCCTGCTAGCACGATACACTTAGCACCASIGIEGCAACGTAGATGACTTCTG
GGGTAAGGGTACCATCCTTCTTAGGTGGAGATGCAAAAACAATTTCTTTGCAACCAGCAACTTTGGCAGGAACACCC
AGCATCAGGGAAGTGGAAGGCAGAATTGCGGTTCCACCAGGAATATAGAGGCCAACTTTCTCAATAGGTCTTGCAAA
ACGAGAGCAGACTACACCAGGGCAAGTCTCAACTTGCAACGTCTCCGTTAGTTGAGCTTCATGGAATTTCCTGACGT
TATCTATAGAGAGATCAATGGCTCTCTTAACGTTATCTGGCAATTGCATAAGTTCCTCTGGGAAAGGAGCTTCTAAC
ACAGGTGTCTTCAAAGCGACTCCATCAAACTTGGCAGTTAGTTCTAAAAGGGCTTTGTCACCATTTTGACGAACATT
GTCGACAATTGGTTTGACTAATTCCATAATCTGTTCCGTTTTCTGGATAGGACGACGAAGGGCATCTTCAATTTCTTG
TGAGGAGGCCTTAGAAACGTCAATTGCACAATTCAATACGACCTTCAGAAGGGACTTCTTTAGGTTTGGATTCTT
CTTTAGGTTGTTCCTTGGTGTATCCTGGCTTGGCATCTCCTTTCCTTCTAGTGACCTTTAGGGACTTCATATCCAGGT
TTCTCTCCACCTCGTCCAACGTCACACCGTACTTGGCACATCTAACTAATGCAAAATAAAATAAGTCAGCACATTCCC
AGGCTATATCTTCCTTGGATTTAGCTTCTGCAAGTTCATCAGCTTGUITAATTTTAGCGTTCAACAAAACTTCGT
CGTCAAATAACCGTTTGGTATAAGAACCTTCTGGAGCATTGCTCTTACGATCCCACAAGGTGGCTTCCATGGCTCTA
AGACCCTTTGATTGGCCAAAACAGGAAGTGCGTTCCAAGTGACAGAAACCAACACCTGTTTGTTCAACCACAAATTT
CAAGCAGTCTCCATCACAATCCAATTCGATACCCAGCAACTTTTGAGTTGCTCCAGATGTAGCACCTTOATAL
ACCGTGACGACGAGATTGGTAGACTCCAGTTTGTGTCCTTATAGCCTCCGGAATAGACTTTTTGGACGAGTACACCA
GGCCCAACGAGTAATTAGAAGAGTCAGCCACCAAAGTAGTGAATAGACCATCGGGGCGGTCAGTAGTCAAAGACGC
CAACAAAATTTCACTGACAGGGAACTTTTTGACATCTTCAGAAAGTTCGTATTCAGTAGTCAATTGCCGAGCATCAAT
AATGGGGATTATACCAGAAGAACAGTGGAAGTCACATCTACCAACTTTGCGGTCTCAGAAAAAGCATAAACAGTTC
TACTACCGCCATTAGTGAAACTTTTCAAATCGCCCAGTGGAGAAGAAAAAGGCACAGCGATACTAGCATTAGCGGGC
AAGGATGCAACTTTATCAACCAGGGTCCTATAGATAACCCTAGCGCCTGGGATCATCCTTTGGACAACTCTTTCTGC
CAAATCTAGGTCCAAAATCACTTCATTGATACCATTATTGTACAAGAGCAAGTTGTCGATCAGCTCCTCAAATTG
GTCCTCTGTAACGGATGACTCAACTTGCACATTAACTTGAAGCTCAGTCGATTGAGTGAACTTGATCAGGTTGTGCA
GCTGGTCAGCAGCATAGGGAAACACGGCTTTTCCTACCAAACTCAAGGAATTATCAAACTCTGCAACACTTGCGTAT
GCAGGTAGCAAGGGAAATGTCATACTTGAAGTCGGACAGTGAGTGTAGTCTTGAGAAATTCTGAABTTH TA
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TTATCAGTGAGTCAGTCATCAGGAGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCG
GTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTT
CGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTTGCC
GCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCIMCTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGAG
TATCTATGATTGGAAGTATGGGAATGGTGATACCCGCATTCTTCAGTGTCTTGAGGTCTCCTATCAGATTATGCCCA
ACTAAAGCAACCGGAGGAGGAGATTTCATGGTAAATTTCTCTGACTTTTGGTCATCAGTAGACTCGAACTGTGAGAC
TATCTCGGTTATGACAGCAGAAATGTCCTTCTTGGAGACAGTAAATGAACGKTTAATAAAGAAATCCTTGTTATC
AGGAACAAACTTCTTGTTTCGAACTTTTTCGGTGCCTTGAACTATAAAATGTAGAGTGGATATGTCGGGTAGGAATG
GAGCGGGCAAATGCTTACCTTCTGGACCTTCAAGAGGTATGTAGGGTTTGTAGATACTGATGCCAACTTCAGTGACA
ACGTTGCTATTTCGTTCAAACCATTCCGAATCCAGAGAAATCAAAGTTGTTTGTCTACTATTGATCCAAGCCEGTGC
GTCTTGAAACTGACAATAGTGTGCTCGTGTTTTGAGGTCATCTTTGTATGAATAAATCTAGTCTTTGATCTAAATAAT
CTTGACGAGCCAAGGCGATAAATACCCAAATCTAAAACTCTTTTAAAACGTTAAAAGGACAAGTATGTCTGCCTGTAT
TAAACCCCAAATCAGCTCGTAGTCTGATCCTCATCAACTTGAGGGGCACTATCTTGTTTTAGAGAAATTTGCGGAGA
TGCGATATCGAGAAAAAGGTARCTGATTTTAAACGTGAAATTTATCTCAAGATCTCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGA
TGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGA
CAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGC
GGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGNECACCATATGCGGTGTGAAATACCG
CACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGT
TCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGA
AAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGC
TCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATAC
CAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTT
TCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCA
AGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCOGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAAC
CCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTG
CTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAG
CCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAARCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGT
TTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTC
AGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATT
AAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGGEG
CACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGG
AGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATA
AACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTG
CCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGT
CACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTG
TGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGT
TATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTARGATTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAA
GTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATA
GCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGA
TCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTGEGTCBGAGCA
AAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTT
TCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACA
AATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCT
ATAAAAATAGGCGTATACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCT
GACTCATGTTGGTATTGTGAAATAGACGCAGATCGGGAACACTGAAAAATAACAGTTATTATTCG

6.2. Bestimmung der enzymkinetischen Parameter
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Lineweaver-Burk Diagramm fir Thrombin mit Z-GPR-AMC und GPRP
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Abbildung62: LineweaveiBurk Diagramm fur Thrombin mitGPRAMC am FluoreszenzspektrometBroppelt reziproke Auftragung
der Substratkonzentrationen gegen die linedwfangssteigung aus der Enzymkindfikssung von Thrombin mit dem SubstraGPR
AMC im Konzentrationsbereich von 10 bis 200 uM.
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6.3. Kalibrierung des BatroxobkStandards

Tabelle46: Kalibrierung des BatroxobiBtandards

Batroxobin / BU Mittelwerte der Zeit bis zum | Standardabweichung
Wendepunkt aus Doppelbestimmung
/s
2 42 1
1 117 7
0,5 300 21
0,25 579 19
0,125 1122 41
0,063 2139 1
0,032 4035 92
0,016 7336 35
0,008 13511 255
0,004 28782 1104
0,002 - -
0,001 - -

Die Proben mit 0,002 und 0,001 BU waren nach 14 h nicht geronnen und wurden bei der Auswertung
nicht mitberiicksichtigt. Auf3erdem weisen die Proben mit 0,004 und 0,008 BU eine groRRe
Standardabweichung auf und wurden daher bei der Standardkurve nicht mit berlcksichtigt, da sie
aufgrund der reziproken Auftragung die Standardkurve im grol3en Mal3e beeinflussen wiirden.

6.4.

LGMSDaten fur synthetisierten FRET Substrate

6.4.1. Substrat 1 AbzGVRGE-Nitro-Tyr

DAD1 A, Sig=220,10 Ref=off
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6.4.3. Substrat 3N-Me-AbzGVRGR.ys(Dnp)

DAD1 A, Sig=220,28 Ref=off
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6.4.4. Substrat 4 TrpGVRGR.ys(Dnp)
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MSD1 TIC, MS File
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6.4.5. Substrat 5 AbzGVRGR-Nitro-Phe

DAD1 A, Sig=220,10 Ref=off
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6.4.7. Substrat 7 Lys(DnppVRGHrp

DAD1 A, Sig=220,28 Ref=off
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6.5. Absorptions, Anregungs und Emissionsspektren défREISubstrate
a) Substrat 1 AbzGVRGE3-Nitro-Tyr

Siehe Abschnitt4.6.3

b) Substrat 2 AbZ=GVRGR.ys(Dnp)
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Abbildung63: Absorptionsspektrum von ABZVRGRys(Dnp) (50uM)

—— Extinktionsspektrum (Em420nm)
—— Emissionsspektrum (Ex320nm)
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Abbildung64: Extinktions und Emissionsspektrum von ABYRGRys(Dnp) (500 pM)Extinktion 320m, Enission 420hm,
Spaltbreiten5/5 nm, Detektorspannung00V)
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—— Extinktionsspektrum (Em420nm)
—— Emissionsspektrum (Ex320nm)
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Abbildung65: Extinktions und Emissionsspektrum von ABYRGRys(Dnp) (500 pM) nach Spaltugxtinktion 326 m, Emission 420
nm, Spaltbreiterb/5 nm, Detektorspannung00V)

c) Substrat 3 NMe-AbzGVRGR.ys(Dnp)
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Abbildung66: Absorptionsspektrum vonMe-AbzGVRGRys(Dnp) (50uM)

—— Extinktionsspektrum (Em450nm)

—— Emissionsspektrum (Ex350nm)
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Abbildung67: Extinktions und Emissionsspektrum vonie-AbzGVRGRys(Dnp) (500 pM)Extinktion 350im, Enission 450m,
Spaltbreiten5/5 nm, Detektorspannung00V)
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—— Extinktionsspektrum (Em450nm)

—— Emissionsspektrum (Ex350nm)
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Abbildung68: Extinktions und Emissionsspektrum vonMe-AbzGVRGRys(Dnp) (500 uM) nach SpaltuiBxtinktion 356m,
Emission 450hm, Spaltbreiterb/5 nm, Detektorspannund00V)

d) Substrat 4 TregGVRGR.ys(Dnp)

—— Emissionsspektrum (Ex280nm)
51 —— Extinktionsspektrum (Em360nm)
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Abbildung69: Extinktions und Emissiorgpektrum von Trg5VRGRYs(Dnp)Y500 pM) (Extinktion 286 m, Enission 360 nm,
Spaltbreiten5/5 nm, Detektorspannundg00V)
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—— Extinktionsspektrum (Em360nm)
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Abbildung70: Extinktions und Emissionsspektrum von TgVRGRys(Dnp) (500 uM)ach Spaltung. (Extinktion 28@n, Emission 360
nm, Spaltbreiterb/5 nm, Detektorspannund00V)

e) Substrat 5AbzGVRGR-Nitro-Phe
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—— Extinktionsspektrum (Em420)
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Abbildung71: Extinktions und Emissionsspektrum v@xbzGVRGHR-Nitro-Phe(500 pM) (Extinktion 320m, Emnission 420 nm,
Spaltbreitens/5 nm, Detektorspannund00V)

f) Substrat 6N-Me-AbzGVRGH rp

—— Extinktionsspektrum (Em430nm)
—— Emissionsspektrum (Ex280nm)
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Abbildung72: Extinktions und Emissionsspektrum vifiMe-AbzGVRGH rp (500 uM) (Extinktion 286 m, Enission 430 nm,
Spaltbreiten5/5 nm, Detektorspannundg00V)
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—— Extinktionsspektrum (Em355nm)
——— Emissionsspektrum (Ex280nm)
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Abbildung73: Extinktions und Emissionsspektrum vaftMe-AbzGVRGH rp (500 pM)nach Spaltung. (Extinktion 28@n, Enission
355 nm, Spaltbreites/5 nm, Detektorspannund00V)

g) Substrat 7Lys(Dnp)GVRGHFrp
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—— Extinktionsspektrum (Em360nm)
—— Emissionsspektrum (Ex280nm)
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Abbildung74: Extinktions und Emissionsspektrum vdrys(Dnp)GVRGH rp (500 uM) (Extinktion 286 m, Emission 360 nm,
Spaltbreitens/5 nm, Detektorspannund00V)
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Abbildung75: Extinktions und Emissionsspektrum varys(Dnp/GVRGHTrp (500 uM)nach Spaltung. (Extinktion 28@n, Erission 360
nm, Spaltbreiterb/5 nm, Detektorspannund00V)
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h) Substrat8 AbzGVRGPR-Nitro-Tyr
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Abbildung76: Absorptionsspektrum voAbzGVRGPR-Nitro-Tyr (50uM)

—— Extinktionsspektrum (Em420nm)

709 —— Emissionsspektrum (Ex320nm)

65
60 -
55 -
50
45 -
40 -
35
30
25
20
15 -
10 -
5]

Fluoreszenz / a.u.

T T T T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600
Wellenldnge / nm

Abbildung77: Extinktions und Emissionsspektrum vakbhzGVRGPR-Nitro-Tyr(500 uM) (Extinktion 320hm, Emission 420 nm,
Spaltbreitens/5 nm, Detektorspannung00V)
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Abbildung78: Extinktions und Emissionsspektrum v@xbzGVRGPR-Nitro-Tyr (500 uM)nach Spaltung. (Extinktion 32@n, Enission
420 nm, SpaltbreiteB/5 nm, Detektorspannung 500

i) Substrat8 AbzZGGGVRGRRNItro-Tyr
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Abbildung79: Absorptionsspektrum voAbzGGGVRGPRNitro-Tyr (50uM)
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Abbildung80: Extinktions und Emissionsspektrum véxbzGGGVRGPRNItro-Tyr(500 uM) (Extinktion 326m, Emission 420 nm,
Spaltbreiten5/5 nm, Detektorspannund00Vv)
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Abbildung81: Extinktions und Emissionsspektrum vaxbzGGGVRGPRNItro-Tyr(500 uM)nach Spaltung. (Extinktion 320n,
Enission 420 nm, Spaltbreite®i5 nm, Detektorspannung 508
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6.6. LineweaverBurk Diagramme fuBatroxobin
6.6.1. Batroxobin mit BZArg|AMC
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Abbildung82: LineweaveBurk Diagramm flir Batroxobin mit-BzgAMC. Doppelt reziproke Auftragung der Substratkonzentrationen
gegen die lineare Anfangssteigung aus der EnzymkiMeisung vori BUBatroxobin mit dem Substrat BrgAMC im

Konzentrationsbereich von 100 bis 2000 pM.
6.6.2. Batroxobin mit HD-GVRAMC

3,5 1

3,0

N
ul
1

N
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Abbildung83: LineweaveiBurk Diagramm fur Batroxobin mitBtGVRAMC. Doppelt reziproke Auftragung der
Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der Enzymkiestking vori BUBatroxobin mit dem Substrat-B-

GVRAMC im Konzentrationsbereich von 100 bis 2000 pM.
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6.7. Ku-Bestimmungvon FREISubstratenmit Batroxobin

6.7.1. AbzGVRGPR-Nitro-Tyr

20000 + <0,0020

4

15000 0,0015 +

£
£
S
€
=
2 B
£ =
E 10000 - g 0,0010 Vpray = 0,005 pmol min®
o y-Achsenabschnitt = 1028 + 138 min pmol* % Ky = 1408 uM
> Steigung = 920398 + 13415 min pmol™ uM g
j=)
5000 £ 0,0005
1%}
£
>
0 T T T T 0,0000 : T
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0 500 1000
ctum? Konzentration [uM]
Konzentration [ uM] Umsatzgeschwindigkeit [a.u. min™] Umsatzgeschwindigkeit [umol*min -] 1/c v
20 1,5 9,4E-5 0,050 1,1E+4
50 2,6 1,8E-4 0,020 5,5E+3
100 4,7 3,7E-4 0,010 2,7E+3
250 6,6 8,0E-4 0,0040 1,2E+3
400 6,7 0,0012 0,0025 8,6E+2
500 6,0 0,0014 0,0020 7,4E+2
700 4,9 0,0017 0,0014 5,8E+2
1000 3,7 0,0022 0,0010 4,6E+2

Abbildung84: (Links) LineweaveBurk Diagramnfiir den Umsatz voAbzGVRGPR-Nitro-Tyrdurch 1 BU BatroxobiDoppelt
reziproke Auftragung der Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der EnzymMksmiilg vom Substrat
AbzGVRGPR-Nitro-Tyrim Konzentrationsbereich von 50 bis 1000 uM durch 1 BU Batrox@b@chts)Umsatzkurve mit Berechnung
der Ky fir den Umsatz von AB2VRGPR-Nitro-Tyrdurch 1 Blhochreinem Batroxobin (Pentapharm).
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6.7.2. AbzGGGVRGR®&Nitro-Tyr
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Abbildung85: (Links)LineweaveiBurk Diagramnfiir den Umsatz voAbzGGGVRGP&RNItro-Tyrdurch 1 BU BatroxobiDoppelt
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240
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72,6
36,2
25,6

reziproke Auftragung der Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der EnzyMkssiilg vom Substrat
AbzGGGVRGPRNItro-Tyrim Konzentrationsbereich von 50 bis 1000 uM durch 1 BU Batrox@échts)Umsatzkurve mit
Berechnung der {fur den Umsatz voAbzGGGVRGPRNItro-Tyrdurch 1 Blhochreinem Batroxobin (Pentapharm).
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6.7.3. AbzZAEGGGVRGRRNitro-Tyr
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Abbildung86: (Links)LineweaveiBurk Diagramnfiir den Umsatz voAbzAEGGGVRGRBRNIitro-Tyrdurch 1 BU Batroxobifoppelt
reziproke Auftragung der Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der EnzyMkBmtitg vom Substrat
AbzAEGGGVRGPRitro-Tyrim Konzentrationsbereich von 50 bis 1000 uM durch 1 BU Batrox@techtsUmsatzkurve mit
Berechnung der Kfiir den Umsatz voAbzAEGGGVRGHRitro-Tyrdurch 1 Blhochreinem Batroxobin (Pentapharm).
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6.7.4. AbzDFLAEGGGVRGBRIitro-Tyr

0,05
300 HE
£ 004+
5
— £
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S S 0,03
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£ el
£ £
o % 002+ Vina = 0,06 pmol min't
4 100 é Ky = 339 M
B Foor,
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ctumY Konzentration [uM]
Konzentration Umsatzgeschwindigkeit Umsatzgeschwindigkeit 1/c N
UM a.u. min! pmol*min -1
20 58 0,0036 0,050 2,8E+2
50 1,1E+2 0,0077 0,020 1,3E+2
1,0E+2 1,9E+2 0,015 0,010 68
2,5E+2 2,0E+2 0,024 0,0040 42
4,0E+2 1,9E+2 0,034 0,0025 29
6,0E+2 1,2E+2 0,039 0,0017 26
8,0E+2 90 0,042 0,0013 24

Abbildung87: (Links)LineweaveiBurk Diagramnfiir den Umsatz voAbzDFLAEGGGVRGRRItro-Tyrdurch 1 BU Batroxobin.
Doppelt reziproke Auftragung der Substratkonzentrationen gegen die lineare Anfangssteigung aus der Enzvféssatig vom
SubstratAbzDFLAEGGGVRGRRItro-Tyrim Konzentrationsbereich von 50 bis 1000 uM durch 1 BU Batrox@techts)
Umsatzkurve mit Berechnung dey Kir den Umsatz von AH2FLAEGGGVRGRRItro-Tyrdurch 1 Blhochreinem Batroxobin
(Pentapharm).
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6.8. Kalibriergeraden

Zur Quantifizierung des enzymatisch gebildeten Produkts aus den eingesetzten Substraten wurden
Standardreihen erstellt, um die gemessene Absorption bzw. Fluoreszenzintensitéat in Konzentrationen
des gebildeten Chromophors bzw. Fluorophors umzurechnen.

1,0

Absorption

0,0 g T g T
0 50 100

Konzentration [uM]
Abbildung88: Kalibriergerade fiir den Chromophor pa¥#roanilin in Kompetitionspuffer am Photometer mit 500pL Halbmikro PS

Einwegkuvetten. Die Messung der Absorption erfolgte in Duplikaten bei einer Anregungswellenlange von 405 nm und RT. Die
Fehlerbalken geben digtandardabweichung wieder. Die ermittelte Regressionsgerade ist y = 0,0106&EuM
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Abbildung89: Kalibriergerade fiir den Fluorophor Aminomethylcoumarin (AMC) in Kompetitionspuffer am Photometer mit 500pL
Halbmikro PEinwegkivetten. Die Messung der Absorption erfolgte in Duplikaten bei einer Anregungswellenlédnge von 360 nm und RT.
Die Fehlerbalkenaben die Standardabweichung wieder. Die ermittelte Regressionsgerade isty = 0,0113 Ak pM
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Absorption
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1

0,0

200 400
Konzentration [uM]

Abbildung90: Kalibriergerade fiir den FluorophofiNBtro-Tyrosin in Kompetitionspuffer am Photometait 500uL Halbmikr®$S
Einwegkuvetten. Die Messung der Absorption erfolgte in Duplikaten bei einer Anregungswellenldnge von 430 nnDiend RT.
Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder. Die ermittelte Regressionsgerade ist y = 0,004 AE pM
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Abbildung91: Kalibriergerade fiir den QuenchBmitrophenyiLysinam Photometer mit 500pL Halbmikro-E#iwegkivetten. Die
Messung der Absorption erfolgte in Duplikaten bei einer Anregungswellenlange von 405 nm und RT. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung wieder. Die ermittelte Regressionsgerade ist y = 0,8&7{1R! * x

1000

800

600

400

Fluoreszenzintensitét [a.u.]

200

o777 7 T T T T T T T T I

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Konzentration [uM]

Abbildung92: Kalibriegeradefur den Fluorophor Aminobenzamid (Abz) am Fluoreszenzspektrommtéikro-Quarzkivetten mit
2mm x 10mm SchichtdickéExtinktion 20 nm Emission 20 nm; Spaltbreiten Ex 5 nmEm 10 nmDetektorspannung 480QVDie
Messung erfolgte als Duplikate. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung Diedsrechnete Geradengleichung lautet
13,74 a.u. pM* ¢
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Fluoreszenzintensitét [a.u.]

Konzentration [uM]

Abbildung93: Kalibriegeradefur den FluorophoAminomethylcoumarin (AM@m Fluoreszenzspektrometanit Mikro-Quarzkivetten
mit 2mm x 10mm SchichtdickéExtinktion 30 nm; Emission 40 nnt Spaltbreiten Ex 5 nmEm 10 nmDetektorspannung00 V). Die
ermittelte Regressionsgerade ist 1324 a.u. uM'* ¢

6.8.1.1. Kalibriergeradefir Abz in Anwesenheit von Ab@VGPR.ys(Dnp)
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Abbildung94: Kalibriergerade fiir den Fluorophébzin Kompetitionspuffein Anwesenheit vo250 uMAbzGVGPRys(Dnppei
37°C. (Extinktio820 nm; Emissiod20 nm; Spaltbreiten: E% nm, Em10 nm; Detektorspannung 470V). Die ermittelte
Regressionsgerade istI2,8a.u. uM!* ¢

6.8.1.2. Kalibriergeradefir Abz in Anwesenheit von Ab&VGPR-Nitro-Phe
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Abbildung95: Kalibriergerade fur den Fluorophébzin Kompetitionspuffein Anwesenheit voi250 uMAbzGVGPR-Nitro-Phe bei

37°C. (Extinktio820 nm; Emissiod20 nm; Spaltbreiten: E% nm, Em10 nm; Detektorspannung 500V). Die ermittelte
Regressionsgerade ist#,46 a.u. uM-* ¢
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6.8.1.3. Kalibriergeradefir N-Me-Abz in Anwesenheit voiN-Me-AbzGVGPR.ys(Dnp)
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Abbildung96: Kalibriergerade fir den FluorophorMe-Abzin Kompetitionspuffein Anwesenheit vo250 uM NMe-AbzGVGPR
Lys(Dnp) bei 37°C. Die Einstellungen des Fluoreszenzspektrometers sind Ex@stktionEmissiod50nm Spaltbreiten E5 nmEm
10nm Detektorspannun&90V. Die ermittelte Regressionsgerade istd,95 a.u. pM-* ¢

6.8.1.4. Kalibriergeradefur Trpin Anwesenheit vonTrp-GVGPR.ys(Dnp)
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Abbildung97: Kalibriergerade fiir den Fluorophor TirpKompetitionspuffein Anwesenheit voi250 pM TrpGVGPR.ys(Dnp) bei 37°C.

(Extinktion 280 nm; Emissi@60 nm;Spaltbreiten: E% nm, Em10 nm; Detektorspannun@50V). DieMessung erfolgte in
Quarzkivetten mit einer Schichtdicke von 10x2 mm. Die ermittelte Regressionsgerad,i&8 b.u. uM-* ¢

6.8.1.5. Kalibriergeradefur Trpin Anwesenheit vorN-Me-AbzGVGPRrp
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0 20 40

Konzentration [uM]

Abbildung98: Kalibriergerade fur den Fluorophor TirpKompetitionspuffein Anwesenheit vo250 pM NMe-AbzGVGPRrp bei
37°C. (Extinktion 280 nm; EmissBB0 nm;Spaltbreiten: E% nm, Em10 nm; Detektorspannung50V). Die Messung erfolgte in
Quarzkiivetten mit einer Schichtdicke von 10x2 riie ermittelte Regressionsgerade ist3,65 a.u. pM-* ¢

6.9. Einfluss der Kompetition von Fibrinogen auf das LineweaBerrk-Diagramm fur den Umsatz
von Thrombin mit ZGPRAMC

Fibrinogen als | Y[S] fir 5 pM Z -GPR | 1/vo [a.u. min?] L/[S] fur 500 pyM Z -GPR | 1/ v, [a.u. min?]
kompetitiver Inhibitor AMC UM AMC [uMY]
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0 0,2 0,066 0,002 0,016
0,5 0,2 0,079 0,002 0,014
1 0,2 0,098 0,002 0,015
2 0,2 0,119 0,002 0,015
3 0,2 0,137 0,002 0,016
4 0,2 0,192 0,002 0,020
0,20 4 |~ 0 mg/mL Fibrinogen
1 |- = 0,5 mg/mL Fibrinogen
0,184 |- - - 1 mg/mL Fibrinogen
1 2 mg/mL Fibrinogen
0,16 3 mg/mL Fibrinogen
1 4 mg/mL Fibrinogen
0,14 +
—
% 0,12—_
2 0,10 ’, c(Fg) [mg/mL] Regressionsgerade
5 008 1 e 0 y = 0,01549 + 0,25366*x
T 0,5 y =0,01307 + 0,33148*x.
0,06 ] 1 y = 0,01455 + 0,41745*x
| 2 y = 0,01458 + 0,52234*x
0,04 3 y = 0,01499 + 0,60999*x
1 4 y =0,01779 + 0,87261*x
0,02 1
0,00 T T T T T T T T T

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
1/[S] [a.u. minY]

Abbildung99: Ubersicht der Lineweavdsurk Diagramme fiir den Umsatz von 5 und 500 gGPRAMC unter Einfluss vonr®mg/mL
Fibrinogen als kompetitiven Inhibitor.
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