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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft neuartige antimikrobiell
wirkende Peptide sowie dessen Herstellung und Ver-
wendung als Arzneimittel.

[0002] Die Kérperoberflachen mehrzelliger Lebewe-
sen stellen eine wichtige Grenzschicht gegeniber
der Umgebung dar und liefern eine erste Verteidi-
gungslinie gegeniiber eindringenden Mikroorganis-
men. Insbesondere antimikrobiell wirksame Peptide,
die zahlreich in der Epidermis und vor allem in der
daruber liegenden Hornschicht vorhanden sind, neh-
men an dem Verteidigungssystem teil. Sie kontrollie-
ren mikrobielles Wachstum in den ersten Stunden
nach einer oberflachlichen Verletzung und wahrend
der Wundheilung. Insbesondere sind sie bei einigen
Hauterkrankungen zu finden.

[0003] In der Haut des Menschen sind bisher sechs
Klassen antimikrobieller Peptide entdeckt worden,
die B-Defensine, RNase-7, Psoriasin (S100-A7),
Cathelicidin hCAP18, Dermcidin und Lysozym. RNa-
se 7, Lysozym und Dermcidin werden konstitutiv in
gesunder Haut gebildet, wahrend die (3-Defensine
und das Cathelicidin nur durch entzindliche Stimuliin
humanen Keratinozyten induziert werden und damit
in erster Linie als Reaktion auf Verletzungen wirken.

[0004] Defensine sind kleine kationische und am-
phipatische Peptide mit einem Molekulargewicht von
3 bis 5 kDa, sie haben eine antibakterielle und eine
antimykotische Wirkung. Wahrend die a-Defensine
HNP1-4 beispielsweise in humanen neutrophilen
Granulozyten, die sich in entzindetem Gewebe an-
reichern, gebildet werden, findet man die B-Defensi-
ne hBD-2 und hBD-3, die von Epithelzellen produziert
werden, in der entziindeten Haut und anderen ent-
zlindeten Koérperoberflachen.

[0005] RNase 7 ist ein kleines kationisches Protein,
das von Epithelzellen insbesondere der Haut konsti-
tutiv produziert und bereitgestellt wird. Es zeigt ein
breites antimikrobielles Wirkungsspektrum mit be-
sonders hoher Wirksamkeit gegeniber Gram-positi-
ven Darmbakterien wie beispielsweise Enterokok-
ken.

[0006] Psoriasin ist ebenfalls ein kleines Protein,
das von Hautkeratinozyten produziert wird. Es ist ein
gegen das Darmbakterium Escherichia coli spezi-
fisch wirksames antibiotisches Protein, das auf der
Hautoberflache in antibiotisch wirksamen Konzentra-
tionen nachweisbar ist.

[0007] Dermcidin ist ein weiteres antibiotisches
Peptid, das spezifisch von Zellen der Schweilldrisen
produziert wird und gegen Staphylokokken und
Escherichia coli wirksam ist. Es ist im Schweily nach-
weisbar und wirkt hier als Schutzfaktor vor Staphylo-
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kokken-Infektionen.

[0008] Allgemein sind antimikrobielle Peptide endo-
gene, Gen-kodierte Peptide mit besonderer Bedeu-
tung fur die frihe Phase der Abwehr gegen mikrobi-
elle Erreger, inklusive Infektionsprophylaxe. Einige
sind permanent als antimikrobiell aktive Peptide vor-
handen, weitere, beispielsweise das Peptid LL-37,
werden erst nach Abspaltung grélerer, per se antibi-
otisch inaktiver Proteine gebildet und wiederum an-
dere werden lokal neu synthetisiert. Sie kbnnen des-
halb, je nach Typus, innerhalb von Minuten bis Stun-
den nach dem ersten Kontakt mit dem Pathogen
nachgewiesen werden.

[0009] Allerdings wirken die bekannten antimikrobi-
ellen Peptide nicht gegen alle mikrobiellen Pathoge-
ne in gleicher Weise. Dermcidin wirkt beispielsweise
nicht bei Infektionen mit Pseudomonas aeruginosa,
einer wichtigen Ursache fir Hautinfektionen insbe-
sondere bei Brandverletzungen und fur Lungeninfek-
tionen, insbesondere bei der Mukoviszidose.

[0010] Fur die Bekdmpfung pathogener Mikroorga-
nismen werden praventiv oder kurativ auch Antibioti-
ka eingesetzt, also Stoffe mikrobiellen Ursprungs, die
andere Mikroorganismen an ihrem Wachstum hem-
men oder sogar abtéten. Im Gegensatz zu den oben
erwahnten antimikrobiellen Peptiden haben Antibioti-
ka in der Regel eine selektive Wirkung. Viele Mikro-
organismen besitzen eine natirliche Unempfindlich-
keit gegeniiber einem Antibiotikum, sie kdnnen diese
sogenannte Antibiotika-Resistenz aber auch im Ver-
lauf des Wachstums in Gegenwart von Antibiotika
entwickeln.

[0011] Durch Mutations- und Selektionsprozesse
sowie durch die Ausbildung von Resistenzen erge-
ben sich nicht nur im Klinikalltag sondern auch bei
der Arzneimittel- und Kosmetikaherstellung immer
haufiger Probleme mit mikrobiellen Pathogenen, die
nicht oder nicht effektiv bekdmpft werden kénnen.

[0012] Vor diesem Hintergrund besteht ein standi-
ger Bedarf an neuen antimikrobiell wirkenden Agen-
zien, die praventiv oder kurativ eingesetzt werden
kénnen.

[0013] Damit liegen der vorliegenden Erfindung die
Aufgaben zugrunde, weitere antimikrobiell wirkende
Peptide bereitzustellen, die als gut zugangliches Arz-
neimittel mit biologischer und therapeutischer Aktivi-
tat eines naturlichen Stoffes verwendet werden kon-
nen sowie einen Weg zu ihrer Produktion aufzuzei-
gen.

[0014] Erfindungsgemaf wird diese Aufgabe durch
antimikrobiell wirkende Peptide mit den in Anspri-
chen 1 bis 7 aufgefuhrten Merkmalen gelést.
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[0015] Die Erfindung wird in den Flg. 1 bis Fig. &
naher veranschaulicht. Es zeigen:

[0016] Eig. 1 Nucleotid- und Aminosauresequenz
der humanen Ifapsoriasin cDNA,

[0017] Eig. 2 eine schematische Strukturdarstellung
des humanen Ifapsoriasin-Proteins,

[0018] Eig. 3 die Isolierung des IFPS,,,, ;50-SU-
MO-Fusionsproteins mittels Umkehrphasen-HPLC,

[0019] Fig.4 Umkehrphasen-HPLC des
IFPS,,.4250-SUMO-Fusionsprotein-Verdaus und Iso-
lierung von IFPS,,,4 55915

[0020] Eig.& MIC (minimale Hemmhofkonzentrati-
on) fur das IFPS-Peptid 2 (SEQ ID:NO 2), und

[0021] Eig.& LD, (Letale Dosis 90, Konzentration
bei der 90% der Mikroorganismen abget&tet werden)
fur das IFPS-Peptid 2 (SEQ ID:NO 2).

[0022] Fir das oben beschriebene Ifapsoriasin (im
Folgenden: IFPS) wurde die in £ig, 3 dargestellte ko-
dierende Nukleinsauresequenz (cDNA) gefunden.
Die komplette Nucleotidsequenz der humanen Ifap-
soriasin-cDNA (9117 bp) wurde durch Klonierung und
Sequenzierung bestatigt. Die abgeleitete Aminosau-
resequenz des offenen Leserahmens wurde direkt
unter den kodierenden Basen dargestellt. Die unter-
strichen fett dargestellten Nucleotide geben die kano-
nische Poly(A)-Signalsequenz an. Das IFPS-Gen be-
steht aus drei Exons und zwei Introns. Die Exon/In-
tron-Grenzen  wurden  mithife des  BLAST
Search-Programms ermittelt. Die cDNA-Sequenzda-
ten sind unter der GenBank beim "National Center for
Biotechnology Information" (NCBI) unter Zugangs-
nummer AY827490 verfluigbar. Durch die Analyse der
kodierenden Nucleotidsequenz wurde das Gen des
neuen Proteins IFPS auf dem Chromosom 1q21 lo-
kalisiert. IFPS besitzt ein sehr restriktives Expressi-
onsmuster, da es nur in humaner Haut und Vaginal-
schleimhaut gebildet wird.

[0023] Das IFPS-Gen kodiert ein 2391 Aminosau-
ren umfassendes Protein, das aus einem sogenann-
ten $100-Teil, einem sogenannten EF-Hand-Teil, ei-
nen Spacer, 10 Repeat-Domanen A, 14 Repeat-Do-
manen B und einem C-Terminus besteht (Eig. 2).

[0024] Das 248 kDa IFPS Polyprotein wird in der
Haut proteolytisch zu verschiedenen Peptiden pro-
zessiert. Mit zwei unterschiedlichen antimikrobiellen
Assays konnten die Erfinder zeigen, dass C-termina-
le Peptidfragmente dosisabhéngig und in selektiver
Weise toxisch sind flir Feuchtkeime, insbesondere
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri
und Pseudomonas syringae.
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[0025] Die vorliegende Erfindung stellt des Weiteren
ein Herstellungsverfahren fur die erfindungsgema-
Ren Peptide sowie die Verwendung der erfindungs-
gemalen Peptide als Arzneimittel flr verschiedene
therapeutische und diagnostische Indikationen be-
reit. Dazu kdnnen die Peptide als hochreine Stoffe
oder — wenn fur die Verwendung ausreichend — inner-
halb eines teilweise aufgereinigten Peptidgemisches
oder als Gemisch mehrerer erfindungsgemafer Pep-
tide oder auch ihre Gensonden verwandt werden.

[0026] Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung
ferner Nukleinsduremolekile mit einem fur ein erfin-
dungsgemales Peptid kodierenden Sequenzab-
schnitt, einen Expressionsvektor mit einem derarti-
gen Nukleinsduremolekill sowie gegebenenfalls Kon-
trollsequenzen, insbesondere fiir Replikation, Trans-
kription und/oder Translation, sowie eine Wirtszelle,
die mit dem Expressionsvektor transfiziert oder trans-
formiert ist. Hierflir stehen verschiedene Expressi-
onsvektoren routinemafig zur sekretorischen oder
direkten cytoplasmatischen Expression zur VerfQ-
gung Nachdem die Aminosauresequenz der erfin-
dungsgemalen Peptide bekannt ist, kann mithilfe
des genetischen Codes eine entsprechende Nuklein-
sauresequenz abgeleitet werden, wobei optimierte
Codons fiir unterschiedliche Wirte (Bakterien, Hefe,
Saugerzellen, Pflanzen) verwendet werden kénnen.
Bevorzugt ist jedoch die sich aus Fig. 1 ergebende
Codonwahl.

[0027] Wenn Peptide als Fusionsproteine syntheti-
siert werden, kann die Herstellung und Reinigung der
erfindungsgemalen Peptide erleichtert werden. Fur
Aminosaureabschnitte oder Domanen bekannter
Proteine kodierende Sequenzen werden dabei an fir
die erfindungsgemalfien Peptide kodierenden Nukle-
insauren anfusioniert, so dass bei der Expression ein
durchgehendes Protein erzeugt wird. Beispiele fir
solche anfusionierten Aminosaureabschnitte sind die
Histidin-,Tags", durch die exprimierte Fusionsprotei-
ne Uber Nickel-Chelat-Saulen gereinigt werden kon-
nen, oder antigene Determinanten, die es erlauben,
die Peptide Uber geeignete Antikérperaffinitatssaulen
ZU reinigen.

[0028] In einem Ausfilhrungsbeispiel ist es bevor-
zugt, wenn das Peptid mit einem weiteren Peptid
oder Protein zu einem Fusionsprotein verbunden ist,
wobei ein SUMO-Protein, ein Histidin-,Tag", ein pro-
teolytischer Spalt-,Tag” und das IFPS-Peptid, vor-
zugsweise in der angegebenen Reihenfolge, verwen-
det wird.

[0029] Da IFPS natirlicherweise vermehrt in feuch-
ten Haut- und Schleimhautbereichen gefunden wird,
eignen sich die erfindungsgemalen Peptide beson-
ders gut zur Behandlung von Erkrankungen, die bei
Organbesiedlung durch Feuchtkeime, besonders
durch Pseudomonas aeruginosa entstehen.

3/13



DE 10 2007 059 891 A1

[0030] Aufgrund der biologischen Wirkung und des
natdrlichen Vorkommens der erfindungsgemalien
IFPS-Peptide ist gezeigt, dass die erfindungsgema-
Ren Praparate als Mittel zur Therapie von infektidsen
Erkrankungen vieler Epithelorgane und zur Infekti-
onsprophylaxe auf Grenzflachen, insbesondere der
Haut, des Nasen-Rachenraumes, der Augen, der
Atemwege, des Magen-Darm-Traktes und des Uro-
genitaltraktes anwendbar sind.

[0031] Die erfindungsgemaflen Peptide kdnnen
auch eingesetzt werden zur Behandlung von Syste-
merkrankungen bei Mangel dieser Peptide zur Be-
handlung von Erkrankungen des menschlichen Or-
ganismus, insbesondere mit Beteiligung der Atem-
wege, des Magen-Darm-Traktes und des Urogenital-
traktes.

[0032] In einer weiteren Ausfihrungsform der Erfin-
dung koénnen die erfindungsgemalen Peptide zur
Behandlung von chronischen Erkrankungen, teils
vergesellschaftet mit den bereits erwdhnten Erkran-
kungen eingesetzt werden, indem diese in geeigne-
ter Form fur die Behandlung benutzt werden.

[0033] Die erfindungsgemaflen Peptide kdnnen
weiterhin eingesetzt werden zur Behandlung von Er-
krankungen im akuten Stadium.

[0034] Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung
ferner eine pharmazeutische bzw. kosmetische Zu-
sammensetzung, die als wirksamen Bestandteil ein
erfindungsgemafles Peptid in einer antimikrobiell
wirksamen Menge, vorzugsweise im Bereich von
1-50 pg/ml enthalt.

[0035] In einer weiteren Ausfiihrungsform kénnen
die erfindungsgemalen Peptide zur Beschichtung
von Materialien, vorzugsweise Katheter, Kontaktlin-
sen oder orthopadischer Implantate verwendet wer-
den.

[0036] Durch die besonders hohe Wirksamkeit der
erfindungsgemafen Peptide gegeniber pathogenen
Bodenkeimen sind die erfindungsgemalen Peptide
auch einsetzbar zum Schutz von Pflanzen, vorzugs-
weise durch Herstellung transgener Pflanzen durch
Klonierung der fir die erfindungsgemafien Peptide
kodierenden Nukleinsauren.

[0037] Auch fur den Einsatz zur Infektionsprophyla-
xe und der Behandlung von Infektionen bei Tieren,
vorzugsweise Nutztiere und Haustiere, sind die erfin-
dungsgemalien Peptide geeignet.

[0038] Die erfindungsgemalien Peptide kdnnen ein-
gesetzt werden zur Diagnose oben bereits erwahnter
Erkrankungen, indem beispielsweise Antikdrper ge-
gen eines oder mehrere der erfindungsgemalen
Peptide oder seiner Derivate oder ihrer Fragmente
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hergestellt werden und die Konzentration in Kérper-
flissigkeiten oder Geweben eines oder mehrerer er-
findungsgemalier Peptide Uber immunologische Ver-
fahren gemessen wird.

[0039] Die IFPS-Peptide kdnnen als Arzneimittel
zubereitet werden. Diese enthalten eines oder meh-
rere der erfindungsgemafien neuen IFPS-Peptide
oder ein physiologisch vertragliches Salz dieser Pep-
tide. Die Form und Zusammensetzung der Arzneimit-
tel, welche eines oder mehrere der neuen IFPS-Pep-
tide enthalten, richtet sich nach der Art der Verabrei-
chung. Die Arzneimittel eines oder mehrere der neu-
en IFPS-Peptide enthaltend kénnen topisch, parente-
ral, intranasal, oral oder mittels Inhalation verabreicht
werden. Vorzugsweise werden diese Arzneimittel
enthaltend eines oder mehrere der neuen IFPS-Pep-
tide in fur den topischen Einsatz geeigneten Formu-
lierungen, vorzugsweise Cremes, Salben oder L6-
sungen, oder mit einem Injektionspraparat, entweder
als Lésung oder als Lyophilisat zur Auflésung unmit-
telbar vor Gebrauch konfektioniert. Die Arzneimittel-
zubereitungen kdnnen aulRerdem Hilfsstoffe enthal-
ten, die abfllltechnisch bedingt sind, einen Beitrag
zur Loslichkeit, Stabilitat oder Sterilitat des Arzneimit-
tels leisten oder den Wirkungsgrad der Aufhahme in
den Kérper erhéhen.

[0040] Die Bestimmung der biologischen Aktivitat
far die erfindungsgemalien neuen IFPS-Peptide ba-
siert auf Messungen gegen international gebrauchli-
che Referenzpraparationen fiir antibiotische Sub-
stanzen. Die erfindungsgemalien neuen IFPS-Pepti-
de eignen sich besonders auch fiir die Langzeit-The-
rapie bei Infektionserkrankungen, da sie Uber eine
ausgezeichnete biologische Wirksamkeit und Spezi-
fitdt gegeniber Feuchtkeimen, insbesondere Pseu-
domonas aeruginosa, verfugen und andererseits als
kérpereigene Peptide auch bei Dauerbehandlung
keine Immunreaktion ausldsen.

[0041] Zur Bestimmung der Aktivitat wurden die er-
findungsgemalien IFPS-Peptide auf ihre antimikrobi-
elle Wirkung hin getestet. Im Radial-Diffusions-Assay
konnten die in Eig. 8 angegebenen Aktivitaten gegen
verschiedene BakterienstAmme gemessen werden.

[0042] Die Isolierung der IFPS cDNA, ihr Vorkom-
men in verschiedenen Geweben, die Herstellung ei-
nes rekombinanten IFPS-Peptids sowie der Nach-
weis dessen antimikrobiellen Aktivitat werden in fol-
genden Beispielen beschrieben.

1) Isolierung der IFPS cDNA und Bestimmung der
genomischen Sequenz

[0043] Bei in silico-Analysen des humanen Genoms
mithilfe des "Ensembl"-Servers wurde eine 82 Ami-
nosauren lange Sequenz bestehend aus den konser-
vierten "EF-hand"-Domanen des Profilaggrins be-
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nutzt, um nach putativ neuen Mitgliedern der "S100
Fused Type Protein" (SFTP)-Familie zu suchen. Un-
ter anderem wurde eine Sequenz zwischen den be-
kannten Genen fiir Profilaggrin (FLG) und Cornulin
(CRNN oder Clorf10) gefunden, worauf eine hypo-
thetische cDNA-Sequenz durch Exon-Analysen der
umgebenden genomischen Region mittels des "Fuz-
zyFinder"-Programms erstellt wurde. Die untersuchte
Region enthielt zwei putative Exons. Die gesamte
cDNA-Sequenz wurde aus Keratinocyten-cDNA be-
stimmt. Hierzu wurde Gesamt-RNA aus humanen
Vorhaut-Keratinocyten mit TRIzol® nach Protokoll
isoliert. Nach DNase-Verdau wurden 3 pg der Ge-
samt-RNA unter Verwendung des SMART RACE
cDNA Amplification Kits (Clontech, Heidelberg) in
cDNA umgeschrieben. Mittels 5'- und 3'-RACE ("Ra-
pid Amplification of cDNA Ends") wurden die termina-
len Bereiche der cDNA bestimmt; das fast 9 kb grolRe
Exon3 des IFPS wurde Uber die "Short-Range Over-
lapping PCR"-Methode amplifiziert und anschliefiend
sequenziert. Die komplette cDNA-Sequenz ist unter
der GenBank Zugangsnummer AY827490 beim "Na-
tional Center for Biotechnology Information" (NCBI)
verfigbar. Die IFPS cDNA-Sequenz ist insgesamt
9117 bp lang, besitzt einen offenen Leserahmen von
7176 bp und ein Polyadenylierungssighal (AATAAA)
neun Nucleotide 5' vor Beginn der Polyadenylierung.
Sie ist ahnlich der cDNA-Sequenz aller bisher be-
kannter "SFTP"s strukturiert mit insgesamt zwei In-
trons (1048 und 1089 bp) und drei Exons (52, 160
und 8907 bp), von denen nur die letzten beiden die
proteinkodierende Sequenz tragen. Die abgeleitete
Proteinsequenz besteht aus 2391 Aminosauren und
besitzt N-terminal eine $100- und EF-hand-Domane,
anschlieRend eine Spacer-Region gefolgt von zwei
verschiedenen Multiple Tandem Repeats-Regionen
(10xA und 14xB), die beide 75-77 Aminosauren lang
sind, sich aber in ihrer Sequenz unterscheiden und
durch einen kurzen Spacer getrennt sind, und ab-
schlielfend den C-Terminus.

2) Nachweis von IFPS in verschiedenen Gewebepro-
ben

[0044] Zur Bestimmung der IFPS-mRNA-Expressi-
on wurde mit cDNA-Proben verschiedener humaner
Gewebe und Zellen eine RT-PCR mit Intron-iber-
spannenden Primern durchgefihrt. Die IFPS-mRNA
konnte dabei lediglich in der Haut und in kultivierten
Vorhaut-Keratinocyten nachgewiesen werden. In al-
len anderen untersuchten Geweben wie Milz, Thy-
mus, Dinndarm, Knochenmark, Tonsillen, Magen,
Leber, Larynx, Pharynx, Dickdarm, Polypen, Lunge,
Speicheldrise, Niere, Uterus, Lymphknoten, Neutro-
philen, bronchialen und trachealen Epithelzellen
konnte keine mRNA gefunden werden. In kultivierten
Keratinozyten wird die IFPS-mRNA durch Zugabe
von Ca?* zum Medium stark hochreguliert, wodurch
angenommen werden kann, dass IFPS ahnlich wie
auch Profilaggrin und Involucrin als Marker fir Kera-
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tinozyten-Differenzierung dienen kdnnte.

3) Konstruktion, Expression und Aufreinigung eines
rekombinanten IFPS-Peptids

[0045] Ein Fragment des IFPS, das die letzte B-Re-
peat-Domane und den kompletten C-Terminus ein-
schliel3t (148 Aminosauren), wurde rekombinant im
SUMO-System (Invitrogen, Karlsruhe; LifeSensors,
Malvern) hergestellt.

[0046] Hierzu wurde das C-terminale Fragment mit-
tels PCR von Keratinocyten-cDNA mit einer Pfu-Po-
lymerase amplifiziert. Das amplifizierte PCR-Frag-
ment wurde anschlielend zusatzlich mit einer
Tag-Polymerase inkubiert, um an den 3'-Enden des
PCR-Produktes Desoxyadenosin-Uberhénge zu ge-
nerieren, mithilfe derer das Fragment in den pET SU-
MO-Vektor ligiert wurde. Der Vektor wurde in chemo-
kompetente E. coli TOP10-Zellen transformiert und
positive Klone wurden lber Antibiotikaresistenz (hier
Kanamycin) und Kolonie-PCR identifiziert. Aus Uber-
nachtkulturen in LB-Medium und entsprechendem
Antibiotikum (50 pg/ml) wurde der Vektor isoliert, se-
quenziert und bei korrekter Nucleotidsequenz in E.
coli BL21(DE3)pLysS Zellen transformiert, welche
zur Proteinexpression in der Lage sind. Positive Klo-
ne wurden wie zuvor identifiziert.

[0047] Die Expression des Fusionsproteins in
BL21(DE3)pLysS erfolgte bei 37°C und 200 rpm in
LB Flassigmedium mit 14 mM Glucose unter Zugabe
von 34 pg/ml Chloramphenicol und 50 ug/ml Kana-
mycin. Die Kultur wurde bei einer Optischen Dichte
(OD) bei einer Wellenlange von 600 nm von 0,4-0,6
mit IPTG induziert und weitere drei Stunden inkubiert.
Die Zellen wurden anschlieltend pelletiert, pro 100 ml
Kultur in einem Milliliter Lysis-Aquilibrierungspuffer
(LEW) aufgenommen und bei -80°C gelagert.

[0048] Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch
dreimaliges Auftauen und Einfrieren bei 30°C und
-80°C ("Freeze and Thaw"-Methode) und anschlie-
Rende Ultraschall-Behandlung, wobei das Volumen
pro 50 ml-Réhrchen zwischen 4 und 5 ml betrug. Die
Ultraschall-Behandlung wurde auf Eis far 5 min
durchgefihrt jeweils in Zyklen mit 30 s Ultraschall
(60/40-Intervall) und 15 sec Pause. Die Zellreste wur-
den bei 4°C und 12000 x g fir 45 min abzentrifugiert
und der Uberstand steriffiltriert.

[0049] Die weitere Aufreinigung erfolgte Uber eine
Nickel-Chelat-Saule (Protno® Ni-IDA 1000 packed
columns, Macherey-Nagel, During). Hierbei wurde
das Fusionsprotein durch Wechselwirkungen zwi-
schen den Histidinen des zusatzlich exprimierten
Tags und den an die Saulenmatrix gebundene Nicke-
lionen nach Protokoll aufgereinigt.

[0050] Um Verunreinigungen durch bakterielle Pro-
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