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Diskussion

51 Die Selektionsmethode

Die Methode des ‘ Ribosome Display’ zur in vitro Selektion von Proteinen wurde aufbauend
auf dem Konzept des ‘ Polysome Display’ (Mattheakis et al., 1994) von Hanes und Pltckthun
erstmals 1997 vorgestellt. Ende des selben Jahres publizierten He und Taussig ebenfalls einen
‘Ribosome Display’ Ansatz, welcher sich durch Verwendung eines eukaryontischen Transla-
tionssystems und Durchfihrung der RT-PCR mit den an Magnetpartikeln gebundenen
ribosomalen Komplexen vom vorherigen Ansatz unterschied. Folgearbeiten beider Gruppen
zeigten die Funktionalitét der Methode zur Selektion einzelstrangiger Antikorper, welche
zuvor aus immunisierten Méausen isoliert wurden (Hanes et al., 1998; He et al., 1999). Die
beiden ersten und bisher einzigen publizierten Selektionsexperimente mittels ‘ Ribososme
Display’ unter Verwendung einer synthetischen Bibliothek erfolgten in der Arbeitsgruppe
Plickthun (Hanes et al., 2000; Schaffitzel et al., 2001). Bis zum heutigen Tag wurde die
Methode des ‘Ribosome Display’ in leicht abgewandelter Form nur von vier weiteren
Laboren der Welt etabliert und publiziert (Bieberich et al., 2000; Irving et al., 2001; Lamla
und Erdmann, 2001; Takahashi et al., 2002). Diese Tatsache spiegelt einerseits die Aktualitét
der Methode wider und zeigt andererseits, dal3 die Etablierung alles andere as trivia ist. Die
Grunde dafur sind im Trandationsschritt zu sehen, um welchen die klassische Nukleinséure
SELEX (Tuerk und Gold, 1990; Ellington und Szostak, 1990) erweitert wurde. Da die
Trandation auf einem biologischen Lysat beruht, ist das Auftreten von RNasen und Proteasen
unvermeidbar. Hinzu kommt die eigentliche Trandationsreaktion, von deren Effektivitét der
Selektionserfolg direkt abhangt und im Anschlufd daran die Bindung der PRM-Komplexe am
Zielmolekdl. In diesem Zusammenhang sind die korrekte Faltung des tber die Peptidyl-tRNA
am Ribosom gebundenen Proteins und die Erhaltung der ribosomalen Komplexe Uber den
Zeitraum der Affinitétschromatographie als unabdingbare Anforderungen an die Methode zu
nennen.

Die unter Umstanden etwas schwierigere Etablierung der Methode wird durch die Méglich-
keiten aufgewogen, welche ein reines in vitro System zur Selektion von Proteinen mit sich
bringt. Die seit langerem bekannten und bereits in Kapitel 1.1 vorgestellten Systeme zur
Selektion von Peptiden und Proteinen, wie das ‘Phage Display’, ‘Plasmid Display’ und
‘Zelloberflachen Display’, beinhalten alle einen obligatorischen in vivo Schritt, der die Grofle
der zu bearbeitenden Bibliothek auf 10" bis maximal 10° verschiedene Molekiile begrenzt. Im
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Vergleich zu diesen Systemen lassen sich mit dem ‘Ribosome Display’ Bibliotheken mit bis
zu 10* Mitgliedern bearbeiten. Um einen vergleichbaren Sequenzraum mit den herkdémm-
lichen Systeme abzudecken, mifdten anstelle von einer mindestens 100.000 Selektionen
durchgefihrt werden.

Bel dem pardle zum ‘Ribosome Display’ entwickelten und bereits in Kapitel 1.3.3.1
beschriebenen ‘mRNA Display’ handelt es sich ebenfalls um ein reines in vitro Selektions-
system, das auf der zellfrelen Trandation basiert. Prinzipiell kénnen mit diesem System
Bibliotheken mit vergleichbarer GrofRe zum ‘Ribosome Display’ bearbeitet werden. Dem
Namen nach werden beim ‘mRNA Display’ die Mitglieder der Proteinbibliothek von den
kodierenden mRNAS prasentiert. Dies wird durch kovalente Verknipfung von mRNA und
Protein mittels Puromycin, welches vor der Trandation tber einen Linker an das 3'-Ende der
MRNA angefiigt wird, erreicht. Die Vorteile dieses Ansatzes gegeniber dem ‘Ribosome
Display’ durften einerseits in der grofReren Stabilitét von den zur Selektion verwendeten
MRNA-Protein-Fusionsmolekiilen liegen, was einen groferen Spielraum bei den Selektions-
bedingungen mit sich bringt. Andererseits sollte es moglich sein, das Prinzip der
linkergekoppelten Reaktanden (Jaschke, 1998), welches zur direkten Selektion von
Ribozymen entwickelt wurde, auf diesen Ansatz zu Ubertragen. Damit wére es dann in
Verbindung mit den variableren Selektionsbedingungen mdglich, Enzyme zu verbessern oder
sogar neue zu selektieren. Beruht das Selektionsziel jedoch auf einer Bindungseigenschaft, so
ist das ‘Ribososme Display’ prédestiniert, da die Durchfihrung weniger Aufwendig und
demzufolge wesentlich schneller ist. Die etwaigen Vorteile des ‘mRNA Display’ bei
komplexeren Selektionsstrategien kommen hier nicht zum Tragen, weil eine Reihe von
zeitintensiven Arbeitsschritten zu Verlusten fuhren und somit die Bibliothek einschranken.
Die kritische Phase der Selektion umfaldt den Zeitraum zwischen dem Beginn der Transation
und der Elution der mRNA. Dieser Vorgang kann beim ‘Ribosome Display’ innerhalb von
etwa 30 min stattfinden und betragt damit ein Bruchteil vom ‘mRNA Display’, wo aleine die
Trandation schon 30 min dauert. Zudem ist beim ‘mRNA Display’ im Gegensatz zum
‘Ribosome Display’ die Isolierung der mRNA durch Zugabe von EDTA nicht méglich,
sondern sie mufld mit einem spezifischen Kompetitor oder freiem Liganden eluiert werden.
Dies kann einerseits bei hochaffinen Bindern Probleme bereiten und andererseits erhebliche

Kosten verursachen.

5.1.1 Etablierung des ‘Ribosome Display’
Die bereits in Kapitel 1.3.2 ausfuhrlich beschriebene Methode des ‘ Ribosome Display’ setzt

sich aus einer Rethe von Einzelreaktionen zusammen, die gemeinsam einen Zyklus ergeben.
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Bel der Etablierung der Einzelreaktionen bereitete die Bildung der PRM-Komplexe und deren
Isolierung die grofdten Schwierigkeiten. Durch die verwendete Methode der Ultrazentri-
fugation konnte lediglich festgestellt werden, welcher Antell des synthetisierten Proteins mit
dem Ribosom assoziiert ist, da die mRNA in jedem Fall auf das Sediment entfélt. Die
Ultrazentrifugation ermoglichte zu Beginn eine grobe Anndherung an das System und
erbrachte die erforderlichen Bedingungen. Aufschlureicher wére sicherlich, die mRNA
wahrend einer Affinitétschromatographie mit PRM-Komplexen zu beobachten, da ihr
Auftreten im Eluat, sofern ein Kontrollansatz nicht ein identisches Ergebnis liefert, neben
einem vollstdndigen PRM-Komplex auch ein funktionales Protein erfordert. Bel der zur
Abtrennung notwendigen proteinogenen Eigenschaft kann es sich im einfachsten Fall um ein
Affinitétspeptid handeln. Da sich das Strep-tag Il und die Affinitétsmatrix StrepTactin
hervorragend zur Aufreinigung in vitro synthetisierter Proteine eignen (Lamla und Erdmann,
2002), wurde dieses System auch zur Abtrennung von PRM-Komplexen herangezogen.
Nachdem sichergestellt war, dal3 die Affinitétschromatographie ohne Qualitdtsverlust unter
den veranderten Bedingungen (50 mM Mg und 0-4°C) funktioniert, sollte die Isolierung der
terndren Komplexe erfolgen. Verwerdet wurde zuerst das Konstrukt pSEL 2, bei dem sich das
Strep-tag 1l in ener internen ‘Loopstruktur’ befand und anschliefend das Konstrukt
pFAIpp+NSti, bei dem sich das Affinitatspeptid am N-Terminus des FABP befand und somit
das gesamte Protein als ‘Spacer’ fungierte. In beiden Fallen war es nicht moglich PRM-
Komplexe abzutrennen, obwohl eine hinreichende Zugéanglichkeit des Strep-tag |l
gewdhrleistet war. Die mit Puromycin aus PRM-Komplexen freigesetzten Proteine konnten
dagegen an die Affinitétsmatrix binden und von ihr eluiert werden. Das synthetisierte Protein
ist also in der Lage an StrepTactin zu binden, aber die Bindungsaffinitdt scheint nicht
auszureichen, um neben dem Protein auch das Ribosom und die mRNA abzutrennen. Der Ky
fur die Bindung zwischen dem Strep-tag Il und StrepTactin betragt etwa 1 uM (Voss und
Skerra, 1997) und damit handelt es sich im Vergleich zu den Ublichen Bindungsaffinitéten
zwischen Proteinen (Protease-Inhibitor K, = 10'%10%; Rezeptor-Ligand K, = 10°-10™; Anti-
korper-Antigen K, = 107-10") um einen vergleichbar schwachen Binder. Diese geringe
Bindungsaffinitét ist fur die Aufreinigung von Proteinen, deren Molekulargewicht typischer-
weise 40-50 kDa betrdgt und nur selten 100 kDa Uberschreitet, ausreichend. Das
Molekulargewicht der PRM-Komplexe betrégt etwa 2.700 kDa, wofir hauptséchlich das
Ribosom mit seinen ca. 2.500 kDa verantwortlich ist, aber auch die mRNA (500-mer) mit
ihren etwa 170 kDa nicht zu unterschétzen ist. Das fur die Selektion so wichtige Protein mit

seinen nicht einmal 20 kDa macht weniger als 1% der Masse des PRM-Komplexes aus und
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kann bei ener solchen Betrachtung vernachldssigt werden. Die Gestalt eines PRM-

Komplexes mit néherungsweise realen GrofRenverhaltnissen ist schematisch in Abbildung 59
dargestellt.

Ribosom

PRM-Komplex

I} Protein

Abb. 59 Etwaige GroRRenverhéltnisse beim PRM-Komplex. Der Komplex hat ein Molekulargewicht
von etwa 2.700 kDa, wobei auf das Ribosom 2.500 kDa, auf die mRNA (500-mer) 170 kDa und auf
das Protein weniger als 20 kDa entfallen.

Die Abtrennung der PRM-Komplexe wird zusétzlich durch die Verwendung einer Affinitéats-
saule erschwert, da die Chromatographie in diesem Fall unter Gravitationsflufd durchgefihrt
werden mufi. Es handelt sich also um auRergewdhnliche Anforderungen, die an das zur
Isolierung der terndren Komplexe herangezogene Affinitéatssystem gestellt werden. Dies
erklart, warum bei alen anderen bisher publizierten Selektionen bzw. Modellsystemen die
Chromatographie im ‘Batch’ stattfand und Uberwiegend Antikdrper mit Dissoziations-
konstanten £ 10° M verwendet wurden (Hanes und Pliickthun, 1997; He und Taussig, 1997;
Irving et al., 2001)

Da der grundsétzliche Ansatz nicht vollsténdig verworfen werden sollte, wurde anstelle des
Strep-tag 11 ein Hexahistidin-tag (His-tag) am N-Terminus des FABP eingefiihrt. Der K¢-Wert
fur die Bindung eines Hexahistidinpeptids an eine NF*-NTA Matrix betragt etwa 10° M und
von Proteinen mit His-tag etwa 10’ M (Nieba et al., 1997). Dieses Ergebnis spiegelt den
Einflu eines gewohnlichen Proteins auf die Bindungsstarke, die um den Faktor zehn
abnimmt, wider. In diesem Zusammenhang wird deutlich, welchen Einflu? der PRM-
Komplex mit der ungeféhr hundertfachen Masse eines mittleren Proteins auf die Bindungs-
eigenschaften eines Affinitétspeptids haben mufd und warum der Strep-tag |1 gescheitert ist.
Aufgrund der sehr dichten NTA-Beschichtung der verwendeten Matrizes, kann es nach der
Dissoziation zur erneuten Bindung kommen. Aus diesem Grund sind in der Literatur Kg-
Werte firr die Bindung von Proteinen mit His-tag an eine NF*-NTA Matrix von bis zu 103 M
zu finden (Komissarov et al., 1996). Nachdem auch fur die His-tag Affinitdtschromatographie
kein Qualitétsverlust unter den veranderten Bedingungen (50 mM Mg* und 0-4°C)
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festgestellt werden konnte, sollte ausgehend vom Konstrukt pFAIpp+NHis, das ein FABP mit
N-terminalem Histag kodiert, die Isolierung der terndren Komplexe erfolgen. Durch
Verwendung des His-tag lief3 sich nicht nur spezifisch die fir den His-tag kodierende mRNA
isolieren, sondern auch das Ribosom, was anhand der ribosomalen RNAs verfolgt werden
konnte. Damit war neben der Entstehung auch die Isolierung der PRM-Komplexe
sichergestellt. Mit diesem System war es nun mdglich die Methode hinsichtlich der Menge
eluierbarer MRNA bzw. PRM-Komplexe zu optimieren. Eine Selektionsmethode basiert auf
dem Zusammenspiel der Einzelreaktionen, so da das System eine Vielzahl von
Selektionszyklen durchlaufen kann. Nur eine nicht richtig funktionierende Reaktion reicht
aus, um die Bibliothek stark einzuschranken und die Selektion schon nach wenigen Zyklen in
die Sackgasse zu fuhren. Aus diesem Grund wurden Testselektionen durchgefuhrt, die zur
Abstimmung und Optimierung der Einzelreaktionen dienten und neben der Stabilitét auch das
Potential des Systems zur Selektion von Proteinen sicherstellen sollten. Bel den
Testselektionen ergab sich pro Runde ein Anreicherungsfaktor von etwa 30. Aus anderen
Testsystemen sind Anreicherungsfaktoren von 100 beim ‘Ribosome Display’ (Hanes und
Plickthun, 1997) und 200 beim ‘mRNA Display’ (Roberts und Ja, 1999) bekannt. Der
deutlich niedrigere Anreicherungsfaktor ist mit grofiter Wahrscheinlichkeit auf den Gravita-
tionsflul? wahrend der Affinitdtschromatographie zurlickzufiihren. Ein weiterer Grund konnte
in dem verwendeten Affinitétssystem liegen, welches unter Umstédnden einem Antikorper-
Antigen System unterlegen ist.

Die Sequenzanalyse von zehn Klonen der 1:10° Testselektion ergab nach 365 PCR-Zyklen
durchschnittlich 7,7 Mutationen. Da pro PCR-Zyklus 482 Nukleotide eingebaut werden
muRten entspricht dies einer Mutationsrate von 1/23.000 oder 4,3 10°. Die Fehlerrate der
Taq Polymerase ist die hochste aler bekannter thermostabiler DNA Polymerasen und bewegt
sich je nach Reaktionsbedingungen im Bereich von 1 10° bis 2" 10* pro Nukleotid
(Keohavong und Thilly, 1989; Eckert und Kunkel, 1990; Eckert und Kunkel, 1991; Ling et
al., 1991). Der sich daraus ergebende Durchschnittswert betragt 1/22.500 oder 4,4 10, so
da im Verlauf einer PCR mit 20-25 Zyklen die kumulative Fehlerrate bei etwa 10 pro
Nukleotid liegt (Cadwell und Joyce, 1994). Damit liegt die Mutationsrate wahrend der Test-

selektion im Bereich des erwarteten Durchschnittswertes.

52 Konstruktion der DNA-Bibliotheken

Die konstruierten und spéter fur die Selektion verwendeten Bibliotheken basieren auf den

kodierenden Bereichen des Chymotrypsin-Inhibitors 2 (Cl2) aus dem Gerstenkorn (McPhalen
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und James, 1987) und des fettsdurebindenden Proteins (FABP) aus dem Rinderherz (Billich et
al., 1988).

Der Chymotrypsin-Inhibitor wurde aufgrund seiner gut zuganglichen ‘Loopstruktur’, welche
die Aminosauren 54-64 umfaldt (Shaw et al., 1995), ausgewdhlt. Die biologische Aufgabe
dieser ‘Loopstruktur’ besteht in der Bindung am aktiven Zentrum des Chymotrypsins, einer
Serinprotease im Dinndarm und dient dem Schutz vor ungewollter Proteolyse. Die
‘Loopstruktur’ erfullt zwel grundsétzliche Kriterien. Sie ist wie bereits in Abbildung 30
gezeigt, durch die exponierte Lage gut zuganglich und an keiner Ausbildung einer Sekundar-
struktur beteiligt. Auch die Vergrofierung der ‘Loopstruktur’ auf insgesamt 17 Aminosauren
unter Einbringung eines Strep-tag |1 wurden von der Proteinstruktur toleriert und ermdglichte
die Aufreinigung des Proteins durch eine Strep-tag Affinitétschromatographie (Kapitel 4.1.3).
Damit die auf dem CI2 basierende Bibliothek letztlich 16 randomisierte Aminosduren kodiert,
mufdte der ‘Loop’ auf insgesamt 21 Aminosduren vergrof3ert werden. Das zur Generierung der
Bibliothek verwendete Konstrukt wurde ausgehend vom Plasmid pSEL2 (Kapitel 4.1.1.1,
Abb. 14) erzeugt. Das Konstrukt muf ale fir das ‘ Ribosome Display’ bendtigten Elemente
enthalten (Kapitel 1.3.2.2, Abb. 5) und so klein wie moglich sein. Die Grofe ist relevant, da
angefangen bel der Transkription, Uber die Trandation, hin zur reversen Transkription und
vor alem die PCR kleiner Konstrukte in der Regel weniger problematisch und damit im
Rahmen eines zyklischen Prozesses vorteilhaft ist. Zum einen wurde der FABP-Anteil des
pPSEL2 entfernt und durch einen kleinen Linker ersetzt und zum anderen mufite der Strep-tag
Il entfernt werden, bevor dieses Konstrukt as Basis fir eine Bibliothek dienen konnte. Das
besagte Ziel der Selektion bestand in der Auffindung streptavidinbindender Peptide und
deshalb durfte keinesfalls bei der Erstellung der Bibliothek ein Streptavidin Bindungspeptid,
wie der Strep-tag |1, eingeschleust werden. Der fur den Strep-tag |1 kodierende Bereich wurde
durch einen fur 16 Aminosduren kodierenden Bereich ersetzt. Dieser Bereich umfaldte den C-
tag, der beidseitig von je zwei as Linker fungierenden Aminosauren eingeschlossen wurde.
Diese Sequenz wurde lediglich wegen ihrer Grof3e ausgewahlt, da der im weiteren Verlauf
einzufiihrende randomisierte Bereich ebenfalls aus 16 Aminosduren besteht. Das erhaltene
Plasmid mit der Bezeichnung pSEL4 (Kapitel 4.2.1.1, Abb. 32) diente as Basis zur
Erzeugung einer Bibliothek.

Das FABP wurde wegen seiner ebenfals geringen Gréle von nur 133 Aminosduren und
seiner relativ groflen Stabilitdt verbunden mit hohen Syntheseausbeuten im zellfreien
Trandationssystem, ausgewahlt (Lamla und Erdmann, 2002). Das Ziel der Selektion bestand
letztlich in der Generierung eines Affinitatspeptids, das spéter bei der Aufreinigung rekombi-
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nanter Proteine Verwendung finden sollte. Die vier N-terminalen Aminoséuren, die ebenfals
an keiner Sekundéarstruktur beteiligt sind, bzw. der fir sie kodierende Bereich wurde des-
wegen durch einen randomisierten Bereich ersetzt, der 15 Aminosduren kodiert. Ausgehend
vom Plasmid pFAlpp (Kapitel 4.1.1.1, Abb. 14) mufdte der fur die zehn C-terminaen
Aminosauren kodierende Bereich bis auf das Stopcodon wiederhergestellt werden, da das
FABP im Gegensatz zur Testselektion, wo es nur die Funktion eines ‘Spacers hatte, seine
native Konformation ausbilden sollte. Gleichzeitig konnte der fur das ‘Ribosome Display’
notwendige ‘ Spacer’ in Form eines (Gly,Ser), kodierenden Linkers zwischen den FABP- und
Lipoproteinterminator kodierenden Bereich eingefiigt werden. Das resultierende Plasmid mit
der Bezeichnung pFALinklpp (Kapitel 4.2.1.2, Abb. 33) diente zur Erzeugung einer weiteren
Bibliothek.

Sowohl das Plasmid pSEL4 als auch pFALinklpp lieferten bei Verwendung als Matrize in
einer gekoppelten in vitro Transkriptions-, Trandationsreaktion etwa 90% |6sliches Produkt.
Dabel handelt es sich um einen sehr Uberzeugenden Nachweis dafir, dafl3 die Proteine in ihrer
nativen Struktur vorliegen. Trotz des angeflgten ‘Spacers und Lipoproteinterminators
scheinen sich die Proteine richtig zu falten, was einen negativen Einflul3 dieser Elemente auf
die Faltung ausschlief3en 181%. Diesist eine fundamentale Voraussetzung fur die Selektion, bei
der dieser zusétzliche Bereich des Proteins weitestgehend mit dem Ribosom assoziiert
vorliegt.

Die Einfuhrung der randomisierten Bereiche erfolgte auf DNA-Ebene. Dabei handelte es sich
im Fall von SELx um 16 randomisierte Codons (NNS);6 und im Fal von FAx um 15
(NNS)15, wobei N eine Mischung von G, A, T, und C und S eine Mischung von G und C ist.
NNS kodiert alle 20 Aminosauren, aber die Beschrankung der dritten Position auf G und C
bringt nur ein Stopcodon mit sich. Dadurch verringert sich die Frequenz mit der Stopcodons
auftreten (Tabelle 24, LaBean und Kaufmann, 1993).

Tabelle 24:Stopfrequenzen randomisierter Codons

Codons Anzahl der Stopcodons Stopfrequenz pro Lange eines Peptids, dall mit 50%
Codons Codon Wahrscheinlichkeit ein Stopcodon enthélt
NNN 64 3 (3/164) = 4,7% 15 Aminoséauren
NNS 32 1 (1/32) = 3,1% 22 Aminoséauren

Die den randomisierten Bereich enthaltenen und Uber die benétigten Restriktionsschnittstellen
verfigenden Oligonukleotide mufdten zuerst um den Komplementérstrang erganzt werden,

damit sie nach dem Restriktionsverdau in das gleichermal3en verdaute Plasmid ligiert werden
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konnten. Da in Anschlul3 an die Ligation keine Transformation folgen konnte, andernfalls
wére der Vortell des in vitro Systems verloren gegangen und die letztlich erhaltenen
Bibliotheken mehrere Zehnerpotenzen kleiner gewesen, war eine Dephosphorylierung der
verdauten Plasmide nicht mdglich. Aufgrund dieser Tatsache entstanden bei der Ligation
neben dem gewunschten Produkt eine Reihe von Nebenprodukten, was eine anschlief3ende
Abtrennung des , richtigen Ligationsproduktes* unumganglich machte. In diesem Fall bestand
die Moglichkeit der Elektroelution, d.h. das Ligationsprodukt mit der passenden Gréf3e konnte
nach Auftrennung durch Agarosegel-Elektrophorese nahezu verlustfrei aus dem Gelstlick
eluiert werden. Die doch erheblichen Verlust von etwa 70%, die bei der Elution der
geschnittenen Plasmide und der Inserts aus Agarosegelen mit Phenol aufgetreten sind, hétten
durch die Elektroelution minimiert werden konnen, bzw. die Isolation und der anschlief3ende
Verdau von fast 50 mg Plasmid im Fall von FAx wéaren nicht nétig gewesen. Die sehr
geringen Verluste bei Verwendung der Elektroelution helfen Arbeitszeit und Kosten zu
sparen, da im Vergleich zur klassischen Methode mit Phenol nur etwa ein Drittel der
herkdmmlichen Menge an Plasmid isoliert und verdaut werden mul3. Dies pradestiniert diese
Methode zur Elution grofierer Mengen DNA aus Agarosegelen.

Nach Einfuhrung der Inserts mit den randomisierten Bereichen in die Plasmide pSEL4 und
pFALinklpp entstanden die Plasmide pSELx bzw. pFAX, deren Summe die jeweilige
Bibliothek darstellt. Wie bereits erwdhnt, mufte aufgrund der vielen erhaltenen Ligations-
produkte der gesamte Ansatz nach der Ligation mit den Restriktionsenzymen Bam HI und
Hind 11l verdaut und durch Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt werden. Die den
randomisierten Bereich enthaltenen DNA-Fragmente einer Grofse wurden aus dem Gel eluiert
und ergaben bei einer in vitro Transkription die Produkte mit der erwarteten Grof3e. Diese
DNA-Fragmente stellen letztlich die Bibliothek SELx und FAx mit etwa 10 verschiedenen
Molekilen dar. Anschlief3ende Sequenzanalysen ergaben, dal aufgrund des randomisierten
Bereiches oder einer Verschiebung des Leserahmens etwa ein Drittel aller Mitglieder der
Bibliotheken ein Stopcodon aufwiesen und damit fur das ‘Ribosome Display’ ungeeignet

sind. Die Bibliotheken verkleinerten sich dadurch auf ca. 7 10* funktionale Sequenzen.

5.3  Selektion streptavidinbindender Peptide

Die Selektion streptavidinbindender Peptide wurde mit den in dieser Arbeit hergestellten
DNA-Bibliotheken SELx und FAX sowie an Sepharose gekoppeltem Streptavidin durchge-
fuhrt. Zur Selektion der Peptide wurden nicht die gesamten Bibliotheken herangezogen, da

sonst jedes Mitglied nur in etwa 36 Kopien vertreten gewesen wére. Diese geringe
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Molekilanzahl zu Beginn der Selektion hétte unter Umsténden dazu fuhren kdnnen, dal3
Sequenzen unabhangig vom Selektionsdruck herausgefallen wéren. Der Vortell des grof3eren
Sequenzraumes wére damit hinféllig gewesen. Ausgehend von 1,8 10"* DNA-Fragmenten
der jewelligen Bibliothek fand die erste in vitro Transkription statt, so dal3 die Selektion mit
etwa 1,2" 10" funktionale Molekiilen, d.h. sie enthielten kein Stopcodon, erfolgte. Die erste in
vitro Trandation fand mit 3,6" 10*° Molekilen mRNA statt. Theoretisch war also jedes zur
Transkription eingesetzte DNA-Molekil der Bibliothek in Form von mRNA in 200 Kopien
vertreten.

Der Verlauf der Selektion mit SELx und FAX ist in den Abbildungen 43 (Kapitel 4.3.1) bzw.
46 (Kapitel 4.3.2) dargestellt. Ab der dritten Selektionsrunde wurde fir die Affinitéts-
chromatographie keine Sdule mehr verwendet, sondern auf ein ‘Batchverfahren’ umgestellt.
Die Grinde dafir sind, wie in Kapitel 5.1.1 erlautert, im Gravitationsfluld der Saulen-
chromatographie zu sehen. Es war nicht klar, ob es in dem zur Verfigung stehenden
Sequenzbereich von 15 Aminosauren Uberhaupt bessere Streptavidin Bindungspeptide als die
beiden bekannten Strep-tags gibt. Falls es jedoch bessere Bindungspeptide geben sollte, war
ungewil3, ob sie aus der Selektion hervorgehen wirden. Aus diesen Grinden wurde
sicherheitshalber auf das ‘Batchverfahren’ umgestellt, wodurch die Selektion schwécherer
Binder (Kq3 1 uM) ermdglicht und damit der Selektionserfolg gewdahrleistet werden sollte.
Weiterhin fand ab der dritten Runde erstmals eine sogenannte Vorsaule Verwendung. Es
handelt sich dabei im klassischen Fall um eine Sdule, die nur mit dem Tragermateria
Sepharose 4B geflllt ist. Die zur Selektion bereitstehenden Molekile werden vor der
eigentlichen  Affinitétschromatographie der Vorsdule zugefihrt, wobel die an das
Trégermaterial bindenden Molekile abgetrennt werden sollten. Anstelle einer Saulen-
chromatographie fand diese Prozedur ebenfals im ‘Batch’ statt. Die Elution der mRNA
erfolgte im Gegensatz zu anderen Selektionen mit Streptavidin ganz bewuld nicht mit Biotin,
sondern durch Dissoziation der ribosomalen Komplexe mit EDTA. Dadurch stand die
gesamte zugangliche Oberflache des Streptavidins fur eine mogliche Bindung zur Verfiigung,
wohingegen die Elution mit Biotin die mdgliche Bindung von vornherein auf die Biotin-
Bindungstasche begrenzt hétte.

Die Selektionen wurden im Fall von SELx nach dem zehnten Zyklus und im Fall von FAx
nach dem siebten Zyklus gestoppt, as sich die Menge eluierbarer mRNA nicht welter steigern
lie3. Es folgten Kontrollversuche, die sicherstellen sollten, dal3 es sich bei den selektierten
Molekilen um spezifische Streptavidinbinder handelt. Die Ergebnisse dieser Kontrollen sind
in Abbildung 60 dargestellt.
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Es wurde Uberprift inwieweit es sich bei den selektierten Molekilen um spezifische
Streptavidinbinder handelt. Trotz Verwendung einer ,,Vorsaule” ist die Selektion von soge-
nannten Saulenbindern, d.h. Molekilen die am Tragermaterial binden nicht vollig auszu-
schlief¥en. Die letzte Selektionsrunde wurde dazu wiederholt und anstelle von Streptavidin-
Sepharose lediglich die Sepharosematrix verwendet. Wie anhand der Abbildung 60 zu sehen
ist, bleibt die Menge eluierbarer MRNA deutlich hinter der bei Verwendung von Streptavidin-
Sepharose zurlick. Es handelt sich bei den selektierten Molekilen um keine Saulenbinder.
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16" FAX
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5 L. :
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Seleklionsrunde 10 10 1 10 Solekbionsrundg T T 1 a
Affinitatsmatniz AdfinitEtamatr fx 4 + +
Sireptavidn-Saphamnse  + + + Siraptarddin-Sepharose
Saphamss + Sepharose +
Trangaton  ja ia nein nein Translaticn  ja ia nein nein

Abb. 60 Kontrollversuche mit den selektierten Molekilen

Weiterhin mufdte sichergestellt werden, ob die MRNA aleine in der Lage ist an die Affinitats-
matrix zu binden und es sich somit bel den selektierten Molekilen um Aptamere handelt. Zu
diesem Zweck erfolgten Selektionsrunden ohne Trandation mit der mRNA der ersten und der
letzen Runde. In beiden Féalen und fir beide Bibliotheken war keine Bindung der mRNA

festzustellen und damit ist auszuschlief3en, dal? es sich bel den salektierten Molekilen um
Aptamere handelt.

5.4  Charakterisierung der selektierten MolekUle

Die PCR-Produkte der zehnten Runde im Fall von SELx und der siebten Runde im Fall von
FAX wurden kloniert und sequenziert.

Die Sequenzanalyse ergab fur SELx nur funf Peptide, wobel 57% aller Sequenzen auf das
Peptid 1 (Kapitel 4.4.1, Abb. 47) entfalen. Zusammen mit dem Peptid 2 und 3 stellen diese
drei Peptide etwa 86% aller Sequenzen. Die selektierten Peptide zeigen keine Ubereinstim-
mung mit der Ausgangssequenz (Abb. 47), aber die Suche in der Datenbank (SWISS-PROT
und TrEMBL) lieferte Ubereinstimmungen von 80 bis 100% mit vermeintlichen Membran-
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proteinen, deren Aufgabe vermutlich in der Aufnahme von Zuckern bei E. coli besteht. Fur
die Peptide war weder die Bestimmung von Bindungskonstanten méglich noch konnten sie an
Streptavidin-Sepharose gebunden und aufgereinigt werden. Die Anreicherung ist wahrschein-
lich auf eine unspezifische Bindung an Streptavidin aufgrund hydrophober Wechselwir-
kungen zurlckzufuhren. Dies wirde auch erklaren, warum es sich bei den selektierten
Peptiden ausschliefdlich um vermeintliche Membranproteine zu handeln scheint.

Die Sequenzierung ergab im Fall von FAX eine Reihe unterschiedlicher Peptide (Kapitel
4.4.2, Abb. 48), wobe finf Peptide mehr als einma vorkamen und somit fir weitere
Charakterisierungen herangezogen wurden. Nahezu 50% aller Peptide enthalten ein HPQ-
Motiv, das als Zentralmotiv aus alen bisher durchgefihrten Selektionen mit Streptavidin
hervorgegangen ist. Bei diesem Motiv scheint es sich um die naheliegendste Losung der
Aufgabe, die in der Bindung an Streptavidin besteht, zu handeln. Eine weitere Gruppe von
Peptiden wies am N-Terminus eine DVEAW-Sequenz auf und ist in mehr als 30% aller
sequenzierten Klone vorhanden. Es kdnnte sich dabei unter Umsténden um ein neues Motiv
handeln. Die Bindungskonstanten lagen fur die Peptide mit einem HPQ-Motiv wie erwartet
im unteren mikromolaren Bereich. Die Peptide mit dem N-terminadlen DVEAW-Motiv
hingegen wiesen K -Werte im nanomolaren Bereich auf.

Bis auf das FAx-Peptid 5, das weder ein HPQ- noch ein DVEAW-Motiv enthélt, lassen sich
die am N-Terminus des FABP befindlichen Peptide 1-4 zur affinitétschromatographischen
Aufreinigung heranziehen (Kapitel 4.5.2, Abb. 57). Erwartungsgemal? gelingt die Elution der
Peptide mit HPQ-Motiv durch die Zugabe von Biotin. Interessanterweise kénnen aber auch
die Peptide mit DVEAW-Motiv durch Biotin vom Streptavidin eluiert werden. Obwohl
wahrend der Selektion ganz bewufd auf Biotin zur Elution verzichtet wurde, scheint die
Biotin-Bindungstasche fur die Bindung von Peptiden pré&destiniert zu sein. Ein positiver
Nebeneffekt besteht in der Verwertbarkeit der selektierten Peptide. lhre Nutzung als
Affinitatspeptide zur Aufreinigung rekombinanter Proteine wird durch die mogliche Elution
mit Biotin erst praktikabel. Das FAx-Peptid 3 wies nicht nur den niedrigsten Ki-Wert aller
selektierten Peptide auf, sondern zeigt auch den geringsten Einfluld auf die zellfreie
Proteinbiosynthese. Zudem besitzt es kein HPQ-Motiv, d.h. es handelt sich um ein bisher
unbekanntes streptavidinbindendes Peptid. Diese Eigenschaften machen das Peptid mit der
Sequenz DVEAWLDERVPLVET besonders interessant und es wurde zur Aufreinigung vom
FABP, an dessen N-Terminus es sich befand, herangezogen. Verwendet wurden Minisdulen,
die mit Streptavidin- bzw. StrepTactin-Sepharose gefillt waren. Die Affinitdtschromato-
graphie erfolgte unter den in Kapitel 3.11.1 beschriebenen Bedingungen, wobei der
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Elutionspuffer fir die Streptavidinsaule 2 mM Biotin anstelle der 2,5 mM Desthiobiotin
enthielt. Beide Aufreinigungen fihrten zu einem sehr reinen Protein (Kapitel 4.5.3, Abb. 58),
so dal3 sich dieses Peptid bereits in diesem Stadium auch ohne weitere Optimierung as
Affinitétspeptid eignet.

Anhand der durchgefihrten Sequenzierung wurde auch Uberprift, wieviele Mutationen sich
wahrend der 215 PCR-Zyklen eingeschlichen haben. Als Basis dienten die auf den
randomisierten Bereich folgenden 120 Nukleotide. Die Sequenzanalyse ergab
durchschnittlich 1,6 Mutationen, was einer Mutationsrate von 1/16.000 oder 6,2° 107
entspricht. Dieser Wert liegt zwar oberhab des in Kapited 5.1.1 aufgefihrten
Durchschnittswertes von 1/22.500 oder 4,4 10°, aber noch deutlich in dem fir Taq

Polymerase (iblichen Bereich von 1" 10 bis2 10 Fehlern pro Nukleotid.

55 Einflul® der verwendeten Bibliothek

Alle bisher durchgefiihrten Selektionsexperimente mit Streptavidin ergaben Peptide mit
einem HPQ-Motiv (Kap. 1.4.1). Die Selektion eines streptavidinbindenden Peptids, das nicht
auf elnem HPQ-Motiv basiert, gelang erstmals im Rahmen dieser Arbeit. Die naheliegendste
Erklarung liegt in der verwendeten Bibliothek, die aus einem randomisierten 15-mer Peptid
bestand und 1,2" 10** funktionale Peptide enthielt. Es sind 3 10*° unterschiedliche 15-mer
Peptide moglich, so dal3 auch die verwendete Bibliothek nur einen winzigen Bruchteil des
moglichen Sequenzraumes abdecken konnte. Im Vergleich zu dem von Devlin et al. (1990)
durchgefilhrten ‘Phage Display’ Ansatz mit 2° 10’ 15-mer Peptiden, ist der bearbeitete
Sequenzraum jedoch sechs Zehnerpotenzen grof3er und damit wiederum sehr beachtlich. Mit
anderen Worten mifite der ‘Phage Display’ Ansatz 1.000.000 mal durchgefiihrt werden, um
einen vergleichbaren Sequenzraum abzudecken. Die bei den in vitro Ansdtzen hinzukom-
mende Diversifikation durch die PCR ist bei dieser Betrachtung noch nicht beriicksichtigt
worden. Bei einem weiteren ‘Phage Display’ Ansatz mit 10° 38-mer Peptiden (Kay et al.,
1993) war zwar die Bibliothek etwas grofer, aber der abgedeckte Sequenzraum aufgrund des
langeren Peptids viel geringer. Auch der erste in vitro Ansatz, der von Wilson et al. (2001)
mit 7 10" 88-mer Peptiden basierend auf dem ‘mRNA Display’ durchgefiihrt wurde, lieferte
im wesentlichen Peptide mit HPQ-Motiv. Dieser Ansatz fuhrte erstmals zu einem streptavi-
dinbindenden Peptid, dessen Bindungskonstante nicht im mikro-, sondern im unteren
nanomolaren Bereich lag. Allerdings ist dieses Peptid mit einer Lange von 38 Aminosauren
(Keefe et al., 2001) a's Affinitétspeptid eher ungeeignet.
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Der Vergleich mit den anderen Selektionsexperimenten zeigt, dal3 die Grof3e der verwendeten
Bibliothek in Verbindung mit der L&nge des randomisierten Peptids zu sehen ist. Erst der sich
daraus ergebende Bruchteil des erfal3baren Sequenzraumes lassen eine qualitative Bewertung
der Bibliothek zu. Die in dieser Arbeit verwendete Bibliothek mit 1,2 10" funktionalen 15-
mer Peptiden stellt die grofde Bibliothek dar, die bisher zur Selektion von streptavi-
dinbindenden Peptiden verwendet wurde. Hinzu kommt die Lange des randomisierten
Peptids, das mit 15 Aminosauren in der Lage ist, eine Bindungseigenschaft auszubilden und
darUber hinaus den moglichen Sequenzraum wenigstens im Ansatz greifbar macht. Diese
Kombination, in Verbindung mit den weiteren Vorteilen eines in vitro Selektionssystems, ist
moglicherweise fur die Auffindung der bisher im Sequenzraum verborgenen Streptavidin

Bindungspeptide, die ohne HPQ-Motiv auskommen, verantwortlich.

5.6 Ausblick

In erster Linie gilt es das aus der Selektion hervorgegangene, neuartige Streptavidin
Bindungspeptid mit der Sequenz DVEAWLDERVPLVET (FAx-Peptid 3), welches kein
HPQ-Motiv besitzt und einen KqWert im nanomolaren Bereich aufweist, zu optimieren.
Priméres Ziel der Optimierung ist die Identifizierung des sogenannten Minimamotivs, also
des kirzesten maglichen Peptids mit den nahezu gleichen Eigenschaften. Das sekundére Ziel
der Optimierung besteht in dem Versuch, die Bindungseigenschaften des Peptids durch
Substitution von Aminoséuren zu verbessern. Letztlich soll ein universelles Affinitatspeptid
erhalten werden, dessen breite Anwendung bei der Aufreinigung und dem Nachweis von
Proteinen moglich ist.

Eine Substitutionsanalyse soll Aufschlul? Uber das etwaige Minimalmotiv sowie die essentiel-
len Aminosauren hinsichtlich der Bindung an Streptavidin geben. Bei einer solchen Substitu-
tionsanalyse werden 15-mer Peptide durch ‘Spot-Synthese’ an einer Membran kovaent
verknupft und jeweils eine Position durch die tbrigen 19 L-Aminosduren ersetzt. Diese
Membran kann anschlief3end mit einem Streptavidinkonjugat inkubiert und das dem Marker-
molekll zugrundeliegende Signal analysiert werden. Bleibt das erhaltene Signal im Vergleich
zum Wildtyp unverandert, so ist die Position fur die Bindung bedeutungslos. Die Substitution
einer essentiellen Position hingegen wird durch ein fehlendes Signal angezeigt. In Anschlul
daran sollen aufgrund der erhaltenen Informationen unterschiedlich substituierte Peptide
getestet, d.h. ihre Bindungskonstanten bestimmt werden. Wenn mdglich, soll durch
Kombination verschiedener Substitutionen das optimale Peptid erhaten und im weiteren

Verlauf zur Aufreinigung rekombinanter Proteine verwendet werden.



