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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Kiinstliche Bindeproteine befinden sich seit zirka 20 Jahren in der Entwicklung und auf dem
Weg, ein wichtiges molekulares Werkzeug fiir Forschung und Diagnostik zu werden. Genau
wie die Antikorper sind kiinstliche Bindeproteine dabei in der Lage, nahezu jede gewiinschte
Zielstruktur zu erkennen. Um die Bandbreite an krankheitsrelevanten Zielstrukturen experi-
mentell bearbeiten zu konnen, muss mit einer Vielzahl an unterschiedlichen Geriistproteinen,
sogenannten scaffolds, und Selektionssystemen gearbeitet werden.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Etablierung des Proteins M7 als neues
Gertistprotein. Das 92 Aminosauren grof3e und duferst stabile (AG, =79 kJ/mol) Protein M7
lasst sich einfach in groBen Mengen in E. coli Zellen herstellen und bildet deshalb eine ideale
Grundlage fiir die Erzeugung neuer kiinstlicher Bindeproteine. Zehn Losungsmittel-expo-
nierte Reste auf dem fiinfstriingigen B-Faltblatt des Proteins, welche eine Fliche von 645 A?
bilden, wurden fiir einen Randomisierungsprozess verwendet. Die Zufallsmutagenese aller
zehn Reste gleichzeitig sollte einen neuen Oberflichenbereich mit hoher Diversitét, dhnlich
den Bindungsstellen von Antikérpermolekiilen, schaffen. Dazu wurde eine DNA-Bibliothek
erstellt, auf thre Funktionalitit hin untersucht und weiter evolviert. Schlie8lich konnte eine
finale Bibliothek mit einer Komplexitidt von 6,27 x 10° Spezies erzeugt werden. Fiir diese
erstmalig erstellte, auf dem scaffold M7 basierende Bibliothek, wurde im Rahmen dieser
Arbeit als Selektionssystem das Ribosomen-display etabliert.

Es wurde eine Selektion iiber sechs Runden gegen das pharmakologisch relevante Zielpro-
tein TNFa durchgefiihrt und anschlieend iiber ein halbautomatisiertes Verfahren bindende
Varianten identifiziert. Drei der so gefundenen Varianten wurden gereinigt und ndher charak-
terisiert. Sie zeigten Affinititen zwischen 7 und 120 pM. Die Analyse der Komplexe wurde
allerdings durch eine schnelle Dissoziationsgeschwindigkeit wesentlich erschwert.

Der zweite Teil der Arbeit beschéftigt sich mit der Analyse der AB(1-42) Fibrillen binden-
den Proteinvariante 4.G11, die ebenfalls aus der M7 Bibliothek selektiert wurde. Fiir diese
Variante konnte ein K _-Wert von 21 uM bestimmt werden. 4.G11 ist in der Lage, Fibrillen
verschiedener amyloidogener Proteine konformationsspezifisch zu binden. Unter dem Ein-
fluss von 4.G11 konnte eine wesentliche Verlangsamung der Fibrillenbildung von AB(1-40)
Peptiden nachgewiesen werden. Die Interaktion der Proteinvariante mit der Fibrille verin-
dert die molekularen Eigenschaften der Fibrille. Uber einen bis jetzt unverstandenen Me-
chanismus fiihrt eine Bindung von 4.G11 zur Fragmentierung von AB(1-42) und AB(1-40)
Fibrillen, ein Effekt, welcher konzentrationsabhéngig auftritt und bei Fibrillen anderen
proteinogenen Ursprungs nicht gezeigt werden konnte. Erste Messungen deuten darauf hin,
dass die entstandenen Fragmente weder den bekannten Protofibrillen, noch den bekannten
oligomeren Zustinden von AB(1-42) entsprechen. Die vorliegende Arbeit beschreibt erst-
malig den Effekt der Fragmentierung von Fibrillen durch ein konformationsspezifisches
Bindeprotein.

Anhand der erzielten Selektionserfolge konnte eindeutig die Eignung des Proteins M7 als
scaffold nachgewiesen werden.
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Einleitung 1

1 Einleitung

,Es sind die Proteine, welche die eigentliche Maschinerie der Zelle bilden. Bestimmte Pro-
teine (die Enzyme) zerkleinern die Nahrung zu einzelnen Molekiilen und bauen daraus wieder
andere Molekiile auf, welche die Zelle bendtigt; weitere geben der Zelle eine bestimmte Struk-
tur (Strukturproteine), wieder andere sorgen flir Bewegungen innerhalb der Zelle (Motorpro-
teine) oder binden Botenstoffe (Rezeptoren). Der grofite Teil der Proteine jedoch ist an der
Regulation anderer Proteine beteiligt, einschlieflich der Steuerung, wie viel von einem be-
stimmten Protein hergestellt werden soll. (Pliickthun 2011).

Bei nahezu jedem dieser biologischen Prozesse findet auf molekularer Ebene ein Bindungsereig-
nis statt. Hormone miissen an ihre Rezeptoren docken, um ihre Wirkung zu entfalten, andere
Proteine binden an Proteine, um deren Translokationsorte zu bestimmen oder fiir den Abbau
zu markieren. Einen speziellen Fall stellen dabei die Antikdrper dar. Die Immunglobuline der
Klasse IgG zum Beispiel bestehen aus zwei leichten und zwei schweren Ketten und hyperva-
riablen Schleifen, welche die Bindefldche repriasentieren. Aufgrund ihrer Diversitét sind sie in
der Lage, nahezu jede molekulare Struktur zu binden und damit der Immunabwehr zugénglich
zu machen. Seit der Erfindung der Hybridom-Technik (Kohler und Milstein 1975), die die Her-
stellung monoklonaler Antikdrper ermdglicht, macht man sich die Diversitdt und Spezifitit der
Antikorper auch in der Forschung und Therapie zu Nutze. 1986 wurde der erste Antikorper fiir
therapeutische Zwecke zugelassen. Seit dem sind etliche Antikoérper oder Antikdrperderivate
zur Behandlung am Menschen genehmigt worden. Die Anwendungen reichen dabei von Ent-
zlindungskrankheiten bis hin zur Krebstherapie (Nelson e al. 2010, Ruigrok et al. 2011). In
Forschung und Diagnostik sind Antikdrper nicht mehr wegzudenken und seit Jahrzehnten eine
etablierte Technologie, die in fast allen Bereichen der Biowissenschaften eine Anwendung fin-
det. Dennoch besitzen Antikorper auch einige Nachteile, die sie fiir bestimmte Therapieformen
oder Anwendungen unbrauchbar machen. Es sind relativ grole Molekiile, die ein kompliziertes
disulfidverbriicktes Faltungsmuster aufweisen. Zusétzlich bedingt ihre Funktion bestimmte Gly-
kosylierungen, wodurch sie in aufwéndigen Prozessen in eukaryotischen Expressionssystemen
hergestellt werden miissen. Weiterhin ist der pH-Bereich, in dem Antikdrper stabil sind, limi-
tiert, was ihre Anwendung in der Grundlagenforschung einschrénkt. Antikorper sind aufgrund
ihrer komplexen Struktur anfallig fiir Degradation, Aggregation, Modifizierungen (Oxidations-
prozesse oder Desaminierungen) und Denaturierung (Ruigrok et al. 2011). SchlieBlich hat die
intensive Forschung an Antikdrpern zu einer uniibersichtlichen Patentsituation gefiihrt, was eine
weiterfithrende Forschung und Vermarktung einschrénkt (Binz et al. 2005).

Um diese Hindernisse zu iiberwinden, wird seit zirka 20 Jahren an kiinstlichen Bindeproteinen
geforscht. Bis vor ungeféhr 25 Jahren galt das Immunsystem als einzige Quelle fiir molekulare
Diversitit, aus der gezielt spezifisch-bindende Proteine gewonnen werden konnten. Neue Tech-
nologien, wie zum Beispiel die Erzeugung von synthetischen Bibliotheken und die Entwicklung
diverser Selektionssysteme ermoglichten eine gezielte Forschung an Alternativen zu Antikérpern
(Binz et al. 2005). Eine mogliche Alternative ist es, die gewlinschten Eigenschaften von Antikor-
pern auf Gertistproteine, auch scaffolds genannt, zu iibertragen. Das Resultat der Forschungen
sind die kiinstlichen Bindeproteine, die im folgenden Abschnitt ndher beschrieben werden.



Einleitung 2

1.1 Kiinstliche Bindeproteine

In den letzten 20 Jahren wurden iiber 50 neue alternative Geriistproteine beschrieben, welche
nicht zu der Klasse der Immunglobuline gehoren. Diese Proteingeriiste bilden eine duferst
diverse Gruppe von Bindeproteinen, welche sich in ihrer GréB3e, ihrem Ursprung, ihrer struk-
turellen Topologie und ihrer Herstellungsstrategie unterscheiden, um nur einige Aspekte zu
nennen (Ruigrok et al. 2011). Eine Klassifizierung dieser Proteine wird meistens anhand
ithrer Struktur oder der verwendeten Strategie zur Herstellung der Bindefliche durchgefiihrt.

Allen kiinstlichen Bindeproteinen ist gemeinsam, dass sie auf Polypeptidgeriisten, soge-
nannten scaffolds basieren. Der Begriff scaffold beinhaltet dabei bereits einige unabding-
bare intrinsische Eigenschaften fiir die Erzeugung neuer Bindemolekiile (Skerra 2000). Ein
scaffold besteht idealerweise aus nur einer Polypeptidkette, ist in der Regel zwischen 8 und
30 kDa groB, einfach in bakteriellen Expressionssystemen herzustellen und besitzt eine sehr
hohe intrinsische Stabilitdt, die es ermdglicht, einen gewissen Anteil des Proteins zu verin-
dern ohne dabei die wesentlichen Eigenschaften des Proteins zu verlieren (Hey et al. 2005).
Das haufige Fehlen von Cystein in den scaffolds erleichtert durch die Abwesenheit von
Disulfidbriicken den Herstellungsprozess, jedoch steht damit auch kein Cystein fiir even-
tuelle chemische Modifikationen zur Verfiigung (Friedman und Stahl 2009).

Es gibt mehrere Moglichkeiten eine Bindefliche auf den Geriistproteinen zu erzeugen.
Gleichzeitig ist so eine Kategorisierung der unterschiedlichen scaffolds gegeben.

Im Folgenden werden die Moglichkeiten zur Herstellung der Bindefliche beschrieben und
einige ausgewihlte Beispiele genannt.

(1) Randomisierung oder Insertion von einzelnen loops (loop grafting)

Der Grundgedanke bei der Methode des loop graftings beruht auf der Idee, dass sich die
bindenden /oop-Regionen (CDRs) der Antikorper auf ein rigides Geriist iibertragen lassen.
So wurde zum Beispiel die bindende Peptidregion eines V H-Kamel Antikorpers auf das
Gertlistprotein Neocarzinostatin iibertragen, und eine Bindung gegen das Zielmolekiil Lyso-
zym konnte nachgewiesen werden (Nicaise et al. 2004).

Ein weiteres Beispiel ist das 2009 therapeutisch zugelassene Medikament Kalbitor zur
Behandlung des hereditidren Angioddems (Beck et al. 2010). Es beruht auf einem rationellen
Design der loop-Strukturen der ersten Kunitz Doméne des humanen Lipoprotein-assoziierten
Koagulationsinhibitors und einer anschlieBenden Selektion mittels Phagen-display (Williams
und Baird 2003). So konnte ein sehr effektiver Inhibitor der Serinprotease Plasma-Kallikrein
hergestellt werden (inhibitorische Konstante K, = 44 pM) (Lehmann 2008). Abbildung 1 1
zeigt die Kunitz Doméne, welche als scaffold verwendet wurde.
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Abbildung 1: Reprisentative Beispiele fiir verschiedene Mdoglichkeiten der Oberflaichenrandomisierung auf
scaffold Proteinen. Es werden die unterschiedlichsten Proteintopologien als Geriistproteine verwendet. Darge-
stellt sind Beispiele fiir die im Text beschriebenen Kategorien von Bindeproteinen.

(I) Randomisierung oder Insertion von einzelnen loops (loop grafting). Dargestellt ist die Kunitz Doméne
(Kette A von PDB: 1AAP). (I1) Randomisierung von mehreren loops zur Bildung einer kontinuierlichen Binde-
fliche. (A) Zehnte Fibronectin Type I Doméne (PDB: 1FNA), (B) Lipocalin (Kette A von PDB: 1BBP). (I1I)
Randomisierung von Sekunddrstrukturelementen. (A) Ankyrin-repeat Protein (PDB: 1MJO), (B) Z-Doméne
von Protein A (PDB: 2SPZ), (C) Ubiquitin (PDB: 1UBQ). Die Abbildung wurde mit PyMOL 0.99 erstellt und
basiert auf einem Ubersichtsartikel von Friedman und Stahl (Friedman und Stahl 2009).

(2) Randomisierung von mehreren loops zur Bildung einer kontinuierlichen Bindefliche

Es wurde versucht, scaffold Proteine zu finden, die dhnlich den Antikérpern mehrere loops
préisentieren, welche fiir eine Mutagenese und damit dem Erzeugen einer Bindefldche zu-
géinglich sind. Beispiele hierfiir sind das Fibronectin und Lipocalin. Die Zehnte Fibronectin
Type III Doméne wurde genutzt, um ein Bindeprotein gegen TNFa zu erzeugen, das in
einem Protein-microarray System Verwendung fand (Xu et al. 2002). Weiterhin konnten
Binder gegen Ubiquitin und gegen den humanen Ostrogen-Rezeptor a auf Basis des Fibro-
nectins generiert werden (Koide ez al. 1998, Koide et al. 2002). Bei dem zweiten angefiihrten
Beispiel werden Mitglieder der Lipocalin-Familie als scaffold Proteine verwendet (Flower
1996). Durch Veridnderungen der /oop Strukturen und unter Ausnutzung der kelchartigen
Struktur dieser Proteine (Bindungskavitit) wurden Binder gegen verschiedene Haptene so-
wie CTLA-4 und Hamoglobin erzeugt, um nur einige Beispiele zu nennen (Vogt und Skerra
2004, Schlehuber und Skerra 2005, Skerra 2008). Die auf der Lipocalin-Topologie basieren-
den Bindemolekiile werden unter dem Begriff der Anticaline zusammengefasst. In Abbil-
dung 1 IT A und B sind die Fibronectin Doméne und ein Lipocalin dargestellt.

(3) Randomisierung von Sekunddrstrukturelementen

Vollig unabhingig von den antikorperdhnlichen loop Strukturen oder loops per se ist die
Methode, Sekundirstrukturelemente als zusammenhingende Bindeflichen zu nutzen. Den
Anfang auf diesem Gebiet stellen die sogenannten Affibody-Molekiile dar. Basierend auf
der Z-Doméne von Protein A wurden Bindemolekiile gegen humanes Insulin und die 7ag



Einleitung 4

DNA-Polymerase mittels Phagen-display selektiert (Nord et al. 1997). Dabei wurden 13 L6-
sungsmittel-exponierte Reste auf den a-Helices 1 und 2 mittels Mutagenese verdndert (siche
auch 3.4.1) (Nord et al. 1995). Die Bindungskonstanten der ersten Generation der Affibodies
lagen im mikromolaren Bereich. Mittlerweile gehdren die Affibodies zu den erfolgreichsten
kiinstlichen Bindeproteinen. So konnten zum Beispiel Bindeproteine gegen HER2 (Wikman
et al. 2004), das AP Peptid (Gronwall et al. 2007), EGFR (Friedman et al. 2007), Faktor VIII
(Nord et al. 2001) und TNFa (Krongvist et al. 2008) generiert werden. Die Bindungskon-
stanten der zweiten Generation von Affibodies liegen im mittleren bis unteren nanomolaren
Bereich (Friedman und Stahl 2009).

Das erste Affibody-Molekiil, was Menschen verabreicht wurde, ist Z,,... .., das zur Tu-
mordiagnostik eingesetzt wird (Lofblom et al. 2010). Abbildung 1 I1I B zeigt die Z-Doméne
von Protein A, welche das Grundgertist fiir die Affibody-Molekiile darstellt.

Eine weitere sehr erfolgreiche scaffold Gruppe innerhalb dieser Kategorie sind die desig-
ned ankyrin repeat Proteine, kurz DARPine (Boersma und Pliickthun 2011). Sie bestehen
aus mehreren Ankyrin-repeats (in der Regel drei bis fiinf) und kénnen durch das modulare
Design in ihrer GroBe an das entsprechende Zielmolekiil angepasst werden. Auch bei diesem
scaffold wird die Oberflache von a-Helices zur Erzeugung der Bindefliche genutzt, jedoch
werden zusitzlich auch noch /oop-Bereiche mit in den Designprozess einbezogen. Diese
randomisierte Flache entspricht der Interaktionsfliche von natiirlichen Ankyrin-repeat Pro-
teinen (Binz ef al. 2004). Der GroBteil der bindenden DARPine wurde mit Hilfe des Riboso-
men-displays selektiert. So konnten Bindeproteine beispielsweise gegen Kinasen (Amstutz
et al. 2005), Membranproteine (Milovnik et al. 2009) und gegen IgE (Eggel ef al. 2011)
erzeugt werden (Boersma und Pliickthun 2011). Aber auch mit Hilfe des Phagen-displays
wurden DARPin Molekiile erfolgreich selektiert. Dabei konnten Affinitdten im picomolaren
Bereich gegen die Zielproteine TNFa und HER2 erreicht werden (Steiner et al. 2008). Vor
kurzem wurden die klinischen Untersuchungen der Phase I/Il von zwei DARPin-Molekiilen
abgeschlossen. Das DARPin MP0112 erwies sich dabei als ein sehr potenter VEGF (vascu-
lar endothelial growth factor) Inhibitor. Da es von den Patienten auch gut toleriert wurde,
konnte es eine mogliche neue Therapieform der neovaskuldren (feuchten), altersbedingten
Makuladegeneration sein (Tamaskovic ef al. 2012). Abbildung 11IIA zeigt ein Ankyrin-
repeat Protein.

Das letzte in dieser Kategorie genannte Beispiel ist das humane Ubiquitin (Fiedler et al.
2004). Es steht stellvertretend fiir die Erzeugung einer Bindefliche auf einem B-Faltblatt.
Mit Hilfe dieses Ansatzes konnte ein Binder gegen TNFa auf Basis des Ubiquitins erzeugt
werden (Hoffmann ez al. 2012). Abbildung 1111 C stellt das Ubiquitin dar. Weitere Beispiele
fiir die erfolgreiche Nutzung eines -Faltblattes als Bindeoberflache sind die Bindeproteine,
die mit dem humanen-y-B-Kristallin als scaffold erzeugt worden sind (Fiedler und Rudolph
2001). Es wurden Binder gegen proNGF (Ebersbach ef al. 2007) sowie gegen den humanen
Papillomavirus E7 (Mirecka et al. 2009) generiert.

Alle bisher dargestellten Beispiele zeigen das Potential, das in der Technologie neuer Binde-
proteine liegt. Durch ihre einfache Handhabung, ihre bemerkenswerte Stabilitdt und durch
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ihre Fahigkeit, mittels Protein engineering an ihre jeweilige Aufgabe angepasst werden zu
konnen (erhohte Halbwertszeiten im Serum, Fusion mit Effektor-Molekiilen), stellen neue
kiinstliche Bindeproteine ein wertvolles, zukiinftiges molekulares Werkzeug fiir Forschung
und Therapie dar. Weitere Informationen zu kiinstlichen Bindeproteinen sind in den Uber-
sichtsartikeln von Beck, Ruigrok, Binz, Hey, Friedman, Nygren, Gebauer und Léfblom an-
schaulich zusammengefasst (Beck et al. 2010, Ruigrok ef al. 2011, Binz et al. 2005, Hey
et al. 2005, Friedman und Stahl 2009, Nygren und Skerra 2004, Gebauer und Skerra 2009,
Lofblom et al. 2010).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einem neuen scaffold Protein, dem M7, gearbeitet, um
kiinstliche Bindeproteine gegen verschiedene Zielproteine zu erzeugen. Der folgende Ab-
schnitt stellt das scaffold Protein M7 vor.

1.2  Das Protein M7

Das 10,4 kDa grof3e Protein M7 ist der zentrale Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit.
Auf Basis von M7 sollen kiinstliche Bindeproteine generiert werden, indem erstmals eine
funktionale Bibliothek auf DNA-Ebene erstellt wird. Das Protein wurde aufgrund seiner
auBergewohnlichen Eigenschaften ausgewéhlt. Es handelt sich dabei um ein nicht natiirlich
vorkommendes Protein, welches komplett in silico designt wurde.

Die Geschichte von M7

Im Jahre 2003 konnten Kuhlman und Mitarbeiter zeigen, dass es moglich ist, Primérse-
quenzen zu berechnen, die eine zuvor definierte, nicht natiirlich vorkommende Faltungs-
topologie einnehmen. Es handelte sich bei dem Protein Top7 um das erste, vollstindig am
Computer designte Protein (Kuhlman ez al. 2003). Fiir die Berechnung der Primérsequenz
wurde das Programm RossettaDesign verwendet, das Energieminimierungsfunktionen und
einen Monte Carlo Algorithmus beinhaltet.

Die neue, berechnete o/f-Faltungstopologie von Top7 hatte einige bemerkenswerte
Eigenschaften, wie zum Beispiel eine thermodynamische Stabilitit von AG, = 55,3 kJ/mol
bei 25 °C und die Neigung zu einer Kiltedenaturierung. Drei Jahre spiter konnte gezeigt
werden, dass bei der Expression von Top7 ein Nebenprodukt auftritt, welches sich als das
C-terminale Fragment des Proteins herausstellte. Interessanterweise war der isolierte C-ter-
minale Teil des Proteins hochgradig strukturiert und in der Topologie identisch mit dem
C-terminalen Teil innerhalb der Gesamtstruktur (Dantas et al. 2006). Zwar zeigte das Protein
Top7 auf den ersten Blick eine kooperative Faltung, weiterfithrende Studien konnten jedoch
nachweisen, dass sich der C-terminale Teil des Proteins zuerst faltet, wiahrend der Rest der
Struktur noch ungeordnet ist (Zhang und Chan 2009, Watters et al. 2007).

Diese neue Proteintopologie von Top7 inspirierte Proteinwissenschaftler der Martin-Luther-
Universitidt Halle-Wittenberg, einen eigenen Proteindesignalgorithmus zu erschaffen. Als
Zielstruktur fiir das Proteindesign wurde Top7 ausgewdhlt. Mit Hilfe eines neuen tetrapeptid-
basierten Designalgorithmus wurden Primarsequenzen berechnet, welche bei einer Sequenz-
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identitédt von unter 30 % zu Top7 in die gewiinschte Topologie falten sollten. (Dalliige et al.
2007, Dalliige 2008). Zwei der berechneten Varianten, M5 und M7, zeigten ein kooperatives
Faltungsverhalten und eine hohe thermodynamische Stabilitédt (Dalliige et al. 2007).

Von der Variante M7 konnte 2008 die dreidimensionale Struktur mit Hilfe der NMR-Spek-
troskopie aufgeklirt werden (Stordeur 2007, Stordeur et al. 2008). Die Strukturanalyse zeig-
te, dass der tetrapeptidbasierte Designalgorithmus eine Primérsequenz berechnet hatte, die
genau in die vorgegebene Topologie faltete. So wurde eine durchschnittliche Abweichung
des Proteinriickgrates von der Zielstruktur von lediglich 1,24+0,10 A (Riickgrat-RMSD)
festgestellt. Dieser Proteindesignalgorithmus fiihrte schlieBlich zu einem neuen, nicht natir-
lich vorkommenden Protein von bemerkenswerter Stabilitét.

Interessanterweise konnten Anfang 2012 Strukturdhnlichkeiten von M7 und einem natiir-
lich vorkommenden Protein festgestellt werden. Han und Mitarbeiter kldrten die Struk-
tur des Proteins PF2050 aus Pyrococcus furiosus auf (Han et al. 2012). Eine strukturba-
sierte Datenbanksuche ergab darauthin, dass sich der N-terminale Teil von PF2050 (Reste
2-43) und der N-terminale Teil von M7 (Reste 1-42) mit einem RMSD-Wert von 2,4 A zur
Deckung bringen lassen. Natiirlich gilt das auch fiir den N-terminalen Teil von Top7 (RMSD
2,0 A). So konnte gezeigt werden, dass der N-terminale Teil dieser designten Proteintopo-
logie auch in natiirlichen Proteinen gefunden werden kann, bemerkenswerterweise in einem
thermophilen Organismus, welcher in einem Temperaturbereich zwischen 70 °C und 103 °C
lebt (Fiala und Stetter 1986).

Molekulare Eigenschaften von M7

Das Protein M7 besteht aus 92 Aminosduren und besitzt eine molekulare Masse von
10407,9 Da. Es zeigt ein kooperatives Faltungsverhalten und ldsst sich in grofen Mengen in
E. coli Zellen herstellen. Da Cysteine vom Designprozess ausgeschlossen waren, besitzt es
keine Disulfidbriicken.

Die Struktur ist dominiert von einem fiinfstringigen -Faltblatt und von zwei vorgelagerten
a-Helices (Abbildung 2). M7 besitzt auBerdem eine sehr hohe thermodynamische Stabilitit
von AG; =79 kJ/mol bei 20 °C. Es ist damit sogar stabiler als Top7, welches die Zielstruktur
des Designprozesses darstellte. Das Protein M7 kann ohne die Zugabe von denaturierenden
Agenzien bis 100 °C nicht hitzedenaturiert werden, und eine chemisch induzierte Entfaltung
findet erst bei einer Ubergangskonzentration von 6,6 M Guanidiniumchlorid statt. Es besitzt
damit eine dulerst bemerkenswerte Stabilitét fiir ein Protein dieser GroBe (Kuhlman et al.
2003).

Nimmt man alle diese Eigenschaften zusammen, kann man von einem idealen Kandidaten
fiir ein Gertistprotein sprechen.
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y-Achse 90°

Abbildung 2: Sekundérstrukturelemente des Proteins M7 (PDB: 2JVF) in cartoon Darstellung. Es sind das
fiinfstréangige B-Faltblatt und die beiden a-Helices zu erkennen. Die Abbildung wurde mit PyMOL 0.99 erstellt.

Das scaffold Protein M7

Das Protein M7 sollte im Rahmen dieser Arbeit auf seine Eignung als Geriistprotein hin unter-
sucht werden. Wie bereits oben erwidhnt, ist allen scaffold Proteinen die Eigenschaft gemein-
sam, dass sie die Randomisierung mehrerer Positionen in ihrer Primérsequenz tliberstehen,
ohne dabei wesentlich von ihren urspriinglichen Eigenschaften einzubiilen. Fiir das Protein
Top7 konnte bereits gezeigt werden, dass es als ein scaffold Protein fungieren kann (Boschek
et al. 2009). Dazu wurde innerhalb des loops zwischen dem zweiten B-Faltblattstrang und
der ersten a-Helix eine Oktapeptidsequenz eingebracht, welche aus einem CD4 bindenden
Antikorper entnommen worden ist. Das neu entstandene Bindeprotein Top7 ., behielt seine
Struktur und thermodynamische Stabilitdt und besaBl die gewiinschte Affinitdt gegeniiber
CD4. Es konnte also bereits gezeigt werden, dass diese Proteintopologie fiir die Methode

einer loop-Préasentation auf einem rigiden Geriist zugénglich ist.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Eignung von M7 als universelles Geriistprotein unter-
sucht werden. Dazu wurde die Methode der Randomisierung auf Sekundarstrukturelemen-
ten angewendet, nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass dieser Ansatz bei anderen
Proteinen sowohl bei a-Helices als auch bei B-Faltbldttern zu Bindeproteinen mit hohen
Affinitdten fithrte (Ebersbach ef al. 2007, Nord et al. 1997). Die so erzeugte Bibliothek
soll gegen verschiedene Zielmolekiile selektiert werden. Dazu wird in diesem Falle das
Ribosomen-display verwendet. Der folgende Abschnitt gibt eine kurze Ubersicht iiber die
gingigsten Selektionssysteme.
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1.3  Selektionssysteme

Die Reifung der Antikorper bzw. die Auswahl aus ihrer Diversitit findet in der Natur im
sogenannten Keimzentrum statt. Wird jetzt aber Diversitét in vitro erzeugt, dann braucht
man ein Selektionssystem mit dessen Hilfe Molekiile mit den gewlinschten Eigenschaften
angereichert werden konnen. Allen Selektionssystemen ist dabei gemeinsam, dass die Di-
versitit auf DNA-Ebene erzeugt wird, jedoch die gewiinschte Eigenschaft (der Phénotyp)
auf Proteinebene zum Tragen kommt. Damit muss in jedem der Systeme eine Genotyp-
Phénotyp Kopplung bewerkstelligt werden. Je nach verwendetem System wird diese essen-
tielle Kopplung unterschiedlich realisiert. Eine Selektion wird typischerweise ausgehend
von einer groflen Bibliothek unterschiedlicher Proteinvarianten, welche an ihre codierende
DNA gebunden sind, durchgefiihrt. Die Proteine konnen dann anhand ihrer gewiinschten
Eigenschaften, wie zum Beispiel Affinitat, Stabilitdt, Loslichkeit oder katalytischen Aktivi-
tat, selektiert werden (Friedman und Stahl 2009). Die Wahl des Selektionssystems héngt da-
bei von vielen Faktoren und vor allem vom scaffold Protein selbst ab. Nicht jedes Protein ist
mit allen Selektionssystemen kompatibel. Weiterhin unterscheiden sich die Systeme in der
GroBe der Bibliothek, die selektiert werden kann, in ihrer Moglichkeit der Feinabstimmung
(z.B. off-rate Selektion) und in ihrer chemischen Umgebung (in vitro und in vivo Systeme).
Zu den am meisten angewendeten Systemen zdhlen das Phagen-display (Smith 1985), das
yeast display (Boder und Wittrup 1997) und das Ribosomen-display (Pliickthun 2012). Alle
Selektionen werden dabei rundenbasiert durchgefiihrt. Eine DNA-Bibliothek wird expri-
miert, und auf dem Phagen, der Hefezelle oder dem Ribosom werden die entsprechenden
Phénotypen (Proteine) prisentiert. Eine Inkubation mit dem Zielmolekiil ermdglicht dann
die Bindung der présentierten Proteine an die Zielstruktur. Nicht bindende Varianten wer-
den weggewaschen. Uber eine Reamplifikation der DNA erhiilt man eine selektierte Version
der urspriinglichen Bibliothek. Diese DNA steht nun fiir einen weiteren Selektionszyklus
zur Verfligung. Anhand mehrerer Selektionsrunden ist man dann in der Lage, den Genpool
immer weiter einzuengen und Varianten mit der gewiinschten Eigenschaft (in diesem Falle
Bindung an das Zielmolekiil) zu isolieren.

Weitere Selektionssysteme sind zum Beispiel das mRNA-display (Wilson et al. 2001) und
das cell-surface display (Francisco et al. 1993). Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschlief3-
lich das Ribosomen-display genutzt. Es ist in Einzelheiten im Abschnitt 3.4 beschrieben. Mit
Hilfe des Ribosomen-displays sollen Bindeproteine gegen unterschiedliche Zielmolekiile
selektiert werden. Der folgende Abschnitt stellt die Zielmolekiile vor.

1.4 Die Zielmolekiile

Idealerweise ist man mit einer guten Bibliothek in der Lage, Bindeproteine gegen eine Viel-
zahl von verschiedenen Zielmolekiilen zu generieren. Die Variabilitit innerhalb der Biblio-
thek erlaubt es, fiir die jeweiligen Zielstrukturen die passenden Binder zu selektieren.

Um die Qualitit der selbst erstellten Bibliothek zu untersuchen, wurde mit verschiedenen
Zielmolekiilen gearbeitet. Die Zielmolekiile wurden dabei nach ihrer pharmakologischen
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Relevanz und ihrer Heterogenitit ausgewéhlt. Es sollte gezeigt werden, dass Bindeproteine
gegen verschiedenste Proteine generiert werden konnen. Der folgende Abschnitt stellt die
beiden in dieser Arbeit verwendeten Zielstrukturen vor.

1.4.1 Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa)

Der Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa) ist ein ubiquitdr vorkommendes Zytokin und fiir erste
zelluldre Reaktionen bei Krankheiten oder Infekten verantwortlich. Es reguliert in seinen Ziel-
zellen die Expression von bis zu 500 Genen, und seine Wirkweise ist &ulerst komplex. TNFa.
spielt eine Rolle beim Zelltod, aber ist ebenso wichtig fiir das Uberleben der Zelle. Es wirkt bei
der Proliferation und Differenzierung und hat einen Einfluss auf die Expressionsraten anderer
Zytokine. Deshalb wird es auch als ein regulatorisches Zytokin bezeichnet (Faustman und
Davis 2010). Es ist entziindungsfordernd und wird von Monozyten und Makrophagen nach
entsprechender Stimulation als membranstindige Proform gebildet. Durch eine membran-
stindige Metalloprotease kann ein Homotrimer abgespalten werden (Black ez al. 1997). Beide
Formen (membranstandig und 16slich) konnen die jeweiligen Rezeptoren aktivieren und somit
sehr komplexe, regulatorische Kaskaden auslosen (Idriss und Naismith 2000).

TNFa spielt bei nahezu jeder Entziindungskrankheit eine zentrale Rolle. Die Entziindungs-
reaktion, welche eigentlich gegen bakterielle Angriffe gerichtet ist, verliuft bei einer Uber-
produktion von TNFa chronisch. Unter den von TNFa induzierten Krankheitsbildern fin-
det man den septischen Schock, die Kachexie, Asthma und rheumatische Arthritis, um nur
einige zu nennen.

Meilensteine in der Forschungsgeschichte von TNFa

TNFa wurde erstmals 1975 als ein Protein beschrieben, welches durch Endotoxinbehand-
lung von Makrophagen freigesetzt wird und eine nekrotische Wirkung auf bestimmte
Tumorzellen in vitro hat (Carswell et al. 1975). Dieser beobachteten Wirkung verdankt das
Molekiil seinen Namen. Es dauerte zirka zehn Jahre bis die Klonierung und rekombinante
Expression des Proteins gelangen (Pennica et al. 1984, Marmenout et al. 1985, Shirai et al.
1985). Anhand von Sequenzvergleichen konnte festgestellt werden, dass der parallel be-
schriebene Faktor Cachectin (Beutler ef al. 1985b) und TNFa ein und dasselbe Molekiil sind
(Beutler et al. 1985a, Beutler und Cerami 1986). Die Bindung von TNFa an eine einzigartige
Klasse von Rezeptoren auf der Oberfliche von Karzinomzellen konnte 1985 entdeckt wer-
den (Aggarwal et al. 1985). TNFa besitzt demnach eigene Rezeptoren auf Korperzellen. Ein
Jahr spéter wurde gezeigt, dass das Protein in seiner trimeren Form vorliegen muss, um seine
biologische Aktivitdt zu entfalten (Smith und Baglioni 1987). 1989 konnte schlieflich die
Struktur des TNFo mit einer Aufldsung von 2,6 A aufgeklirt werden (Eck und Sprang 1989).
TNFa ist ein glockenférmiges Homotrimer, wobei jede Untereinheit aus zwei antiparallelen
Faltblattern mit einer jelly-roll Topologie besteht.

Die Klonierung der beiden TNFa-Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 gelang 1989 respektive
1990 (Engelmann et al. 1989, Engelmann ef al. 1990). Deren Entdeckung, sowie die Struk-
turaufklarung von TNFa ebneten endgiiltig den Weg fiir die pharmakologische Forschung.
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Jingere Forschungsergebnisse zeigen, dass TNFa sowohl eine Tumor zerstorende als auch
eine Tumor verstdrkende Wirkung hat (Devoogdt et al. 2006, Balkwill 2006).

Dennoch wird TNFa in der Tumortherapie als Medikament eingesetzt (Lejeune et al. 2006).
Einen exzellenten Uberblick iiber die Geschichte der Forschung rund um Tumornekrosefak-
tor-alpha gibt auch der Ubersichtsartikel von Balkwill (Balkwill 2009).

Molekulare Eigenschaften von TNFo.

TNFa ist ein 52 kDa groBes Protein, bestehend aus drei monomeren Untereinheiten (je
17,3 kDa). Die drei Untereinheiten lagern sich zusammen und bilden in der Mitte des Pro-
teins einen Kanal, welcher oben und unten von polaren und in der Mitte von hydrophoben
Aminosduren gesdumt ist (Eck und Sprang 1989), siche Abbildung 3.

Fiir die Trimerassoziation ist ein
hydrophober Bereich am C-Termi-
nus (Reste 101-114) verantwort-
lich (Liu et al. 2012). Das Trimer
hat eine Halbwertszeit von 17,5 bis
20 Stunden (Poiesi et al. 1993). Im
Rahmen dieser Zeitspanne kommt
es zur Dissoziation des Trimers.
Dieses Gleichgewicht ist empfind-
lich von den Pufferzusammen-
setzungen abhingig und kann zum
Beispiel durch Detergenzien gestort
werden (Alzani et al. 1995, Hoft-
mann et al. 2012, He et al. 2005).

Pro Monomer gibt es eine Disulfid-
briicke. Das Fehlen dieser setzt die
biologische Aktivitit herab, jedoch
ist sie fiir die Struktur nicht essen-

tiell (Narachi et al. 1987, Arakawa

. . . _ Abbildung 3: Strukturdarstellung von TNFo (PDB: 1TNF). Es
e‘t al 1990). Die blOIOglséhe Ak sind die einzelnen Untereinheiten in Gelb, Magenta und Rot
tivitdt kann nur von dem intakten dargestellt. Die fiir die Trimerassoziation essentiellen Bereiche
Trimer vermittelt werden. Jeweils befinden sich im unteren Bereich des Molekiils. Die Abbildung
wurde mit PyMOL 0.99 erstellt.

zwel Monomere zusammen bilden
eine Furche, die fiir die Rezeptor-
bindung verantwortlich ist (siche Abbildung 4) (Mukai ef al. 2010). Damit ist eine Trimer-
dissoziation eine Mdglichkeit, die Signaliibertragung mittels TNFa zu verhindern. Eine
weitere Moglichkeit das Molekiil zu blockieren, ist die Bindestellen zwischen TNFa und Re-
zeptor zu besetzen. Beide Ansitze werden in der pharmakologischen Forschung fokussiert,
und es sind bereits fiinf Medikamente, welche TNFa inhibieren, zugelassen.



Einleitung 11

Abbildung 4: Strukturdarstellung von TNFa im Komplex mit TNFR2 (PDB: 3ALQ). Es sind die einzelnen
Untereinheiten des TNFa in Gelb, Magenta und Rot dargestellt. Die TNFR2-Rezeptoren sind in Blau abgebil-
det. Es ist deutlich die Interaktionsfliche zwischen einem Rezeptormolekiil und zwei TNFa-Monomeren zu er-
kennen. Somit bindet ein TNFa-Trimer drei Rezeptormolekiile. Die Abbildung wurde mit PyYMOL 0.99 erstellt.

TNFoa als pharmakologisch relevantes Zielmolekiil

Die pharmakologische Bedeutung der TNF-Superfamilie wird besonders deutlich, wenn man
den Markt fiir TNF-Blocker betrachtet. Dieser liegt bei iiber 20 Milliarden US $. Es werden mit
Hilfe der Blocker rheumatische Arthritis, Schuppenflechte, Morbus Crohn und Osteoporose be-
handelt, was noch einmal deutlich die Vielseitigkeit dieser Proteinfamilie zeigt. Das zentrale Mo-
lekiil der pharmakologischen Forschung aus dieser Familie ist TNFa (Ghezzi und Cerami 2005).

So wurde zum Beispiel versucht, TNFa durch verschiedenste Molekiile zu binden und damit
an seiner Funktion zu hindern. Das konnen sehr kleine Molekiile sein, die die Dissoziation
des Trimers veranlassen und durch eine sterische Blockade die Reassoziation verhindern (He
et al. 2005), oder aber Bindeproteine, welche TNFa binden (Lofdahl et al. 2009, Jonsson
et al. 2009, Steiner et al. 2008). Dabei beruht die Inhibierung auf einer Uberlagerung der
Rezeptorbindestelle von TNFa mit der Bindestelle des erzeugten Affibodies bzw. DARPins.
Auch Antikorper dhnliche Proteine wurden verwendet, um Bindeproteine gegen TNFa zu
erzeugen. Ein auf der Fibronectin Type III Doméne basierendes Bindemolekiil wurde mit
Hilfe des mRNA-displays generiert und zeigte Bindungskonstanten im picomolaren Bereich
(Xu et al. 2002).

Fiinf Medikamente sind gegen TNFa zugelassen und werden routineméfig verabreicht. Diese
sind Infliximab, Etanercept, Adalimumab, Certolizumab pegol und Golimumab (Tracey et
al. 2008). Alle fiinf Medikamente basieren auf Antikdrpern oder machen sich die Antikor-
pertechnologie zu Nutze.
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Neben der Tatsache, dass TNFa ein pharmakologisch duBerst relevantes Zielmolekiil ist, ist
es in unseren Laboren, dank der Arbeit von Dr. Andreas Hoffmann, in groBen Mengen ver-
fiigbar (Hoffmann ef al. 2010). Das macht es zu einem idealen Kandidaten, um die Qualitit
der in dieser Arbeit erzeugten Bibliothek zu testen und kiinstliche Bindeproteine gegen diese
Zielstruktur zu erzeugen.

1.4.2 Reife AB(1-42) Fibrillen

Eine weitere pharmakologisch sowie biochemisch interessante Zielstruktur stellen reife
AP(1-42) Fibrillen dar. Diese Fibrillen sind das Endprodukt einer spontanen (Aggregations)
Reaktion des Proteins AB(1-42) bzw. AB(1-40). Gleichzeitig sind sie die Hauptkomponente
in Plaques, welche in Gehirnschnitten von Alzheimer Patienten gefunden werden kdnnen
(Masters et al. 1985, Kang ef al. 1987). Damit sind das Protein AP und die daraus bestehen-
den Fibrillen untrennbar mit der Alzheimer Krankheit assoziiert.

Alzheimer als Volkskrankheit

Erstmals beschrieben wurde die Alzheimer Krankheit 1907 von dem deutschen Arzt und
Psychiater Alois Alzheimer. Eine 51-jéhrige Frau, Auguste Deter, war in eine Nervenheilan-
stalt eingewiesen worden, weil sie riumlich und zeitlich stark desorientiert war. Sie litt trotz
ihres geringen Alters an Demenz. Nach ihrem Tod sezierte Alzheimer das Gehirn der Frau
und beschrieb erstmals die sichtbaren Verdnderungen des Gehirns, welche heute als Plaques
bezeichnet werden (Alzheimer 1907). Die Benennung der Krankheit als Morbus Alzheimer
geht auf Emil Kraepelin im Jahre 1910 zuriick (Zilka und Novak 2006).

Morbus Alzheimer tritt in seiner sporadischen Form als typische Alterskrankheit ab zirka
dem 65. Lebensjahr auf. Es gibt aber auch den sehr seltenen Fall (unter 1% aller Betrof-
fenen) der erblichen Form von Alzheimer. Eine genetische Mutation verursacht hier einen
verfrithten Ausbruch der Krankheit (Bird 2008, Selkoe 2001b, Selkoe 2001a).

Heutzutage sind weltweit zirka 30 Millionen Menschen an Alzheimer erkrankt, und es wird
extrapoliert, dass sich diese Zahl bis zum Jahr 2050 vervierfachen wird. Damit hat die Alz-
heimer Krankheit auch eine enorme wirtschaftliche Komponente. Es wird geschétzt, dass im
Jahr 2010 allein in den USA 172 Milliarden US $ ausgegeben wurden, um die Versorgung
von Alzheimer Patienten zu gewihrleisten (Holtzman et al. 2011).

Das Peptid Abeta (Af)

Das zirka 4 kDa grofe Peptid AP bildet, wie bereits erwdhnt, den Hauptbestandteil in den
senilen Plaques. Es wird darin in unterschiedlichen Isoformen gefunden. Diese sind haupt-
sdchlich AB(1-40) (~ 90%) und AB(1-42) (~ 10%), wobei AB(1-42) die toxischere Form
ist (Hard 2011). Die Isoformen unterscheiden sich neben ihrer Lénge auch in ihrer Tendenz,
Fibrillen auszubilden, wobei AB(1-42) eine sehr starke Aggregationsneigung im Vergleich
zu AB(1-40) zeigt (Bitan et al. 2003). Die physiologische Bedeutung des AP Peptides ist
nicht geklart. Die Isoformen von AP entstehen in vivo durch eine proteolytische Spaltung
des Amyloid-Priakursorproteins (APP), welches im Gehirn ubiquitir exprimiert wird (Zheng
und Koo 2006).
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Im Gehirn findet ein stindiges Wechselspiel zwischen Bildung und Abbau der AP Peptide statt
(Hardy und Selkoe 2002). Ist diese Balance gestort, kommt es zur Ablagerung der Peptide in
den Plaques. Bis jetzt sind die genauen molekularen Mechanismen der Alzheimer Krankheit
unverstanden. Es gibt keinen Konsens dariiber, ob die Fibrillen (Hardy und Higgins 1992,
Petkova et al. 2005) oder die niedermolekularen Aggregate (Deshpande et al. 2006, Hardy
und Selkoe 2002, Klein ef al. 2004) das Absterben der Gehirnzellen verursachen. Neueste
Ergebnisse deuten aber auf eine hohe bzw. hohere Neurotoxizitit der oligomeren Spezies hin
(Bieschke et al. 2012, Ahmed et al. 2010, Lauren et al. 2009, Fandrich 2012). Ein weiteres
Argument gegen die Toxizitit von Fibrillen ist, dass Fille berichtet wurden, bei denen grof3e
Mengen an senilen Plaques nicht mit einer Einschrinkung der kognitiven Fahigkeiten ein-
hergehen (Delaere et al. 1990).

Trotzdem stellen die reifen Fibrillen das Endstadium der Peptide in vivo dar. Es ist wichtig,
diagnostische Werkzeuge wie Antikorper oder Bindeproteine gegen sie zu besitzen, um
die Forschung an ihnen zu ermdglichen. Auch die Interaktion von Bindeproteinen mit der
Fibrille oder Vorstufen von dieser kann dazu beitragen, Erkenntnisse zu erlangen, welche
helfen, die molekularen Ablaufe der Alzheimer Krankheit besser zu verstehen.

AP(1-42) Fibrillen

Die reifen AB(1-42) Fibrillen bilden das kinetische Endprodukt der AB(1-42) Peptid-Abla-
gerungen. Uber eine bis jetzt noch nicht in allen Einzelheiten verstandene Kaskade bilden
sich reife Fibrillen iiber verschiedene Zwischenstufen. Es beginnt mit der Bildung von
Oligomeren bzw. hohermolekularen Aggregaten. Diese konnen sich dann zu Protofibrillen
(Harper et al. 1997, Walsh et al. 1997) zusammenlagern. Die Dicke der Protofibrillen liegt
unter 10 nm, und ihre Form ist kreisformig und gekriimmt (siehe Abbildung 5). In den Pro-
tofibrillen ist bereits ein gewisser Anteil an der fiir Fibrillen typischen B-Faltblattstruktur
auszumachen. (Scheidt et al. 2011). Bereits die Protofibrillen reagieren mit den fiir den
Amyloidnachweis typischerweise verwendeten Farbstoffen Kongorot und Thioflavin T
(Haass und Selkoe 2007, Meinhardt und Fandrich 2009).

Aus den Protofibrillen werden letztendlich reife Fibrillen gebildet, welche typische struktu-
relle Eigenschaften besitzen. Die reifen Fibrillen sind zwischen 10 und 20 nm breit und bis
zu mehreren Mikrometern lang (Meinhardt und Fandrich 2009). Abbildung 5 zeigt am Bei-
spiel von dem AB(1-40) Peptid die eben beschriebenen unterschiedlichen Zwischenstufen
wihrend der Reifung der Fibrillen.
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Abbildung 5: Elektronenmikroskopische Aufnahmen (negativ kontrastiert) des AP(1-40) Peptides in unter-
schiedlichen Konformationen. Es sind die Oligomere (links), die Protofibrillen (Mitte) und die reifen Fibrillen
zu erkennen. Bild und Beschriftung entnommen aus (Meinhardt und Féndrich 2009).

Strukturelle Merkmale von Fibrillen

Fibrillen zeigen sich &uferst inert gegen denaturierende Agenzien wie Harnstoff oder
Guanidiniumchlorid oder proteolytischen Abbau (Soto 2003, Masters et al. 1985).
Klassischerweise werden Fibrillen als extrazellulire Ablagerungen definiert, die ein ty-
pisches Rontgenbeugungsmuster zeigen und nach Anfarben mit dem Farbstoff Kongorot
eine Doppelbrechung im griinen Wellenldngenbereich zeigen (Westermark et al. 2005).
Eine etwas modernere Definition bezieht sich auf die gemeinsame Struktur dieser Polymere
(Meinhardt und Fandrich 2009).

Das gemeinsame strukturelle Merkmal aller Fibrillen ist die cross-B-Struktur. Dabei wer-
den, theoretisch beliebig lange, intermolekulare B-Faltblétter ausgebildet. Die einzelnen
B-Faltblattstrange verlaufen dabei im rechten Winkel zur Fibrillenachse, wihrend die Was-
serstoffbriickenbindungen des Faltblattes parallel dazu verlaufen (Sunde ef al. 1997). Eine
reife Amyloidfibrille kann aus einem oder mehreren Protofilamenten bestehen (Meinhardt
und Findrich 2009). Ein Protofilament ist dabei die filamentdse Grundeinheit der Fibrille
(Jimenez et al. 2002, Schmidt et al. 2009).

Generell gibt es, auch in Fibrillen der gleichen Polypeptidkette, strukturelle Polymorphis-
men. Eine Praparation von Fibrillen enthilt also immer eine Mischung aus mehreren Typen
von Fibrillen. So unterscheiden sich Fibrillen strukturell zum Beispiel in ihrer Anzahl der
Protofilamente, in der Anordnung der Protofilamente und der Konformation der Polypeptide
(Féandrich et al. 2009). Abbildung 6 zeigt zwei unabhingig voneinander gefundene Struktu-
ren von AB(1-42) Fibrillen.

Fibrillen sind also langgezogene Polymere, welche aus einem bis mehreren Protofilamenten
bestehen konnen, und ihre Praparationen sind deswegen immer heterogen. Somit stellen sie,
durch die Vielzahl der unterschiedlichen Epitope, ein schwer zu bearbeitendes Zielmolekiil
dar (Meinhardt et al. 2009).
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Abbildung 6: Strukturen von AB(1-42) Fibrillen.

(A) Darstellung einer aus elektronenmikroskopischen Daten rekonstruierten AB(1-42) Fibrille und die Dich-
tekarte eines Querschnittes des dazugehdrigen Protofilamentes (structure). In der Mitte ist eine mdgliche An-
ordnung der Peptide dargestellt (model). Diese Fibrille ist aus nur einem Protofilament aufgebaut. Abbildung
entnommen und modifiziert aus (Schmidt ez al. 2009).

(B) Darstellung eines Protofilamentes mit einer Auflésung von 5 A. Die ersten beiden Peptide am geraden Ende
der Fibrille sind in Rot, respektive Blau dargestellt. Die Reste, die den intermolekularen Kontakt herstellen,
sind in Stdbchenform visualisiert. Die B-Faltblattstrange sind durch grof3e Pfeile symbolisiert. Abbildung nach
(Lihrs et al. 2005) PDB: 2BEG.

AP Fibrillen als pharmakologisch relevante Zielstruktur

Es handelt sich bei den AP Fibrillen um krankheitsassoziierte Proteinstrukturen, entspre-
chend hoch ist ihre Relevanz als pharmakologische Zielstruktur einzuschétzen. Von der
eigentlichen Polypetidkette iiber die Oligomere bis hin zu den reifen Fibrillen konnen samt-
liche Zwischenstufen der Aggregationskaskade als potentielle Epitope fiir Antikorper und
Bindeproteine in Betracht gezogen werden (Dumoulin und Dobson 2004). Das Nahelie-
gendste sind dabei sequenzspezifische Antikorper (Solomon et al. 1996, Frenkel et al. 2000,
McLaurin ef al. 2002). Fiir diese wurde berichtet, dass sie den Fibrillationsprozess verhin-
dern und reife Fibrillen wieder auflosen.

Aufgrund von therapeutischen Erfolgen der Antikorper im Mausmodell (Lambert ez al. 2001,
Dodart et al. 2002) wurde in einer weiterfiihrenden klinischen Studie versucht, Patienten mit
aggregiertem AP Peptid zu immunisieren. Aufgrund der Antwort des Immunsystems konn-
ten einige Patienten ihre kognitiven Leistungen verbessern (Hock et al. 2003). Vier Prozent
der teilnehmenden Patienten aber entwickelten Symptome dhnlich der Meningoenzephalitis,
was schlieflich zu einem Abbruch der Studie fiihrte (Check 2002, Dumoulin und Dobson
2004).
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Ebenso wurden konformationsspezifische Antikorper sowohl gegen die Fibrillen (Habicht et
al. 2007, O’Nuallain und Wetzel 2002) als auch gegen leicht verdnderte Oligomere-Zustiande
(Kayed et al. 2003) generiert. Neueste Arbeiten beschreiben die Selektion eines Kamelanti-
korpers aus einer Bibliothek, welcher nur die oligomeren Zustdnde des AP(1-40) Peptides
erkennt (Morgado et al. 2012).

Auch kleine, nicht proteinogene Molekiile konnen mit der Fibrille interagieren und in-
teressante Effekte hervorrufen (Bieschke ef al. 2010, Ehrnhoefer et al. 2008). So konnte
zum Beispiel fiir das chemische Molekiil O4 beobachtet werden, dass es die /lag-Phase der
Fibrillation von AB(1-42) wesentlich verkiirzt und somit die Fibrillenbildung beschleunigt
(Bieschke et al. 2012).

Auch kiinstliche Bindeproteine, in diesem Falle Affibodies, wurden gegen AP Peptide ge-
neriert (Gronwall et al. 2007). Es konnte auch hier ein Einfluss auf die Fibrillation nach-
gewiesen werden. Die Anwesenheit des Affibody-Molekiils unterdriickt die Bildung der
Fibrillen vollstindig (Hoyer ef al. 2008). Interessanterweise ist das Bindeprotein bis zur
Interaktion mit dem Zielmolekiil zum gréften Teil unstrukturiert und faltet erst wihrend der
Bindung in seine stabile Konformation (Hoyer und Hérd 2008). Da das Affibody-Molekiil
die Aggregation der AP Peptide verhindert, konnte es fiir eine Koexpression mit den Pepti-
den eingesetzt werden. Auf diese Art konnten AP Peptide rekombinant gewonnen werden,
welche ohne Aggregationsinhibitor in ihrer monomeren Form rekombinant nicht zugénglich
wiren (Macao et al. 2008).

Reife AB(1-42) Fibrillen stellen also ein medizinisch sehr interessantes Zielmolekiil dar. Im
Rahmen dieser Arbeit soll die erzeugte Bibliothek gegen Fibrillen selektiert werden, um so

konformationsspezifische Bindeproteine zu erzeugen.
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1.5 Zielstellung

Der zentrale Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit ist das artifizielle Protein M7. Es soll
erstmalig gezeigt werden, dass sich M7 als scaffold eignet und fiir eine Randomisierung auf
Sekundirstrukturelementen zugédnglich ist. Unter Ausnutzung der hohen intrinsischen Sta-
bilitdit von M7 soll auf dem 5-stringigen B-Faltblatt eine universelle Bindefliche generiert
werden. Dazu soll im Einzelnen:

— eine funktionale DNA-Bibliothek auf Grundlage des M7 Gens erstellt werden

— die Funktionalitdt der Bibliothek auf DNA- und Proteinebene iiberpriift und bestétigt
werden

— das Ribosomen-display fiir die erstellte Bibliothek etabliert werden

— eine Selektion der Bibliothek mittels Ribosomen-display gegen die Zielmolekiile
TNFa und reife AB(1-42) Fibrillen durchgefiihrt werden

— lber geeignete screening Verfahren Zielmolekiil bindende Varianten isoliert werden

— bindende Varianten produziert und biochemisch analysiert werden.

Anhand der so generierten Daten soll die Eignung des Proteins M7 als ein scaffold Protein
eingehend untersucht werden. Im Vordergrund stehen dabei die Fragen, ob es mdglich ist,
eine auf DNA- und Proteinebene funktionale Bibliothek zu erstellen, diese fiir das gewédhlte
display-Verfahren zugénglich ist, und ob sich letztlich bindende Varianten generieren las-
sen. Eine biochemische Charakterisierung der erzeugten Varianten, sofern mdglich, soll
Aufschluss dariiber geben, ob die Eigenschaften des gewihlten scaffold Proteins erhalten
geblieben sind.
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2 Materialien

Im folgenden Kapitel werden die fiir die Erstellung dieser Arbeit notwendigen Materialien

aufgefiihrt.

2.1 Chemikalien

Es wurden im Rahmen dieser Arbeit folgende Chemikalien verwendet (Tabelle 1). Sofern
nicht gesondert angegeben, besallen alle Chemikalien den Reinheitsgrad p.A.

Tabelle 1: Liste der verwendeten Chemikalien.

Chemikalien Bezugsquelle
2-Mercaptoethanol Applichem (Darmstadt)
Agarose Sieve GP Biozym (Hessisch Oldendorf)
Ammoniumchlorid Applichem (Darmstadt)
Ampicillin (Natriumsalz) Roth GmbH (Karlsruhe)

Bacto Agar

Bacto Soytone

Bacto Tryptone

Bacto Yeast Extract

Borsédure

Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat
Carbenicillin
Cobalt(IT)-chlorid - Hexahydrat
Coomassie R250
D(+)-Glukose
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumhydrogenphosphat
dNTP-Mix (10 mM je Nukleotid)
EDTA

EDTA (fiir die Mikrobiologie)
Eisen(II)-chlorid - Hexahydrat
Essigsdure

Ethanol (96%ig), vergallt
Ethanol reinst

Ethidiumbromid (1 %)
Glukose - D(+)

Glycerin

Glycin

Glykogen

Becton Dickinson (Heidelberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Roth GmbH (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)

Roth GmbH (Karlsruhe)

Roth GmbH (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)

Roth GmbH (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)

Roth GmbH (Karlsruhe)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Roth GmbH (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)

Roth GmbH (Karlsruhe)

Roth GmbH (Karlsruhe)

Roth GmbH (Karlsruhe)

Roth GmbH (Karlsruhe)

Roth GmbH (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)

Roche Applied Science (Mannheim)
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Chemikalien Bezugsquelle

HEPES {2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]-ethansulfon- ~ Applichem (Darmstadt)
sdure}

Imidazol Merck (Darmstadt)
Isopropanol Roth GmbH (Karlsruhe)
Kaliumacetat Applichem (Darmstadt)
Kaliumchlorid Roth GmbH (Karlsruhe)
Kaliumhydroxid Applichem (Darmstadt)
Kanamycin-Sulfat Roth GmbH (Karlsruhe)
Kupfer(IT)-chlorid - Dihydrat Applichem (Darmstadt)
Laktose (a-Laktose Monohydrat) Roth GmbH (Karlsruhe)

LE Agarose Biozym (Hessisch Oldendorf)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Applichem (Darmstadt)
Mangan(II)-chlorid-Tetrahydrat Applichem (Darmstadt)
Methanol Roth GmbH (Karlsruhe)
Natriumchlorid Applichem (Darmstadt)
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat Applichem (Darmstadt)
Natriumdisulfit Applichem (Darmstadt)
Natriumdodecylsulfat (SDS) (20 %) Applichem (Darmstadt)
Natriumhydroxid Roth GmbH (Karlsruhe)
Natriummolybdat - Dihydrat Applichem (Darmstadt)
Natriumselenit Applichem (Darmstadt)
Natriumsulfat Roth GmbH (Karlsruhe)
Nickel(IT)chlorid - Hexahydrat Applichem (Darmstadt)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Applichem (Darmstadt)
rRNA, 16S und 23S, E. coli Roche Applied Science (Mannheim)
Salzsédure (37 %) Roth GmbH (Karlsruhe)
Schwefelsdure (96 %) Roth GmbH (Karlsruhe)
Silbernitrat Applichem (Darmstadt)
Sulfo-NHS-LC-Biotin Pierce Biotechnology (Rockford, USA)
Tetracyclin-Hydrochlorid Roth GmbH (Karlsruhe)
TMB Xtra (Peroxidase Substrat) Kem-En-Tec Diagnostics (Taastrup, DK)
Tricin Applichem (Darmstadt)

Tris [Tris(hydroxymethyl)-aminomethan] (fiir die Applichem (Darmstadt)

Molekularbiologie)
tRNA, aus E. coli
Tween-20

Wasser, DEPC behandelt
Wasser, nukleasefrei

Zinksulfat - Heptahydrat

Roche Applied Science (Mannheim)
Applichem (Darmstadt)

Fermentas (St. Leon-Rot)
Applichem (Darmstadt)

Applichem (Darmstadt)
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2.2 Puffer und Losungen

Im Folgenden sind die verwendeten Standardpuffer gelistet (Tabelle 2). Alle Puffer und Lo-

sungen wurden mit entionisiertem, gefilterten Wasser hergestellt und vor Verwendung erneut
filtriert. Puffer flir die Chromatographie wurden zusitzlich mit Hilfe einer Vakuumanlage fiir

mindestens 30 min entgast.

Tabelle 2: Liste hidufig verwendeter Puffer und Losungen.

Bezeichnung

Zusammensetzung (Bezugsquelle)

Sonstige Puffer und Losungen
10 x blocking buffer

(10x) Blocker BSA in TBS

PBS

PBSTO0,05
Zell-Lyse-Puffer

Puffer fiir die SDS-PAGE
5x SDS-PP

5x SDS-PP (reduzierend)
Tris-Tricin-Laufpuffer (Clearpage)

PageBlue Protein Staining Solution

Puffer fiir die SPR
Laufpuffer HBS-EP+ (10 x Puffer)

Regenerationslosung

Puffer fiir die Agarosegelelektrophorese
TAE-Puffer

6 x Orange Loading Dye

Sigma-Aldrich (Miinchen)
Pierce (Rockford, USA)

137 mM NaCl, 27 mM KCl, 80 mM Na,HPO,, 15 mM
KH,PO,, pH 7,4

PBS mit 0,05 % (v/v) Tween-20

PBS mit 0,3 mM PMSF, 0,1 mg/ml Lysozym, 5 U/ml
Benzonase, 2 mM MgSO,

300 mM Tris-HCI, 10 % (w/v) SDS, 50 % (v/v) Glyce-
rin, 0,025 % (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8

5x SDS-PP mit 5 % (v/v) 2-Mercaptoethanol

0,1 % (w/v) SDS, 40 mM Tricin, 60 mM Tris, 2,5 mM
Natriumdisulfit, pH 8,2

(Fermentas)

0.1 M HEPES, 1,5 M NaCl, 30 mM EDTA, 0,5 %
(v/v) surfactant P20, pH 7,4 (nach Verdiinnung) (GE
Healthcare)

10 mM Glycin-HCI, 1 M NacCl, pH 1,5

12,5 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 8,5
New England Biolabs GmbH (Frankfurt/Main)

Puffer fiir die chromatographische Reinigung

NPI-20
NPI-500

Puffer fiir das Ribosomen-display
WB (Waschpuffer)

WBT (Waschpuffer mit Tween-20)
BWB (Blockierungspuffer)

20 mM NaH, PO,, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazol
pH 8,0

20 mM NaH,PO,, 150 mM NaCl, 500 mM Imidazol
pH 8,0

20 mM HEPES-NaOH, 100 mM KAcO, 50 mM MgCl,,
pH 7,5

WB mit 0,05 % (v/v) Tween-20
WB mit 10 % (v/v) 10 x blocking buffer (Sigma)
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Bezeichnung Zusammensetzung (Bezugsquelle)

SB (Stopppufter) WB mit 10 % (v/v) (10x) Blocker BSA in PBS (Pierce),
0,05 % (v/v) Tween-20

EB (Elutionspuffer) 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 20 mM EDTA,

4 mg/ml rRNA, 1 mg/ml tRNA, pH 7,5

Puffer zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen

TB-Puffer 10 mM HEPES-KOH, 15 mM CaCl,, 250 mM KCl,
55 mM MnCl,, pH = 6,7

2.3 Nahrmedien und Antibiotika

Zur Kultivierung von E. coli Zellen dienten verschiedene Ndahrmedien (Tabelle 3). Diese wur-
den vor Verwendung 20 min bei 121 °C autoklaviert. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur
wurden zuvor steril filtrierte, hitzeempfindliche Stoffe (Antibiotika) den Medien zugesetzt.

Tabelle 3: Liste der verwendeten Ndhrmedien.

Medium / Stammlésungen Zusammensetzung

50x M Losung 1,25 M Na,HPO,, 1,25 M KH,PO,, 2,5 M NH,ClI,
0,25 M Na,SO,

50x 5052 Losung 25 % Glycerin, 25 g/l Glukose, 100 g/l a-Laktose-
Monohydrat

1000 x Spurenelemente Losung 60 mM HCI, 50 mM FeCl,, 20 mM CaCl,, 10 mM

MnCl,, 10 mM ZnSO,, 2 mM CoCl,, 2 mM CuCl,,
2 mM NiCl,, 2 mM Na,MoO,, 2 mM Na,SeO,, 2 mM

H,BO,
1 x ZY-Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt
LB-Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl
LB-Agar LB-Medium mit 15 g/l Agar
ZYM 5052 Autoinduktionsmedium 1 x ZY-Medium, 1 x M Losung, 1 x 5052 Lésung,
2 mM MgSO,, 0,02 % (v/v) 1000 x Spurenelemente-
Losung
SOC-Medium 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl,

2,5 mM KCl, 10 mM MgSO,, 10 mM MgCl,, 20 mM
Glukose
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2.4 Enzyme und andere Proteine

In der folgenden Tabelle sind die verwendeten Enzyme und Proteine gelistet (Tabelle 4).

Tabelle 4: Liste der verwendeten Enzyme und Standardproteine.

Enzym oder Protein

Bezugsquelle

Antikorper und Immunkonjugate
anti-M7 Antikorper (aus Kaninchen)
anti-His6-Peroxidase-Konjugat (BMG-His-1)

anti-Kaninchen-Peroxidase Konjugat (aus Ziege)
(A9169)

Polymerasen

Phusion DNA-Polymerase

Transcriptor Reverse-Transkriptase

Tag Polymerase

Restriktionsenzyme

Ncol Fast Digest

Xhol Fast Digest

Eco311

Spel

Nhel

Sonstige Enzyme und Proteine
Alkaline Phosphatase (aus Shrimps) (1 U/pl)
Amyloid B-Protein (1-42) (N-terminal biotinyliert)
Benzonase (25 U/ul)

Bovines Serum Albumin (BSA)

Humanes AB Serum

Lysozym (aus Hithnereiweif3)

Murine RNAse Inhibitor

T4-DNA-Ligase

T4-DNA-Ligase

Davids Biotechnologie (Regensburg)
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Finnzymes (Espoo, FIN)
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
New England Biolabs GmbH (Frankfurt/Main)
New England Biolabs GmbH (Frankfurt/Main)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Bachem (Bubendorf)

Novagen (Darmstadt)

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Applichem GmbH (Darmstadt)

New England Biolabs GmbH (Frankfurt/Main)
New England Biolabs GmbH (Frankfurt/Main)

Fermentas (St. Leon-Rot)
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2.5 Standards und Kits

Im Folgenden sind die verwendeten Kits und Standards aufgelistet (Tabelle 5).

Tabelle 5: Liste der verwendeten Standards und Kits.

Standard oder Kit Bezugsquelle

Standards

GeneRuler 100bp DNA Ladder Fermentas (St. Leon-Rot)

GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder Fermentas (St. Leon-Rot)

PageRuler Unstained Protein Ladder Fermentas (St. Leon-Rot)

Kits

Genelet PCR Cloning Kit Fermentas (St. Leon-Rot)

High Pure RNA Isolation Kit Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
LightCycler 480 SYBR Green I Master Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
PURExpress In Vitro Protein Synthesis Kit New England Biolabs GmbH (Frankfurt /Main)
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Wizard Plus SV Minipreps Promega (Mannheim)

Wizard SV Gel and PCR Clean up System Promega (Mannheim)
Sulfo-NHS-LC-Biotin Pierce (Rockford, USA)

2.6 Oligonukleotide

Tabelle 6 stellt die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (primer) zusammen. Alle
primer wurden von der Firma Thermo Scientific (Ulm) bezogen und standardmifig HPCL
gereinigt geliefert. Uberstieg die GroBe der Oligonukleotide 40 bp, erfolgte von oben ge-
nannter Firma eine PAGE Reinigung der primer.

Tabelle 6: Liste der verwendeten primer-.

. Grofle
primer Sequenz (5' nach 3')
n bp
- g5  GGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTAAG-
AAGGAGATATACATATG
FIA 48  CATACGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCC
o 6 ¢  AGACGTGGTCTCAGGCGCGCGTAATGTTNNKATTNNKATCAGCCGG-
p AAAATGATGAACAGG
primer Ta 49  CACTTCGGTGCCATTAACMNNCACMNNGATATCTTTATACCCAGTTTC
primer 8a 44  GACATGGTCTCTCGCCTGCGCGTGCCAGCGCTTTTTCCAGTTCC
o g0  ATTCAGCGTGATGGCCAGGAAATCNNKATTNNKATCCGCGTGACAC-
primer 7a CGGTAAAGAACTG
primer 10 g0  GAAGGAGATATACCATGGGCAGCCATATGAAAGTGGATATCNKATCNN-

KATTCAGCGTGATGGCCAGG
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primer (i;,f(;,l:,e Sequenz (5' nach 3')
primer 11 47 CGGCGGCTAGCAACGCGAACMNNGATMNNCACTTCGGTGCCATTAAC
. CGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAC-
primer 12a 60 catGaaeacgec
primer 13 24 GCGGCGGCTAGCAACGCGAACTTC
. CCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCC-
primer 14 6 TCTAGAAATAATTTTGTTTAAC
. CGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGA-
primer 135 3 CTCACTATAGGG
primer 16 29  GATCGCCATGGGCAGCCATATGAAAGTGG
primer 18 33 GGAGATATACCATGGGCAGCCATATGAAAGTGG
primer 20 32 CCCGCACCGCTACCTGCACTAGCAACGCGAAC
primer 21 32 CTAGCCTCGAGACCTGCACTAGCAACGCGAAC
primer 26 34 CGGAGCGGAGCCTCCCCCTCCACTACCACCACCG
primer 27 48 CTTTAAGAAGGAGATATACATATGGGCAGCCATATGAAAGTGGATATC
primer 28 23 CGGAGCGGAGCCTCCCCCTCCAC
primer 29 33 GAGATATACATATGGGCAGCCATATGAAAGTGG
L17for_Spe 38 GCGGCGACTAGTGCAGGTAGCGGTGCGGGTGCGGGTTC
L17rev_P 20 CGGCGCGCTACCGCCACCAC

2.7 Plasmide

Folgende Plasmide wurden verwendet (Tabelle 7).

Tabelle 7: Ubersicht tiber die verwendeten Plasmide.

Plasmid Beschreibung Bezugsquelle
pET28a(+) Expressionsvektor, T7-Promotor, Kan®, Novagen (Darmstadt)
T7-Terminator, His -tag N- oder C-terminal
moglich
pUC19 Klonierungsvektor, Amp~® Invitrogen (Carlsbad, USA)
pUCI18 Testplasmid fiir die Transformation Amp® Invitrogen (Carlsbad, USA)
pCS003 Expressionsvektor pET28a(+) mit subklo- diese Arbeit
niertem Gen fiir das originale M7-Protein
oder Varianten davon, C-terminale Fusion
mit His6-tag, Kan®
pPCRScript-M7 AmpR, kommerzieller Vektor, welcher das Gene Art (Regensburg)

synthetische Gen fiir das M7-Protein enthélt
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2.8 Mikroorganismen

Es wurden verschiedene Mikroorganismen fiir die Kultur von Plasmiden und Expression
von Genen benutzt. Tabelle 8 gibt einen Uberblick dazu.

Tabelle 8: Liste der verwendeten Mikroorganismen.

E. coli Stamm Genotyp Referenz

DH5alpha fhuAd2  A(argF-lacZ)U169 phodA glnV44 @80 Invitrogen (Carlsbad, USA)
A(lacZ)M15 gyrd96 recAl relAl endAl thi-1
hsdR17

NovaBlue(DE3) endAl hsdR17(tK12— mK12+) supE44 thi-1 Novagen (Darmstadt)

recAl gyrA96 relAl lac (DE3)F’[proA+B+ lacl
qZAM15::Tnl0] (TetR)

BL21(DE3) F— ompT hsdSB(rB— mB-) gal dcm (DE3) (Studier und Moffatt 1986)

2.9 Gerate und Zubehor

Neben der Standardlaborausstattung wurden im Zuge der experimentellen Arbeiten folgende
Gerite verwendet (Tabelle 9).

Tabelle 9: Liste der verwendeten Gerite und Zubehor.

Gerite und Zubehor Hersteller

Absorptionsspektrometer

UV-Vis Spektrophotometer DU 730 Beckman Coulter (Krefeld)

QS 10.00 mm Hellma Analytics (Miillheim)

100 pl Mikrokiivette Hellma Analytics (Miillheim)

Tray Cell 0,2 mM /1 mm Hellma Analytics (Miillheim)
Einmalkiivetten Polystyrol Brand GmbH (Wertheim)

Autoklav

Systec V75 Systec (Wettenberg)
Chromatographie Anlagen

AKTAexplorer GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
AKTAxpress GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
AKTAFPLC GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Fraktionssammler Frac-900 GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Superloop 10 ml GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Superloop 500 pl GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)

Chromatographiesiulen und -materialien

Affinitdtschromatographie

HisTrap HP 5 ml GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
HisTrap HP 1 ml GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
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Gerite und Zubehor

Hersteller

Grofsenausschlusschromatographie
HiLoad 16/60 Superdex S75 (prep grade)
PD-10 Sephadex G25 Desalting column
Superose 12 10/300 GL
Elektroporationsgerit
Elektroporator ECM 630
Elektroporationskiivetten, 2 mm
Geldokumentationseinheit
Bio-Vision 3000

Gelelektrophoresegeriite

Electrophoresis Power Supply Consort EV 261
Agarosegelelektrophorese

Owl B1A/B1/B2 EasyCast Mini Gel
SDS-PAGE

Xcell SureLock Novex Mini-Cell
Inkubatoren

Inkubator Heraeus BK 5060 E-S

Innova 44 R

TiMix Control mit TH 15 Inkubationshaube
Kleinschiittelgerit

Vortex-Genie2

Laborroboter
Liquid-handling-systems
Biomek FX
Koloniepicker

Qpix2 mit

Qtray (X6023)
Laminarflowbox

HERAsafe (Typ KS 12)
Magnetriihrer
MR Hei-Standard

Plattenlesegerite

DTX880 Multimode Plattenlesegerét
Multimode Detektor Biomek Paradigm

pH-Messger:it
inoLab pH720 (Elektrode: SenTix 81)

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

BTX Harvard Apparatus (Holliston, USA)
BTX Harvard Apparatus (Holliston, USA)

Vilber Lourmat (Eberhardzell)

Camlab (Cambridge, UK)

Thermo Scientific (Langenselbold)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Heraeus (Hanau)
New Brunswick Scientific (Niirtingen)
Edmund Biihler GmbH (Hechingen)

Scientific Industries (New York, USA)

Beckman Coulter (Krefeld)

Molecular Devices (Biberach an der Riss)

Molecular Devices (Biberach an der Riss)

Thermo Scientific (Langenselbold)

Heidolph (Schwarzbach)

Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)

WTW (Weilheim)
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Gerite und Zubehor

Hersteller

Schiittelinkubatoren
Heidolph Unimax 1010

Rollenmischer
Stuart SRT9

Thermomixer
Thermomixer comfort
Mikrotiterplatten-Aufsatz
Thermocycler

Tpersonal

LabCycler gradient 96
LightCycler 480
Ultraschallger:it

Vibra Cell VC 750

Sonotrode 6 mm
Vakuumgerite
Vakuumfiltrationsgerét
Vakuumpumpe Model Nr. 25227-02
Waagen

Feinanalysewaage SI1-234
Waage SI-2002
Wasserreinigungsanlage
PURELAB PLUS UV/UF
Type PL51124 02

Zentrifugen und Rotoren
Zentrifugen

Allegra X-15R

Avanti J-26XP

TL-100 Ultrazentrifuge
Biofuge Fresco 21
Galaxy Mini Mikrozentrifuge
Rotoren

FX-6100

JA-25.50

JA-8.100

JS-5.3

SX-4750 A

TLA-100

Heidolph (Schwarzbach)

Bibby Scientific (Staffordshire, UK)

Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

Biometra (Gottingen)
Sensoquest (Gottingen)
Roche Diagnostics GmbH (G6ttingen)

Sonics & Materials (Newton, USA)
Zinsser Analytic (Frankfurt/M.)

Sartorius Stedim Biotech (Aubagne Cedex, F)

Welch (Sheboygan, USA)

Denver Instruments (New York, USA)
Denver Instruments (New York, USA)

USF (Ransbach-Baumbach)

Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)
Thermo Scientific (Langenselbold)
VWR International (Darmstadt)

Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)
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2.10 Sonstige Materialen

Weitere benotigte Materialien sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10: Sonstige Materialien.

Materialien

Bezugsquelle

Dynabeads

Dynabeads M-270 Streptavidin
Dynabeads M-280 Streptavidin
Dynabeads Protein A

Dynabeads Protein G

Dynabeads MyOne Streptavidin T1
Filter fiir Vakuumfiltrationsgerit
Membranfilter (PES, 0,22 pm)

Supor 200 PES Membrane Disc Filter
Einmalspritzen

3/5/10/50 ml BD Plastipak Luer-Lok
Mikrotiterplatten

96-well, U-Boden (650201)

96-well, U-Boden (650101)

96-well, F-Boden, MediSorp
LightCycler 480 Multiwell Plate 96, white
Abdeckfolien

Breath-casy

Aluminium Seal Tape

LightCycler 480 Sealing Foil
Reagenz-Reservoirs

25 ml (steril)

100 ml (steril)

SDS-PAGE-Gele

ClearPAGE 16 % SDS Gel 12/17 well
Spritzenvorsatzfilter

0,22 pm

0,44 pm

Weitere Materialien
DNA-ExitusPlus

Einmal Injektionskaniilen Gr. 2
Parafilm

pH — Indikatorstdbchen

RNase Blaster Solution
Zellkulturrohrchen 14 ml Tube

1,5 ml-Reaktionsgefdfle ProteinLowBind

Invitrogen (Carlsbad, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Sartorius Stedim Biotech (Aubagne Cedex, F)
Pall Corporation (Michigan, USA)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Greiner-Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Greiner-Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Nunc (Roskilde, DK)

Roche Applied Science (Mannheim)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen)
Nunc (Roskilde, DK)
Roche Applied Science (Mannheim)

VWR (Dresden)
Laborfachhandel Schubert (Leipzig)

C.B.S. Scientific (Del Mar, USA)

Laborfachhandel Schubert (Leipzig)
Laborfachhandel Schubert (Leipzig)

Applichem (Darmstadt)

Braun (Melsungen)

Pechiney Plastic Packaging (Chicago, USA)
Roth GmbH (Karlsruhe)

Clontech Laboratories (Mountain View, USA)
Greiner-Bio-One GmbH (Frickenhausen)

Eppendorf (Hamburg)
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Materialien

Bezugsquelle

Zentrifugenkonzentratoren
Vivaspin 20
Vivaspin 4

Sartorius Stedim Biotech (Aubagne Cedex, F)
Sartorius Stedim Biotech (Aubagne Cedex, F)

2.11 Software

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Programme verwendet (Tabelle 11).

Tabelle 11: Liste der verwendeten Software.

Programm und Version

Bezugsquelle

BIO-1D 5.1.26
Clone Manager 9
Multimode Analysis Software

ProtParam

PyMOL 0.99rc6

Qsoft XP

Roche Light Cycler Software release 1.5.0
Sigma Plot 11.0

UNICORN 4.11 Control-Software

Vector NTI Suite 10

Biacore T100 Evaluation Software 1.1

Vilber Lourmat (Eberhardzell)
Scientific & Educational Software (Cary, USA)
Beckman Coulter (Krefeld)

http://web.expasy.org/protparam/ (abgerufen am
17.12.2012)

DeLano Scientific (South San Francisco, USA)
Molecular Devices (Biberach an der Riss)
Roche Applied Science (Mannheim)

Systat Software (Erkrath)

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
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3 Methoden

Dieser Abschnitt befasst sich mit den im Rahmen dieser Arbeit angewendeten Methoden.
Dabei wird zwischen mikrobiologischen, proteinbiochemischen, molekularbiologischen,
evolutiondren Methoden und Methoden, die spezifisch fiir das Experimentieren mit Fibrillen
sind, differenziert.

3.1 Mikrobiologische Methoden

Es wurde mit verschiedenen Stimmen des Mikroorganismus Escherichia coli (E. coli) ge-
arbeitet. Fiir den Umgang mit diesem Organismus wurden verschiedene Methoden bendtigt,
welche im Folgenden dargestellt sind.

3.1.1 Kaultivierung und Stammbhaltung von E. coli

Um mit E. coli Zellen {iber kiirzere Zeitraume (bis zu vier Wochen) zu arbeiten, wurden diese
auf LB-Agar Platten propagiert. Nach der Inkubation erfolgte die Lagerung der Platten bei 4 °C.

Fiir eine langfristige Stammhaltung wurden Kryokulturen angelegt. Dazu wurden Uber-
nachtkulturen mit sterilem Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 8—10 % (v/v) ver-
setzt, in fliissigem Stickstoft schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

Um Zellen in Fliissigkulturen zu vermehren wurden 5 ml LB-Medium, welche das ent-
sprechende Antibiotikum enthielten, mit einer Einzelkolonie inokuliert und bei 37 °C und
220 rpm inkubiert. Die Anzucht erfolgte in 14 ml Zellkulturréhrchen.

3.1.2 Herstellung kompetenter Zellen

Elektrokompetente Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen (Dower et al. 1988) wurden 500 ml antibioti-
kahaltiges LB-Medium in einem 2 1 Kolben mit 5 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und
die Zellen bis zu einer Dichte von OD,, = 0,6 bei 37 °C und 220 rpm im Schiittelinku-
bator vermehrt. Alle folgenden Schritte fanden unter Einhaltung der Sterilitdt und bei 4 °C
statt. Die Zellen wurden 60 min lang auf Eis inkubiert und anschlieend bei 1.600 x g fiir
16 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 500 ml sterilem, entionisiertem Wasser durch
Schiitteln resuspendiert. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 1.800 x g fiir 18 min, nach dieser
das Zellpellet in 250 ml sterilem Wasser resuspendiert wurde. Ein weiterer Zentrifugations-

schritt bei 2.000 x g fiir 20 min folgte.

SchlieBlich wurde das Pellet in 125 ml 10%igen Glycerin resuspendiert und eine finale Zen-
trifugation bei 1.600 x g fiir 16 min durchgefiihrt. Das Pellet wurde in 2,2 ml 10%igen Gly-
cerin gelost und die Zellsuspension auf 40 pl aliquotiert. Die erhaltenen Aliquote wurden in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei —80 °C gelagert.

Chemisch kompetente Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen fand eine modifizierte Methode nach Inoue
(Inoue et al. 1990) Anwendung. Dazu wurden 100 ml antibiotikahaltiges LB-Medium in ei-
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nem 500 ml Schiittelkolben mit 2 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und die Zellen bis zu
einer Dichte von OD, ;= 0,6 bei 25 °C und 220 rpm im Schiittelinkubator vermehrt. Alle
weiteren Schritte erfolgten unter Einhaltung der Sterilitidt und bei 4 °C. Die Zellen wurden
10 min lang auf Eis inkubiert und anschlieend fiir 10 min bei 2.500 x g zentrifugiert. Nach
dem vollstindigen Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen in 16 ml eiskaltem TB-
Puffer resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wiederholte sich der oben
beschriebene Zentrifugationsschritt. Das entstandene Pellet wurde in 4 ml eiskaltem TB-
Puffer resuspendiert und bis zu einer Endkonzentration von 7 % (v/v) mit DMSO versetzt.
Die Zellen inkubierten daraufhin weitere 10 min auf Eis. AbschlieBend wurden die Zellen
auf 100 pl aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei

—80 °C gelagert.

Bestimmung der Transformationseffizienz

Sowohl von elektrisch als auch von chemisch kompetenten Zellen wurde die Transforma-
tionseffizienz bestimmt, nachdem die Zellen mindestens iiber Nacht bei —80 °C lagerten.
Dazu wurde fiir die Transformation eines Aliquotes kompetenter Zellen 1 ul des Testplas-
mids pUC18 mit einer Konzentration von 10 pg/ul verwendet. Nach erfolgter Transforma-
tion wurden 100 pl auf einer LB-Agar Platte [Amp'] ausplattiert und nach Inkubation iiber
Nacht bei 37 °C die Kolonien gezéhlt. Gleichung 1 gibt an, wie daraus die Transformations-
effizienz in cfu/pg berechnet werden kann (ctu = colony forming unit).

Anzahl Kolonien - Gesamtvolumen in ul 1 06

Transformationseffizienz = Gleichung 1

Menge DNA in pg . ausplattiertes Volumen in ul

3.1.3 Transformation von E. coli Zellen

Transformation von elektrokompetenten Zellen

Escherichia coli Zellen wurden mittels Elektroporation transformiert. Dazu wurde ein 40 pl
Aliquot elektrokompetenter Zellen mit zirka 1 ng Plasmid-DNA oder 1 pl Ligationsansatz
versetzt und das Gemisch in eine auf —20 °C vorgekiihlte Elektroporationskiivette iiberfiihrt,
die einen Elektrodenabstand von 2 mm hatte. Die Elektroporation erfolgte am Elektropora-
tor ECM 630 mit den folgenden Einstellungen:

Spannung: 1,8 kV

Widerstand: 200 Q

Kapazitit: 25 uF
Direkt im Anschluss wurden die Zellen mit 500 pl vorgewarmten SOC-Medium versetzt und
in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal iiberfiihrt. Eine anschlieBende Inkubation erfolgte
bei 37 °C und 600 rpm im Thermomixer fiir 30—45 min. Je nach gewlinschter Zellzahl
wurde der gesamte Ansatz, Teile oder Verdiinnungen davon auf Agarplatten, die mit den

entsprechenden Antibiotika versehen waren, ausplattiert. Die Platten inkubierten {iber Nacht
bei 37 °C im Brutschrank.
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Transformation von chemisch kompetenten Zellen

Um chemisch kompetente Zellen zu transformieren, wurde ein Aliquot der Zellen auf Eis
aufgetaut und mit zirka 1 ng Plasmid-DNA oder 1 pl Ligationsansatz versetzt. Der Ansatz
inkubierte dann 10 min lang auf Eis. Im Thermomixer wurden die Zellen hitzeschockbehan-
delt (42 °C fiir 30 s) und anschlieBend erneut auf Eis fiir 2 min inkubiert. 900 pl vorgewarm-
tes SOC-Medium wurden hinzugegeben und die Zellen bei 37 °C und 600 rpm im Thermo-
mixer fiir 30—45 min inkubiert. Je nach gewlinschter Zellzahl wurde der gesamte Ansatz,
Teile oder Verdiinnungen davon auf Agarplatten, die mit den entsprechenden Antibiotika
versehen waren, ausplattiert. Die Platten inkubierten iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank.

3.1.4 Genexpression

Genexpression fiir prdparative Reinigung

Um Proteine im groBeren Maf3stab herzustellen, wurden E. coli Zellen in Schiittelkolben
(51,31, 21) mit Schikane inkubiert. Dazu wurden die Kolben mit maximal 10 % ihres Eigen-
volumens mit ZYM-5052-Autoinduktionsmedium (Studier 2005), das die entsprechenden
Antibiotika enthielt, gefiillt und zur Inokulation eine Ubernachtkultur im Verhiltnis 1:100
bis 1:500 verwendet. Die Zellen wurden 6 h bei 37 °C und weitere 14 h bei 30 °C ohne
Unterbrechung bei 220 rpm inkubiert. Nach 20 h Gesamtinkubation wurden Proben entnom-
men und die Optische Dichte bei 600 nm bestimmt. Im Anschluss erfolgte eine Zellernte.

Genexpression im 96-well Format

Fiir die Analyse von mehreren hundert Einzelklonen diente ein Expressionsformat im 96-
well MaBstab. Dazu wurden Transformationsansitze auf Q-Tray Agar-Platten (Format:
24 %24 x2 cm) ausgestrichen und inkubiert. Mit Hilfe des QPix2 Koloniepicking-Roboters
wurden die so erhaltenen Einzelkolonien in 96-well Polystyrolplatten (300 pul Volumen/Ka-
vitdt) iiberfiihrt. Diese waren mit 180 pl je Kavitit LB-Medium befiillt und wurden iiber
Nacht bei 37 °C und 700 rpm im Mikrotiterplatten-Inkubator belassen. Diese Vorkulturen
fanden Verwendung Glycerolstocks herzustellen oder direkt 96-well Expressionskulturen
anzuimpfen. Fiir eine Expression im 96-wel/ Format wurden 180 ul ZYM-5052-Autoinduk-
tionsmedium pro well vorgelegt, und die Platte mit Hilfe des Qpix2 Roboters angeimpft. Die
Expression wurde fiir 20 h bei 37 °C und 700 rpm ausgefiihrt.

3.1.5 Zellernte und Zellaufschluss

Zellernte

Eine Zellernte erfolgte stets durch eine Zentrifugation bei 5.000 x g und 4 °C fiir mindes-
tens 15 min. Der Uberstand wurde dekantiert, und das Zellpellet direkt im Anschluss aufge-
schlossen oder bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.

Zellaufschluss fiir préiparative Reinigung

Fiir die préparative Proteinreinigung wurden die Zellpellets in 2 ml NPI-20-Puffer pro
Gramm Zellfeuchtmasse resuspendiert, danach 800 pg/ml Lysozym hinzugegeben und eine
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PMSF Konzentration von 0,5 mM eingestellt. Dazu fand eine 100 mM Stammldsung von
PMSF in Isopropanol Verwendung. Die Zellen wurden 30 min lang bei Raumtemperatur
auf dem Rollmischer inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff fiir
3 min eingefroren und im Wasserbad fiir 8 min bei 37 °C wieder aufgetaut. Dieser Gefrier/
Tau-Zyklus wurde in Summe viermal ausgefiihrt.

Um zelluldre DNA aus dem Gemisch zu entfernen, wurde im Anschluss mit Hilfe einer Stamm-
16sung die Mg**-Ionenkonzentration auf 2 mM eingestellt und 0,25 pl Benzonase pro ml dazuge-
geben. Es erfolgte eine weitere Inkubation bei Raumtemperatur fiir 30 min auf dem Rollmischer.

AbschlieBend wurde das Zelllysat bei 50.000 x g und 4 °C fiir 30 min zentrifugiert und der
Uberstand fiir die Proteinreinigung verwendet.

Zellaufschluss fiir analytische Zwecke

Fiir analytische Zwecke erfolgte der Zellaufschluss mit Hilfe von Ultraschall. Dazu wurde
vor der Emte der Zellen die Optische Dichte (OD, . ) bestimmt und Proben auf die Opti-
sche Dichte normiert entnommen (1/0OD in ml). Die entsprechende Menge Zellsuspension
wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal tiberfiihrt. Durch eine Zentrifugation bei 21.600 % g und
4 °C fiir 15 min wurden die Zellen pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde
in 300 ul PBS-Puffer resuspendiert. Ein Ultraschallaufschluss fand mit der 6 mm Sonotrode
und unter stindiger Eiskiihlung mit folgenden Parametern statt:

Schallzeit: 50 s
Pulsdauer: 5s
Pause zwischen den Pulsen: 10 s
Amplitude: 21 %

Um l6sliche von unloslichen Bestandteilen zu trennen, erfolgte erneut eine Zentrifugation
mit den gleichen Parametern wie oben. Der Uberstand wurde abgenommen und als 18sliche
Fraktion bezeichnet. Das entstandene Pellet aus unldslichen Zelltriimmern und Proteinen
wurde in 300 pl PBS-Puffer resuspendiert und als unlosliche Fraktion bezeichnet. Beide
Fraktionen wurden mit je 60 pl 5 < SDS-PP versetzt, 5 min bei 99 °C inkubiert und direkt fiir
die SDS-PAGE-Analyse verwendet.

Zellaufschluss im 96-well Format

Nach Zentrifugation der 96-well Platten wurde der Uberstand mit Hilfe einer Pasteurpi-
pette und einer Vakuumpumpe abgesaugt. Die erhaltenen Zellpellets wurden in je 100 pl
Zell-Lyse-Puffer resuspendiert und die Platten 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im
Anschluss wurden die Platten mit einer dichten Alufolie verschlossen und in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Das Auftauen erfolgte im Wasserbad bei zirka 37 °C. Dieser Gefrier/
Tau-Zyklus wurde in Summe viermal durchgefiihrt. AbschlieBend erfolgte eine Zentrifugati-
on bei 6.300 x g fiir 30 min, um die unldslichen Bestandteile abzutrennen. Der 15sliche Uber-
stand wurde mit einer Mehrkanalpipette (zirka 80 pl) abgenommen und konnte fiir weitere
Analysen verwendet werden.
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3.2 Proteinbiochemische Methoden

Zur Bestimmung und Analyse von Proteinen werden in dem folgenden Abschnitt die dazu
notwendigen Methoden vorgestellt.

3.2.1 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Die SDS-PAGE ist eine proteinanalytische Methode, welche eine Trennung von Proteinen
aufgrund ihrer Molekularmasse ermdglicht (Laemmli 1970). Hierzu kamen ClearPAGE
16 % SDS-Gele mit 12 und 17 Probenkammern zum Einsatz. Die Proteinproben, versetzt
mit 20 % (v/v) 5xSDS-PP, inkubierten fiir 5 min bei 99 °C. Die elektrophoretische Auf-
trennung erfolgte fiir 45 min bei 200 V. Zur GroBenabschitzung der Proteine wurde ein
Markergemisch mit auf das Gel aufgetragen. Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte
mit Hilfe einer kommerziell erhédltlichen, Coomassie G-250 basierten Farbelosung nach An-
gaben des Herstellers (PageBlue Protein Staining Solution, Fermentas).

3.2.2 Biotinylierung von TNFa

Um das Zielmolekiil TNFa mit einem Biotin-fag zu versehen, wurde mit dem Sulfo-
NHS-LC-Biotin Kit von Pierce gearbeitet. Gereinigtes TNFa (Reinheit >96 %) stellte
freundlicherweise Herr Dr. Andreas Hoffmann zur Verfiigung (Hoffmann et al. 2010,
Hoffmann 2011). Es wurde versucht, priferenziell nur den N-Terminus des TNFa—Mole-
kiils zu biotinylieren. Deshalb wurden Reaktionsbedingungen bei pH 6,5 gewihlt (Selo et
al. 1996). Es wurden 1,5 ml TNFa Proteinlésung (¢ = 100 uM) iiber eine PD-10 Entsal-
zungssdule nach Angaben des Herstellers (GE Healthcare) in 25 mM Natriumphosphat-
puffer pH 6,5 umgepuffert. Die Elutionsfraktionen, die das Protein in Phosphatpuffer
enthielten, wurden vereinigt. So konnten 3 ml Proteinlosung gewonnen werden, die mit
80 ul einer 10 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin Losung versetzt wurden. Die Reaktion verlief
iber Nacht bei 4 °C.

Am néchsten Tag wurde ein Vivaspin 4 Zentrifugenkonzentrator (MWCO = 5.000 Da) dazu
verwendet, die Reaktionslosung zu konzentrieren und gleichzeitig tiberschiissiges Biotinylie-
rungsreagenz zu entfernen. Der Zentrifugenkonzentrator diente ebenfalls dazu, durch fiinf-
maligen Pufferaustausch, die Probe in einen anderen Puffer (PBS, 1 mM EDTA, pH 7,4) zu
iiberfiihren. Eine massenspektrometrische Analyse von Frau Dr. Schierhorn (Martin-Luther-
Universitdt Halle) bestétigte die erfolgreiche Biotinylierung (sieche Anhang: Abbildung 35).

3.2.3 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Um Protein-Protein Interaktionen spezifisch nachzuweisen und die Bindungsstéarke von Li-
ganden zu ermitteln, wurde mit Hilfe des ELISA im 96-well Format gearbeitet. Dazu wurden
tiber Nacht 500 ng Zielprotein (pro Kavitit) in 50 pl bei 4 °C und 300 rpm auf Nunc Medi-
Sorp Platten immobilisiert. Nach Entfernung der Losung erfolgte ein dreimaliges Waschen
mit je 300 pl/Kavitdt PBS Puffer. Alle sich nun anschlieSenden Schritte erfolgten bei 22 °C
und 300 rpm und schlossen mit einem dreimaligen Waschen mit je 300 pl/Kavitit PBST0,05
Puffer ab.
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Um eventuell noch freie Bindungsstellen in den Kavititen zu blockieren, wurden die
Platten mit 300 pl/Kavitit 1 x blocking buffer fiir 2 h inkubiert. Der blocking buffer wur-
de abgenommen, die entsprechende Ligandenlosung (gereinigtes Protein, oder Zelllysat)
50 pl/Kavitit hinzugegeben und die Platte 1 h lang inkubiert. Wenn ein primérer Antikorper
zum FEinsatz kam, dann erfolgte ein Inkubationsschritt fiir 1 h mit 50 pl/Kavitéit des Antikor-
pers (Verdiinnung in 1 x blocking buffer nach Herstellerangaben).

Im Falle eines direkten ELISA fand ein POD-konjugierter primérer Antikérper Verwendung,
und der Inkubationsschritt mit dem sekundédren Antikorper wurde ausgelassen.

Ein POD-konjugierter sekundérer Antikorper wurde nach Herstellerangaben in 1 % blocking
buffer verdiinnt und 50 pl/Kavitdt hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte ebenfalls fiir 1 h.
Vor der Substratzugabe wurde ein zusétzlicher Waschschritt mit dreimal 300 pl/Kavitidt PBS
ausgefithrt. Um die Farbreaktion zu starten, wurden 50 pl/Kavitdt TMBXtra hinzugegeben
und die Platte 10—60 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von
50 pl/Kavitdt 0,5 M H,SO, gestoppt. Die quantitative Auswertung erfolgte durch Messung
der Extinktion bei 450 nm und 620 nm (Hintergrund) mit Hilfe eines Plattenlesegerites.

Im Falle eines kompetitiven ELISAs wurde die Ligandenlosung zuvor fiir mindestens 1 h
mit dem entsprechenden Kompetitor vorinkubiert.

Die mathematische Auswertung von konzentrationsabhéngigen ELISAs erfolgte nach fol-

gender Gleichung:
AU, - :
y= ,;J s - Gleichung 2

3.2.4 Proteinreinigung mittels IMAC und SEC

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Reinigung von Proteinen, welche einen His -fag ange-
fligt hatten. Dazu wurden die Verfahren der immobilisierten Metallchelat-Affinitdtschroma-
tographie und der GroBenausschlusschromatographie angewendet.

Immobilisierte Metallchelat-Affinitdiitschromatographie (IMAC)

Durch eine Wechselwirkung von Polyhistidinpeptiden mit immobilisierten Nickelionen ist es
moglich, aus einem Proteingemisch mehr oder weniger spezifisch, diejenigen Proteine zu binden,
welche einen Histidin-Affinitits-tag tragen. Alle Proteine ohne fag wechselwirken kaum mit der
Matrix und konnen so abgereichert werden. Um die gebundenen Proteine wieder von der statio-
ndren Phase zu entfernen, macht man sich das Prinzip der kompetitiven Elution zu Nutze. So
kann eine Elution in diesem Fall zum Beispiel mit einer hohen Imidazolkonzentration erfolgen.

Grofenausschlusschromatographie (SEC)

Die GroBenausschlusschromatographie ist ein Trennverfahren fiir unterschiedliche, geloste
Stoffe. Das Trennprinzip beruht hierbei auf der unterschiedlichen GroBe oder genauer auf
dem unterschiedlichen hydrodynamischen Radius dieser Stoffe. Dabei werden Stoffgemische
iiber eine pordse, inerte Matrix geleitet. Je nach ihrem hydrodynamischen Radius interagieren
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sie mit den Poren der Matrix. Kleine Molekiile wechselwirken vergleichsweise stark mit den
Poren, wihrend groBere Molekiile die Matrix ohne nennenswerte Interaktion passieren kon-
nen. Dadurch kommt es zu einer unterschiedlichen Verweilzeit der Molekiile auf der Matrix,
was sich in entsprechenden Retentionszeiten bzw. Retentionsvolumina widerspiegelt.

Reinigung von M7 und M7-Varianten

Zur Reinigung von M7 und selektierten Varianten dieses Proteins wurde mit dem automati-
sierten AK TAxpress System (GE Healthcare) gearbeitet. Es wurden 1 ml HisTrap HP Siulen
fiir die IMAC und eine Hil.oad 16/60 Superdex S75 (prep grade) Séule fiir die GroBen-
ausschlusschromatographie nach Angaben des Herstellers verwendet. Alle Sdulen wurden
vor ihrer Verwendung mit mindestens 1,2 CV (column volume) des entsprechenden Pufters
dquilibriert. Nach erfolgtem Zellaufschluss und Zentrifugation (siehe 3.1.5) wurde das Zell-
lysat einer automatisierten Zweischritt-Reinigung unterzogen. Dazu wurde das Lysat mit
einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min auf eine HisTrap HP aufgetragen und, um die
Beladung abzuschlieen, mit 10 CV NPI-20-Puffer nachgespiilt. AnschlieBend wurden mit
15 CV NPI-20-Puffer die ungebundenen Proteine von der Sdule gewaschen. Ein Stufenelu-
tionsschritt auf 100 % NPI-500-Puffer iiber 8 CV eluierte gebundenes Protein von der Sdule.
Das Fluat wurde dabei automatisiert in systeminternen Probenschleifen (loops) gesammelt.
Folgende Parameter dienten fiir die automatische Peakerkennung:

maximales Peakvolumen: Sml
Peak UV-Startwert: 20 mAU
Peak UV-Endwert: 15 mAU

Peak UV-Anfangssteigung: 10 mAU/min

Im Anschluss wurden 5 ml des gesammelten Peaks automatisiert auf die Gelfiltrationssdu-
le geladen und die Grofenausschlusschromatographie mit einer Flussgeschwindigkeit von
1,5 ml/min ausgefiihrt. Ab einem Volumen von 0,55 CV wurde das Eluat kontinuierlich
fraktioniert gesammelt. Erkannte das Programm einen Peak, dann besaBlen die Fraktionen
die GroBe von 1 ml, ansonsten wurde in 2 ml Fraktionen gesammelt. Fiir die Peakerkennung
waren folgende Parameter relevant:

Peak UV-Startwert: 2 mAU
Peak UV-Endwert: 2 mAU
Peak UV-Anfangssteigung: 3 mAU/min
Peak Minimalbreite: 0,5 min

Peak UV-Endsteigung: 3 mAU/min

Anhand der erhaltenen Chromatogramme war es moglich, das apparente Molekularge-
wicht zu bestimmen. Zusétzlich konnten Schliisse auf den Proteingehalt der einzelnen
Fraktionen gezogen werden. Das Ergebnis der Proteinreinigung wurde mit Hilfe der SDS-
PAGE iiberpriift.
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3.2.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Um die Konzentration von Proteinen in wissriger Losung zu bestimmen, kam die Metho-
de der UV/VIS Spektroskopie zum Einsatz. Die aromatischen Aminosduren Tryptophan,
Tyrosin und Phenylalanin zeigen im Wellenlédngenbereich von 240 nm bis 340 nm charak-
teristische Absorptionsspektren (Galla 1988). Gemessen wurde in wéssriger Losung in Pra-
zisionskiivetten aus Quarzglas. Den Konzentrationsberechnungen liegt das hier geltende
Lambert-Beer’sche Gesetz zugrunde:

1
A=log—* =¢-c-d Gleichung 3
I

I Intensitét des nicht absorbierten Lichtes

I Intensitét des eingestrahlten Lichtes

¢  molarer Extinktionskoeffizient [M! cm™]

¢ molare Konzentration der Proteinlosung [M]
d  Schichtdicke der Kiivette [cm]

A gemessene Absorption (Extinktion).

Es wurden die Absorptionsmaxima von pufferkorrigierten Spektren bei 280 nm (Trypto-
phan) bzw. 276 nm (wenn das Protein nur Tyrosine enthielt) zur Bestimmung der Konzent-
ration herangezogen.

Die molaren Extinktionskoeffizienten der Proteine wurden mit Hilfe des onl/ine Programmes
ProtParam [http://web.expasy.org/protparam/ (abgerufen am 17.12.2012)] berechnet (Gas-
teiger et al. 2005, Gill und von Hippel 1989).

3.2.6 Oberflichenplasmonresonanz-Spektroskopie

Um Protein-Protein Interaktionen quantitativ zu untersuchen, wurde die Methode der Ober-
flaichenplasmonresonanz-Spektroskopie (SPR) (Schasfoort und Tudos 2008) verwendet.
Diese Methode beruht auf dem physikalischen Effekt der Oberflichenplasmonresonanz, wie
er zum Beispiel an diinnen Goldfilmen auftritt. Monochromatisches Licht, das auf den Gold-
film in einem bestimmten Winkel eingestrahlt wird, wechselwirkt mit den freien Elektronen
des Metalls und verliert dadurch an Energie. Der Energieverlust des reflektierten Lichtes
kann liber einen Detektor aufgezeichnet werden. Der Winkel, bei dem diese Resonanzbedin-
gung erfiillt ist, hingt wesentlich vom Brechungsindex der Goldschicht ab. Dieser wiederum
ist stark abhéngig vom Beladungszustand der Goldschicht.

Auf der Goldschicht ist es moglich, tiber kovalente oder nicht kovalente Bindungen, Zielmole-
kiile zu immobilisieren. Ein Flusssystem erlaubt es, iiber die Zielmolekiile eine Analytlosung
zu leiten. Kommt es zu einer Wechselwirkung zwischen Zielmolekiil und Analyt (Bindung),
andert sich der Brechungsindex der oberflichennahen Schicht. Die daraus resultierende Win-
keldnderung, bei der der Resonanzeftekt auftritt, kann in Echtzeit detektiert werden. Die Win-
keldnderung ist also ein direktes MaB fiir den Beladungszustand der Goldoberfliche.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einem Biacore T100 System und Streptavidin (SA) Sen-
sorchips der Firma GE Healthcare gearbeitet. Dazu wurden partiell biotinylierte AB(1-42)
Fibrillen (finale Beladung: 793 RU) oder N-terminal biotinyliertes, disaggregiertes AB(1-42)
Peptid (finale Beladung: 232 RU) auf unterschiedlichen Flusszellen eines SA Sensorchips
immobilisiert. Simtliche Messwerte wurden um die Messwerte einer unbehandelten Refe-
renzflusszelle korrigiert. Es wurden nur die korrigierten Spektren dargestellt und ausgewertet.
Die Flussrate betrug stets 30 pul/min. Als Laufpufter diente HBS-EP+ Puffer (GE Healthcare).
Die Assoziations- und Dissoziationszeiten betrugen 180 s, respektive 300 s. Um gebundenen
Analyt vollstindig zu entfernen, wurde eine Regenerationsldsung (Zusammensetzung siche
Tabelle 2) nach jeder Messung fiir 60 s tiber den Chip geleitet. Zur Basislinienstabilisierung
erfolgte im Anschluss fiir 300 s eine Spiilung mit Laufpuffer. Die K -Werte berechneten sich
nach einem 1:1 Bindungsmodell, wozu Werte aus dem steady-state 5 s vor Beginn der Dis-
soziation iiber einen Bereich von 5 s gemittelt wurden (Habicht et al. 2007). Dabei dienten
immer monomere Einheiten als Grundlage fiir die Konzentrationsbestimmung, sowohl bei
den Fibrillen als auch bei den zu analysierenden Proteinen.

Kompetitionsexperimente mit Hilfe der SPR

Fiir Kompetitionsexperimente mit Hilfe der Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie
fiel die Wahl auf folgenden experimentellen Ablauf. Es wurden drei Ansdtze mit einer End-
konzentration von 15 uM 4.G11 (Analyt) in HBS-EP+ Puffer erstellt, ein Ansatz zusétzlich
auf 100 uM AP(1-42) Fibrillen eingestellt. Die drei Ansdtze wurden 1 h lang bei Raumtem-
peratur inkubiert, anschlieBend auf Eis gelagert und zwei Ansétze (4.G11 allein und 4.G11
mit Fibrillen) bei 100.000 x g fiir 30 min zentrifugiert. Die Uberstéinde wurden anschlieBend
abgenommen und das Pellet verworfen. Somit konnten die Fibrillen und damit gebundenes
4.G11 Protein aus dem System entfernt werden. Die Uberstinde und die nicht zentrifugier-
te 4.G11 Probe (Positivkontrolle) wurden auf ihre Bindungsfahigkeit hin im Biacore mit
den oben beschriebenen Parametern untersucht. Analog fand dieses Experiment auch mit
APB(1-40) Fibrillen statt.

3.2.7 Analytische Grofienausschlusschromatographie

Um Protein-Protein Interaktionen qualitativ nachzuweisen, wurde die Methode der ana-
lytischen GrofBenausschlusschromatographie verwendet. Die zu untersuchenden Proteine
wurden zunichst einzeln iiber die Sdulenmatrix gegeben, um ihre Chromatogramme und
Retentionsvolumina zu detektieren. Wenn die beiden Proteine miteinander interagieren, also
eine Bindung stattfindet, dann sollte sich das in einem geénderten Laufverhalten in der Gro-
Benausschlusschromatographie widerspiegeln.

Dazu wurden dquimolare Mengen an TNFa und potentiellem Bindemolekiil gemischt und
1:45 h bei Raumtemperatur inkubiert. Das Gemisch wurde im Anschluss per Gréenaus-
schlusschromatographie analysiert.

Die Liufe wurden auf einer AKTAFPLC mit einer Flussrate von 1 ml /min durchgefiihrt.
Als Chromatographiesédule fand eine Superose 12 10/300 GL Verwendung. Zur Beladung
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der Anlage wurde ein 500 pl superloop verwendet. Bei dieser Art der Beladung konnte
eine reproduzierbare Beladung der Sdule nicht sichergestellt werden. Somit sind die erhal-
tenen Daten qualitativ aber nicht quantitativ auswertbar. Die Chromatogramme wurden bei
280 nm detektiert und als Puffersystem PBSTO0,05 verwendet. Wéhrend aller Laufe fand eine
fraktionierte Probensammlung statt.

3.3 Molekularbiologische Methoden

Im Folgenden werden die wichtigsten angewendeten molekularbiologischen Methoden vorgestellt.

3.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Um Plasmid-DNA (pDNA) aus E. coli Zellen zu isolieren, wurde mit dem Kit Wizard Plus
SV Minipreps (Promega) nach Angaben des Herstellers gearbeitet. Das Elutionsvolumen
wurde hierbei auf 40 pl nukleasefreies Wasser herabgesetzt und anschlielend die Konzen-
tration der DNA photometrisch bestimmt. Die erhaltene Probe wurde bei —20 °C gelagert.

3.3.2 Agarosegelelektrophorese

Um DNA-Molekiile anhand ihrer Gréfe zu trennen, kam eine Agarosegelelektrophorese
zum Einsatz. Alle DNA-Gemische wurden vor der elektrophoretischen Trennung mit !/, ihres
Volumens mit 6 x Orange Loading Dye versetzt. Um Molekiile >1000 bp zu separieren, wur-
den 1,5%ige (w/v in TAE-Puffer) Agarosegele (LE Agarose) verwendet. Die Elektrophorese
erfolgte in horizontalen Laufkammern unter TAE-Puffer bei 110 V fiir mindestens 45 min.
Der Fortschritt der Elektrophorese wurde optisch, anhand der im Ladepuffer enthaltenen
Farbstoffe, abgeschétzt. Fiir Molekiile unter 1000 bp wurden 3%ige (w/v in TAE-Puffer)
SieveGP Agarose Gele verwendet. Die Trennzeit hierbei konnte bis zu mehreren Stunden
betragen. Um eine GroBenabschitzung der DNA-Fragmente vornehmen zu konnen, wurde
als Referenz auf jedes Gel ein Markergemisch (Gene Ruler, Fermentas) der entsprechenden
GroBenkategorie aufgetragen.

Nach abgeschlossener Elektrophorese wurden die Gele in ein Farbebad, bestehend aus TAE-
Puffer mit 2 pg/ml Ethidiumbromid, iiberfiihrt und mindestens 30 min lang unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Anschlieend wurden die DNA-Banden mit Hilfe des BioVision 3000
Geldokumentationssystem unter UV-Licht visualisiert. Wenn DNA-Banden aus dem Gel
ausgeschnitten und die DNA isoliert werden sollte, wurde ausschlieBlich mit genetic pure
(GP) Agarosen gearbeitet.

3.3.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Um DNA aus Agarosegelen zu isolieren, wurde mit dem ‘Wizard SV Gel and PCR Clean-Up’
System (Promega) weitestgehend nach Angaben des Herstellers gearbeitet. Abweichend davon
wurde der Durchlauf bei der DNA Bindung erneut aufgetragen. Zusétzlich wurde mit 30 pl nu-
kleasefreiem Wasser eluiert und das Eluat fiir einen zweiten Elutionsschritt erneut auf die Sau-
le aufgetragen. Anschlieend erfolgte die Konzentrationbestimmung der DNA photometrisch.
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3.3.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde mit Hilfe einer Tray Cell Kiivette (Hellma)
und eines Spektrophotometers bestimmt. Als Referenzsubstanz diente nukleasefreies Was-
ser. Es wurden pufferkorrigierte Spektren aufgenommen. Die Absorption wurde bei 260 und
280 nm gemessen, und das Verhéltnis der Werte zueinander wurde verwendet, um die Rein-
heit der Probe abzuschitzen (Roche 2011). Der Konzentrationsberechnung lagen folgende
Gleichungen zu Grunde:

DNA: 50 % dsDNA = 1 Absorptionseinheit bei 260 nm Gleichung 4

RNA: 40 % ssRNA = 1 Absorptionseinheit bei 260 nm Gleichung 5

3.3.5 Restriktionsspaltung und Ligation von DNA-Fragmenten

Um DNA-Fragmente spezifisch zu ligieren, erfolgte zuvor eine Behandlung mit Restriktionsen-
donukleasen. Dabei wurde stets nach Angaben des Enzymherstellers gearbeitet. Exemplarisch
ist hier ein typischer Reaktionsansatz fiir einen Doppelverdau eines linearen PCR-Fragmentes
dargestellt (Tabelle 12). Die Reaktion wurde fiir 2 h bei 37 °C im Thermocycler ausgefiihrt und
abschlieBend die Enzyme durch eine Inkubation bei 80 °C fiir 10 min inaktiviert.

Tabelle 12: Typischer Reaktionsansatz fiir einen DNA Doppelverdau.

Agenzien Endkonzentration Volumen in pl
DNA-Fragment 1500 ng 5,65
Fast-Ncol - 1
Fast-Xhol - 1
FastDigest buffer (10 x) 1x 2
Wasser - ad 20

Wenn Plasmid-DNA verdaut wurde, wurde der Reaktion nach 2 h Inkubationszeit eine entspre-
chende Menge Alkaline Phosphatase [5,66 % (v/v)] zugesetzt und fiir weitere 45 min bei 37 °C
inkubiert. Somit konnte der Vektor dephosphoryliert werden und die Wahrscheinlichkeit einer
Selbstligation verringerte sich. Eine Inaktivierung fand auch in diesem Fall statt (siche oben).

Die verdauten DNA-Fragmente wurden iiber Agarosegelelektrophorese gereinigt.

Um die gereinigten DNA-Fragmente zu ligieren, wurde mit der T4-DNA-Ligase von NEB
oder Fermentas jeweils nach Angaben des Herstellers gearbeitet.

3.3.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Um DNA-Fragmente zu amplifizieren, Restriktionsschnittstellen einzufiihren und Mutage-
nesen durchzufiihren, fand die Technik der Polymerasekettenreaktion (PCR) Anwendung
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(Mullis et al. 1986). Es wurde liberwiegend mit der Phusion Polymerase (Finnzymes) nach
Angaben des Herstellers gearbeitet. Die Anzahl der Zyklen, die Elongationszeiten und die
Annealingtemperaturen wurden jeweils dem zu amplifizierenden DNA-Fragment angepasst.
Im Folgenden sind ein typischer Ablauf einer PCR-Amplifikation und ein Pipettierschema
(Tabelle 13) dargestellt.

Initiale Denaturierung: 99 °C fiir 60 s 1 x
Denaturierung: 99 °C fiir 20 s

Annealing 50-68 °Cfiir15s =20-30x
Elongation 72 °Cfir15s

Finale Elongation 72 °C fiir 300 s 1 x

Tabelle 13: Typisches Pipettierschema fiir eine PCR-Reaktion.

Zutat Konzentration Endkonzentration | Volumen in pl

template DNA - 2 ng/pl <14,4
forward primer 50 pmol/ul 0,5 uM 0,2
reverse primer 50 pmol/ul 0,5 uM 0,2
dNTPs 10 mM 0,20 mM 0,4
DMSO 100 % 3% 0,6

Phusion GC buffer 5x 1 x 4

Phusion Polymerase 2 U/ul 0,4U 0,2

nukleasefreies Wasser - - ad 20

Das verwendete Pipettierschema ist bis in den Milliliterbereich erweiterbar, dabei wurde ein
Reaktionsvolumen von 50 pl pro 200 pl PCR-tube nicht iiberschritten. Die Ansétze wurden
entsprechend aliquotiert, das entstandene PCR Produkt mit Hilfe der Agarosegelelektropho-
rese untersucht und gegebenenfalls aus dem Gel isoliert.

3.3.7 Ethanolfillung von DNA

Um DNA zu préazipitieren und somit zu konzentrieren, wurde mit Hilfe der Ethanolfdllung
gearbeitet. Dazu wurde der Reaktionsansatz mit 5 % (v/v) Glykogen und dem zweifachen
seines Volumens mit —20 °C kaltem Ethanol (reinst) versetzt und nach Durchmischen
des Ansatzes dieser fiir mindestens 1 h bei —80 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine
Zentrifugation bei 21.100 x g bei 4 °C fiir 20 min. Der Uberstand wurde abgenommen und
verworfen. Das Pellet wurde durch Zugabe von —20 °C kaltem 70%igen Ethanol (glei-
ches Volumen wie zuvor das 100%ige Ethanol) gewaschen und der Zentrifugationsschritt
wiederholt. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet bei 37 °C fiir mindestens 30 min
getrocknet und je nach urspriinglicher DNA Menge in 10—50 pl nukleasefreiem Wasser
resuspendiert.
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3.3.8 Sequenzanalyse von DNA-Molekiilen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Sequenzierauftrige, je nach Art des zu sequenzierenden Objektes,
an unterschiedliche Firmen erteilt.

Die Sequenzierung von gereinigten Plasmiden (oder pDNA) tibernahm die Firma Qiagen (Hilden).
Wenn die Sequenzen von linearen PCR Produkten untersucht werden sollten (quantitative Analyse
von NNK-Motiven), wurde die Firma SequiServe (Vaterstetten) beauftragt.

Fiir die Sequenzierung von mehreren hundert Bibliotheksmitgliedern wurde mit der Firma GATC
(Konstanz) zusammengearbeitet. In diesem Fall wurden E. coli-Stichkulturen in 96-well Mikroti-
terplatten versandt und die Plasmidpréparation und Sequenzierung dann von GATC vorgenommen.

3.4 Selektion und Evolution durch Ribosomen-display

Eine Moglichkeit, evolutiondre Selektion im Labor zu realisieren, ist die Methode des Riboso-
men-displays (Plickthun 2011, Zahnd et al. 2007). Bei dieser Methode wird eine DNA- oder
RNA-Bibliothek in vitro translatiert und terndre Komplexe bestehend aus Ribosomen, RNA und
naszenter Polypeptidkette erzeugt, wodurch gleichzeitig die Genotyp/Phinotyp Kopplung ge-
wihrleistet wird. Diese Komplexe kdnnen jetzt anhand ihrer Bindungseigenschaften gegentiber
einer immobilisierten Zielstruktur selektiert werden (Abbildung 7). Nur die Komplexe, bei denen
die Polypeptidkette eine Bindung zur Zielstruktur aufweist, sollten positiv selektiert werden.

reverse Transkriptase-Reaktion und DNA Bibliothek
cDNA-Amplifikation

0 TOY

O

in vitro Transkription/Translation
Ribosomen-
display Zyklus

Dissoziation der ternédren
Komplexe und gesamt-RNA
Isolation

ﬁ Bindung an Zielmolekiil
selektierte Komplexe
® : ‘Waschschritte

Abbildung 7: Schematische Darstellung eines Ribosomen-display Zyklus. Ribosomen sind durch rote Ellip-
sen, RNA-Molekiile durch Wellenlinien und Proteine durch Rechtecke symbolisiert. Exemplarisch ist hier die
Bindung an immobilisiertes Zielprotein (blaues ,,L.*) dargestellt.



Methoden 43

Nach der Selektion kann durch eine gesamt-RNA Isolation, Reverse-Transkription und eine
cDNA-Amplifkation die genetische Information der bindenden Varianten gewonnen wer-
den. Diese selektierte Bibliothek kann in einer weiteren Runde Ribosomen-display verwen-
det oder in einen Expressionsvektor subkloniert werden. Durch Fehler bei den PCR-Reakti-
onen kann es zu einer weiteren Evolution des Zielmolekiils kommen. Im Folgenden sind die
einzelnen Schritte des Ribosomen-displays dargestellt.

3.4.1 Konstruktion einer DNA-Bibliothek auf Basis des M7-Gens

Das Gen des M7-Proteins diente zum Aufbau einer NNK-basierten DNA-Bibliothek. Die
zu verdndernden Positionen wurden aufgrund einer visuellen Begutachtung der Struktur des
M7 Proteins festgelegt. Es erfolgte die Auswahl von zehn Resten, welche Losungsmittel-ex-
poniert und zentral im B-Faltblatt lokalisiert sind. Damit sollte eine planare und rigide Bin-
defliche geschaffen werden. Um die Eignung des Proteins M7 als Bindeprotein zu testen,
wurde sich fiir ein NNK-Motiv-basiertes Bibliotheksdesign entschieden. Tabelle 14 fasst die
moglichen Codons eines NNK-Motives zusammen.

Tabelle 14: Uberblick iiber die mdglichen Codons bei NNK Motiven. Tabelle enthommen aus (Hoffmann
2011).

2. Position
A C G T

A Asn (N) Thr (T) Ser (S) Ile (I) T

Lys (K) Thr (T) Arg (R) Met (M) G
o His (H) Pro (P) Arg (R) Leu (L) T w
= ¢ GIn(Q) | Pro(P) | Arg(R) | Leu(L) G s
& G Asp(D) | Ala(A) | Gly(G) Val (V) T 2
- Glu (E) Ala (A) Gly (G) Val (V) G =

T Tyr (Y) Ser (S) Cys (C) Phe (F) T

Amber Ser (S) Trp (W) Leu (L) G

Durch die Verwendung dieser Motive reduziert sich der genetische Code. Das hat vor allem
den Vorteil, dass zwei von drei moglichen Stopp-Codons nicht vorhanden sind. Dennoch
sind Codons fiir alle 20 proteinogenen Aminosduren vorhanden. Somit wird auf Proteinebe-
ne die maximale Variabilitét erreicht.

Da die zu verdndernden Codons relativ gleichméBig iiber das gesamte Gen verteilt sind,
wurde eine Strategie in vier Schritten fiir die Erstellung der Bibliothek gewéhlt (sieche Ab-
bildung 8). Alle PCR-basierten Schritte zur Erstellung der Bibliothek erfolgten mittels der
Phusion Polymerase (vgl. 3.3.6). Nach jedem Schritt wurde die erhaltene DNA {iber eine
Agarosegelelektrophorese gereinigt und anschlieend aus dem Gel isoliert.
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primer9a primer6a
Y — — 3
primer 8a primerTa
1 5 Fragment 8a%9a _3
, Fragment 6a7a
5 — 3
primer10
1T — ' Fragment 8a%a6a7a ,
5 3
primer 11
IV 5 Fragment 1011 3

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Bibliotheksdesigns. Das Gen fiir das M7-Protein ist schwarz
dargestellt. Griine Pfeile symbolisieren primer, welche in den rot markierten Bereich die degenerierten Codons
eingebaut haben. Der gelbe Bereich markiert die Eco3/1 Schnittstelle, der blaue Bereich steht fiir eine Nhel
Schnittstelle.

II.

I1I.

IV.

Es erfolgten zwei PCR-Reaktionen, eine Reaktion mit primer 6a und 7a und eine Reakti-
on mit primer 8a und 9a. Jeder primer, auller primer 8a, fiihrte hierbei zwei degenerierte
Codons ein. Als Template diente jeweils das M7-Gen in einem pUC19 Vektor. So konn-
ten die Fragmente 6a7a und 8a9a erhalten und gereinigt werden.

Die beiden Fragmente besallen jetzt aufgrund des primer-Designs eine zueinander kom-
patible Eco311 Schnittstelle. Es wurde eine simultane Restriktions/Ligations-Reaktion
(Cost 2007, Cost und Cozzarelli 2007) ausgefiihrt. Dazu sind dem Reaktionsansatz die
beiden Fragmente 6a7a und 8a9a und das Enzym Eco3I1 sowie T4-DNA-Ligase nach
Angaben des Herstellers (Fermentas) zugesetzt worden. Nach abgeschlossener Reaktion
wurde die DNA einer Ethanolféllung unterzogen und anschlie3end iiber ein Agarosegel
gereinigt.

Das so erhaltene Fragment 8a9a6a7a enthielt bereits sechs degenerierte Codons, wie
iiber Sequenzierungen bestitigt werden konnte. Es diente als Template fiir eine weitere
PCR-Reaktion mit primer 10 und primer 11. Pro primer konnten so weitere zwei de-
generierte Codons in die Bibliothek eingebaut werden. Primer 11 fligte zusétzlich eine
Nhel Schnittstelle am 3'Ende an.

Das erhaltene Fragment 1011 wurde gereinigt und per Sequenzanalyse untersucht. Es
enthielt die erwarteten zehn randomisierten NNK Positionen.

Dieses Fragment diente anschlieSend dazu, die Bibliothek in das Ribosomen-display Format
zu iiberfiihren. (Abbildung 9).
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5, Fragment 1011 3.
primer 12a
primer 14 primer 13
primer 15
o Fragment 1513 Rlb?men-Anker-Sequenz 3
5'UTR
5' 3

Bibliothek im Ribosomen-display Format

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Bibliotheksdesigns im Ribosomen-display Format. Das Gen fiir
das M7-Protein ist schwarz dargestellt. Griine Pfeile symbolisieren primer, rot markiert die degenerierten Co-
dons. Der blaue Bereich steht fiir eine Nhel/Spel Schnittstelle. Die S'UTR ist in grau und die Ribosomen-
Anker-Sequenz in Ocker dargestellt.

Dazu wurde am 5'Ende die S'UTR (UTR = untranslated region) eingefiihrt, welche alle fiir
eine Genexpression ndtigen regulatorischen Elemente enthilt. Dazu wurden nacheinander
PCR-Reaktionen mit den forward primern 12a, 14 und 15 ausgefiihrt. Als reverse primer
diente hierbei stets der primer 13. Die Zwischenprodukte wurden gereinigt und jeweils als
Template fiir die ndchste PCR Reaktion eingesetzt, bis man das Fragment 1513 erhielt.

Eine simultane Restriktions/Ligations-Reaktion wurde verwendet, um die Ribosomen-An-
ker-Sequenz (siche Anhang Abbildung 31) am 3'Ende anzufiigen. Dazu wurden dem Reak-
tionsansatz das Fragment 1513 und die Ribosomen-Anker-Sequenz sowie die Enzyme Nhel,
Spel und T4-DNA-Ligase nach Angaben des Herstellers (New England Biolabs) zugesetzt.
Nach erfolgter Reaktion schloss sich eine Ethanolfdllung an. Das erhaltene Pellet wurde in
25 ul nukleasefreiem Wasser resuspendiert und iiber ein Agarosegel gereinigt. Die komplette
Sequenz der finalen Bibliothek ist im Anhang in Abbildung 32 hinterlegt.

3.4.2 In vitro Translation und Transkription (ITT)

Fiir eine gekoppelte Translation und Transkription wurde das PURExpress In Vitro Protein
Synthesis Kit von NEB nach Angaben des Herstellers genutzt. Das Reaktionsvolumen wurde
dabei auf 60 pl erhoht und alle Komponenten dementsprechend angepasst. Vor Zugabe der
Bibliotheks-DNA wurde der Ansatz 3 min bei 30 °C und 350 rpm im Thermomixer vorinku-
biert, anschlieBend 5 ul entnommen und mit 195 pl EB-Puffer gemischt. Diese Probe diente
als Nullwert (Negativkontrolle) fiir die Real-Time PCR-Analyse und lagerte bis zur gesamt-
RNA Isolation auf Eis.

Die Reaktion wurde durch die Zugabe von mindestens 1 x 10'? Molekiilen linearer, doppel-
strangiger DNA gestartet. Nach 55 min Inkubation bei 30 °C und 350 rpm im Thermomixer
wurde die Reaktion durch Zugabe von 1100 pl eiskaltem SB-Puffer und 2,4 ul Chlorampheni-
col (50 mM in EtOH,__ ) gestoppt. Der Ansatz wurde 1 min lang auf Eis gelagert und im An-
schluss erfolgte zur Abtrennung von Aggregaten eine Zentrifugation von 10 min bei 21.100x g
und 4 °C. Es wurden 5 ul vom Uberstand abgenommen und mit 195 ul EB-Puffer gemischt.

Diese Probe diente als Positivkontrolle fiir die Real-Time PCR-Analyse und lagerte bis zur
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RNA TIsolation auf Eis. Der restliche Uberstand wurde fiir die sich anschlieBenden Selektions-
schritte verwendet, welche ausschlie8lich bei 4 °C erfolgten.

3.4.3 Vorbereitung der magnetischen beads

Magnetische beads wurden verwendet, um nach erfolgter Selektion der M7-Bibliothek gegen
das Zielprotein, das Zielprotein zusammen mit gebundenen M7-Varianten zu immobilisieren.
Diese haben je nach Art unterschiedliche Oberflichen und Bindungseigenschaften. Wiahrend
der Selektion wurde je nach gewiinschter Eigenschaft mit verschiedenen beads gearbeitet.
Um eine Anreicherung von Bindern gegen bestimmte Oberflichenmerkmale der beads zu
unterbinden, wurden wihrend der Selektion carboxylierte (M270) und tosylaktivierte (M280,
T1) beads verwendet. Alle beads wurden vor ihrer Applikation wie folgt vorbereitet.

Die beads wurden durch Zugabe von 500 pl WB-Puffer gewaschen und anschlieBend im
Magneten fokussiert. Der Vorgang wurde dreimal wiederholt. Um die Oberfldche der beads
zu blocken, mussten diese mit 500 ul BWB-Puffer versetzt und {iber Nacht bei 4 °C auf dem
Rollmischer inkubiert werden. Am nichsten Tag wurden die beads fokussiert und dreimal
mit je 500 pl WBT-Puffer gewaschen. Der WBT-Puffer des letzten Waschschrittes wurde
erst unmittelbar vor dem Einsatz der beads in der Selektion abgenommen.

3.4.4 Pri-Selektion

Um terndre Komplexe des Ribosomen-displays, welche unspezifisch mit der Oberfliche
der beads interagieren, zu entfernen, wurde in einigen Selektionsrunden eine Préa-Selektion
durchgefiihrt (siche Tabelle 15 und 16). Dazu wurde der gesamte Uberstand auf eine be-
stimmte Menge zuvor geblockter beads gegeben und fiir 15 min bei 4 °C auf dem Rollmi-
scher inkubiert. AnschlieBend wurden die beads mit Hilfe eines Magneten fokussiert und
der Uberstand abgenommen. Die gebrauchten beads wurden verworfen und die Prozedur
mit neuen beads wiederholt. Der so erhaltene priselektierte Uberstand mit den verbliebenen
terndren Komplexen fand im néchsten Schritt, der Selektion, Verwendung.

3.4.5 0. Runde Ribosomen-display

Um die Funktionalitit der erstellten Bibliothek (siehe 3.4.1) zu erhdhen, wurde eine Runde
Ribosomen-display vollzogen, bei der kein Zielprotein, sondern ein M7-Varianten-spezifi-
scher Antikorper (anti-M7) als target vorlag. Der polyklonale Antikdrper aus Kaninchen ist
gegen die beiden Helices des M7-Proteins gerichtet. Die beiden Helices sind in der Primér-
sequenz N- und C-terminal angeordnet. Somit sollten iiberwiegend Proteinspezies erkannt
werden, welche keine verkiirzten Varianten sind. Die absolute Anzahl der Stopp-Codons in
der Bibliothek sollte auf diesem Wege verringert werden. Dadurch erhoht sich gleichzeitig
der statistische Anteil an funktionalen Bibliotheksmolekiilen. Es wurde eine Selektion in
Losung durchgefiihrt. Um die gebundenen Antikorper aus der Losung zu entfernen, wurden
Protein G beads eingesetzt. Tabelle 15 fasst die Bedingungen zusammen, die fiir die 0. Run-
de giiltig waren. Die Bibliotheks-DNA, die aus der 0. Runde gewonnen werden konnte, fand
Verwendung fiir alle weiteren Selektionsrunden.
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Tabelle 15: Ubersicht iiber die experimentellen Bedingungen in der 0. Runde Ribosomen-display.

RD- | [anti-M7] Pra-Selektion Inkubation | Menge an .
. Waschschritte
Zyklus (nM) (Art der beads) (min) beads
0 500 200 pul M280 Inkubation fiir 60 200 ;..11 Prote- 3x1 mi.n, 1x5
75 min in G min

3.4.6 Selektion in Losung

Im Rahmen der Selektion gegen TNFa wurde ausschlieflich die Methode der Selektion in
Losung angewendet. Das Zielmolekiil TNFa ist hierbei biotinyliert (sieche 3.2.2) und kann
nach erfolgter Reaktion mit Hilfe von Streptavidin beschichteten, magnetischen beads im-
mobilisiert bzw. aus dem System entfernt werden. Die eigentliche Bindung an das Zielmo-
lekiil kann also vorher in Losung stattfinden.

Dazu wurde der erhaltene Uberstand aus der ITT-Reaktion bzw. aus der Pri-Selektion halbiert,
der eine Teil mit dem Zielmolekiil TNFa versetzt, der andere mit einer dquivalenten Menge
an SB-Puffer als Negativkontrolle. Die Menge an Zielmolekiilen wurde hierbei von Runde
zu Runde erniedrigt, um den Selektionsdruck zu erhéhen. Nach erfolgter Inkubation wurde
der Uberstand auf eine entsprechende Menge zuvor geblockter, magnetischer beads gegeben
und fiir 30 min auf dem Rollmischer inkubiert. AnschlieBend wurden die beads im Magneten
fokussiert und mehrfach mit 500 ul WBT-Puffer gewaschen. Die genauen Selektionsbedin-
gungen, die von Runde zu Runde angepasst wurden, konnen Tabelle 16 entnommen werden.

Tabelle 16: Ubersicht iiber die Selektionsbedingungen der Ribosomen-display Zyklen.

RD- | [TNFa] Pra-Selektion Inkubation Menge an .
. Waschschritte
Zyklus | (nM) (Art der beads) (min) beads
1 1200 - 30 125 pl M-280 4 x5 min
2 450 - 30 70 ul M-270 3 x2 min
3 250 50 pul M-270 55 50 ul M-270 3 x 1 min
4 166 50 pul M-270 100 30 ul M-270 4 %2 min
40 pul T1, 15 pl Protein G, . .
5 143 15 1l Protein A 60 20 ul T1 3x1 min, 1 X7 min
30 ul T1, 15 ul Protein G L1 min
u , 15 pul Protein G, .
6 100 15 ul Protein A 60 I5pulTl 3% 1 min
7 x 1 min

Nach dem Waschen wurden die beads fokussiert und der Uberstand verworfen. Mit den
beads wurde im Anschluss eine gesamt-RNA Isolation durchgefiihrt.

3.4.7 Gesamt-RNA Isolierung

Um die genetische Information der gebundenen terndren Komplexe zu erhalten, musste die
RNA isoliert werden. Dazu wurden die beads nach der Selektion in 100 ul EB-Puffer re-
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suspendiert und fiir 10 min bei 20 °C und 300 rpm geschiittelt. Nach erfolgter Fokussierung
wurde der Uberstand abgenommen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Die
beads wurden erneut mit 100 pl EB-Puffer versetzt (siche oben). Die erhaltenen Uberstinde
wurden vereinigt und bei 16.200 x g bei Raumtemperatur fiir 5 min zentrifugiert, um even-
tuell noch vorhandene beads vollstindig abzutrennen. Die erhaltene fliissige Fraktion fand
Verwendung fiir die RNA-Reinigung. Zusitzlich wurden zu diesem Zeitpunkt auch die Pro-
ben der Negativkontrolle und Positivkontrolle der ITT Reaktion aufgearbeitet.

Um RNA quantitativ zu reinigen, wurde mit dem High Pure RNA Isolation Kit (Roche)
nach Angaben des Herstellers gearbeitet. Es wurde die Inkubationszeit fiir den DNasel Ver-
dau auf 20 min erh6ht und zusédtzlich vor der Elution ein weiterer Zentrifugationsschritt
von 14.000 x g bei Raumtemperatur fiir 2 min durchgefiihrt. Eluiert wurde mit 20 ul des
Elutionspuffers. Das Eluat wurde zur Erhohung der Ausbeute erneut auf die Sdule aufge-
tragen. Von jeder Probe wurden 2 ul abgenommen und mit Hilfe der Tray Cell Kiivette die
Konzentration photometrisch bestimmt. Fiir die folgende Reverse-Transkriptase Reaktion
konnten maximal 4 ug eingesetzt werden.

3.4.8 Reverse-Transkriptase Reaktion

Um cDNA zu synthetisieren, wurde der Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit
(Roche) nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Es wurde fiir die 0. Runde bis einschlieBlich
der 1. Runde Ribosomen-display der primer L17rev_P in einer Endkonzentration von 1 uM ver-
wendet, ab der 2. Runde aber mit einer modifizierten 3'Ankersequenz gearbeitet. Aus diesem
Grund war ab diesem Zeitpunkt die Verwendung von primer 28 als reverse primer notwendig.

Nach erfolgter Reaktion lagerte die synthetisierte cDNA bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C.

3.4.9 Real-Time PCR zur Quantifizierung von cDNA

Um nach den Ribosomen-display Runden eine spezifische Anreicherung von M7 Biblio-
theks-DNA zu detektieren, wurde die cDNA quantifiziert. Dazu wurde mit dem LightCycler
480 DNA SYBR Green I Master Kit von Roche nach Angaben des Herstellers gearbeitet
und alle Messungen und Auswertungen mit dem Roche Light Cycler 480 und zugehdriger
Software vorgenommen.

Zur genauen Quantifizierung von DNA ist eine Standardreihe notwendig. Dazu fand das
M7-Gen ohne NNK Motive Verwendung. Ein primer-Paar wurde so designt, dass es ohne
Einfluss auf die NNK Motive, auf der erhaltenen cDNA sowie auch auf der Vergleichspro-
be (Standard) bindet und zu einem Produkt derselben Lénge fiihrt. Die Quantifizierung der
Ribosomen-display Runden 0 und 1 erfolgte mit primer 18 und primer 20. Ab der 2. Runde
wurde mit einer modifizierten S'UTR Sequenz gearbeitet und der forward primer 18 durch
primer 29 ersetzt. Zu diesem Zweck wurde auch eine neue Standardreihe erstellt.

3.4.10 Subklonierung von Bibliotheks-DNA

Um nach den Ribosomen-display Runden bindende Varianten zu identifizieren, muss die
erhaltene DNA am Ende einer Selektionsrunde in einem Expressionsvektor subkloniert wer-
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den. Dazu wurde eine PCR Reaktion mit 1 pl der Bibliotheks-DNA als femplate mit den pri-
mern 16 und 21 durchgefiihrt. Das PCR Produkt besitzt dann am 5'Ende eine Ncol und am
3'Ende eine Xhol Schnittstelle. Somit konnte es in die Expressionskassette von einem pET28a
Vektor kloniert werden. Dabei wird der C-terminale His-tag, welcher im Vektor codiert ist,
verwendet. Hergestellte Proteinvarianten tragen dann also einen C-terminalen His -tag.

3.4.11 Automatisiertes screening im Hochdurchsatz-Verfahren

Um mehrere hundert Einzelklone auf ihre Bindung gegen das Zielmolekiil und ihre Spezi-
fitdt hin zu untersuchen, wurde mit Hilfe des Laborroboters Biomek FX ein automatisierter
ELISA durchgefiihrt. Das Besondere an diesem screening-Verfahren ist, dass dabei Zelllysat
benutzt wird.

Die Handhabung ist analog zu dem manuellen ELISA (siehe 3.2.3). Zuvor wurden target-
Platten mit jeweils 500 ng/Kavitit TNFa bzw. 500 ng/Kavitit Lysozym beschichtet. Das
Zelllysat (Vorbereitung Lysat siehe 3.1.5), das jeweils eine exprimierte M7-Variante enthielt,
kam dabei im Verhiltnis 1:1 mit PBSTO0,05 Puffer verdiinnt zum Einsatz. Von dem verdinn-
ten Lysat wurden jeweils 50 pl/Kavitit auf die TNFa bzw. auf die Lysozym target-Platte
gegeben. Als Nachweisreagenz fiir die His-fag Proteine diente das anti-His -Peroxidase-
Konjugat (BMG-His-1) von Roche. Damit konnte die Bindung gegen TNFo und gleichzeitig
eine eventuell auftretende unspezifische Wechselwirkung mit Lysozym detektiert werden.
Nur Varianten, welche gegen TNFa binden, jedoch nicht gegen Lysozym, sollten aus dem
ELISA als positive Hits hervorgehen. Zu diesem Zweck wurden pro Platte noch vier Kon-
trollen mitgefiihrt, die eine mathematische Normierung erlauben.

Um die Vergleichbarkeit der Platten untereinander zu gewéhrleisten, wurden pro Platte zwei
Kavitdten mit je 162,5 ng anti-M7 Antikorper beschichtet. In den entsprechenden Kavitéiten
wurde das Lysat verwendet, bei dem originales M7-Protein als His -tag Variante exprimiert
wurde. Somit ist eine Positivkontrolle der Expression moglich.

Zwei weitere Kavititen funktionierten als Negativkontrolle. Sie wurden zwar ebenfalls mit
je 500 ng Zielprotein beschickt, jedoch wurde in den entsprechenden Kavititen kein His -
tag Protein exprimiert. Es kam in dem Falle ein pET28a Vektor ohne insert zum Einsatz.
Anhand dieser Kavitéten lassen sich die Hintergrundsignale des ELISA bestimmen (Nega-
tivkontrolle).

Mathematische Analyse des automatisierten screenings

Um die erhaltenen Daten zu analysieren und grafisch auszuwerten, diente ein Excel Makro, das
gruppenintern von Herrn Holger Herrmann entwickelt wurde. Im Folgenden sind die mathe-
matischen Operationen beschrieben, die von dem Programm automatisiert ausgefiihrt werden.

Um die Signalintensititen aller Platten miteinander vergleichen zu kénnen, wurde zuerst ein
plattenspezifischer externer Normierungsfaktor (N_ ) bestimmt (Gleichung 6).

o aller Positivkontrollen

Gleichung 6

extern g der Pplatteninternen Positivkontrollen
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Mit Hilfe des externen Normierungsfaktors lassen sich die untereinander normierten Signal-

intensitéten (Sig ) berechnen (Gleichung 7). Diese sind ein MaB fiir die Bindungsstérke.

normiert

Slg normiert

= Messsignale - N

extern

Gleichung 7

Um auch eine Kenngrof3e fiir die Bindungsspezifitit zu erhalten, erfolgte die Berechnung

eines internen plattenspezifischen Normierungsfaktors (N, ) (Gleichung 8).
niern = Nowiorn * @ der platteninternen Negativkontrollen Gleichung 8

Dieser wurde dazu verwendet, alle Platten auf ihre interne Negativkontrolle zu normieren
und der erhaltene Wert interne Signalintensitét (Sig, ) genannt (Gleichung 9). Ein zu hohes
Hintergrundsignal konnte somit mathematisch gemittelt werden.
. — Sigm)rmiert :

Sig, == N Gleichung 9
SchlieBlich konnte von den so prozessierten Daten das Verhéltnis der Werte von TNFa zu
Lysozym gebildet werden (Gleichung 10). Dieses Signalverhiltnis gibt Aufschluss tiber die
Bindungsspezifitit.

Sig intern (TNFa)

Signalverhaltnis = m

Gleichung 10

Zur grafischen Auswertung wurde ein Plot erstellt. Dieser tragt die normierte Signalintensitit
(Gleichung 7) auf der x-Achse gegen das Signalverhéltnis (Gleichung 10) auf der y-Achse
auf. Die x-Achse ist dabei ein MaB fiir die Bindungsstédrke gegen TNFa und die y-Achse ein
Mal fiir die Spezifitit. Hochaffine und spezifische Binder sind in dieser Auftragung in der
oberen rechten Ecke zu finden.

3.5 Herstellung und Analyse von Fibrillen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die Analytik des AB(1-42) fibrillenbindenden Pro-
teins 4.G11 mit verschiedenen AB- und Fibrillenproben gearbeitet. Dieses geschah in
enger Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Marcus Fiandrich an der Max-Planck-
Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung in Halle. Die praktischen Arbeiten
fiihrte Senthil Kumar aus. Es wurden biotinylierte, sowie nicht biotinylierte AB(1-42)
und APB(1-40) Fibrillen (siche Anhang 8.3.4) erhalten [Protokoll fiir die Biotinylierung
von Fibrillen siehe supplementéire Daten (Habicht ef al. 2007)]. Ebenso wurde von Herrn
Kumar N-terminal biotinyliertes AB(1-42) Peptid einer Disaggregation unterzogen (Chen
und Wetzel 2001).

Die Bedingungen, unter denen Fibrillen hergestellt wurden, kdnnen dem Anhang entnom-
men werden (Anhang 8.3.4). Alle folgend beschriebenen Methoden wurden ausschlieBlich
von Senthil Kumar im Rahmen der Kooperation angewandt.
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3.5.1 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurden die morphologischen
Analysen der Fibrillen durchgefiihrt. Dazu wurden 4 pl der zu analysierenden Probe direkt
auf ein Kupfer-Gitter, welches mit Formvar® (Polyvinyl Formal) und Kohlenstoff Filmen
bedeckt war, gegeben. Im Anschluss fand die Negativkontrastierung mit Hilfe der droplet
Technik und der Zugabe von 2 % (w/v) Uranylacetat statt (Harris 1996).

Alternativ dazu wurden 5 pl der Probe zwischen die Schichten eines kohlenstoffbeschichten
mica Papiers gegeben, welches dann iiber einem Tropfen aus 2%igen (w/v) Uranylacetat
platziert und fiir 1 min inkubiert wurde. Danach wurde der aufschwimmende Kohlenstoft-
film iiber dem Tropfen mit einen Kupfer-Gitter (Plano GmbH) aufgenommen und iiber Nacht
luftgetrocknet (Féandrich und Dobson 2002).

Die Einzelproben wurden mit einem Zeis 902 Elektronenmikroskop unter einer Spannung
von 80 kV betrachtet, und die Bilder mit Hilfe einer Orius SC 1000 CCD Kamera (Gatan)
aufgenommen.

3.5.2 Fibrillierungskinetik

Der Farbstoft Thioflavin T bindet an B-Faltblatt-reiche Regionen in Proteinen, wie sie in
Fibrillen vorkommen. Dabei findet eine Verstirkung der Fluoreszenz des Farbstoffes bei
gleichzeitiger Rotverschiebung des Emissionsspektrums statt (LeVine 1993). Mit Hilfe die-
ser erhohten Fluoreszenz kann die Ausbildung von Fibrillen kinetisch verfolgt werden. Dazu
wurde im 96-well MaBstab nach dem in Hortschansky et al. beschriebenen Protokoll mit
einigen Ausnahmen gearbeitet (Hortschansky ef al. 2005). So wurde aller 30 min ein Daten-
punkt aufgenommen und folgende Pufferzusammensetzung verwendet: 50 uM AB(1-40) in
50 mM HEPES (pH = 7,4), 20 uM Thioflavin T, 1 mM Natriumazid (Endkonzentrationen).
Die zugesetzten Mengen an 4.G11 und M7 wurden variiert und sind der Legende der jewei-
ligen Abbildung zu entnehmen.

3.5.3 Fragmentierung von reifen Fibrillen durch die Zugabe von 4.G11

Um den Einfluss von 4.G11 auf reife Fibrillen zu untersuchen, wurden diese mit verschiede-
nen Konzentrationen 4.G11 (0, 10, 25, 50 uM) 48 h lang bei 37 °C und konstantem Schiitteln
(300 rpm) inkubiert. Die Fibrillen hatten dabei eine Konzentration von 10 mM (bezogen auf
das Monomer) in 50 mM HEPES Puffer (pH = 7,4). Als Kontrolle wurden Fibrillen ohne
die Zugabe von 4.G11 unter denselben Bedingungen mitgefiihrt. Im Anschluss wurden zur
Analyse der Proben transmissionselektronenmikroskopische Bilder aufgenommen.

3.5.4 Zellzytotoxizititstest

Um die Toxizitdt von verschiedenen Fibrillenspezies auf humane SH-SY5Y Neuroblastom-
zellen zu untersuchen wurde, mit einem 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazo-
liumbromid (MTT) Zellzytotoxizititstest gearbeitet (Mosmann 1983). Der Test beruht auf
der Reduktion des MTT durch die in der Zelle gebildeten Reduktionsdquivalente NADH und
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NADPH zu einem blau-violetten, wasserunldslichen Formazan. Die Reaktion kann anhand
ihrer Farbdnderungen spektroskopisch verfolgt werden und ist damit ein direktes MaB fiir
die Glykolyserate und damit die Vitalitit der Zelle.

Dazu wurden SH-SY5Y Zellen in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), welches
mit 10 % (v/v) FBS (f6tales Rinderserum) versetzt wurde, bei 37 °C und unter 5 % CO, kul-
tiviert. Die Zellen (100 pL) wurden anschlieBend mit einer Zellzahl von 100.000 Zellen/Ka-
vitét in 96-well Platten tiberfiihrt und fiir weitere 24 h bei 37 °C und unter 5 % CO, inkubiert.

Fiir die Messungen wurde das Medium der Zellen ausgetauscht gegen eine Mischung aus
90 % Medium und 10 % Fibrillen- oder Proteinprobe ausgetauscht. Die Konzentrationen
wurden dabei variiert und sind der jeweiligen Abbildungslegende zu entnehmen. Es sind
immer die Endkonzentrationen im Medium angegeben. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C
wurden pro Kavitédt 10 pl einer 12 mM MTT Losung zugegeben und die Zellen weitere 4 h
inkubiert. Im Anschluss wurden 100 pl pro Kavitit einer 10%igen SDS in 10 mM HCI L6-
sung zugegeben und iliber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte
am ndchsten Tag bei 550 nm in einem Plattenlesegerit, wobei die gemessenen Werte um den
Hintergrund bei 690 nm korrigiert wurden.
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4 Ergebnisse

Zielstellung dieser Arbeit war es, auf Basis des scaffold Proteins M7 eine Bibliothek von
Proteinvarianten zu erstellen und diese gegen mehrere Zielmolekiile zu selektieren. Es sollte
gezeigt werden, dass sich das neue Gertlistprotein M7 fiir die Generierung kiinstlicher Binde-
proteine eignet. Der folgende Abschnitt stellt die Ergebnisse dieser Arbeit dar.

4.1 Auswahl der zu randomisierenden Aminosaurereste

Wie bereits beschrieben (siehe 1.2), besitzt das Protein M7 einige Merkmale, die es zu einem
geeigneten Kandidaten fiir ein scaffold Protein machen. Aufgrund der strukturellen Eigen-
schaften und Zugénglichkeit fiel die Entscheidung fiir eine Randomisierung von zehn zen-
tralen, Losungsmittel-exponierten Resten innerhalb des p-Faltblattes. Dabei wurde darauf
geachtet, dass die Reste nicht in direkter Nachbarschaft zu den sehr kurzen /oop-Regionen
liegen, um die Struktur des Proteins nicht zu beeinflussen. So wurden die Aminosaduren T35,
K7, E16, D18, Q47, T49, N78, R80, K87 und E89 fiir die Randomisierung ausgewéhlt.
Abbildung 10 zeigt die Losungsmittel-zugangliche Oberflache des Proteins M7 und die aus-
gewihlten Reste.

Diese zehn Reste sollen im Zusammenspiel schlieBlich eine planare und rigide Bindeflache
erzeugen. Es wurde sich fiir eine NNK-Codon basier-
te Randomisierung entschieden, somit sind in der fi-
nalen Bibliothek alle 20 proteinogenen Aminosduren
vertreten (siehe auch 3.4.1). Mit diesem Ansatz wer-
den tiber 10 % der Primdrsequenz des Proteins verin-
dert, und es muss gezeigt werden, dass gefaltete und
stabile Proteinvarianten generiert werden konnen.

Berechnet man die Ldsungsmittel-exponierte Fla-
che fiir die zehn originalen Reste, so ergibt sich ein
Wert von 645 A2 Legt man die Berechnungen von
Houk und Mitarbeitern zugrunde (90 A> = 1 Einheit
lg K,), dann wiirde man erwarten, dass eine Assozi-
ationskonstante (K,) von zirka 107 zu erreichen ist,
wenn die gesamte Fldche an der Bindung beteiligt ist
(Houk et al. 2003). Mit der Annahme, dass letztlich
400—-550 A? an der Bindung beteiligt sind, wiirde
man resultierende Dissoziationskonstanten (K) im

unteren mikromolaren Bereich erwarten. Abbildung 10: Darstellung der Oberfli-
che des Proteins M7. In Gelb sind die fiir
die Randomisierung ausgewdéhlten zehn
konstruiert und im Folgenden ndher charakterisiert. Reste dargestellt. Eine Berechnung der

Diese Bibliothek bildet die Grundlage fiir eine Selek- ~Losungsmittel-exponierten Oberflache fiir

. ittels Rib displ hied diese zehn Reste ergab eine Flidche von
tion mittels Ribosomen-display gegen verschiedene 45 4> pic Abbildung wurde mit PyMOL

Zielmolekile. 0.99 erstellt.

Die Bibliothek wurde, wie unter 3.4.1 beschrieben,
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4.2 Evolution der naiven Bibliothek

Die naive Bibliothek LIB.10.1 konnte mit einer praktischen Komplexitdt von 2,17 x 10"
Einzelvarianten erzeugt werden. Nach einer Subklonierung der Bibliothek in einen Ex-
pressionsvektor und Transformation fand eine Einzelklon-Analyse zur Uberpriifung der
Funktionalitét der naiven Bibliothek statt. Mit Hilfe eines ELISAs und SDS-PAGE-Analyse
wurde die Loslichkeit von 80 individuellen Klonen aus der LIB.10.1 untersucht (Daten nicht
gezeigt). Es konnte ein Anteil von 16slichen Bibliotheksmitgliedern von 14 % bestimmt wer-
den (Tabelle 17).

Um die Funktionalitit der naiven Bibliothek zu erh6hen, wurde eine 0. Runde Ribosomen-
display durchgefiihrt (siche 3.4.5). Dazu wurden 1 x 10" DNA-Molekiile eingesetzt. Dieser
Wert entspricht gleichzeitig der maximalen Anzahl an Ribosomen, welche in einem Re-
aktionsansatz bereitgestellt werden konnen. Es erfolgte ebenfalls eine Subklonierung und
eine Loslichkeits- und Funktionalititsanalyse der vorselektierten Bibliothek, welche als
LIB.10.1_OR bezeichnet wurde. Zusétzlich zu den Loslichkeitsanalysen wurde sowohl von
der naiven, als auch von der vorselektierten Bibliothek die statistische Verteilung der NNK-
Motive auf DNA-Ebene ermittelt (Abbildung 11).

NNK-Gesamtverteilung 1.IB.10.1 NNK-Gesamtverteilung L.IB.10.1_0R
60% 60%
50% 50%

g
g

Haufigkeit (%)
(7]

S
Haufigkeit (%)
[7X]

S

20% 20%

10% 10%

0% 0%
N1 N2 K3 N1 N2 K3

Position Position

Abbildung 11: Ubersicht iiber die statistische Verteilung der Basen an den NNK-Positionen. In der naiven
Bibliothek sind kaum Abweichungen von der erwarteten 25 %, 25 %, 50% Verteilung zu beobachten. In der
LIB.10.1_OR gibt es an der Position N1 eine Erhohung von Guanosintriphosphat (GTP).

Da an den ersten beiden Codonpositionen der NNK-Motive alle vier Basen (Adenin, Cyto-
sin, Guanin und Thymin) erlaubt sind, erwartet man eine statistische Gleichverteilung von
25% (siche Methodenteil Tabelle 14). An der dritten NNK-Position sind nur die beiden Ba-
sen Guanin und Thymin erlaubt, was einer Idealverteilung von 50% entspricht. Es ist zu
erkennen, dass es nur sehr geringe Abweichungen von der Idealverteilung auf DNA-Ebene
gibt. Es wurde ebenso die Funktionalitét auf Proteinebene untersucht. Tabelle 17 stellt die
Funktionalitidten der naiven und der vorselektierten Bibliothek gegeniiber.
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Tabelle 17: Ubersicht iiber die Funktionalitét der naiven Bibliothek und der Bibliothek nach der 0. Runde.

LIB.10.1 LIB.10.1 OR
untersuchte Sequenzen 182 (100 %) 135 (100 %)
funktionale Sequenzen (DNA) 123 (68 %) 92 (68 %)
funktionale Sequenzen (Protein) 84 (46%) 80 (59 %)
16sliche Bibliotheksmitglieder 11 von 80 (14 %) 41 (30%)

Obwohl sich durch diese erste Selektion gegen den anti-M7 Antikorper die Komplexitét
auf 6,27 x 10° Molekiile verringerte, konnte eine wesentliche Verbesserung der Funktio-
nalitdt der Bibliothek auf Proteinebene erreicht werden. Der statistische Anteil der 16slich
exprimierten Bibliotheksmitglieder konnte sogar verdoppelt und auf 30 % erhoht werden.
Die Bibliothek LIB.10.1_OR wurde als Ausgangspunkt fiir alle folgenden Selektionen ver-
wendet.

4.3 Selektion gegen TNFa

Wie unter 3.4.6 beschrieben wurde eine Selektion der M7-Bibliothek gegen biotinyliertes
TNFa in Losung durchgefiihrt. Es wurden fiir jede Runde mindestens 1 x 10> DNA-Mole-
kiile eingesetzt. Damit ist die vorhandene Komplexitét (6,27 x 10°) zirka 160fach abgedeckt.
Tabelle 18 gibt einen Uberblick iiber die Anzahl der DNA-Molekiile, welche in jeder Runde
gegen das Zielmolekiil selektiert werden konnten.

Tabelle 18: Ubersicht iiber den Fortschritt der Ribosomen-display-Runden. Die quantitativen Werte fiir die
DNA wurden mittels Real-Time PCR ermittelt.

RD- | [TNFq] . DNAvs. | DNAvs. SB- | DNA TNFa/
Zyklus | (nM) Waschschritte TNFa Puffer SB-Puffer

1 1200 4 x5 min 3,29x 108 1,00 x 108 3,29
2 450 3Xx2 min 4,10x10° 8,84 x10° 4,64
3 250 3% 1 min 5,44 % 10° 2,15% 108 2,53
4 166 4 x2 min 6,24 x 108 4,41x108 1,41
5 143 3% 1 min, 1 x7 min 5,16 x107 1,40 x 108 0,37

1 x1 min 7,64 <108 1,41 x10° 0,54
6 100 3x1 min 1,33 x10° 1,17x10° 1,14

7% 1 min 2,54 %108 3,74 %108 0,68

Das berechnete Verhéltnis zwischen der erhaltenen DNA aus der Selektion gegen TNFa und
der DNA, die aus der Selektion ohne Zielmolekiil (Kontrolle, SB-Puffer) erhalten wurde,
sollte verwendet werden um eine Anreicherung bzw. den Fortschritt der Selektion zu kont-
rollieren. Es zeigte sich jedoch, dass dieser ermittelte Faktor als Kontrollparameter ungeeig-
net ist, da teilweise mehr Molekiile in der Negativkontrolle detektiert werden konnten.
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Nach jeder Runde Ribosomen-display wurde das Produkt der Reversen-Transkriptase Reak-
tion als Template fiir PCR Reaktionen verwendet, die dazu dienten die 5'UTR Region wieder
aufzubauen und die DNA zu amplifizieren. Als reverse primer fungierte der L17 revP pri-
mer, welcher am 3'Ende der Ribosomen-Anker-Sequenz bindet. Als forward primer fanden,
in zwei aufeinanderfolgenden Reaktionen, die primer 14 und 15 Verwendung. Das so erhal-
tene Produkt konnte direkt fiir den néchsten Ribosomen-display Zyklus verwendet werden.

Ab der zweiten Selektionsrunde gegen TNFo war zu beobachten, dass mit Hilfe der oben
benannten primer-Paare keinerlei Produktamplifikation mehr méglich ist. Der Grund hierfiir
konnte in der repetitiven Sequenz am 3'Ende des Konstrukts liegen. Es ist ebenfalls moglich,
dass primer 14 unter den gewéhlten Bedingungen nicht binden kann.

Deshalb wurde das Bibliotheksformat mit Hilfe mehrerer PCR-Reaktionen geéndert. Inner-
halb der Ribosomen-Anker-Sequenz wurde am 3'Ende die codon usage verandert. Dadurch
wird eine spezifischere Bindung des reverse primers ermoglicht. Die 5'UTR-Region wurde
auf die Sequenzen der primer F1 und F1A hin angepasst (Abbildung 33 und Abbildung 34
im Anhang). Diese 5'UTR-Region war bereits innerhalb der Arbeitsgruppe etabliert und hat-
te unter den gegebenen Reaktionsbedingungen ihre Funktionalitdt unter Beweis gestellt. Die
Sequenzen fiir die 5'UTR-Region, sowie fiir die primer F1 und F1A wurden von der Firma
Scil Proteins GmbH (Halle) zur Verfiigung gestellt.

Nach erfolgter Umkonstruktion des Bibliotheksformates konnten die Selektionsrunden zwei
bis sechs gegen TNFa erfolgreich durchgefiihrt werden.

4.4 Sequenzanalyse und Entwicklung der Bibliothek

Um den Fortschritt der Selektion verfolgen zu kénnen, wurde die DNA aus den Riboso-
men-display Runden drei, vier, fiinf und zweimal aus der sechsten Runde (1 x waschen und
7 x waschen) in einen Expressionsvektor subkloniert. Nach erfolgter Transformation wurden
Einzelkolonien in Kultur genommen, eine DNA Sequenzanalyse durchgefiihrt und dabei 92
individuelle Klone pro Ribosomen-display-Runde betrachtet. Die folgende Tabelle (Tabelle
19) fasst die erhaltenen Sequenzdaten und Funktionalititen zusammen. Ein Sequenzver-
gleich sollte eventuell vorhandene Anreicherungen von bestimmten Sequenzen aufzeigen,
jedoch konnte keine Konsensussequenz gefunden werden. Anhand von Tabelle 19 ist zu er-
kennen, dass die Selektionsrunden zu keinem merklichen Verlust der Funktionalitét gefiihrt
haben. Uber alle Runden hinweg liegt die Funktionalitit der Bibliothek auf Proteinebene bei
50% oder hoher. Das heil3t, die Hélfte der Sequenzen ist intakt und codiert fiir Volllingen-
Proteine. Zusétzlich wurden die funktionalen Sequenzen flir eine statistische Auswertung
der NNK-Motive im Einzelnen verwendet. Anhand dieser Daten konnte untersucht werden,
ob es iliber die Dauer der Selektionsrunden an bestimmten Positionen Priferenzen fiir be-
stimmte Aminosduren gibt.
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Tabelle 19: Uberblick iiber die auswertbaren DNA-Sequenzen der einzelnen RD-Runden.

RD-Zyklus auswertbare Sequenzen | funktionale Sequenzen auf Proteinebene
0 135 80 (59%)
3 92 49 (53 %)
4 81 44 (54%)
5 91 46 (50%)
6 (1 x waschen) 90 45 (50%)
6 (7 % waschen) 91 50 (55 %)

Abbildung 12 zeigt exemplarisch die Entwicklung fiir das NNK-Motiv 1. Aus Abbildung
12 ist zu entnehmen, dass es wihrend der Selektion an der Position NNK1 zu einem grof3en
Anstieg des Einbaus an Alanin gekommen ist (iiber 30 % Gesamtanteil). Weiterhin ist zu
beobachten, dass Phenylalanin, Tyrosin und Asparagin, welche in der urspriinglichen Biblio-
thek noch enthalten waren, nicht mehr zu finden sind.

NNK 1

Haufigkeit

W0, Runde
M 3. Runde
W4, Runde

WE. Runde
W5, Runde (1 x waschen)
W 5. Runde |7 x waschen]

Abbildung 12: Aminosdureverteilung an Position NNK1 in Abhdngigkeit der Selektionsrunden. Es sind die
Haufigkeiten in Prozent aufgetragen. Die einzelnen Ribosomen-display-Runden sind farblich gekennzeichnet
und der Legende zu entnehmen. An diesem Beispiel ist gut zu erkennen, dass es tiber die Dauer der Selektion
einen deutlichen Anstieg von Alanin gegeben hat.

Diese statistische Auswertung wurde fiir alle zehn NNK-Motive durchgefiihrt, um eine
Evolution der Bibliothek zu beobachten. Tabelle 20 fasst die Ergebnisse fiir die einzelnen
Motive zusammen. Es ist zu erkennen, dass eine Evolution an den einzelnen Positionen
stattgefunden hat.
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Tabelle 20: Zusammenfassung der Analyse der NNK-Motive iiber die Selektionsrunden 3—6. Der hohe Anteil
an Glutamat an Position 10 der Ausgangsbibliothek erklért sich durch ein fehlerhaftes primer-design.

T it O Runde ' 0. Runde I}unde 3-6 . Runde 3-6
iiber 25 % | nicht vorhanden | {iber 25% nicht vorhanden
1 - - Ala Phe, Tyr, Asn
2 - - Ala Asn
3 - Phe Gly Phe, Ile
4 - Ile, Asn Ala Ile, Phe, Asn, Lys
5 - Phe, Tyr Ala, Gly Ile, Phe, Tyr, Cys, Asn, His
6 - - - Phe, Asn, Ile
7 - Tyr, Trp Ala Ile, Phe, Trp, Cys, Gln
8 - Lys His -
9 - - . -
10 Glu Tyr, Lys Glu _

Aus diesen Daten ist zusammenfassend zu entnehmen, dass die Bibliothek iiber den Zeit-
raum der Selektion evolviert wird. Es sind deutliche Unterschiede an den einzelnen Posi-
tionen auszumachen. Ob diese Verdnderungen schlieBlich zu funktionalen und bindenden
Proteinen fiihren, sollte mit Hilfe eines automatisierten screenings untersucht werden.

4.5 Identifizierung TNFo-bindender Varianten

Um nach der Selektion der Bibliothek individuelle Proteine zu identifizieren, die TNFa
binden, erfolgte ein automatisiertes screening (sieche 3.4.11). Dazu wurden Einzelklone im
96-well Format exprimiert, aufgeschlossen und das Zelllysat, welches die His -fag Proteine
enthielt, direkt fiir den ELISA verwendet. Insgesamt 460 Einzelklone aus den Selektions-
runden 3 -6, verteilt auf fiinf 96-wel/ Platten (92 individuelle Klone pro Selektionsrunde)
wurden untersucht. Das Ergebnis des screenings ist in Abbildung 13 dargestellt.

Wie bereits beschrieben, stellt die Signalintensitdt im ELISA unter anderem ein Maf fiir
die Affinitdt der M7-Varianten gegen TNFa dar. Das Signalverhéltnis spiegelt hingegen die
Spezifitit wider. Die Schwellenwerte fiir ein signifikantes Signal in der Bindungsanalyse
wurden subjektiv wie folgt festgelegt:

Signalintensitét grofer als 0,4

Signalverhiltnis groBer als 4.

Auf diese Weise wurden 19 individuelle Kandidaten als potentielle TNFa-Binder identifi-
ziert und ein Ranking der Varianten anhand ihres Signalverhéltnisses erstellt. Da die Grenz-
werte der Signalintensitét subjektiv festgelegt wurden, wurden fiinf weitere Klone mit in die
folgende Charakterisierung einbezogen. Diese fiinf Kandidaten erfiillen die Bedingungen
Signalintensitét grofer als 0,2 und Signalverhéltnis groBer als 10. Somit wurden 24 Kandi-
daten fiir eine ndhere Charakterisierung ausgewahlt.
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Abbildung 13: Grafische Auswertung des automatisierten screenings (ELISA) von 460 Einzelklonen gegen
TNFa. Die gestrichelten Linien stehen fiir die programmintern festgelegten Schwellenwerte. Alle Klone, die
die angelegten Kriterien erfiillen, sind innerhalb der gestrichelten Linien zu finden und namentlich gekenn-
zeichnet. Zusitzlich wurden fiinf weitere Klone fiir eine ndhere Charakterisierung ausgewdhlt. Diese finden
sich links oben im Plot und sind ebenfalls gekennzeichnet.

Zusitzlich wurde das in den dem screening verwendete Lysat direkt einer SDS-PAGE Ana-
lyse unterzogen (Abbildung 14) und anhand dieser Daten die Loslichkeit der Kandidaten
definiert. Zwei Klone wurden von dieser Analyse aufgrund fehlerhafter Sequenzen ausge-
schlossen (4R _83 und 5R_13).
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Abbildung 14: SDS-PAGE Analyse von 22 ausgewihlten Klonen. Es wurde direkt das Zelllysat verwendet,
das auch im automatisierten screening eingesetzt wurde. Somit ist hier nur die 16sliche Fraktion visualisiert.
Der rote Pfeil markiert die typische Lauthhe von M7-Varianten, bei zirka 12 kDa.
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Es sind verschiedene Laufhdhen und Expressionslevel zu erkennen. Die unterschiedliche
Laufhdhe der einzelnen Varianten erklért sich durch die Sequenzunterschiede und den damit
verbundenen Massenunterschieden. Manche Varianten zeigen einen sehr hohen Proteinan-
teil in der 16slichen Fraktion (SR _16, +++) wihrend andere nur schwach (5R 18, ++) oder
gar nicht (3R_29, —) 16slich sind.

Die Ergebnisse aus dem automatisierten screening und der darauffolgenden SDS-PAGE-
Analyse sind in Tabelle 21 zusammengefasst. Fehlerhafte Sequenzen oder mangelnde Los-
lichkeit fiihrten zu einem Ausschluss der betreffenden Variante von einer weiteren Charak-
terisierung.

Tabelle 21: Ubersicht iiber die 24 besten Varianten, die aus dem automatisierten screening erhalten wurden.
Die fiinf zusétzlich ausgewihlten Varianten sind kursiv dargestellt und wurden am Ende in die Tabelle aufge-
nommen. Grau hinterlegte Varianten wurden aufgrund fehlerhafter Sequenzen oder mangelnder Loslichkeit
von einer weiteren Charakterisierung ausgeschlossen. n. d. = nicht detektiert.

Rang| Name Sigflaleer- . Signe?l: Funktionalitét Funk'Fionalitéit Léslichkeit
héltnis intensitdt | DNA Ebene | Protein Ebene

1 4R_65 18,59 1,19 ja ja .
2 5R 18 14,33 0,47 ja ja +
3 |6R 1x 39 14,00 0,43 ja ja +
4 | 6R 1x 60 12,81 0,66 ja Jja +
5 4R 28 11,99 1,99 ja ja -

6 5R 68 9,84 0,53 ja ja +
7 5R 9 9,56 0,81 ja ja ++
8 4R 33 9,00 0,51 ja ja +
9 4R 83 8,36 0,52 ja nein n. d.
10 | 6R 7x 43 7,76 0,45 ja Jja -
11 5R 28 6,64 0,48 ja ja

12 5R 24 6,43 0,53 ja Jja

13 | 6R 7x 64 5,39 0,80 ja ja -
14 5R 16 5,01 0,49 ja ja +H+
15 3R 29 5,00 0,62 ja ja -
16 5R 7 4,96 0,57 ja ja +
17 3R 20 4,64 1,52 ja ja -
18 3R 58 4,48 0,51 ja ja -
19 | 6R 7x 8 425 0,43 ja ja +
20 SR 67 23,00 0,26 Jja Jja ++
21 SR 43 17,24 0,37 Ja ja +
22 5R 19 14,54 0,36 Jja Jja
23 SR 13 11,43 0,24 nein n.d n.d
24 4R 85 10,18 0,33 Jja Jja -
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Nach der Sequenz und Ldslichkeitsanalyse blieben 14 Varianten {ibrig, welche néher cha-
rakterisiert werden sollten. Diese wurden im 500 ml MaBstab exprimiert und chromatogra-
phisch gereinigt.

4.6 Charakterisierung von TNFa-bindenden Einzelvarianten

Um zu entscheiden, welche von den 14 Varianten die gewiinschten Eigenschaften eines Bin-
deproteins gegen TNFa aufweisen, wurden verschiedene Kriterien untersucht. Dazu wurden
alle 14 Varianten gereinigt und anschlielend in einem Spezifitits-ELISA getestet. Der Ver-
lauf der Reinigung und die Ausbeute war dabei das erste Ausschlusskriterium. Wenn sich
die Varianten nicht ohne groferen Aufwand mit dem bestehenden Protokoll als monomeres
Protein reinigen lieen, dann wurden sie bereits auf dieser Stufe von einer weiteren Charak-
terisierung ausgeschlossen.

Fiir den Spezifitits-ELISA wurden verschiedene Kontrollproteine immobilisiert. So konnte
eine Bindung gegen das Zielmolekiil TNFa sowie gegen Lysozym, Bovines Serum Albumin
und Humanes Serum getestet werden. Wenn das Signal gegen TNFa im Vergleich zu den
Kontrollen zu gering war, dann wurde die Variante aufgrund unspezifischer Bindung von
einer weiteren Charakterisierung ausgeschlossen.

Wurden die angelegten Bedingungen bis hierher erfiillt, dann erfolgte eine Bestimmung
des K ,-Wertes mit Hilfe eines konzentrationsabhdngigen ELISAs. Aufgrund der Grof3e der
neu generierten Bindefliche wurde eine Bindungsstirke im unteren mikromolaren Bereich
erwartet. Wurde der K -Wert grofer als 200 uM detektiert, dann wurden anhand dieses
Kriteriums die Varianten von einer weiteren Analyse ausgeschlossen. Tabelle 22 listet die
Ergebnisse der Charakterisierung der Einzelvarianten auf.

Tabelle 22: Zusammenfassung der Ergebnisse der ersten Charakterisierung. Grau hinterlegte Varianten wurden
von einer weiteren Charakterisierung ausgeschlossen. Kriterien die zum Ausschluss fiihrten sieche Text. Das
Kulturvolumen betrug jeweils 500 ml.

Rang Name (R:;Sl]f;rtlg Spezifitits-ELISA Konzentra]talirll;aAbhanglger-
2 SR 18 moglich (~10 mg) spezifisch K, =465 pM
3 6R 1x 39 moglich (22,7 mg) spezifisch K,=118 uM
4 6R 1% 60 moglich (~3 mg) spezifisch K,=1322 pM
6 5R_68 moglich (5,4 mg) spezifisch K,=7uM
7 5R 9 moglich (19,9 mg) spezifisch K,=28 uM
8 4R 33 moglich (n.d.) unspezifisch -

11 SR 28 moglich (~4 mg) unspezifisch -
12 SR 24 nicht moglich - -
14 5R 16 mdglich (1,73 mg) spezifisch nicht auswertbar
16 SR 7 moglich (~7,8 mg) unspezifisch -




Ergebnisse 62

Rang | Name (R:;rsltl)geirtleg) Spezifitits-ELISA Konzentra]tElErIl;aAbhanglger-
19 6R 7% 8 moglich (~2 mg) spezifisch K,=593 uM
20 5R 67 nicht moglich - -
21 5R 43 moglich (~27 mg) unspezifisch -
22 SR 19 maoglich (~0,4 mg) unspezifisch -

Es ist ersichtlich, dass drei Varianten die angelegten Bedingungen erfiillten und diese wur-
den fiir eine ndhere Charakterisierung ausgewéhlt. Fiir die Varianten 6R_1x 39, SR_68 und
5R_9 sind im Folgenden die Ergebnisse der ersten Charakterisierung im Detail dargestellt.

4.6.1 Sequenzanalyse von drei selektierten Varianten

Zuerst wurden die Sequenzen der Varianten und speziell die Aminosdureverteilung an den
NNK-Motiven untersucht. Besonderes Augenmerk wurde hierbei auf eventuell auftretende
Konsensussequenzen gelegt, beziechungsweise nach Bereichen gesucht, in denen Amino-
sduren mit bestimmten Eigenschaften (z.B. hohe Hydrophobizitit) gehduft auftreten. Das
konnten erste Indikatoren fiir einen Bindungsmechanismus sein. Tabelle 23 zeigt die an den
NNK-Motiven gefundenen Aminosduren fiir diese drei Varianten.

Tabelle 23: Aminosédureerteilung an den zehn NNK-Motiven fiir die drei besten TNFa-Binder. Positiv gela-
dene Aminosduren sind rot und negativ geladene blau hinterlegt. Alle hydrophoben Aminoséduren sind gelb
markiert.

NNK-Motiv
. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Variante
6R 1x 39 Thr Leu Val Ala Gln Gln Ala Met Met Thr
SR 68 Gly Ala Trp Thr Val His
SR 9 Asn Met Ala Cys

An Position drei und zehn sind ausschlielich hydrophobe Aminosduren zu finden. Ein Mus-
ter der geladenen Aminosduren zeichnet sich hingegen nicht ab.

Bei der Variante SR_68 war zusétzlich eine Mutation auflerhalb der gewéhlten NNK-Motive
zu beobachten. Aspartat 16 wurde hierbei durch Valin (D16V) ersetzt. Diese Position ist in
der Struktur innerhalb der ersten /oop-Region zu finden.

Um die Bindungseigenschaften der drei Varianten im Detail zu analysieren, wurden die Va-
rianten produziert und chromatographisch gereinigt.

4.6.2 Produktion und Reinigung TNFa-bindender Varianten

Die drei Varianten wurden, wie oben beschrieben (siehe 3.1.4), im 500 ml Maf3stab produ-
ziert und anschlieend chromatographisch mittels IMAC und Gelfiltration gereinigt. Tabelle
24 gibt einen Uberblick iiber die erhaltenen Ausbeuten.
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Tabelle 24: Uberblick iiber die Ausbeuten der chromatographischen Reinigung der drei besten Varianten.

Variante
6R 1x 39 SR 9 SR 68
Parameter - - - -
Kulturvolumen 500 ml 500 ml 500 ml
Optische Dichte 6,13 6,05 5,89

Zellfeuchtmasse 845¢g 931¢g 10,35 ¢
molare Masse 12148,0 Da 12286,1 Da 12281,2 Da
Extinktionskoeffizient 1490 M'cm! 2980 M'cm! 6990 M-'cm!
Konzentration des gereinigten 196,64 uM = 140,27 uM = 43,63 uM =
Proteins 2,39 mg/ml 1,73 mg/ml 0,53 mg/ml

Gesamtausbeute in mg 22,7 mg 19,9 mg 5,4 mg

Es ist zu erkennen, dass bei allen drei Varianten Ausbeuten von iiber 10 mg gereinigtes

Protein aus 1 1 Kulturvolumen erhalten wurden. Zum Vergleich konnten beim originalen

M7 tiber 40 mg gereinigtes Protein pro Liter Kulturvolumen erhalten werden. Die Variante

6R _1x 39 zeigt das beste Expressionslevel, sehr &hnlich dem von M7.

Abbildung 15 zeigt die Chromatogramme der Gelfiltrationsldufe zur Reinigung der drei Va-
rianten im Vergleich mit M7.
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Abbildung 15: Chromatogramme der Grofenausschlusschromatographie (Superdex 75) zur Reinigung der
drei TNFa-bindenden Varianten und von M7. Die Chromatogramme unterscheiden sich nur geringfiigig. Fol-
gende Retentionsvolumina konnten ermittelt werden: M7: 84,28 ml, 5SR_68: 85,54 ml, SR_9: 80,37 ml und

6R_1 39: 80,54 ml.
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Alle drei Varianten konnten, wie gezeigt, mit Hilfe der GroBenausschlusschromatographie
gereinigt werden. Die Auflosung war ausreichend, um monomere Proteinspezies abtrennen
zu konnen. Der Erfolg der Reinigung wurde per SDS-PAGE iiberwacht. Alle drei Proteine
konnten bandenrein erhalten werden (Daten nicht gezeigt). Die gereinigten, monomeren
Proteine wurden fiir weitere Analysen verwendet.

4.6.3 Spezifitit und Bindungsstirke TNFa-bindender Varianten

Um die Spezifitit der Bindung gegeniiber TNFa der einzelnen Varianten zu bestimmen,
wurden, wie unter 3.2.3 beschrieben, ELISAs durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 500 ng
Zielprotein immobilisiert. Von dem Humanen Serum wurde eine 1:10 Verdiinnung in PBS
hergestellt und davon dann 50 pl pro well fiir das Beschichten verwendet. Detektiert wurden
die Varianten mit Hilfe eines anti-His-POD konjugierten Antikorpers. Um Wechselwirkun-
gen von M7 mit TNFa auszuschlieBen, wurde gereinigtes M7 als Kontrolle mitgefiihrt. Ab-
bildung 16 zeigt die Ergebnisse des Spezifitits-ELISA.
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Esist zu sehen, dass alle drei Varianten das Zielmolekiil TNFa erkennen, wihrend M7 in 4quimo-
laren Konzentrationen nur sehr geringe bzw. gar keine Aktivitit gegen TNFa zeigt. Jedoch fal-
len die Reaktionen gegen die anderen Testproteine sehr unterschiedlich aus. Variante 6R_1x 39
zeigt gegen Lysozym und BSA keine Kreuzreaktion, jedoch erkennt sie das Humane Serum in
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einer sehr heftigen Nebenreaktion. Im Gegensatz zeigt Variante 5 R9 eine Nebenreaktion stir-

ker gegen Lysozym als gegen das Humane Serum. Variante SR _68 zeigt eine leichte Reaktion

gegen Lysozym und eine sehr starke Nebenreaktion gegen Humanes Serum. Das Kontrollprote-

in Bovines Serum Albumin wird hingegen von keiner der drei Varianten oder M7 erkannt.

Trotz der detektierten Nebenreaktion wurde die Bindungsstdrke der einzelnen Varianten mit

Hilfe eines konzentrationsabhéngigen ELISAs bestimmt. Dazu wurden ebenfalls 500 ng
TNFa immobilisiert und die Varianten nach Bindung mit Hilfe des anti-His-POD Antikor-

pers detektiert. Abbildung 17 stellt die Ergebnisse dar.
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Alle drei Varianten lieferten Messwerte, die einen hyperbolen Kurvenverlauf zeigen. Somit

konnte eine konzentrationsabhingige Bindung gegen das Zielprotein TNFo nachgewiesen

werden. Die Quantitative Auswertung der Daten ist in Tabelle 25 zusammengefasst.

Tabelle 25: Berechnete Parameter anhand der Daten des konzentrationsabhdngigen ELISAs.

Variante
ST 6R_1x_39 5R 9 5R_68
maximales Signal AU __ 1,66 £0,15 2,23 +0,22 1,38 +£0,14
K -Wert 118,10 £ 25,6 uM 27,57 +5,35 uM 6,99 + 1,84 uM
R2-Wert 0,9787 0,9872 0,9679
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Daraus lésst sich entnehmen, dass die Variante SR_68 den niedrigsten K -Wert aufweist. Es
wurde deshalb beschlossen, nur mit dieser Variante weiter zu arbeiten und diese Bindung
bzw. den Komplex ndher zu charakterisieren.

Um den Komplex zwischen 5R_68 und TNFa mit einer weiteren, unabhidngigen Metho-
de qualitativ nachzuweisen, wurde eine analytische Gelfitration durchgefiihrt (siche Absatz
3.2.7). Es konnte fiir das Zielmolekiil TNFa bereits gezeigt werden, dass eine Comigration
eines Bindungspartners auf einer Sdulenmatrix nachweisbar ist (Hoffmann et al. 2012). Je-
doch hédngt das Laufverhalten des Komplexes sowohl vom Bindungsmechanismus, als auch
von der Dissoziationskonstante (K ) ab. Zusitzlich zu den aufgezeichneten Chromatogram-
men wurden die gesammelten Fraktionen per SDS-PAGE analysiert. Abbildung 18 zeigt
die Ergebnisse der analytischen Gelfiltration. Es wurden jeweils 200 ul der entsprechenden
Losung aufgetragen. Die Konzentrationsangaben fiir TNFa beziehen sich auf das Trimer.
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Abbildung 18: Nachweis des Komplexes aus 50- )4 T
5R_68 und TNFa mit analytischer Gelfiltration: - 4mm TNFo (Trimer)
25- =
(A) Gesamtiibersicht iiber den Gelfiltrationslauf. 20- = - 4= TNFo. (Monomer)
(B) VergroBerung des Bereiches zwischen 13 und 15--- - 4mm SR 68
21 ml. Zusétzlich sind die gesammelten Fraktionen
gekennzeichnet. Diese wurden mit Hilfe der SDS- 10- |
PAGE analysiert (unten rechts). 1234567

Es konnte kein Einfluss auf das Retentionsverhalten von 5R 68 (18,32 ml allein und
18,35 ml im Komplexlauf) oder TNFa (immer 15,85 ml) ausgemacht werden. Die SDS-
PAGE zeigt deutlich, dass es zu keiner Comigration der beiden Proteine kommt. Erst in
der Fraktion 5 sind erste Spuren von 5SR_68 auszumachen. Bei diesem Retentionsvolumen

eluiert aber bereits ein Teil von SR_68 von der Sdule. Das Protein ist ab dieser Fraktion also
zu erwarten.

Somit war ein eindeutiger qualitativer Nachweis des Komplexes aus SR 68 und TNFa mit
Hilfe einer analytischen Gelfiltration nicht moglich. Um dennoch den Komplex zu detek-
tieren, wurde ein kompetitiver ELISA durchgefiihrt. Dazu wurde die Variante SR_68 mit
verschiedenen Konzentrationen an freiem TNFa als Kompetitor inkubiert, anschlieend die
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Mischung in wells gegeben, wo je 500 ng TNFa immobilisiert waren (siehe auch 3.2.3). Zur
Detektion vom gebundenen SR _68 wurde wieder ein anti-His-POD konjugierter Antikdrper
verwendet. Abbildung 19 stellt die Ergebnisse des kompetitiven ELISAs dar.
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SR 68 nicht moglich (Daten nicht
gezeigt). Somit konnte der oben erwihnte K -Wert noch nicht bestétigt werden.

Ein weiterer Versuch den Komplex aus SR_68 und TNFa qualitativ nachzuweisen wurde mit
Hilfe eines pulldown-Experimentes durchgefiihrt. Dazu wurden Nickelsdulen verwendet, die
Proteine mit His-zag binden konnen. Es sollten sich in einer Mischung aus 5R 68, welches
einen His-fag trigt, und TNFa in der Elutionsfraktion von der His-Séule beide Proteine per
SDS-PAGE nachweisen lassen. Jedoch lieferte der Versuch keine interpretierbaren Ergeb-
nisse, da TNFa allein unspezifisch mit der Sdulenmatrix interagiert (Daten nicht gezeigt).
Deshalb konnte auch mit dieser Methode der Komplex nicht eindeutig nachgewiesen werden.
Gleichzeitig schlie3t das erhaltene Ergebnis das Vorhandensein des Komplexes nicht aus.

Zusammenfassend konnte wihrend der Selektion der Bibliothek Lib10.1 OR gegen TNFa eine
Evolution der Bibliothek mittels Sequenzierungsdaten nachgewiesen werden. Ein automatisier-
tes screening-Verfahren wurde dazu verwendet, aus einem Pool von mehreren hundert Klonen
14 TNFo-bindende Varianten zu identifizieren. Eine erste Analyse dieser ergab fiir drei Varianten
eine Bindungsaffinitit im unteren mikromolaren Bereich, wobei die Variante SR_68 einen K-
Wert von unter 10 uM zeigte. Die Selektion mittels Ribosomen-display fiihrte zu bindenden
Varianten und war somit erfolgreich. Die Variante SR_68 wurde néher charakterisiert, wobei
sich herausstellte, dass der Komplex aus Variante und TNFa eindeutig nur im konzentrationsab-
héngigen ELISA nachweisbar ist. Weitere verwendete Methoden zur Analyse des Komplexes,
wie analytische Gelfiltration, kompetitiver ELISA und pulldown, zeigten ein Ergebnis, welches
auf eine sehr schnelle Dissoziation des Komplexes hindeutet, bzw. welches nicht interpretierbar
war. Um die Analytik von SRB_68 abzuschlieBen, miisste ein gréBeres Spektrum an Methoden
verwendet werden. Einige Moglichkeiten hierzu werden im Diskussionsteil vorgestellt. Aus zeit-
lichen Griinden wurde die Analytik von SR 68 im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter fokussiert.
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4.7 Das Bindeprotein 4.G11

Wie bereits beschrieben, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein weiteres Zielmolekiil bear-
beitet. Die Bibliothek Lib10.1 OR wurde dazu gruppenintern zur Verfiigung gestellt. Die
AP(1-42) Fibrillen stellen ebenfalls ein medizinisch relevantes Zielmolekiil dar (siche 1.4.2).
Mit Hilfe des Ribosomen-displays gegen reife AP(1-42) Fibrillen sollte ein konformations-
spezifisches Bindeprotein generiert werden. Die Selektion und das screening wurden hierbei
von Frau Dr. Sladjana Tomi¢ durchgefiihrt. Zur Selektion fand, wie unter 4.2 beschrieben,
die vorselektierte Bibliothek nach der 0. Runde Verwendung. Zum Wiederaufbau der S'UTR
wurden primer 14 und 15 zusammen mit primer L17rev_P verwendet (siche Abbildung 32
im Anhang). Eine Umkonstruktion der 5'UTR war bei einer Selektion gegen dieses Zielmo-
lekiil nicht notwendig. Die Selektion fand unter den Bedingungen statt, wie sie im Anhang
in Kapitel 8.3.1 beschrieben sind.

Im Anschluss folgte das primire screening mit Hilfe eines automatisierten ELISAs. Nach der
Eingrenzung auf wenige Kandidaten wurden erste Messungen mit Hilfe der Oberflichen-
plasmonresonanz-Spektroskopie (SPR) gemacht, um die Bindungsaktivitit zu bestétigen (Dr.
Sladjana Tomi¢, Daten nicht gezeigt). Das Bindemolekiil 4.G11, welches aus der 5. Runde Ri-
bosomen-display stammte, erwies sich als geeignet, und im Rahmen dieser Arbeit wurde eine
umfassende Analytik dieses Proteins durchgefiihrt. In Tabelle 26 sind die an den zehn NNK-
Positionen fiir dieses Bindeprotein erhaltenen Aminosduren im Vergleich zum M7 dargestellt.

Tabelle 26: Vergleich der Aminosduren an den zehn NNK-Motiven von der Variante 4.G11 und M7. Positiv
geladene Aminoséuren sind rot und negativ geladene blau hinterlegt. Alle hydrophoben Aminosduren sind gelb
markiert.

NNK-Motiv
. 1 5 6 7 8 9 10
Variante
4.G11 Ala Gln Ala Thr
M7 Thr Gln Thr Asn

Zusitzlich zu den gewiinschten zehn Mutationen konnte in dieser Variante der Austausch
des Glycin 73 gegen Serin (G73S) beobachtet werden. Die Aminosdure 73 befindet sich
in der Struktur in einer kurzen /oop-Region nach a-HelixIl. Es wurde davon ausgegan-
gen, dass diese Mutation weder einen Einfluss auf die Struktur noch auf das Bindungs-
verhalten hat.

In den folgenden Abschnitten sind die Ergebnisse der Charakterisierung dieses Bindeprote-
ins dargestellt.

4.7.1 Produktion und Reinigung von 4.G11

Die Variante 4.G11 wurde, wie oben beschrieben (siehe 3.1.4), exprimiert und anschlieend
chromatographisch gereinigt. Die Reinigung fand an einem AKTAexplorer System statt. Im
Vergleich zur unter 3.2.4 beschriebenen automatisierten Reinigung gibt es folgende Unter-
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schiede: Zur Elution des Proteins von der IMAC Séule wurde ein linearer Immidazolgra-
dient verwendet und die Detektion fand bei 276 nm statt (Chromatogramm siehe Anhang
Abbildung 36). Die erhaltenen Fraktionen wurden von Hand gepoolt und mit Hilfe eines

10 ml superloops auf eine Superdex S75 Gelfiltrationssiule geladen. Tabelle 27 gibt einen
Uberblick iiber die erhaltenen Ausbeuten.

Tabelle 27: Uberblick iiber die Ausbeuten der chromatographischen Reinigung der Variante 4.G11.

Parameter e 4Gl
Kulturvolumen 500 ml
Optische Dichte 6,68
Zellfeuchtmasse 6,92
molare Masse 12085,7
Extinktionskoeffizient 1490 M-'em!
Konzentration des gereinigten Proteins 34,23 uM = 0,41 mg/ml
Gesamtausbeute in mg 3,08 mg

Es ist zu erkennen, dass die Variante 4.G11 vergleichsweise geringe Ausbeuten liefert. So

konnten aus 1 1 Kulturvolumen zirka 6 mg gereinigtes Protein erhalten werden. Abbildung 20
zeigt das Chromatogramm der Reinigung mittels Gelfiltration von 4.G11.
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Abbildung 20: Chromatogramm der Reinigung von 4.G11. Detektiert wurde bei einer Wellenldnge von 276 nm
auf einer AK TAexplorer. Das Retentionsvolumen betriigt 81,52 ml. Zum Vergleich wurde das Chromatogramm

einer M7 Reinigung auf einer AK TAxpress detektiert bei 280 nm dargestellt. Das Retentionsvolumen von M7
betragt 84,28 ml.
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Der Peak bei einem Retentionsvolumen von 81,5 ml wurde fraktioniert gesammelt, die Frak-
tionen im Anschluss vereinigt und fiir héhere Konzentrationen die Probe mit Hilfe eines
Zentrifugenkonzentrators aufkonzentriert. Der Verlauf der Reinigung wurde per SDS-PAGE
liberwacht. Abbildung 21 zeigt, dass bandenreines Protein erhalten werden konnte.

Die so erhaltene, gereinigte, monomere Proteinfraktion wurde fiir die sich anschlieBenden
analytischen Experimente verwendet.

e

Bahn 1: Marker

Bahn 2: 16sliche Proteinfraktion (analytisch)

kba : Bahn 3: unldsliche Proteinfraktion (analytisch)
30- b 4 Bahn 4: 16sliche Proteinfraktion vor IMAC (préparativ)
5. Bahn 5: Elutionspeak der IMAC
:llg : : Bahn 6: 4.G11 nach der Gelfiltration
10 - —
1

2

3 4 5 6

Abbildung 21: SDS-PAGE-Analyse der Reinigung von 4.G11.

4.7.2 Spezifitit und Bindungsstirke von 4.G11

Bestimmung der Spezifitdit von 4.G11

Um die Spezifitit der Variante 4.G11 gegen AP(1-42) Fibrillen und andere Fibrillen zu tes-
ten, wurde ein Spezifitits-ELISA durchgefiihrt (vgl. 3.2.3). Dazu wurden von jeder Protein-
spezies 500 ng immobilisiert und anschlieBend mit 4.G11 inkubiert. Um eine Kreuzreaktion
des originalen scaffold Proteins M7 mit den Fibrillen auszuschlieBen, wurde gereinigtes M7
als Kontrolle mitgefiihrt. Detektiert wurden 4.G11 und M7 mit Hilfe eines POD konjugier-
ten anti-His -Antikorpers. Abbildung 22 zeigt die Ergebnisse des Spezifitéts-ELISA. Es ist
zu sehen, dass 4.G11 wie gewlinscht mit den AB(1-42) Fibrillen interagiert. Zusétzlich ist es
in der Lage, AB(1-40) Fibrillen zu erkennen und zwischen verschiedenen anderen Fibrillen
zu diskriminieren. Die Kontrollen wurden dabei nach Haupt ez al. und ihrer Verfiigbarkeit
ausgewahlt (Haupt ef al. 2011). AP(16-22), hSAA, Insulin und N-(+7)Ala PABPN1 Fibril-
len werden nicht erkannt. Gegen die mSAA Fibrillen hingegen konnte eine starke Bindung
detektiert werden. Die N-(+7)Ala PABPNI1 Fibrillen (Sackewitz et al. 2008) wurden freund-
licherweise von Reno Winter (Institut fiir Biochemie und Biotechnologie, Halle), alle andern
Fibrillen von Senthil Kumar (siehe 8.3.4) zur Verfiigung gestellt.

Das nicht fibrilldre, 16sliche Protein BSA (Bovines Serum Albumin) wurde weder von 4.G11
noch von M7 erkannt. Somit sind rein hydrophobe, unspezifische Wechselwirkungen ausge-
schlossen.
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Abbildung 22: Spezifitits-ELISA der Variante 4.G11 und M7. Jeweils 500 ng der Fibrillen bzw. des Ziel-
proteins wurden immobilisiert. Detektiert wurden 4.G11 und M7 mit Hilfe eines anti-His-POD konjugierten
Antikorpers. Verwendet wurden 4.G11 und M7 in einer Konzentration von 75 pM. Es sind deutliche Bindungs-
signale von 4.G11 gegen AB(1-42) bzw. AB(1-40) Fibrillen, sowie gegen mSAA Fibrillen zu erkennen.

Das Protein 4.G11 lieB sich in ausreichenden Mengen bis zur Homogenitét reinigen und zeigt
die gewlinschte Bindung an AB(1-42) Fibrillen. Zusitzlich erkennt 4.G11 auch AB(1-40)
und mSAA Fibrillen. Andere getestete Fibrillen werden nicht erkannt, somit wird kein Epi-
top gebunden was ubiquitér auf Fibrillen vorhanden ist. Im Folgenden wurde die Bindung
beziiglich Affinitdt und Konformationsspezifitit hin ndher charakterisiert.

Bestimmung der Bindungsstdrke von 4.G11

Nachdem die Bindung und die Spezifitdt von 4.G11 gegen die AP(1-42) Fibrillen qualita-
tiv nachgewiesen werden konnte, wurde mit verschiedenen Methoden die Bindungsstérke
bestimmt. Wie unter 3.2.3 beschrieben, wurde zuerst ein konzentrationsabhangiger ELISA
durchgefiihrt (Abbildung 23 A). Es ist ein hyperboler Kurvenverlauf mit einer Sattigungs-
phase zu erkennen. Der nach Gleichung 2 ermittelte K -Wert betragt 13,3 uM.

Um den K _-Wert mit einer unabhidngigen Methode zu bestitigen, wurden wie unter 3.2.6
beschrieben, kinetische Messungen am Biacore durchgefiihrt (Abbildung 23 B). Es ist ein-
deutig eine konzentrationsabhingige Bindung an die immobilisierten Fibrillen zu erkennen.
Die Auswertung der Daten im Bindungsgleichgewicht ergab einen K -Wert von 21,2 uM.
Dieser bestatigt somit den mit Hilfe des ELISAs bestimmten K -Wert. Damit konnte eine
Bindungsstdrke im niedrigen mikromolaren Bereich nachgewiesen werden.
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Abbildung 23: Bestimmung der Bindungsstirke und der Spezifitit der Variante 4.G11 gegeniiber AB(1-42)

Fibrillen.

(A) Konzentrationsabhiangiger-ELISA gegen je 500 ng immobilisierte AB(1-42) Fibrillen. Detektiert wurde
4.G11 mit Hilfe eines anti-His-POD konjugierten Antikdrpers (n=2). Die Punkte stellen den Mittelwert dar,
die Fehlerbalken geben den niedrigsten und den hochsten Messwert an. Die quantitative Auswertung nach
Gleichung 2 ergab folgende Werte: AU__ = 0,83; K = 13,27 uM; R* = 0,96.

(B) Bindungskinetik von 4.G11 gegen immobilisierte AB(1-42) Fibrillen. Die unterschiedlichen Konzentratio-
nen sind im Bild angegeben. Die Auswertung im steady-state ergab einen K -Wert von 21,2 pM.

(C) Kompetitionsexperiment mit AB(1-42) Fibrillen. Eine Vorinkubation von 4.G11 mit Fibrillen fiihrt zu einer

Kompetition (schwarze Linie). Als Kontrollen wurden 4.G11 und 4.G11 zentrifugiert mitgefiihrt. Experimen-
teller Aufbau siche Text.

(D) Bindung von 4.G11 gegen disaggregiertes AB(1-42) Peptid. Konzentrationen von 4.G11 siche Bild. Expe-
rimenteller Aufbau sieche Text.

Da beide Methoden, ELISA und SPR, die Wechselwirkungen der Bindungspartner an der
Oberfliche des Reaktionsgefifles messen, wurde, wie unter 3.2.6 beschrieben, ein Kompe-
titionsexperiment in Losung mit AB(1-42) Fibrillen ausgefiihrt (Abbildung 23 C). Es ist zu
erkennen, dass eine Vorinkubation von 4.G11 mit Fibrillen in Losung und die anschlieBende
Entfernung dieser aus der Losung zu einer stark verminderten Bindungsaktivitit des vermes-
senen Uberstandes fiihrt. Somit fand zuvor eine Bindung in Lésung von 4.G11 an die Fibrillen
statt. 4.G11 wurde mit den Fibrillen zusammen aus dem System entfernt (Ultrazentrifugation),
was zu einer verminderten Aktivitit des Uberstandes fiihrte. Die Kontrollen hingegen zeigten
die erwartete Bindungsaktivitit von 4.G11 gegen Fibrillen und belegen gleichzeitig, dass die
verminderte Aktivitét keine Folge der Ultrazentrifugation ist. Somit konnte der Komplex aus
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4.G11 und AP(1-42) Fibrillen in Losung qualitativ nachgewiesen werden. Das Kompetitions-
experiment wurde zusitzlich mit AB(1-40) Fibrillen durchgefiihrt. Auch gegen diese Fibrillen
konnte eine Bindung in Losung nachgewiesen werden (sieche Anhang Abbildung 37).

Um zu testen, ob die Bindung an die Fibrillen sequenzspezifisch oder konformationsspezifisch
erfolgt, wurde die Bindung gegen disaggregiertes AB(1-42) Peptid (Chen und Wetzel 2001)
getestet. Dazu wurde ein Biacore SA Chip mit disaggregiertem Peptid beladen (siche 3.2.6).
Die Funktionalitit des Chips wurde mit Hilfe eines monoklonalen sequenzspezifischen An-
tikorpers bestitigt (Sigma Aldrich, A8978, Daten nicht gezeigt). Zwei Konzentrationen von
4.G11 wurden tiber den Chip gegeben, und es konnte keinerlei Interaktion detektiert werden
(Abbildung 23 D). Die verwendete 4.G11 Fraktion war zuvor auf ihre Bindungsaktivitét ge-
gen AP(1-42) Fibrillen positiv getestet worden. Damit konnte eindeutig gezeigt werden, dass
die Bindung nicht auf einer Sequenzerkennung beruht. Um ein positives Bindungsereignis zu
detektieren, muss AP(1-42) in seiner fibrillairen Konformation vorliegen. Das Ziel, ein konfor-
mationsspezifisches Bindeprotein gegen AB(1-42) Fibrillen zu generieren, wurde also erreicht.

Ob die Bindung von 4.G11 an reife Fibrillen irgendeinen Einfluss auf das Verhalten der Fib-
rillen hat, wurde im Folgenden untersucht.

4.7.3 Einfluss von 4.G11 auf die Fibrillierungskinetik

Da nachweislich eine Interaktion von 4.G11 mit den Fibrillen stattfindet, ist es denkbar, dass
dadurch die Fibrillen selbst in ihrem molekularen Verhalten beeinflusst werden. Um diesen
Aspekt ndher zu betrachten wurden Fibrillierungskinetiken unter Zugabe von verschiedenen
Konzentrationen 4.G11 durchgefiihrt (siche 3.5.2). Als Gegenkontrolle wurde M7 mitge-
fithrt. Abbildung 24 zeigt die grafische Auswertung der Kinetiken.
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Abbildung 24: Fibrillierungskinetik von AB(1-40) Peptid unter der Zugabe von (A) verschiedenen Konzentra-
tionen an 4.G11 und (B) verschiedenen Konzentrationen an M7. Als Kontrolle wurden jeweils 4.G11 und M7
alleine vermessen. Die Konzentration von Thioflavin T betrug in jeder Messung 20 uM. Es wurde eine Vier-
fachbestimmung durchgefiihrt. Die verwendeten Proteinkonzentrationen sind der Abbildung zu entnehmen.
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Anhand dieses Experimentes ist zu erkennen, dass 4.G11 die Kinetik der Fibrillenbildung
wesentlich beeinflusst. Wéhrend das AB(1-40) Peptid nach einer /ag-Phase von einigen
Stunden eine deutliche Reaktion mit dem fibrillenspezifischen Farbstoff Thioflavin T zeigt,
ist die /ag-Phase durch die Zugabe von 4.G11 wesentlich verlédngert. Dieser Effekt ist kon-
zentrationsabhéngig. Weiterhin ist zu beobachten, dass unter dem Einfluss von 4.G11 nicht
das maximale Fluoreszenzsignal, wie in der AB(1-40) Reaktion, erreicht wird. 4.G11 allein
zeigt keinerlei Reaktion mit dem Farbstoff, das heiflt es werden unter diesen Bedingungen
keine 4.G11 Fibrillen gebildet, welche das abweichende Verhalten erkldren konnten (Abbil-
dung 24 A). Da M7, das originale scaffold, kaum mit der Fibrille interagiert, wurde auch
keine Beeinflussung der Kinetik durch die Zugabe von M7 postuliert. Um das zu iiberpriifen,
wurde der assay analog mit M7 durchgefiihrt. Es ist zu erkennen, dass M7 keinerlei Einfluss
auf die Geschwindigkeit der Fibrillenbildung nimmt. Ebenso zeigt M7 allein keinerlei Re-
aktion mit dem Farbstoff Thioflavin T (Abbildung 24 B). Damit konnte eindeutig gezeigt
werden, dass nur 4.G11 das molekulare Verhalten von AB(1-40) wihrend der Bildung von
Fibrillen beeinflusst.

Im Rahmen dieses Versuches wurde auch das Endprodukt der Fibrillenbildung mit Hilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) untersucht. Dabei wurde das Augenmerk auf
eventuelle morphologische Verdnderungen gelegt. Abbildung 25 zeigt die mikroskopischen
Aufnahmen der erhaltenen Fibrillen.

Konzentration 4.G11

Abbildung 25: TEM-Aufnahmen (negativ kontrastiert) der Endprodukte der Fibrillierungskinetik. Es wurden
jeweils von zwei unterschiedlichen Regionen der Probe Aufnahmen gemacht (oberes und unteres Bild). Der
Skalierungsbalken entspricht 200 nm. (A) 50 uM AB(1-40), (B) 50 uM AB(1-40) + 25 uM M7, (C) 50 uM
AB(1-40) +5 uM 4.G11, (D) 50 uM AB(1-40) + 10 pM 4.G11, (E) 50 uM AB(1-40) + 25 pM 4.G11. M7 be-
einflusst die Morphologie der Fibrillen nicht. 4.G11 hingegen fiihrt mit steigender Konzentration zu kiirzeren
Fibrillenfragmenten.
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AB(1-40) Fibrillen erscheinen normalerweise im transmissionselektronenmikroskopischen Bild
als fadenformige, mehr oder weniger geradlinige Polymere (Meinhardt und Fandrich 2009).
Abbildung 25 A zeigt die erwarteten Polymere als Endprodukt der Fibrillenbildung. Die Zuga-
be von M7 beeinflusst die Morphologie der Fibrillen dabei nicht (Abbildung 25 B). Betrach-
tet man aber die Endprodukte der Kinetik mit 4.G11, dann ist eine konzentrationsabhéngige
Veranderung der Fibrillenmorphologie zu erkennen (Abbildung 25 C, D und E). Besonders
augenscheinlich ist der Effekt bei einem molekularen Verhéltnis von AB(1-40) Peptid zu 4.G11
von 2: 1 (Abbildung 25 E). Bei diesen Konzentrationen sind sehr kurze Fragmente, anstelle von
langen linearen Polymeren, beobachtet worden. Die Bindung von 4.G11 an die Fibrillen fiihrt
also wihrend der Bildung der Fibrillen zu einer verzogerten Kinetik und zu einer Fragmentie-
rung. Um zu iiberpriifen, ob dieser Effekt ausschlieBlich auf die Bildungsreaktion der Fibrillen
beschrankt ist, wurden Fragmentierungsexperimente mit reifen Fibrillen durchgefiihrt.

4.7.4 Einfluss von 4.G11 auf reife Fibrillen

Um die Fragmentierung durch 4.G11 auch bei reifen Fibrillen nachzuweisen oder auszu-
schlieBen, wurden Experimente wie unter 3.5.3 beschrieben durchgefiihrt. Dabei erfolgte eine
Untersuchung von AB(1-42), AB(1-40), mSAA und hSAA Fibrillen analog zum Spezifitits-
ELISA. Es wurden reife Fibrillen (Probe 0 h) 48 Stunden lang mit verschiedenen Konzent-
rationen an 4.G11 inkubiert. Als Kontrolle wurden Fibrillen ohne 4.G11 Zugabe mitgefiihrt.
Am Ende des Experimentes wurde die Morphologie der Fibrillen unter dem Transmissions-
elektronenmikroskop betrachtet. Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse fiir AB(1-42) Fibrillen.

Konzentration 4.G11

Abbildung 26: TEM-Aufnahmen (negativ kontrastiert) von AB(1-42) Fibrillen mit und ohne 4.G11. Es wur-
den jeweils von zwei unterschiedlichen Regionen der Probe Aufnahmen gemacht (oberes und unteres Bild).
Bei der Probe zum Startpunkt wurde nur ein Bild aufgenommen. Der Skalierungsbalken entspricht 500 nm. (A)
10 uM reife AB(1-42) Fibrillen zum Startpunkt des Experimentes (0 h), (B) 10 uM reife AB(1-42) Fibrillen
nach 48 h Schiitteln, (C) 10 uM reife AB(1-42) Fibrillen + 10 uM 4.G11 nach 48 h Schiitteln, (D) 10 uM reife
AB(1-42) Fibrillen + 25 uM 4.G11 nach 48 h Schiitteln, (E) 10 uM reife AB(1-42) Fibrillen + 50 uM 4.G11
nach 48 h Schiitteln. Es ist eine Fragmentierung der Fibrillen mit zunehmender Konzentration zu beobachten.
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Es ist zu erkennen, dass die AP(1-42) Fibrillen allein unter dem Einfluss des Schiittelns
keine Anderung in ihrer Morphologie zeigen. Zwischen dem Startpunkt des Experimentes
(Abbildung 26 A) und 48 h danach (Abbildung 26 B) gibt es keine Unterschiede. Es finden
sich aber bereits bei dquimolaren Konzentrationen von 4.G11 Bereiche in der Probe, die
eine deutliche Fragmentierung zeigen (Abbildung 26 C). Dieser Effekt nimmt mit steigender
Konzentration von 4.G11 zu. Reife AB(1-42) Fibrillen lassen sich also durch die Zugabe von
4.G11 fragmentieren.

Ahnliche Ergebnisse wurden mit vorgeformten AB(1-40) Fibrillen beobachtet. Abbildung
27 zeigt die Aufnahmen fiir AB(1-40) Fibrillen.

Konzentration 4.G11

Abbildung 27: TEM-Aufnahmen (negativ kontrastiert) von AB(1-40) Fibrillen mit und ohne 4.G11. Es wur-
den jeweils von zwei unterschiedlichen Regionen der Probe Aufnahmen gemacht (oberes und unteres Bild).
Bei der Probe zum Startpunkt wurde nur ein Bild aufgenommen. Der Skalierungsbalken entspricht, wenn nicht
anders in Klammern angegeben, 200 nm. (A) 10 uM reife AB(1-40) Fibrillen zum Startpunkt des Experimentes
(0 h), (B) 10 uM reife AP(1-40) Fibrillen nach 48 h Schiitteln, (C) 10 uM reife AB(1-40) Fibrillen + 10 uM
4.G11 nach 48 h Schiitteln (Skalierung unteres Bild: 500 nm), (D) 10 uM reife AB(1-40) Fibrillen + 25 pM
4.G11 nach 48 h Schiitteln (Skalierung unteres Bild: 500 nm), (E) 10 uM reife ApP(1-40) Fibrillen + 50 pM
4.G11 nach 48 h Schiitteln (Skalierung oberes Bild: 1 pM, unteres Bild: 500 nm). Es ist eine Fragmentierung
der Fibrillen mit zunehmender Konzentration zu beobachten.

Auch mit reifen AB(1-40) Fibrillen ist eine Fragmentierung durch 4.G11 detektierbar. Al-
lerdings ist der Effekt bei dquimolaren Konzentrationen noch nicht wirklich ausgepréigt zu
beobachten (Abbildung 27 C). Erst bei einer Konzentration von 25 uM 4.G11 (2,5facher
molarer Uberschuss) ist eine deutliche Fragmentierung sichtbar (Abbildung 27 D). Das Er-
gebnis deckt sich mit der Beobachtung des Spezifitits-ELISA (siche Abbildung 22) wo ge-
gen AP(1-40) Fibrillen ein geringeres Bindungssignal als gegen AP(1-42) Fibrillen gemes-
sen wurde. Dennoch ist die Fragmentierung augenscheinlich.

Im Spezifitits-ELISA konnte ebenfalls eine Bindung an mSAA Fibrillen nachgewiesen wer-
den. Eine Fragmentierung der reifen Fibrillen konnte somit auch in diesem Falle erwartet
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werden. Abbildung 28 zeigt die Ergebnisse fiir die Fragmentierung der mSAA Fibrillen.
Mit zunehmender Konzentration ist keine eindeutige Fragmentierung beobachtet worden.
Manche Teilausschnitte der Probe deuten allerdings auf eine beginnende Fragmentierung
hin (Abbildung 28 C oberes Bild). Die Morphologie der reifen mSAA Fibrillen scheint sich
mehr dahin zu verdndern, dass ihr Durchmesser zunimmt. Das konnte durch die bereits
nachgewiesene Bindung von 4.G11 an die Fibrillen verursacht werden. Die relativ starke
Bindung von 4.G11 an diese Fibrillen wiirde, wie bei den beiden Fibrillen der Isoformen
des AP Peptides, eine Fragmentierung erwarten lassen. Dieses konnte aber nicht eindeutig
gezeigt werden.

A

Konzentration 4.G11

Abbildung 28: TEM-Aufnahmen (negativ kontrastiert) von mSAA Fibrillen mit und ohne 4.G11. Es wurden je-
weils von mindestens zwei unterschiedlichen Regionen der Probe Aufnahmen gemacht, da die Morphologie nicht
eindeutig bestimmbar war. Bei der Probe zum Startpunkt wurde nur ein Bild aufgenommen. Der Skalierungs-
balken entspricht 500 nm. (A) 10 uM reife mSAA Fibrillen zum Startpunkt des Experimentes (0 h), (B) 10 uM
reife mSAA Fibrillen nach 48 h Schiitteln, (C) 10 uM reife mSAA Fibrillen + 10 pM 4.G11 nach 48 h Schiitteln,
(D) 10 uM reife mSAA Fibrillen + 25 uM 4.G11 nach 48 h Schiitteln, (E) 10 uM reife mSAA Fibrillen + 50 uM
4.G11 nach 48 h Schiitteln. Es ist eine Anderung der Morphologie der Fibrillen zu erkennen. Der Durchmesser der
Fibrillen scheint groBer zu werden. Eine Fragmentierung konnte nicht eindeutig beobachtet werden.

Als Kontrolle wurde auch die Wirkung von 4.G11 auf reife hSAA Fibrillen untersucht. Da
diese im Spezifitits-ELISA keinerlei Interaktion zeigten, ist hier die klare Erwartungshal-
tung, dass ein ,,Scheren® der Fibrillen nicht stattfindet. In Abbildung 29 sind die Ergebnisse
dieser Untersuchung dargestellt. Eine Fragmentierung der Fibrillen ist tatsédchlich zu keinem
Zeitpunkt zu erkennen. Ab einem molekularen Verhiltnis von hSAA zu 4.G11 von 1:2,5
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erscheinen die Fibrillen kontrastierter und dicker (Abbildung 29 D). Das konnte durch eine
Prizipitation von 4.G11 erklédrt werden, das ja in der Probe vorhanden ist und folglich auch
einen Kontrast im elektronenmikroskopischen Bild geben konnte.

A

Konzentration 4.G11

Abbildung 29: TEM-Aufnahmen (negativ kontrastiert) von hSAA Fibrillen mit und ohne 4.G11. Es wurden
jeweils von zwei unterschiedlichen Regionen der Probe Aufnahmen gemacht (oberes und unteres Bild). Bei der
Probe zum Startpunkt wurde nur ein Bild aufgenommen. Der Skalierungsbalken entspricht 500 nm. (A) 10 pM
reife hRSAA Fibrillen zum Startpunkt des Experimentes (0 h), (B) 10 pM reife hSAA Fibrillen nach 48 h Schiit-
teln, (C) 10 uM reife hSAA Fibrillen + 10 pM 4.G11 nach 48 h Schiitteln, (D) 10 uM reife hSAA Fibrillen +
25 uM 4.G11 nach 48 h Schiitteln, (E) 10 uM reife hSAA Fibrillen + 50 uM 4.G11 nach 48 h Schiitteln. Es
ist keine groBere Anderung der Morphologie zu erkennen. Eine Fragmentierung konnte zu keinem Zeitpunkt

beobachtet werden. Mit steigender Konzentration von 4.G11 erscheinen die Fibrillen etwas kontrastierter und
dicker.

Weiterhin wurden die Fibrillen von AB(16-22) und Insulin untersucht. Jedoch trat bei die-
sen Proben eine Zerstorung (Fragmentierung) bereits durch den Einfluss der Inkubation un-
ter Schiitteln auf. So konnten diese Proben nicht eindeutig auf eine Fragmentierung durch
4.G11 hin untersucht werden. Da aber keine Bindung im Spezifitits-ELISA nachgewiesen
werden konnte, wurde auch keine Fragmentierung fiir diese Fibrillen postuliert.

Eine Fragmentierung von vorgeformten Fibrillen durch die Zugabe von 4.G11 liel} sich also
bei AP(1-42) und AB(1-40) Fibrillen eindeutig nachweisen. Das auftretende Bindungsereig-
nis fiihrt konzentrationsabhéngig zu einer augenscheinlichen Veridnderung der Morphologie
der Fibrillen. Die molekulare Identitédt der erhaltenen Fragmente ldsst sich aus diesen Expe-
rimenten nicht eindeutig ableiten. Deshalb wurde im Folgenden versucht, die Toxizitdt der
fragmentierten Fibrillen zu untersuchen.

4.7.5 Bestimmung der Toxizitat der fragmentierten Fibrillen

Oligomere Zustidnde des AP Peptides sind toxischer als reife Fibrillen. Um zu iiberpriifen,
ob die beobachtete Fragmentierung der Fibrillen zu toxischen Endprodukten fiihrt, wurde,
wie unter 3.5.4 beschrieben, ein Zellzytotoxizititstest durchgefiihrt. Dazu wurden AB(1-40)
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Fibrillen und durch 4.G11 fragmentierte AB(1-40) Fibrillen eingesetzt. Um einen groBtmog-
lichen Effekt zu erzielen, wurden 10 uM reife AB(1-40) Fibrillen in Gegenwart von 50 uM
4.G11 inkubiert und somit die maximale experimentell beobachtete Fragmentierung indu-
ziert (vgl. Abbildung 27). Humane SH-SY5Y Neuroblastomzellen (Biedler ez al. 1978) wur-
den mit unterschiedlichen Endkonzentrationen an diesen fragmentierten Fibrillen inkubiert.
Abbildung 30 zeigt das Ergebnis des Zytotoxizitétstestes.
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Abbildung 30: Zellzytotoxizititstest. SH-SYS5Y Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von
APB(1-40) Fibrillen oder durch 4.G11 fragmentierte Fibrillen [10 uM reife AB(1-40) Fibrillen + 50 pM 4.G11]
behandelt (n=2). Als Kontrolle wurden SH-SY5Y Zellen unbehandelt, mit Staurosporin und mit dquivalenten
Mengen an 50 mM HEPES Puffer pH="7.,4 versetzt gemessen. Anschlieend wurde der Anteil lebender Zellen
mit Hilfe eines MTT-assays bestimmt und auf die unbehandelte Kontrolle normiert. Es ist bei allen drei ein-
gesetzten Endkonzentrationen zu erkennen, dass die reifen AP(1-40) Fibrillen einen Vitalitdtswert von zirka
83 % erreichen. Die fragmentierten Fibrillen erreichen einen Wert von zirka 86 % und liegen damit in derselben
GroBenordnung. Fiir 4.G11 allein konnte ein Wert von 90 % bestimmt werden, der damit im Bereich des Kon-
trollwertes mit HEPES Puffer (93 %) liegt. Eine erwartete hohe Zellzytotoxizitdt der fragmentierten Fibrillen
konnte nicht bestétigt werden.
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Bei dem Test konnte keine erhohte Toxizitét der fragmentierten Fibrillen beobachtet werden.
Die gemessenen Werte liegen im Bereich der reifen Fibrillen. Somit ist es unwahrscheinlich,
dass die Fragmentierung durch 4.G11 zu bekannten zytotoxischen, oligomeren Zustdnden
filhrt. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass 4.G11 allein die Zellen nicht negativ be-
einflusst. Ein konzentrationsabhéngiger Verlauf der Toxizitdt konnte iiber den gemessenen
Bereich nicht beobachtet werden.
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5 Diskussion

Die Technik kiinstliche Bindeproteine zu erzeugen, ist gerade im Begriff, sich als Standard-
werkzeug in der Grundlagenforschung zu etablieren. Ein gewisser prozentualer Anteil auf
der Oberfliche eines scaffold Proteins wird verdndert, um vorrangig Diversitit und letzten
Endes Affinitét gegeniiber einem Zielprotein zu erzeugen. Das geschieht, indem eine DNA-
Bibliothek erzeugt wird. Um die gewlinschte Bindung des neu erzeugten Proteins gegen be-
stimmte Zielmolekiile zu selektieren, stehen verschiedenste Selektionsmethoden zur Auswahl
(vgl. 1.3). Ein fundamentaler Schritt bei der Erzeugung neuer Bindeproteine mit gewiinschten
Eigenschaften ist dabei die Auswahl des scaffold Proteins selbst und der zu randomisierenden
Positionen. Neben vielen anderen Eigenschaften (siehe 1.1) ist eine hohe intrinsische Stabilitét
des Geriistproteins von entscheidender Bedeutung. Das Protein M7 stellt mit einer thermody-
namischen Stabilitit von AG ; = 79 kJ/mol einen sehr geeigneten Kandidaten dar (vgl. 1.2).

Bei den meisten anderen scaffold Proteinen basiert die neu geschaffene Bindefliche auf na-
tiirlichen Interaktionsflichen (Protein-DNA oder Protein-Protein Bindung) der scaffold Pro-
teine. Da es sich bei M7 um ein vollsténdig in silico designtes Protein handelt, konnte bei der
Auswabhl der Reste eine natiirliche Bindeflache nicht beriicksichtigt werden. Ein Konsensus-
design, welches konservierte natiirlich vorkommende Reste beriicksichtigt, konnte ebenfalls
nicht angewandt werden. Es musste eine Auswahl an zu randomisierenden Resten anhand
empirischer Daten getroffen werden. Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Oberfla-
chenrandomisierung auf Sekundérstrukturelementen erfolgreich zur Generierung von Bin-
deproteinen genutzt werden kann, fiel die Entscheidung hier ebenfalls fiir die Randomisie-
rung von Losungsmittel-exponierten Resten auf dem flinfstrangigen -Faltblatt (Ebersbach
et al. 2007, Mirecka et al. 2009) (siehe auch 1.1). Rigide und stabile Bindeflachen haben
wihrend des Bindungsereignisses zusitzlich den Vorteil, dass der Verlust an Entropie durch
die Bindung vergleichsweise gering ist (Skerra 2000).

Anhand der Strukturdaten von M7 ist bekannt, dass das Protein iiber eine sehr kompak-
te Topologie mit sehr kurzen loop-Strukturen (meist vier bis sechs Aminosduren) verfiigt.
(Stordeur et al. 2008). Um diese /oops durch die Randomisierung nicht zu destabilisieren,
was eventuell einen kompletten Verlust der Faltungsfahigkeit des Proteins nach sich ziehen
konnte, wurde die Fliche im Inneren des Faltblattes ausgewihlt (siehe 4.1). Damit stehen
fiir die Erzeugung einer de novo Bindefliche zehn Losungsmittel-exponierte Reste zur Ver-
fligung. Bei einer Gesamtldnge von 92 Aminosduren sind das 11 % der gesamten Sequenz.
Damit steht eine theoretische Fliche von 645 A fiir die Protein-Protein Interaktion zur Ver-
fiigung (10% der gesamten Losungsmitttel-exponierten Proteinoberfliche). Im Vergleich
dazu beginnt die Interaktionsfliche von Antikorper-Protein Komplexen bei zirka 680 A2 und
liegt im Mittel um 800 A2, was fiir Affinititen im nanomolaren Bereich ausreicht (Rees et al.
1994). Welche Reste und damit Oberfldche sich aber final an der Bindung beteiligen, kann
zu diesem Zeitpunkt des Designprozesses nicht vorhergesagt werden.

Es wurden also diese zehn Reste fiir eine zufdllige Mutagenese ausgewihlt, um eine DNA-
Bibliothek auf Basis des M7 Proteins zu erstellen und damit erstmalig die Sekundérstrukturele-
mente dieser sehr stabilen Topologie zur Erzeugung von kiinstlichen Bindeproteinen zu nutzen.
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5.1 Qualitat der erstellten M7 Bibliothek.

Bei der Erzeugung von kiinstlichen Bindeproteinen spielt die Qualitit der verwendeten
DNA-Bibliothek eine iibergeordnete Rolle. Die Diversitdt auf DNA-Ebene und Funkti-
onalitdt auf Proteinebene der Bibliothek sind von entscheidender Bedeutung fiir den ex-
perimentellen Erfolg (Steiner ef al. 2008). In der ersten Generation der Bibliothek, die in
dieser Arbeit erstellt wurde, konnte eine Funktionalitit von 46 % auf Aminosdureebene
erreicht werden. Im Vergleich zu publizierten Funktionalititen von bis zu 75 % war dieser
Wert verhiltnisméBig gering (Nord et al. 1995, Hoffmann 2011, Kronqvist et al. 2008).
Deshalb wurde eine sogenannte 0. Runde Ribosomen-disp/ay gegen einen polyklonalen
anti-M7 Antikorper durchgefiihrt, um die Qualitit der Bibliothek zu verbessern (vgl. 4.2).
Der Anteil von funktionalen Bibliotheksmitgliedern konnte damit auf 59 % erhoht werden,
was im oberen Mittelfeld der literaturbekannten Werte liegt. Die Qualitit der Bibliothek
konnte durch dieses Experiment wesentlich verbessert werden, gleichzeitig belegt es, dass
die Bibliothek und damit das scaffold an sich funktional im Ribosomen-display priasentiert
werden kann. Dieser Nachweis der Funktionalitit des gewidhlten Selektionssystems war
fiir alle folgenden Experimente essentiell. Weiterhin konnte der Anteil der 16slich herge-
stellten Bibliotheksmitglieder auf 30 % Gesamtanteil verdoppelt werden. Dieser Wert kann
aufgrund fehlender Quellen nicht in Bezug zu bereits veroffentlichten Bibliotheken gesetzt
werden. Er impliziert aber, dass rund 70 % der hergestellten Proteine aus dieser Bibliothek
nicht 16slich sind, was zu massiven Problemen beim Selektionsverfahren fiihren kann. Um
diesen Umstand Rechnung zu tragen, wurde in fast allen Selektionsrunden eine Pra-Selek-
tion gegen verschiedene beads durchgefiihrt (vgl. 3.4.4). Durch die Priasentation von ver-
schiedenen Oberfldchen (hydrophob und hydrophil) wurden unlosliche und unspezifische
Binder aus dem System entfernt.

Eine weitere Moglichkeit die Qualitéit der Bibliothek zu verbessern, wire eine Vorselekti-
on gegen einen anti-C-Myc Antikorper gewesen. Die hier verwendete Ribosomen-Anker-
Sequenz (siche Abbildung 31) enthilt am 3'Ende die Sequenz fiir einen C-Myc-tag. Damit
wird am C-terminalen Ende des Proteins dieser fag priasentiert. Eine Selektion gegen einen
anti-C-Myc-Antikorper wire gleichzeitig, genau wie die Selektion gegen den anti-M7-Anti-
korper, eine Art Leserahmenkontrolle. Es wiirden nur Proteine erkannt, die am C-Terminus
die korrekte Sequenz présentieren und somit vorher keine Leserahmenverschiebung auf-
weisen. Eine weitere Moglichkeit, Leserahmenverschiebungen zu vermeiden und somit die
Qualitit der Bibliothek zu verbessern, besteht darin, direkt bei der Erstellung der Bibliothek
auf einen korrekten Leserahmen zu selektieren. Dazu muss die Bibliothek allerdings in einen
bestimmten Selektionsvektor eingebracht werden, welcher nur bei einem korrekten Leserah-
men eine Antibiotikaresistenz vermittelt (Gerth et al. 2004). Der Nachteil dieser Methode
ist, dass man auf Transformationsschritte angewiesen ist und somit die Diversitit der Biblio-
thek durch Transformationseffizienzen begrenzt ist.

Mit Hilfe von molekularbiologischen Arbeiten, Sequenz- und Loslichkeitsanalysen und
einer Runde Ribosomen-display konnte eine funktionale Bibliothek (Lib10.1 OR) erstellt
werden, wobei kaum Abweichungen von der idealen NNK-Verteilung und eine tatsichli-



Diskussion 83

che Komplexitdt von 6,27 x 10° erreicht wurde (vgl. 4.2). Damit tibersteigt die hier erreichte
Komplexitit die der meisten Bibliotheken, die fiir in vivo Selektionssysteme (Phagen-dis-
play, cell-surface-display) vorgesehen und damit auf limitierende Transformationsschritte
angewiesen sind (Nord et al. 1997, Garcia-Ibilcieta et al. 2008). Fiir in vitro Selektions-
systeme wie das Ribosomen-display sind theoretische BibliotheksgroBen von bis zu 10 in-
dividuellen Mitgliedern berichtet worden (Binz et al. 2003). Jedoch konnen diese Werte nur
zu einem Bruchteil in einem Selektionsprozess, der durch die Anzahl an freien Ribosomen
limitiert ist (meistens 10'?), real ausgenutzt werden.

Es konnte also eine Bibliothek auf Basis des M7 scaffolds erstellt und ihre Funktionalitét
getestet bzw. verbessert werden. Eine ideale Bibliothek besitzt eine hohe Diversitit und
Funktionalitit. Ob die Leistungsfahigkeit einer Bibliothek grofl genug ist, ldsst sich am Ende
nur anhand des Selektionserfolges ermitteln.

5.2 Ergebnisse der Selektion gegen TNFa

Die Bibliothek Lib10.1 OR wurde in sechs aufeinanderfolgenden Runden Ribosomen-display
eingesetzt, um ein Bindeprotein gegen TNFa zu selektieren. Um den Fortschritt der Selektion
zu detektieren und schlieflich auf bindende Proteine zu selektieren, wurde die DNA aus den
Ribosomen-display Runden drei, vier, fiinf und zweimal aus der sechsten Runde in einen Ex-
pressionsvektor subkloniert. Pro Runde wurden so 92 individuelle Klone betrachtet, in Summe
also 460 Klone. Eine Sequenzanalyse zeigte, dass liber alle getesteten Runden die Funktionali-
tat der Bibliothek auf Aminosdureebene bei tiber 50 % lag. Die Selektion hatte also zu keinem
dramatischen Verlust der Funktionalitdt gefiihrt (Startwert 59 %). Eine detaillierte Analyse der
lesbaren 445 Sequenzen ergab, dass eine Evolution der Bibliothek stattgefunden hat (siche Ab-
bildung 12 und Tabelle 20). Uber den Verlauf der Selektionsrunden ist zu erkennen, dass sich
der Gesamtanteil an Alaninen in der Bibliothek stark erh6ht hat. Weiterhin ist auffillig, dass es
unter den gewéhlten Bedingungen einen Selektionsdruck gegen grofle aromatische Reste zu
geben scheint. Phenylalanin zum Beispiel ist an sechs von zehn mutierten Positionen bereits
ab der dritten Selektionsrunde nicht mehr in der Bibliothek nachweisbar. Das konnte in den
Eigenschaften der Aminoséure selbst begriindet liegen. Obwohl Phenylalanin als amphiphil
beschrieben wird, ist die Losungsmittel-exponierte Prasentation einer aromatischen Amino-
sdurenseitenkette energetisch eher ungiinstig. Moglichweise treten an bestimmten Positionen
im Protein auch sterische Einschrinkungen fiir Aminosduren mit gro3en Seitenketten auf. Ein
weiterer Grund liegt sicherlich in der Besonderheit des NNK-basierten Bibliotheksdesigns.
Wird in der Natur die Aminosdure Phenylalanin durch zwei Codons représentiert (TTT und
TTC), so fillt in einer NNK-Bibliothek das Codon TTC weg, da an der letzten Position nur G
oder T erlaubt sind. Damit reduziert sich der ideale erwartete Gesamtanteil von Phenylalanin
auf 3,1 %. Nach der 0. Runde Ribosomen-display konnten de facto nur 1,1 % Gesamtanteil an
Phenylalanin nachgewiesen werden. Dieser geringe Startwert ist vermutlich der Hauptgrund
fiir den kompletten Riickgang des Anteiles von Phenylalanin nach der 3. Selektionsrunde.

Hier spiegelt sich gleichzeitig ein Nachteil der NNK-basierten Zufallsmutagenese wider,
nicht alle Aminosduren kommen gleichberechtigt vor. Eine Alternative hierzu wire zum
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Beispiel die Trinukleotidsynthese, wie sie bereits kommerziell angeboten wird. Dabei wer-
den an die Positionen der zu verdnderten Codons nur vorher festgelegte Trinukleotidmi-
schungen gekoppelt (Virnekas et al. 1994). Damit hat man eine bessere Kontrolle {iber die
Zusammensetzung der Codons und ist in der Lage, die Diversitét der Bibliothek zu erhohen
(Krumpe et al. 2007).

Der hohe gefundene Anteil an Alaninen in der evolvierten Bibliothek kann mit diesem An-
satz allerdings nicht erklart werden. Auch fiir Alanin besteht durch die NNK-Motive eine
Einschriankung auf zwei von normalerweise vier moglichen Codons. Auch wurde zum Start
der Selektionen eine Gesamtverteilung von 7,6 % gefunden, die nur leicht {iber der errechne-
ten idealen Verteilung von 6,3 % liegt. Hier scheint wirklich eine Adaptation an das Zielmo-
lekiil stattzufinden. Als sehr kleine Aminosdure triagt Alanin allerdings kaum zur Bindungs-
energie bei. Eventuell wird durch die kleine Aminosdure Alanin an bestimmten Positionen
eine Bindung gegen TNFa sterisch erst ermoglicht.

Es gibt also neben der Anpassung an das préisentierte Zielprotein verschiedene Griinde, wa-
rum Aminosduren an bestimmten Positionen ginzlich verschwinden oder iiberproportional
zu finden sind. Das Verfahren des Ribosomen-displays fiihrte jedenfalls zu merklichen An-
derungen in der Gesamtzusammensetzung der Bibliothek. Wie zielfithrend diese Verdnde-
rungen in Hinblick auf eine Bindung waren, sollte mit dem screening untersucht werden.

Die oben bereits erwéhnten 460 Klone wurden einem automatisierten screening unterzogen
(siehe 3.4.11), um damit TNFa-bindende Varianten zu identifizieren. Durch die Verwendung
eines liquid handling Roboters war es moglich, alle 460 Klone parallel auf Bindung gegen
das Zielmolekiil zu testen. Das Besondere an diesem assay ist, dass mit Zelllysat gearbei-
tet werden konnte. Eine aufwindige Proteinreinigung entfiel, und ein interner Plattenstan-
dard bewerkstelligte dabei, dass alle Signale untereinander vergleichbar waren. Zusétzlich
ist dadurch gewdhrleistet, dass nur gut 16sliche Proteine ein positives Signal geben, da die
unldsliche Proteinfraktion zuvor abgetrennt wurde (siehe 3.1.5). Allerdings konnen falsch-
positive Signale nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Losliche Mikroaggregate, die bei
geringer Bindungsstirke des einzelnen Proteinmolekiils groBe Aviditétseffekte aufweisen
konnen, werden bei den verwendeten Zentrifugalkriften von 6.300 % g nicht abgetrennt. Eine
grafische Auswertung der Signale (siche Abbildung 13) ergab trotzdem ein adédquates Bild,
anhand dessen 24 Proteinvarianten als potentielle TNFa-Binder identifiziert werden konn-
ten. Davon wurden 14 Varianten (58 %) als 16sliche Varianten per SDS-PAGE identifiziert,
was die Funktionalitit des screenings belegt. Gleichzeitig hat man in dem Experiment, durch
die Art und Weise der Auftragung, einen ersten Indikator fiir die Spezifitit der einzelnen
Varianten. Nach eingehender Untersuchung wurden fiinf der 14 Varianten, aufgrund unspe-
zifischer Bindung an verschiedene Kontrollproteine, von einer weiteren Charakterisierung
ausgeschlossen.

Drei Varianten schlieBlich zeigten eine ausreichende Spezifitét und K _-Werte unterhalb von
120 uM. Eine Reinigung der Kandidaten als monomere Proteine war mit den bestehenden
Protokollen (vgl. 4.5.2) ohne Probleme mdglich, wobei aber in einem Fall ein signifikanter
Verlust an Ausbeute zu beobachten war (nur 27 % im Vergleich zum M7). Bei einer Verin-
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derung von iiber 10% der Gesamtaminosiduresequenz sind solche Abweichungen aber zu
erwarten.

Bei der Untersuchung der Spezifitit zeigten alle drei Kandidaten eine Nebenreaktion gegen
Humanes Serum (sieche Abbildung 16). Diese kann aufgrund der unbekannten Zusammen-
setzung des Testreagenz nicht eindeutig interpretiert werden. Es gibt Indizien dafiir, dass
bereits das scaffold Protein M7 zu einer Reaktion mit Humanen Serum neigt (Daten nicht
gezeigt). Deshalb scheint diese Kontrolle im Nachhinein als nicht sonderlich geeignet, um
die Spezifitit der erhaltenen Bindeproteine zu untersuchen.

Alle drei Varianten zeigten in einem ELISA eine konzentrationsabhéngige Bindung gegen
TNFa (sieche Abbildung 17), was den generellen Erfolg der Selektion und des screenings
bestitigte. Es konnten also drei Proteine selektiert werden, die mit einer Bindungskonstante
von unter 120 uM an TNFa binden. Die starkste Bindung zeigte dabei die Variante SR 68
mit einem K _-Wert von 7 uM.

Es wurde versucht, diesen gemessenen K -Wert mit einer zweiten Methode zu bestétigen.
Die quantitative Auswertung eines kompetitiven ELISAs war allerdings nicht moglich (sie-
he Abbildung 19). Das Experiment belegt aber erneut die Bindung von 5SR_68 gegen TNFa.
Eine analytische Gelfiltration konnte ebenfalls keinen qualitativen Nachweis des Komplexes
erbringen. Schlussfolgernd aus den vorliegenden Ergebnissen ist von einer sehr schnellen
Dissoziationsgeschwindigkeit (k ) des Komplexes auszugehen. Das konnte die Ergebnisse
im kompetitiven ELISA und der analytischen Gelfiltration erkldren. Findet eine schnelle
Dissoziation statt, dann 16sen sich wéhrend des Gelfiltrationslaufes SR_68 Molekiile vom
TNFa und werden dann einer Trennung unterworfen, die ihrer eigenen Grof3e entspricht.
Aufgrund des angelegten Flusses wihrend des Trennverfahrens ist eine erneute Bindung
kaum moglich. Die Ergebnisse des kompetitiven ELISAs deuten auch auf eine sehr schnelle
Einstellung eines neuen Gleichgewichtes hin. SR_68, welches an in Losung befindliches
TNFa gebunden hat, dissoziiert innerhalb kiirzester Zeit ab und bindet an das immobilisierte
TNFa. Damit kann das Signal auch bei hohen Kompetitorkonzentrationen nicht vollstdndig
unterdriickt werden. Es miissten experimentelle Wege gefunden werden, den Kompetitor
und damit gebundenes SR_68 vollstindig aus dem System zu entfernen, bevor der restliche
Uberstand zu dem immobilisiertem TNFo gegeben wird. Damit wiirde man eine erneute
Gleichgewichtseinstellung verhindern konnen. Praktisch losbar wére das Problem durch den
Einsatz von biotinylierten TNFa und Streptavidin beads, um dieses zu entfernen. Zum Zeit-
punkt der Fertigstellung dieser Arbeit, war kein biotinyliertes TNFa verfiigbar.

Um die Theorie der schnellen Dissoziationsgeschwindigkeit des Komplexes zu bestitigen,
konnten SPR Messungen durchgefiihrt werden (siehe 3.2.6). Mit dieser Methode ist man
in der Lage, direkt Dissoziationsgeschwindigkeiten zu messen. Allerdings ist der Aufbau
des Experimentes aufgrund des natiirlichen Vorkommens von TNFa als Trimer nicht trivial,
weil eine Immobilisierung des TNFa dadurch erschwert wird. Eine Dissoziation des Trimers
wihrend der Messzeit wiirde das Experiment beeinflussen. Das Problem kdnnte umgangen
werden, wenn das zu vermessende Bindeprotein immobilisiert werden kann und TNFa im
Fluss dazugegeben wird (Lofdahl ez al. 2009). Eine Dissoziation des Trimers ist innerhalb
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der kurzen Messzeit nicht zu erwarten (sieche 1.4.1). Sollte sich die Vermutung einer schnel-
len Dissoziation bewahrheiten, dann empfiehlt es sich, eine neue Selektion mit dieser Bib-
liothek durchzufiihren, wobei off-rate Selektionsschritte einzubinden wiren (Zahnd et al.
2010). Damit konnte die Qualitét eines finalen Binders erhoht werden.

Um den Komplex qualitativ und eventuell auch quantitativ nachzuweisen, kdnnte auch auf
die Methode der analytischen Ultrazentrifugation zuriickgegriffen werden. Das setzt aber
voraus, dass beide Proteine anhand von Absorptionsmessungen unterschieden werden kon-
nen. Da sowohl TNFa als auch 5SR_68 Tryptophane beinhaltet, ist das ohne ein label fiir
eines der beiden Proteine nicht moglich. Eines der Proteine konnte zum Beispiel mit Fluore-
scein markiert werden, was bei einer Wellenldnge von 495 nm absorbiert.

Aufgrund der unbefriedigenden Datenqualitét tiber den Komplex aus TNFo und 5R_68 wur-
de auf Kompetitionsversuche mit bereits bekannten TNFa-Bindern, wie zum Beispiel Eta-
nercept vorerst verzichtet.

Mit der Selektion gegen TNFa konnte eindeutig gezeigt werden, dass es moglich ist, auf
der Basis des scaffold Proteins M7 Bindeproteine zu generieren. Die Verdnderungen in der
Aminosdurezusammensetzung der Bibliothek iiber die Ribosomen-displ/ay Runden zeigt die
Funktionalitit des gewéhlten Selektionssystems. Eine Anpassung an das Zielmolekiil findet
also statt. Um die Qualitét des erhaltenen Binders SR_68 weiter zu verbessern, konnte eine
Affinitdtsmaturierung und eine off-rate Selektion durchgefiihrt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Selektion gegen TNFa zu bindenden Varianten fiihrt,
welche isoliert und ndher charakterisiert werden konnten.

5.3 4.G11 - Bindeprotein gegen reife Ap(1-42) Fibrillen

Wie bereits beschrieben, wurde die Bibliothek der zweiten Generation Lib.10.1_OR arbeits-
gruppenintern fiir weitere Selektionen zur Verfiigung gestellt. Dr. Sladjana Tomic¢ ist es ge-
lungen, aus dieser Bibliothek das Bindeprotein 4.G11 gegen reife AB(1-42) Fibrillen zu
selektieren (siehe 4.6). Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Analytik des Proteins durchge-
fithrt.

Das Protein 4.G11 lieB sich ebenfalls mit dem bereits etablierten Reinigungsprotokoll ban-
denrein gewinnen (sieche 4.6.1). Allerdings sind nur vergleichsweise geringe Ausbeuten
(15,4%, im Vergleich zum M7) moglich, da ein Teil des Proteins unldslich produziert wird
(siche Abbildung 21).

Eine Bindung an reife AB(1-42), AB(1-40) und mSAA Fibrillen konnte mit Hilfe eines Spe-
zifitits-ELISAs nachgewiesen werden (siehe 4.6.2). Da vier ebenfalls getestete Fibrillen von
unterschiedlichen Proteinen nicht erkannt werden, ist ausgeschlossen, dass 4.G11 ein Epitop
erkennt, welches ubiquitdr auf der Fibrillenoberfliche vorkommt. Rein hydrophobe Wech-
selwirkungen zwischen Bindeprotein und Zielstruktur wurden durch die nicht detektierte
Bindung an Bovines Serum Albumin ausgeschlossen. 4.G11 ist also in der Lage, wie ge-
wiinscht, AB(1-42) Fibrillen zu binden und zusétzlich noch zwischen verschiedenen anderen
Fibrillen zu diskriminieren. Mit Hilfe von SPR (13 uM) und ELISA (21 uM) Experimenten
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wurde ein K -Wert im unteren mikromolaren Bereich bestimmt. Eine Bindung gegen mo-
nomeres (disaggregiertes) AP(1-42) Peptid konnte mit Hilfe eines SPR Experimentes aus-
geschlossen werden. 4.G11 bindet keine Monomere sondern konformationsspezifisch an die
Fibrillen. Eine Bindung an Di- und Tetramere, sowie Oligomere und Protofibrillen, konnte
im Rahmen dieser Arbeit nicht getestet werden. Diese ist aber unwahrscheinlich, da die Se-
lektion gegen reife Fibrillen durchgefiihrt wurde, und es nach der Reifung kaum reversible
Prozesse gibt (Liu und Bitan 2012, Cannon et al. 2004). Es wurden nur reife Fibrillen als
Zielstruktur angeboten und wéhrend der Selektion die Bindung mit monomeren (disaggre-
giertem) APB(1-42) Peptid kompetiert (siche 8.3.1).

Uberpriift werden konnte dieser Sachverhalt in dot-blot Experimenten, wo die einzelnen
Spezies immobilisiert auf einer Membran als Ziel dargeboten und 4.G11 mit Hilfe eines se-
kundidren Antikorpers detektiert wird. Weiterhin sollte die Bindungsstarke von 4.G11 gegen
AB(1-40) und mSAA Fibrillen bestimmt werden.

Eine fortfithrende Analytik ergab, dass 4.G11 einen sehr interessanten Effekt auf die Fibril-
lierungskinetik des AP(1-40) Peptides hat. Bei einem molaren Verhiltnis von AB(1-40) zu
4.G11 von 2: 1 zeigte sich eine Verldngerung der /ag-Phase um das bis zu Siebenfache (siche
4.6.3). Die Bildung von reifen Fibrillen wird durch die Anwesenheit von 4.G11 wesentlich
verlangsamt. 4.G11 allein hingegen bildet unter den gewihlten Bedingungen keine Fibrillen,
ebenso wurde ein Einfluss von M7 auf die Kinetik der Fibrillenbildung von AB(1-40) aus-
geschlossen. Dieser gemessene Effekt ist also direkt mit der neu erschaffenen Bindefliche
korreliert und sollte ebenfalls mit AB(1-42) Peptid untersucht werden.

Ein weiterer Einfluss von 4.G11 konnte auf die Endprodukte dieses Fibrillierungsexperi-
mentes nachgewiesen werden. Unter dem Einfluss von 4.G11 bildeten sich keine Fibrillen
mit der normalen, ldnglichen Morphologie (Meinhardt und Féndrich 2009). Stattdessen wur-
den in den TEM-Aufnahmen kiirzere Fibrillenfragmente detektiert. Diese entsprechen in
Form und Gr6Be weder den Oligomeren, noch den Protofibrillen (vgl. hierzu Abbildung 5).

Um zu klédren, ob dieser Effekt nur wéihrend der Bildung der Fibrillen auftritt, oder ob auch
reife Fibrillen fragmentiert werden, wurden Experimente mit vorgeformten Fibrillen und Zu-
gabe von 4.G11 durchgefiihrt. AB(1-42) und AB(1-40) werden durch 4.G11 konzentrations-
abhingig fragmentiert. Bei AB(1-42) Fibrillen ist der Effekt ausgeprigter als bei AB(1-40)
Fibrillen, was mit dem hoheren Bindungssignal im Spezifitits-ELISA korreliert. Ebenfalls
ein starkes Bindungssignal im ELISA zeigten die mSAA Fibrillen. Hier konnte jedoch keine
eindeutige Fragmentierung nachgewiesen werden. Eine Bindung an die Fibrillen bedingt
also nicht automatisch eine Fragmentierung. Die molekularen Hintergriinde, warum eine
Bindung an die Fibrillen nicht stabilisierend wirkt, sondern zu kleineren Fragmenten fiihrt,
sind bis jetzt unverstanden. Der gefundene Effekt konnte auch zeitlich aufgeldst untersucht
werden, indem vorgeformte Fibrillen unter dem Einfluss von Thioflavin T durch 4.G11 frag-
mentiert werden, was eine Abnahme des Fluoreszenzsignals erwarten lief3e.

Der Effekt, dass reife Fibrillen wieder aufgelost werden, ist bereits filir sequenzspezifische
Antikorper gegen das AP Peptid beschrieben (Solomon et al. 1996, Frenkel et al. 2000,
McLaurin et al. 2002). Auch Antikorper, die konformationsspezifisch fiir den nativen Zu-
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stand des Monomers sind, fithren zu einer Auflésung der Fibrillen (in diesem Fall Lysozym
Fibrillen) (Dumoulin et al. 2003).

Wahrscheinlich reicht die Bindungsstarke der Antikorper (typischerweise im unteren na-
nomolaren Bereich) aus, um die Interaktionsflaichen der Peptide innerhalb der Fibrillen zu
besetzen und damit die Fibrillenbildung komplett zu unterdriicken bzw. durch eine Bindung
der Monomere die Fibrille wieder aufzulosen (Solomon et al. 1996). Auch eine Auflésung
der Fibrille durch das Entfernen des Monomers aus dem Gleichgewicht wire denkbar. Der
K -Wert fiir die Bildung von AB(1-40) Fibrillen wurde zu 0,8-1 uM bestimmt (O’Nuallain
et al. 2005, Cannon et al. 2004). Eine Bindung der sequenzspezifischen Antikorper an das
Monomer ist also rund 1000fach starker. Ungeklérterweise tritt dieser Effekt nicht bei allen
sequenzspezifischen Antikorpern auf. Besonders ausgeprégt ist er bei Antikdrpern, die den
N-terminalen Teil des AP Peptides (Reste 1-16) erkennen (Solomon et al. 1997).

Fiir eine konformationsspezifische Bindung, wie es nachgewiesenermallen bei 4.G11 der
Fall ist, ist ein solcher Effekt noch nicht beschrieben worden. Im Gegenteil, eine Bindung
an die Oberflache der Fibrille wiirde eine Stabilisierung der Struktur erwarten lassen, wie
es fiir das organische Molekiil O4 berichtet wurde (Bieschke et al. 2012). Eine solche Sta-
bilisierung geht allerdings auch mit einer wesentlich beschleunigten Bildung der Fibrillen
unter dem Einfluss von O4 einher. Allerdings wurde fiir das Polyphenol Epigallocatechin-
gallat (EGCQ) berichtet, dass es an reife AB(1-42) Fibrillen binden kann und diese ,,um-
formt* (Bieschke ef al. 2010). In den mit EGCG behandelten Gemischen wurden typische
Fibrillen, als auch kleinere, oligomere Spezies, sowie amorphe Proteinaggregate nachge-
wiesen. Gleichzeitig fiihrt die Behandlung der Fibrillen mit EGCG zu weniger toxischen
Spezies. Ein Effekt, der bei den in dieser Arbeit verwendeten, fragmentierten AB(1-40)
Fibrillen nicht beobachtet werden konnte. Fiir EGCG selbst ist beschrieben, dass es an
hydrophobe Bereiche in Proteinen sowohl {iber hydrophobe Interaktionen als auch {iber
Wasserstoffbriickenbindung bindet (Maiti ef al. 2006). Es ist damit weder sequenz- noch
konformationsspezifisch. Vielmehr ist es in der Lage, an die Monomere der Fibrillen mit
einer hoheren Affinitét als an reife Fibrillen zu binden. ECGC unterdriickt die Fibrillenbil-
dung vollstindig, indem es die Bildung von off-pathway Aggregaten, die nicht toxisch sind,
initiiert (Ehrnhoefer et al. 2008).

Fiir den konformationsspezifischen Antikorper B10 ist berichtet worden, dass dieser durch
eine Bindung an Protofibrillen die Fibrillenbildung unterdriickt. Reife Fibrillen werden
durch B10 aber nicht wieder aufgeldst oder fragmentiert (Habicht ef al. 2007). Es sind noch
weitere AntikOrper beschrieben, die die Konformation der Fibrille spezifisch erkennen, je-
doch sind keine Daten iiber einen kinetischen Einfluss auf die Fibrillenbildung oder eine
Fragmentierung bekannt (O’Nuallain und Wetzel 2002, Kayed et al. 2007).

Weder fiir die beobachtete Fragmentierung, noch fiir die daraus entstandenen Produkte las-
sen sich in der derzeit bekannten Literatur Entsprechungen finden. Die molekulare Identitat
der durch 4.G11 Zugabe entstandenen Fragmente ist ungeklart. Vom elektronenmikroskopi-
schen Bild her kénnen Oligomere oder Protofibrillen mit ziemlicher Sicherheit ausgeschlos-
sen werden. Um das zu bestétigen, wurde ein Zytotoxizitétstest (siche 4.6.5) durchgefiihrt.
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Protofibrillen und Oligomere sollten eine hohere Toxizitét aufweisen als Fibrillen und damit
auch als fragmentierte Fibrillen (Walsh und Selkoe 2007, Ahmed et al. 2010). Das Ergeb-
nis des Tests zeigt, dass weder die reifen AB(1-40) Fibrillen, noch die daraus entstandenen
Fragmente eine erhohte Toxizitdt aufweisen. Somit kdnnen oligomere Zustinde und Pro-
tofibrillen die gefundenen Fragmente nicht erklidren. 2009 konnte fiir Fibrillen bestehend
aus humanem f,-Mikroglobulin (Gosal ez al. 2005), eine erhohte Toxizitdt gezeigt werden,
wenn sie zuvor mechanisch fragmentiert wurden (Xue et al. 2009). Dieser Effekt konnte
hier fiir die fragmentierten AB(1-40) Fibrillen nicht beobachtet werden. Es empfiehlt sich,
den Toxizitétstest mit fragmentierten AP(1-42) Fibrillen zu wiederholen, wobei oligomere
Spezies als Kontrolle mitgefiihrt werden. Damit wire ein genauerer Vergleich der Toxizitét
der einzelnen Spezies moglich.

Wenn es sich bei den Fragmenten aber einfach um kiirzere Fibrillen handelt (wie sie z.B.
durch eine Ultraschallbehandlung erhalten werden konnen), steht das im Widerspruch zu
der verlangsamten Fibrillenbildungskinetik. Mehrere kleine Fibrillen sollten eine groBere
Anzahl an freien Enden beinhalten und somit die Monomerassoziation und damit das Fibril-
lenwachstum merklich beschleunigen (Cannon et al. 2004).

Eine mogliche Erkliarung fiir diesen Effekt ist, dass das Wachstum der Fibrillenfragmente
durch die Bindung von 4.G11 sterisch blockiert ist. Was vorrausetzt, dass 4.G11 am Ende der
Fibrille bindet. Eine Mdoglichkeit das zu iiberpriifen wire, mit Hilfe der Transmissionselek-
tronenmikroskopie die Bindungstelle/n von 4.G11 zu lokalisieren. Zu diesem Zweck konnte
ein Fusionsprotein aus 4.G11 und dem Enzym Alkalische Phosphatase hergestellt werden.
Fiihrt man eine TEM-Untersuchung mit Hilfe einer Ceriumphosphat Farbung aus, dann
kommt es zu einer Akkumulation des Ceriumphosphates in der Nédhe des aktiven Zentrums
der Alkalischen Phosphatase. Damit ist dort lokal die Elektronendichte erhoht, und eine
deutliche Kontrastierung im TEM-BIld ist die Folge (Habicht ez al. 2007). Sollte sich 4.G11
ausschlieBlich an den Enden der Fibrille anlagern, dann wire mit diesem Experiment ein op-
tischer Nachweis moglich. Allerdings wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Markierung mit
Hilfe von Goldpartikeln erfolglos getestet (Daten nicht gezeigt). Eine Visualisierung von bio-
tinylierten 4.G11 mit Streptavidin gekoppelten Goldpartikeln fiihrte in TEM-Aufnahmen zu
keinem eindeutigen Ergebnis. Mdglicherweise reicht die Affinitdt im mikromolaren Bereich
nicht aus, um die fiir die Farbung (negative Kontrastierung mit Uranylacetat bei pH = 2-3)
notwendigen Waschschritte zu iiberstehen. Dann wire auch mit dem Fusionsprotein kein
positives Ergebnis zu erwarten. Alternativ dazu konnten andere Farbemethoden bei neu-
tralem pH angewendet oder eine vorhergehende Fixierung mit Glutaraldehyd durchgefiihrt
werden, um das Problem zu umgehen. In jedem Falle hétte man durch die Fusion von 4.G11
mit einer Alkalischen Phosphatase eine Moglichkeit, das Protein direkt durch den Umsatz
eines chromogenen Substrates zu detektieren (z.B. im ELISA oder dot-blot), vorausgesetzt
die Bindungseigenschaften werden durch den Fusionspartner nicht negativ beeintrachtigt,
was es zu testen gilt.

Um den molekularen Mechanismus der Fragmentierung der Fibrillen besser zu verstehen,
konnte eine Riickmutation der zehn Reste durchgefiihrt werden. Dabei empfiehlt es sich, auf
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die Reste des originalen M7 zurlickzumutieren, sowie auch einen Alaninscan durchzufiihren,
bei dem die Reste einzeln zu Alanin mutiert werden. Bindungsstudien der so erzeugten Va-
rianten sollten Hinweise auf die Reste geben, welche fiir die Bindung essentiell sind. Auch
konnten so Reste identifiziert werden, welche maB3igeblich an der Fragmentierung beteiligt
sind. Dabei sollten beide AP Isoformen [AB(1-40), AB(1-42)] untersucht werden.

Moglicherweise fiihrt auch eine erhohte Affinitdt zu eindeutigeren Effekten. Um das zu er-
reichen, konnte eine Affinititsmaturierung durchgefiihrt werden. Dazu sollten, ausgehend
von 4.G11, weitere Runden Ribosomen-display durchgefiihrt werden, wobei liber error-
prone-PCR weitere Mutationen eingefiihrt werden. Besser bindende Varianten kdnnten so
isoliert werden.

Eine weitere Moglichkeit wire es 4.G11 zu dimerisieren, da das Epitop auf den Fibrillen
vermutlich mehrfach vorhanden ist. Dieser Ansatz konnte die Affinitdt deutlich erh6hen. Um
eine Dimerisierung sinnvoll durchzufiihren, werden aber relativ genaue Kenntnisse iiber das
Epitop bendtigt, die wiederum in das /inker-Design (Lange, Zusammensetzung) einflieBen.

Zusammenfassend konnte an dem Bindeprotein 4.G11 gezeigt werden, dass es moglich ist,
mit Hilfe der in dieser Arbeit erstellten DNA-Bibliothek schwierige, proteinogene Ziel-
strukturen zu bearbeiten. 4.G11 ist in der Lage AB(1-42) Fibrillen mit einem K -Wert von
zirka 20 uM zu binden, wobei Monomere nicht erkannt werden. 4.G11 erkennt AB(1-42),
AP(1-40) und mSAA Fibrillen, wobei Fibrillen anderer Proteine nicht gebunden werden.
Das Epitop kommt also nicht generisch auf Fibrillen vor. Fiir AB(1-42) und AB(1-40) Fibril-
len konnte gezeigt werden, dass sich durch die Bindung von 4.G11 ihre molekularen Eigen-
schaften wesentlich verdndern. So wird die Fibrillenbildungsreaktion von AB(1-40) durch
die Anwesenheit von 4.G11 deutlich verlangsamt. Erstmalig konnte durch die Zugabe eines
konformationsspezifischen Bindeproteins eine Fragmentierung von reifen Fibrillen induziert
werden. Die molekularen Mechanismen dieser Fragmentierung sind derzeit noch unbekannt.

Hier liegt auch der Schliissel zu einer moglichen Anwendung von 4.G11 in der Grundla-
genforschung. Versteht man die molekularen Prozesse der Fragmentierung, dann erhilt man
Informationen zur molekularen Beschaftenheit und Stabilitit der Fibrille. Moglicherweise
ergeben sich daraus neue Ansitze fiir Therapie und Diagnostik.
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6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte die Eignung des artifiziellen Proteins M7 als Geriistprotein
unter Beweis gestellt werden. Drei Varianten gegen verschiedenste Zielmolekiile konnten
aus ein und derselben Bibliothek isoliert werden. So wurden Bindeproteine gegen TNFa,
APB(1-42) Fibrillen und DiUbiquitin [Daten nicht gezeigt, (Bohme 2011)] erzeugt. Alle drei
Binder besitzen Affinititen im unteren mikromolaren Bereich. Die Bindeproteine gegen
AP(1-42) Fibrillen und DiUbiquitin sind zusétzlich noch in der Lage, zwischen bestimmten
Konformationen der Zielmolekiile zu diskriminieren. Damit ist die Eignung des Geriistpro-
teins, sowie des gewéhlten Selektionssystems eindeutig unter Beweis gestellt worden.

Die erhaltenen Bindeproteine besitzen im Vergleich zu bereits etablierten Geriistproteinen
verhéltnismiBig geringe Affinitdten. Um M7 langfristig als scaffold zu etablieren, miissten
weitere Experimente durchgefiihrt werden. So empfiehlt es sich, eine grofere Bindefldche
zu generieren, da die zu erwartenden Affinititen direkt von der Grof8e der Bindefliche ab-
hingen. Eine Moglichkeit hierzu wire, das M7 Protein direkt zu dimerisieren und damit
die theoretisch nutzbare Fliche zu verdoppeln. Entsprechend der sterischen Gegebenheiten
miissten dann auch die Zielmolekiile ausgewéhlt werden. Eine Dimerisierung ist nicht fiir
jedes Zielmolekiil von Vorteil.

Die Bindung an nicht proteinogene Zielstrukturen ist bis jetzt noch nicht untersucht worden,
ist aber ebenso von wissenschaftlicher Bedeutung. So konnte versucht werden, durch die
rigide Flache des pB-Faltblattes z. B. Steroidhormone zu binden. Auf Basis eines solchen Bin-
ders konnten analytische assays entwickelt werden, die auf einem chemisch sehr robusten
System aufbauen, vorausgesetzt die Binder wiren dhnlich stabil wie das scaffold.

Weiterhin gilt es zu untersuchen, ob die anderen Methoden zur Erzeugung von Bindeprote-
inen fiir das M7 geeignet oder moglicherweise noch geeigneter wéren. So konnten, wie bei
den Affibodies, Reste in den a-Helices und /oop-Strukturen fiir die Erzeugung von neuen
Epitopen genutzt werden. Eine Anwendung des /oop-graftings ist ebenfalls denkbar.

Um M7 generell als scaffold zu etablieren, miissten auch weitere Selektionsmethoden, wie
z.B. das Phagen-display fiir dieses Gerlistprotein angewendet werden.
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8 Anhang

8.1 DNA Sequenzen

Spel
LiZFor_Sps

9co 9cg act agt GCA GGT AGC GGT GCG GGT GCG GGT TC

1 GCG GCG

115 GCG GGT

Li7rey P

A CCA CCG CCA TCG CGC GGC
229 TCT GGC GGT GGT GGT AGT GGT GGT GGC GGT AGC GCG CCG

ACT AGT GCA GGT AGC GGT GCG GGT GCG GGT TCT GGT GCG GGT GCA GGT AGT GGT ACT GGT GCA TCT CCA GCA GCG GGT CCG GCG GCA GGC CCG GCA GCA GGT CCG GCT

CCh GCG GCT GGT CCG GCT GCT GGT TCT ATG ACC GCG ACC GCG GAT GTT CTG GCT ATG GCG GCA GCG GAA CAG AAA CTG ATT AGC GAA GAG GAT CTG GGT GGT GGT GGT

Abbildung 31: Darstellung der Ribosomen-Anker-Sequenz. Diese Sequenz wurde im préiparativen Malistab
durch eine PCR Reaktion mit primer L17for Spe und L17rev_P erhalten. Als Template diente eine kommerzi-

ell erworbene synthetische Sequenz.

Prienér 14
CCG CGA ART TaA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GAC CAC AAC GGT TTC CCT CTA GAA ATA ATT TTG TIT AAC
Brimar 15
CGT CCG GLG TAG AGG ATC GAG ATC TCG ATC CCG CGA AAT TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
1 cgt ctg gog ey AP ALC gAY ATC Teg ANC CCQ CUA AAL TAA TAC gAc LCA LA LAY gUa gac CAC AAC GOt ELC CCT CEA gAA GTA ARL CUY LLE AGC DT aag 8ag gag ata
v T r E g = r s r s r & i n ot 3 h vy r = [ T t v = 1 - k = £ = L [ 1 r E r
B4 e e ettt e et ae et R >
115 tac cat ggg cag Coa TAT gAaa Agt gga TAC onm kat onn Kat toa gog LYA LY OCAa gUA aat cnn kat tnn kat cog ogt gag Cac ogy taa aga act gga acg tgo got gos
y £ m g = h m k v d i ? i ? i g r d g g e i ? i ? i r v s t g k e 1 e © a 1
>..>> 5'UTR
B e e e e e aaa e e e e aeaa e aaeaa s aaa e iaeaa e aaaaaas BT ettt n s et aaaa e e na e aa e aaana et aaaaeaan e aa e >
229 gga act gga asa agc Qgot Qgc acg Cgc agy cgc gog taa tgt tnn Kat tnn kat cag cgc gga ass tLga Lga aca gUc gaa aga ACt QCCL gga act gat cgc gog Lot got goa
g e 1 e k a 1 a r =&a g & £ n % ? i ? i = a e n d e g =a k e 1 1 e 1 i a © 1 1
e e ettt taaaa et eaeieae e aarans P >
343 gaam act ggg cta taa aga tat cnn kgt gnn kgt taa tgg cac cga agt gnn kat cnn kgt tcg cgt tgc tag tgo agg tag ©gg tUC 9o tgc gUg thc BgY tOC gog tgc agg
o '3 1 g vy k d i 2 v ? v n g =t e v 2 i > v E v a = a g = g & g & 4§ = g a g a
R iaiaaiieciesissisasteiataatiataatiasinnnan . >>
P eaeaieanaaaaaan RiboSOmen-Anker-SeqUenz. «ouuueeeeeneannns >
457 tag tgy TAc tgY LU ALC LOC AgC AQE gUY COC gUC gUC AgY CCOC gUt AQC agy TCC gUc TEC OOy TEC AgC gUc TUY TCC ggc CUC TEY CLC LAT gac Cge gac cgc gga Tt
g s g t g a s p a =& g p & a g p & a g p a & g p - a g p & &a g = m €t a t a d
B e e s e isaaaieesiaaabeanesaaeaaiaaaeas RiDOSOMEn—ARKEE - SEOUEIIZ . « 41t an ettt aenstannsesaesssensanaisaaensatannateoseetieisanns >
Lifrav P
< ACC ACC GGG ATC GGG €GG C
571 et gge TAU GOC gOC AGC OUA ACA UAS ACT QAT LAY COA AQ8 UUS TOT OUY TUY TOW TOY TUE TOY SUY LU TOU TAY TOY TOY TUY COU TAd COC gec g
v 1 a m a a a e g kK 1 i = e e d 1 g g g ¢ = g ¢ 9 g = g ¢g @ g s a p
e e eaaeaeiaaeaiereaeaeiaanaaaeas Ribosomen- Anker-Sequenz

Abbildung 32: Sequenz der Bibliothek im Ribosomen-display Format. Dieses Format fand in der 0. und 1.
Runde Ribosomen-display gegen TNFa und in allen Runden gegen AP(1-42) Fibrillen Verwendung. Zum
Wiederaufbau der 5'UTR nach den Ribosomen-display Runden wurden die hier dargestellten primer 14 und 15
jeweils zusammen mit dem reverse primer L17rev_P verwendet.
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Primer F1A
Cal acg 222 1la ata cga clc act ala QGG AGA CCA CAA CGG TTT €CC
Primer F1
GG AGA CCA CAAm CGG TTT CCC TCT AGA AAT AAT TTT GTT TAA CTT TAA GAA GGA GAT ATA CAT ATG
1 cat acy ama tta ata cga CLC act ata gUd aga coa caa CgY LLL CCC LOL aga aat aat CLT OLL taa ofl taa gaa gga Gat ata cat atg ggc agc cat atg aaa gtg gat
h ¢ %X 1 i r 1 t i g r p g r £ p s r n n £ ¥ - 1 - e g d i h m g = h wm k v d
e T T R I L L R R R R T B L - B R
PXiieecncannas | >
115 atc nnk atc nnk att cag cgt gat ggc cag gaa atc nnk att nnk atc cge gty age acce ¢ggt aaa gaa ctg gaa cgt gog Ctg cag gaa Ctg gaa aaa geg Ctg gea cge gea
i ? i ? i g r d g g e i ? i ? i r v s t g k e 1 e r a 1l g e 1 e k a 1l a r a
B T T T T T T T T T I e >
229 ggc goy gt aat gLt nnk att nnk atc age gog gas aat gat gas cag gog aaa gaa Ctg CLg gas CLg Att goy ©Ot Ly CLg CAg asa CLg gUC LAt aaa gat atc nnk gty
g a r =n v ? i ? i s a e n d e g =a k e 1 1 e 1 i a r 1 1 g k 1 g y k d i 2 w
B e e e e e e e e e e et e et e e e e e e e e e e e e, >
343 nnk grt aat ggc acc gaa gty nnk atc nnk grt cgc grt got agt goa got agec got gog got gog got tot ot gog gut goa got agt got act gt goa Lot cca goa gog
2 v m g t e v ? i ? v r v &a s &a g s g & g & § = § a g a g s g t g & s p a &
Dissssssssssssassassnsas HTisisssossasasasssasanas >>
B e e e RibOSOMEN-ANKEY ~SEGUENZ. « vt eeae s et ae e eeen e e e aanens >
457 got cog gog goa gge cog goa goa gut codg goet geg gt coa geg got got cog got get ggrt tet aty ace gey aco gog gat grt otg get atg god goa gog gas cag aas
g p a a w p a a g p a a g p @& a g p a & g S5 m t a t a d v 1 a m a a a e q k
>. Ribosomen-Anker-Sequenz. . ..
Primer 28
CA CCT CCC CCT CCG6 AGG CGA GGC
5§71 cty att agc gaa gag gat CLg gUt gut gUL gut LOL gge gyt Ogt Ogt agt gga gog gga gogc toc got oog
1 i s e e d 1 g g 9 9 s g 9 ¢ g = g g g g s a P
B e e RibOSOMEN=-ANKEr =SEOUENZ . ottt v eetemeenanteinannaneanennnn >>

Abbildung 33: Sequenz der Bibliothek im Ribosomen-display Format, nachdem die 5'UTR Region und die
3'Region modifiziert wurden. Dieses Format wurde fiir die Ribosomen-display Runden zwei bis sechs gegen
TNFa verwendet.
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gatt: ct
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JrgytygttetggCygtggtygtagt

gggtco tggt

gt r
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.

tgg

ggragt

Abbildung 34: Sequenzvergleich zwischen dem urspriinglich verwendeten Bibliotheksformat (0.—1. Runde
gegen TNFo und Selektion gegen AB(1-42) Fibrillen) und dem neuen Bibliotheksformat (2.—6. Runde gegen
TNFa), bei dem die codon usage gedndert wurde.
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8.2 Massenspektrum
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Abbildung 35: Massenspektrum (MALDI-TOF) des biotinylierten TNFo Proteins. Masse des TNFo ohne
Biotin: 17.350,7 Da. Masse des einfach biotinylierten TNFa: 17.690,2 Da. Masse des zweifach biotinylierten
TNFa: 18.029,7 Da. Diese Werte lassen sich gut mit den gemessenen Massen von 17.694,44 Da respektive
18.032,14 Da in Einklang bringen. Es konnten nur biotinylierte TNFa Spezies in der Probe nachgewiesen
werden, wobei die einfach biotinylierte Spezies den Hauptteil ausmacht.

8.3 Supplementire Informationen zu 4.G11

Der folgende Abschnitt beinhaltet die supplementidren Informationen zum Thema 4.G11.

8.3.1 Selektionsbedingungen

Das Bindeprotein 4.G11 wurde unter den folgenden Bedingungen selektiert, simtliche prak-
tischen Arbeiten wurden hierbei von Dr. Sladjana Tomi¢ durchgefiihrt.

Die Waschschritte fanden immer bei Raumtemperatur statt. Um unspezifisch bindende ter-
nire Komplexe zu entfernen, wurde auch bei dieser Selektion mit einer Préa-Selektion (siehe
3.4.4) gegen verschiedene beads gearbeitet.

Um sequenzspezifische Binder zu entfernen, fand in den Runden 3 und 4 eine kompetitive
Selektion statt. Dazu wurde mit verschiedenen Konzentrationen von nicht biotinyliertem, dis-
aggregierten AP(1-42) Peptid inkubiert. Die reifen Fibrillen waren biotinyliert und so konn-
ten konformationsspezifische Binder selektiert werden. Im Verlauf dieser Selektion konnten
bei dem Verhéltnis zwischen der erhaltenen DNA aus der Selektion gegen reife AB(1-42)
Fibrillen und der DNA, die aus der Selektion ohne Zielmolekiil (SB-Puffer) erhalten wurde,
durchweg positive Werte detektiert werden. Tabelle 28 gibt einen Uberblick iiber die im Ein-
zelnen verwendeten Selektionsbedingungen und ermittelten quantitativen DNA-Werte.
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Tabelle 28: Ubersicht iiber die Bedingungen und den Fortschritt der Ribosomen-display Runden, bei der Se-
lektion gegen AP(1-42) Fibrillen. Die quantitativen Werte fiir die DNA wurden mittels der Real-Time PCR

ermittelt.

.. DNA vs.
RD- AB(1-42 . kompetitive DNA vs. 1,
[ .B (. ) Waschschritte petl AP(1-42) Verhiltnis
Zyklus | Fibrillen] Selektion _y SB-Puffer
Fibrillen
1 500 nm 3> 1 min, ; 5,9 x 108 1,2 x 108 4,92
1 X 5 min
2 50 nm 3% 1 min, : 1%x10° | 2410 4,16
1 X 5 min
3 % 1 min, 500 nm ; 6
3 50 nm 1 % 5 min AB(1-42) Peptid 2,7 x10 3,6 x 10 7,5
3 x 1 min, 5000 nm ; p
4 50 nm 1 % 5 min APB(1-42) Peptid 6,2 x 10 9,2 x 10 6,74
5 50 nm 3> 1 min, - 6,5 % 107 2% 107 325
1 X 5 min
8.3.2 IMAC Elutionsprofil von 4.G11
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Abbildung 36: Chromatogramm der IMAC Reinigung von 4.G11. Der Elutionspeak wurde fraktioniert ge-

sammelt und fiir eine Gelfiltration verwendet.
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8.3.3 Kompetitionsexperiment mit Ap(1-40) Fibrillen und 4.G11

60
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Abbildung 37: Kompetitionsexperiment mit AB(1-40) Fibrillen. Eine Vorinkubation von 4.G11 mit Fibrillen
fithrt zu einer Kompetition (schwarze Linie). Als Kontrollen wurden 4.G11 und zentrifugiertes 4.G11 mitge-
fiihrt.

8.3.4 Bedingungen zur Herstellung von Fibrillen

Zur Analytik des Bindeproteins 4.G11 wurden verschiedene Fibrillen getestet. Unter den
unten genannten Bedingungen wurden diese Fibrillen erzeugt. AbschlieBend fand eine Kon-
trolle der reifen Fibrillen durch transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen statt.
Die praktischen Arbeiten wurden hierbei von Senthil Kumar durchgefiihrt.

AP(1-40) Fibrillen

Um reife Fibrillen zu erhalten, wurde eine Probe bei einer finalen Konzentration von
5 mg/ml AB(1-40) in 50 mM HEPES Puffer (pH = 7,4) fiir mindestens 2 Tage bei Raumtem-
peratur inkubiert.

AP(1-42) Fibrillen

Um reife Fibrillen zu erhalten, wurde eine Probe bei einer finalen Konzentration von 1 mg/ml
AP(1-42) in 50 mM Borate Puffer (pH = 9,0) fiir mindestens 1 Woche bei 37 °C inkubiert.
hSAA(1-12) all-L Fibrillen

Um reife Fibrillen zu erhalten, wurde eine Probe bei einer finalen Konzentration von 10 mg/ml
hSAA(1-12) in 10%iger Essigsdure (pH = 2,0) fiir 1 Tag bei Raumtemperatur inkubiert.
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mSAA Fibrillen

Um reife mSAA Fibrillen zu erhalten, wurde eine Probe bei einer finalen Konzentration von
1 mg/ml in 10 mM Tris-HCl (pH = 8,2) fiir drei Tage bei Raumtemperatur inkubiert.

AP(16-22) Fibrillen

Um reife Fibrillen zu erhalten, wurde eine Probe bei einer finalen Konzentration von
0,5 mg/ml AB(16-22) in Wasser (pH = 7,4), versetzt mit 10 mM Natriumazid fiir 10 Tage
bei Raumtemperatur inkubiert.

Insulin Fibrillen

Um reife Fibrillen zu erhalten, wurde eine Probe bei einer finalen Konzentration von 1 mg/ml
Insulin in Wasser (pH = 2,0) fiir 2 Tage bei 60 °C inkubiert.
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