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Zusammenfassung

Antikdrper und deren Derivate sind immer noch die am héaufigsten -eingesetzten
Bindemolekiile fiir klinische Anwendungen. Der stindig wachsende Bedarf an innovativen
Diagnostika und Therapeutika hat neben den intrinsichen Nachteilen der Antikorper-
Architektur die  Entwicklung konzeptioneller = Alternativen zum  urspriinglichen
Bindungskonzept der Antikdrper erheblich vorangetrieben. Dabei sollten diese sogenannten
kiinstlichen Bindeproteine die hohe Affinitit und Spezifitit der Antikdrper mit den Vorteilen
threr minimalistischen Architektur vereinen. Gewihrleistet wird dies durch die Mutation von
Aminoséureresten in verschiedenen Sekundérstrukturbereichen des Geriistproteins.

Das aus zwei Doménen bestehende humane gammaB-Kristallin wurde bereits in vorherigen
Arbeiten als Bindeprotein etabliert, in dem auf einem der dufleren, Domédnen abgewandten [3-
Faltblatter ein de novo-Paratop geschaffen wurde. Um den anfinglichen Ansatz
weiterzuentwickeln wurde in der vorliegenden Arbeit ein neues Paratop in der Interdoméinen-
Kontaktfliche generiert. Hierzu wurden verschiedene Bibliotheksformate erstellt, von der
Einzeldomédne mit bis zu acht randomisierten Aminosdurepositionen, bis hin zum
Volllingenprotein mit insgesamt 13 randomisierten Resten. Als Zielstruktur fiir
entsprechende Selektionen im TAT-abhingigen Phagen-display wurde das pharmakologisch
relevante Protein Tumornekrosefaktor (TNF)-alpha ausgewéhlt. Das Einzeldomédnenkonzept
erwies sich dabei gegeniiber dem Volllangenkonzept als nicht funktional. Im Vollldngen-
Format war hingegen die Generierung einer hochfunktionalen Bibliothek moglich die letztlich
zur Isolierung spezifischer TNF a-bindender Proteinvarianten fiihrte. Die Variante mit der
hochsten Spezifitdit und den besten physikochemischen Eigenschaften wurde detaillierter
analysiert. Die 13 Austausche zeigten sowohl deutliche strukturelle Einfliisse als auch
Auswirkungen auf die thermische Stabilitit. Die Affinitdt zwischen beiden Proteinen lag im
nanomolaren Bereich, wobei die Interaktion mit dem TNF a-Monomer auf einer 1:1
Stochiometrie beruhte. Die Untersuchungen wiesen auf ein ungewohnliches Bindungs-
verhalten hin, da bisher noch kein reiner Monomer-Binder beschrieben wurde. Das Epitop
wird innerhalb der Monomer-Kontaktfliche vermutet, da die Bindung der Kristallin-Variante
mit der Dissoziation des TNF a-Homotrimers einherging.

Die Funktionalitit des neuen Paratops innerhalb der Interdominen-Kontaktfliche des
humanen yB-Kristallins konnte mit der erfolgreichen Selektion der TNF a-bindenden

Kristallin-Variante eindeutig gezeigt werden.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Ohne Interaktion gébe es weder eine mikroskopische noch makroskopische Welt, so wie wir
sie heute kennen. Als fundamentaler Bestandteil zelluldrer Reaktionsmechanismen ist sie
auch die treibende Kraft evolutiver Prozesse, die es den Organismen dieses Planeten
ermoglicht sich an stindig verdndernde Bedingungen anzupassen. Geméfl Burnet und Fenner
(1949) miissen carnivore Organismen notwendigerweise Fahigkeiten zur ,,Fremderkennung*
besitzen, um korpereigene von korperfremden Molekiilen zu unterscheiden. Kiefertragende
Vertebraten haben dafiir Antikérper (Immunglobuline, Ig) als universelle Bindemolekiile
entwickelt. Antikorper bilden zusammen mit dem Komplementsystem den basalen
Bestandteil der humoralen Immunantwort (proteinbasiert) in Vertebraten und lassen sich in
fiinf Klassen untergliedern (Vidarsson et al., 2014). Die Vertreter der IgG-Klasse bestehen
aus vier Polypeptidketten, je zwei identischen leichten (L-Kette, ca. 25 kDa) und zwei
identischen schweren Ketten (H-Kette, ca. 55 kDa), die intra- und intermolekular durch
Disulfidbriicken verbunden sind (Padlan, 1994; Muyldermans, 2013; vgl. Abb. 1). Die
einzelnen Ketten sind ihrerseits aus mehreren Immunglobulindoménen mit iiberwiegend

antiparalleler -Faltblatt-struktur zusammengesetzt.

( Antigenbindung w CDR-Schleifen

Aktivierung des Komplement- .
Systems und Fc-Rezeptor Bindung

Abb. 1: Schematische Darstellung eines Antikorpers der IgG-Familie. Die -sandwich-Topologie
(zoom, rechte Seite) bildet das iibergeordnete Sekundarstrukturmerkmal der heterotetrameren
Antikorper. Sie bestehen aus zwei identischen leichten (violett, mit CL und VL), sowie zwei
identischen schweren Ketten (blau und orange, mit CH und VH). Die schweren Ketten sind in der
Scharnierregion (blaue Striche) durch Disulfidbriicken verkniipft und die leichten Ketten ihrerseits
iiber Disulfidbriicken kovalent mit den schweren Ketten verbunden. Die variablen Doménen sowohl
der schweren als auch der leichte Kette (Fv) enthalten die als hypervariable Regionen (CDR)
bezeichneten Antigenbindemotive. Die beiden Antikdrperfragmente Fc und Fab entstehen durch den
enzymatischen Verdau mit Papain. Die Abbildung wurde modifiziert nach Brekke und Sandlie (2003).




1 Einleitung

Bereits 1890 konnten durch Emil Adolf von Behring und Shibasaburo Kitasato sogenannte
LAntitoxine® im Serum von Patienten, die eine Diphterieinfektion iiberstanden hatten,
nachgewiesen werden. Im Jahre 1926 gelang es schlieBlich Lloyd Felton, die mittlerweile als
Antikdrper bezeichneten Molekiille (Paul Ehrlich, 1891), erstmals zu reinigen. Als
Meilensteine der Immunforschung gelten sowohl die spétere Strukturaufkldrung der
Antikorper durch Rodney R. Porter (1959 bis 1961), als auch die Entwicklung der Hybridom-
Technik, mit der es erstmals gelang monoklonale Antikorper herzustellen (Kohler und
Milstein, 1975). Diese Errungenschaften ebneten endgiiltig den Weg fiir ihren Einsatz in
Diagnostik und Therapie. Muromomab-CD3 (Orthoclone OKT3) war 1986 der erste von der
FDA (US Food and Drug Administration) fiir therapeutische Anwendungen zugelassene
monoklonale murine Antikorper (Goldstein et al., 1985). Er wurde als Immunsuppressivum
bei Transplantationsabwehrreaktionen eingesetzt und war gegen den CD3-Rezeptor der T-
Lymphozyten gerichtet. Da speziesfremde Antikdrper unerwiinschte Immunreaktionen
auslosen konnen (Waldmann, 2003), wurde die Entwicklung chimérer (Neuberger et al.,
1985), humanisierter (CDR grafting; Jones et al., 1986) und letztlich vollstdndig humaner
Antikdrper vorangetrieben (Hoogenboom und Chames, 2000; He et al., 2002; Lonberg,
2008). Derzeit sind etwa 35 Antikorper fiir die Behandlung immunologischer und
neoplastischer Krankheiten in den USA und Europa zugelassen - insgesamt rund 70 chimére
und humanisierte monoklonale Antikorper befinden sich noch in der klinischen Phase
(DeMeyer et al., 2014; Reichert, 2013).

Trotz ihrer langen Erfolgsgeschichte und bis heute giiltigen Vormachtstellung im Bereich
therapeutischer Agenzien (Reichert, 2010; Reichert, 2012) bringen Immunoglobuline auch
einige Limitierungen mit sich (Chames et al., 2009). So lassen sie sich nicht ohne Weiteres in
bakteriellen Zellen herstellen (Skerra und Pliickthun, 1988), da sie aus vier
disulfidverbriickten Polypeptidketten bestehen und zudem funktionsbedingt an den schweren
Ketten glykosyliert sind. Demzufolge ist oftmals eine Expression in eukaryotischen Zellen
erforderlich. Werden Antikérper mit zusétzlichen Effektoren fusioniert, die z.B. ihre
therapeutische  Effizienz oder Detektion verbessern sollen, zeigen sie zudem
Aggregationsanfilligkeit (de Graaf et al., 2002; Ruigrok et al., 2011). Ihr durchschnittliches
Molekulargewicht von 150 kDa schriankt auch ihre Gewebepenetration ein (Chester und
Hawkins, 1995), resultierend in einer geringen Clearance-Rate (Ausscheidungsrate iiber die
Nieren) und somit erhohten Verweilzeit gerade auch in gesundem Gewebe, was sie fiir den
Einsatz im tumor targeting oder in der Radiotherapie unbrauchbar macht (Lorey ef al., 2014).
Des Weiteren sind iiber den Fc-Teil vermittelte Effektorfunktionen, wie etwa antikorper-

abhédngige zellvermittelte Zytolyse (ADDC) und komplementabhingige Zytolyse (CDC),
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nicht fiir alle Therapieanwendungen erwiinscht (Clynes et al., 2000; Lutterotti und Martin,
2008, Chames et al., 2009). Fir nicht therapeutische Anwendungen, wie z.B. in der
Affinitdtschromatographie, erweisen sie sich durch ihre geringe pH-Stabilitdt fiir stringente
Regenerationsbedingungen ebenfalls als ungeeignet (Ruigrok et al., 2011). Schlussendlich
trugen komplexe Patentsituationen ebenfalls dazu bei, dass die Entwicklung von Alternativen
zu den extensiv genutzten Antikorpern vorangetrieben wurde (Binz et al., 2005).

Dabei wurden Ig-basierte Bindemolekiile zundchst konsequent weiterentwickelt. Von
Modifizierungen am Fc-Teil zur Verdnderung von Effektorfunktion (Desjarlais et al., 2007)
und Serumhalbwertzeit (Vaccaro et al., 2005), liber die Verwendung verschiedenster Formate
von Antikorper-Fragmenten (Holliger und Hudson, 2005), bis hin zur Fusion von Fragmenten
mit diversen Effektormolekiilen (Ebbinghaus et al., 2005; Alderson et al., 2006; Pastan et al.,
2007; Eshhar, 2008). Einige Nachteile lassen sich zwar durch diese Strategien umgehen, aber
dennoch bleiben diverse Anwendungsliicken bestehen, wie z.B. in vitro Anwendungen. Um
diese Liicken zu schlieBen werden seit nunmehr fast 25 Jahren Ig-unabhingige
Geriistproteine, sogenannte scaffolds, als putative Bindeproteine erforscht und etabliert. Sie

werden im Folgenden néher behandelt.

1.1 Alternative Bindeproteine

Bis zu Beginn der 90er Jahre wurde das Immunsystem als einzige Quelle molekularer
Diversitit angesehen, mit der nach Belieben Bindungsspezifitit erzeugt werden kann (Binz et
al., 2005). Durch Fortschritte in den Methoden der gerichteten molekularen Evolution
(Erstellung synthetischer DNA-Bibliotheken, vgl. 1.2) und dazugehorigen Selektions-
verfahren (vgl. 1.3) konnte dieser Prozess allerdings vom Immunsystem entkoppelt und
kiinstliche Bindeproteine immer leichter und effektiver erzeugt werden. Innerhalb der letzten
20 Jahre wurden daher mehr als 50 nicht Ig-basierte scaffolds als alternative Plattformen fiir
die Erzeugung von Bindeproteinen vorgeschlagen (Gebauer und Skerra, 2009). Der Begriff
»wscaffold steht in diesem Zusammenhang fiir eine Polypeptidkette mit verdnderten
Aminosduren oder Sequenzinsertionen, die den Proteinvarianten bestimmte Eigenschaften
zukommen lassen — in den meisten Fillen die Bindung spezifischer Zielstrukturen (Binz et
al., 2005). Wichtig ist dabei, dass diese Verdnderungen die thermodynamischen
Eigenschaften nicht signifikant negativ beeinflussen. Die Besonderheit aller scaffolds liegt in
ihrer reduzierten Komplexitit (im Vergleich zu Antikorpern), die sich liber sémtliche Ebenen
erstreckt: Struktur (eine Polypeptidkette; 3,5 - 82 kDa schwer), genetische Manipulierbarkeit,

biochemisches Handling bis hin zur technischen Produktion und Analytik, kombiniert mit
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herausragenden biophysikalischen Eigenschaften (hohe intrinsische Stabilitdt) und
modularem Molekiildesign (Lorey et al., 2014).

Das Repertoire an aktuell verfiigbaren Bindeproteinen ist sehr divers im Hinblick auf GrofBe,
Topologie, Bindungsmodus und Anwendbarkeit (Hey et al., 2005; Binz et al., 2005; Ruigrok
et al., 2011). Sie lassen sich in zwei Kategorien unterteilen: in Molekiille mit dem
Bindungsparatop auf exponierten, flexiblen Schleifen (loops) oder in mehr oder weniger
rigiden Sekundérstrukturen (Weidle et al., 2013). Des Weiteren wird noch zwischen Ig-
basierten und Ig-unabhingigen Geriistproteinen unterschieden. Das erste durch die FDA
zugelassene nicht-Ig-basierte Medikament war 2004 das Cystin-Knoten-Protein m-Conotoxin-
MVIIA (Prialt) (Williams et al, 2008). Es ist ein Calciumkanal-Blocker und wird zur
chronischen Schmerztherapie als Morphinersatz verabreicht.

Die Mutation von Aminosduren innerhalb von flexiblen /oop-Strukturen orientiert sich dabei
vorrangig am natiirlichen Vorbild der Antikdrper. Beim Antibiotikum Neocarcinostatin
wurden Peptid-bindende /oops (CDRs) eines VyH-Kamel Antikorpers in das Polypeptidgeriist
eingesetzt (loop grafting) und so die Bindung an Lysozym erzielt (Nicaise et al., 2004). Das
bereits 2009 zur Behandlung des hereditiren Angioddems FDA-zugelassene Medikament
Kalbitor stellt ein weiteres Beispiel dar, bei dem einzelne /oops mutiert wurden (Beck et al.,
2010). Es inhibiert die Serinprotease Plasma-Kallikrein mit einer inhibitorischen Konstante
von 44 pM (Lehmann, 2008). Die Basis fiir Kalbitor bildet die erste Kunitz-Domine des
humanen Lipoprotein-assoziierten Koagulationsinhibitors, deren /loops durch rationelles
Design veridndert wurden (Williams und Baird, 2003).

Bei den Bindemolekiilen, die unter den Namen AdNectine und Anticaline laufen, werden, wie
auch bei den Antikorpern, mehrere /oops randomisiert, um so eine durchgédngige Bindeflache
zu erschaffen. Als scaffold fiir AdNectine dient die zehnte extrazellulire Doméne des
Fibronectin Typ III mit Antikdrper-dhnlicher -sandwich-Struktur. Mit ihr konnten bisher u.a.
Binder gegen TNF o (Xu et al., 2002), Ubiquitin (Koide ef al., 1998), EGFR (Hackel et al.,
2010) und VEGFR-2 (Getmanova et al., 2006) erzeugt werden. Der aussichtreichste
Kandidat, der VEGFR-2-Inhibitor Angiocept (CT-322), soll in der Therapie von
Glioblastomen, colorektalem Krebs und kleinzelligem Lungenkrebs Verwendung finden und
befindet sich derzeit in der klinischen Phase II (Mamluk et al., 2010; Lipovsek, 2010). Unter
dem Begriff Anticaline sind Proteine der Lipocalin-Familie mit [-Fass-Struktur
zusammengefasst (Flower, 1996). Im Gegensatz zu den AdNectinen werden bei ihnen neben
Schleifen auch einige Reste im B-Faltblatt randomisiert. Mit dieser Molekiilklasse wurden u.a.
Bindeproteine gegen CTLA-4 (Schlehuber und Skerra, 2005), VEGF (Hohlbaum und Skerra,

2007) und verschiedene Haptene (Schlehuber et al., 2000; Korndorfer et al., 2003) erzeugt.
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Der VEGFR-1-Binder Angiocal (PRS-050) befindet sich bereits in der klinischen Phase I und
soll zur Behandlung solider Tumore eingesetzt werden (Mintz und Crea, 2013).

Ein in Génze Ig-unabhdngiges Konzept stellt die Randomisierung von Aminosduren in
Sekundérstrukturbereichen dar. Im Gegensatz zu den flexiblen /oops in Antikdrpern und ihren
Analoga, die ihre Zielstruktur {iber den induced fit-Mechanismus binden, wird fiir rigide
Sekundérstrukturen angenommen, dass sie eher dem Schliissel-Schloss-Prinzip folgen und
somit geringere entropische Verluste bei der Bindung zu verzeichnen haben (Binz et al.,
2004). Zu den sehr erfolgreichen scaffold-Klassen dieser Kategorie gehdren Affibodies und
DARPine. Bei den Affibodies werden 13 Aminosduren der a-Helix 1 und 2 der Z-Doméne
des Protein A aus Staphylococcus spec. randomisiert (Nord et al., 1995). Thr bakterieller
Ursprung begrenzt ihre Anwendung allerdings auf nicht therapeutische Bereiche. Ein
vielversprechender Kandidat ist ABY-002 (Zyer2:342), €in Affibody-Konjugat das gegen HER-
2 gerichtet ist und in Studien der Phase I zur Visualisierung von Brustkrebs eingesetzt wird
(Orlova et al., 2007; Lofblom et al., 2010). Mit den erzielten Affinitdten im mittleren bis
unteren nanomolaren Bereich (Friedman und Stahl, 2009) konnten noch weitere Zielmolekiile
gebunden werden. So z.B. TNF a (Kronqvist et al., 2008; Lofdahl et al., 2009), Faktor VIII
(Nord et al., 2001), EGFR (Friedman et al., 2007) und das AB-Peptid (Gronwall et al., 2007),
jedoch hat keiner dieser Binder bisher die klinische Phase erreicht.

Die zweite scaffold-Klasse dieser Kategorie bezeichnen die DARPine (designed ankyrin
repeat proteins). Dies sind modulare Proteine bestehend aus designten Ankyrin-repeats
(Bork, 1993), bei denen jeweils in der ersten o-Helix und dem angrenzenden B-turn sieben
Aminosédurepositionen randomisiert werden (Binz et al, 2003). Die so erzeugte
Randomisierungsfliche korreliert mit der natiirlichen Bindungsfliche der Ankyrin-repeat
Proteine (Binz et al., 2004). Mit Hilfe des Phagen- und Ribosomen-disp/ay konnten bereits
Bindeproteine fiir TNF o, HER2 (Steiner et al., 2008), diverse Kinasen (Amstutz et al., 2005;
Kummer et al., 2012), extrazellulire Proteine (Stefan et al., 2011; Mann et al., 2013) und
verschiedene Membranproteine (Milovnik et al., 2009) generiert werden. Das DARPin
MPO112, ein potenter VEGF-Inhibitor zur Therapie der neovaskuldren, altersbedingten
Makuladegeneration (nAMD), steht gerade am Ubergang von Phase 1 zu II (Tamaskovic et
al., 2012; Campochiaro ef al., 2013).

Neben a-helikalen Strukturen werden auch rigide B-Faltblétter als Randomisierungsflichen
genutzt. Mittlerweile wurde das Konzept an mehreren Geriistproteinen erfolgreich
angewendet, wobei Affinititen vom niedrig mikromolaren bis in den subnanomolaren Bereich

realisiert werden konnten. Mit dem humanen Ubiquitin als scaffold wurden bereits Binder
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gegen TNF a (Hoffmann et al., 2012), nPAC-1Rs (Song, 2012) und die extrazelluldre
Doméne B des Fibronectin (Lorey et al, 2014) isoliert. Ein weiterer Vertreter dieser
Kategorie ist das humane yB-Kristallin. Die Bindung an proNGF, Estradiol (Ebersbach et al.,
2007), das E7-Protein des humanen Papillomavirus (Mirecka et al., 2009) und nPTH-1R
(Zhang, 2013) konnte mit diesem scaffold-Protein bereits gezeigt werden. Als letztes wire
noch das komplett de novo designte, thermodynamisch sehr stabile, Protein M7 zu erwéhnen
(Stordeur et al., 2008). Die Randomisierung von zehn Aminosédurepositionen fiihrte iiber
Ribosomen-display zur Selektion eines Binders der die Fibrillierungskinetik von AB(1-40)-
und AP(1-42)-Peptiden beeinflusst (Stordeur, 2013).

Die hier angefiihrten Beispiele zeigen eindrucksvoll, wie viel Potential hinter dem Konzept
alternativer Geristproteine steckt und wie leicht sie im Vergleich zu Immunglobulinen {iber
Protein engineering an ihre Aufgaben anzupassen sind. Um spezifische Bindemolekiile zu
erzeugen, bedarf es allerdings hochgradig diverser DNA-Bibliotheken (die fiir entsprechende
Proteinvarianten kodieren), die iiber geeignete Selektions- (vgl. 1.3) und screening-Verfahren
zu Proteinvarianten mit den gewiinschten Eigenschaften fiihren. Wie solche DNA-
Bibliotheken generiert werden, wird im nachstehenden Abschnitt anhand verschiedener

Beispiele verdeutlicht.

1.2 Erstellung von DNA-Bibliotheken fiir die Selektion von Bindern

Die Erstellung artifizieller Bindeproteine beruht auf der Mutation von Aminoséduren in dem
als Bindefliche definierten Bereich des Gerlistproteins in Abhingigkeit zur Zielstruktur die
gebunden werden soll (Schneider, 2010). Dabei soll die mitunter de novo erzeugte
Bindefliche die Eigenschaften groBtmoglicher Affinitdt bei gleichzeitiger Spezifitit fiir die
Zielstruktur in sich vereinen. Die dafiir notwendigen Mutationen {iber rationales
Proteindesign (gezielter Austausch von Aminosduren) zu lokalisieren ist nach aktuellem
Stand der Dinge nur schwer moglich. Hierfiir miisste einerseits die Struktur des targets
bekannt sein, was nicht immer gegeben ist, und andererseits welche Mutationen maf3geblich
Loslichkeit, Stabilitdt und vor allem Bindungseigenschaften des scaffolds beeinflussen. Die
Methode ist demzufolge sehr informationsintensiv und daher wirtschaftlich ineffizient (Sen et
al., 2007; Schneider, 2010).

Deshalb stellt sich die Frage: Wie ldsst sich die nétige Variabilitit generieren, um eine
Vielzahl unterschiedlicher Proteinvarianten zu erzeugen, aus denen im Nachhinein Varianten
mit gewiinschten Eigenschaften isoliert werden konnen? Ein moglicher Losungsansatz ist in

der gerichteten molekularen Evolution zu finden, deren Konzept erstmals 1967 eingefiihrt
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wurde (Mills et al,, 1967). Sie umfasst die Selektion und Identifizierung neuer bzw.
verbesserter Eigenschaften aus zuvor erstellten Variantenbibliotheken durch zufallsbasierte
Mutagenese. Die Bibliotheken werden, wegen der leichteren Manipulier- und Auswertbarkeit,
auf DNA-Ebene erstellt, wobei hierfiir bereits verschiedene Verfahren etabliert wurden. Es
existieren bisher zwei methodische Ansitze: Bibliotheken basierend auf mehreren DNA-
Sequenzen (rekombinatorisch) und Bibliotheken basierend auf nur einer DNA-Sequenz
(nicht-rekombinatorisch). Ausfiihrliche Erliuterungen hierzu finden sich in den Ubersichts-
artikeln von Jaeger et al. (2001), Sen et al. (2007) und der Arbeit von M. Schneider (2010).
Daher wird auch an dieser Stelle nicht weiter darauf eingegangen.

Vielmehr soll der Fokus auf der ortsgerichteten Séttigungsmutagenese (site-specific
saturation mutagenesis) liegen, da sie die einzige Methode ist, die Sequenzverdanderungen an
definierten Positionen einfiigen kann. Die Randomisierung erfolgt oftmals PCR-basiert unter
Verwendung synthetischer Oligodesoxynukleotidmischungen. In die Oligodesoxynukleotide
kann an den Stellen, die randomisiert sein sollen, je nach Bedarf ein unterschiedliches
Mischungsverhéltnis der einzelnen Desoxynukleotide (dA, dC, dG, dT) eingebracht werden
(Horwitz und Loeb, 1986; Miyazaki und Arnold, 1999). Ein hdufig verwendetes Triplett-
Motiv ist das sogenannte NNK-Motiv bei dem an den N-Positionen alle vier
Desoxynukleotide eingebaut werden, an der K-Position hingegen nur dG oder dT. Somit sind
alle proteinogenen Aminosduren abgedeckt, aber zwei der drei unerwiinschten Stopp-Codone
ausgeschlossen. Dennoch ist die Methode mit Nachteilen verbunden. Zum Einen bewirkt die
Degeneriertheit des genetischen Codes (Aminosduren durch mehrere Codone kodiert) eine
gewisse Ungleichverteilung von Aminosduren hin zu denen die durch mehrere Tripletts
kodiert sind. Zum Anderen ist die Kopplungsreaktion bei der Oligodesoxynukleotid-Synthese
nie vollstindig, sodass infolge verkiirzte Nebenprodukte entstehen die bei der anschlieenden
Reinigung aufgrund der heterogenen Eigenschaften der Zielprodukte nicht vollstindig
abgetrennt werden konnen. Dies duBert sich dann in einem nicht unerheblichen Anteil an
Leserahmenverschiebungen innerhalb der generierten DNA-Bibliotheken (Schneider, 2010).
Aufgrund dessen ist es mit dieser Methode daher unmdglich eine kontrollierte Diversitét unter
Ausschluss nicht erwiinschter Aminosduren (u.a. Cystein, Prolin) und Stopp-Codone in den
resultierenden Oligodesoxynukleotiden zu erzielen (Kayushin et al., 1996).

Als kontinuierliche Weiterentwicklung in dieser Hinsicht ist der Einbau von kompletten
Basen-Tripletts, sogenannten Trinukleotid-Synthons (Trinukleotidphosphoramidite), an den
zu randomisierenden Positionen der Oligodesoxynukleotide zu sehen (Sondek und Shortle,
1992; Virnekds et al, 1994; Kayushin et al., 1996). Die Mischungsverhiltnisse der

Phosphoramidite lassen sich exakt einstellen, sodass alle moglichen Tripletts an den
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randomisierten Positionen gleichverteilt vorliegen. Nach dem gleichen Prinzip kénnen auch
Stopp-Codone und unerwiinschte Aminosduren einfach ausgelassen werden. Durch
unterschiedliche Reaktivititen der einzelnen Synthons miissen die Verhéltnisse allerdings
entsprechend angepasst werden, um letztlich Aminoséureungleichverteilungen zu vermeiden
(Kayushin et al., 1996). Da in diesem Fall der verwendete Triplett-Code nicht degeneriert ist,
d.h. jeweils nur ein Codon fiir eine Aminosédure kodiert, reduziert sich die Komplexitdt der
erzeugten Bibliothek (im Vergleich zu NNK-basierter Mutagenese) bei gleichbleibender
Aminosdureabdeckung und somit der sceening-Aufwand, der betrieben werden muss, um
gewlinschte Varianten zu isolieren. Unter Verwendung von NNK-Motiven ergeben sich
demnach 32 mdgliche Variationen je Position, beim Einsatz von Trinukleotid-Synthons
hingegen nur 20. Die realistisch zu erreichende maximale Bibliothekskomplexitit bewegt sich
zwischen 10'% bis 10" Varianten auf DNA-Ebene, was wiederum acht bis neun zu
randomisierenden Positionen bei NNK-Motiven bzw. zehn bei Trinukleotid-Synthons
entspricht.

Trotz stetiger Verbesserungen der Synthesesysteme fiir primer konnen immer noch vereinzelt
Deletionen bzw. Insertionen in deren Sequenzen auftreten. Diese fithren zu frame shifts in den
Amplifikaten und letztlich zu fehlerhaften, unter Umstidnden nicht funktionalen, Proteinen mit
ungewollten Mutationen. Frame shifts reduzieren demzufolge die Diversitidt und letztlich
Qualitdt der Bibliothek. Aus diesem Grund sollten fehlerhafte Sequenzen vor dem
eigentlichen Selektionsprozess aus dem System abgereichert bzw. eliminiert werden. Zu
diesem Zweck wurden verschiedene Leserahmenselektionssysteme entwickelt. Sie reichen
von einfacher 3'-Fusion mit Reportergenen (Seehaus et al., 1992; Maxwell et al., 1999;
Waldo et al., 1999), iiber zweigeteilte Systeme bei denen das gene of interest (GOI) zwischen
eine 5'-gelegene Signalsequenz und einem 3'-gelegenen Reportergen kloniert wird (Daugelat
und Jacobs, 1999; Cho et al., 2000; Ansuini et al., 2002; Lutz et al., 2002; Zacchi et al.,
2003), bis hin zu dreigeteilten Systemen bei denen zu den vorherigen Komponenten noch ein
splicing-Schritt hinzukommt (Gerth et al., 2004) (vgl. Abb. 2).

Durch die Fusion der Bibliotheksvarianten mit einem C-terminalen Reporterprotein wird
sichergestellt, dass nur in-frame Varianten zur Ausprigung des gewiinschten Reporter-
Phinotyps flihren (z.B. Antibiotikaresistenz). Interne Ribosomenbindestellen konnen
allerdings die Selektion falsch positiver Varianten bedingen (Sieber et al., 2001; Lutz et al.,
2002). Das Anfiigen einer N-terminalen Signalsequenz (z.B. fiir den TAT-Translokator) und
eines C-terminalen, periplasmatisch aktiven Reporterproteins (z.B. Antibiotikaresistenz) soll
dies verhindern. Erst ein korrekter Leserahmen fiihrt zur Expression eines vollstindigen

Fusionsproteins (TAT-Signalsequenz + gene of interest (GOI) + Reporter) und dessen Export
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ins Periplasma (vgl. Abb. 2). Der Nachteil hierbei ist, dass durch den Transport iiber die
Zellmembran oftmals auf Faltungseigenschaften und Loslichkeit der Varianten selektiert wird

(Sieber et al., 2001; Lutz et al., 2002; Zacchi et al., 2003; Bittker et al., 2004).

Transport ins Periplasma
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Abb. 2: Leserahmenselektionssysteme im Uberblick. A: Fusion des gene of interest (GOI, griin) an
ein C-terminales Reportergen (z.B. Antibiotikaresistenz, blau). B: Das GOI ist zwischen N-terminaler
TAT-Signalsequenz (Tat-SS, rot) und C-terminalem Reportergen (B-Lactamase, blau) kloniert. Diese
Anordnung verhindert das Auftreten falsch positiver Varianten durch interne Translationsstarts. Das
System ist allerdings nur fiir GOIs geeignet, die fiir nicht aggregierende Fusionsproteine kodieren. C:
Die das GOI flankierenden Inteinsequenzen (gelb) schneiden sich und das GOI posttranslational
autokatalytisch aus, gleichzeitig vermitteln sie dabei die Ligation der Exteine (Tat-SS und B-Lacta-
mase). Die Extein-Fusion wird letztlich ins Periplasma exportiert und fiihrt zu einem selektierbaren
Phénotyp. Abbildung modifiziert nach Gerth et al. (2004).

Durch die Vorselektion entfallen putativ funktionale Varianten die womdglich einen
niitzlichen Beitrag zur Diversitit der Bibliothek leisten konnen, die fiir bestimmte
Anwendungen noétig ist (Lutz ef al., 2001). Um dies zu umgehen, wurde durch Gerth et al.
(2004) ein modifiziertes Vektorsystem, ausgehend von pSALect (Lutz et al., 2002),
entwickelt bei dem das cis-splicing Intein VMA aus S. cerevisiae zwischen 5'-TAT-
Signalsequenz (Chaddock et al., 1995; Cristobal et al., 1999; DeLisa et al., 2003) und 3'-p-
Lactamase kloniert wurde (vgl. Abb. 2). Das Intein schneidet sich und das dazwischen

liegende POI posttranslational iiber mehrere nukleophile Schritte aus dem Fusionskonstrukt
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heraus, wéhrend es seine flankierenden Sequenzen (Exteine, in diesem Fall TAT-Signal-
sequenz und B-Lactamase) wieder miteinander verkniipft (Gogarten et al., 2002). Am Ende
liegen POI und TAT-B-Lactamase getrennt im Cytoplasma vor, wobei die TAT-f3-Lactamase-
Fusion, unabhéngig vom Faltungszustand des POI, in den periplasmatischen Raum exportiert
wird und letztlich zur Ampicillinresistenz fiihrt. Durch die Trennung beider Prozesse
selektiert das System somit nur auf den Leserahmen des GOI, nicht aber auf die Faltung des
POI. Die so selektierten unldslichen Varianten miissen nicht von Nachteil sein, da ihre
Loslichkeit spéter noch optimiert werden kann.

Die grundlegenden Methoden der molekularen Evolution zur Erzeugung von komplexen
DNA-Bibliotheken wurden erkldrt. Nun gilt es aus der Vielzahl an Varianten die
herauszufinden, welche die gewiinschten Eigenschaften zeigen. Der folgende Abschnitt

behandelt Selektionsprozesse, die dazu in der Lage sind.

1.3 Selektion von Bindeproteinen

Die Isolierung geeigneter Kandidaten geschieht im Allgemeinen mit Hilfe von in vivo- oder in
vitro-Selektions- und sich anschlieBenden screening-Verfahren. Eine unabdingbare
Voraussetzung fiir die erfolgreiche Selektion von Bindemolekiilen ist die Kopplung von
Geno- (DNA) und Phénotyp (Protein). Die raumliche Verkniipfung kann dabei durch die
Prasentation des Proteins auf Oberflichen von Zellen oder Viren, die den jeweiligen Genotyp
in sich tragen (u.a. phage display, yeast surface display, bacterial surface display), die
Prasentation innerhalb der Zelle (u.a. yeast two-hybrid, protein fragment complementation
assays), Uber Zell-freie Systeme wéhrend der Translation (ribosome display, mRNA display)
oder kiinstliche Kompartimentierung (in vitro compartmentalization) erreicht werden (Binz et
al., 2005).
Entsprechende Selektionssysteme wurden erstmals fiir die Herstellung von Antikdrpern bzw.
deren Fragmenten entwickelt (McCafferty et al., 1990), um u.a. die Immunisierung von
Tieren zu umgehen. Verschiedene Faktoren bedingen dabei die Wahl des geeigneten
Selektionsverfahrens. Sie hdngt in entscheidendem Malle ab vom scaffold selbst, von der
Verfiigbarkeit des fargets (Zielstruktur in 16slicher Form exprimierbar) und der GrofBle der
Bibliothek, die selektiert werden soll (Stordeur, 2013). Die am weitesten verbreitete und als
erstes entwickelte Methode stellt das Phagen-display dar (Smith, 1985). Da dieses Verfahren
in der vorliegenden Arbeit Verwendung findet, soll an dieser Stelle nur hierauf néher
eingegangen werden.
Eine fiir entsprechende scaffold-Varianten kodierende DNA-Bibliothek wird genetisch mit
dem M 13 Phagen-Hiillprotein plII fusioniert, deren Phinotypen (Proteinvarianten) exprimiert
10
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und letztlich auf der Phagenoberflache prasentiert (vgl. Abb. 3). Durch Inkubation der Phagen
mit der immobilisierten Zielstruktur werden bindende Varianten fixiert, nicht bindende
hingegen durch stringente Waschschritte abgetrennt. Alle gebundenen Varianten werden
anschlielend von der Matrix eluiert und stehen sowohl Sequenzanalysen (Qualitdtskontrolle),
als auch erneuten Selektionsrunden zu Verfligung. Im Zuge sich wiederholender
Selektionsrunden wird so der Variantenpool immer weiter eingeengt, bis am Ende nur noch

hochaffine Binder mit den gewiinschten Eigenschaften iibrig bleiben.

- Abb. 3: M13 Phagen-display.
Promoor  POI pim Escherichis cos 3  Fragmente einer DNA-

D> @- Bibliothek, die fiir Varianten

m Transformation ~ () __) des protein of interest (POI)
o Q) kodieren (1), werden mit dem
DBtk deb Ol Gen fiir das M13-Hiillprotein

'y Sl Qﬁ plll fusioniert und in ein
Gerichtete Evolution / Bibliotheks- phageimd kloniert (2) Nach
SELE ATy Transformation des phagemids

in E. coli (3) werden mit Hilfe

von Helferphagen POI-
tragende Phagen produziert

4 (4). Die resultierende Phagen-

bibliothek wird einem

SEILACILICI I immobilisierten  Zielmolekiil

Trnmobilisierte Zielstruistur prasentiert (5) und nicht-

bindende Varianten wegge-

TLA‘“”‘“""““"“ S ',\ @% waschen (6). Die gebundenden

e

7a\ Klonierung

Phagae origin

konstruktion

Helferphage

Neue Selektions-
runde

Phagen werden eluiert (7) und

durch erneute Transformation

in E. coli-Zellen wieder
6 vermehrt (8). Die DNA

hochaffiner = Binder  kann

sequenziert oder aber die
entsprechenden Phagen einer neuen Selektionsrunde unterzogen werden (8—5). Abbildung verdndert
nach Ruigrok et al. (2011).

Elution

Die Assemblierung der M13-Phagenpartikel findet im Periplasma von E. coli statt (Clackson
und Lowman, 2004). Hierfiir miissen sie iiber die innere Membran transportiert werden, was
tiber den Sec- oder TAT-Transportweg realisiert wird (Pugsley, 1993; Settles et al., 1997).
Die Besonderheit des in dieser Arbeit verwendeten TAT-abhédngigen Phagen-displays ist, dass
durch den Export der Varianten iiber den TAT-Translokator eine préisekretorische
Faltungskontrolle stattfindet und demzufolge nur korrekt gefaltete Varianten auf der
Phagenoberfldche prasentiert werden (DeLisa et al., 2003; Paschke und Hohne, 2005). Einen
detaillierteren Uberblick iiber die Methode gibt Abschnitt 4.14.2. Mit Hilfe des TAT-Phagen-

display sollen geeignete Bindeproteine aus einer Varianten-Bibliothek des humanen
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gammaB-Kristallin gegen humanes TNF a selektiert werden. Die nidchsten beiden Abschnitte

stellen Gertistprotein und Zielstruktur vor.

1.4 Humanes gamma-B-Kristallin (hgBC) als Geriistprotein

Die wichtigste Anforderung an kiinstliche Bindeproteine mit therapeutischem Potential ist
eine moglichst geringe Immunogenitit, dies wird hauptsidchlich durch den Einsatz von
Geriistproteinen humanen Ursprungs gewéhrleistet. Was letztlich nicht bedeutet, dass humane
Proteine keinerlei Immunreaktionen zeigen. Das humane yB-Kristallin (hgBC), das schon von
der Firma Scil Proteins GmbH (Halle) erfolgreich als kiinstliches Bindeprotein evaluiert
werden konnte (vgl. 1.1), sollte auch in der vorliegenden Arbeit Verwendung finden und das
Portfolio an bereits existierenden hgBC-Bibliotheksformaten erweitern (vgl. Fiedler und
Rudolph, 2001; Ebersbach, 2004; Ebersbach et al., 2007; Mirecka et al., 2009; Mirecka,
2010; Zhang, 2013).

Das hgBC ist ein 21 kDa (174 Aminosduren) schweres, monomeres Strukturprotein der
Augenlinse in Vertebraten und gehdrt zusammen mit den homodimeren bzw.
heterooligomeren [B-Kristallinen zur Superfamilie der By-Kristalline (Driessen et al., 1981;
Bax et al., 1990; Janicke und Slingsby, 2001; Bloemendal et al., 2004). Die Vertreter dieser
Superfamilie zeichnen sich durch zwei strukturell symmetrische Doménen aus, hauptséchlich
bestehend aus -Faltblattstrukturen, die {iber ein kurzes /inker-Peptid miteinander verbunden
sind (vgl. Abb.4). Beide Doménen stellen dabei unabhéngige Faltungseinheiten dar (Mayr et
al., 1994; Palme et al., 1997). Den Grundbaustein der Py-Topologie bildet das sogenannte
Greek key-Motiv (Richardson, 1977), das aus vier antiparallelen B-Faltblattstringen besteht
allein aber nicht faltungsfahig ist (Kretschmar, 1999). Erst die Verdoppelung des Motivs fiihrt
zu einer faltungsfahigen und stabilen Einheit. Jede Kristallin-Domine besteht aus zwei
interkalierenden Greek key-Motiven, die zusammen eine B-sandwich-Topologie als
iibergeordnete Supersekundérstruktur bilden (vgl. Abb. 4; Blundell et al., 1981; Wistow et al.,
1983). Der hierarchische Aufbau legt nahe, dass die Proteinfamilie aus einer einzelnen
Domine durch Genduplikation mit anschlieBender Genfusion hervorging (Lubsen et al.,
1988). Kristalline mit nur einer Doméne sind lediglich in Mikroorganismen, wie z.B.
Schleimpilzen und Hefen, zu finden (Palme et al, 1997; Janicke und Slingsby, 2001;
Bloemendal et al., 2004).

Der Kontakt zwischen beiden Doménen wird hauptsichlich iiber das kurze /inker-Peptid und
sechs hydrophobe Reste der Interdoménen-Kontaktfliche hergestellt - jeweils drei
topologisch dquivalente Reste pro Doméne. In der N-terminalen Domine des hgBC (NhgBC)

12
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sind dies die Aminosduren Met43, Phe56 und Ile81 und in der C-terminalen Doméne
(ChgBC) Ile132, Leul45 sowie Vall70 (Wistow et al., 1983; Bax. et al., 1990; Lapatto et al.,
1991; Najmudin ef al. 1993; Palme et al., 1997). Es konnte zudem gezeigt werden, dass die
Quartérstruktur des bovinen yB-Kristallins von der Sequenz, Konformation und Linge des

linker-Peptids abhédngig ist (Mayr et al., 1994; Mayr, 1995).

B

_— = .
2 Greek key-Motive

2 B-Faltblitter

Abb. 4: Strukturmodell des humanen yB-Kristallins (hgBC; Ebersbach et al., 2007).

A: Raumstruktur des hgBC mit der N-terminalen Doméne (N-hgBC) in griin und der C-terminalen
Domine (C-hgBC) in gelb. Das die beiden Einzeldomédnen verbindende [linker-Peptid ist blau
eingefarbt und die an der Interaktion beider Doménen beteiligten sechs hydrophoben Aminosdurereste
sind in roter stick-Darstellung hervorgehoben. Die Abbildung wurde mit PyMol erstellt (PDB: 2jdf).
B: Schematische Darstellung des struktur-bestimmenden Motivs der By-Kristallin Superfamilie: dem
Greek key. Interkalierende P-Faltblattstringe, von denen jeweils vier ein (-Faltblatt und somit ein
greek key-Motiv bilden, sind als Pfeile dargestellt. Die Abbildung wurde modifiziert nach Bloemendal
et al. (2004).

y-Kristalline werden ausschlieBlich in der friihen Embryonalentwicklung synthetisiert und
finden sich daher vorrangig in der Zentralregion der Augenlinse wieder (Waley, 1969;
Harding und Dilley, 1976). Aufgrund ihrer biologischen Funktion und Lokalisierung miissen
sie sehr gut 16slich und stabil sein. In der Linse erzeugen sie durch sehr hohe lokale
Konzentrationen von bis zu 860 mg/ml (Kumaraswamy et al, 1996) einen hohen
Brechungsindex. Dieser hilt die Streuung des Lichtes beim Durchtritt durch die Linse
moglichst gering, um so ein scharfes Bild auf der Retina abzubilden. Vergleichbar hohe
Proteinkonzentrationen sind in keinem anderen Gewebe zu finden (Janicke, 1994). Im
isolierten Kompartiment der Augenlinse unterliegen sie zudem nur geringen Umsatzprozessen
(Wannemacher und Spector, 1968) und verbleiben daher auf Lebenszeit, sodass sie ihre
funktionale Struktur iiber einen sehr langen Zeitraum aufrechterhalten miissen. Sie besitzen
deshalb eine der ldngsten bisher bekannten Halbwertzeiten fiir Proteine (Janicke, 1996). Aber

schon wenige Punktmutationen innerhalb der Proteinprimérsequenz koénnen zu Aggregation,

Quervernetzung (z.B. Disulfidbriicken) und schlieflich Denaturierung der Proteine fiihren

13




1 Einleitung

und somit die Auspragung von Katarakten einhergehend mit verminderter Sehfahigkeit nach
sich ziehen (Philipson und Fagerholm, 1973; Harding und Dilley, 1976; Takemoto und Azari,
1976; Truscott und Augusteyn, 1977; Jedziniak et al., 1978; Anderson und Spector, 1978;
Spector und Roy, 1978; Spector et al., 1979).

Die ungewdhnlich hohe Stabilitdt zeigt sich beim bovinen yB-Kristallin durch Resistenz
gegeniiber 8§ M Harnstoff bei neutralem pH-Wert, Tolerierung von Temperaturen bis zu 75 °C
in Anwesenheit von 7 M Harnstoff (Janicke, 1994) und selbst pH-Werte zwischen 1 und 10
fiihren nicht zur Denaturierung des Proteins (Rudolph et al, 1990; Sharma et al., 1990).
Desweiteren lassen sich beide Doménen getrennt voneinander 16slich in Prokaryoten
exprimieren, dabei ist die N-terminale Doméne stabiler als die C-terminale, die demnach
durch Doméneninteraktionen im Kontext des Vollldngenproteins stabilisiert wird (Rudolph et
al., 1990; Mayr et al., 1994; Palme et al., 1997).

Die hier angefiihrten Eigenschaften des yB-Kristallins, wie seine hohe Loslichkeit, thermische
und chemische Stabilitdt, sowie geringe Grofle und kostengiinstige Herstellung, machen es zu
einem idealen Geriistprotein zur Erzeugung kiinstlicher Bindeproteine. Fiir das bovine und
das humane yB-Kristallin konnte dies zuvor schon gezeigt werden (Ebersbach, 2004). So
wurden hierfiir jeweils acht oberflichenexponierte Aminosdurereste auf dem &duBeren [3-
Faltblatt der N-terminalen Domidne (vgl. Abb.5) randomisiert und aus entsprechenden
Proteinbibliotheken iiber Phagen-display Bindemolekiile gegen diverse Zielstrukturen isoliert
(Ebersbach et al., 2007; Mirecka et al., 2009; Zhang, 2013). Da diese allerdings oft nur
geringe Affinititen gegeniiber ihren targets aufwiesen, sollten neue hgBC-basierte
Bibliotheken erstellt werden.

Anhand des Strukturmodells des yB-Kristallins ist erkennbar, dass jeweils zwei der insgesamt
vier B-Faltblitter des Proteins einander zugewandt sind (vgl. Abb. 4 und 5). Uber sie wird
letztendlich die Wechselwirkung beider Doménen gewihrleistet. Die dufleren P-Faltblétter
sind hingegen evolutiv auf eine moglichst geringe Bindungsfahigkeit ausgerichtet (Slingsby
und Wistow, 2014). Da Kristalline in der Augenlinse in sehr hohen Konzentrationen
anzutreffen sind, hitten Interaktionen, oder gar Aggregation, mit benachbarten Molekiilen
womoglich fatale Folgen fiir die Transparenz der Linse. Fiir die inneren Faltblétter trifft dies
hingegen nicht zu, sie besitzen in Form der gegeniiberliegenden Doméine bereits einen
natiirlichen Bindungspartner. Daher erscheint die Interdoménen-Kontaktfliche auch
geeigneter fiir die Generierung eines artifiziellen Paratops. Zudem verdoppelt sich die

Bindungsfldache, wenn die Faltblétter beider Doméanen in das Paratop einbezogen werden.
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El I bestehendes Bibliotheksdesign
\/ (hgBC-a)
1/ \2.

N-terminale Domiine C-terminale Domiine
(N-hgBC-1) (C-hgBC-1)

Selektion
Fusion

N

Iy

I
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I
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I neues Bibliotheksdesign
(hgBC-1)

C
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Abb. 5: Strategien des Bibliotheksdesigns. Diec Doménen des hgBC sind schematisch als schwarz-
graue Vierecke dargestellt, mit den inneren p-Faltblattregionen (doménenzugewandt) in grau und den
duBeren (doménenabgewandt) in schwarz. Das beide Doménen verkniipfende linker-Peptid ist als
schwarzer Strich eingezeichnet und randomisierte Aminoséduren als rote Striche hervorgehoben. Fiir
die bereits bestehenden hgBC-Bibliotheken (ehemals Affiline™) wurden auf dem #uBeren B-Faltblatt
der N-hgBC acht losungsmittelexponierte Aminosduren randomisiert. Fiir das jetzige
Bibliotheksdesign sollen hingegen die inneren B-Faltblitter beider Doménen als putative Bindeflichen
herangezogen werden. Zwei Strategien werden dabei verfolgt: 1. Die Generierung von
Einzeldominen-Bibliotheken fiir die N-hgBC und C-hgBC und deren Selektion gegen geeignete
Zielmolekiile. Im néchsten Schritt werden isolierte Binder fiir die Affinitdtsmaturierung mit anderen
bindenden Varianten bzw. Bibliotheken der korrespondierenden Domine fusioniert und erneuten
Selektionsprozessen unterzogen (sequentielle Multimerisierung). Die abzudeckenden Diversititen sind
auf Ebene der Einzeldoménen gering und praktisch realisierbar. 2. Die Generierung von Bibliotheken
auf Basis des Volllingen-hgBC (parallele Multimerisierung). Die abzudeckenden Diversititen sind
sehr hoch und praktisch nicht immer realisierbar (von der Anzahl randomisierter Positionen abhingig),
die erreichbare Bindungsflache allerdings dementsprechend hoch.

hgBC-a = humanes yB-Kristallin mit randomisiertem dufleren B-Faltblatt; hgBC-i = humanes yB-
Kristallin mit randomisierten inneren B-Faltblattern

Um zu untersuchen inwieweit sich die Kontaktflache als putatives Paratop eignet, werden
zwei unterschiedliche Ansétze verfolgt: auf der einen Seite die Generierung von
Einzeldomédnen-Bindern mit der Option auf anschlieBende Multimerisierung und auf der
anderen Bindemolekiile auf Basis des Volllingen-hgBC (vgl. Abb. 5 sowie 2.1.1 und 2.2.1).
Insgesamt sollen so 13 Aminosdurepositionen auf den [-Faltblattstrukturen randomisiert
werden, davon befinden sich sieben in der N-hgBC und sechs in der C-hgBC. Die zu
mutierenden Aminosduren schlieBen die an der natiirlichen Interaktion beider Domidnen

beteiligten sechs hydrophoben Reste mit ein.
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1.5 Tumornekrosefaktor-alpha (TNF ) als Zielstruktur

Zur Evaluierung von scaffold-Bibliotheken wird anhand etablierter Zielstrukturen tiberpriift,
inwiefern isolierte Kandidaten die gewiinschten Eigenschaften zeigen. Eine potentielle
Zielstruktur stellt der seit mehr als 40 Jahren erforschte Tumornekrosefaktor (TNF)-alpha dar.
Er steuert die Expression von bis zu 500 Genen und {ibernimmt Schliisselfunktionen in der
Angiogenese, zelluldren Differenzierung, Mitogenese und nicht zuletzt Apoptose (Beutler und
Cerami, 1986 a/b; Rosenblum und Donato, 1989; Stordeur, 2013). Zudem ist er in erste
Immunreaktionen bei Infektionen und Krankheiten involviert (Ghezzi und Cerami, 2005;
Stordeur, 2013). Als pleiotropes Zytokin (Faustman und Davis, 2010) ist es zudem
pharmakologisch duBerst relevant, da es an der Auspragung zahlreicher Entziindungs- sowie
Autoimmunkrankheiten beteiligt ist und somit als Zielmolekiil fiir therapeutische Wirkstoffe
in Frage kommt (vgl. Tab. 1; Ghezzi und Cerami, 2005; Balkwill, 2009). Seinen Namen
erhielt das Molekill aufgrund seiner tumorzerstorenden Wirkung im Zuge Endotoxin-
vermittelter Freisetzung aus Makrophagen (Carswell et al., 1975).

Nachdem die Klonierung und Expression des Gens gelang (Pennica et al., 1984; Marmenout
et al., 1985; Shirai et al., 1985) konnte schlieBlich 1989 die Struktur des TNF o aufgeklart
werden (Eck und Sprang, 1989). Etwa zur gleichen Zeit wurde bekannt, dass der parallel
untersuchte Faktor Cachectin, welcher Fieber, septischen Schock und Kachexie vermittelt,
sequenzidentisch zu TNF « ist (Beutler et al., 1985 a/b; Beutler und Cerami, 1986 a/b). Seine
biologische Aktivitit entfaltet TNF o iiber die Bindung an spezifische Rezeptoren (Aggarwal
et al., 1985), die sowohl membranstindig als auch 16slich im Cytoplasma vorkommen
(Engelmann et al.,, 1990; Seckinger et al, 1990). Die Reinigung der beiden
Oberfldachenrezeptoren TNFR1 und TNFR2 und die Klonierung dazugehoriger Gene gelang
Anfang der 90er Jahre (Engelmann et al., 1989; Engelmann et al., 1990; Loetscher et al.,
1990; Schall et al., 1990; Smith et al., 1990; Heller et al., 1990).

TNF o wird in verschiedenen Zelltypen in seiner Vorlduferform als Transmembranprotein
(26 kDa; Pennica et al, 1984) exprimiert, dass sich zu nicht kovalent verkniipften
Homotrimeren zusammenlagert. Eine membranstindige Metalloprotease (TNF o converting
enzyme, TACE) spaltet ein 16sliches Homotrimer ab (Black ef al., 1997), das wiederum aus 17
kDa schweren Monomeren besteht (vgl. Abb. 6; Smith und Baglioni, 1987; Eck und Sprang,
1989). Sowohl die 16sliche als auch die membranstindige Form des TNF a konnen jeweils
beide Rezeptoren binden und so komplexe Signalkaskaden auslosen (Idriss und Naismith,
2000; Faustman und Davis, 2010). Jede Untereinheit besteht ihrerseits aus zwei antiparallelen

B-Faltblittern, die in einer jelly roll-Topologie angeordnet sind (Eck und Sprang, 1989) und
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eine zusidtzliche Disulfidbriicke aufweisen. Diese ist zwar essentiell fiir dessen volle
biologische Aktivitdt, nimmt allerdings keinerlei Einfluss auf die Struktur des Monomers
(Narachi et al., 1987; Arakawa et al, 1990). Die instabilen und biologisch inaktiven
Monomere (Smith und Baglioni, 1987) assoziieren iliber hydrophobe Wechselwirkungen, an
denen mafigeblich die C-terminalen hydrophoben Reste 101-114 beteiligt sind (Liu et al.,
2012), zu einem glockenformigen Homotrimer (51 kDa) und formen so iiber die entstehende
Dreifach-Symmetrieachse die Rezeptorbindestellen (vgl. Abb. 6; Mukai et al., 2010).

Die Dissoziationskonstanten der Trimere, als auch der Komplexe aus Trimer und Rezeptoren,
liegen im niedrigen picomolaren Bereich (Poiesi et al., 1993; Grell et al., 1998). Fiir die
Trimerdissoziation wurden Halbwertzeiten zwischen 4 h und 20 h beobachtet, wobei diese in
erheblichem Maf3e von den Pufferbedingungen abhingig sind (Kunitani et al., 1988; Poiesi et
al., 1993; Alzani et al., 1995). Detergenzien und DMSO beschleunigen die Trimerdissoziation
(Poiesi et al.,, 1993; He et al, 2005; Hoffmann et al., 2012), eine Reassoziation der
Monomere ist jedoch mdéglich (Corti et al., 1992; Poiesi et al., 1993). Es wird vermutet, dass
der Dissoziation eine konformationelle Umlagerung im Molekiil vorausgeht (Alzani ef al.,
1995). Die Dissoziation des Trimers wird daher als Ansatzpunkt zur Inaktivierung von TNF o
in vivo diskutiert (Smith und Baglioni, 1987; Corti et al., 1992). Weitere Moglichkeiten den
TNF-Signalweg zu blockieren sind einerseits die gezielte Inhibierung der Interaktion
zwischen Ligand und seinem Rezeptor (TNFRI1) und andererseits die Inhibierung der
Metalloprotease TACE (Moss et al., 2001).

Neuere Erkenntnisse schreiben TNF o neben Tumor-destruierenden auch Tumor-verstarkende
Wirkungen zu (Devoogdt et al., 2006; Balkwill, 2006; Brambilla ef al., 2011). Dennoch wird
es in der Tumortherapie eingesetzt (Lejeune et al., 2006). Besonders bei der Behandlung von
Entziindungskrankheiten, wie rheumatische Arthritis, Psoriasis, Morbus Crohn, oder Uveitis,
steht das Protein als Zielmolekiil im Fokus (Naguwa, 2005; Rutgeerts et al., 2009; Ottiger et
al., 2009). Dies untermauert noch einmal die zentrale Stellung des TNF o bei Immun- und
Entziindungsreaktionen und dessen pharmakologisches Potential.

Der erste zugelassene TNF a-Inhibitor war Enbrel (Etanercept), ein Fusionsprotein aus dem
Fc-Teil des IgG1 und zwei Rezeptordominen des TNFR-2, welches dadurch nur das intakte
Homotrimer erkennt. Den weitaus groften Teil der bisher zugelassenen Inhibitoren stellen
jedoch monoklonale Antikorper dar (vgl. Tab. 1). Sie binden sowohl die monomere, als auch
die trimere Form des Molekiils, da sie zur Interaktion nur eine Untereinheit bendtigen (Jespers
et al., 1994; Kohno et al., 2007; Kaymakcalan et al., 2009). Der inhibitorische Effekt

resultiert in diesem Fall aus der Uberlappung von Epitop und Rezeptorbindestelle.
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Tab. 1: TNF o-Binder im Uberblick. CTLD; = trimere C-type lectin-like domain; EP =
Entwicklungsphase; KP = klinische Phase; LDLR = low density lipoprotein receptor; n.b. = nicht
bekannt; TNFR2 = TNF a-Rezeptor 2; zg = zugelassen

Bezeichnung | scaffold Geriistprotein Anwendung KP Affinitit Referenz
chimerer z Kaymakcalan
Remicade mAb monoklonaler Crohn Krankheit (19%8) 27 pM ty / 2((:)09
Antikorper (IgG1) eta.,
Fusionsprotein aus Fc-
Fusions- Teil von IgG1 & Rheumatoide zg Kaymakcalan
Enbrel protein extrazelluldrer Arthritis (1998) 21pM et al., 2009
Doméne des TNFR2
humanisiertes , vereleichbar Nesbitt et al.,
Cimzia mADb pegyliertes Fab- Crohn Krankheit & & 2007; Tracey
(2008) Enbrel
Fragment et al., 2008
. monoklonaler Rheumatoide zg Kaymakcalan
Humira mAb |\ ikérper (IeG1) Arthritis 2002) | 3OPM | 2000
Rheumatoide &
iaische
. . monoklonaler psoriaise zg Shealy et al.
Simponi mAb o Arthritis, 18 pM ’
Antikorper (IgG1) ankylisicrende (2009) 2010
Spondylitis
Domiinen- variable Doméne der Psoriasis, Beck et al.,
DOM-0200 Ab schweren oder leichten Rheumatoide 2 n.b. 2010; Mintz
Kette Arthritis & Crea, 2013
. VHH (Kamel- . . Mintz &
Ozoralizumab | Nanobody Antikorper) Héamatologie 2 n.b. Crea, 2013
VHH (Kamel- . Mintz &
ATN-192 | Nanobody Antikorper) verschiedene 1 n.b. Crea, 2013
variable Doméne der . .
ESBA105 scFv schweren oder leichten Uveitis 2 vergle} chbar | Ottiger et al.,
. Remicade 2009
Kette, chimer
AMG-220 Avimer | Doméne A des LDLR | Crohn Krankheit 1 <0,2nM Slcll\;er;(l)%ns et
ulcerative Colitis,
AVX-470 | pAb polyklonaler Crohn Krankheit, | 1 nb. Bhol et al.,
Antikdrper o 2013
Mukositis
Crohn-Krankheit,
. Psoriasis, Bylaetal.,
TN2-B1-C31 | Atrimer CTLD; Rheumatoide EP 0,34 nM 2010
Arthritis
10F Affilin Ubigquitin nb EP | 390nm | Hoffmannel
a e al., 2012
. . . Lofdahl &
Z1NFap1 Affibody [ Protein A (Z-Doméne) verschiedene EP 0,23 nM Nygren, 2010
. Ankyrin Repeat . S Steiner et al.,
T 01 DARPin Protein verschiedene EP niedrig nM 2008
. zehnte Fibronectin- . Xuetal,
M12.04 AdNectin Typ II-Doméne verschiedene EP 20 pM 2002

Ahnlich verhilt es

sich auch mit kiinstlichen Bindeproteinen auf Basis diverser

Gertistproteine die mittlerweile gegen TNF o erzeugt wurden. Hier konnten sowohl

Kandidaten mit inhibitorischen Eigenschaften (Affibody, Atrimer), als auch Kandidaten, fiir

die bisher nur das Bindungsereignis per se bekannt ist (DARPin, AdNectin, Affilin), generiert

werden (vgl. Tab. 1). Ein weiterer Inhibitionsmechanismus beruht auf der Erkennung von
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Epitopen innerhalb der Kontaktfliche der Monomere. Dies konnte mit Hilfe eines kleinen
inhibitorischen Molekiils erreicht werden, dessen Bindung die Dissoziation des TNF-Trimers
begiinstigt und gleichzeitig dessen Reassoziation verhindert (He et al., 2005). Aufgrund der
hohen Affinititen zwischen den Monomeren per se, sowie TNF a-Trimeren und ihren
Rezeptoren, miissen potentielle TNF-Inhibitoren, um biologische Aktivitit zu zeigen, selbst
sehr hohe Affinititen besitzen. Der momentan aussichtsreichste Kandidat fiir [g-unabhéngige
scaffolds scheint das Avimer AMG-220 der Firma Amgen zu sein. Es hat bisher als einziger
die klinische Phase erreicht (vgl. Tab. 1; Silverman et al., 2005). Das immer noch in der

Entwicklungsphase befindliche AdNectin M12.04 ist mit einer Affinitdt von 20 pM ebenfalls

erfolgsversprechend (Xu et al., 2002).

Abb. 6: Freies und Rezeptor-gebundenes TNF-alpha. A: Die I6sliche Form des TNF o wird
proteolytisch von einer membranstidndigen Vorform abgespalten und besteht aus drei nicht kovalent
verbundenen Untereinheiten (PBD: 1tnf). Die Dreifachsymmetrie resultiert in furchenférmigen
Rezeptorbindestellen (blau), an deren Ausbildung jeweils zwei Untereinheiten beteiligt sind (Van
Ostade et al.,, 1994). B: Demnach binden drei Rezeptormolekiile ein Trimer. Dargestellt ist der
Komplex aus TNFR2 (blau) und dem l6slichen TNF a-Trimer (PDB: 3ALQ). Die entsprechenden
Monomere sind in violett, orange und griin hervorgehoben. Die Abbildung wurde mit PyMol erstellt.

Ein anderer Ansatz nutzt Methoden des protein engineering um TNF a-Monomere so zu
verdndern, dass sie nicht mehr miteinander interagieren (Steed et al., 2003; Brambilla et al.,
2011). Diese Technik soll in der Behandlung der Multiplen Sklerose Einsatz finden. Studien
dieser Arbeitsgruppe deuten auch darauf hin, dass nicht allein die Blockade der generellen
TNF a-Signalkaskade von therapeutischem Vorteil ist, sondern eher die gezielte Inhibierung
der loslichen Form des TNF a (Spohn ef al., 2007; Brambilla et al., 2011). Sie sprechen der
membranstindigen Form eine positive, entziindungshemmende und das Uberleben der Zelle

vermittelnde Rolle zu und der 16slichen Form des TNF o eine negative (vermittelt Zelltod,
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entziindungsfordernd). Das Zusammenspiel und die richtige Konzentration beider Formen

sorgt demnach fiir die Balance des Systems (Brambilla ez al., 2011).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Mit dem humanen yB-Kristallin steht ein bereits etabliertes Geriistprotein zu Verfiigung. In
allen bisherigen Bibliotheken wurden basierend auf in silico-Analysen acht Aminosdure-
positionen auf dem duBleren B-Faltblatt der N-terminalen Doméne des Proteins randomisiert
und spezifische Bindemolekiile gegen diverse Zielstrukturen isoliert (Ebersbach et al., 2007;
Zhang, 2013). Das hierbei generierte Paratop stellte eine de novo-Bindestelle dar. Die
erzielten Affinitdten waren allerdings nicht sehr hoch, sodass ein neues Konzept in Erwédgung
gezogen wurde. Unter Einbezug der natiirlichen Bindestellen innerhalb der Interdoménen-
Kontaktfldche sollte ein alternatives Paratop geschaffen werden. Hierzu sollten sowohl DNA-
Bibliotheken auf Basis der Einzeldominen als auch des Volllingenproteins erstellt werden. In
den beiden Einzeldomédnen wurden jeweils sechs bzw. sieben Aminosdurepositionen
randomisiert, im Volllingenprotein ergaben sich daraus dreizehn. DNA-Sequenzanalysen und
die Analyse zufilliger Proteinvarianten sorgten fiir die notige praselektive Qualititskontrolle.
Die Selektion der Bibliothek(en) iiber TAT-abhéngiges Phagen-display gegen die Zielstruktur
TNF o und anschlieBendes screening putativer TNF a-Binder mittels ELISA waren die
nichsten Schritte. Da sich TNF o als eine pharmakologisch duflerst relevante Zielstruktur
darstellt, existiert bislang eine Vielzahl unterschiedlicher Bindemolekiile fiir dieses Protein
(vgl. 1.5 Tab. 1). Dies ldsst wiederum vergleichende Analysen mit den in dieser Arbeit
isolierten Bindemolekiilen zu. Im Zuge der biophysikalischen Charakterisierung der
bindenden Varianten standen Affinitdt, Spezifitdt, Stochiometrie des Komplexes und
thermische Stabilitdt im Mittelpunkt. Zudem galt es den Einfluss der Aminoséureaustausche
auf die Faltung der Proteinvariante {iber Sekundérstrukturanalysen zu beurteilen.

Anhand der erhobenen Daten lief3 sich einschitzen, inwieweit die randomisierten Reste des
Vollldngen-hgBC und der Einzeldominen zu funktionalen Bibliotheksmitgliedern fiihrten, die
Interdominen-Kontaktfliche zur Gesamtstabilitdt des Volllingenproteins beitrdgt (Rudolph et
al., 1990; Mayr et al., 1994; Palme et al., 1997) und ob sich die Kontaktflache letztlich als
alternatives Paratop eignet. Desweiteren sollte gekldart werden, ob das Bibliotheksformat
generell fiir das TAT-Phagen-display zugénglich ist und ob die grundlegenden Eigenschaften
des scaffolds erhalten bleiben.
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2 Ergebnisse

Dass sich das humane yB-Kristallin (hgBC) zur Erzeugung kiinstlicher Bindeproteine eignet,
konnte u.a. durch Ebersbach et al. (2007) und Zhang (2013) erfolgreich gezeigt werden.
Hierbei wurden acht oberflichenexponierte Aminosduren auf dem &ufleren -Faltblatt der N-
terminalen Domine des Proteins randomisiert und die resultierende Bibliothek erfolgreich
gegen diverse Zielstrukturen selektiert. Die Auswahl entsprechender Aminosdurepositionen
geschah groftenteils in silico unter Berlicksichtigung der Toleranz gegeniiber Substitutionen
und der Lokalisierung innerhalb des rigiden -Faltblattes.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein anderer Ansatz verfolgt: die Validierung der
Interdoménen-Kontaktfliche des yB-Kristallins als potentielles Paratop stand im
Vordergrund. Fiir die Selektionsprozesse mittels Phagen-display wurden zwei
unterschiedliche Strategien verfolgt, zum einen die Selektion einer Einzeldoménen-Bibliothek
vor dem Hintergrund einer nachfolgenden Fusion mit Bibliotheken der korrespondierenden
Doméne (sequenzielle Multimerisierung) und zum anderen die priselektive Fusion von
Einzeldoménen-Bibliotheken zum Vollldngen-Protein (parallele Multimerisierung). Aus der
Vollldingen-hgBC-Bibliothek konnten TNF a-bindende Varianten isoliert werden, wobei die

Variante R3-B11 hinsichtlich ihrer Interaktion mit TNF o ndher charakterisiert wurde.

2.1 Selektion einer Einzeldoméinen-C-hgBC-Bibliothek gegen TNF a

Unter Zuhilfenahme evolutiondrer Selektionsmethoden, wie dem Phagen-display, konnen
Molekiile mit spezifischen Eigenschaften aus einem groflen poo/ an Varianten mit
iiberschaubarem Aufwand identifiziert und isoliert werden. Allerdings wird durch
limitierende Faktoren, wie einzelnen Ligations- und Transformationsschritten, sowie der
Wahl des Phagen-Systems per se, die real erreichbare Bibliotheksgrofe auf rund 10"
Varianten beschriankt (Paschke, 2006). Trotz der Limitationen konnten aus qualitativ
hochwertigen hgBC-Bibliotheken bereits erfolgreich Binder selektiert werden (Fiedler ef al.,
2006; Ebersbach et al., 2007; Mirecka et al., 2009; Zhang, 2013). Zunichst sollte eine
Einzeldomdnen-Bibliothek basierend auf der C-terminalen Doméne gegen das Zielmolekiil
TNF a selektiert werden. Erhaltene Binder konnen dann zur weiteren Affinitdtsmaturierung
miteinander fusioniert bzw. an weitere Bibliotheken gekoppelt und erneuten

Selektionsschritten unterzogen werden.
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2.1.1 Auswahl geeigneter Aminosiurereste in der C-terminalen Domine

Die N-terminale Domine des hgBC (N-hgBC) wurde in unserer Arbeitsgruppe schon
eingehender untersucht (Schneider, 2010), daher lag der Fokus dieser Arbeit zunéchst auf der
C-terminalen Doméne des Proteins (C-hgBC). Zudem enthilt sie, im Gegensatz zur N-hgBC,
nur ein Cystein. Die insgesamt 6 Cysteine der N-hgBC konnten womdglich negative
Auswirkungen auf den Erfolg spéterer Selektionsprozesse haben; in Form von unspezifischer
Bindung zwischen scaffold und Zielmolekiil tiber Disulfidverbriickung. Proteine ohne
Disulfidbriicken gestatten auBBerdem eine effizientere Produktion, gerade auch in Bezug auf
technische Malstdbe. Das zu erzeugende Paratop sollte sich um die Aminosdurereste
erstrecken, die an der natiirlichen Interaktion mit der N-hgBC beteiligt sind, namentlich 1137,
L150 und V174 und diese mit in die Bindeflidche integrieren. Sequenzvergleiche zwischen
Mitgliedern der By-Protein-Superfamilie ergaben einen hohen Konservierungsgrad innerhalb

der Interdominen-Kontaktflache.

Abb. 7: Randomisierungsfliche in der C-
terminalen Doméne des humanen YyB-
Kristallins. Die in rot hervorgehobenen
acht Aminosdureseitenketten bilden
zusammen die maximale Paratopfliche
(587 A?) innerhalb des inneren B-Faltblattes
(Interdomédnen-Kontaktflache), die in den
erstellten C-hgBC-Bibliotheken erreicht
wird. Die drei Reste, die an der natiirlichen
Interaktion beider Domédnen beteiligt sind
(I137, L150, V174), wurden ebenfalls mit in
die Bindeflache einbezogen. Die
Nummerierung der entsprechenden
Wildtyp-Reste korrespondiert hierbei mit
der Aminosdureabfolge im Volllingen-
Protein mit verldngertem Linker-Peptid (vgl.
2.2.1 Abb. 12). Die Abbildung wurde mit PyMol erstellt (PDB: 2;df).

Daher konzentrierten sich in silico-Analysen (PyMol 0.99rc6) der Doménenstruktur auf Reste
die sich primédr auf den [B-Stringen oder angrenzenden /oop-Regionen befanden und in
Summe eine zusammenhdngende Bindefldche bildeten. Folglich wurden die Aminosduren
S135, 1137, Y139, Q148, L150, R152, R172 und V174 in die Randomisierung einbezogen
(vgl. Abb. 7). Vorherige Studien an einem C-hgBC-Bibliotheksformat konnten zeigen, dass
mit zunehmender Anzahl an mutierten Positionen die Loslichkeit der Doméne stark absank
(nicht gezeigte Daten). Aus diesem Grund sollten Bibliotheken mit unterschiedlicher Anzahl
randomisierter Positionen erstellt werden, d.h. zwischen vier und acht Aminosiuren, um den

bestmoglichen Kompromiss aus maximaler potentieller Bindungsfliche (Affinitdt) unter
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Beibehaltung groBtmoglicher Loslichkeit und Stabilitdt zu ermitteln (vgl. 2.1.2). Anhand der
Losungsmittelzugénglichkeit der Wildtyp-Reste ergaben sich fiir die verschiedenen
Bibliotheken Paratopfldchen zwischen 290 A? (Lib4.1A) und 587 A (Lib8.1B), was mit einer
Verianderung von 4,4 % (Lib4.1A) bis 8,8 % (Lib8.1B) der Protein-Primérsequenz einherging.

2.1.2 PCR-basierte Assemblierung der C-hgBC-Bibliotheken

Die Zusammensetzung der verschiedenen C-hgBC-Bibliotheken (vgl. Abb. 8) erfolgte auf
Grundlage einer synthetischen, fiir die Expression in E. coli Codon-optimierten Gensequenz
(TopGenTechnology, Montreal, Kanada) mit Hilfe von iiberlappenden, degenerierten
Oligodesoxynukleotiden (vgl. 5.6, Tab. 15). Die entsprechenden PCR-Produkte wurden
gemall Abschnitt 5.14.1.1 mit Bsa I geschnitten und anschlieBend miteinander ligiert. Der
Einsatz von NNK-Motiven (vgl. 5.6 Tab. 16; 5.14.1.1) an den randomisierten Positionen
resultiert in 32 mdglichen Codonen fiir jede Position und somit in theoretisch erreichbaren
Bibliotheksgrofen zwischen 32* = 1,05x10° (= 1,74 amol bzw. 331 fg DNA) bis 32° =
1,1x10"* (= 1,83 pmol bzw. 347,1 ng DNA). Nach Assemblierung der Bibliotheken konnten
reale Komplexititen von 9,9x10' (Lib4.1A), 3,3x10" (Lib5.1A), 4,6x10'"" (Lib6.1A),
1,9x10" (Lib7.1A) und 3x10'* (Lib8.1B) erzielt werden.

135 137 150 152
Lib4.1A 5 [ — >
174
Libs.1a N,
148

Libs.1a NP
172

Lib7.1a R ———

139

Libs 13

Abb. 8: Randomisierte Aminosiiurepositionen in den C-hgBC-DNA-Bibliotheken. Das Gen fiir
die C-terminale Doméne ist als grauer Balken dargestellt, die iiber Oligodesoxynukleotide (vgl.
5.14.1.1) eingefiigten NNK-Motive sind rot hervorgehoben. Die Nummerierung der randomisierten
Reste entspricht der Position der Aminoséure im Vollldngenprotein mit verldngertem /inker-Peptid
(vgl. 2.2.1 Abb. 12).

Zur Uberpriifung der Qualitit der naiven Bibliotheken wurde eine Teilmenge der generierten

Bibliotheksfragmente iiber Ncol- und Xhol-tragende Oligonukleotide reamplifiziert und

nachfolgend in pET23SP (vgl. 5.7 Tab. 18) subkloniert.

Zur statistischen Erfassung wurden 96 zufillig ausgewéhlte bakterielle Klone der Lib6.1A

bzw. je 48 Klone der restlichen Bibliotheken regeneriert, wovon 83 bzw. 44 (Lib4.1A), 46
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(Lib5.1A), 39 (Lib7.1A) und 34 (Lib8.1B) auswertbare Sequenzen ergaben (vgl. Tab. 2). Der
Anteil an funktionalen DNA-Sequenzen lag hierbei zwischen 74 % (Lib8.1B) und 33 %
(Lib5.1A). Varianten mit Deletionen, hauptsdchlich um die eingefithrten NNK-Motive
lokalisiert, konnten zu 50 % in Lib4.1A, 67 % in Lib5.1A, 63 % in Lib6.1A, 54 % in Lib7.1A
und zu 27 % in Lib8.1B beobachtet werden. Auf Proteinebene lagen die Funktionalititen

zwischen 50 % (Lib4.1A) und 30 % (Lib5.1A).

Tab. 2: Funktionalititen der C-hgBC-Bibliotheken. Als funktional auf DNA-Ebene wurden all
diejenigen Sequenzen betrachtet, die einen korrekten, offenen Leserahmen aufwiesen. Auf
Proteinebene wurden Amber-Stopp Codon tragende Varianten allerdings nicht mehr als funktional
angesehen. Substitutionen galten auf beiden Ebenen als funktional. Angegeben sind absolute Zahlen,
mit den jeweiligen Prozentangaben in Klammern.

Lib4.1A LibS.1A  Lib6.1A  Lib7.1A  Lib8.1B

Anzahl untersuchter Sequenzen 44 46 83 39 34
Funktionale Sequenzen (DNA) 22 (50) 15 (33) 31 (37) 18 (46) 25 (74)
Funktionale Sequenzen (Protein) 22 (50) 14 (30) 28 (34) 16 (41) 16 (47)

Ein Blick auf die Nukleotidverteilungen zeigt, dass lediglich die Verteilung in der Bibliothek
Lib8.1B der erwarteten (N: 25 %; N: 25 %; K: 50 %) nahe kommt, alle anderen weichen
davon teilweise deutlich ab (vgl. Abb. 9). Auffillig ist zudem, dass an der K-Position in den
Bibliotheken Lib4.1A, 5.1A, 6.1A und 7.1A vermehrt Cytosin zu finden ist, was laut
Synthesestrategie der fiir die Randomisierung verwendeten Oligodesoxynukleotide nicht der
Fall sein sollte (nur G und T an dieser Position ,,erlaubt®). Der Anteil liegt bei 45 % in der
Lib4.1A und sinkt mit steigender Anzahl an randomisierten Positionen kontinuierlich ab bis
auf einen Wert von 25 % in der Bibliothek 7.1A. In Lib8.1B ist kein nennenswerter Anteil an

Cytosin an Position K zu beobachten.
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C-hgBC_Lib8.1B Abb. 9: Nukleotid- und Aminosiureverteilung

in den fiinf C-hgBC-Bibliotheken. Es wurden 22

- (Lib4.1A), 15 (Lib5.1A), 35 (Lib6.1A), 18
- A (Lib7.1A) respektive 25 (Lib8.1B) funktionale

50| G DNA-Sequenzen aus zufdlligen bakteriellen
et M Klonen fiir die Analysen herangezogen. Im oberen

40

Teil jeder Darstellung findet sich die
Nukleotidverteilung an den jeweiligen Positionen
im NNK-Motiv, darunter die dazugehorige
20 Aminosaureverteilung. Fiir diese wurde die
gefundene Anzahl auf die erwartete normiert (rote
Linie: gefundene entspricht erwarteter Anzahl),
wobei die Verteilung jeweils iber alle
N 2N 3K randomisierten Positionen berechnet wurde.

Position

30

Haufigkeit [ % ]

Legt man ein Signifikanzniveau von p =0,1
zugrunde, dann geniigten lediglich die
2 Nukleotidverteilungen der ersten N-Position

H H | der NNK-Motive in den Bibliotheken Lib5.1A

rel. Haufigkeit (gefunden/erwartet)

und Lib7.1A dem Erwartungswert, fiir die

2E

zweite N-Position traf dies fiir Lib4.1A,

Aminosaure Lib7.1A und Lib8.1B zu (vgl. Anhang
Tab. Al). Auffillig war zudem, dass die zweite N-Position fiir Lib8.1B eine nahezu ideale
Verteilung aufwies (p=0,896). An Position K entsprach nur Lib8.1B der erwarteten
Verteilung, alle anderen wichen durch das Auftreten von Cytosin deutlich ab. Die
Abweichungen spiegelten sich auch auf Aminoséureebene wider, hier geniigte lediglich die

Bibliothek Lib7.1A der erwarteten Verteilung.

2.1.3 Charakterisierung naiver Bibliotheksvarianten

Veranderungen in der Primdrsequenz eines scaffolds konnen selbige auch auf Strukturebene
hervorrufen, was nicht selten zu verminderter 16slicher Expression fithrt. Um Aussagen zur
Loslichkeit der Bibliotheken machen zu konnen, wurden die zuvor sequenzierten Varianten
(vgl. 2.1.2) in 500 ul-MTPs (Nunc, Danemark), befiillt mit je 200 pul ZYM-5052-Medium pro
Kavitit, kultiviert und die geernteten Zellpellets geméfl Abschnitt 5.13.5 aufgeschlossen. Alle
zuvor sequenzierten naiven Bibliotheksvertreter wurden beziiglich ihres Expressions-
verhaltens in SDS-PAGE-Analysen untersucht (vgl. Abb. 10A), bei den beiden C-hgBC-
Bibliotheken Lib7.1A und Lib8.1B wurde sich dabei lediglich auf die Volllingenvarianten
beschrinkt. Als Volllingenvarianten galten alle Varianten, fiir die eine vollstindige

Gensequenz ohne Deletionen bzw. Insertionen und loss-of-function Mutationen (TAG-Codon)
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ermittelt werden konnte. Die Daten zeigten, dass die Loslichkeit der Varianten mit
zunehmender Anzahl an Randomisierungspositionen abnimmt (vgl. Abb. 10B). Die Vertreter

aus Bibliothek Lib8.1B waren zu 100 % unloslich.

A

KDa

50
40
30

25
20

Ittty =

10 ™

Lib4.1A LibS.1A  Lib6.1A  Lib7.1A  Lib8.1B

Anteil l6slicher Varianten * 77 67 58 22 0
Varianten > 50 % Loslichkeit 36 13 9 6 0
Anteil unloslicher Varianten 22 33 42 78 100

Abb. 10: Expressionsanalyse der naiven C-hgBC-Bibliotheken. A: Zwei exemplarische SDS-Gele
zur Expression von Bibliotheksmitgliedern. Losliches (1) sowie unlosliches (u) Zelllysat aus MTP-
Expressionen (vgl. 5.13.5) wurde zu je 7 pl auf 16 % ClearPAGE-Gele aufgetragen und die Proteine
nach erfolgter SDS-PAGE mittels Coomassiefirbung visualisiert. Der rote Pfeil kennzeichnet die
Laufhoéhe der Varianten; im Mittel betrédgt sie ca. 12 kDa. M: Page Ruler Unstained Protein Ladder.
Links: 8 Varianten der Bibliothek 4.1A. Rechts: 8 Varianten der Bibliothek 6.1A. B: Densiometrische
Auswertung zu A. Alle Zahlen sind Prozentangaben. * Anteil an Varianten mit detektierbarem
Protein in der 16slichen Fraktion

Um den Einfluss eingefiihrter Mutationen auf die Stabilitit der Varianten festzustellen
wurden einzelne l0sliche Varianten gereinigt (vgl. 5.15.2) und mittels DSF (Differential
Scanning Fluorimetry)-Analysen untersucht (vgl. 5.15.9). Bei dieser Methode wird die
thermische Entfaltung eines Proteins in Anwesenheit eines umgebungssensitiven
Fluoreszenzfarbstoffes, wie z.B. Sypro orange, verfolgt (Niesen et al., 2007). Dazu wurden
zundchst die 96-well-Vorkulturen aller Volllangenvarianten auf zwei MTP zusammengefiihrt,
erneut fiir 6-7 h inkubiert und anschlieBend in der Hauptkultur mit Hilfe des EnBase Flo-
Mediums zur Proteinexpression gebracht (vgl. 5.13.5). Die geernteten Zellen wurden
aufgeschlossen (vgl. 5.13.5), affinitdtschromatographisch (IMAC) gereinigt und anschliefend
durch Gelfiltration in den entsprechenden Analysepuffer iiberfiihrt (vgl. 5.15.2.1).
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Abb. 11: Apparente Schmelz-

- temperaturen (app. T) der
Bibliotheksmitglieder. Alle 16slich
exprimierten sequenzkorrekten

LibGde: Varianten wurden affinititschromato-

graphisch gereinigt und {iber DSF auf
ihre thermische Stabilitit iberpriift.

Lib5.1A
‘ Jeder vertikale Strich entspricht dem
s 1A Messwert ener 'Varlante. der
' entsprechenden Bibliothek. Die rote
‘ ‘ ' ' gestrichelte Linie markiert den T,-
40 45 50 55 60 65 70

Wert der Wildtyp-Doméne. Die
Messungen erfolgten in PBS (pH 7.,4).
Mittlere  Schmelztemperaturen  flir
einzelne Bibliotheken: 58,5 °C (Lib4.1A); 58,1 °C (Lib5.1A); 58,7 °C (Lib6.1A); 56 °C (Lib7.1A).

app. Tm [°C]

Alle untersuchten Varianten wurden durch die Einfithrung von Mutationen im inneren -Falt-
blatt destabilisiert (vgl. Abb. 11). Im Vergleich zur Wildtyp-Domine reduzierte sich die
apparente Schmelztemperatur bei einzelnen Varianten um bis zu 15 K, im Mittel allerdings
nur um rund 8 K. Der Grofteil der analysierten Bibliotheksvarianten (~ 85 % mit Ty, > 57 °C)
wies somit eine immer noch hohe thermische Stabilitét auf, was die Eignung der C-terminalen
Domine als scaffold noch einmal untermauerte. Die Randomisierung von Aminosiureresten
innerhalb der Interdomédnen-Kontaktfliche der C-hgBC nimmt demnach weniger Einfluss auf
deren Stabilitét, als auf deren Loslichkeit (vgl. Abb. 10 und Abb. 11).

Anhand der erhobenen Daten erschien die C-hgBC-Bibliothek 6.1A als die geeignetste fiir
eine anschlieBende Selektion im Phagen-display zu sein, da sie das Optimum aus
groBtmoglicher Randomisierungsfliche und somit groBtmdoglicher Affinitdt, bei maximal
erreichbarer Loslichkeit und Stabilitdt darstellt (vgl. Tab. 3). Die Bibliothek wurde darauthin
in das phagemid pCD87SA kloniert und fiir die Selektion gegen humanes TNF o eingesetzt.
Die fiir die Subklonierung verwendeten DNA-Mengen gewihrleisteten dabei stets die
mindestens 200-fache Abdeckung der theoretisch moglichen Variabilitit (1x10° / 325 pg).
Nach Transformation von E. coli Zellen mit der Bibliothek konnte letztlich eine real
verfiigbare Komplexitit von ca. 2x10” erzielt werden, was wiederum 2 % des theoretisch
moglichen Wertes entsprach. Der Selektionsprozess erfolgte iiber insgesamt vier Runden im
TAT-abhéngigen Phagen-display unter variablen Bedingungen (vgl. 5.14.2 Tab. 24), wobei
die Anreicherung von bindenden Varianten nicht zu verzeichnen war. Einzelklon-Analysen
mittels single phage ELISA fiihrten zum gleichen Ergebnis, TNF a-bindende Varianten

konnten auch hiermit nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigte Daten).
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Tab. 3: Zusammenfassung der Daten zu den C-hgBC-Einzeldomiinen-Bibliotheken.

Lib4.1A Lib5.1A Lib6.1A Lib7.1A Lib81B

Paratopfliiche [A%] 290 304 428 527 587
Fkt. AS-Sequenzebene [%] 50 30 34 41 47
Loslichkeit [%]* 36,4 13,3 9,1 5,6 0
thermische Stabilitit [°C]** 58,5 58,1 58,7 56 n.b.
AS = Aminosédure; Fkt. = Funktionalitit; n.b. = nicht bestimmbar
* Varianten mit {iber 50 % Proteinanteil in der 16slichen Fraktion
ok Mittelwert der apparenten Schmelztemperaturen iiber alle gemessenen Varianten der
Bibliothek

Die erzielte Funktionalitit auf DNA- (37 %) gepaart mit geringer Ldslichkeit auf
Proteinebene (nur 9 % der Varianten mit mehr als 50 % Zielprotein in der 16slichen Fraktion)
waren wenig iberzeugend und lieBen die FEinzeldomine im Vergleich zu einem
Vollldngenkonstrukt ungeeignet erscheinen. In der Folge wurde von der sequenziellen zur
parallelen Multimerisierung iibergegangen, d.h. der priselektiven Fusion von Einzeldoménen-

Bibliotheken zum Vollldngen-hgBC-Protein als Startpunkt fiir die Bindergenerierung.

2.2 Selektion einer Volllingen-hgBC-Bibliothek gegen TNF a

Nach der erfolglosen Selektion von Einzeldoménenbindern basierend auf der C-terminalen
Domine des hgBC und dem damit -einhergehenden Erfahrungsgewinn beziiglich
Bibliotheksdesign und — konstruktion verlagerte sich der Fokus auf das Volllingenprotein mit
Hauptaugenmerk auf der Qualitdt der Ausgangsbibliothek. Diese sollte durch den Einsatz von
vorsynthetisierten Trinukleotidbausteinen in den zum Bibliotheksaufbau verwendeten
Oligodesoxynukleotiden in Kombination mit einer Leserahmenselektion wesentlich erhoht
werden. Trinukleotidbausteine besitzen gegeniiber NNK-Motiven den Vorteil, dass der durch
sie eingebrachte genetische Code nicht degeneriert vorliegt, sowie Stopp- und unerwiinschte
Aminosédure-Codone (z.B. Cys, Pro) im Syntheseprozess ausgeschlossen werden konnen.
Demzufolge verringert sich die abzudeckende Diversitit auf DNA- aber nicht auf
Proteinebene. Dennoch ist die Diversitdt solcher multimerer Bibliotheksformate sehr hoch
(abhdngig von Anzahl mutierter Positionen) und praktisch nicht abzudecken (vgl. 1.2); dem
gegeniiber steht eine groflere potentielle Bindeflache. Ein weiterer Vorteil ist die theoretische
Gleichverteilung aller Aminosduren an den Randomisierungspositionen. Ungleich-
verteilungen resultieren in der Anhdufung bestimmter Aminosduren und damit verbundener
physikochemischer Eigenschaften, was letztlich wieder einer Reduktion an Diversitit
gleichkommt. Dieser Effekt potenziert sich mit der Anzahl an randomisierten Positionen im

Protein.
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2.2.1 Auswahl geeigneter Aminosaurereste im Vollléiingen-Protein

Fiir die C-terminale Doméne wurde das Konzept mit sechs mutierten Positionen rund um die
natiirliche Bindestelle zur N-terminalen Doméne beibehalten (vgl. 2.1.1). Anstatt der Wildtyp
N-hgBC wurde eine modifizierte Doméine mit reduziertem Cysteingehalt verwendet, dessen
Stabilitidt dadurch allerdings nicht nennenswert beeinflusst wurde (Song und Pfeifer, nicht
publizierte Daten; Doméine enthilt noch zwei Cysteine (C22, C32)). Die Auswahl geeigneter
randomisierbarer Reste stiitzte sich dabei auf die erhobenen Daten von M. Schneider (2010)
und resultierte in siecben Aminosédureresten im [-Faltblatt der Interdomédnen-Kontaktflache,
die sich, wie schon bei der C-hgBC, in rdumlicher Néhe zur natiirlichen Bindestelle (M43,

F56, 181) befanden und wiederum eine zusammenhéngende Interaktionsfléche bildeten.

SGGGG |-

1 20 40 60
GKITFYEDRAFQGRSYELTTDCPNLQPYFSRCNSIRVESGSWM1YERPNYQGHQYFLRRGEYPDYQQW
80 100 120
MGLSDSIRSASL 1PPHSGSGGGGAYRMK1YDRDELRGQMSELTDDC I SVQDRFHLTE IHSLNVLEGSW
140 160 180
ILYEMPNYRGRQYLLRPGEYRRFLDWGAPNAKVGSLRRVMDLYGS

Abb. 12: Randomisierungsflichen in der Volllingen-hgBC-Bibliothek. Oben sind die beiden
Einzeldominen als Raumstruktur dargestellt und unten die dazugehoérige Aminosdure-primirsequenz
mit dem grau hinterlegten /inker-Peptid das beide Doménen verbindet. Die Paratope beider Doménen
(zusammen 1080 A?) sind rot hervorgehoben, mit der N-terminalen Doméine (N-hgBC) in griin und
der C-terminalen Doméne (C-hgBC) in gelb. Um der relativen Bewegung der Einzeldominen
zueinander im Kontext des Volllingen-Proteins zusétzliche Flexibilitdt zu verleihen wurde das
natiirliche /inker-Peptid um ein SGs-Sequenzmotiv verldngert (schwarzer Kasten oben). Die sechs
Reste, die an der natiirlichen Interaktion beider Dominen beteiligt sind (M43, F56, 181, 1137, L150,
V174) wurden ebenfalls in die Paratopflache integriert. Die Anordnung der Doménen entspricht nicht
der natiirlichen Konformation; sie wurden zur besseren Ansicht gedreht (vgl. 1.4 Abb. 4). Die
Abbildung wurde mit PyMol erstellt (PDB: 2jdf).
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In Summe standen 13 randomisierbare Positionen zur Verfligung, die zusammen eine
maximal mogliche Bindefliche von etwa 1080 A* ergaben (vgl. Abb. 12) und folglich 7.2 %
der Primirsequenz des Proteins verdnderten. Die Paratopfliche wurde dabei anhand der
Losungsmittelzugédnglichkeit der Wildtyp-Reste berechnet. Die beiden Einzeldoménen-
Bibliotheken wurden durch das natiirliche linker-Peptid, das zusitzlich durch ein SGu-
Sequenzmotiv verlidngert wurde, miteinander verbunden. Die Verldngerung sollte den
Abstand zwischen beiden Dominen erhéhen und letztlich deren gegenseitige Interaktion

vermindern, um so die Bindung von Zielstrukturen durch das gesamte Paratop zu forcieren.

2.2.2 Modulare Erstellung der Volllingen-hgBC-Bibliothek

Wie zuvor bei der Einzeldoméne (C-hgBC) sollten auch hier die Aminosduresubstitutionen
iiber randomisierte Oligodesoxynukleotide eingefiihrt werden. Hierzu wurde die DNA-
Sequenz des hgBC ausgehend von den zu mutierenden B-Faltblattstrukturen in verschiedene
tiberlappende Sequenzabschnitte unterteilt und diese schrittweise durch Restriktions-
Ligationsreaktionen zum Volllangenkonstrukt zusammengefiigt (vgl. Abb. 13 und 5.14.1.2).
Im Gegensatz zur C-hgBC wurde bei der Volllingen-hgBC-Bibliothek allerdings an den
randomisierten Positionen auf Trinukleotid-basierte Oligodesoxynukleotide gesetzt, um schon
bei deren Synthese Einzelnukleotiddeletionen weitestgehend zu vermeiden. Durch Kopplung
mit einer Leserahmenselektion fiir die Einzelfragmente sollte die Funktionalitdt der finalen
Bibliothek nochmals erhoht werden (vgl. 1.2 und 5.14.1.2; Gerth et al. 2004).

Um die Identifizierung von 16slichen Varianten aus komplexen Bibliotheken zu
beschleunigen bzw. zu vereinfachen sollte in diesem Zusammenhang ein Hochdurchsatz-
fahiges Loslichkeits-sceening etabliert werden (vgl. 2.2.3). Die C-terminale Fusion der
Varianten mit superfolder GFP (sfGFP; Pedelacq et al. 2006), welches unabhingig vom
Fusionspartner faltet, sollte hierbei den gewlinschten Effekt erzielen. Variante und sfGFP sind
in diesem Fall durch ein amber stop Codon voneinander abgegrenzt und konnen durch die
Wahl eines geeigneten Suppressor- (z.B. Nova Blue) oder Nicht-Suppressorstammes (z.B.

BL21) getrennt voneinander hergestellt werden.
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——l—

SF RBI IF1 RB2 IF2 RB3 LF

Abb. 13: Modularer Aufbau des Vollléingen-hgBC. Er soll hier am Beispiel der N-terminalen
Domine verdeutlicht werden; der Aufbau der C-terminalen Doméne ist analog. Oben: Ré&umliche
Anordnung der randomisierten RB-Fragmente (rot) in der N-hgBC-Domine. Die Abbildung wurde
mit PyMol erstellt (PDB: 2jdf). Unten: Abfolge der einzelnen Module und Sekundirstrukturelemente
in der N-hgBC-Primérsequenz. Abbildung modifiziert nach Schneider (2010).

B-Faltblattstringe; helikale Bereiche; SF = Startfragment; IF = intermediire Fragmente;
RB = randomisierte $-Faltblatt Fragmente; LF = Linker-Fragment

Eine auf korrekten Leserahmen vorselektierte naive hgBC-Lib13.1A-Teilbibliothek wurde zur
Funktionalititsanalyse in diesen screening-Vektor subkloniert und die entsprechenden
Plasmide aus 384 zufilligen E.coli Transformanden sequenziert, wovon 264 auswertbare
Sequenzen ergaben (Karte des solubility sceening-Vektors, vgl. Anhang Abb. Al). Die
Funktionalitit sowohl auf DNA-, als auch auf Proteinebene, konnte im neuen
Bibliotheksdesign im Vergleich zu den vorherigen C-hgBC-Bibliotheken erheblich gesteigert
werden — auf einen Wert von 97 % (vgl. Tab. 4). Dabei sank auch der Anteil an Sequenzen
mit Einzeldeletionen bzw. -insertionen drastisch ab (auf 1,5 %). Die Kombination von
Trinukleotid-basierten Oligodesoxynukleotiden zur Synthese von DNA-Fragmenten und
deren gleichzeitige Vorselektion auf korrekten Leserahmen verliefen demnach erfolgreich. Da
in der vorliegenden Bibliothek die Aminosdureverteilung die entsprechende Nukleotid-
verteilung direkt wiederspiegelt (keine Degeneration), soll hier nur auf diese eingegangen
werden. Fiir die Oligodesoxynukleotide zum Aufbau der randomisierten Module wurden fiir
die Einzeldoménen unterschiedliche vorgefertigte Trinukleotidmischungen verwendet: in der

modularen N-hgBC wurde Cystein ausgelassen, in der C-hgBC hingegen Prolin und Cystein.
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Dennoch wurde in einer Variante Cystein in der N-hgBC gefunden (entspricht 0,4 %) und in
zwel Varianten trat Prolin innnerhalb der C-hgBC auf (entspricht 0,8 %). Auch unter
Ausschluss dieser Tatsache geniigte die beobachtete Aminosdureverteilung in der naiven
hgBC-Bibliothek nicht der erwarteten, dies traf auch auf die entsprechenden Einzeldomdnen
zu (vgl. Anhang Tab. Al). Eine Gleichverteilung der 19 erwiinschten Aminosduren an allen

Randomisierungspositionen war demnach nicht zu beobachten (vgl. Abb. 14).

Tab. 4: Funktionalitit der Volllingen-Bibliothek Lib13.1A im Vergleich zur Einzeldominen-
Bibliothek Lib6.1A. Als funktional wurden all diejenigen Sequenzen betrachtet, die weder zusétzliche
Insertionen, Deletionen, noch amber-Stop Codone trugen und zudem einen korrekten Leserahmen
aufwiesen. Stille Mutationen und Substitutionen wurden als funktional angesehen. Angegeben sind
absolute Zahlen, mit den jeweiligen Prozentangaben in Klammern.

* Deletion bzw. Insertion eines kompletten Basentripletts; n.b. = nicht beobachtet

Lib13.1A Lib6.1A
Anzahl untersuchter Sequenzen 264 83
Sequenzen mit NNN-Deletionen / - 9(3) n.b.
Insertionen*
Sequenzen mit Einzeldeletionen / -insertionen 4(2) 48 (58)
Substitutionen 19 (8) 3(4)
Funktionale Sequenzen 255 (97) 28 (34)

Auffillig war der hohe Anteil an Tryptophan und Glutamin in der N-hgBC (Pos. 41 - Pos.
81), besonders an Position 54 und 56 trat Tryptophan in fast 20 % der sequenzierten
Varianten auf. Ebenfalls stark vertreten an diesen beiden Positionen war Prolin mit rund 10 %
Anteil (vgl. Abb. 14). Aspartat und Asparagin waren in der N-hgBC nicht so oft anzufinden,
wohingegen in der C-hgBC (Pos. 135 — Pos.174) der Anteil an Aspartat anstieg.
VerhiltnismaBig viel Glycin und Glutamat fanden sich in der C-hgBC wieder, insbesondere
an Position 150, respektive 135.

Nachdem Funktionalitit (DNA) und Aminosdureverteilung der modularen Volllingen-
Bibliothek betrachtet wurden ging es anschlieBend darum das Expressionsverhalten einzelner

Varianten der naiven Bibliothek zu beurteilen.
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Abb. 14: Aminosidureverteilung in der modularen naiven Vollliingen-hgBC-Bibliothek. Es
wurden die Sequenzen von 255 zufilligen bakteriellen Klonen mit insgesamt 3312 Aminosduren
untersucht, wobei 1784 auf die N-hgBC und 1528 auf die C-hgBC entfielen. Dargestellt ist die
Verteilung der Aminosduren fiir jede Randomisierungsposition im hgBC. Pos. 41 bis Pos. 81 gehoren
dabei zur N-hgBC und Pos. 135 bis Pos. 174 entsprechend zur C-hgBC.

2.2.3 Loslichkeitsanalyse naiver Bibliotheksmitglieder

Zur Bestimmung der Loslichkeit der naiven Vollldngen-Bibliothek wurden 184 der zuvor
sequenzierten Varianten, wie bereits unter 2.1.3 erldutert, im MTP-Ma@stab in Nova Blue
(DE3) exprimiert, die Zellen geerntet und deren Pellets gemal3 5.13.5 aufgeschlossen. Die
Loslichkeiten wurden iiber verschiedene Wege bestimmt. Zum Einen wurden 16sliche und
unlosliche Zellfraktionen per SDS-PAGE densitometrisch analysiert und zum Anderen die
Fluoreszenz der Variante-sfGFP-Fusion aufgenommen. Der Schwellenwert fiir Loslichkeit

wurde hierbei auf 50 % gesetzt, alle Varianten mit héherem loslichem Proteinanteil wurden
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als 16slich betrachtet. 177 der 184 untersuchten Varianten zeigten den Zielproteinen
entsprechende Proteinbanden (sfGFP-Fusion als auch nicht fusioniertes Protein), lediglich bei

sieben war keinerlei Expression zu beobachten (entspricht 3,8 %).

A

kDa

+ . -

.. [ .. .- e .- — . - =g
50 e oo BB E B - = _— heBC-s{GFP-
40 ol 4 g ! H - B - Vananten
0w = TENEeENEmE. e = T 1 Ll
i:-: :9; :B:‘;a hin :;-Bd.;.;a-.-'_’- — hgBC-Vananten
- - - - -—— - - -—
5 _-—
e P E  E " Y "Y'
W™ = o W o e e e W e
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
M 1 uwl ul uwl wilul ul ulul ul ul ul u
kDa - -
- -
= " =
20 o =1 g BC-stGFP-

:lll - "'1.!'1 H nu.t!.”!'“i‘l H!-’ -. | - '\::-III:I:I:II;‘.'IJ.

30 o T i e i e A B R R R e B L BB

""" = = T == ___ |,xBC-Varianten
— ¢ 4 "
20 - 7 Ha“-“-“ﬂnn.-i—._ - e SR
15 » -
3..--‘-.---&_ -_—
10 " N ’ - - - 0
100
IR PAGE
[ Flucoreszenz
80 -
g [ .
=
S
L 40 4
<
20
o

12 3 4 6§66 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24

Variante

Abb. 15: Expressionsanalyse der naiven Volllingen-hgBC-Bibliothek. A: SDS-PAGE-Analyse
ausgesuchter Varianten. Losliches (1) sowie unldsliches (u) Zelllysat aus MTP-Expressionen (vgl.
5.13.5) wurde zu je 10 pl auf Criterion Gradientengele (4-20 %) aufgetragen und die Proteine nach
dem Lauf mittels Gel Doc EZ System (Bio Rad) farbefrei visualisiert. Die mittlere Lauthéhe der
Varianten betrdgt etwa 23 kDa, die der sfGFP-fusionierten etwa 50 kDa. M: Page Ruler Unstained
Protein Ladder. B: Fluoreszenzdaten und Densiometrie der unter A aufgezeigten naiven Varianten.
Die Fluoreszenzwerte spiegeln dabei den loslichen Anteil (= 16slich / (Ioslich + unléslich)) des
Fusionsproteins wieder, die PAGE-Werte den der nicht fusionierten Varianten. Varianten die eine
Loslichkeit groBer 50 % aufwiesen (rote Linie) wurden in diesem Zusammenhang als 16slich
bezeichnet. Densiometrische Daten wurden mittels BioRad Analysesoftware bestimmt und die
Fluoreszenzwerte der entsprechenden Fusionsproteine mit einem Plattenlesegerit aufgenommen.
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Somit geniigten nach densiometrischer Auswertung 52 % und laut Fluoreszenzmessungen
immerhin noch 45 % der Varianten den Anforderungen der eingangs definierten 16slichen
Expression. Etwa 11 % der Varianten zeigten eine gute bis sehr gute (80-100 % im 16slichen
Uberstand), 41 % eine mittlere Loslichkeit (50-80 % im 18slichen Uberstand) und 48 %
zeigten sich laut vorheriger Definition unlslich (<50 % im 18slichen Uberstand). Die
Korrelation zwischen SDS-PAGE- und Fluoreszenzdaten war in den liberwiegenden Fillen
gegeben, Varianten mit niedrigem Expressionslevel zeigten dabei die grofiten Abweichungen
(vgl. Abb. 15A und 14B). Bei Varianten mit verminderter Loslichkeit fiihrte die Fusion mit
sfGFP teilweise zur geringfiigigen Erhdhung ihrer Loslichkeit, was wiederum in Divergenzen
zwischen Fluoreszenz- und SDS-PAGE-basierten Werten resultierte.

Die Randomisierung von 13 Aminosdurepositionen innerhalb der Interdoménen-
Kontaktfliche des hgBC zeigte deutlichen Einfluss auf dessen 16sliche Expression, im
Vergleich zu den Einzeldoménen-Varianten allerdings weitaus weniger (vgl. 2.1.3). Somit
war die Bibliothek hgBC-Lib13.1A nach Ermittlung von Funktionalitit und Expressions-

verhalten bereit fiir die Selektion gegen das Zielmolekiil.

2.2.4 Selektion der hgBC-Bibliothek gegen TNF o

Die Selektion erfolgte, wie schon zuvor fiir die Einzeldoméne, im TAT-abhingigen Phagen-
display. Da die theoretisch mogliche Variabilitit zu grofl war um sie vollstindig abbilden zu
kénnen (3x10'® / 18 mg DNA) wurde lediglich eine Teilbibliothek in das phagemid
pCD87AB kloniert (vgl. 5.7 Tab. 18 und Anhang Tab. Al; modifizierte MCS mit Agel und
BamHI Schnittstelle) und fiir die Selektion gegen humanes TNF o eingesetzt (komplette
Bibliothek: 1,7x10" Molekiile). Die Teilbibliothek umfasste insgesamt 6,7x10'> Molekiile
(4 ng DNA) und deckte somit 0,022 % der theoretischen Komplexitét der Bibliothek ab. Nach
Transformation von E. coli Zellen konnte letzten Endes eine real verfiigbare Komplexitdt von
3,1x10” erzielt werden. Der anschlieBende Selektionsprozess erfolgte iiber fiinf Runden gegen
biotinyliertes TNF a.. Die chemische Modifikation des Proteins wurde zuvor durch zwei
unabhéngige Experimente iiberpriift (vgl. 5.15.5). Sowohl ein pull-down-Experiment an einer
Streptavidin-Matrix als auch ein entsprechendes Massenspektrum (MALDI-TOF) bestétigten
die Biotinylierung (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der Erfahrungen mit der Einzeldoméne
und den nicht abzuschdtzenden Affinititen innerhalb der Vollldngen-Bibliothek, wurde sich

fiir milde Selektionsbedingungen entschieden (detailliertes Protokoll unter 5.14.2; Tab. 22).
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Tab. 5: Selektionsverlauf. /nput: Anzahl an Phagen die fiir jede Selektionsrunde eingesetzt wurden.
Output: Anzahl an Phagen die mutmaBlich an die Zielstruktur gebunden hatten, dargestellt als
Prozentsatz des Phagen-input. Von Runde zu Runde wurde immer nur ein Parameter verdndert.
* output der jeweiligen Runde geteilt durch output der Runde 1 (Nord et al., 1997; Mutuberria et al.,
1999).

Runde TNF a-Konz. [nM] gednderter Parameter output Anreicherung*
(% input)
1 1000 - 7,3%10™ 1
2 1000 von M280 zu M270 1,1x10 15
3 250 TNF a-Konz. verringert 4,8x10™ 0,7
4 250 Waschschritte erhoht 5,5x1 0° 75
5 50 TNF a-Konz. verringert 2,0x10™ 274

Wiéhrend des Selektionsprozesses konnte eine diskontinuierliche Anreicherung bindender
Phagen beobachtet werden, mit einem signifikanten Verlust an Bindern in Runde drei (vgl.
Tab. 5). Letztlich konnte jedoch nach insgesamt fiinf Runden ein Anreicherungsfaktor von
274 gegeniiber der initialen Runde erzielt werden. Die Analyse einzelner Runden im Phagen-
pool-ELISA bestitigten die Anreicherung TNF a-bindender Phagen (vgl. Anhang Abb. A2).
Nachdem die eigentliche Selektion erfolgreich gewesen ist sollten nun TNF a-bindende
Einzelvarianten jeder Runde anteilig bestimmt werden. Daraus konnte abgeschitzt werden

welche Runde geeignet ist sie im anschlieBenden screening auf putative Binder einzusetzen.

2.2.5 Identifizierung von TNF o-bindenden Varianten

Der von der présentierten Zielstruktur TNF a eluierte pool aus Phagen-tragenden E. coli -
Zellen jeder Selektionsrunde wurde auf Antibiotika-haltigen Agarplatten (SOCc,m) vereinzelt,
mit den gewachsenen Kolonien deepwell Platten beimpft und diese fiir die erneute
Phagenpropagierung unter addquaten Bedingungen kultiviert (vgl. 5.12.3). Die so erhaltenen
Phagen wurden unverdiinnt in einem FEinzelphagen-ELISA auf Bindung gegen
immobilisiertes TNF o und als Kontrolle gegen hgBC-Antikorper getestet. Die Bindung an
den Antikorper sollte dabei als Nachweis der korrekten Prdsentation der Variante auf den

Phagen dienen.
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Abb. 16: Einzelphagen-ELISA putativer TNF o-Binder. Aus jeder Selektionsrunde wurden 96
zufillige bakterielle Klone kultiviert, die durch sie exprimierten Phagen pripariert und diese mit
Sigma Blocker versetzt im ELISA verwendet. 500 ng pro Kavitét gereinigtes TNF o bzw. anti-hgBC-
Antikorper (a-hgBC) wurden iiber Nacht auf MTPs (Medisorp, Nunc) immobilisiert und die
entsprechenden Phagensuspensionen am Folgetag hinzugefiigt. Der Nachweis der Interaktion erfolgte
mit Peroxidase-konjugiertem anti-pVIII-Antikérper (1:5000 verdiinnt). Alle Signale tiber 0,15 wurden
als putative TNF o-Binder definiert (rote Balken). Samtliche Werte wurden um die
Hintergrundbindung des Antikorpers an die nur mit Zielproteinen beschichtete Platte korrigiert.

38



2 Ergebnisse

Wie aus den Daten des Einzelphagen-ELISA ersichtlich wird, konnten ab der dritten
Selektionsrunde putative TNF a-Binder detektiert werden — 5 % der untersuchten Varianten

zeigten hier Bindungssignal gegen TNF o

A
_R&-HOL _R4BI2Z R5-E10 R3-B11
kDa U
50 "..'.‘
40— O
30 w—
25 S ’ —— hgBC-Variante
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B
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Pos. = B s o | ®© | © @ S 2| g o N &
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R3-Bl1 | Leu | Ile Leu | Trp Trp ” Tyr Ala | 12
R4-B12 | Leu | Leu | Ala | Met | Trp Trp | Trp | Trp Gly 79
R4-C02 | Leu | Met | Pro | Leu | Trp Trp -I Tyr Ala | 3
R4-C05 | Leu | Leu | Ala | Leu | Tyr Trp | Trp | Trp Leu 1,5
R4-G03 Trp | Pro | Tyr Met | Gly Val | 1,5
R5-E10 | Leu | Ile | Pro | Pro | Tyr Trp | Trp Tyr | 1,5
R5-HO3 - Leu | Pro | Leu | Tyr | Ile | Val | Trp Tyr | Leu | Val | 1,5

Abb. 17: Analyse ausgewihlter TNF a-bindender hgBC-Varianten. A: SDS-PAGE-Analyse des
Zelllysates (Z), der 16slichen (L) sowie unldslichen (U) Fraktion aus Nova Blue (DE3)-Expressionen
im Kulturréhrchen (5 ml; vgl. 5.13.4). Es wurden je 10 pl Probe auf NuPAGE-Gradientengele (16-
20 %) aufgetragen und die Proteine nach erfolgter SDS-PAGE mittels Coomassiefarbung visualisiert.
Die mittlere Laufthohe der Varianten betrdgt etwa 23 kDa. M: Page Ruler Unstained Protein Ladder.
B: Aminosdureverteilung an den randomisierten Positionen der nach Selektion gegen TNF a
erhaltenen hgBC-Varianten mit ihren ermittelten Haufigkeiten innerhalb der Stichprobe. Hydrophobe
Aminosduren sind gelb, positiv geladene rot, negativ geladene blau, aromatische griin und polare
Aminosduren violett hinterlegt. rand. Pos. = randomisierte Position

Ihre Zahl stieg nach Runde vier stark an (62 % putative Binder), um sich letztlich in der
fiinften Runde auf 26 % putative Binder zu vermindern (vgl. Abb. 16). Fiir die erste Runde
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und die naive Bibliothek zeigte sich ein dhnliches Bild wie fiir Runde zwei, es konnten keine
Binder in den jeweiligen Stichproben detektiert werden (nicht gezeigte Daten). Uber die
Verwendung des anti-hgBC-Antikorpers konnte im Gegenzug die Prisentation der Varianten
auf den Phagen verfolgt werden. Demzufolge prisentierten alle ermittelten putativen Binder
die hgBC-Proteinsequenz (vgl. Abb. 16). Die anschliefende Sequenzierung von 81 putativen
TNF a-Bindern zeigte die Anreicherung von sieben unterschiedlichen Sequenzen (vgl. Abb.
17B). Um auszuschlieBen, dass die farget-Bindung aus der Fusion von Variante und
Phagenprotein plll resultiert (vgl. 1.3), wurden alle Varianten in den Expressionsvektor
pETSoSc1.2T71ac kloniert (vgl. 5.7 Tab. 18) und im 5 ml-MaBstab in Nova Blue (DE3) und
BL21 (DE3) exprimiert. Der GroBteil der Varianten wurde jedoch aufgrund schlechter
Loslichkeit nicht weiter verwendet. Lediglich die Variante R3-B11, deren Sequenz in der
Testmenge insgesamt acht Mal auftrat (zwei Mal in Runde drei und sechs Mal in Runde vier),

wurde fiir eine ndhere Charakterisierung herangezogen (vgl. Abb. 17A).

2.3 Charakterisierung der TNF o-bindenden Variante R3-B11

Nachdem die hgBC-Volllingen-Bibliothek den Selektionsprozess beziiglich Bindung der
Zielstruktur humanes TNF o durchlaufen hatte, galt es nun die einzig verbliebene und
geeignete Variante hinsichtlich ihrer Eigenschaften ndher zu untersuchen. Da von dieser
Variante acht auf Aminosdureebene identische Klone existierten (vgl. 2.2.5) wurde sich
willkiirlich fiir den Klon R3-B11 entschieden. Die Wechselwirkung zwischen beiden
Interaktoren mit der dazugehdrigen Stochiometrie - funktionales TNF a liegt als Homotrimer
vor, so dass bis zu drei identische Epitope gebunden werden konnen - als auch Struktur und

Stabilitit der selektierten hgBC-Variante standen im Fokus der nachfolgenden Analysen.

2.3.1 Expression und Reinigung im Schiittelkolben

Fiir die eingehende Charakterisierung der gegen TNF a selektierten Variante R3-B11 musste
diese in groferem Malistab exprimiert und anschlieBend in zwei Schritten gereinigt werden
(vgl. 5.13.4 und 5.15.2). Dafiir wurde die schon im Expressionsvektor pETSoSc1.2T7lac und
im Stamm Nova Blue (DE3) befindliche Variante in Autoinduktionsmedium ZYM-5052
enthaltenden Schiittelkolben bei 37 °C iiber Nacht kultiviert. Obwohl in diesem
Stammbhintergrund eine Mischung aus sfGFP-fusionierter und nicht fusionierter Variante
hergestellt wird (vgl. 1.2 und 2.2.2) wurde sich fiir diesen entschieden, da die Expression in
BL21 (DE3) (ausschlieBlich native Variante exprimiert) keinen loslichen Proteinanteil

hervorbrachte. Die optischen Dichten der Kulturen lagen zwischen 9 und 10 (Agoonm), Was
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einer Biofeuchtmasse von etwa 14 g/l Kulturvolumen entsprach. Der aus den Zellpellets
gewonnene Zellrohextrakt wurde im ersten Schritt {iber eine 5 ml-HisTrap HP-Saule an einer
AKTAxpress aufgeklirt und die Elutionsfraktionen im Anschluss auf eine Gelfiltrationssiule
tiberfiihrt. Im entsprechenden Chromatogramm traten zwei Hauptpeaks auf (vgl. Abb. 18A).
Der erste bei 68 ml (G), dieser entsprach der sfGFP-fusionierten Variante, und der zweite bei
85 ml (R), korrespondierend zur nicht fusionierten Variante. Anhand des Elutionsvolumens
konnte eine apparente Molekiilmasse fiir die nicht fusionierte Variante von 9,9 kDa bestimmt
werden. Dieser Wert divergierte stark von der theoretisch ermittelten Molekiilmasse von
22,7 kDa; es reflektierte eher das Laufverhalten der Einzeldoméne (~12 kDa). Dieses
ungewohnliche Laufverhalten konnte allerdings auch fiir den Wildtyp des hgBC beobachtet
werden (vgl. Abb. 18A). Seine apparente Molekiilmasse betrug 13,5 kDa, der theoretische
Wert liegt hingegen bei 22,6 kDa.
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Abb. 18: Chromatographische Reinigung der hgBC-Variante R3-B11. Nach Expression und
Zellaufschluss erfolgte die Reinigung der His6-markierten Proteine tlber IMAC und
GroBenausschlusschromatographie. A: GroBenausschlusschromatographie von R3-B11 und des
Wildtyps (hgBC-SG4) iiber eine HilLoad 16/60 Superdex 75 pg-Sdule mit PBS (pH 7,4) als
Laufpuffer. Die Sdule wurde zuvor mit Standardproteinen (GE Healthcare) kalibriert. Alle Laufe
erfolgten bei Raumtemperatur mit einer Flussrate von 1 ml/min. B: Analyse der einzelnen Schritte der
R3-B11-Reinigung mittels SDS-PAGE. Es wurden je 5 pl (1, 4, 5) bzw. 10 pl Probe (2, 3) auf
NuPAGE-Gradientengele (16-20 %) aufgetragen und die Proteine nach dem Lauf mittels
Coomassiefarbung visualisiert. Die mittlere Lauth6he der nicht fusionierten Variante betrigt etwa 23
kDa (R), die der fusionierten ca. 50 kDa (G). M: Page Ruler Unstained Protein Ladder; 1: l6sliches
Zelllysat; 2: Durchfluss der IMAC; 3: Waschfraktion der IMAC; 4: Elutionsfraktion der
GroBenausschlusschromatographie bei 68 ml; 5: FElutionsfraktion der GrdoBenausschluss-
chromatographie bei 85 ml.
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Auftillig war zudem das starke failing von R3-B11, das scheinbar durch Abbauprodukte des
Proteins hervorgerufen wird (vgl. Abb. 18A und 18B). Bei dem den beiden Hauptpeaks

vorgelagerten kleineren peak, bei etwa 50 ml, handelt es sich vermutlich um Multimere oder
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Aggregate. Der Wildtyp hgBC-SG4 zeigte hingegen einen symmetrischen peak mit einem
moglichen Dimer- oder Aggregat-peak bei ca. 69 ml. Das Protein R3-B11 konnte am Ende
mit einer Reinheit von etwa 80 % (vgl. Abb. 18B) und Ausbeuten von 5-6 mg/l
Kulturvolumen (0,36-0,43 mg/g Biofeuchtmasse) hergestellt werden. Fiir den Wildtyp betrug
diese dagegen etwa 50 mg/l Kulturvolumen (4,35 mg/g Biofeuchtmasse), verbunden mit einer
ca. 90 %igen Reinheit des Proteins (Daten nicht gezeigt). Nachdem nun die Variante in
ausreichenden Mengen produziert wurde, galt es als erstes festzustellen ob sie strukturiert
vorlag und wie die eingebrachten Aminosdureaustausche die Stabilitit des Proteins

beeinflussten.

2.3.2 Struktur und Stabilitiat von R3-B11

Um erste Aussagen iiber die Sekundirstruktur der Variante machen zu konnen, wurden Fern-
UV-CD-Spektren aufgenommen (vgl. 5.15.10). Die CD-Spektren des nativen Zustandes der
gegen TNF a selektierten Variante R3-B11 wiesen auf eine ausgeprigte Sekundérstruktur hin
(vgl. Abb. 19). Im Vergleich zum Gertistprotein hgBC-SG4 zeigten sich jedoch signifikante
Unterschiede in Form und Intensitdt der Spektren. In der Form der beiden Wildtyp-Spektren
(hgBC und hgBC-SG4) fanden sich mehr Ubereinstimmungen als zur Variante, allerdings
unterschieden sich auch hier die Intensititen. Sie zeigten beide ein lokales Minimum bei
217 nm, was typisch ist fiir Proteine mit iiberwiegendem [-Faltblattanteil (Brahms und
Brahms, 1980), wohingegen bei R3-B11 ein breites Minimum zwischen 205 und 220 nm zu
finden ist. Womdglich ist dies mit den unterschiedlichen Beitrigen von Aromaten und den
substituierten Aminosduren an sich zu erkldren (vgl. Abb. 17B; Woody und Dunker, 1996;
Vuilleumier et al., 1993). Die charakteristische Schulter bei 208 nm trat bei R3-B11 nicht
mehr in Erscheinung (Mandal et al., 1985).

Um Sekundérstrukturanteile anhand der Spektren bestimmen zu konnen, wurde der
CONTINLL-Algorithmus herangezogen (Provencher und Gloeckner, 1981), wobei Cryst175
als Kristallin-Referenzdatenbank diente (Evans et al., 2007). Fiir den urspriinglichen Wildtyp
(hgBC) lag der B-Faltblattanteil, laut Berechnungen, bei ca. 59 %, 18 % konnten a-helikalen
Strukturen und 13 % keiner der definierten Strukturen zugeordnet werden (vgl. Tab. 6). Der
modifizierte Wildtyp (hgBC-SG4) zeigte im Vergleich dazu einen verminderten Anteil an 3-
Faltblattstrukturen, im Gegenzug allerdings einen hdheren Anteil an ungeordneten Bereichen.
Bei der Variante R3-B11 nahm der Anteil an B-Strukturen um 35 % gegeniiber dem hgBC ab,

der Anteil an ungeordneten Strukturen hatte sich hingegen mehr als verdoppelt (> 67 %
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Zunahme). Der Anteil an a-helikalen Strukturbereichen ist in der Variante ebenfalls deutlich

vermindert (ca. 20 % Abnahme im Vergleich zu hgBC).

' ' ' ' Abb. 19: Fern-UV-CD-Spektrum der

L R3-B11 1 selektierten Variante. Die Messungen
—— hgBC-SG4 wurden in 10 mM KH,PO, (pH 7,4)
5 4 . hgBC | mit Proteinkonzentrationen von jeweils

5 uM durchgefiihrt und die Spektren in
1 mm-Quarzglaskiivetten bei 20 °C
aufgenommen. Dargestellt sind
Spektren der nativen TNF o-bindenden
Variante R3-Bl11 und der
dazugehorigen nativen Gerlistproteine
hgBC-SG4 (Wildtyp zu R3-B11) und
hgBC (Wildtyp zu hgBC-SG4).

0 MRW [:n<103 deg cm? dmol'1]
n o

L
(=]
I

200 210 220 230 240

A [nm]

Die spektralen Eigenschaften von R3-Bl11 zeigten, dass mit der Mutation von 13
Aminosdureresten in der ehemaligen Interdoménen-Kontaktfliche des Proteins grof3ere
strukturelle Verdnderungen einhergingen, der globale [-Faltblattcharakter des Molekiils
(38 % B-Faltblattstrukturen) dennoch weitestgehend erhalten blieb.

Tab. 6: Sekundirstrukturanteile in den untersuchten Proteinen nach Auswertung durch
CONTINLL: f (o) - a-helikaler Anteil; £(B) - Anteil an -Faltblattstrukturen; f(t) — Anteil an B-turn
Strukturen; f(u) — Anteil ungeordneter Strukturen.

Variante f(o) f® f® f(w
hgBC 0,179 0,585 0,107 0,128
hgBC-SG4 0,175 0,529 0,099 0,196
R3-B11 0,144 0,381 0,082 0,393

Ein Grund fiir die Auswahl alternativer Geriistproteine zur Erstellung von Bibliotheken ist
u.a. ihre hohe intrinsische Stabilitit, die ihre Destabilisierung im Zuge einzufiihrender
Mutationen minimieren soll. Nachdem eine strukturierte Variante mit hohem -Faltblattanteil
vorlag, sollte nun deren thermische Stabilitdit mit einer einfachen, effektiven Methode
bestimmt werden. Dies geschah, wie schon zuvor fiir die Varianten der Einzeldoménen-

Bibliotheken (vgl. 2.1.3), unter Zuhilfenahme der differential scanning fluorimetry (DSF).
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hgBC Entfaltung von R3-B11. Die thermische
—— hgBC-SG4 Stabilitdt der Variante wurde iiber DSF
— R3-B11 (vgl. 5.159) im Vergleich zum
dazugehdrigen Wildtyp (hgBC-SG4) und
zum urspriinglichen humanen yB-Kristallin
(hgBC) in einem Temperaturbereich von
20 °C-90 °C bestimmt. Alle Messungen
erfolgten in PBS (pH 7,4) mit je 15 pg
gereinigtem Protein und wurden im
Lightcycler 480 (Roche) aufgenommen
(Fluoreszenzanregung: 465 nm;
Fluoreszenzemission: 585 nm; Heizrate:
IK / min). Die dargestellten Graphen
resultieren aus den Mittelwerten einer
Dreifachmessung, sind pufferkorrigiert und wurden mittels eines Matlab-basierten Programmes
ausgewertet (Schneider, 2009).
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Im Laufe der Entfaltung nahm die relative Fluoreszenzintensitit zu. Die hieraus ermittelten
apparenten Schmelztemperaturen fiir die drei untersuchten Proteine lagen bei 74,8 + 0.3 °C
(hgBC), 66,0 £ 0,1 °C (hgBC-SG4) und 57,3 + 0.02 °C (R3-B11) und zeigten deutlich, dass
die Variante R3-B11 trotz ihrer 13 mutierten Reste noch immer eine hohe Stabilitit aufwies
(vgl. Abb. 20). Allein die Verlingerung des [linker-Peptids im hgBC-SG4 um flnf
Aminosduren destabilisiert das Protein schon um 9 K, da hier scheinbar die Interaktion
zwischen beiden Doménen fehlt, bzw. verringert ist, um das Protein weiter zu stabilisieren.
Die hohere Anfangsfluoreszenz von R3-B11 im Vergleich zu den beiden Wildtypen spricht

fiir einen héheren Anteil 16sungsmittelzugénglicher hydrophober Reste.

2.3.3 Interaktion von R3-B11 mit humanem TNF o

Da die im Phagen-display gegen TNF a selektierte Variante 108slich exprimiert werden
konnte, zudem gefaltet vorlag und eine immer noch hohe thermische Stabilitdt aufwies, sollte
nun die Interaktion mit dem Zielprotein, unter den Aspekten der Bindungsspezifitit und
Affinitdt zum Zielmolekiil, eingehender betrachtet werden. Als Nachweis der spezifischen
Wechselwirkung zwischen humanem TNF o und der hgBC-Variante R3-B11 diente der
ELISA (vgl. 5.15.6), wobei die Bindung an TNF o und verschiedene Kontrollproteine
untersucht wurde. Lediglich humanes TNF a und TNF o der Maus, mit 78 % Sequenz-
identitdt zum humanen Pendant, wurden durch die Variante R3-B11 spezifisch erkannt (vgl.
Abb. 21A). Die beiden humanen Vertreter der TNF-Superfamilie, Lymphotoxin a und BAFF,
mit 33 % respektive 19 % Sequenzidentitit (Hoffmann, 2012), wurden hingegen nicht
erkannt. Auch gegen die restlichen nicht verwandten Kontrollproteine konnte kein

signifikantes Bindungssignal detektiert werden.
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Abb. 21: Ermittlung der Bindungsspezifitit der Variante R3-B11 iiber ELISA.

A: Erkennung verschiedener Zielproteine durch R3-B11. Je Kavitit einer MTP (Medisorp, Nunc)
wurden 500 ng der entsprechenden Proteine {iber Nacht bei 4 °C immobilisiert: humanes TNF a,
verschiedene Vertreter der TNF-Superfamilie (murines TNF o, humanes Lymphotoxin o, humanes
BAFF), nicht verwandte Proteine (NGF: Nervenwachstumsfaktor, 10F, Casein, Streptavidin, BSA,
Lysozym) und humanes Serum (1:10 verdiinnt). Die immobilisierten Zielproteine wurden mit je 1 pM
R3-B11 fiir 2h inkubiert und die Interaktion iiber Peroxidase-konjugierten anti-hgBC Antikdrper
(1:2000 verdiinnt) nachgewiesen. Alle Werte wurden um die Hintergrundbindung des Antikorpers an
die nur mit Zielproteinen beschichtete Platte korrigiert. B: Kompetition der Bindung zwischen TNF o
und R3-B11. 70 nM biotinyliertes TNF a (trimerbezogen) wurde fiir 1 h mit bzw. ohne Kompetitor in
PBS / ImM EDTA / 0,05 % Tween-20 (pH7,4) vorinkubiert und anschlieBend zu 53 ng je Kavitit
immobilisiertem R3-B11 gegeben (Inkubationszeit: 10 min). Die Detektion der Interaktion erfolgte
iiber Avidin-Peroxidase-Konjugat (1:2000 verdiinnt). Alle Werte wurden um die Hintergrundbindung
des Konjugates an die nur mit Zielproteinen beschichtete Platte korrigiert.

Eine weitere Methode die Spezifitit der Bindung zur ermitteln ist eine gezielte Inhibition der
Wechselwirkung zwischen beiden Molekiilen durch bekannte Interaktionspartner. Im ELISA
wurde hierfiir die Bindung von biotinyliertem TNF o an immobilisiertes R3-B11 in An- und
Abwesenheit 16slicher Kompetitoren untersucht (vgl. Abb. 21B). Etanercept (Fusion aus
TNF-Rezeptor 2 und IgG-F.-Teil), 10F (TNF a-bindende Ubiquitin-Variante; Hoffmann,
2012), sowie R3-B11 selbst konnten die Interaktion vermindern.

Die quantitative Analyse der Bindung erfolgte iiber einen konzentrationsabhingigen ELISA,
in dem unterschiedliche Konzentrationen an R3-B11 mit immobilisiertem TNF o inkubiert
wurden. Unter den gegebenen Versuchsbedingungen konnte ein Kp von 9,5 £ 0,49 nM

ermittelt werden (vgl. Abb. 22).
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Abb. 22: Ermittlung der Affinitit
zwischen R3-B11 und TNF a.
Verschiedene  Konzentrationen  an
hgBC-Variante R3-Bl1 befindlich in
PBS / 1mM EDTA / 0,05 % Tween-20
(pH 7,4) wurden zu 150 ng je Kavitét
immobilisiertem TNF o gegeben und fiir
1h inkubiert. Nachweisantikdrper war
Peroxidase-konjugierter anti-hgBC
(1:2000 verdiinnt). Alle Werte wurden
um die Hintergrundbindung des
Antikdrpers korrigiert.
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2.3.4 Qualitativer Nachweis des Komplexes aus R3-B11 und TNF a

Vorhergehende Studien konnten zeigen, dass die Komplexdynamik des TNF o-Trimers durch
verschiedene Substanzen beeinflusst werden kann (Corti et al. 1992; Alzani et al. 1993;
Alzani et al. 1995). In unserem Labor konnte bereits ein Ubiquitin-basierter TNF a-Binder
mit Tween-20-abhédngiger Bindungskinetik isoliert werden (Hoffmann, 2012). Daher sollte
auch an dieser Stelle der Einfluss von Tween-20 auf die Bindungskinetik des Komplexes aus
hgBC-Variante und TNF o mit Hilfe der analytischen GroBenausschlusschromatographie
tiberpriift werden. Hierfiir wurden sowohl die Einzelspezies, TNF o und R3-B11, als auch ein
entsprechendes Gemisch beider Proteine {iber eine Superose 12 10/300 GL-Saule aufgetrennt
(vgl. 5.15.4).

Nach einstiindiger Inkubation in Anwesenheit von Tween-20 waren fiir das Gemisch zwei
separate peaks zu beobachten, wobei der mit dem geringeren Elutionsvolumen dem Komplex
zuzuordnen ist (vgl. Abb. 23A). Zu diesem Zeitpunkt und unter den eingesetzten
Konzentrationsverhéltnissen erfolgte keine vollstdndige Koelution von R3-B11 und TNF a,
wie auf der SDS-PAGE noch einmal deutlich wird (vgl. Abb. 23B). Wird das
Konzentrationsverhéltnis allerdings zu Gunsten von TNF a verschoben so nimmt die
Peakflache von R3-B11 mit steigender TNF a-Konzentration ab, die des Komplexpeaks somit
zu (nicht gezeigte Daten). Ohne Tween-20 im Laufpuffer konnte zum gleichen Zeitpunkt (1h)
keine Komplexbildung nachgewiesen werden (nicht gezeigte Daten). Mit zunehmender
Inkubationszeit nimmt jedoch auch hier die Peakfldche der Variante merklich ab (vgl. Abb.
23C/D). Die densiometrische Analyse der Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE ergab eine
Halbwertzeit von 26 h = 5h fiir die Komplexbildung in Abwesenheit und von lediglich
1,7 h £ 0,6 h in Anwesenheit von Tween-20 (vgl. Anhang Abb. A3).

46



2 Ergebnisse
A B

Apparentes Molekulargewicht [kDa] Apperenias Molcniorgemicht IDal
75 43 137 65 T.s e 1?'? 6.'5
T I T I f
o — 24MRaBY =i 24 JM TNF-aipha (W)
— 24 yM TNF-alpha (M) —— j& 24 M R3-B11
— j& 24 pM R3-B11 20 - und TNF-alpha (M)
und TNF-alpha (M) 5
— 404 1 <
= E
< = 15
£ £
E 30 4 2
= oy 104
> <
o™ 20 4
L4 5
10 A
0
. 12 14 16 18 20
= & o 18 16 20 KDa Elutionsvolumen [ml]
Elutionsvolumen [mil] n—i
25— -
e " = v s = — [P
e . T — TNF &
{Monomer
10—

M1 2 345 6 78 91011

Apparentes Molekulargewicht [kDa] ooy
75 43 137 65 s o F&EF
TT T T T kDa b & "f? ~ o Py ~
11 —1h — s
8 4 - 8
R3-B11 6h 25— —
12h 20— - s =
18h -— ——— — ——
= 6 24 h 5 = 15—
2 49 h 2
E ;g: E 10 — - + Tween
£ £
L:_:’ 4 —— 120 h 4 ; @
Komplex = LR S
2 st T | . - S, & e S HSTFTEY LY
< < —
5 | L 5 30 —
25— =
20— - —
o4& 0 1.‘._-- ——— — ———
10,0 12,5 15,0 17.5 20,0 10— oo

Elutionsvolumen [ml]

Abb. 23: Analyse der Komplexbildung von TNF a und R3-B11 iiber analytische Gelfiltration.
Die Proteine wurden mit einer Flussrate von 0,6 ml / min iiber eine Superose 12 10/300 GL-Séule
gegeben. Als Laufpuffer diente PBS / 1 mM EDTA (pH 7,4) mit bzw. ohne 0,05 % Tween-20. A:
SEC in Anwesenheit des Detergens Tween-20. Je 24 uM R3-B11 bzw. TNF o (bezogen auf
Monomer), oder ein Gemisch aus beiden, wurden vor der Chromatographie fiir 1 h bei 4 °C inkubiert.
Freies und Komplex-gebundenes TNF a unterscheiden sich nur geringfiigig in ihren
Elutionsvolumina. B: Vergroferung des Elutionsprofils aus A mit eingezeichneten Fraktionen (1-11)
die auf die SDS-PAGE (unten) aufgetragenen wurden. M: Page Ruler Unstained Protein Ladder. C:
SEC ohne Tween-20. Ein dquimolares Gemisch (13 pM) aus TNF o (bezogen auf Trimer) und
Fluorescein-markiertem R3-B11 wurde bei 4 °C inkubiert und Aliquote hiervon zu verschiedenen
Zeitpunkten untersucht. Dabei wurde die Absorption der Flurescein-markierten Variante bei 495 nm
verfolgt (geschlossene Linien). Um das Laufverhalten des Komplexes zu verdeutlichen ist beispielhaft
eine Messung bei 280 nm dargestellt (gepunktete orange Linie). Es ist eine zeitabhdngige Zunahme
der R3-B11-Peakfliche innerhalb des Komplexpeaks zu verzeichnen. Die durch gestrichelte Linien
eingegrenzte Fraktion (bei ca. 13,5 ml) kennzeichnet die jeweilige Probe fiir die SDS-PAGE. Freies
Fluorescein bindet nicht an TNF a (Hoffmann, 2012). D: Zeitabhidngiger Verlauf der
Komplexassoziation in An- und Abwesenheit von 0,05 % Tween-20. Die markierte Fraktion aus C
wurde fiir verschiedene Zeitpunkte per SDS-PAGE (4-12 % Gradientengele) analysiert und die
Proteine liber Coomassiefarbung visualisiert. M: Page Ruler Unstained Protein Ladder.
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Die auch nach verldangerter Inkubationszeit immer noch nicht vollstdndige Koelution beider
Proteine impliziert, unter Berufung auf den mittels ELISA bestimmten Kp-Wert im niedrigen
nanomolaren Bereich (vgl. 2.3.3), dass scheinbar nicht das Trimer gebunden wird sondern
eher das Monomer. Dies sollte anhand der Bestimmung des apparenten Molekulargewichts
des Komplexes iiber analytische Ultrazentrifugation iiberpriift werden (vgl. 5.15.7). Um die
Assoziation von R3-B11 mit TNF a optisch verfolgen zu koénnen wurde die Variante N-
terminal mit Fluorescein modifiziert (vgl. 5.15.5). Der Fluoreszenzfarbstoff kann bei 490 nm
detektiert werden, einer Wellenldnge bei der das freie, ungebundene TNF o nicht absorbiert.
Es wurden Gleichgewichtssedimentationsldufe mit unterschiedlichen Konzentrationen an
TNF o durchgefiihrt, wobei fiir die Variante allein eine Molekularmasse von 25 kDa, was fiir

eine monomere Form spricht, und fiir den Komplex von 45 kDa berechnet werden konnte

(vgl. Abb. 24).

Abb. 24: Bestimmung des Molekular-
gewichts des Komplexes aus TNF a
und Fluorescein-R3-B11 iiber
Gleichgewichtssedimentation. 2 pM
Fluorescein-markiertes R3-B11 wurde mit
verschiedenen Konzentrationen an TNF o

B
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Die ermittelten Daten sind gut mit den theoretischen Werten, 23 kDa fiir Fluorescein-
markiertes R3-B11 und 41 kDa fiir den R3-B11-TNF a-Monomer-Komplex, in Einklang zu
bringen. Abweichungen resultieren aus der Genauigkeit der Methode. Die Messdaten
sprechen demnach fiir ein 1:1 Verhéltnis auf Monomerebene. Wéhrend der Messzeit von
insgesamt 86 h hatte sich jedoch noch kein vollstindiges Sedimentationsgleichgewicht

zwischen den Interaktionspartnern eingestellt (vgl. Abb. 24).

2.3.5 Fluoreszenzkinetische Untersuchung der TNF a-Trimerdissoziation

Der durch analytische Ultrazentrifugation bestimmte Komplex aus R3-B11 und TNF o-
Monomer sollte mit einem fluoreszenzkinetischen Experiment noch einmal {iberpriift werden.

Im Zuge ihrer Forschung haben He ef al. (2005) einen TNF a-Inhibitor identifiziert der durch
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Bindung der Kontaktflichen zwischen den monomeren Untereinheiten zur Dissoziation des
Trimers und schlussendlich Inhibierung der TNF a-Funktion in vivo fiihrt. Die
dissoziationsfordernde Wirkung dieses kleinen Molekiils wurde dabei u.a. durch Fluoreszenz-
Homoquenching nachgewiesen (vgl. 5.15.11). Nach dem gleichen Prinzip sollte auch R3-B11
beziiglich seines Verhaltens gegeniiber dem TNF a-Trimer untersucht werden. Grundlegend
fiir das Experiment ist dabei die Selbstausloschung der Fluoreszenz im TNF a-Trimer bei
Verwendung N-terminal Fluorescein-markierter Untereinheiten (5.15.5). Die Zugabe eines
Uberschusses an nicht markiertem TNF o resultiert im Austausch der Untereinheiten und
somit Vergroferung des Abstandes der Fluorophore zueinander, was wiederum zu einem
Anstieg der Fluoreszenzintensitét fiihrt. Folglich sollten Substanzen die den Trimer-Zustand
binden und stabilisieren den Monomeraustausch verlangsamen, destabilisierende Substanzen,
die das Monomer binden, hingegen den gegenteiligen Effekt zeigen. Etanercept, ein TNF a-
Binder der primér den trimeren Zustand des Proteins erkennt, blockierte nahezu vollstindig
den Austausch von Untereinheiten (vgl. Abb. 25). Die Variante R3-B11 fiihrte hingegen zu
einem Anstieg der Fluoreszenz und somit zur Erhohung der Monomeraustauschrate. Sie
offenbarte damit ihren dissoziations-fordernden Charakter. Ein dhnliches Verhalten konnte
bereits flir ein kleines, TNF o inhibierendes Molekiil von He und Mitarbeitern nachgewiesen
werden. Das als Kontrolle mitgefiihrte Wildtyp-Protein hgBC-SG4 zeigte keinen erkennbaren
Effekt auf die TNF a-Monomerdynamik.

Ziel der Arbeit war es ausgehend vom scaffold hgBC TNF a-bindende Proteinvarianten zu
isolieren. Zunichst sollte lediglich fiir die C-terminale Domine des hgBC (C-hgBC) eine
Varianten-Bibliothek erstellt werden, um daraus niedrigaffine Bindeproteine zu selektieren.
Die anschlieBende Kombination mit N-hgBC-basierten Bibliotheken sollte in weiteren
Selektionsrunden zum Erhalt hochaffiner Binder fiihren. Die Einzeldomine erwies sich
allerdings im Laufe der Analysen als ungeeignet fiir dieses Vorhaben (geringe Funktionalitét
und Loslichkeit der Varianten), daher sollte infolge das Volllangen-hgBC als neues scaffold
dienen. Im Gegensatz zur C-hgBC konnte hiermit eine hoch funktionale Bibliothek etabliert
werden (96,6 % auf Proteinebene), die in der nachfolgenden Selektion gegen TNF a zur
Anreicherung von putativen Bindern fiihrte. Aus der entsprechenden Phagenbibliothek konnte
letztlich die stabile und strukturierte Proteinvariante R3-B11 isoliert werden. Weiterfithrende
Analysen ergaben eine hochspezifische Wechselwirkung zwischen der Variante und TNF a
mit einer Dissoziationskonstante im niedrigen nanomolaren Bereich, wobei ein Molekiil R3-
B11 mit einem TNF a-Monomer interagierte. Das Detergens Tween-20 beschleunigte die

Assoziation des Komplexes.
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Abb. 25: Einfluss verschiedener Interaktoren auf den Austausch an Monomeren im TNF a. Zur
Untersuchung des  Monomeraustausches im  Homotrimer wurde das  Prinzip der
Fluoreszenzselbstausloschung genutzt. Hierfiir wurden 38 nM Fluorescein-markiertes TNF o mit
einem 200-fachen Uberschuss an nicht markiertem TNF oo gemischt und die Anderung der
Fluoreszenzintensitit zeitlich verfolgt. Zwolf Minuten nach Beginn der Messung (gestrichelte Linie)
wurden je 5 ul R3-B11 (275 uM), bzw. entsprechender Kontrollen wie PBST, hgBC-SG4 Wildtyp
(275 pM) und Etanercept (71 pM) zu 150 pl anfanglichem Probenvolumen gegeben und die Messung
fortgesetzt. Die Fluoreszenzintensitit wurde auf den Wert nach Zugabe der Zusitze bei 12 min
normiert. Die Messungen erfolgten in PBS / ImM EDTA / 0,05 % Tween-20 (pH 7.4).
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Seit der Herstellung monoklonaler Antikdrper (Kohler und Milstein, 1975) und der
Etablierung bakterieller Expressionssysteme fiir Antikdrperfragmente (Skerra und Pliickthun,
1988), haben rekombinante Immunglobuline einen erheblichen Einfluss auf moderne
Biopharmazeutika genommen (Fiedler und Skerra, 2007). Mit derzeit 35 fiir Humantherapien
zugelassenen Ig-basierten Medikamenten und insgesamt rund 70 monoklonalen Antikorpern
in préklinischen und klinischen Phasen stellen sie dies eindriicklich unter Beweis (Reichert,
2013). Trotz ihrer Erfolgsgeschichte offenbaren sie aufgrund ihrer intrinsischen molekularen
Eigenschaften diverse Limitierungen (vgl. Abschnitt 1; Chames et al., 2009). Nicht zuletzt
macht die komplexe Patentsituation die Markteinfiihrung neuer Ig-basierter Produkte sehr
kostspielig. Die Erkenntnis, dass Immunglobuline ihre biochemische Funktion durch die
Kombination eines konservierten Proteingeriists mit einer rdumlich definierten
Antigenbindestelle erhalten, wobei letztere hypervariabel in ihrer Aminosiuresequenz und
Konformation ist, fithrte schlieBlich zur Entwicklung von Ig-unabhéingigen scaffold-Proteinen
mit individuell anpassbarer Ligandenspezifitit. Als gezeigt werden konnte, dass diese
scaffolds so verandert werden konnen, dass daraus neue Biomolekiile mit Affinitidten und
Spezifititen vergleichbar mit der von Antikorpern entstehen konnen, wurden zahllose
Anstrengungen unternommen diese Molekiile sowohl der biomedizinischen Forschung als
auch Humantherapie zuginglich zu machen (Fiedler und Skerra, 2007).

Das fiir diese Arbeit verwendete scaffold ist das eukaryotische Strukturprotein yB-Kristallin,
welches bereits von der Scil Proteins GmbH (Halle / Saale) als Geriistprotein eingesetzt
wurde. Durch Substitution von acht oberflichenexponierten Aminosduren wurden de novo
Bindungseigenschaften erzeugt (Ebersbach et al., 2007; Zhang et al., 2013). In einem neuen
Konzept sollte erstmals die Interdomédnen-Kontaktflache als alternatives Paratop fungieren,
d.h. eine natiirliche Bindeflache sollte umprogrammiert werden. Die Aminosédurereste die an
der natiirlichen Interaktion beider Doménen beteiligt sind wurden dabei in das Paratop
integriert (vgl. 1.4). Zur Evaluierung der Strategie und Isolierung hochspezifischer
Bindemolekiile wurden Proteinbibliotheken fiir die FEinzeldoménen, als auch fir das
Vollldngenprotein, erzeugt und gegen TNF a als therapeutisch relevantes und daher
biophysikalisch sehr gut charakterisiertes Zielprotein selektiert. Gleichwohl existiert bereits
eine Vielzahl von TNF a-Bindern (vgl. 1.5 Tab. 1) deren Bindungseigenschaften mit einer

selektierten hgBC-Variante verglichen werden sollten.
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3.1 Qualitit der Einzeldominen-Bibliothek und Selektion gegen TNF o

Hintergrund der Uberlegung war es zuniichst niedrigaffine Bindeproteine auf Basis der C-
hgBC-Einzeldoméne zu isolieren und diese dann spiter im Zuge einer Affinitdtsmaturierung
mit einer Bibliothek der Partnerdoméne zu fusionieren und in weiteren Selektionsrunden
hochaffine Binder zu gewinnen. In dieser Arbeit sollte innnerhalb der hydrophoben
Kontaktfliche zwischen den beiden Dominen des yB-Kristallins ein neues Bindungsparatop
entstehen. Als Startpunkt dienten dabei die an der natiirlichen Interaktion beide Dominen
beteiligten Aminosduren (vgl. 2.1.1). Diese Vorgehensweise flihrte bereits bei
unterschiedlichsten scaffold-Proteinen zur Isolierung hochaffiner Binder (Nord et al., 1997;
Kim et al, 2009; Byla et al, 2010; Hoffman, 2012). Die restlichen fiir eine
zusammenhédngende Bindefliche einzubeziehenden Aminosduren wurden hauptsichlich {iber
in silico-Analysen mit der Software PyMOL bestimmt. Zudem wurde sich hinsichtlich Anzahl
und Lokalisierung an den positionshomologen Resten des dufleren [-Faltblattes der N-
terminalen Domine orientiert, da diese bereits als Bindefldche evaluiert waren (Ebersbach et
al., 2007; Zhang, 2013). Da allerdings nahezu alle fiir eine Randomisierung im B-Faltblatt in
Frage kommenden LoOsungsmittel-zugdnglichen Aminosdurereste konserviert sind, wurden
diese Reste unter dem Risiko eines Struktur- und Stabilititsverlustes der Doméne
randomisiert.

Anhand der getroffenen Positionsauswahl wurde urspriinglich eine C-hgBC-Bibliothek mit
den acht randomisierten Aminosdurenpositionen S135, 1137, Y139, Q148, L150, R152, R172
und V174 mit Hilfe NNK-Motiv enthaltender Oligodesoxynukleotide konstruiert (vgl. 2.1.1
Abb. 7). Da sich dieses Format allerdings als ungeeignet erwies wurden daraufhin fiinf
verschiedene C-hgBC-Bibliotheken mit vier bis acht Randomisierungspositionen erstellt, um
festzustellen wie viel Austausche die Domine ohne signifikante EinbuBlen in ihren
intrinsischen Eigenschaften (Loslichkeit, Stabilitét, Struktur) toleriert (vgl. 2.1.2 Abb. 8). Fiir
die so erstellten fiinf Einzelbibliotheken konnten Sequenzfunktionalititen auf DNA-Ebene
zwischen 33 % und 74 % ermittelt werden (vgl. 2.1.2 Tab. 2). Lediglich die Funktionalitit der
Bibliothek Lib8.1B (74 %) ist mit der anderer zuvor erstellter NNK-Bibliotheken vergleichbar
(Hoffmann, 2012; Stordeur, 2013; Zhang, 2013), bei den anderen vier Bibliotheken fielen sie
deutlich zu niedrig aus. Ein Grund fiir die geringen Funktionalititen lag in der Anhdufung von
Nukleotiddeletionen bzw. -insertionen rund um die NNK-Motive begriindet. Eine zufillige
Verteilung an Punktmutationen liber das gesamte Gen hinweg wiirde eher fiir einen

methodischen Fehler in der PCR-Reaktion, die fiir die Assemblierung der Bibliotheken
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notwendig war, sprechen. Was wiederum im Umkehrschluss bedeutet, dass die Qualitit der
fiir die Konstruktion der Bibliotheken eingesetzten Oligodesoxynukleotide nicht optimal war.
Bei der Synthese der Desoxyoligonukleotide wird jedes Nukleotid einzeln an eine Matrix
gekoppelt und der primer so Schritt fiir Schritt verlangert. Die an den variablen NNK-
Positionen verwendeten Nukleotidgemische, in denen jedes einzelne Nukleotid
unterschiedliche Kopplungseffizienzen aufweist, konnen in der Folge zu Deletionen bzw.
Insertionen um besagte Positionen fiihren. Da sich die resultierenden heterogenen Spezies nur
geringfiigig in ihrem Molekulargewicht unterscheiden, konnen fehlerhafte Oligodesoxy-
nukleotide in der nachgeschalteten PAGE-Aufreinigung nur ineffizient aus dem Gemisch
entfernt werden. Durch die Kopplung ganzer Trinukleotidbausteine konnen Einzeldeletionen
an den Randomisierungspositionen unterbunden (Virnekds et al., 1994; vgl. 2.2) und die
Nukleotidverteilung besser kontrolliert werden (Krumpe et al., 2007).

Im Hinblick auf die zu erwartenden Nukleotidverteilungen wurde nur die Bibliothek Lib8.1B
den Erwartungen gerecht, alle anderen Bibliotheken offenbarten teils deutliche
Abweichungen (vgl. 2.1.2 Abb. 9). Das spiegelte sich natiirlich auch in der Aminosiure-
verteilung wieder, sie wich ebenfalls von der erwarteten ab. Statistisch betrachtet kam von
den fiinf untersuchten Bibliotheken nur die Bibliothek Lib8.1A der Idealverteilung auf DNA-
Ebene am néchsten, auf Proteinebene war es hingegen die Bibliothek Lib7.1A (vgl. Anhang
Tab. Al). Hiermit wird noch einmal der Nachteil der NNK-basierten Mutagenese deutlich:
eine Gleichverteilung von Nukleotiden bzw. Aminosduren ist durch die Verwendung dieser
Methode per se nicht zu erreichen.

Ein weiterer relevanter Aspekt der sich abzeichnete betraf die Loslichkeit einzelner C-hgBC-
Proteinvarianten. Wéhrend sich mit steigender Anzahl an randomisierten Positionen die
Funktionalitdt der Bibliotheken nur geringfiigig &dnderte, nahm der Anteil 16slicher
Proteinvarianten dagegen mit zunehmender Anzahl an Substitutionen signifikant ab.
Insbesondere die Bibliotheken Lib7.1A und Lib8.1B verzeichneten einen drastisten Riickgang
an 16slich exprimierten Varianten (vgl. 2.1.2 Tab. 2 und 2.1.3 Abb. 10). Da die C-hgBC per se
eine geringere intrinsiche Stabilitidt aufweist als ihr N-terminales Pendant (Rudolph et al.,
1990; Mayr et al., 1994; Palme et al., 1997) wird die Struktur (Faltung) und damit letzlich die
Loslichkeit der Domédne demnach durch die Zahl an Substitutionen bestimmt. Auf die
thermische Stabilitét einzelner Varianten nahm die Anzahl mutierter Aminoséuren hingegen
nur moderaten Einfluss (vgl. 2.1.3 Abb. 11 und Tab. 3). Die iiber DSF (vgl. 5.15.9)
analysierten 16slichen Bibliotheksvertreter wurden zwar allesamt destabilisiert und zeigten

verminderte apparente Schmelztemperaturen, jedoch sank der T,,-Wert im Mittel nur um 8 K
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im Vergleich zum Wildtyp. Die untersuchten Varianten blieben weiterhin thermostabile
Proteine.

Der fiinfriindige Selektionsprozess gegen das humane regulatorische Zytokin TNF o fiihrte
nicht zum gewiinschten Erfolg. Weder die panning-Runden selbst, noch die zusitzliche
Analyse der outputs der Runden mittels Einzelphagen-ELISA zeigten eine Anreicherung
TNF a-bindender C-hgBC-Varianten (vgl. 2.1.3). Als ursédchlich hierfiir kann einerseits die
geringe Funktionalitét der naiven Bibliothek angesehen werden (vgl. 2.1.2), die wiederum den
relativen Anteil gewiinschter Varianten reduzierte. Die nur zweiprozentige Abdeckung der
theoretisch erzielbaren Komplexitit der Bibliothek nach finaler Transformation in E. coli kam
noch als additiver Effekt hinzu und reduzierte diesen Anteil noch weiter (2.1.3). Als
Optimierung hierzu kann die Verwendung von vorsynthetisierten Trinukleotidbausteinen in
der Oligodesoxynukleotid-Synthese zum Aufbau der DNA-Bibliothek angesehen werden
(vgl. 2.2, Virnekds et al., 1994). Durch verbesserte Transformationseffizienzen (z.B.
kommerzielle kompetente Zellen) oder Verwendung von in vitro-Selektionssystemen (z.B.
Ribosomen-display) kann die reale Komplexitit der Bibliothek entscheidend erhéht werden.
Es besteht natiirlich auch die Moglichkeit, dass die C-hgBC-Bibliothek in ihrer erstellten
Komplexitit per se nur Binder mit begrenzter Affinitdt zuldsst. Nach den Berechnungen von
Houk und Mitarbeitern (90 A% = 1 Einheit Ig K,) wiire, bei einer Losungsmittel-exponierten
Fliche von 428 A® (vgl. 2.1.3 Tab. 3), eine Assoziationskonstante (K,) von ca. 10° zu
erreichen, wenn alle Reste der Bindungsfldche an der Interaktion mit dem zarget beteiligt sind
(Houk et al., 2003). Dies entspricht Dissoziationskonstanten (Kp) im zweistelligen
mikromolaren Bereich. Sind nicht alle Aminosduren in die Bindung involviert so kann dieser
Wert sogar bis in den millimolaren Bereich ansteigen. Die im panning anfianglich eingesetzte
TNF a-Konzentration lag im hohen nanomolaren Bereich, vermutlich zu gering um Binder im
Ansatz zu halten (vgl. 5.14.2 Tab. 22). Mitunter kann hier ein verminderter Selektionsdruck
wiahrend des pannings, in Form von erhohter TNF a-Konzentration und einer geringeren
Anzahl an Waschschritten, Abhilfe schaffen und zur Isolierung spezifischer Binder fiihren.
Das Hauptdefizit der C-hgBC-Bibliothek lag also in ihrer unzureichenden Funktionalitit
aufgrund eines sehr hohen Anteils an zusétzlichen Mutationen rund um die Randomisierungs-
positionen (vgl. 2.2.2 Tab. 4). Zudem fiihrte die Randomisierung von mehr als sechs Resten
innerhalb der Interdominen-Kontaktflaiche zu erheblichen Loslichkeitsverlusten (vgl. 2.1.3
Abb. 10). Dieser Umstand begrenzte wiederum die maximal zu generierende Paratopflédche
auf 428 A? (sechs Aminosdureresten entsprechend), was letzten Endes in zu geringen

Affinitdten resultierte, als dass unter den gewéhlten Selektionsbedingungen Binder hitten
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isoliert werden konnen. Die geringe Funktionalitdt in Kombination mit der nur begrenzt
variablen Bindefliche lieB die Einzeldominen-Bibliothek fiir weitere Optimierungen
hinsichtlich neuer Selektionsversuche als ungeeignet erscheinen. Stattdessen wurde das
zweite als Arbeitsziel gesetzte Konzept verfolgt: die Generierung eines Paratops im
Vollldngenprotein mit einer mehr als 2,5-fach groBeren Bindefldche unter Verwendung von
Methoden die die Funktionalitdt der Bibliothek erhdhen. Der Hauptvorteil lag klar auf der
Hand: eine groBere Paratopfliche resultiert in einer hoheren Anzahl putativer

Kontaktmdglichkeiten zur Zielstruktur und fiihrt letztlich zu hoheren Affinitdten.

3.2 Qualitit der hgBC-Vollliingen-Bibliothek

Die Selektion stellt den ersten und entscheidenden Schritt zur Isolierung spezifischer
Bindeproteine dar. Dabei sind Qualitit und Quantitéit der Bibliotheksmitglieder zu Beginn des
panning-Prozesses liberaus wichtige Kriterien (Ebersbach, 2004; Steiner et al., 2008). Rein
statistisch ~ steigt mit groBeren und qualititiv besseren DNA-Bibliotheken die
Wahrscheinlichkeit qualitativ bessere und affinere Bindemolekiile zu isolieren (Griffiths et al,
1994; Ling, 2003; Ebersbach, 2004). Da die Funktionalititen der C-hgBC-Einzeldoménen-
DNA-Bibliotheken mit 33 % bis 74 % vergleichsweise gering ausfielen (vgl. 2.1.2 Tab. 2;
Hoffmann, 2012; Zhang, 2013; Stordeur, 2013; Weber et al., 2014), galt es nun fiir das
Vollldingen-Pendant die Qualitit der priselektiven DNA-Bibliothek entscheidend zu
verbessern. Sequenzanalysen der naiven C-hgBC-DNA-Bibliothek ergaben, dass viele
Varianten Leserahmenverschiebungen in Form von Nukleotiddeletionen bzw. — insertionen
aufwiesen (vgl. 2.1.2). Der Einsatz Trinucleotid-randomisierter Oligodesoxynucleotide fiir
den Aufbau der Volllingen-Bibliothek gekoppelt an ein Leserahmenselektionssystem
(vgl. 1.2) sollte dem entgegenwirken (Schneider, 2010).

Mit Hilfe dieser methodischen Konzeption konnte die Funktionalitit der hgBC-Bibliothek im
Vergleich zu Lib6.1A um nahezu das 3-fache auf einen Wert von 97 % gesteigert (2.2.2 Tab.
4), aber gleichzeitig der Anteil an Einzeldeletionen von 58 % (Lib6.1A) auf 1,5 % (Lib13.1A)
reduziert werden. Eine nicht zu 100 % funktionierende Leserahmenselektion wird von den
Begriindern der Methode in diesem Zusammenhang mit fortgeschrittener Antibiotika-
hydrolyse diskutiert (Gerth et al., 2004). Der Anteil an Leserahmenverschiebungen ist
vergleichbar mit bisher ermittelten Daten (Schneider, 2010). Auffillig ist allerdings der
erhohte Anteil an Nukleotidsubstitutionen (7,5 %). Er liegt mehr als doppelt so hoch wie in
der Bibliothek Lib6.1A. Die Ursache hierfiir ist wahrscheinlich die hohere Anzahl an PCR-

Schritten zur Zusammensetzung der Module der Volllingen-Bibliothek im Vergleich zur
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Assemblierung der Einzeldominen-Bibliothek (vgl. 5.14.1). Dies muss aber nicht
zwangsliufig einen negativen Effekt nach sich ziehen. Unter der Voraussetzung, dass das
Protein noch in seine native Struktur faltet konnen Substitutionen, je nach Lokalisierung im
Molekiil, zusétzliche Diversitdt und letzlich Affinitit bedeuten (Hanes und Pliickthun, 1997;
Zahnd et al., 2007). Die performance des neuen Bibliotheksdesigns konnte somit eindeutig
unter Beweis gestellt werden. Die Funktionalitit der hgBC-Bibliothek tibertrifft damit sogar
die Funktionalitét vergleichbarer Bibliotheksformate die ebenfalls iiber
Trinukleotidphosphoramidit-randomisierte Oligodesoxynukleotide aufgebaut wurden (Binz et
al., 2003; Lipovsek et al., 2007; Garcia-Ibilcieta et al., 2008; Yin et al., 2008; Song, 2012;
Lorey et al., 2014).

Trotz der deutlich verbesserten Funktionalitit der hgBC- gegeniiber der C-hgBC-Bibliothek
entsprach die beobachtete Aminosdureverteilung statistisch betrachtet nicht der erwarteten
(vgl. 222 Abb. 14 und Anhang Tab. Al). Sie bildet vielmehr die momentanen
Konzentrationsverhiltnisse der Aminosduren in der Trinukleotidmischung ab. So sollten
unterschiedliche Reaktivititen in der Festphasensynthese ausgeglichen und eine
Gleichverteilung aller erwiinschten Aminoséduren realisiert werden. Der eigentliche Vorteil
der Trinukleotid- gegeniiber der NNK-basierten Randomisierung, ndmlich dass die
Komplexitit auf Proteinebene durch eine geringere Komplexitit auf DNA-Ebene abgedeckt
werden kann, wird durch die Abweichung von der Gleichverteilung gemindert (Schneider,
2010). Trotzalledem war die hgBC- der C-hgBC-Bibliothek in Punkto Funktionalitdt weit
iberlegen.

Die Loslichkeiten der naiven Bibliotheksvertreter waren mit 40-52 %, je nach Bestimmungs-
methode, vier bis sechs Mal hoher als die der Einzeldoménen-Bibliotheken (vgl. 2.1.3
Abb. 10 und 2.2.3 Abb. 15). Vermutlich stabilisiert hier die Gegenwart der anderen Doméne
das gesamte Protein und hélt es in Losung (Rudolph et al., 1990; Mayr et al., 1994; Palme et
al., 1997). Obwohl Cystein in der Synthesestrategie der N-hgBC und Prolin als auch Cystein
in der C-hgBC ausgelassen wurden, konnte Cystein (N-hgBC) ein und Prolin (C-hgBC) zwei
Mal gefunden werden. Dieser Fakt ist vermutlich mit Fehlern in der PCR im Zuge des
Zusammenbaus der Gesamtbibliothek zu erklédren. Fiir Prolin zeichnete sich eine Priferenz fiir
die Positionen 43, 54 und 56 ab (vgl. 2.2.1 Abb. 12; nicht gezeigte Daten). An diesen
Positionen trat die Aminosdure mehr als doppelt so hdufig auf wie an den anderen. Dies
bedeutete allerdings nicht, dass Varianten die Prolin in ihrer N-terminalen Domine enthielten

automatisch in der unloslichen Fraktion zu finden waren. Vielmehr war deren Loslichkeit
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immer im Kontext mit den Aminosiduren an den restlichen Randomisierungspositionen zu
sehen (Daten nicht gezeigt).

Um den Anteil an 16slich exprimierten Varianten in einer Proteinbibliothek auch automatisiert
im Hochdurchsatz ermitteln zu konnen, wurde die Bibliothek genetisch mit sfGFP als
Reportergen fusioniert und das exprimierte Fusionsprotein fluorometrisch analysiert.
Verglichen wurden die Werte mit densiometrisch ermittelten Loslichkeiten (SDS-PAGE) des
nicht fusionierten Pendants. Lediglich bei Varianten deren Loslichkeit nahe dem definierten
Schwellenwert lag, in diesem Fall 50 % des ldslichen Proteinanteil, kam es zu geringen
Diskrepanzen zwischen densiometrisch und fluorometrisch ermittelten relativen Loslichkeiten
(vgl. 2.2.3 Abb. 15). Der Grund hierfiir ist vermutlich in der guten Loslichkeit des sftGFP zu
suchen, dass dadurch auch die Ldoslichkeit des Fusionspartners erhdhte. Als Fazit ldsst sich
also formulieren, dass das verwendete Reportersystem mit automatisierten Hochdurchsatz
Loslichkeits-screenings kompatibel ist und eine effektive und kostengiinstige Mdoglichkeit

darstellt, Loslichkeiten von Proteinen zu ermitteln.

3.3 Selektion der hgBC-Volllingen-Bibliothek gegen TNF a

Die Selektion der hgBC-Bibliothek erfolgte iiber insgesamt fiinf Runden im TAT-abhidngigen
Phagen-display mit dem Ziel TNF a-bindende Varianten zu isolieren. Die in ein phagemid
subklonierte Teilbibliothek von 6,7% 10" DNA-Molekiilen resultierte nach Transformation in
E. coli in einer finalen priselektiven Komplexitit von 3,1x10”. Dieser Wert entspricht zwar
nur einem tausendstel des als maximal moglich erachteten von 10'° (Jacobs et al., 1990) und
ist im direkten Vergleich zu anderen Phagen-display Bibliotheken um ein bis zwei
GroBenordnungen geringer (Ebersbach, 2004; Mirecka et al., 2009; Lee et al., 2011; Song,
2012; Zhang, 2013), dennoch konnten nach vier display-Zyklen TNF a-bindende hgBC-
Varianten angereichert werden (vgl. 2.2.4 Tab. 5).

Nach fiinf Runden TAT Phagen-display haben sich gegeniiber der ersten Runde 274-Mal
mehr bindende Phagen in der Population angereichert (vgl. 2.2.4 Tab. 5 und 2.2.5 Abb. 16).
Fir Phagen-Bibliotheken von vergleichbarer Komplexitit (4x10") konnten #hnliche
Anreicherungsfaktoren gegen bestimmte Zielproteine erzielt werden (Nord et al., 1997). Die
Analyse der einzelnen Selektionsrunden im Einzelphagen-ELISA offenbarte eine
Anreicherung von TNF a-bindenden Phagen ab der dritten Runde mit dem hochsten Anteil
(62 %) in Runde vier (vgl. 2.2.5 Abb. 16). Die anschlieBende Sequenzierung aller Binder
offenbarte die Anreicherung bestimmter Varianten mit nur sieben unterschiedlichen DNA-

Sequenzen. Die geringe Diversitdt an Bindern nach der Selektion konnte zum einen bedeuten,
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dass auf dem TNF a-Molekiil nur eine limitierte Anzahl an dominanten Epitopen fiir das yB-
Kristallin existiert und/oder dass diese Binderspezies effektiver auf der Phagenoberfliche
prasentiert werden als andere. Ebenso spielt eine entsprechend hohe Affinitit dieser Binder
zum target eine Rolle (Steiner et al., 2008).

Die dominante Variante R4-B12, die zu 79 % unter den putativen TNF a-Bindern vertreten
war, zeigte sich im Nachhinein als unldslich. Da der Phagenpartikel an den die Variante
fusioniert ist wesentlich grofer ist als sie selbst, nimmt ihr Faltungszustand keinen Einfluss
auf die eigentliche Prédsentation und den Selektionsprozess. Sobald sie etwas im
Reaktionsansatz spezifisch oder unspezifisch bindet verbleibt sie weiterhin in der
selektierbaren Population, auch wenn ihre Konformation nicht der nativen entspricht.
Allerdings sollte das verwendete TAT-Translokationssystem nicht oder falsch gefaltete
Proteine an der Translokation ins Periplasma hindern (DeLisa et al., 2003). Eine
Translokations-kompatible Konformation der dominanten Spezies wire daher zu vermuten.
Szenarien, dass die Variante eine Faltung aufweist die ihrer nativen Struktur dhnelt, oder aber
eine der beiden Doménen im entfalteten Zustand vorliegt, wiren ebenfalls denkbar. Dabei
konnte die weniger stabile C-terminale Doméne entfaltet vorliegen, die Variante aber dennoch
hochaffin und spezifisch an das farget binden. Durch die Immobilisierung auf der
Phagenoberfliche und dem fehlenden Kontakt zu anderen teilentfalteten Molekiilen wird
deren Aggregation verhindert. Erst die Expression der nicht fusionierten Variante fiihrt zur
Aggregation, da nun die rdumliche Ndhe zwischen den Molekiilen zustande kommen kann.
Die im Vergleich zum Wildtyp gestiegene Hydrophobizitit innerhalb der Interdoménen-
Kontaktfliche ist wahrscheinlich als Hauptgrund fiir die Unloslichkeit der dominanten
Variante im nicht Phagen-fusionierten Zustand anzusehen (vgl. 2.2.5 Abb. 17B). TNF o mit
seiner relativ hydrophoben Oberfliche konnte demzufolge ein geeignetes Epitop fiir diese
Variante darstellen. Ob die Interaktion zwischen beiden Molekiilen wirklich spezifisch ist,
oder die Variante irgendeine andere Struktur im Reaktionsansatz bindet, bleibt offen.

Neben der unloslichen dominanten Spezies war auch acht Mal die 16sliche Variante R3-B11
in der selektierten Population vertreten, was etwa 12 % der gefundenen Binder ausmachte
(vgl. 2.2.4 Tab. 5 und 2.2.5 Abb. 17). Dabei war sie zwei Mal in Runde drei und sechs Mal in
Runde vier zu finden. Unter den Bindern der Selektionsrunde fiinf konnte sie allerdings nicht
mehr detektiert werden. R3-B11 wurde darauthin fiir weiterfiihrende Charakterisierungen
isoliert. Sie verdankt ihre Bezeichnung der Selektionsrunde und der 96-well-Kavitét in der sie
gefunden wurde. Neben den erwarteten 13 Aminosdureaustauschen (S41L, M431, Q54R,
F56L, R58W, S79H, I81W, S135, 1137Y, Q148S, L150T, R152S, V174A) traten keine
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weiteren zuétzlichen Mutationen im Proteingeriist auf. Die Reduktion der TNF oa-Binder von
62 % in der vierten auf 26 % in der fiinften Runde, bei gleichzeitiger Erhohung des generellen
output an bindenden Phagen (vgl. 2.2.4 Tab. 4 und 2.2.5 Abb. 16) bedeutete demnach die
Anreicherung unspezifischer Varianten. Ob dies mit der Beibehaltung der Anzahl an
Waschschritten im Vergleich zur Vorrunde zusammenhéngt bleibt zunéchst offen (vgl. 5.14.2
Tab. 22). Mit der generellen Reduktion an TNF a-Bindern in Runde fiinf ging auch die
Variante R3-B11 verloren. Scheinbar war der angesetzte Selektionsdruck zu hoch und ihre
Affinitdt dementsprechend zu gering um weiterhin in der Population zu verbleiben.

Eine Anreicherung putativer TNF a-Binder war in der vorliegenden Selektion im Vergleich
zu anderen Literaturdaten (Nord et al., 1997; Song, 2012) erst ab Runde drei festzustellen.
Anzunehmen wire, dass die Bedingungen in Runde eins und zwei die Anreicherung
unspezifischer Binder begiinstigten. Fiir spétere Selektionen konnten daher gleich von Beginn
an nanomolare target-Konzentrationen eingesetzt und ggf. hiufiger gewaschen werden (vgl.
5.14.2 Tab. 22). Mitunter lédsst sich auch durch kompetetive Phagenelution (freies TNF o im
Uberschuss) ein hdherer Prozentsatz an spezifisch bindenden Varianten mit gleichzeitig
schnellerer Anreicherung erzielen (Song, 2012), als durch die verwendete Saureelution
moglich war (vgl. 5.14.2). Durch die Elution mittels Sdure wird alles auf der Matrix
befindliche abgewaschen, auch unspezifische Binder die alle bisherigen Waschschritte
iberstanden haben und somit weiter im Selektionsprozess verbleiben. Hingegen werden bei
der Elution bzw. Kompetition mittels freiem TNF o vorrangig Varianten-tragende
Phagenpartikel vom immobilisierten target abgeldst und die unspezifischen Binder bleiben
auf der Matrix.

Eine weitere Moglichkeit das Phagen-display dahingehend zu optimieren nicht gefaltete bzw.
falsch gefaltete Varianten auszusortieren ist in Verbindung mit einem proteolytischen Schritt,
durch Trypsin- oder Chymotrypsinbehandlung, zu sehen (Imoto et al., 1986; Sieber et al.,
1998). Nicht gefaltete Varianten sind dabei anfilliger gegeniiber proteolytischen Reaktionen

und werden demzufolge leichter degradiert.

3.4 Charakterisierung der TNF a-bindenden hgBC-Variante R3-B11

Nachdem die hochfunktionale hgBC-Bibliothek den Selektionsprozess im TAT-Phagen-
display gegen TNF a erfolgreich durchlaufen hatte galt es nun die einzige isolierte 16sliche
hgBC-Variante R3-B11 néher zu analysieren. Sie wurde daraufhin fusioniert mit einem N-
terminalen Hexahistidinpeptid (vgl. Anhang Abb. A1) im Schiittelkolben exprimiert und
anschliefend iiber Affinitdtschromatographie und Gelfiltration gereinigt (vgl. 2.3.1 Abb. 18).
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Die Ausbeuten an ldslichen Proteinanteilen lagen allerdings nur bei 10-12 % der Ausbeuten
des Wildtypproteins. Bei den detektierten Nebenprodukten in der Gelfiltration konnte es sich
um Abbauprodukte in Form der beiden Einzeldoménen handeln (vgl. 2.3.1 Abb. 18, Spalte 5).
Das um fiinf Aminosduren verlingerte /inker-Peptid und die dadurch bedingte, und natiirlich
durchaus gewollte, verminderte Doméneninteraktion (vgl. 2.2.1 Abb. 12) konnte womdoglich
urséchlich fiir eine erhohte Protease-Sensitivitdt sein und so die Abspaltung einer Doméne
hervorrufen.

Die Anzahl an Aminosduresubstitutionen im Proteingeriist, um die nétige Affinitdt zum
TNF o zu gewdhrleisten, liel Auswirkungen auf Struktur und Stabilitit von R3-B11 erwarten.
Daher wurden Sekundérstruktur und thermische Stabilitét des gereinigten Proteins bestimmit.
Messungen per Fern-UV-CD-Spektroskopie zeigten ein gefaltetes Protein mit ausgeprigtem
B-Faltblattanteil, jedoch mit deutlichen spektralen Abweichungen zum Geriistprotein hgBC
bzw. hgBC-SG4 (vgl. 2.3.2 Abb. 19 und Tab.6). Die Verdnderung der chemischen
Umgebung innerhalb der Interdoménen-Kontaktfliche, hervorgerufen durch das verldngerte
linker-Peptid, fithrte auch zu Verdnderungen der chiroptischen Eigenschaften der hier
lokalisierten Aminosduren. Daher rithren vermutlich die spektralen Unterschiede zwischen
hgBC und hgBC-SG4. Die Schulter bei etwa 230-235 nm wird bei y-Kristallinen dem
Einfluss aromatischer Reste zugeschrieben. Der deutliche peak bei 230 nm wird dabei
mutmaBlich durch die Interaktion von Tyrosinseitenketten hervorgerufen (Rajini et al., 2003).
Bei der Variante R3-B11 ist das Plateau bei 230 nm deutlich ausgepriagter zu beobachten als
bei den beiden Wildtypen. Die Substitutionen von insgesamt drei aromatischen Resten, d.h.
nur zwei kamen neu hinzu (Trp81, Tyr137) der andere hat lediglich seine Position verdndert
(Trp58) konnten fiir diesen Effekt verantwortlich sein (vgl. 2.2.5 Abb. 17B; Vuilleumier et
al., 1993). Die spektralen Regionen unterhalb von 225 nm reflektieren Unterschiede in der
Sekundirstruktur (Evans et al., 2007) von R3-B11 im Vergleich zu den beiden anderen
Proteinen. Die Zunahme an ungefalteten Anteilen (um 50 %) und die Reduktion an (-
Strukturen (um 28 %) im R3-B11-Molekiil im Vergleich zum Wildtyp hgBC-SG4 (vgl. 2.3.2
Tab. 6) konnten zudem auf ein partiell entfaltetes Protein hindeuten. Denkbar wére hier eine
partiell (ein oder mehrere B-Faltblétter) oder unter Umstéinden komplett entfaltete C-terminale
Domine, da diese die instabilere von beiden ist und unter nicht nativen Bedingungen als
erstes entfaltet (Rudolph et al., 1990; Mayr et al., 1994; Palme et al., 1997). Dies konnten
womoglich die Ursachen fiir das deutlich verbreiterte Minimum zwischen 212 nm und

220 nm sein. Ein partiell entfaltetes Protein bedeutet wiederum eine erhohte Anfilligkeit
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gegeniiber Protease-Abbaureaktionen, was die Nebenbanden in der Gelfiltration der
Reinigung von R3-B11 erkldren konnte (vgl. 2.3.1 Abb. 18).

Die Verdnderungen auf struktureller Ebene wirkten sich auch auf die Stabilitit von R3-B11
aus. Der durch DSF ermittelte Ubergangsmittelpunkt fiir die thermische Entfaltung lag mit
57 °C immerhin 9 K unter dem Wert des Wildtyps hgBC-SG4, der wiederum rund 9 K
unterhalb des urspriinglichen Geriistproteins hgBC lag (vgl. 2.3.2 Abb. 20). Die hohere
Anfangsfluoreszenz im Vergleich zu den beiden Wildtypen deutet, wie schon die Ergebnisse
der Gelfiltration (vgl. 2.3.1 Abb. 18) und CD-Messung (vgl. 2.3.2 Abb. 19), auf partiell
entfaltete Bereiche im Protein hin. An die nun zugénglichen Bereiche bindet der Farbstoff,
was letztlich in einer Signalerhdhung resultiert. Die apparente Schmeltztemperatur von R3-
B11 ist vergleichbar mit der anderer kiinstlicher Bindeproteine wie etwa den Antikalinen (62-
73 °C; Schlehuber und Skerra, 2002), Affibodies (53-78 °C; Kronqvist et al., 2008), yB-
Kristallinen (56-72 °C; Ebersbach et al., 2007) oder Ankyrinen (66-85 °C; Binz et al., 2003).
Fiir Antikérper bzw. deren Fragmente konnten Ubergangsmittelpunkte zwischen 43 °C und
92 °C bestimmt werden (Dumoulin et al., 2002; Orr et al., 2003; Zhu et al., 2005; Demarest et
al., 2006). Dies zeigt noch einmal die auBergewdhliche thermodynamische Stabilitit des
Kristallins, welche diverse Austausche von Oberflichenresten zur Generierung von
Bindungsepitopen erlaubt. Die thermische Stabilitit und Entfaltung der Variante konnte
lediglich qualitativ betrachtet werden, da schon von anderen yB-Kristallinen bekannt war,
dass sie bei thermisch und chemisch induzierter Entfaltung bzw. Riickfaltung zur Aggregation
neigten (Mayr et al, 1997; Palme et al, 1997; Ebersbach, 2004). Die CD-und DSF-
Messdaten deuteten auf weitreichendere strukturelle Verdnderungen im R3-B11-Molekiil hin,

zeigten aber dennoch eine durch B-Faltblitter gepragte thermostabile hgBC-Variante.

Nach Abschdtzung der strukturellen Integritdt und Bestimmung der thermischen Stabilitét galt
es die Interaktion zwischen beiden Bindungspartnern intensiver zu betrachten. Nach den
Berechnungen von Houk und Mitarbeitern (90 A® = 1 Einheit lg K,) wire fiir hgBC-
Varianten, bei einer Ldsungsmittel-exponierten Paratopfliche von 1080 A% (vgl. 2.2.1
Abb. 12), eine Assoziationskonstante (K,) von ca. 10'* zu erreichen, wenn alle Reste der
Bindungsfldche an der Interaktion mit dem farget beteiligt wiren (Houk et al., 2003). Dies
entspriache demnach Dissoziationskonstanten (Kp) im einstelligen picomolaren Bereich.
Erzielt werden konnte hingegen ein Kp von 9,5 nM fiir die Bindung der hgBC-Variante R3-
B11 an TNF a (vgl. 2.3.3 Abb. 22). Im Vergleich zu bisher publizierten TNF a-Bindern

befindet sich diese Interaktion am unteren Ende der Affinititenskala, die meisten von ihnen
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weisen einstellig nanomolare bis zweistellig picomolare Affinitdten auf (vgl. 1.5 Tab. 1). Die
Wechselwirkung zwischen beiden Proteinen kann als spezifisch eingeordnet werden, da
lediglich ein weiterer TNF a-Verwandter, das murine TNF o mit 78 % Sequenzidentitit, von
R3-B11 erkannt und gebunden wird. Alle anderen TNF a-Verwandten mit geringerer
Sequenzidentitit als auch sequenzfremde Proteine lieferten keine signifikanten
Bindungssignale (vgl. 2.3.3 Abb. 21A). Ebenso war es moglich die Bindung von R3-B11 an
TNF o mittels des Rezeptor-Fusionsproteins Etanercept und der TNF a-bindenden Ubiquitin-
Variante 10F zu kompetieren (vgl. 2.3.3 Abb. 21B). Zusitzliche Daten aus der analytischen
Gelfiltration (vgl. 2.3.4 Abb. 23) und der Ultrazentrifugation (vgl. 2.3.4 Abb. 24) sprachen fiir
die Bindung von R3-B11 an das freie Monomer. Hierbei deutete das per Ultrazentrifugation
ermittelte Molekulargewicht des Komplexes auf eine 1:1 Stochiometrie zwischen R3-B11 und
dem TNF a-Monomer hin. Welchen Einfluss die Variante auf das Dissoziationsverhalten des
TNF a-Trimers nahm wurde kinetisch anhand Fluorescein-markierter TNF a-Untereinheiten
und Zugabe verschiedener Interaktoren analysiert. Dabei zeigte sich eine deutliche
dissoziationsféordende Tendenz von R3-BI1 (vgl. 2.3.5 Abb.25). Experimentelle
Untersuchungen mittels Isothermaler Titrationskalorimetrie untermauerten die aufgestellte
Monomer-These (nicht gezeigte Daten). Die Aufnahme einer Bindungsisotherme war nicht
moglich, da vermutlich die eingesetzten mikromolaren TNF a-Konzentrationen (Trimer-
bezogen) die Konzentration an freiem TNF a-Monomer im Reaktionsansatz gegen null
tendieren lieBen, sodass keine addquaten Bindungswérmen detektiert werden konnten.

TNF a-Binder, welche die monomere Spezies erkennen, wurden in der Literatur schon
mehrfach beschrieben (Jonsson et al., 2009; Byla et al, 2010), allerdings mit einem
Bindungsverhalten das den natiirlichen TNF-Rezeptoren dhnelt (Banner et al., 1993). IThr
Epitop ist somit im Kontext des Trimers drei-Mal vorhanden (3:1 Stochiometrie beziiglich
TNF a-Trimer), wahrend das von R3-B11 nicht vorhanden bzw. nicht zugénglich zu sein
scheint. Vielmehr scheint dessen Epitop im Inneren des Trimers, in der hydrophoben
Kontaktfliche der Untereinheiten, verborgen zu sein und wird erst nach Dissoziation der
Untereinheiten erreichbar. Die iiberwiegend apolaren, hydrophoben Reste in der
Randomisierungsflaiche der N-terminalen Doméne von R3-B11 wiirden zumindest fiir die
Interaktion mit einem hydrophoben Epitop sprechen (vgl. 2.2.5 Abb. 17B). Denkbar wére
allerdings auch die Interaktion der partiell entfalteten C-terminalen Doméne mit dem TNF o-
Monomer. Kleine chemische Verbindungen die bis zur Kontaktfliche der Monomere tief im
Inneren des TNF a-Trimers vordringen konnen und so dessen Dissoziation vorantreiben

wurden bereits beschrieben (Alzani et al., 1995; He et al., 2005). Das R3-B11 aktiv zur
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TNF a-Dissoziation beitrug konnte allerdings nicht beobachtet werden. Erst die Anwesenheit
bzw. Zugabe dissoziationfordernder Substanzen, wie z.B. Tween-20 (Smith und Baglioni,
1987), fiihrte zur Bindung an ein TNF o-Monomer (vgl. 2.3.4 Abb. 23).

Die Assoziationskonstante fiir das TNF a-Trimer liegt im niedrigen picomolaren Bereich
(Poiesi et al., 1993; Grell et al., 1998) mit entsprechend geringen Dissoziationsraten (Kunitani
et al., 1988; Poiesi et al., 1993; Alzani et al., 1995). Es wird vermutet, dass der Dissoziation
eine konformationelle Umlagerung im Molekiil vorausgeht (Alzani et al., 1995). Solche
lokalen Strukturédnderungen kénnen z.B. durch Detergenzien wie Tween-20 ausgeldst werden,
wobei ein dissoziationsfordernder Ubergangszustand postuliert wird der zudem durch Tween-
20 stabilisiert werden konnte (Hoffmann et al., 2012). Davon ausgehend wéren theoretisch
zweil Bindungsmodi fiir R3-B11 vorstellbar. Zum Einen die Bindung des Monomers nach
vollstindiger Tween-20-vermittelter Dissoziation des Trimers und zum Anderen die Bindung
der dissoziationssensitiven Konformation mit anschlieBendem Ubergang auf ein Monomer.
Fluoreszenz-Homoquenchingexperimente (He et al, 2005), die auf eine erhdhte
Monomeraustauschrate zwischen den Trimeren hinwiesen, unterstiitzten die Monomer-
Hypothese (vgl. 2.3.5 Abb. 25). Das anfiangliche Absinken des Fluoreszenzsignals in den
ersten 25 Minuten konnte mit der Bindung zweier freier Monomere erkldrbar sein. Dabei
bindet jede Doméne ein TNF a-Monomer was zum Quenching der Fluoreszenz durch die
rdumliche Nédhe der Fluorophore und letztlich zum Absinken des Signals fiihrt. Aufgrund
unterschiedlicher Affinitdten beider Domidnen zum TNF o 16st sich ein Monomer nach
gewisser Zeit wieder ab und fiithrt zum langsamen Anstieg der Fluoreszenz.

Warum dennoch eine schnelle Bindung im konzentrationsabhéngigen ELISA (vgl. 2.3.3
Abb. 22) erfolgte lasst sich wie folgt erklaren. Nach Immobilisierung von TNF a auf einer
Mikrotiterplatte wurde diese mit Tween-20-haltigem Puffer gewaschen, um ungebundenes
TNF a zu entfernen. Tween-20 fiihrte zur Dissoziation der immobilisierten Trimere, sodass
am Ende ein grofBler Anteil monomeres TNF a auf der Platte vorlag. Die einstiindige
Inkubationszeit von Variante und TNF o war also ausreichend, um eine Bindungskurve
aufzunehmen. Das Gleiche galt auch fiir den qualitativen ELISA in Abbildung 21A (2.3.3).
Dies erklart wiederum die Diskrepanz zwischen ELISA und analytischer SEC in der nach
einstliindiger Inkubation beider Bindungspartner ohne Tween-20 noch kein R3-B11 im
Komplex-peak zu beobachten war (vgl. 2.3.4 Abb.23C). Unter den gegebenen
experimentellen Bedingungen lag zu diesem Zeitpunkt noch kein freies Monomer vor, was

hitte durch die Variante gebunden werden konnen.
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Aus den zuvor geschilderten experimentellen Ergebnissen ldsst sich ableiten, dass die
Bindung der hgBC-Variante an TNF a unabhingig von der An- oder Abwesenheit des
Detergenz Tween-20 stattfindet, die Assoziationsgeschwindigkeit der Bindungspartner
allerdings signifikant durch das Detergenz erhoht wird (vgl. 2.3.4 Abb. 23). Ein dhnlicher
Effekt wurde bereits fiir zwei TNF a-bindende Molekiile beschrieben, fiir ein DARPin und
ein Affilin (Steiner et al., 2008; Hoffmann et al., 2012). Der kontinuierliche Einsatz von
Tween-20 wihrend der Selektion hat vermutlich die Isolation eines Detergenz-abhéngigen
Monomer-Binders begiinstigt (Steiner ef al., 2008), denn Bindemolekiile die aus Selektionen
ohne Detergenzeinsatz isoliert wurden zeigten dieses Verhalten nicht (Jonsson et al., 2009;
Byla et al., 2010). Obwohl die Affinitdt zwischen den TNF a-Untereinheiten hdher ist als
zwischen TNF o und der hgBC-Variante R3-B11 scheint die Variante in der Lage zu sein das
Komplexgleichgewicht zu stéren und wihrend der Dissoziationsphase Monomere daraus
abzuziehen. Zumindest lassen die zeitabhidngigen SEC-Experimente in Abwesenheit von
Tween-20 diesen Schluss zu (vgl. 2.3.4 Abb. 23).

Die in dieser Arbeit isolierte hgBC-Variante R3-B11 zeigte sowohl in der Affinitét als auch in
ithrem Bindungsverhalten deutliche Unterschiede zu den bisher untersuchten TNF o-
bindenden Molekiilen (vgl. 1.5 Tab. 1). Mehr als die Halfte der hier aufgefiihrten Binder
basiert auf Antikorper-Geriisten und deren Derivaten. Durch strukturbedingte Aviditdtsetfekte
liegen die Affinitdten der Antikorper grof3tenteils im picomolaren Bereich. Dabei erkennen
die meisten bereits zugelassenen monoklonalen Antikdrper sowohl die trimere als auch die
monomere Form des Proteins (Petyovka et al., 1995; Saijo et al., 1995; Scallon et al., 2002).
Zusammen mit 10F ist R3-B11 das einzige scaffold in dem B-Faltblitter zur Erzeugung eines
Paratops herangezogen wurden, in allen anderen wurden entweder Schleifenstrukturen
(Silverman et al., 2005; Kaymakcalan et al., 2009) oder a-helikale Bereiche (Steiner et al.,
2008; Lofdahl und Nygren, 2010) randomisiert. Die Affinitit von R3-B11 liegt im niedrigen
nanomolaren Bereich (vgl. 2.3.3 Abb. 22) und damit am unteren Ende der hier aufgestellten
Skala. Sie ist aber dennoch als hoch einzustufen, da einige der anderen nicht Ig-basierten
Binder erst im Zuge einer Affinitdtsmaturierung und nicht schon aus dem Priméir-screening
isoliert werden konnten (Byla et al., 2010; Lofdahl und Nygren, 2010). Der GrofBteil der
TNF a-Binder interagiert mit den im Trimerzustand Losungsmittel-zugewandten bzw. -
zugénglichen Flachen des Proteins und erkennt somit das intakte Trimer (Enbrel, 10F), oder

aber die monomere und trimere Assoziationsform (Remicade, Humira).

64



3 Diskussion

Der mit der hier isolierten Variante R3-B11 einhergehende Bindungsmechanismus scheint
hingegen bisher einzigartig zu sein. [hre Bindung stellt einen dissoziationsabhidngigen Prozess
dar an dessen Ende ein TNF a-Monomer gebunden wird. Offenbar interagiert R3-B11 mit
einem Epitop auf der Losungsmittel-abgewandten und ihm somit nicht zugénglichen Seite des
Molekiils. Seine Affinitdt scheint allerdings nicht hoch genug zu sein um das Trimer aktiv zur
Dissoziation zu bringen. Dies gelingt nur in Anwesenheit von Detergenzien oder aber durch

die begrenzte Halbwertzeit des Trimers selbst.
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4 Ausblick

4 Ausblick

Die Selektion der TNF a-bindenden Variante R3-B11 aus einer hgBC-Proteinbibliothek und
deren primere Charakterisierung beziiglich Affinitét, Spezifitit und Komplexbildung mit dem
Zielmolekill konnte gezeigt werden. Dies stellt eindeutig unter Beweis, dass sich die
Interdoménen-Kontaktflache als alternatives Paratop im hgBC-Molekiil eignet und hiermit
hochaffine Bindeproteine generiert werden konnen. Um beispielsweise den genauen
molekularen Bindungsmechanismus zu ergriinden, oder gar Aussagen zur Struktur des
Komplexes zu machen, bedarf es jedoch noch weiterer Analysen.

Als eine wichtige, noch ausstehende, Untersuchung wire eine zweite Methode zur
Verifizierung der Dissoziationskonstante von R3-B11 zu nennen. Hierzu bietet sich die
Ausnutzung des Phdnomens der Oberfldchenplasmonresonanz an. Durch gezielte Immobili-
sierung des monomeren TNF o auf einer Trigermatrix und anschlieBendes Umspiilen mit
einer R3-B11-Losung kann die Bindungskinetik direkt verfolgt werden. Zudem empfiehlt es
sich die Struktur des Komplexes aus beiden Proteinen iiber NMR-Spektroskopie und
Rontgenkristallografie zu bestimmen. Anhand derer lassen sich sowohl konkrete Aussagen
zur Lokalisierung des Epitops auf der Zielstruktur machen als auch die Reste innerhalb des
scaffolds bestimmen, die an der Interaktion beider Partner beteiligt sind.

Ein neuer Selektionsversuch ist im Hinblick auf eine therapeutische Anwendung einer
Affinitditsmaturierung von R3-B11 vorzuziehen, da auch mit einem hdher affinen
Monomerbinder wahrscheinlich keine in vivo Aktivitit zu erwarten ist. Zumindest zeigte R3-
B11 in ersten L929-Zellassays keine Aktivitdt (nicht gezeigte Daten). Hierbei wurde die
Féhigkeit des Bindungspartners TNF a-induzierte Apoptose zu inhibieren untersucht. Mit
einem neuen Selektionsversuch besteht jedoch die Chance einen Trimerbinder zu finden, der
das Potential besitzt die TNF a-Signalkaskade in vivo zu blockieren. Hierzu ist es sicherlich
von Vorteil Detergenzien wihrend des gesamten Selektionsprozesses zu vermeiden. Fiir ein
Tetranectin mit &hnlicher Affinitit wie R3-Bl1 konnte TNF a-induzierte Apoptose-
inhibierung nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich ebenfalls um einen Trimerbinder
(Byla et al., 2010). Zur Bestimmung der in vivo Aktivitit im Hinblick auf eine therapeutische
Anwendung miisste zusdtzlich noch die Verweildauer im Humanserum per ELISA ermittelt
werden.

Die theoretische Komplexitit der im Rahmen dieser Arbeit erzeugten DNA-Bibliothek liegt
bei 3x10'¢ individuellen Varianten. In der praktischen Handhabung ist dies allerdings nicht

umzusetzen, da wir hier von DNA-Mengen im Milligramm-Bereich sprechen.
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4 Ausblick

Nach Transformation der die Bibliothek tragenden phagemide in E. coli konnte letztlich eine
reale Komplexitit von 3,1x10 erzielt werden (vgl. 2.2.4 S.36). In in vivo Methoden, wie dem
Phagen-display, konnen maximale Komplexititen von 10' individuellen Varianten
abgebildet werden. Der limitierende Schritt liegt hierbei in der natiirlichen Transformations-
effizienz der Bakterienzellen, die bei diesem Wert an ihre Grenzen st6f3t (Jacobs et al., 1990).
Die Anwendung von transformationsunabhéngigen in vitro Selektionsmethoden, wie dem
Ribosomen-display, kann die theoretische Diversitit deutlich erhhen (Schmidt ef al., 1996;
Wilson et al., 2001). Allein die Anzahl verfiigbarer Ribosomen in der Losung bestimmt die
Bibliotheksgrofe — finale Komplexititen von 10'*"* sind realistische experimentelle Werte.
Eine grofBere Komplexitit erhoht die Chance auf hochaffine Bindemolekiile (Griffiths ef al.,
1994; Ling, 2003). Da alle bisherigen Kristallin-basierenden Bindeproteine mittels Phagen-
display selektiert wurden gilt es in diesem Zusammenhang zu testen, ob das hgBC mit einem

zellfreien System kompatibel ist.

67



5 Material und Methoden

5 Material und Methoden

Im Folgenden sollen die fiir diese Arbeit herangezogenen Materialien und Methoden

aufgefiihrt bzw. kurz erldutert werden.

5.1 Chemikalien

Eine Zusammenstellung der verwendeten Chemikalien findet sich in Tabelle 7. Sofern nicht

anders vermerkt wurden die hier aufgefiihrten Chemikalien mit dem Reinheitsgrad p.A.

verwendet.

Tab. 7: Liste der verwendeten Chemikalien.

Chemikalie

Bezugsquelle

Aceton
Adenosin-5’-triphosphat (ATP)

Agarose, LE GP

Agarose, Sieve GP

Ammoniumacetat
Ammoniumchlorid

Ampicillin (Natriumsalz)

Bacto Agar

Bacto Casitone

Bacto Soytone

Bacto Tryptone

Bacto Yeast Extract

Borsaure

Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat
Carbenicillin (Di-Natriumsalz)
5,6-Carboxyfluorescein-succinimidylester
(NHS-Fluorescein)
Chloramphenicol
Cobalt(II)-chlorid-Hexahydrat
Coomassie R250

Difco Select Soytone
Di-Natriumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
dNTP-Set (100 mM je Nukleotid)
Dithiothreitol (DTT)
Ethylendiaminotetraessigsdure (EDTA;
fiir Molekularbiologie)
Eisen(III)-chlorid-Hexahydrat
Essigsdure

Ethanol (96 %), vergillt

Ethanol (99 %), reinst

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Biozym Scientific GmbH (Hessisch
Oldendorf)

Biozym Scientific GmbH (Hessisch
Oldendorf)

AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Pierce Biotechnology (Rockford, IL)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

AppliChem GmbH (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
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5 Material und Methoden

Chemikalie Bezugsquelle

Ethidiumbromid (1%) Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
6-(Fluorescein-5-carboxamido)-hexansdure-  Life Technologies (Carlsbad, CA)
succinimidylester

Formaldehyd (37 %) Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
D(+)-Glukose Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Glycerin AppliChem GmbH (Darmstadt)
Glycin AppliChem GmbH (Darmstadt)
Glykogen Roche Applied Science (Mannheim)
Harnstoff Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsdure)
Imidazol

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Kanamycin-Sulfat
Kupfer(I)-chlorid-Dihydrat
o-Laktose-Monohydrat
Magnesiumacetat-Tetrahydrat

(fiir Molekularbiologie)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Mangan(II)-chlorid-Tetrahydrat
2-Mercaptoethanol

Methanol

MES-Monohydrat (2-(N-Morpholino)-
ethansulfonséure)

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumdisulfit
Natriumdodecylsulfat (SDS), 20 %
Natriumhydroxid
Natriummolybdat-Dihydrat
Natriumselenit

Natriumsulfat
Natriumthiosulfat-Pentahydrat
Nickel(IT)-chlorid-Hexahydrat
Ni**-Sepharose™ High Performance (HP)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Pierce Protein-Free (PBS) Blocker
Polyethylenglycol 8000 (PEG 8000)
Salzsdure (37 %)

Schwefelsaure (96 %)

Casein Blocking-Losung (10-fach)
Silbernitrat

Sulfo-NHS-LC-Biotin

AppliChem GmbH (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)

AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Pierce Biotechnology (Rockford, IL)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Pierce Biotechnology (Rockford, IL)
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5 Material und Methoden

Chemikalie

Bezugsquelle

SYPRO® Orange (5000-fach)
Tetracyclin-Hydrochlorid

TMB One (3,3¢,5,5¢-Tetramethylbenzidin)
TMB Xtra (3,3¢,5,5¢-Tetramethylbenzidin)
Trichloressigsdure (TCA)

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
(fiir Molekularbiologie)

Tween-20

Wasser, Nuklease-frei
Zinksulfat-Heptahydrat

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Kem-En-Tec Diagnostics (Taastrup, DK)
Kem-En-Tec Diagnostics (Taastrup, DK)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

5.2 Puffer und Losungen

Puffer und Losungen wurden unter Verwendung von entionisiertem Wasser hergestellt und im

Anschluss sterilfiltriert (Tab. 8). Puffer fiir die Chromatographie wurden zusitzlich unter

Vakuum fiir mindestens 20 Minuten entgast und bei Raumtemperatur gelagert. Die

Einstellung des pH-Wertes erfolgte je nach Bedarf mittels HCl, NaOH, KOH oder Essigsdure.

Tab. 8: Liste verwendeter Puffer und Lésungen.

Bezeichnung Zusammensetzung / Bezugsquelle

Chromatographische Reinigung

NPI-40 20 mM Na,HPOg; 150 mM NaCl; 40 mM
Imidazol (pH 8,0)

NPI-500 20 mM NaH,POy; 150 mM NacCl; 500 mM
Imidazol (pH 8,0)

GF-Puffer PBS mit und ohne 1 mM EDTA verwendet
(pH 7.4)

Elektrophoresepuffer

5 x SDS-Probenpuffer (red.)

MES-Laufpuffer (NuPAGE®™ Gele)

Tris / Glycin-Laufpuffer (Criterion™ Gele)

PageBlue™ Protein Staining Solution
DNA Gel Loading Dye (6-fach)
Orange Loading Dye (6-fach)
TAE-Laufpuffer

Silberfdrbung (nach Shevchenko)
Fixierer

Pretreat

Imprégnierer

250 mM Tris/HCIL; 5 % (w/v) SDS; 50 %
Glycerin; 0,05 % (w/v) Bromphenolblau;
5 % (v/v) B-Mercaptoethanol (pH 8,0)

50 mM MES (2-Morpholinoethansulfon-
sdure); 50 mM Tris/HCI; 3,5 mM SDS;

1 mM EDTA (pH 7,3)

495 mM Tris/HCI; 1,9 M Glycin/HCI; 1 %
(w/v) SDS (pH 8.,3)

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

40 mM Tris/HCI; 20 mM Essigsédure; 1 mM
EDTA (pH 8,3)

50 % (v/v) Methanol; 5 % (v/v) Essigsiure
0,02 % (W/V) Na28203
0,2 % (w/v) AgNOs
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Bezeichnung

Zusammensetzung / Bezugsquelle

Entwickler

Stopp-Losung
ELISA-Puffer
PBS

PBSTO0,05

Casein Blocking-Losung (10-fach)
Pierce Protein-Free (PBS) Blocker
Kompetente Zellen

Waschpuffer (ek)

TB-Puffer (ck)

Phagen-display
Elutionspuffer

Neutralisierer
PEG/NaCl

Sonstiges
Zellaufschlusspufter I
Zellaufschlusspufter I1

Pellet-Resuspensionspuffer

0,04 % (v/v) Formaldehyd; 3 % (w/v)
N32CO3
5 % (v/v) Essigsdure

137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 8 mM
Na,HPOy; 1,5 mM KH,PO4 (pH 7,4)
PBS mit 0,05 % (v/v) Tween-20
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
Pierce Biotechnology (Rockford, IL)

10 % (v/v) Glycerin
10 mM HEPES; 15 mM CaCl,; 250 mM
KCl; 55 mM MnCl, (pH 6,7)

200 mM Glycin; 2,7 mM KCI; 8§ mM
Na,HPOy4; 2 mM KH,PO4 (pH 2,2)

1 M Tris/HCI (pH 9,1)

20 % (w/v) PEG 8000; 2,5 M NaCl

NPI-20 mit 200 pg/ml Lysozym; 2 mM
MgSO0s4; 10 U/ml Benzonase; 400 uM PMSF
PBS mit 100 pg/ml Lysozym; 2 mM MgSQy;
5 U/ml Benzonase; 400 uM PMSF

8 M Harnstoff; 100 mM Tris/HCI; 1 mM
EDTA (pH 8,0)

5.3 Kulturmedien und Antibiotika

Fiir die Kultivierung von Mikroorganismen wurden die unten stehenden Nahrmedien benutzt

(Tab. 9). Diese wurden vor ihrem Einsatz 20 min bei 121 °C autoklaviert und nach Abkiihlen

auf Raumtemperatur hitzesensitive Substanzen, wie etwa Antibiotika (Tab. 10), zugesetzt.

Tab. 9: Liste der Nahrmedien fiir Mikroorganismen.

Medium/Lo6sung

Zusammensetzung

LB-Medium
LB-Agar-Medium
SOC-Medium
SOC-Agar-Medium
2YT-Medium

NZY"©

TOP-Agarose

10 g/l BD Bacto' " Trypton; 5 g/l Hefe-
extrakt; 10 g/l NaCl (pH 7,2)

LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Agar

20 g/l BD Bacto™ Trypton; 5 g/l Hefe-
extrakt; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCly;

20 mM Glukose

SOC-Medium mit 1,5 % (w/v) Agar

16 g/l BD Bacto™ Trypton; 10 g/l Hefe-
extrakt; 5 g/l NaCl (pH 7,2)

10g/1 BD Bacto™ Casiton; 5 g/l Hefeextrakt;
5 g/l NaCl; 12,5 mM MgCly; 12,5 mM
MgSOy4; 20 mM Glukose

2YT mit 0,6 % (w/v) Biozym LE-Agarose
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Medium/Loésung Zusammensetzung

ZY-Medium 10 g/l Difco ™ Select Soytone; 5 g/l Hefe-
extrakt

50 x M-Losung 1,25 M Na,POy; 1,25 M KH,POy; 2,5 M
NH4Cl; 0,25 M Na;SOy4

50 x 5052-Losung 25 % Glycerin; 25 g/l Glukose; 100 g/l
a-Lactose-Monohydrat

1000 x Spurenelementeldosung 60 mM HCI; 50 mM FeCls; 20 mM CaCly;

10 mM MnCly; 10 mM ZnSOy4; 2 mM CoCly;
2 mM CuCly; 2 mM NiCly; 2 mM Na,MoOy;
2 mM Na,SeO;; 2 mM H;BO;

ZYM-5052 (Autoinduktionsmedium) 1 x ZY-Medium; 1 x M-L&sung; 1 x 5052-
Losung; 2 mM MgSQy; 0,2 x Spuren-
elementelosung

EnBase Flo (Kit) EnBase Flo; 2 ml/l Thiamin; 2 ml/l Mg;

500 pl/l EnZ I’'m Booster (10x): Booster;
100 uM IPTG; 10 ml/l EnZ I’'m

Zur Selektion bestimmter genetischer Eigenschaften von E. coli-Stimmen wurden den
Kulturmedien entsprechende Antibiotika in den angegebenen Konzentrationen (Tab. 10)

beigemischt.

Tab. 10: Ubersicht der eingesetzten Antibiotika.

Antibiotikum Konzentration der Stamm- Endkonzentration [png/ml]
losung [mg/ml]

Ampicillin 100 (in ddH»O) 100

Carbenicillin 50 (in Ethanol) 50

Chloramphenicol 34 (in Ethanol) 34

Kanamycin 50 (in ddH,0) 50/ 100*

Tetracyclin 5 (in Ethanol) 5

*In Autoinduktionsmedien wurde die doppelte Kanamycinkonzentration (100 pg / ml) eingesetzt
5.4 Enzyme und andere Proteine

In Tabelle 11 sind die verwendeten Enzyme, Antikorper und weitere Standardproteine
gelistet.

Tab. 11: Auflistung verwendeter Enzyme und Standardproteine.

Enzym*/Protein Bezugsquelle

10F (modifiziertes humanes Ubiquitin) NWG Kiinstliche Bindeproteine
Agarase (0,5 U/pl) Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Agel (BshTl), FD Agel Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
BAFF, human (TNFSF13B) NEB (Frankfurt/Main)

BamHI, FD BamHI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Benzonase (25 U/ul) Novagen (Darmstadt)

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
Eco311 (Bsal), FD Eco311 Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
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Enzym*/Protein Bezugsquelle
Esp31 Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Etanercept (Enbrel) Scil Proteins GmbH (Halle/Saale)

FastAP™ (Alkaline Phosphatase, 1 U/pl)
Humanes Serum (AB)
Lymphotoxin-o, human (TNFSF1)
Lysozym (aus Hiithnereiweif3)
Mlul

Ncol

Ndel

NeutrAvidin

Phusion® DNA-Polymerase

Pfu DNA-Polymerase

Scal (FD)

Sfil

Streptavidin

SUMO-Protease

T4 DNA-Ligase (5 bzw. 30 U/ul)
Taq DNA-Polymerase

TNF o, human (TNFSF2)

TNF o, Maus (TNFSF2)

Xhol

Antikérper und Immunkonjugate
anti-c-Myc Antikorper (9E10)
anti-hgC Antikorper (hgC 4 1 9)
anti-hgC-Peroxidase-Konjugat
(hgC98 4 1 9)
anti-His6-Peroxidase-Konjugat (BMG-His-1)
anti-M13-Peroxidase-Konjugat
Avidin-Peroxidase-Konjugat

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
NEB (Frankfurt/Main)

AppliChem GmbH (Darmstadt)
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Thermo Fisher Scientific GmbH (Ulm)
Finnzymes (Espoo, FIN)

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Roche Applied Science (Mannheim)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
NWG Kiinstliche Bindeproteine
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
NWG Kiinstliche Bindeproteine
Scil Proteins GmbH (Halle/Saale)
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO/USA)
Scil Proteins GmbH (Halle/Saale)
Scil Proteins GmbH (Halle/Saale)

Roche Applied Science (Mannheim)
GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Pierce Biotechnology (Rockford, IL / USA)

* Alle Restriktionsendonukleasen besitzen eine Aktivitdt von 10 U/ul. Fast Digest Restriktionsendonukleasen
(FD) haben eine Aktivitdt von 1 FDU/ul (FDU = fast digest unit).

5.5 Standards und Kits

Nachfolgend findet sich die Zusammenstellung aller genutzten Kits und Standards (Tab. 12).

Tab. 12: Liste der verwendeten Kits und Standards.

Bezeichnung Bezugsquelle

Kits

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Promega GmbH (Mannheim)
System

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
PureYield Plasmid Mediprep System
PureYield Plasmid Maxiprep System
Standards

GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder
GeneRuler'™ 100 bp DNA Ladder
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

Promega GmbH (Mannheim)
Promega GmbH (Mannheim)
Promega GmbH (Mannheim)

Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
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Bezeichnung Bezugsquelle
PageRulerTM Unstained Protein Ladder Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas GmbH (St. Leon-Rot)

Molekularmassenstandard
Conalbumin (75 kDa), Carboanhydrase (29 kDa), GE Healthcare (Uppsala, S)
Ribonuklease A (13,7 kDa), Aprotinin (6,5 kDa)

5.6 Oligodesoxynukleotide

Alle Oligodesoxynukleotide (Tab. 13) sind standardmidBig HPLC-gereinigt von der Firma
Thermo Fisher Scientific (Ulm) bezogen. Mix steht flir ein degeneriertes Triplett mit der
Zusammensetzung geméll Tab. 15. Die fiir die Randomisierung eingesetzte Trinukleotid-
phosphoramiditmischung stammt von Glen Research Corporation (Sterling, VA/USA; N-
hgBC) bzw. Ella Biotech (Miinchen; C-hgBC). Eine Ubersicht iiber den reduzierten
genetischen Code bei Verwendung von NNK-Motiven findet sich in Tab. 14.

Tab. 13: Liste der Oligodesoxynukleotide.

Bezeichnung Liange (bp) Sequenz (5¢ - 39)

C-hgBC lib fwBsa 35 TAGTCAGGTCTCCCATGGCGTATCGTATGAAAATC

C-hgBC lib_fwSfi 40 TAGTAAGGCCCAGCAGGCCATGGCGTATCGTATGA
AAATC

C-hgBC lib_rvBsa 34 TCACTAGGTCTCCTCGAGAGAGCCATACAGATCC

C-hgBC lib_rvSfi 37 TCACTAGGCCACCGAGGCCGAAGAGCCATACAGATCC

C-hgBC pllib4l1Ato 57 TGACATGGTCTCTGATAGTTCGGCATTTCATACAG

71A v MNNCCAMNNGCCTTCCAGCACG

C-hgBC pllib_rv 57 TGACATGGTCTCTGATAGTTCGGCATTTCMNNCAG
MNNCCAMNNGCCTTCCAGCACG

C-hgBC p2lib41A 54 AGACGTGGTCTCATATCGTGGCCGCCAGTATNNK

51A fw CTGNNKCCGGGTGAATATCG

C-hgBC p2lib_fw 54 AGACGTGGTCTCATATCGTGGCCGCNNKTATNNKCTG
NNKCCGGGTGAATATCG

C-hgBC p3lib51A 39 AGAGCCATACAGATCCATMNNACGACGCAGGCTGCC

61A rv CAC

C-hgBC p3lib_rv 39 AGAGCCATACAGATCCATMNNACGMNNCAGGCTGCC
CAC

C-hgBC i-EF fwd 30 CCGGTCTCATGGATCTGTATGGATCCGAGA

C-hgBC i-EF rev 30 CGCGTCTCGGATCCATACAGATCCATGAGA

C-hgBC i-IF1_fwd 36 CCGGTCTCGAAATGCCGAACTATCGTGGCCGCGAGA

C-hgBC i-IF1 rev 36 CGCGTCTCGCGGCCACGATAGTTCGGCATTTCGAGA

C-hgBC i-1F2_ fwd 66 CCGGTCTCCCGGGTGAATATCGTCGTTTTCTGGATTG
GGGTGCGCCGAACGCGAAAGTGGGCGAGA

C-hgBC i-IF2 rev 66 CGCGTCTCGCCCACTTTCGCGTTCGGCGCACCCCAAT
CCAGAAAACGACGATATTCACCCGGGAGA

C-hgBC i-RBI1 _ 60 AGCCTACATACCGGTCTCGAAGGCMEXTGGMIXTTAT

2.3A fwd ATGAAATGGAGACGCGTGGTATT
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Bezeichnung Linge (bp) Sequenz (5¢ - 3¢)

C-hgBC i-RBI1 60 AGCCTACATACCGGTCTCGAAGGCAGCTGGATTTTAT

nr_fwd ATGAAATGGAGACGCGTGGTATT

C-hgBC i- 60 AGCCTACATACCGGTCTCGGCCGCmIXTATmIxXCTG

RB2 3.1A fwd MiIXCCGGGTGAGACGCGTGGTATT

C-hgBC i- 60 AGCCTACATACCGGTCTCGGCCGCCAGTATCTGCTG

RB2 nr fwd CGTCCGGGTGAGACGCGTGGTATT

C-hgBC i-RB3 60 AGCCTACATACCGGTCTCGTGGGCAGCCTGCGTCGT

1.3A_fwd MIXATGGATGAGACGCGTGGTATT

C-hgBC i-RB3 60 AGCCTACATACCGGTCTCGTGGGCAGCCTGCGTCGT

nr_fwd GTGATGGATGAGACGCGTGGTATT

C-hgBC i-SF_fwd 37 ACGACCACCGGTCTCGCGTATCGTATGAAAATCTATG

C-hgBC i-SF _rev 33 TGATACACGCGTCTCGCCTTCCAGCACGTTCAG

hgBC i-lib rev 18 GTGAATACCACGCGTCTC

hgBC LF-SG4 fwd 48 CCGGTCTCCCGCCGCATAGCGGTTCAGGCGGCGGTGG
CGCGTATGAGA

hgBC LF-SG4 rev 48 CGCGTCTCATACGCGCCACCGCCGCCTGAACCGCTAT
GCGGCGGGAGA

hgBC LF-wt fwd 33 CCGGTCTCCCGCCGCATAGCGGTGCGTATGAGA

hgBC LF-wt rev 33 CGCGTCTCATACGCACCGCTATGCGGCGGGAGA

ModLibs fwd 20 CCAGACTTACGCTCCAATTC

ModLibs_rev 20 TCTGCGTTAACCGAGACTAC

N-hgBC i-EF fwd 33 CCGGTCTCCCGCCGCATAGCGGTGCGTATGAGA

N-hgBC i-EF rev 33 CGCGTCTCATACGCACCGCTATGCGGCGGGAGA

N-hgBC i-IF1_fwd 36 CCGGTCTCGAACGTCCGAACTATCAGGGCCATGAGA

N-hgBC i-IF1 rev 36 CGCGTCTCATGGCCCTGATAGTTCGGACGTTCGAGA

N-hgBC i-IF2 fwd 66 CCGGTCTCCGCGGCGAATATCCGGATTATCAGCAGTGG
ATGGGCCTGAGCGATAGCATTCGTGAGA

N-hgBC i-IF2 rev 66 CGCGTCTCACGAATGCTATCGCTCAGGCCCATCCACT
GCTGATAATCCGGATATTCGCCGCGGAGA

N-hgBC i-RB1 63 AGCCTACATACCGGTCTCAGCGGCMiXTGGMixXATT

2.3A fwd TATGAACGTGAGACGCGTGGTATTCAC

N-hgBC i-RB1 63 AGCCTACATACCGGTCTCAGCGGCAGCTGGATGATT

nr_fwd TATGAACGTGAGACGCGTGGTATTCAC

N-hgBC i-RB2 63 AGCCATCATACCGGTCTCGGCCATMIXTATmMIXTTA

3.1A fwd MiIXCGCGGCGAGACGCGTGGTATTCAC

N-hgBC i-RB2 63 AGCCATCATACCGGTCTCGGCCATCAGTATTTCTTA

nr_fwd CGTCGCGGCGAGACGCGTGGTATTCAC

N-hgBC i-RB3 63 AGCCATCATACCGGTCTCATTCGCmiXGCCmixTTA

2.3A fwd ATTCCGCCGGAGACGCGTGGTATTCAC

N-hgBC i-RB3 63 AGCCATCATACCGGTCTCATTCGCAGCGCCAGCTTA

nr_fwd ATTCCGCCGGAGACGCGTGGTATTCAC

N-hgBC i-SF_fwd 40 GCTGCACCGGTCTCGGCAAAATCACCTTTTATGAA
GATCG

N-hgBC i-SF rev 34 GTGACTACGCGTCTCGCCGCTTTCCACACGAATG

75



5 Material und Methoden

Tab. 14: Codonverteilung bei der Verwendung von NNK-Motiven (vgl. Tab. 13).
Einbuchstabencode in Klammern.

2. Position
A C G T

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

Lys (K) Thr (T) Arg (R) Met (M) G
g C His (H) Pro (P) Arg (R) Leu (L) T “
= Gln (Q) Pro (P) Arg(R) | Leu(L) G g
nfj G Asp(D) | Ala(A) | Gly(@G) | Val(V) T =
— Glu (E) Ala (A) Gly(G) Val (V) G =

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

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

Tab. 15: Codonverteilung an den degenerierten Positionen (mix) der gelisteten Oligodesoxy-

nukleotide in Tabelle 13.

Codon kodierte Aminosiure*
AAA Lys (K)
AAC Asn (N)
ACT Thr (T)
ATC Ile (I)
ATG Met (M)
CAG Gln (Q)
CAT His (H)
CCG** Pro (P)**
CGT Arg (R)
CTG Leu (L)
GAA Glu (E)
GAC Asp (D)
GCT Ala (A)
GGT Gly (G)
GTT Val (V)
TAC Tyr (Y)
TCT Ser (S)
TGG Trp (W)
TTC Phe (F)

* Einbuchstabencode in Klammern
**In der Synthese der Oligonukleotide fiir die C-terminale Doméne des hgBC wurde Prolin

ausgelassen.
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5.7 Plasmide

Fiir Klonierungen und Expressionen fanden folgende Plasmide Verwendung (Tab. 16).

Tab. 16: Liste der verwendeten Plasmide.

Plasmid Beschreibung Referenz
pCD87SA Phagemid fiir TAT-Translokationsweg, Dr. Matthias
Tet-Promotor, enthdlt GFP24-Gen, Jun-Fos, Paschke
Leucin Zipper, Cam®
pCD87SA _Lib6.1A pCD87SA mit C-hgBC-Bibliothek 6.1A diese Arbeit
pCD87AB pCD87SA mit modifizierter MCS, Cam® diese Arbeit
pCD87AB _Lib13.1A2 pCD87AB mit hgBC-Bibliothek diese Arbeit
pET23SP Expressionsplasmid auf pET23d(+)-Basis NWG
mit modifizierter MCS, Kan®
pET23SP_Lib4.1A pET23SP mit C-hgBC-Bibliotheken diese Arbeit
bis 8.1B (4-8 Positionen randomisiert)
pETSoSc1.2T7lac Expressionsplasmid auf pET23d(+)-Basis diese Arbeit
zum Loslichkeitsscreen, T7 lac Promotor
C-term. sfGFP-Fusion (Amber-Stop), Kan®
pETSoSc1.2T7lac pETSo0Sc1.2T7lac mit hgBC-Bibliothek diese Arbeit

Lib13.1A2
pET-SUMO-TNF

pInSALect fs-1

pUC57 hgC-TG

Expressionsplasmid mit SUMO-
Fusion des humanen TNFa, Kan®
Plasmid zur Leserahmenselektion,
Amp"/Cam"®

Klonierungsvektor mit synthetischem
hgBC-Gen, Amp®

Hoffmann et al.
(2010)
Schneider (2010)

TopGeneTechnology
(Montreal, CND)

5.8 Mikroorganismen und Phagen

Fiir die Plasmidpropagierung und rekombinante Proteinherstellung wurden die in Tabelle 17

angefiihrten Mikroorganismen verwendet.

Tab. 17: Liste verwendeter Mikroorganismen und Phagen.

Stamm/Phage Genotyp Referenz

BL21(DE3) F ompT gal dem lon hsdSp (rg” mp ) A(DE3 [lacl] ~ Studier und Moffatt
lacUVS5 -T7 gene I indl sam7 nin5]) (1986)

DHS o F endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyr496 deoR Institut fiir Genetik
nupG D80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, (Halle/Saale)
hsdR17(rg mK+), A—

ElectroTen-Blue  D(mcrA)183 (mcrB-hsdSMR-mrr)173 endAl Agilent Technologies
supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Kan" (Waldbronn)
Hee [F'proABlaclqg ZDM15::Tnl10(Tet")]

ER2738 F'prod B" lacl? A(lacZ)M15 zzf::Tn10(Tet®)/ NEB
fhuA2 ginV A(lac-proAB) thi-1 A(hsdS-mcrB)5 (Frankfurt/Main)
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Stamm/Phage Genotyp Referenz

M13KO07 (Phage) M13 Phage mit der Mutation ~NEB (Frankfurt/Main)
M40I in Genll, P15A Ori,
Kan®

NovaBlue(DE3) endAl hsdR17(rK12— Novagen GmbH
mK12+) supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac (DE3)F'
[proA+B+ lacl gZA M15::
Tnl0] (Tet®)

RosettaBlue 2(DE3) pLysS F—ompT hsdSB(rB— mB-) Agilent Technologies
gal dem (DE3) pLysSRARE ~ (Waldbronn)

XL1Blue

XL10-Gold Kan®

26(Cam®)

recAl endAl gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relAl lac
[F proAB laclqZAMI5::
Tnl0] (Tet®)

Tet® A(merA)183 A(merCB-
hsdSMR-mrr) 173 endAl
supE44 thi-1 recAl gyr4A96
relAl lac Hte [F‘ proAB
laclqg ZDM15::Tnl0 (Tet®)
Tn5 (Kan®) Amy Cam"]

Bullock et al. (1987)

Agilent Technologies
(Waldbronn)

5.9 Gerite und Zubehor

Neben der Standardlaborausstattung wurden fiir die experimentellen Arbeiten nachfolgend

aufgefiihrte Gerite verwendet (Tab. 18).

Tab. 18: Gerite- und Zubehorliste.

Gerit/Zubehor

Hersteller

Absorptions-Spektrophotometer

UV-Vis Spektrophotometer DU 730

Prazisionskiivetten
Autoklav

Systec V75
CD-Spektrophotometer

Beckman Coulter (Krefeld)

Hellma (Miillheim)

Systec (Wettenberg)

Jasco J-810 Spekropolarimeter

Jasco PTC-423S Peltierelement
Chromatographie

AKTA™ explorer

AKTA™ xpress

HisTrap™ HP (1 ml/5 ml)

HiLoad® 16/60 Superdex® 75 prep grade
HiPrep™™ 26/10 Desalting

PD-10 Sephadex™ G25 Desalting
Superloop™ 500 p1/10 ml

Jasco (GroB3-Umstadt)
Jasco (GroB-Umstadt)

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
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Gerit/Zubehor Hersteller

Superose” 12 10/300 GL GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Elektroporation

Elektroporator ECM 630 BTX Harvard Apparatus (Holliston, MA)

Elektroporationskiivetten (1 mm)

Geldokumentationseinheit

Bio-Vision 3000

Gelelektrophorese

Electrophoresis Power Supply

Consort EV261

Electrophoresis Power Pack 200

Owl B1A-3 EasyCast Mini Gel (DNA)
Xcell SureLock Novex Mini-Cell (Protein)
Novex 4-12 % Bis-Tris Gradientengel (1 mm)
ClearPAGE™ 16 % SDS-Gele

Criterion™ 4-20 % Tris/HC1 Gradientengel
Gel Doc™ EZ System (stain-free)
Criterion™ Dodeca™ Cell (Protein)
Inkubatoren

Binder Brutschrank Serie B

Heraeus BK 5060E-S (Inkubator)

Innova 42R, 44R, 4230 (Schiittelinkubator)
Memmert INB 400 (Inkubator)

TiMix Control mit TH15 Inkubationshaube
Laborroboter

Biomek 3000

Biomek FX

QPix2 (Colony Picker)

QTray Petrischalen (X6023)

Mischgerdte

Magnetrithrer MR Hei-Standard

Rollenmischer Stuart SRT9
Rotationsschiittler Unimax 1010

Taumelschiittler Polymax 1040

Thermomixer Comfort
Uberkopfschiittler GFL 3025

Vortex Genie 2
pH-Messgerdit
inoLab pH720 (Elektrode: SenTix 81)

BTX Harvard Apparatus (Holliston, MA),
VWR International (Darmstadt)

Vilber Lourmat (Eberhardzell)
Camlab (Cambridge, UK)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Thermo Scientific (Langenselbold)
Invitrogen (Carlsbad, CA)

Invitrogen (Carlsbad, CA)

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

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)

BINDER GmbH (Tuttlingen)

Heraeus Holding GmbH (Hanau)

New Brunswick Scientific (Niirtingen)
Memmert GmbH & Co. KG (Schwabach)
Edmund Biihler GmbH (Hechingen)

Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)
Molecular Devices (Biberach an der Riss)
Molecular Devices (Biberach an der Riss)

Heidolph Instruments GmbH

& Co. KG (Schwabach)

Bibby Scientific (Staffordshire, UK)
Heidolph Instruments GmbH

& Co. KG (Schwabach)

Heidolph Instruments GmbH

& Co. KG (Schwabach)

Eppendorf AG (Hamburg)

Gesellschaft fiir Labortechnik
(Burgwedel)
Scientific Industries (Bohemia, NY)

WTW GmbH (Weilheim)
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Gerat/Zubehor

Hersteller

Plattenlesegerdte/Plate Washer
Biomek Paradigm Multimode Reader
BioTek ELx405 Select (MTP washer)
DTX880 Multimode Reader
Fluorescence Intensity Detection Cartridge
Sicherheitswerkbank

HeraSafe (Typ KS 12)

Thermocycler

Tpersonal

Lab Cycler Gradient 96

LightCycler 480

Ultraschallgerdte

Vibra Cell VC750

Sonotrode (3 & 6,5 mm)
Vakuumfiltrationseinheit

Ganz Glas-Vakuumfiltrationsgerat
Pumpe Model Nr. 25227-02

Waagen

Analysenwaage SI-234
Prazisionswaage SI-2002

MXX-412

MXX-2001
Wasseraufbereitungsanlagen
Eismaschine Scotsman AF80

TKA™ Micropure (Filteranlage)

Wasserbad Haake N3
Zentrifugen

Allegra X-15R

(Rotoren: FX-6100; SX-4750A)

Avanti J-26XP

(Rotoren: JA-25.50; JA-8.100; JS-5.3)
Heraeus Biofuge Fresco 21

Heraeus Pico 17

Galaxy Mini Mikrozentrifuge

Optima™ XL-I analytische Ultrazentrifuge
(Rotor: An50T1i)

Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)

Thermo Scientific (Langenselbold)

Biometra GmbH (Gottingen)
SensoQuest GmbH (Gottingen)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Sonics & Materials (Newton, CT)
Zinsser Analytic (Frankfurt/Main)

Sartorius AG (Gottingen)
Welch-Ilmvac (Sheboygan, WI)

Denver Instrument (Bohemia, NY)
Denver Instrument (Bohemia, NY)
Denver Instrument (Bohemia, NY)
Denver Instrument (Bohemia, NY)

Cramer Gastronomie Systeme GmbH
(Fuhlendorf)

Thermo Electron LED GmbH
(Niederelbert)

HAAKE

Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)
Thermo Scientific (Langenselbold)
Thermo Scientific (Langenselbold)

VWR International (Darmstadt)
Beckman Coulter (Palo Alto, CA)
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5.10 Sonstige Materialien

Alle zusétzlich bendtigten Materialien sind in Tabelle 19 zusammengefasst.

Tab. 19: Liste sonstiger Materialien.

Artikel

Bezugsquelle

96-deep well-Platten (PP, 2 ml)
96-well-Fluoreszenzplatten

(PS, non-binding)

96-well MTP (PS)

96-well MTP (PP 0,5 ml; protein low bind)
96-well half deep MTP (PP)

96-well PD MultiTrap™ G-25 (PP, PE)
96-well MTP (PP)

96-well MTP (PP, MediSorp™)

96-well Filterplatten (PET)

96-well LightCycler™ 480 Platte (weill)
96-well Immobilizer Streptavidin F96 clear
348-well MTP (PS)

348-well Fluoreszenzplatten

(PS, non-binding)

Abdeckfolien BREATHseal™
Abdeckfolien EASYseal ™

Aluminium Seal Tape

Dialysekapseln QuixSep®

Dialyseschlauch Spectra/Por™7

(MWCO: 1 kDa)

DNA-Exitus (+)

Dynabeads® M-270 Streptavidin
Dynabeads” M-280 Streptavidin
Dynabeads® MyOne™ Streptavidin T1
Einmalkiivetten (PS)
Immuno Tubes (MaxiSorp
Injektionskaniilen
Kryogefifle (2 ml)
LightCycler® 480 Sealing Foil
MagneSphere” Magnetic Separation Stand
Membranfilter (PES; 0,22 um)

Ni**-NTA Sepharose™ HP

Parafilm Pechinery

PD SpinTrap G-25

Petrischalen (90/245 mm)
pH-Indikatorstidbchen

Pipettenfilter (10 pl) Millex LCR (0,2 pm)

TM)

Treff AG (Degersheim, CH)
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Nalgene®NuncTM (Rochester, NY)
Nalgene®NuncTM (Rochester, NY)
Nalgene®Nunc™ (Rochester, NY)
Roche Applied Science (Mannheim)
Nalgene®Nunc™ (Rochester, NY)
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen)
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Nalgene®NuncTM (Rochester, NY)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Spectrum Laboratories (Ranch
Dominguez,CA)

AppliChem GmbH (Darmstadt)
Invitrogen (Carlsbad, CA)

Invitrogen (Carlsbad, CA)

Invitrogen (Carlsbad, CA)

VWR International (Darmstadt)
Nalgene®NuncTM (Rochester, NY)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Roche Applied Science (Mannheim)
Promega GmbH (Mannheim)

PALL Corp. (Port Washington, NY)

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Plastic Packaging (Chicago, IL)

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Merck KGaA (Darmstadt)
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Artikel Bezugsquelle

Reagenz-Reservoir 25 ml (steril) VWR (Dresden)
Reagenz-Reservoir 100 ml (steril) Laborfachhandel Schubert (Leipzig)
Reaktionsgefae ProteinLowBind Eppendorf AG (Hamburg)

(0,5/1,5/2ml)

Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml)
Slide-A-Lyzer Mini Dialysis Unit
(MWCO: 3,5 kDa)

Spritzen BD Plastipak (1-50 ml)
Spritzenvorsatzfilter (0,22 pm)
Spritzenvorsatzfilter (0,44 um)
Vivaspin 20-Zentrifugalfilter
(MWCO: 3 kDa)

Vivaspin 4-Zentrifugalfilter (MWCO: 5 kDa)

Vivaspin 500-Zentrifugalfilter
(MWCO: 3 kDa)

Wigepapier (90 x 115 mm)
Wigeschalen (PS)

Zellkulturrohrchen (14 ml)
Zentrifugenrdhrchen (15 ml)
Zentrifugenréhrchen blau (50 ml)
Zentrifugenrohrchen margenta (50 ml)
ZipTip (Entsalzung)

TPP AG (Trasadingen, CH)
Thermo Scientific (Langenselbold)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

TPP AG (Trasadingen, CH)

Sartorius AG (Gottingen)

Sartorius AG (Gottingen)
Sartorius AG (Gdéttingen)

Laborfachhandel Schubert (Leipzig)
Laborfachhandel Schubert (Leipzig)
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
TPP AG (Trasadingen, CH)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
VWR International (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

5.11 Software

Die zur Auswertung bzw. experimentellen Planung herangezogene Software findet sich in

Tabelle 20.

Tab. 20: Liste der verwendeten Software.

Programm Quelle
BioEdit 7.0.9.0 http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
BIO-ID 5.1.26 Vilber Lourmat (Eberhardzell)

Biomek Software/DART 3.3.14
Clone Manager' ™ 9

Chromas Lite 2.01

Image Lab (Release Candidate 2)
LightCycler ®480 Software 1.5.0.39
Multimode Analysis Sofware
ProtParam

PyMOL 0.99rc6

Qsoft XP Build 6600 rev2
SigmaPlot 11.0

UNICORN™ 4.11 Control-Software
Vector NTI Suite 10

Beckman Coulter (Krefeld)

Scientific and Educational Software (Cary, NC)
http://www.technelysium.com.au

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Beckman Coulter (Krefeld)
http://www.expasy.org

DeLano Scientific (South San Francisco, CA)
Molecular Devices (Biberach an der Riss)
Systat Software (Erkrath)

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Invitrogen (Carlsbad, CA)
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5.12 Molekularbiologische Methoden

Dieser Abschnitt umfasst die wichtigsten molekularbiologischen Standardmethoden die im

Rahmen dieser Arbeit genutzt wurden.

5.12.1 DNA-Isolierung aus E. coli und Agarosegelen

Die Isolierung von Plasmiden aus Mikroorganismen erfolgte unter Verwendung der
Silikamatrix-basierten Aufreinigungssysteme von Promega (Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System; PureYield Plasmid Mediprep/Maxiprep System) in Kombination mit
einer Mikrozentrifuge jeweils nach Herstellerangaben. Zur DNA-Elution wurden 35 pl bis
50 ul (Miniprep) bzw. 600 pl (Midi/Maxiprep) Nuklease-freies Wasser eingesetzt.

Fiir die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelstiicken (vgl. 5.12.4) kam ebenfalls
ein Promega-Kit zum Einsatz (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System). Auch hierbei
wurde den Herstellerangaben weitestgehend Folge geleistet. Abweichend zum Protokoll
wurde der Durchlauf nach DNA-Bindung erneut aufgetragen (insgesamt drei Mal) und am
Ende in 35 pl bis 50 pl Nuklease-freiem Wasser eluiert. Um die Ausbeute zu erh6hen wurde
das Eluat nochmals auf die Sdule gegeben. Die Konzentration wurde spektrophotometrisch

bestimmt und die DNA bei -20 °C gelagert.

DNA-Isolierung aus Agarosegelen durch Agaraseabbau

Sollten sehr kleine DNA-Fragmente (< 100 bp) aus Agarosegelstiicken isoliert werden (vgl.
5.12.4), hierbei wurde eine low melting point Agarose (5,5 % Sieve GP) verwendet, so wurde
Agarase (0,28 U pro 10 mg Gelstiick) direkt zur verfliissigten Agarose (62 °C) gegeben und
fiir gut 2,5 h unter wiederholtem Mischen bei 42 °C inkubiert (Thermomixer). Nach Zugabe
von einem Drittel Volumen 10 M Ammoniumacetat wurde fiir 10 min bei 10000 rpm und
4°C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und dieser mit 2,5 Vol. auf -20 °C
vorgekiihltem Ethanol (reinst) versetzt und {iber Nacht bei -20 °C inkubiert.

AnschlieBend wurde der Ansatz bei 21000 X g und 4 °C fiir 20 min zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und verworfen und das erhaltene Pellet mit 70 % (v/v) auf -20 °C
vorgekiihltem Ethanol (reinst) gewaschen. Es folgten ein erneuter Zentrifugationsschritt, wie
oben beschrieben, Abnahme des Uberstandes und Trocknung des Pellets bei 37 °C
(Thermomixer). Dieses wurde zum Schluss in 10 bis 20 pl Nuklease-freiem Wasser

aufgenommen.
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5.12.2 DNA-Spaltung und -Dephosphorylierung

Zu analytischen als auch prédparativen Zwecken wurde DNA mit entsprechenden
Restriktionsendonukleasen behandelt (vgl. Tab.11). Es wurde hierbei stets nach
Herstellerangaben verfahren, jedoch mit folgenden Abédnderungen. Bei zirkuldrer Plasmid-
DNA wurde die doppelte der empfohlenen Menge an Enzym eingesetzt und im Falle von
DNA-Fragmenten die vierfache Menge. Die Reaktion erfolgte fiir die meisten Enzyme bei
37 °C (z.B. Sfil von Roche 50 °C) im Thermocycler, anschlieBend wurden sie fiir 20 min bei
65 °C bzw. 80 °C (je nach Enzym) inaktiviert.

Zur Reduktion der Religandenzahl bei Ligationen wurden linearisierte Plasmide an den 5°-
Enden dephosphoryliert. Hierzu wurden dem Restriktionssansatz nach einer initialen
Inkubationszeit von ca. 1 h bei 37°C 0,25 U FastAP pro ng DNA zugesetzt und fiir
mindestens 1 h bei 37 °C weiter inkubiert. Inaktiviert wurde die Phosphatase fiir 20 min bei
80 °C. Verdaute DNA-Fragmente wurden iiber Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und
gereinigt (vgl. 5.12.4).

5.12.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen geschnittene und elektrophoretisch gereinigte
DNA-Fragmente wurden in Konzentrationen gemafl Herstellerempfehlung fiir Ligationen
eingesetzt. Die molaren Verhéltnisse von Vektor zu Insert variierten dabei zwischen 1:1 (fiir
Klonierung der Bibliotheksfragmente) bis 1:3 (Standard-Ligationen), zudem wurde jedem
Ansatz zusitzlich 1 mM ATP zugesetzt. Inkubationen erfolgten in der Regel bei 16 °C iiber

Nacht, gefolgt von einer 20 miniitigen Inaktivierung der Ligase bei 65 °C.

5.12.4 Elektrophoretische Auftrennung der DNA

Separation zur Analyse und Reinigung von Nukleinsduren geschah mit Hilfe von
Agarosegelen. Flir praparative Gele wurde genetic pure Agarose (GP) verwendet. Je nach
Trennleistung wurden unterschiedliche Konzentrationen des Polysaccharids eingesetzt: fiir
Fragmente kleiner 100 bp 5,5 % (w/v), zwischen 100 bp bis 1000 bp 3 % (w/v) und groBer
1000 bp 1 % (w/v) der fiir diesen Zweck geeigneten Agarose. Der Gellauf erfolgte in TAE-
Puffer bei 95-120 V Ausgangsleistung fiir 50 bis 180 min. Vor ihrer Analyse mit dem
BioVision 3000 Geldokumentationssystem wurden die Gele mindestens 30 min in frisch

hergestellter Ethidiumbromid-Losung (2 pg/ml) geschwenkt.
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5.12.5 DNA-Fillung mittels Ethanol

Um DNA bei Bedarf einem zusdtzlichen Reinigungsschritt zu unterziehen, oder
gegebenenfalls zu konzentrieren, wurde eine Ethanol-basierte Féllung vorgenommen. Hierbei
wurden der DNA-Lo6sung 2,5 Volumen vorgekiihlter Ethanol (-20 °C; reinst) und 5 % (v/v)
Glykogen zugesetzt, der Ansatz gemischt und fiir mindestens 1 h bei -80 °C inkubiert (fiir
bessere Effizienz iiber Nacht). Anschlieend wurde fortgefahren wie unter 5.12.1 (Abschnitt
Agaraseabbau) bereits beschrieben. Je nach Bedarf wurde das DNA-Pellet in 10-50 pl

Nuklease-freiem Wasser resuspendiert.

5.12.6 Konzentrationsbestimmung von DNA- und Proteinlésungen

Zur Bestimmung der Konzentration von gereinigten DNA- und Proteinlosungen wurde die
UV/Vis-Absorptionsspektroskopie angewandt (Layne, 1957). Fiir die Messungen wurden
Hellma Prézisionskiivetten aus Quarzglas SUPRASIL (VWR, Darmstadt) verwendet.
Basierend auf dem Lambert-Beer’schen Gesetz (Gl. 1) wurde die Konzentration der DNA
ausgehend vom Extinktionswert bei 260 nm bestimmt. Aus dem Verhéltnis der Messwerte bei
260 nm und 280 nm konnte die Reinheit der DNA-Priparation abgeschitzt werden. Durch
Abzug des Wertes bei 320 nm erfolgte die Korrektur der eigentlichen Messwerte beziiglich
der Lichtstreuung durch Aggregate, die bei dieser Wellenldnge nachzuweisen sind. Alle
Werte sind zudem Puffer-korrigiert. Fiir doppelstringige DNA wurde dabei als molarer
dekadischer Extinktionskoeffizient ein Wert von 0,02 ul / (ng - cm) eingesetzt (Sambrook et
al., 1989).
Ey=¢-¢c-d (GL. 1)

Ex Extinktion bei Wellenlédnge A

€1 molarer dekadischer Extinktionskoeffizient des Analyten bei Wellenlédnge A (M cm™)

c Konzentration des Analyten (mol/l)
d Schichtdicke (cm)

Sollte die Konzentration von Proteinlosungen ermittelt werden, so wurde ein
Absorptionsspektrum von 220 nm bis 330 nm aufgenommen. Da aromatische Aminosduren
(Trp, Tyr, Phe) in diesem Bereich absorbieren, das Absorptionsmaximum fiir Tryptophan
liegt dabei bei 280 nm, konnte die Konzentration basierend auf dem 280 nm-Wert berechnet
werden. Der molare Extinktionskoeffizient der Proteine wurde iiber das fool ProtParam

(http://www.expasy.org/tools/protparam.html; Gasteiger et al., 2005; Gill und von Hippel,
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1989) berechnet. Es wurde ansonsten vorgegangen wie zuvor fliir DNA-Ldsungen

beschrieben.

5.12.7 DNA-Sequenzierung und Analyse

Einzelproben-Sequenzierungen von Plasmiden oder PCR-Produkten wurden bei der Firma
Qiagen (Hilden) in Auftrag gegeben. Fiir Sequenzierungen im MTP-Format (96-well) wurden
Agar-Stichkulturen entsprechender Klone angelegt und diese zu GATC Biotech (Konstanz)
geschickt. Die Analyse der erhaltenen Sequenzdaten erfolgte iiber die Programme Clone

Manager 9, BioEdit und Chromas Lite (vgl. Tab. 20).

5.12.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten, sowie deren Modifikation, wurde die PCR
angewendet (Mullis et al., 1986). Je nach Zielsetzung kamen unterschiedliche Polymerasen
(Taq-, Pfu- und Phusion-DNA-Polymerase) zum Einsatz, deren Reaktionsbedingungen
individuell auf DNA-template und Primer ausgerichtet wurden. Die Konzentrationen der
Einzelkomponenten der PCR-Reaktion entsprachen dabei den jeweiligen Herstellerangaben.

Als anschauliches Beispiel soll hier eine PCR mit Phusion-DNA-Polymerase dienen.

Initiale Denaturierung: 30 s bei 98 °C

Denaturierung: 10 s bei 98 °C

Annealing: 30 s bei 55-65 °C § 20-30 Zyklen
DNA-Synthese: 10-20 s pro 1 kb bei 72 °C

Finale DNA-Synthese: 5 min bei 72 °C

Das Amplifikat wurde mittels Agarosegelelektrophorese analysiert und gegebenenfalls
gereinigt. Bei einer Kolonie-PCR wurde eine Kolonie mittels Zahnstocher von einer Agar-
Platte in einen vorbereiteten PCR-Ansatz iiberfiilhrt und parallel eine Ubernachtkultur

angeimpft.

5.13 Mikrobiologische Methoden

Mikrobielle Techniken zur Erzeugung und Propagierung transgener Organismen sollen
nachfolgend beschrieben werden.

5.13.1 Stammbhaltung und Kultivierung von E. coli

Fiir kurzzeitige Arbeiten (4 bis 6 Wochen) wurden E. coli-Zellen auf LB-Agarplatten mit
entsprechenden Antibiotika vermehrt. Bei ldngerer Lagerung wurden ausgehend von

Einzelkolonien Kryokulturen angelegt. Hierfiir wurden Aliquote von Ubernachtkulturen mit
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18-20 % (v/v) Glycerin (Endkonzentration) versetzt und bei -80 °C gelagert. Aus
Kryokulturen oder von LB-Agarplatten wurden 3-5 ml LB-Medium (14 ml-Kulturréhrchen),
adidquates Antibiotikum enthaltend, mit Einzelklonen inokuliert und bei 37 °C und 220 rpm
fiir 7-14 Stunden im Schiittelinkubator angezogen. Diese Fliissigkulturen dienten sowohl als

Vorkultur fiir Expressionskulturen, als auch zur Plasmidisolation.

5.13.2 Herstellung kompetenter Zellen
Elektrokompetente Zellen

Ein Liter antibiotikahaltiges 2 x YT-Medium wurde mit 10 ml Ubernachtkultur angeimpft und
bei 37 °C und 220 rpm in einem 3 1-Schikanekolben bis zu einer ODgyp nm = 0,5 wachsen
gelassen. Danach wurde die Kultur fiir mindestens 1 h auf Eis abgekiihlt. Alle nachfolgenden
Schritte fanden unter sterilen Bedingungen ebenfalls auf Eis statt. Nach Abkiihlung wurde fiir
10 min bei 3000 x g und 4 °C pelletiert, der Uberstand vorsichtig dekantiert und die Zellen in
0,4 Volumen eiskaltem bidestillierten Wasser unter langsamem Schwenken des
Zentrifugenbechers resuspendiert und erneut unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert.
Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet wiederholt in 0,4 Volumen eiskaltem
10 %igen Glycerin unter Schwenken resolubilisiert. Es folgten zwei weitere Waschschritte
mit 10 %igem Glycerin (0,2 und 0,04 Volumen), letztlich wurde das Pellet in 0,001 Vol.
eiskaltem 10 %igen Glycerin aufgenommen, die ODgy9 gemessen und die Zellen zu je 40 pl

aliquotiert. Nach Einfrieren in fliissigem Stickstoff wurden sie bei -80 °C gelagert.

Chemisch kompetente Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von
Inoue et al (1990). 100 ml LB-Medium (500 ml-Schikanekolben), versetzt mit
entsprechendem Antibiotikum, wurde mit 1-2 ml einer Ubernachtkultur beimpft und bei
25 °C und 200 rpm bis zu einer maximalen ODgy von 0,6 angezogen. Sogleich wurde die
Kultur auf Eis abgekiihlt - alle nachfolgenden Schritte fanden unter sterilen Bedingungen
ebenfalls auf Eis statt. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 2500 % g und 4 °C, gefolgt vom
Abtrennen des Uberstandes und Resuspension des Zellpellets in 20 ml eiskaltem TB-Puffer,
erfolgte die Inkubation der Suspension fiir 10 min auf Eis. Der obige Zentrifugationsschritt
wurde wiederholt, das Pellet in 4 ml eiskaltem TB-Puffer gelost, mit final 7 % (v/v) DMSO
vermischt und fiir erneute 10 min auf Eis inkubiert. Schlussendlich wurden die Zellen zu

100 ul aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.
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5.13.3 Transformation von E. coli
Transformation chemisch kompetenter Zellen

Ein gemdll Abschnitt 5.13.2 pripariertes Aliquot wurde auf Eis aufgetaut, mit 5-10 ng
Plasmid-DNA oder 2-5 pl Ligationsreaktion vermischt und fiir mindestens 10 min auf Eis
belassen. Es folgten ein Hitzeschock fiir 45 s bei 42 °C (Thermomixer), eine mindestens 10-
miniitige Inkubation auf Eis und das Vermengen dieser Suspension mit 900 pl vorgewarmtem
SOC-Medium (37 °C). Dieses Gemisch wurde daraufhin fiir 45 min bei 37 °C und 220 rpm
im Inkubator geschiittelt. Je nach Anwendung wurden 100-1000 pl der Zellsuspension auf
Selektivmedium ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C bebrtitet.

Fir die Transformation der einzelnen Genmodule des hgBC (vgl. 5.14.1.2) wurden
kommerziell erworbene XL.10-Gold-Zellen verwendet (vgl. Tab. 17). Zellaliquote wurden auf
Eis aufgetaut, zu je 40 pl subaliquotiert, dann je 1,6 ul mitgelieferte f-Mercaptoethanol-
Mischung hinzugesetzt und alle 2 min mischend fiir insgesamt 10 min inkubiert. Danach
wurden 2 pl Ligationsansatz zugegeben, fiir 30 min auf Eis inkubiert und nachfolgend ein
Hitzeschock fiir 30 s bei 42 °C durchgefiihrt. Nach zweiminiitiger Inkubationszeit auf Eis
wurden 900 ul vorgewdrmtes NZY" (42 °C) zugemischt und der Ansatz fiir 50 min bei 37 °C
und 220 rpm geschiittelt. AbschlieBend wurde die gesamte Suspension auf Carbenicillin-
haltige LB-Agarplatten ausgestrichen und iiber Nacht bei 30 °C inkubiert. Gewachsene
Kolonien wurden mit 5-7 ml LB-Carbenicillin von der Platte geschwemmt und die Plasmide

daraus isoliert.

Transformation elektrokompetenter Zellen

Ein gemél Abschnitt 5.13.2 pripariertes Aliquot wurde auf Eis aufgetaut, mit 1 ng Plasmid-
DNA bzw. 14,5 ng Ligationsansatz (fiir Bibliothekserstellung) gemischt und in eine
vorgekiihlte Elektroporationskiivette (1 mm Elektrodenabstand) iiberfiihrt. Am Gerdt wurden

folgende Einstellungen vorgenommen:

Spannung: 1800 V (Standard) / 2250 V (ElektroTen-Blue)

Widerstand: 200 Q

Kapazitit: 25uF.

Nach der Elektroporation wurden die Zellen umgehend in 960 pl vorgewdrmtes SOC-
Medium (37 °C) gebracht und fiir 50 min bei 37 °C und 220 rpm im Schiittelinkubator
wachsen gelassen. Auf Selektivmedium plattiert wurden hierbei jeweils 100 pl bei Plasmid-

DNA bzw. 1 ml bei Ligationsreaktionen mit anschlieBender Inkubation {iber Nacht bei 37 °C.
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5.13.4 Transgenexpression im Schiittelkolben

Zur Proteinherstellung diente das T7-RNA-Polymerase-basierte pET-Expressionssystem
(Studier und Moffatt, 1986) in Kombination mit den Stimmen BL21(DE3),
RosettaBlue 2(DE3) und NovaBlue(DE3). Hierfiir wurden Schikanekolben (1 1, 3 1, 5 1) mit
maximal 10 % ihres Totalvolumens mit antibiotikahaltigem ZYM-5052-Medium (Studier,
2005) befiillt und 1:100 mit der entsprechenden Vorkultur beimpft. Nach Inkubation fiir 20-
24 h bei 37 °C und 220-250 rpm folgten ODggo-Bestimmung und Zellernte bei 3500 % g und
4 °C fiir 10 min. Die Biofeuchtmasse wurde bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert.

Fiir die chromatographische Reinigung wurden die aufgetauten Zellen in 5 ml NPI-20 pro g
Biofeuchtmasse resuspendiert und mit 200 pg/ml Lysozym und 400 uM PMSF versetzt. Es
folgte eine 30-miniitige Inkubation auf dem Rollenmischer bei Raumtemperatur und
anschlieend eine Ultraschallbehandlung (bei 4 °C) bei der 5 x fiir 30 s bei einer Amplitude
von 40 % beschallt und zwischendurch je 30 s pausiert wurde. Alsbald wurden 2 mM MgSO4
und 10 U/ml Benzonase hinzugefiigt und erneut fiir 20 min bei Raumtemperatur auf dem
Rollenmischer inkubiert. Mit dem abschlieBenden Zentrifugationsschritt (50000 x g, 30 min,
4 °C) wurden Zelltriimmer und Aggregate vom 18slichen Uberstand abgetrennt und dieser fiir

die spitere chromatographische Reinigung eingesetzt.

5.13.5 Transgenexpression in 96-well-Platten

Zur parallelen Analyse einer Vielzahl an Varianten diente das 96-well-Expressionsformat.
Mittels eines Colony Pickers (QPix2) wurde die gewiinschte Anzahl an Varianten von
Selektiv-Agarplatten (1 % Glukose enthaltend) gepickt und in eine 150 pl pro well LB-
Medium (mit Antibiotikum und 1 % Glukose) enthaltende MTP (Nunc, Danemark) tiberfiihrt.
Die MTP wurde mit einer luftdurchldssigen Folie (BREATHSseal, Sigma-Aldrich) versiegelt.
Je nach Stamm vermehrten sich die Zellen fiir 7-12h bei 37 °C und 760 rpm (Biihler
Schiittler) und dienten damit durch Uberfiihrung von 2 pl zum Animpfen der Hauptkultur
(200 pl pro well ZYM-5052-Medium plus addquatem Antibiotikum in Nunc-MTP), oder
durch Zugabe von 18-20 % Glycerin (Endkonzentration) zur Herstellung von Kryokulturen.
Die Hauptkultur schiittelte fiir 20-24 h bei 37 °C und 760 rpm (ggf. OD-Bestimmung) und
wurde schlieBlich durch Zentrifugation fiir 30 min bei 4500 x g und 4 °C geerntet, der
Uberstand abgegossen und die Platten auf Zellstoffpapier ausgeklopft. Die Platten wurden mit

Alufolie (Nunc, Dianemark) versiegelt und bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert.
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Bei Varianten die sich mit der zuvor erwihnten Methode nicht, bzw. nur in unzureichenden
Mengen, herstellen lieBen kam das sogenannte EnBase Flo-Medium (Panula-Perdld et al.,
2008), dass als komplettes Kit durch die Firma BioSilta Oy (Uulu, Finnland) vertrieben wird,
zum Einsatz. In diesem Medium werden durch kontrollierte, enzymatische Glukose-
freisetzung stabile Wachstumsbedingungen erzeugt mit denen hdhere Proteinausbeuten zu
realisieren sind. Ausgehend von Kryokulturen wurde hierfiir eine Vorkultur zu 150 pl LB-
Medium (plus 1 % Glukose und adiquaten Antibiotika) je Kavitit beimpft und fiir 7-8 h bei
37°C und 750 rpm, verschlossen mit einer luftdurchldssigen Folie, inkubiert (Biihler
Schiittler). Fiir die Hauptkultur wurden 100 ml EnBase Flo-Medium mit 0,2 ml Thiamin,
0,2 ml Magnesium und 50 pl EnZ I’'m versetzt und zu 200 pl je Kavitit in der Platte verteilt
(MTP von Nunc). Das Medium wurde darauthin mit 2 ul der Vorkultur inokuliert, wieder mit
einer Luft-permeablen Folie versehen und fiir 20 h bei 30 °C und 1000 rpm kultiviert. Am
nichsten Tag wurde ein 10-fach konzentrierter Booster-Mix hergestellt fiir den zur fertigen
Booster-Losung (9 ml) 100 uM IPTG und 100 pl EnZ I’'m gegeben wurden. 20 pl dieser
Losung wurden in jede Kavitdt der Hauptkultur gegeben, die Platte erneut versiegelt und fiir
weitere 24 h bei 30 °C und 1000 rpm inkubiert. Die Zellernte und Lagerung der Pellets
erfolgte analog der Beschreibung im vorherigen Abschnitt.

Je nach Anzahl der Platten erfolgte der Zellaufschluss manuell, oder per Laborroboter
(Biomek 3000, Biomek FX). Fiir ELISA- und SDS-PAGE-Analysen wurden die aufgetauten
Zellen in 160 pl Zellaufschlusspuffer II (vgl. 5.2 Tab. 8) pro Kavitit resolubilisiert, die
Platten mit einer dichten Alufolie verschlossen und fiir 30 min bei 25 °C und 750 rpm im
Thermomixer geschiittelt. Danach folgten insgesamt drei Frier-Tau-Zyklen bei denen die
Platte zuerst fiir ca. 5 min in fliissigem Stickstoff eingefroren und dann fiir ca. 20 min bei
37 °C und 750 rpm wieder aufgetaut wurde. Nun wurde fiir 45 min bei 4500 x g und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand (I6sliches Lysat) in eine half deep MTP (Greiner, 1 ml)
tiberfithrt und wie unter 5.15.2.1 dargestellt weiter verarbeitet. Das Sediment (unldsliches
Lysat) wurde mit 150 ul/Kavitit PBS gewaschen und abschlieBend in 150 pl/Kavitit PBS (bei
Expressionen mit sfGFP-Fusion) oder Pelletresuspensionspuffer (bei Expressionen ohne
Fusion; vgl. 5.2 Tab. 8) aufgenommen. Fiir den Hit-ELISA wurden 50 pl der ldslichen
Fraktion verwendet.

Bei Proteinreinigungen im 96-well-Format wurde der Zellaufschlusspuffer I (vgl. 5.2 Tab. 8)
verwendet, da hier noch die spezifische Bindung an die Sepharose gewahrleistet sein muss.
Die restlichen Schritte sind dquivalent zu den im vorhergehenden Abschnitt beschriebenen,

lediglich die Aufarbeitung der unldslichen Fraktion entfiel.
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5.14 Evolutionére Selektion durch TAT-Phagen-display

Die Durchmusterung von Proteinbibliotheken nach Varianten mit gewiinschten Eigenschaften
kann u. a. durch die Nutzung evolutionérer in vivo oder in vitro Selektionsmethoden, wie dem
Ribosomen- oder Phagen-display, realisiert werden. Entscheidend hierfiir ist die Kopplung
von Geno- und Phinotyp, um die selektierte Eigenschaft weiter nutzbar zu machen. Beim
Phagen-display werden Proteinvarianten auf der Phagenoberfliche prdsentiert, wobei die
dazugehorige genetische Information im Inneren des Phagen vorliegt (Smith, 1985). Die
Selektion von Varianten wird durch Affinitdt zur immobilisierten Zielstruktur gewahrleistet.
Durch geeignete Elutionsverfahren werden die Phagen abgelost und mit ihnen E. coli-Zellen
fiir eine neue Selektionsrunde infiziert. Nach jeder Runde kann die evolvierte DNA-

Bibliothek zur weiteren Analyse in einen Expressionsvektor subkloniert werden.

5.14.1 Erstellung von Kristallin-DNA-Bibliotheken fiir das Phagen-display

Um zu untersuchen inwieweit sich die Interdoménen-Kontaktfliche des hgBC als Paratop
eignet, wurden Einzeldoméinen-DNA-Bibliotheken fiir die N-terminale (Schneider, 2010) und
C-terminale Doméne (vgl. 5.14.1.1) des Proteins erstellt, deren Selektion der sequenziellen
Multimerisierung und damit putativer Affinitdtserhdhung dienen sollte. Eine einfache
Kombination zweier unterschiedlicher Einzeldoménen-Bibliotheken kann dabei schon iiber
das natiirliche /inker-Peptid gewihrleistet werden. Computergestiitzte Modellierung (PyMOL)
und BLAST-Analysen (konservierte Reste) fiihrten zur Auswahl geeigneter randomisierbarer
Reste in rdumlicher Nihe zur natiirlichen Bindestelle, welche in der Einzeldomine eine
zusammenhédngende, 16sungsmittelexponierte Flache darstellen sollten.

Als zweiter Ansatz wurde die parallele Multimerisierung verfolgt, bei der das Volllingen-
hgBC als Startpunkt diente und nunmehr die inneren Faltblitter beider Domdnen randomisiert
wurden (vgl. 5.14.1.2). Um eine bessere Zugénglichkeit des Paratops zu gewéhrleisten, wurde
zudem ein verldngertes [linker-Peptid zwischen beide Doménen eingefligt. Die

Randomisierungspositionen korrespondieren mit denen der Einzeldoménen.

5.14.1.1 NNK-basierte Bibliotheken der C-terminalen Doméne

Wie bereits fiir die N-hgBC (Schneider, 2010) sollte auch fiir die C-hgBC getestet werden,
wieviel Aminosdureaustausche das scaffold ohne nennenswerte Einbuflen in Stabilitdt und
Loslichkeit vertrdgt. Hierzu wurden fiinf DNA-Bibliotheken generiert, die an vier bis acht

Aminosdurepositionen mutiert waren. Als Ausgangspunkt diente ein synthetisches Gen der
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Firma TOP Gene Technologies (Kanada), dessen DNA-Sequenz fiir die Expression in E. coli
optimiert wurde (Geneart, Regensburg). Die Erstellung der C-hgBC-Bibliotheken und somit
die Einfilhrung von zufilligen Mutationen erfolgte PCR-basiert iiber NNK-enthaltende
Oligodesoxynukleotide. Die Nutzung von NNK-Motiven reduziert dabei die abzudeckende
DNA-Variabilitdt (von 64 auf 32 Codone), bei gleichzeitigem Erhalt der Aminoséure-
Variabilitdt und dem Wegfall zweier Stopp-Codone (vgl. 5.6 Tab. 13 und 14).

ChgC lib fwBsa™ CheC p2lib41AS1A fw
5 " >
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Lib4.1A & 11 i 3
< < F
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Abb. 26: Generierung der C-hgBC-DNA-Bibliotheken. Das C-hgBC-Gen ist als blauer Balken
dargestellt, die iiber entsprechende Primer (schwarze Pfeile) eingebrachten NNK-Motive in rot,
jeweils mit entsprechender Nummerierung (auf Position im modularen Vollldngenprotein bezogen) fiir
die kodierte Aminosdure. Die inneren Primer enthalten je eine Bsal-Schnittstelle, iber welche die
beiden entstehenden PCR-Fragmente per simultaner Restriktions-Ligations-Reaktion verbunden
werden. Die duleren Primer, die keine NNK-Motive enthalten (mit * gekennzeichnet), sind zuséitzlich
mit Restriktionsschittstellen (Sfil und Bsal) fir die Subklonierung des Gens versehen. Der Verdau des
mit C-hgBC lib fwBsa und C-hgBC lib rvBsa amplifizierten Produktes mit Bsal fiihrt dabei zu
Ncol/Xhol-kompatiblen Uberhingen.

Der Autfbau des teilrandomisierten Gens geschah durch zwei tiberlappende PCR-Reaktionen
mit Pfu-DNA-Polymerase (Abb. 26), wobei die Produkte mittels préparativer Agarosegel-
elektrophorese (vgl. 5.12.1 und 5.12.4) gereinigt wurden. Die Verkniipfung beider Fragmente
geschah iiber die Typ//S-Restriktionsendonuklease Bsal, deren Schnittstelle an den 5'-Enden
der jeweiligen inneren Primer lokalisiert war, als simultane Restriktions-Ligations-Reaktion.
Die Reaktionsbedingungen der Assemblierungs-PCR richteten sich stets nach den Angaben
des Herstellers der Polymerase (4ot start-PCR durchgefiihrt) und standen unter der Pramisse,
dass die eingesetzten Primer-Mengen, und in allen nachfolgenden Schritten auch dsDNA-

Mengen, eine mindestens 100-fache Abdeckung der theoretisch mdglichen BibliotheksgrofBe
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sicherstellten. Fiir spitere Analysen beziiglich Funktionalitdit (DNA/Protein), Loslichkeit und
Stabilitdt wurden die Bibliotheken {iber die eingebrachten Restriktionsschnittstellen in den
Vektor pET23SP subkloniert (vgl. 5.7 und Tab. 16). Die anhand dieser Voruntersuchungen
ausgewdhlte Bibliothek Lib6.1A wurde zur Selektion im TAT-Phagen-display tiber Sfil in das
phagemid pCD87SA kloniert (vgl. 5.7 Tab. 16 und 5.14.2).

5.14.1.2 Trinukleotid-basierte Vollléingenbibliothek

Mit den Ergebnissen der vorangegangenen Analysen der N-hgBC- (Schneider, 2010) und C-
hgBC-Bibliotheken wurde nun eine Vollldngen-Bibliothek konstruiert, mit sieben
randomisierten Positionen innerhalb der N-terminalen und sechs in der C-terminalen Doméne.
Um die Funktionalitét dieser Bibliothek nochmals deutlich zu erhéhen sollte eine gekoppelte
Methode aus der Verwendung von Oligodesoxynukleotiden mit vorsynthetisierten
Trinukleotidbausteinen und anschlieBender Leserahmenselektion zum Tragen kommen. Der
hieraus resultierende modulare Aufbau der Volllingen-hgBC-Bibliothek folgte den
ausfiihrlichen Darstellungen der Arbeiten von Marian Schneider (2010) und soll hier aus
diesem Grund nur kurz zusammengefasst werden.

Die Domiéinen wurden erst einzeln modular assembliert, bevor sie im Anschluss iiber das
Linker-Peptid (hgBC LF-SG4) zusammengefiihrt wurden. Da immer jeweils drei der zu
mutierenden Reste auf einem B-Strang liegen, erfolgte die Unterteilung jeder Domine in je
drei die Randomisierungspositionen tragenden Fragmente, folglich RB-Fragmente 1-3
genannt (randomized B-sheets), und die sie verbindenden IF-Fragmente (intermediate
fragments). Den 5'- und 3'-cap-Bereich des Gens bildeten das Start- (SF) und Endfragment
(EF) (vgl. 2.2.2 Abb. 13). Im Falle der N-terminalen Domine stellte das Endfragment das
Linker-Fragment (hgBC LF-SG4) dar, durch das beide Dominen am Ende verbunden
wurden. Tabelle 21 fasst die einzelnen Genabschnitte noch einmal zusammen. Um alle
Fragmente untereinander verkniipfen, sowie in den Leserahmenselektions-Vektor
(pInSALect-fs_-1) klonieren zu konnen, erhielten sie zusétzliche 5'- und 3'-DNA-Sequenzen.
Die Schnittstellen fiir Agel und Mlul wurden dabei zur Klonierung in pInSALect fs -1
verwendet (vgl. Abb.27). Durch die Uberlappung benachbarter Fragmente (sechs
Basenpaare) und den Einsatz der Typl/S-Restriktionsschnittstellen fiir Bsal und Esp31
konnten die Moduleinheiten untereinander ligiert werden. Ausgehend von den
Oligodesoxynukleotiden (vgl. 5.6) wurden die Einzelfragmente beider Doménen
zusammengesetzt. Dabei konnten die nicht randomisierten Fragmente (IFs, EFs, Linker-

Peptid), nebst entsprechender Einzelstrangiiberhdnge fiir ihre Subklonierung in den
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Leserahmenselektions-Vektor, durch direkte Hybridisierung ihrer komplementiren Oligo-
desoxynukleotide (,,fw* und ,,rv*) gewonnen werden. Die Start-Fragmente wurden {iber PCR
aus Vektoren reamplifiziert die das entsprechende Wildtypgen fiir die Domine trugen.
Doppelstrangige randomisierte Fragmente (N/C-hgBC i-RB1-RB3 fwd) entstanden aus
einzelstrangigen Oligodesoxynukleotiden durch eine Auffiillreaktion mit dem Klenow-
Fragment (exo’), mit den Oligodesoxynukleotiden N-hgBC i-lib_rev bzw. C-hgBC i-lib_rev
als Startpunkt (vgl. 5.6).

Tab. 21: Sequenzfragmente fiir die Assemblierung der hgBC-Bibliothek. Die angegebene
Nummerierung der Sequenzabschnitte bzw. Positionen bezieht sich auf die Aminoséuresequenz ohne
Start-Methionin. Die Abkiirzungen der Fragmente finden sich im Text.

Sequenzfragment Sequenzabschnitt Anzahl randomisierter Positionen

N-hgBC SF 1-40 -

N-hgBC RBI1 39-47 2 (Ser41, Met43)
N-hgBC IF1 46-53 -

N-hgBC RB2 52-60 3 (GIn54, Phe56, Arg58)
N-hgBC _IF2 59-76 -

N-hgBC RB3 75-83 2 (Ser79, 11e81)

hgBC LF-SG4 82-93 -

C-hgBC_SF 92-134 -

C-hgBC RBI 133-141 2 (Ser135, 1le137)
C-hgBC _IF1 140-147 -

C-hgBC RB2 146-153 3 (GIn148, Leul50, Argl52)
C-hgBC IF2 152-169 -

C-hgBC RB3 168-176 1 (Vall74)

C-hgBC _EF 175-181 -

Amplifizierte Startfragmente und aufgefiillte randomisierte Fragmente konnten {iber
Agel/MlIul in den entsprechend geschnittenen Vektor pInSALect fs-1 integriert werden. Die
Selektion auf den korrekten Leserahmen der imserts erfolgte durch Transformation der
Vektoren in XL10Gold Kan®-Zellen (vgl. 1.2, Schneider 2010, Gerth er al. 2004). Die
entsprechenden Plasmide wurden aus abgeschwemmten Zellen isoliert und die inserts
(Einzelmodule)  iiber = PCR  (ModLibs fwd/ModLibs rev)  reamplifiziert. = Die
Zusammensetzung der Gesamtbibliothek, als auch des dazugehorigen Wildtyp-Pendants,

ausgehend von diesen PCR-Produkten ist in Abbildung 27 dargestellt.
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Abb. 27: Zusammensetzung der Module zur Vollliingen-hgBC-Bibliothek. Aus den auf korrekten
Leserahmen selektierten Plasmiden wurden die inserts reamplifiziert (1), 5' mit Bsal oder 3' mit Esp31
geschnitten (2) und mit den in der kodierenden Sequenz benachbarten DNA-Abschnitten ligiert (3).
Zwei weitere Zyklen aus PCR, Verdau und Ligation (4, 5) fiihrten schlieBlich zu vollstindig
assemblierten Varianten der N-terminalen Domine (N-hgBClib mod) (5). Die analog
zusammengesetzte C-terminale Doméne (LF-SG4 C-hgBClib_mod, enthilt schon das Linker-Peptid)
wurde abschlieBend mit der N-hgBC-Bibliothek ligiert (6). Vereinfacht sind die RB-Fragmente nur als
einzelne Balken dargestellt, symbolisieren jedoch eine Mischung verschiedener Varianten.

hellgrau: Vektor-komplementéire DNA-Sequenzen (pInSALect) die Schnittstellen fiir die Klonierung
enthalten (siche kleines Bild oben rechts) und Bindestellen fiir die primer aller PCR-Schritte;
dunkelgrau: kodierende Sequenz der N-hgBC; griin: kodierende Sequenz der C-hgBC; rot:
randomisierte Codone.

Die eingesetzten DNA-Mengen fiir jeden Teilschritt der Assemblierung stellten immer die
mindestens 100-fache Abdeckung der zu erreichenden theoretischen Bibliotheksgrof3e sicher.
Als Ausnahme konnte im finalen Schritt der Ligation von modularer N-hgBC und C-hgBC
kein vollstdndiges Abbild der Bibliothek erzielt werden (nur 0,022 % abgedeckt), da die
theoretisch mogliche Bibliotheksgrole DNA-Mengen im Milligramm-Bereich entspriche
(vgl. 2.2.4). Uber die angefiigten Agel- und BamHI-Schnittstellen konnte die Vollingen-
hgBC-Bibliothek fiir die Selektion in den display-Vektor pCD87AB wund fiir
Expressionsanalysen in pETSoScT7lacl.2 kloniert werden (vgl. 5.7 Tab. 16 und Anhang
Abb. Al).
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5.14.2 Selektion der Bibliothek(en) gegen humanes TNF a

Die assemblierte Einzeldoménen- (5.14.1.1) bzw. Volllingen-Bibliothek (5.14.1.2) wurde fiir
die Selektion gegen das Zielmolekiil humanes TNF o in das phagemid pCD87SA (C-hgBC-
Lib6.1A) bzw. pCD87AB (hgBC Lib13.1A) kloniert (vgl. 5.7 und Anhang Abb. A1l). Dabei
wurden 1 pg (3,2x10" Varianten entsprechend) Bibliotheksfragment mit 5,25 ng pCDS87SA,
respektive 4 pg (6,7x10'* Varianten) mit 10,6 ug pCD87AB bei 16 °C iiber Nacht ligiert und
die gereinigten Ansédtze in zwei Schritten transformiert. Zuerst in elektrokompetente
ElectroTen-Blue (vgl. 5.13.3), da diese eine hohere Transformationseffizienz beziiglich
Ligationsprodukten aufweisen als andere Stimme, im Gegenzug aber keinen F'-Pilus zur
Phageninfektion tragen. Nach Abschwemmen der Zellen und Isolation der Plasmide erfolgte
im zweiten Schritt die Transformation in zur Phagenpropagierung geeignete
elektrokompetente ER2738 (tragen F'-Pilus). Die erhaltenen Kolonien wurden erneut von den
Q-Trays mit LBcam abgeschwemmt und davon Kryokulturen (vgl. 5.13.1) in Aliquoten zu je 1
ml angelegt. Die nachfolgend beschriebenen Phagen-Display-Zyklen verliefen, sofern nicht
anders erwihnt, fiir beide Bibliotheken analog und sollen hier nur fiir die Volllingen-
Bibliothek dokumentiert werden. Eine Ubersicht zu den Zyklen und etwaige Unterschiede

sind in Tabelle 22 zusammenfassend dargestellt.

Runde 1 Phagen-Display

Ausgehend von den Kryokulturen der naiven Bibliothek (hgBCLib13.1A pCD87AB in
ER2738) wurden 112 x YTcym mit 1,2><1011 Zellen (Zellzahl sollte rund 100-Mal hoher sein
als reale Bibliotheksgrofle, vgl. 2.2.4) auf eine Anfangs-ODgoo von 0,1 eingestellt und bei
37 °C und 220 rpm bis zu einer optischen Dichte von 0,5 inkubiert. Die Zellen wurden
daraufhin auf Eis auf 26 °C zur Infektion mit 2,4x10'* Helferphagen (M13K07, MOI = 20)
abgekiihlt und danach fiir 30 min bei 26 °C und 50 rpm weiter inkubiert. Nach Zugabe von
1 ml Kanamycin (1000-fach konzentriert) folgte eine erneute Inkubationszeit von 30 min bei
nun 26 °C und 220 rpm. Durch Zentrifugieren fiir 20 min bei 3500 % g und 4 °C wurden die
tiberschiissigen Phagen abgetrennt und das Bakterienpellet in 11 auf 26 °C temperiertes
2 X YTcamkanTet (Cend Tet = 0,1 pg/ml) resuspendiert. Die anschliefende Phagenproduktion
erfolgte fiir 16-18 h bei 26 °C und 220 rpm. Die Zellen wurden fiir 15 min bei 12200 x g und
4 °C geerntet und der Uberstand, der die Phagenpartikel enthilt, in neue Zentrifugenbecher

{iberfiihrt und wie zuvor zentrifugiert. Zum Uberstand aus dem letzten Zentrifugationsschritt
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wurden anschliefend "4 Vol. eiskaltes PEG/NaCl gegeben, gut gemischt und das Ganze fiir

mindestens 1 h bei 4 °C ruhen gelassen.

Tab. 22: Selektionsstrategie der Volllingen- (hgBC Lib13.1A) und der Einzeldoménen-Bibliothek
(C-hgBC Lib6.1A) gegen TNF a.

Rd | Konz. Zielmolekiil | Prisentation | Vol. beads | Pre-panning Waschen
[nM] [ud]
Lib13.1A
Dynabeads 30 min gegen 2x PBST(0,05) /
! 1000 M280 328 beads 1x PBS
Dynabeads 30 min gegen 2x PBST(0,05) /
2 1000 M270 328 beads 1x PBS
3 250 Dynabeads 21 30 min gegen 2x PBST(0,05) /
M270 beads I1x PBS
4 250 Dynabeads 21 30 min gegen 3x PBST(0,05) /
M270 beads I1x PBS
5 50 Dynabeads 16.4 30 min gegen 3x PBST(0,05) /
M270 ’ beads 1x PBS
Lib6.1A
Rd | Konz. Zielmolekiil | Prisentation | Vol. beads | Pre-panning Waschen
[nM] [pd]
Immuno . 5x PBST(0,05) /
! 320,4 1M Tube (Maxi) ] e 2x PBS
Immuno ) 10x PBST(0,05) /
2 192,2 nM Tube (Maxi) ] e 2x PBS
) 10x PBST(0,05) /
3 384,5 nM Strep-Platte - nein 10x PBS
Dynabeads 1 h gegen 15x PBST(0,05) /
4 50,5 0M M720 80 beads 10x PBS

Anschliefend wurde erneut zentrifugiert, die resultierenden Phagenpellets in 50 ml eiskaltem
PBS resuspendiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Der Filtration der Suspension in 50 ml-
Greiner-Rohrchen folgte ein zweiter Prézipitationsschritt durch Zusatz von 2 Volumen
eiskaltem PEG/NaCl und Inkubation bei 4 °C fiir mindestens 1 h. Es wurde wiederholt
zentrifugiert, diesmal fiir 15 min bei 11400 % g und 4 °C, und das Phagenpellet in insgesamt
1-2 ml eiskaltem PBS aufgenommen. Nach Resuspension wurde die Losung in protein low
bind tubes tiberfiihrt, mit 1/10 Volumen Sigma Blocker (10 x) versetzt und dann bis zur
weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. Der Gesamtphagentiter (funktionale + nicht
funktionale Phagenpartikel) zur Bestimmung der Input-Phagen wurde {iiber UV/Vis-
Spektroskopie nach folgender Gleichung ermittelt (Day, 1969; Thomas und Smith, 2010):

Phagen _ (E269 nm—E320 nm) - Verdiinnungsfaktor - (6,083-101¢)

1.2
ml Anzahl Nukleotide pro Phage (G )

E269nm/320nm = Extinktion bei einer Wellenldnge von 269 nm bzw. 320 nm
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Der Titer an funktionalen Phagen, die flir das panning eingesetzt werden, wurde durch
Plattieren einer Phagen-Verdiinnungsreihe (10'6 bis 10! l) auf SOCcym ermittelt. Dazu wurden
je 900 ul exponentiell wachsende ER2738 mit je 100 pul der entsprechenden
Phagenverdiinnung gemischt, fiir 30 min bei 50-90 rpm und 37 °C inkubiert und je 100 pl
dieser Suspensionen auf SOCc,m plattiert. Die Inkubation erfolgte {iber Nacht bei 32 °C.

Solche Verdiinnungsreihen wurden vor und nach dem pre-panning (siche unten) angefertigt.

Bereits am Vortag wurden 660 pul M280 Streptavidin beads drei Mal mit je 1 ml PBST
gewaschen (nach jedem Einzelschritt erfolgte Fokussierung der beads fiir 2 min im
Magnetstinder) und durch Zugabe von 1,5 ml PBST/Sigma Blocker im 2 ml protein low bind
tube liber Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert (= blocking der beads). Die Hilfte der geblockten
beads (750 pl) wurde am Folgetag entnommen und in eine neues protein low bind tube
tiberfiihrt, wo sie nach 2-miniitiger Fokussierung im Magnetstinder und Abnahme des
Uberstandes zwei Mal mit je 1 ml PBST gewaschen wurden. Anhand der ermittelten
Phagentiter wurden 10'' bis 10'* Phagen mit den geblockten beads vermischt und fiir 30 min
bei 4 °C auf dem Rotationsschiittler inkubiert (pre-panning). Im Anschluss wurden die beads
wieder fiir 2 min im Magneten fixiert und der Uberstand fiir das eigentliche panning
verwendet. Dieser Schritt sollte lediglich dazu dienen unspezifische Binder abzureichern. Der
Phagentiberstand aus dem pre-panning wurde mit 5,25 ug biotinyliertem TNF a versetzt und
fiir 1 h bei 4 °C auf dem Rotationsschiittler inkubiert (panning). Kurz vor dem Ende des
panning wurde die zweite Hélfte der geblockten beads wie zuvor beschrieben gewaschen,
dann mit der panning-Losung vermischt und fiir weitere 30 min auf dem Rotationsschiittler
(4 °C) belassen (capture). Wieder wurden die beads im Magneten fixiert und der Uberstand
abgenommen (ungebundene Phagen), gefolgt von diversen Waschschritten mit PBST bzw.
PBS (vgl. Tab. 22), um niedrig affine und unspezifische Binder zu entfernen. Durch Zugabe
von 500 pl Glycin/HCI (pH 2,2), Inkubation fiir 5 min bei 4 °C auf dem Rotationsschiittler
und anschlieBender Abnahme des Uberstandes der zuvor magnetisch fixierten beads erfolgte
die Elution gebundener Phagen. Der Uberstand wurde sofort zu 75 pl Tris/HCI (pH 9,1)
gegeben und neutralisiert. Das Ganze wurde noch ein Mal wiederholt, beide Eluate vereinigt
und mit 10 ml exponentiell gewachsenen ER2738 vermischt im 100 ml-Schikanekolben fiir
30 min bei 50-90 rpm und 37 °C inkubiert. Fiir die Bestimmung des output-Titers wurden
wieder 10 pl der infizierten E. coli-Zellen entnommen und davon Verdiinnungsreihen, wie
oben beschrieben, auf SOCc,y, plattiert. Die restlichen 10 ml reinfizierter ER2738 wurden auf
2-3 Q-Trays verteilt ebenfalls auf SOCcam plattiert. Inkubiert wurde iiber Nacht bei 32 °C.
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Am nichsten Tag wurden die Zellen von den Q-Trays mit einem addquaten Vol. an SOCcam
abgeschwemmt, deren optische Dichte bestimmt und Kryokulturen angelegt (vgl. 5.13.1), die
wiederum fiir die nédchste display-Runde oder die Reisolation von Plasmiden fiir

Sequenzierungen eingesetzt werden konnten.

Runde 2-5 Phagen-Display

In den Runden zwei bis fiinf wurde das Kulturvolumen fiir die Propagierung der Phagen auf
100 ml reduziert und alle anderen Volumina (PEG/NaCl, PBS, PBST/Sigma Blocker), die
zum ersten Teil einer Display-Runde gehoren (Phagenernte), entsprechend angepasst. Von
Runde 2 zu 5 wurde jeweils nur ein Parameter verdndert, um auf der einen Seite zwar die
Stringenz zu erhdhen, aber dennoch den Selektionsdruck nicht allzu gro3 werden zu lassen
(vgl. Tab. 22), da die zu erwartenden Affinititen der Bibliotheksvarianten nicht abgeschétzt

werden konnten.

5.14.3 Durchmusterung und Subklonierung erhaltener Varianten

Der Erfolg bzw. Fortschritt der Selektion wurde nach jeder Runde tiberpriift. Dazu wurden
ausgehend von Einzelvarianten oder Mischpopulationen ELISAs durchgefiihrt und der Anteil
TNF a-bindender Varianten ermittelt. Nach deren Sequenzierung wurden sie zur ndheren

Charakterisierung in einen Expressionsvektor kloniert.

Einzelphagen-ELISA

Fiir den Einzelphagen-ELISA mussten, wie auch schon wiéhrend der display-Zyklen, zunédchst
Phagen angereichert werden. Hierzu wurden je 96 phagemid-tragende ER2738 pro
Selektionsrunde von Vereinzelungsausstrichen (aus den Kryokulturen der Runden) gepickt
und mit ihnen MTPs zu je 100 pl pro Kavitdt 2 x YTcam beimpft. Die Platten wurden {iber
Nacht bei 37 °C und 750 rpm im Biihler-Schiittler wachsen gelassen, um mit ihnen am
nidchsten Tag 600 pl pro Kavitit einer deep-well-Platte anzuimpfen (mit 15 pl). Die
Inkubation erfolgte bei 37 °C und 250 rpm bis zu einer optischen Dichte von ODgyo = 0,5. Die
Kulturen wurden alsbald auf 26 °C abgekiihlt und 10 pl pro Kavitit M13K07-Helferphagen
zugegeben (entspricht 2,1x10'" Phagen), gut gemischt und danach fiir 30 min bei 26 °C und
100 rpm inkubiert. Es folgte der Zusatz von 10 pl pro Kavitit Kanamycin (60-fach
konzentriert) und die Fortsetzung der Inkubation fiir 30 min bei 26 °C und 250 rpm. Der
Medienwechsel erfolgte durch Zentrifugieren fiir 20 min bei 3500 x g und 4 °C, Dekantieren
des Uberstandes und vorsichtiges Ausklopfen der Platte auf Papiertiichern. Die Pellets wurden
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im Anschluss in 600 ul je Kavitit vorgewdrmtem 2 X YTcam, Kan, Tet (Cend Tet: 0,1 pg/ml)
resuspendiert und fiir 16-18 h bei 26 °C und 250 rpm inkubiert. Fiir den ELISA am
darauffolgenden Tag wurden Nunc Medisorp-MTPs mit 500 ng je Kavitit TNF o und anti-
hgBC (vgl. 5.4 Tab. 11) beschichtet und iiber Nacht bei 4 °C stehen gelassen. Wéhrend die
MTPs fiir den ELISA bei 22 °C und 300 rpm im Thermomixer fiir 2 h mit Sigma Blocker
geblockt wurden, erfolgte die Phagenernte mittels einmaliger Zentrifugation fiir 20 min bei
4000 x g und 4 °C. 180 pl Phageniiberstand wurden mit 20 pl 10 x Sigma Blocker (mit
0,05 % Tween-20) versetzt und davon jeweils 80 pl auf eine mit TNF o und anti-hgBC
beschichtete und nach dem Blocken drei Mal mit 300 pl pro Kavitdt PBST gewaschene MTP
gegeben. Die weitere Vorgehensweise erfolgte analog dem Standard-ELISA (vgl. 5.15.6). Die
Verweildauer der Phagen auf den MTPs betrug 2 h und der konjugierte Antikérper pVIII-
POD wurde 5000-fach verdiinnt eingesetzt.

Subklonierung putativer Binder in Expressionsvektoren

Die durch Einzelphagen-ELISA und Sequenzierung identifizierten putativen Binder wurden
fiir ihre anschlieBende Reinigung in pETSoSc1.2T7lac kloniert (vgl. 5.7 Tab. 16) und in
NovaBlue(DE3) exprimiert. Als zusitzliche Tests auf Bindung dienten ELISAs mit dem
l6slichen Lysat jener Expressionskulturen (vgl. 5.13.4 und 5.15.6), wobei 50 pl des
unverdiinnten Lysats fiir 1 h mit dem Zielmolekiil inkubiert wurden. Geeignete Kandidaten
wurden folglich in groBerem MaB3stab exprimiert (vgl. 5.13.4) und deren Translationsprodukte
in zwei Schritten iiber ein AKTAxpress-System gereinigt (vgl. 5.15.2). Das gereinigte Protein
wurde wiederum fiir konzentrationsabhingige ELISAs verwendet. Die eingesetzten
Konzentrationen finden sich in der jeweiligen Bildunterschrift im Ergebnisteil (vgl. 2.3.3

Abb. 22).

5.15 Proteinbiochemische Methoden

Auf verschiedene Methoden der Proteinanalyse soll im nidchsten Abschnitt ndher eingegangen
werden.

5.15.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der SDS-PAGE konnen Proteine, unter vorheriger Angleichung ihrer Nettoladung,
beziiglich ihrer Molekularmasse im elektrischen Feld aufgetrennt werden (Laemmli, 1970).

Zu diesem Zweck wurden kommerzielle NuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gele mit 12 bzw. 17

Probentaschen verwendet. Eine adiquate Menge an Proteinprobe wurde dazu mit einem
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Fiinftel Volumen SDS-Probenpuffer (5-fach) verdiinnt und fiir 5-10 min bei 95 °C erhitzt und
aufgetragen (5-20 pl Probe). Als Protein-Standard diente 5 pl PageRuler Unstained Protein
Ladder (Fermentas). Aufgetrennt wurde 50 min bei 200V in MES-Laufpuffer. Die
Visualisierung der Proteine erfolgte mittels PageBlue Protein Staining Solution (Fermentas)
nach Herstellerangaben. Zum Nachweis sehr geringer Proteinmengen kam die Silberfarbung
nach Shevchenko ef al. (1996) zur Anwendung. Die Dokumentation der Gele erfolgte mit
dem BioVision 3000-System und die densiometrische Auswertung mit der dazugehorigen
Software BiolD (Vilber Lourmat).

Fiir die Loslichkeitsanalyse der naiven Volllingen-Bibliothek (hgBC-SG4 Lib13.1A) wurden
Criterion 4-20 % Tris-HCl Gele mit 26 Probentaschen eingesetzt. Die Probenvorbereitung
stimmte mit der im obigen Absatz beschriebenen {iiberein, lediglich der Gellauf erfolgte
stattdessen 40-45 min bei 200 V in Tris-Glycin-Laufpuffer. Analyse und Auswertung der
Gele erfolgten ohne vorherige Farbung mittels Gel Doc EZ-System und Image Lab (Bio-Rad,
Miinchen).

5.15.2 Proteinreinigung
Immobilisierte Metallionen-Affinitditschromatographie (IMAC)

Die Kldrung von Zellextrakten kann u.a. iiber das Verfahren der IMAC (Porath et al., 1975)
erfolgen, bei dem vorrangig Histidinseitenketten reversibel mit immobilisierten
Schwermetallionen interagieren. Die genetische Fusion eines Poly-Histidin fags (Hiss, Hise,
His,o) an das Zielgen ermdglicht so die Reinigung des entsprechenden Translationsproduktes.
Die Elution des Fusionsproteins vom Tragermaterial kann u.a. durch kompetitive

Verdrangung mit hohen Imidazolkonzentrationen erreicht werden.

Groflenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography, SEC)

Bei der SEC wird die Probe durch ein pordses, inertes Tridgermaterial transportiert, je nach
hydrodynamischem Radius der Molekiile zeigen sie unterschiedliche Verweilzeiten. Kleine
Molekiile dringen in die Poren ein, groBBere bleiben jedoch in der mobilen Phase und eluieren
vorzeitig. Diese Methode kann sowohl zur Trennung von Proteingemischen, als auch zum
Pufferaustausch bzw. Entsalzen eingesetzt werden. Neben prédparativen wurden auch

analytische SEC-Laufe durchgefiihrt (vgl. 5.15.4).
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5.15.2.1 Reinigung von hgBC und dessen Varianten
Reinigung von Einzelvarianten

Der 16sliche Uberstand aus dem Zellaufschluss (vgl. 5.13.4) wurde iiber ein AKTAxpress-
System (GE Healthcare) mit einer Flussrate von 3 ml/min auf eine mit NPI-20 &dquilibrierte
5 ml-HisTrap HP-Sdule aufgetragen. Unspezifisch wechselwirkende Proteine wurden im
ersten Schritt mit 20 CV NPI-20 und anschlieBend mit zusétzlichen 5 CV NPI-40 von der
Sdule entfernt. Die Elution erfolgte mit 5 ml/min iiber 6 CV mit NPI-500, das Eluat wurde
dabei in 5 ml-Probenschleifen (loops) aufgefangen. Die Parameter fiir die Peak-Erkennung

sind im Folgenden dargestellt (Tab. 23).

Tab. 23: Parameter der Peak-Erkennung fiir AC und SEC.

AC SEC
Anzahl loops 4 -
maximales Peakvolumen (ml) 6,5 -
UV-Startwert (mAU) 40 20
UV-Endwert (mAU) 40 15
Peak Minimalbreite (min) 0,5 0,5
UV-Anfangssteigung (mAU/min) 15 5
UV-Endsteigung (mAU/min) 15 20

In der nachfolgenden Gelfiltration wurden 5 ml des Eluats iiber eine mit PBS/1 mM EDTA
(pH 7.,4) dquilibrierte HiLoad 16/60 Superdex 75 pg-Sdule gegeben. Die Elution erfolgte mit
einer Flussrate von 1,5 ml/min. Fraktioniert wurde von 0,3 CV bis 0,9 CV. Anhand von
Molekulargewichtsstandards (GE Healthcare) wurde die apparente Molekiilmasse bestimmt,

sowie mittels SDS-PAGE die Homogenitét der Probe tiberpriift.

Reinigung im Hochdurchsatz (96-well)

Wurde gereinigtes Protein einer hoheren Anzahl von Varianten fiir analytische Zwecke
benotigt (DSF, Loslichkeitsanalysen) erfolgte die Reinigung im Hochdurchsatz am
Laborroboter Biomek 3000 (Beckman Coulter) nach den Protokollen von Dominik Schneider
(Schneider, 2009). Expression und Zellaufschluss entsprechender 96-well-Kulturen erfolgten
wie unter 4.13.5 beschrieben, wobei 150 pul des Idslichen Zelllysats auf mit
Zellaufschlusspuffer 1 &quilibrierte Ni*"-NTA-Sepharose (in 96-well-Filterplatten (Nunc)

vorgelegt) gegeben wurden. Nach Elution von der Ni**-Matrix wurden die Proben iiber eine
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PD Multitrap G-25 Platte (GE Healthcare) entsalzt und schlussendlich in protein low bind-
Platten (Nunc) aufgefangen (in 100 pl PBS).

5.15.2.2 Reinigung des Zielproteins TNF o

Fir die Expression und Reinigung des im Selektionsprozess (TAT-Phagen Display)
benotigten Zielmolekiils TNF a wurde nach den Protokollen von Herrn Andreas Hoffmann

verfahren (Hoffmann et al., 2010).

5.15.3 Konzentrieren und Umpuffern von Proteinlosungen

Jede Anwendung benétigt ihre speziellen Pufferbedingungen und Analytkonzentration, hierzu
musste die Proteinlosung entsprechend vorbereitet werden. Fiir die Konzentrierung von
Proteinlosungen wurden Vivaspin Zentrifugalfilter (Sartorius) mit dem Probenvolumen
entsprechenden Probenreservoiren eingesetzt (Vivaspin 4, 20, 500 mit MWCO: 3 und 5 kDa).
Umpufferungen erfolgten je nach Volumen iiber Slide-A-Lyzer Mini Dialysis Units (Thermo
Fisher Scientific, MWCO: 3,5 kDa) oder QuixSep Dialysekapseln (Carl Roth) versehen mit
einer Spectra/Por 7-Membran (Spectrum Labs, MWCO: 1 kDa), bzw. im Spectra/Por 7
Dialyseschlauch.

5.15.4 Analytische Grofienausschlusschromatographie

Fiir den qualitativen Nachweis des Komplexes aus TNF a und R3-B11 wurden je 13 pM
jedes Proteins (bei TNF o auf Trimer bezogen) mit Laufpuffer (PBS/1 mM EDTA pH 7,4),
falls n6tig mit 0,05 % Tween 20 versetzt, fiir 15 min bis 136 h bei 4 °C vorinkubiert und dann
zu 300 pl-Aliquoten aus einer 0,5 ml-Probenschleife oder einem 10 ml-Superloop auf eine
Superose 12 10/300 GL-Siule geladen. Die Trennliufe fanden an einer AKTAxplorer (GE
Healthcare) bei 4 °C und einer Flussrate von 0,6 ml/min statt. Die Detektion erfolgte bei 254
nm, 280 nm und bei Fluorescein-markiertem R3-B11 zusidtzlich bei 495 nm. Als

Kontrollexperimente wurden beide Proteinspezies jeweils einzeln iiber die Sdule gegeben.

5.15.5 Amin-spezifische Modifikation von Proteinen

Um TNF a fiir die Selektion und die Variante R3-B11 fiir spdtere Analysen zu markieren
wurden Amin-reaktive Reagenzien eingesetzt. Diese reagieren selektiv mit priméren
Aminogruppen, z.B. in Lysinseitenketten und dem N-Terminus des Proteins. Unterschiedliche
pKa-Werte ermdglichen dabei die gezielte Modifikation des Aminoterminus (Selo et al.,

1996). Dazu wurde die Proteinprobe iiber PD-10 Sephadex G25-Séulen (GE Healthcare) in
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PBS (pH 6,5) umgepuffert. Die verwendeten Chemikalien Sulfo-NHS-Biotin (Pierce
Biotechnology), NHS-Fluorescein (Pierce Biotechnology) und  6-(Fluorescein-5-carbox-
amido)-hexansdure-succinimidylester (Life Technologies) wurden nach Herstellerangaben
geldst, im 3- bis 5-fachen molaren Uberschuss zu 1,2-5,6 mg gereinigtem Protein gegeben
und anschliefend 2 h bei Raumtemperatur auf dem Rollenschiittler im Dunkeln inkubiert.
Freies Reagenz wurde iiber Vivaspin 4-Zentrifugalfilter (MWCO: 5 kDa) entfernt. Die
Effizienz der Fluoresceinylierung wurde spektrophotometrisch laut Angaben des Herstellers
ermittelt.

Zum Nachweis der Biotinylierung wurde ein pull-down-Experiment an einer Streptavidin-
Matrix durchgefiihrt und zusitzlich ein Massenspektrum bestimmt (vgl. 5.15.8). Biotinyliertes
Protein (1,5 pg) wurde auf Streptavidin-beschichteten magnetischen Kiigelchen (Life Science
Technology) immobilisiert und nach drei Waschritten mit PBST (0,05 %) gebundenes Protein
durch Zugabe von 50 pl SDS-Probenpuffer und Inkubation fiir 5 min bei 95 °C eluiert. Die
Analyse der einzelnen Schritte erfolgte per SDS-PAGE. Zu diesem Zweck wurden die
Waschfraktionen zusammengefiihrt und per TCA-Fillung konzentriert. Hierzu wurden zu
jeder Proteinprobe 500 pl 50 %ige TCA-Losung (Endkonzentration 25 %) gegeben und
15 min auf Eis inkubiert, gefolgt von 15 min Zentrifugation bei 21000 x g und 4 °C. Der
Uberstand wurde verworfen, zum Pellet 300 ul vorgekiihltes Aceton (-20 °C) gegeben und
erneut wie zuvor zentrifugiert. Das Aceton wurde anschliefend abgenommen, das Pellet an
der Luft getrocknet und letztlich in 40 pul SDS-Probenpuffer (1 x) resuspendiert. Im Falle
einer Gelbfarbung der Losung wurde 1 pl 2 M Tris zugefiigt.

5.15.6 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Wechselwirkungen von Molekiilen mit dazugehorigen Bindungsstédrken lassen sich mit Hilfe
des ELISA bestimmen. Pro Kavitit einer MTP (Nunc Medisorp) wurden dazu 100-500 ng
Zielmolekiil in 50 pl PBS iiber Nacht bei 4 °C immobilisiert. Im Anschluss an dreimaliges
Waschen mit je 300 ul PBST (0,05 %) wurden noch freie Bindestellen durch Inkubation fiir
2 h bei 22 °C und 300 rpm mit 300 ul je Kavitdt Casein Blocker (Sigma Aldrich) besetzt. Es
wiederholten sich drei Waschschritte mit 300 pul PBST (0,05 %). Dann wurden je nach
Anwendung 50 pl gereinigtes Protein (Ligand), entsprechendes Zelllysat oder Phagen-
suspension (je nach Titer bis zu 100 pl) hinzugegeben und fiir 1-2 h bei 22 °C und 300 rpm
inkubiert. Im Falle eines kompetetiven ELISA wurden Ligand und Kompetitor vor diesem
Schritt fiir mindestens 1 h bei 4 °C vorinkubiert. Es wurde erneut drei Mal mit PBST (0,05 %)

und ein Mal mit PBS gewaschen, 50 pl Peroxidase-Immunkonjugat zugegeben (verdiinnt in
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Casein Blocker) und fiir 1 h wie zuvor inkubiert (vgl. Tab.24). Als Substrat fiir die
Peroxidase wurden 50 pl/well TMB One bzw. TMB Xtra verwendet. Die Reaktion wurde
nach 5-45 min mit 25 pl 0,5 M Schwefelsdure gestoppt und die Extinktion bei 450 nm

abziiglich des 620 nm-Wertes im Plattenlesegerit gemessen.

Tab. 24: Verdiinnungen von Antikorper und Immunkonjugaten.

Immunkonjugat Antigen Verdiinnung
anti-cmyc cmyc-Peptid (EQKLISEEDL) 1:5000
anti-hgBC humanes gB-Kristallin 1:1000
anti-hgBC-Peroxidase-Konjugat humanes gB-Kristallin 1:1000
anti-His6-Peroxidase-Konjugat Hexahistidin-Peptid 1:500
anti-M13-Peroxidase-Konjugat pVIII-Protein 1:5000
Avidin-Peroxidase-Konjugat Biotin 1:2000

5.15.7 Analytische Ultrazentrifugation

Durch Gleichgewichtssedimentation kann die Molekiilmasse von einzelnen Proteinen und
deren Komplexen bestimmt werden. Hierfiir wurde die Fluorescein-markierte hgBC-Variante
R3-B11 mit verschiedenen Konzentrationen an TNF o gemischt und die Titrationsansétze vor
den Messungen 24 h bei 4 °C inkubiert. Die Proteinkonzentrationen betrugen fiir R3-B11
0,045 mg/ml und fiir TNF a 0 bis 0,173 mg/ml, als Puffer diente PBS/1 mM EDTA (pH 7,4)
versetzt mit 0,05 % Tween-20. Die Experimente wurden freundlicherweise von Herrn Dr.
Hauke Lilie an der Abteilung Technische Biochemie (Institut fiir Biochemie und
Biotechnologie, MLU Halle/Wittenberg) mittels einer analytischen Ultrazentrifuge Optima
XL-I (Beckman Coulter, Palo Alto, CA/USA) durchgefiihrt.

5.15.8 Massenspektrometrie

Die erfolgreiche Biotinylierung von Proteinen wurde {iiber die Massenspektrometrie
untersucht, dessen Prinzip auf der Trennung von ionisierten Molekiilen nach ihrem Masse-
Ladungsverhiltnis mit Hilfe elektromagnetischer Felder beruht. Der Analyse vorausgegangen
war eine Entsalzung der Proben iiber ZipTips (Merck, Darmstadt); die Probenkonzentration
betrug ca. 0,5 mg/ml. Die MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight)-Experimente wurden von Frau Dr. Angelika Schierthorn an der Abteilung
Naturstoftbiochemie (Institut fiir Biochemie und Biotechnologie, MLU Halle/Wittenberg)
durchgefiihrt.
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5.15.9 Differential Scanning Fluorimetry (DSF)

Konformationsdnderungen von Proteinen kdnnen durch ein umgebungssensitives Fluorophor
(z.B. Sypro Orange) verfolgt werden (Niesen et al, 2007). Anderungen der lokalen
Hydrophobizitdt in Molekiilen resultieren in einer hoheren Quantenausbeute und somit in
einem Anstieg der Fluoreszenz des gebundenen Farbstoffs. Mit Hilfe der DSF lassen sich so
u.a. apparente Schmelztemperaturen von Proteinen bestimmen. Thermische Uberginge
ausgehend von 10-20 pg Protein geldst in PBS (pH 7,4) wurden nach dem Protokoll von
Dominik Schneider (2009) analysiert und ausgewertet. Alle berechneten Werte sind Puffer-
korrigiert.

5.15.10 Zirkulardichroismus(CD)-Spektroskopie

CD-Spektroskopie misst die Absorptionsunterschiede zwischen rechts und links zirkular
polarisiertem Licht durch strukturell asymmetrische Stoffe (Enantiomere). So absorbiert die
Peptidbindung von Proteinen Wellenldngen zwischen 170-250 nm (Fern-UV), was Aussagen
iiber die Sekundirstruktur zuldsst, wahrend zwischen 250-300 nm (Nah-UV) aromatische
Aminoséduren vorrangig absorbieren und so die Tertidrstruktur untersucht werden kann.

Die Experimente wurden an einem Jasco J-810-Spektropolarimeter (Jasco Inc., USA) mit
Peltierelement bei 20 °C durchgefiihrt. Gemessen wurde in Quarzglaskiivetten (Hellma) mit
1 mm Schichtdicke und jeweils 5 uM Protein in 10 mM KH,PO4 (pH 7,4) unter Nutzung

folgender Parameter:

Wellenlinge: 197-260 nm Bandbreite: 1 nm
Geschwindigkeit: 10 nm/min Integrationszeit: 4s
Datenabstand: 0,5 nm Akkumulation: 20 Spektren

Alle Spektren wurden Puffer-korrigiert und nach Gl. 3 (Schmid, 1997) auf die mittlere

Elliptizitit pro Aminosdurerest normalisiert.

6-100- MW

0], = cod nas (GL 3)
[60]yrw mittlere Elliptizitit pro Aminosdurerest (deg /(cm” - dmol)
0 gemessene Elliptizitit (deg)
MW molekulare Masse des Proteins (Da)
c Proteinkonzentration (mg/ml)
d Schichtdicke (cm)
Nys Anzahl der Aminosaure
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5.15.11 Dissoziationsverhalten von TNF a (Fluoreszenz-Selbstausloschung)

Gemidll He et al (2005) wurde das Dissoziationsverhalten von TNF a-Trimeren in
Anwesenheit verschiedener Molekiile fluoreszenzspektroskopisch untersucht. Werden
TNF a-Monomere mit Fluorescein markiert, so kommt es bei der Ausbildung des
Trimerzustandes zur Selbstausloschung der Fluoreszenz aufgrund der rdumlichen Nihe der
Fluorophore. Der Einfluss verschiedener Zusdtze auf die Trimerisierung und somit
Fluoreszenz des Komplexes war Gegenstand dieses Experiments.

Dafiir wurden 30 pl pro Kavitit 190 nM Fluorescein-markiertes TNF o (vgl. 5.15.5) in eine
MTP (Greiner Standard 96F Black non-binding) vorgelegt und die Anfangsfluoreszenz
ermittelt. AnschlieBend wurden 120 ul PBS mit 0,063 % Tween-20 zugesetzt und die
Fluoreszenzemmission (Anregungsfilter: 485 nm, Emmissionsfilter: 535 nm) mit einem
Paradigm-Plattenlesegerit (Beckman Coulter) zeitlich verfolgt. Nach 12 min wurden je 5 pl
pro Kavitit PBS/1 mM EDTA (pH 7,4) oder entsprechende Proteinldsungen (je 275 uM R3-
B11, wt-hgBC-SG4 und 10F; 71 uM Etanercept) hinzugegeben, die Proben gemischt und mit
der Messung fortgefahren. Die Platte war wahrend der Messung mit einer Folie abgedeckt,
um Verdunstung zu verhindern. Als Kontrolle wurden die zugesetzten Proteine allein, ohne
markiertes TNF o, in PBSTO0,05 vermessen. Fiir die Auswertung wurden die Kontroll-
(Proteine in PBSTO0,05) von den Messwerten abgezogen und die Ansétze untereinander
normiert. Der letzte Datenpunkt vor Zugabe der Zusétze wurde von allen anderen abgezogen

und somit fiir die graphische Darstellung auf null gesetzt.
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Abb. Al: Vektoren fiir die Selektion der hgBC-Bibliothek und die Expression einzelner
Varianten. Links: Die DNA-Fragmente der hgBC-Bibliothek wurden iiber die Restriktions-
endonukleasen Agel und BamHI in das phagemid pCD87AB kloniert und anschieBend dem
Selektionsprozess im Phagen-display unterworfen. Das phagemid kodiert fiir zwei Fusionsproteine
(ssTorA-Bibliothek-Fos, PelB-glllc-Jun) die von einem bicistronischen Operon transkribiert und {iber
verschiedene Sekretionswege ins bakterielle Periplasma transportiert werden, wo letztlich
Bibliotheksvariante und gllic kovalent iiber ihre Fusion mit Jun bzw. Fos assoziieren. Cat =
Chloramphenicolresistenzgen; F1-IG = Intergen-Region des filamentésen Phagen F1; Fos-C =
Cystein-modifizierte Fos Leucin-zipper-Doméne; glllc = C-terminale Doméne des Hiillprotein III (AS
250-406) des Phagen M13; Jun-C = Cystein-modifizierte Jun Leucin-zipper-Doméne; MyCut =
Schnittstelle der Protease des myc-Epitops und der TEV-Protease; PelB = PelB Signalsequenz; pUC
ORI = ColEI (pUC)-Replikationsursprung; ssTorA = TorA Signalsequenz; Tet o/p = Tet-
Operator/Promotor-Sequenz; Tet® = Tetracyclinresistenzgen.

Rechts: Fiir die spitere Expression selektierter Varianten wurde das solubility screening-Plasmid
pETSo0Sc1.2T7lac verwendet, wobei auch hier die Klonierung des kodierenden Gens iiber Agel und
BamHI realisiert wurde. Der T7-Promotor kontrolliert dabei die wahlweise Expression einer hgBC-
Variante mit N-terminalem Hexahistidinpeptid, oder aber einer hgBC-Variante mit zusétzlicher
superfolder GFP-Fusion (sfGFP) am C-Terminus des Proteins. Ein amber-Stopp Codon zwischen
hgBC- und sfGFP-Gen ermoéglicht die separate Expression beider Konstrukte, je nach Wahl des
Expressionsstammes. F1 ori = Replikationsursprung des filamentosen Phagen F1; Kan® =
Kanamycinresistenzgen; pBR-ori = pBR322-Replikations-ursprung.
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Abb. A2: Phagen-pool-ELISA. Aus den Selektionsrunden eins bis vier wurden bakterielle Klone im
pool kultiviert, die durch sie exprimierten Phagen pripariert und jeweils 5 x 10'' Phagen mit Sigma
Blocker versetzt im ELISA verwendet. 500 ng pro Kavitdt gereinigtes TNF o bzw. Streptavidin
wurden iiber Nacht auf MTPs (Medisorp, Nunc) immobilisiert und die entsprechenden
Phagensuspensionen am Folgetag hinzugefiigt. Nach einstiindiger Inkubation erfolgte der Nachweis
der Interaktion mit Peroxidase-konjugiertem anti-pVIII-Antikérper (1:5000 verdiinnt). Sadmtliche
Werte wurden um die Hintergrundbindung des Nachweisantikdrpers an die nur mit Zielproteinen
beschichtete Platte korrigiert.
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Abb. A3: Komplexassoziation mit und ohne Tween-20. Dargestellt ist der zeitabhidngige Verlauf
der Interaktion der Variante R3-B11 mit TNF a in An- und Abwesenheit von 0,05 % Tween-20.
Hierfiir wurde die markierte Fraktion aus Abb. 23C (2.3.4) zu verschiedenen Inkubationszeiten auf 4-
12 %ige Gradientengele aufgetragen und die Intensitit des mit Fluorescein markierten R3-B11 im
Komplex densiometrisch mit der Software der Geldokumentationseinheit Bio-Vision 3000 analysiert.
In Abwesenheit von Tween-20 konnte eine Halbwertzeit von 26 h £ 5h und in Anwesenheit von
lediglich 1,7 h = 0,6 h fiir die Komplexbildung ermittelt werden.
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7 Anhang

Tab. Al: Statistische Parameter zu den Bibliotheken (y’-Test). Mit diesem Test wurde iiberpriift
inwieweit die ermittelten Werte mit den erwarteten iibereinstimmten. Je niedriger der y>-Wert, desto
besser stimmten Erwartung und Beobachtung iiberein. P-Werte grofer als 0,1 wurden dabei als
signifikant definiert, d.h. oberhalb dieses Wertes wichen beobachtete und erwartete Verteilung nicht
signifikant voneinander ab.

AS = Aminosiure; y° = Chi-Quadrat Wahrscheinlichkeitsverteilung; p = Wahrscheinlichkeit mit der
die beobachtete Verteilung der erwarteten entspricht; f = Freiheitsgrade

DNA- / Proteinebene | Lib4.1A | Lib5.1A | Lib6.1A | Lib7.1A | Lib8.1B | Lib13.1A
1N Y'=11,09 | ¥=239 | ¥*=1088 | =441 | =744
p=0,0112 | p=0,496 | p=0,0123 | p=0,220 | p=0,0591
f=3 f=3 f=3 f=3 f=3
2N Y'=245 | ¥ =12,41 | ¥*=29,11 | ¥'=543 | ¥y =0,60
p=0,484 | p=0,0061 | p<0,001 | p=0,143 | p=0,896
f=3 f=3 f=3 f=3 f=3
3K ¥ >1000 | *>1000 | ¥*>1000 | *>1000 | x> =221
p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p=0,137
f=2 f=2 f=2 f=2 f=
AS Y'=5240 | ¥ =43,89 | ¥ =4724 | ¥ =14,58 | ¥ =35,37 | " =590,88
p<0,001 | p=0,0016| p<0,001 | p=0,799 | p=0,018 | p=<0,001
=20 £=20 £=20 =20 f=20 f=18
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