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Zusammenfassung

Antikorper und deren Fragmente werden derzeit sehr erfolgreich als hochspezifische
Bindemolekiile einer Vielzahl von Zielstrukturen fiir therapeutische, analytische und auch
technische Applikationen verwendet. Besonders in technischen Einsatzgebieten, etwa als
Liganden in Affinitdtschromatographien, ist die Verwendung von Antikdrpern jedoch
aufgrund der kostenintensiven Herstellung limitiert. Durch die Verwendung artifiziell
generierter Bindeproteine konnen durch die Abfolge von Diversifizierung und Selektion
kostengiinstig herstellbare Molekiile zur spezifischen molekularen Erkennung von
Zielstrukturen generiert werden. Ein durch die hohen Affinitidten dieser Systeme
bestimmter, gemeinsamer Nachteil besteht in der Notwendigkeit harscher
Pufferbedingungen zur Desorption gebundener Zielstrukturen, was zu verringerten
Produktqualititen und EinbufBlen in der Ausbeute filhren kann. Die Eignung zur
Herstellung kiinstlicher Bindeproteine konnte fiir eine Vielzahl an verschiedenen
Gertistproteinen (scaffolds) gezeigt werden, darunter auch die Proteinklasse der By-
Kristalline (Fiedler et al. 2006; Ebersbach et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit werden neuartige kiinstliche Bindeproteine entwickelt, die auf
Ca**-sensitiven Geriistproteinen der By-Kristallin-Familie basieren. Diese Bindeproteine
fungieren als molekulare Schalter, die eine hohe Affinitit zum Zielprotein im Ca?*-
gebundenen und eine geringere Bindungsstirke im Ca**-freien Zustand aufweisen und
somit Vorteile konventioneller Systeme mit der Moglichkeit zur schonenden Desorption
der Interaktionspartner ermdglichen.

Zur Entwicklung des Bindeproteins wurden in der Literatur beschriebene Kandidaten der
Proteinfamilie der Py-Kristalline ausgewéhlt, in E. coli rekombinant produziert und
anschlieBend charakterisiert. Anhand der Ergebnisse dieser Charakterisierung wurde das
Sporenhiillprotein Protein S aus Myxococcus xanthus als aussichtsreichstes scaffold zur
Generierung Ca?’-abhiingiger kiinstlicher Bindeproteine identifiziert. Als Vorbereitung
fiir eine Bibliotheksgenerierung auf Basis des Protein S wurden Untersuchungen zur
Toleranz von Aminosdureaustauschen in den Schleifen-Regionen des Proteins
durchgefiihrt. Uber Methoden der ortsgerichteten Mutagenese wurden Varianten des
Proteins mit einzelnen Amioséduresubstitutionen definierter Lokalisation produziert und
charakterisiert. =~ Aminosdurepositionen, deren Randomisierung nur  geringe
Auswirkungen auf die Stabilitdt oder Loslichkeit des Gerlistproteins zeigten, wurden zu
zusammenhdngenden Bereichen zusammengefasst. Auf dieser Basis wurden zwei
unterschiedliche, partiell tiberlappende Oberflichenbereiche des Protein S definiert, die
sich fiir die Generierung von Diversitét als geeignet erwiesen und zwei entsprechende
Bibliotheken mit hoher Diversitdt und Funktionalitit generiert.

Eine der beiden Bibliotheken wurde ausgewihlt und fiir die selektive Anreicherung Ca**-
sensitiv bindender Varianten gegen das Modellprotein sfGFP verwendet. Nach der
Etablierung und Charakterisierung zweier unterschiedlicher display-Verfahren wurde ein
Ribosomen-display fiir die Selektion der Bibliothek eingesetzt. Zur selektiven
Anreicherung Ca**-sensitiver Bindeproteine wurde die Elution gebundener Varianten
liber die Verfiigbarkeit von Ca*" im Puffersystem realisiert.

Zur Identifizierung von Proteinvarianten mit Ca*"-schaltbarer Bindung an die Zielstruktur




sfGFP wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Verfahren zur automatisierten
Durchmusterung von Proteinvarianten der Selektionsfraktionen entwickelt und mit
hohem Durchsatz durchgefiihrt.

Eine detaillierte Charakterisierung der identifizierten sfGFP-bindenden Varianten zeigte
hohe Affinitdten und Spezifititen mit schaltbarem Charakter der Interaktionen. Die Beste
der analysierten Varianten zeigte eine Bindungsstirke im sub-nanomolaren Bereich in
Anwesenheit von Ca?". Es konnte gezeigt werden, dass in Abwesenheit von Ca*" nicht
nur die Komplexbildung der Protein S-Variante und sfGFP unterbunden, sondern auch
bestehende Komplexe dissoziiert werden konnen.

Fiir den Nachweis der praktischen Anwendbarkeit der Bindeproteine als neuartige
Liganden einer Affinitatschromatographie wurde die aussichtsreichste Protein S-Variante
auf der Oberfliche einer siulenchromatographischen Matrix immobilisiert und die Ca?*-
abhéngige Reinigung der Zielstruktur stGFP an der hergestellten Affinitdtsmatrix gezeigt.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Chromatographische Proteinreinigung

Mit zunehmendem Erfolg rekombinant produzierter Proteine fiir den Einsatz in Therapie,
Diagnostik oder Analytik steigt der Bedarf kostengiinstiger und hoch spezifischer
Reinigungsmethoden. Neben prokaryotischen Expressionssystemen erfolgt die Produktion
komplex aufgebauter Proteine oftmals auch iiber den Einsatz von eukaryotischen Systemen,
was die Entwicklung von effektiven Reinigungsstrategien die mit diesen Systemen kompatibel
sind notwendig macht (Chase 1984; Roque und Lowe 2008). Zur Herstellung eines Zielproteins
ist die Reinigung aus komplexen Gemischen notwendig. Die entstehenden Produktionskosten
der Proteinreinigung konnen mit 40-80% einen wesentlichen Anteil der Gesamtkosten
ausmachen (Ransohoff et al. 1990; Labrou und Clonis 1994; Saraswat et al. 2013).
Allgemeingiiltige Reinigungsstrategien konnen nicht definiert werden, da eine Vielzahl an
Faktoren eine Rolle spielt. Neben den intrinsischen Eigenschaften des Zielproteins wie dem
isoelektrischen Punkt, der Hydrophobizitit oder der GroBe spielt der geplante Verwendungs-
zweck ebenso eine Rolle wie die Produktionsbedingungen. Bei der Entwicklung neuer
Reinigungsstrategien gelten jedoch oftmals dhnliche Grundprinzipien. So richtet sich die
endgiiltige Produktreinheit stets nach dem Verwendungszweck und die Zahl der dafiir
notwendigen Reinigungsschritte wird minimiert, um Verluste zu verringern. Initiale
Reinigungsschritte nach Extraktion oder Homogenisation des Probenmaterials dienen oftmals
der Stabilisierung, der grundlegenden Reinigung und der Isolierung des Zielkonstruktes aus
groen Volumina.

Zur Produktion von grofen Mengen an Protein mit geringer Reinheit fiir technische
Anwendungen reichen oftmals Féllungsreaktionen aus, die kostengiinstig durchfiihrbar sind.
Mit steigendem Anspruch an Reinheit und Qualitét der Zielproteine werden haufig mehrere
Reinigungsschritte mit chromatographischen Systemen durchgefiihrt. Traditionelle
Technologien wie lonenaustausch-, hydrophobe Interaktionschromatographie oder Fallungs-
reaktionen werden zunehmend durch auf biologischen Interaktionen beruhende Technologien
ersetzt (Chase 1984; Roque und Lowe 2008). Seit der Reinigung von a-Amylase iiber
unldsliche Stirke durch Starkenstein (1910) und der Begriffsbildung der Affinitéts-
chromatographie (Cuatrecasas et al. 1968) wurde die Forschung nach neuen Liganden und
Matrices intensiviert.

Die Affinitdtschromatographie beruht auf der spezifischen und reversiblen Komplexbildung
eines immobilisierten Liganden mit dem zu reinigenden Zielprotein. Neben verwendbaren
Tragermaterialien und Immobilisierungstechniken sind daher vor allem auch die Entwicklung
neuartiger Liganden und von Desorptionsmethoden gebundener Zielstrukturen von Interesse.
So wurden bereits frith aufgrund hoher Substratspezifitit in einer Vielzahl von Applikationen
immobilisierte Enzyme verwendet. Beispiele umfassen den Einsatz von DD-Peptidase zur
Reinigung von Penicillin (Eng et al. 1995) oder von Trypsin zur Reinigung von Protease-
Inhibitoren (Fritz et al. 1970). Neben der Verwendung von immobilisierten Enzymen oder
Substraten kénnen auch weitere natiirliche Interaktionspartner fiir eine Reinigung genutzt
werden. So lassen sich z.B. fiir die Reinigung von Antikorpern oder Fc-fusionierten
Zielproteinen Immunglobulin-bindende Proteine bakterieller Herkunft verwenden. Typische
Beispiele sind die Verwendung von Protein A aus Staphylococcus aureus (Goding 1978) oder
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Protein G aus C- und G-Streptococcus-Staimmen (Bjorck und Kronvall 1984). Da Interaktions-
partner fiir Zielproteine nicht immer verfiigbar sind oder sich nicht als Ligand eignen, wurden
in den letzten Dekaden unterschiedlichste Systeme beschrieben, um eine Vielzahl an
Zielstrukturen fiir eine affinitdtschromatographische Reinigung zuginglich zu machen. Eine
Moglichkeit besteht in der genetischen Fusion des Zielproteins mit einem Peptid (tag) oder
einer Proteindoméne, die fiir eine spezifische Reinigung verwendet werden konnen (Arnau et
al. 2006; Kimple et al. 2013). So eignen sich beispielsweise poly-Histidin-Fusionen, deren
Komplexbildung mit immobilisierten Metallionen mit Affinitdten im mikromolaren Bereich
erfolgt (Porath ef al. 1975; Hochuli et al. 1987; Smith et al. 1988). Typischerweise werden
sechs (hexa-) bis acht (octa-) Histidine als Fusion verwendet. Auch konnen spezifische
Interaktionen bekannter Bindungspartner genutzt werden, etwa Antigene von Antikorpern wie
den Flag-tag (Hopp et al. 1988) oder Streptavidin-bindende Peptide wie den Strep-tag II (Voss
und Skerra 1997). Klassische Beispiele fiir die Verwendung von Fusionsproteinen sind die
Glutathion-S-Transferase (Smith und Johnson 1988), hexahistidin-SUMO-Fusionen (Butt et al.
2005) oder das Maltose-Bindeprotein (di Guana et al. 1988). Die Auswahl des zu
verwendenden Fusionskonstruktes richtet sich sowohl nach dem Zielprotein, als auch nach dem
Produktionsverfahren. So konnen zur Verbesserung der Loslichkeit von Zielproteinen Fusionen
verwendet werden, die zeitgleich eine schonende affinitdtschromatographische Reinigung
ermdglichen. So wurde iiber die genetische Fusion mit einem tandem-repeat-Protein der
N-terminalen Domine von Protein S aus Myxococcus xanthus die Loslichkeit von humanen
Proteinen erhoht und die Moglichkeit zur schonenden Reinigung {iber einen natiirlichen
Interaktionspartner ermdéglicht (Kobayashi ef al. 2009).

Vorhersagen dariiber, welches der Systeme sich fiir die geplante Applikation am besten eignet,
sind oftmals nicht moglich (Huth et al. 1997). Ein Nachteil der genetischen Fusionen mit
Peptiden oder Proteinen ist deren potentieller Einfluss auf Eigenschaften des Zielproteins.
Neben positiven Effekten wie einer verbesserten Loslichkeit des Zielproteins (Hammarstrom
et al. 2002; Nallamsetty und Waugh 2006) konnen auch Konformationsdnderungen auftreten
(Chant et al. 2005) oder die enzymatische- (Kim et al. 2001) sowie die biologische Aktivitit
(Fonda et al. 2002) beeinflusst werden. In vielen Anwendungsbereichen ist daher die
Entfernung der Affinititsfusionen nach Reinigung der Zielstrukturen notwendig. Neben
chemischen Verfahren, die hdufig iiber eine geringe Spezifitdt verfiigen und die Zielstrukturen
modifizieren konnen (Nilsson et al. 1997), werden daher vor allem enzymatische Verfahren fiir
die Entfernung von tags verwendet (Pina et al. 2014). Proteolytisch aktive Enzyme verfiigen
iiber Eigenschaften die es ermdglichen, die Zielproteine ohne zusitzliche Uberhinge von
Aminosduren zu generieren. So benotigen beispielsweise die Enterokinase (Knappik und
Pliickthun 1994) oder der Faktor Xa (Abdullah und Chase 2005) keine spezifische Sequenz
oder Aminosédure in der P1° Position des C-Terminus der Erkennungssequenz. Auch die
Spaltung von Fusionsproteinen ist im Falle der SUMO-Technologie iiber konformations-
spezifische Proteasen mdglich (Butt et al. 2005). Die zusédtzliche Last fiir das Expressions-
system im Zuge der Genepression kann jedoch zu geringeren Ausbeuten des Zielproteins
fithren. Ein Nachteil bei der Abspaltung von Affinitdtsfusionen in Produktionsprozessen sind
zusitzliche notwendige Inkubationszeiten flir die Hydrolyse. Auch kann die Ausbeute an
Zielprotein durch unvollstdndige Spaltung oder unspezifische Proteolyse sinken, was die
Zielprotein-abhidngige Optimierung der Reaktionsbedingungen notwendig machen kann.
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Dariiber hinaus ist es in der Regel notwendig, nach Spaltung der Affinitdtsfusionen einen
weiteren Reinigungsschritt durchzufiihren, um das Zielprotein in reiner Form zu erhalten.

Um unmodifizierte Zielproteine direkt aus komplexen Gemischen zu isolieren, wurden sowohl
fiir analytische als auch fiir préparative Reinigungen mit Erfolg Antikorper-basierte Systeme
verwendet (Secher und Burke 1980; Hardy et al. 2000). Die als Immunoaffinitits-
chromatographie bezeichnete Technologie verwendet immobilisierte Antikorper oder deren
Fragmente zur spezifischen und zum Teil hoch-affinen Bindung von Zielstrukturen. Typische
Affinititen der verwendeten Antikdrper zu den Zielstrukturen liegen zwischen 10-10"12 M
(Moser und Hage 2010). Hohe Affinititen der verwendeten Liganden zu den Zielstrukturen
bieten Vorteile bei der Reinigung, da sie bessere Ausbeuten bei gering konzentriertem
Zielprotein ermoglichen. Weiterhin beeinflussen die Bindungsstidrke und -kinetik fiir die
Chromatographie wichtige Prozessparameter wie die verwendete Flussrate oder Volumina fiir
Waschschritte (Grabski 2009). Seit der Entwicklung der Hybridoma-Technologie durch Kohler
und Milstein (1975) kénnen monoklonale Antikdrper generiert werden, was die Generierung
homogener Liganden fiir immunoaffinititschromatographische Verwendungen ermoglicht. Im
Gegensatz zu polyklonal produzierten Antikérpern verfligen monoklonale Antikérper tliber
identische Epitopspezifitit, Affinitdt, Stabilitdt und strukturelle Eigenschaften. Gerade fiir die
Entwicklung von Desorptionsmethoden nach Reinigung der Zielstrukturen ist die Homogenitét
der Bindung von Bedeutung, um identisch reproduzierbare Verfahren etablieren zu konnen.
Oftmals sind empirische Ermittlungen der besten Bedingungen fiir die Elution nétig, da diese
sich nicht nur nach dem verwendeten Liganden, sondern auch nach dem zu reinigenden
Zielprotein selbst und dessen weiteren Verwendungszweck richtet. Die Bindung zwischen
Antikorper und Antigen besteht aus einer Kombination aus ionischen Wechselwirkungen,
hydrophoben Interaktionen, Wasserstoftbriicken und van-der-Waals-Interaktionen und ist
vollstindig reversibel. Grundsdtzlich lassen sich Desorptionsmethoden gebundener
Zielstrukturen nach verschiedenen Prinzipien gliedern: Schwichung der bestehenden
Interaktion zwischen Ligand und Zielprotein, Entfernung von an der Bindung beteiligter
Elemente, sowie Kompetition oder Anderung der Oberflichenstruktur des Paratopes durch
Konformationsdnderungen. Eine logische Abfolge bei der Entwicklung eines
Elutionsverfahrens richtet sich nach Stringenz und Effektivitdt der Methoden (Abi-Ghanem und
Berghman 2012; Kotadia Bhargav et al. 2012). Die Methode der Wahl besteht in der
spezifischen Elution des Zielproteins durch Konformationsdnderungen des verwendeten
Liganden. Diese kann durch die Verfligbarkeit von Cofaktoren wie Metallionen oder
chelatierenden Reagenzien wie EDTA erfolgen. So kann die Bindung des gegen das FLAG-tag
gerichteten Antikdrpers M1 durch die Verfiigbarkeit von Ca?" beeinflusst werden (Einhauer
und Jungbauer 2001; Einhauer und Jungbauer 2003). Jedoch verfiigt der Antikorper in beiden
Schaltungszustinden iiber eine dhnliche Affinitdt im pM-Bereich (Einhauer und Jungbauer
2003). Fiir den Einsatz als molekularen Schalter sollten sich die Bindungseigenschaften des
Liganden in An- und Abwesenheit des Cofaktors moglichst stark unterscheiden, um eine
Reassemblierung der Zielstrukturen wéhrend der Elution zu vermeiden, da diese zu einer
Verschlechterung des Elutionsprofils und der Ausbeute fiihrt. Eine Moglichkeit zur
Verwendung einer konformations- und Kofaktor-abhéngigen Reinigungsmethode erfolgt durch
die genetische Fusion der Zielkonstrukte mit Calmodulin-bindenden Peptiden (Stotko-Hahn et
al. 1992). Das Peptid bindet mit nanomolarer Affinitit in Anwesenheit von Ca*>" an Calmodulin
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und ermdglicht daher sowohl eine effektive Bindung als auch stringente Waschschritte, was zu
einer hohen Reinheit des Endproduktes fiihrt. Nachteile des Systems liegen neben der Grofle
des Fusionskonstruktes von 26 Aminosduren auch in der Elution des Zielkonstruktes, da die
Komplexierung von Ca?* durch den Zusatz hoher Salzkonzentrationen (1 M NaCl) unterstiitzt
werden muss (Terpe 2003). Aufgrund vermehrter Bindung von Proteinen aus eukaryotischen
Expressionssystemen an Calmodulin ist diese Methode in ihren Einsatzmdglichkeiten
zusitzlich begrenzt (Head 1992; Terpe 2003).

Weiterhin konnen die Zielstrukturen auch spezifisch iiber kompetitive Methoden eluiert werden
(Fitzgerald ef al. 2011). In diesem Falle konnen wahlweise das auf dem Liganden befindliche
Paratop, oder das auf der Zielstruktur befindliche Epitop adressiert werden. In beiden Féllen
jedoch hangt der Erfolg der Elution stark von der Affinitéit des Liganden zu der Zielstruktur ab
und es muss ein hoher molarer Uberschuss des Kompetitors verwendet werden. Diese Methode
resultiert in der Regel daher in breiten Elutionspeaks (Urh et al. 2009). Haufig wird fiir die
Elution gebundener Strukturen von Liganden auf Basis von Antikdrpern auf eine Anderung des
pH-Wertes zuriickgegriffen. Durch einen Pufferwechsel auf pH2,0-2,5 werden sowohl
ionische Wechselwirkungen als auch Wasserstoffbriickenbindungen (Narhi et al. 1997) der
Bindung zerstort, unter Umstidnden jedoch auch die native Faltung der Liganden oder des
Zielkonstruktes beeinflusst. Niedrige pH-Werte werden nach der Elution schnell neutralisiert,
um die Zielproteine nicht weiter destabilisierenden Bedingungen auszusetzen. Meist konnen
jedoch keine starken Basen verwendet werden, da es sonst zu einer Aggregation der
Zielkonstrukte kommen kann (Shukla et al. 2007; Vazquez-Rey und Lang 2011). Die
Verwendung schwécherer Neutralisationssysteme fithren allerdings zu einem hdheren
Volumen fiir weitere Reinigungsschritte. Analog konnen auch basische pH-Werte verwendet
werden, sofern die Zielproteine unter diesen Bedingungen stabiler sind. Weitere Methoden
basieren auf dem Einsatz von chaotrophen Salzen, welche es ermdglichen, die Hydrathiille der
Bindungsfliache zu zerstoren (Singh et al. 2003). Auch konnen weitere denaturierende Agenzien
wie Harnstoff oder Guanidinchlorid, die zur partiellen oder kompletten Entfaltung von tertidren
Strukturen fithren, verwendet werden. Sofern das Zielprotein nicht in nativer Form fiir weitere
Analysen verwendet werden soll, kann eine Elution iiber die Zugabe von SDS vermittelt
werden.

1.2 Antikorper und kiinstliche Bindeproteine

Trotz der Moglichkeit, Antikérper und deren Fragmente als spezifische und hoch-affine
Liganden in affinitdtschromatographischen Reinigungen fiir unterschiedlichste Zielstrukturen
zu verwenden, hat diese Technologie auch Nachteile. Diese beruhen vor allem auf der
komplizierten Architektur der Antikorper, die als Multidoménenproteine von ca. 150 kDa zur
Ausbildung ihrer korrekten Konformation auf Disulfidbriicken angewiesen und
posttranslational modifiziert sind (Abbildung 1). Immunglobuline der IgG-Klasse bestehen aus
vier Untereinheiten mit je zwei identischen leichten (L-Kette, ca. 25 kDa), und je zwei
identischen schweren Polypeptidketten (H-Kette, ca. 50 kDa). Die einzelnen Ketten weisen
mehrere Immunglobulindoménen von ca. 110 Aminosduren mit vorwiegend antiparalleler beta-
Faltblattstruktur auf. Eine zentral gelegene intramolekulare Disulfidbriicke stabilisiert jeweils
die einzelnen Doménen, eine intermolekulare Disulfidbriicke assoziiert jeweils eine leichte mit
einer schweren Kette. Zwischen der Cul- und der Cu2-Doméne befindet sich eine sogenannte
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Scharnierregion (hinge), in welcher die schweren Ketten in Abhéngigkeit der Antikorperklasse
iiber zwei bis drei intermolekulare Disulfidbriicken assoziiert sind. Die leichten Ketten bestehen
aus einer variablen (VL) und einer konstanten Domédne (CrL). Die schweren Ketten der
Antikorper hingegen verfiigen iiber eine variable (Vi) und mehrere konstante Doménen. Die
Klassifizierung von Immunglobulinen erfolgt anhand der konstanten Doménen (Klasse A, D
und G: Cul bis Cu3, Klasse E und M: Cul bis Cu4).

Durch Proteolyse mit Papain oder Pepsin konnen funktionale Antikorper-Fragmente generiert
werden. Diese sind in Anwendungsbereichen einsetzbar, die nicht auf die durch das Fc-
Fragment vermittelte Effektor-Funktionen, wie die Aktivierung des Komplementsystems oder
die Induktion der Phagozytose (Janeway und Traves 1995), angewiesen sind. Durch die
resultierende geringere Grof3e der Fab-Fragmente im Vergleich zum Gesamtmolekiil bestehen
zudem Vorteile, wie einer verbesserten Gewebepenetration bei in vivo-Anwendungen oder
einer besseren Kopplungsdichte bei Immobilisierung auf festen Matrices in technischen
Applikationen.

— Fab-Fragment

— Fc-Fragment

'

Abbildung 1: Schematischer Aufbau von Immunglobulinen. Modifizierte Darstellung nach Janson (2012).

Antikorper bestehen strukturell aus jeweils zwei identischen leichten und schweren Ketten, welche untereinander durch
Disulfidbriicken verbunden sind. Der IgG1-Subtyp weist drei Konstante Doménen auf (Cu). Zwei dieser konstanten Doménen
(Cu2 und Cu3) bilden zusammen das Fc-Fragment, welches posttranslational modifiziert ist und auf welche die
Effektorfunktionen der Antikdrper zuriickzufiihren sind. Die schwere Kette CH1 bildet zusammen mit der konstanten Doméne
der leichten Kette (CL) und den variablen Doménen (VL und Vu) das Fab-Fragment. Die hypervariable Schleifenregionen der
variablen Doménen werden als complementarity determining regions (CDRs) bezeichnet und sind fiir die Antigenbindung
verantwortlich. Durch den enzymatischen Verdau durch Papain (Fab/Fc) oder Pepsin (F[ab]2/Fc) kdnnen unterschiedliche
Antikoérperfragmente erhalten werden.

O
5
@)
2

(Fab’),



1 Einleitung

Die Produktion von monoklonalen Antikérpern umfasst aufgrund der komplexen Architektur
komplizierte Klonierungsstrategien sowie die parallele Expression zweier Strukturgene und die
Ausbildung korrekter Disulfidbriicken. Prokaryotische Expressionssysteme zeigen Nachteile
bei der Produktion funktionaler Antikorper, da das im bakteriellen Zytoplasma vorliegende
reduzierende Milieu die Ausbildung von Disulfidbriicken verhindert, was die korrekte Faltung
von Antikérpern nicht zuldsst und zur Aggregation der Molekiile fiihrt. Die Produktion von
Antikorperfragmenten in prokaryotischen Zellen erfolgt daher oftmals wahlweise in Form von
inclusion bodies, was Riickfaltungsprozesse notwendig macht, oder durch die Sekretion in das
bakterielle Periplasma wihrend der Proteinbiosynthese. Da bakterielle Systeme jedoch keine
posttranslationale Glykosylierung von Proteinen ermdglichen, ist der Einsatz dieser Systeme
bei der Produktion von Antikérpern limitiert, da eine korrekte Glykosylierung fiir viele
(therapeutische) Effektorfunktionen eine Voraussetzung ist. Die Biosynthese von
monoklonalen Antikérpern erfolgt daher in der Regel in eukaryotischen Zelllinien wie den
chinese hamster ovary (CHO)-Zellen. Zusammen mit der Reinigung der Antikorper iiber
Protein A-funktionalisierte Séulen ist diese Produktionsmethode jedoch vergleichsweise
kosten- und zeitintensiv, was die Anwendung der produzierten Antikorper fiir Affinitéts-
chromatographien in groBem Maf3stab unattraktiver macht.

Um eine kostengiinstigere und leicht handhabbare Alternative zu den komplex aufgebauten
Antikorpern zu schaffen, wurde seit den 1990er Jahren an der Entwicklung kiinstlicher
Bindeproteine gearbeitet. Das Prinzip der kiinstlichen Bindeproteine dhnelt dem Konzept der
Antikorper, bei welchen sich auf einem konservierten Geriist (Vu, VL) hochvariable
Schleifenregionen (CDR 1-3) befinden. Analog wird im Falle der kiinstlichen Bindeproteinen
auf einem rigiden Geriist (scaffold) in definierten oberflichenexponierten Bereichen Diversitét
generiert. In anschlieBenden Selektions- und screening-Verfahren werden aus einer so erstellten
Bibliothek Derivate mit gesuchtem Eigenschaftsprofil isoliert. Als Geriistproteine wurden
inzwischen tiber 50 strukturell unterschiedliche Proteine verwendet (Ruigrok et al. 2011), die
iber eine vollig andere Topologie als Immunglobuline verfiigen konnen (Hey et al. 2005;
Gebauer und Skerra 2009). Kriterien zur Auswahl eines geeigneten Gerlistproteins beinhalten
neben einer einfachen Struktur vor allem auch eine hohe thermodynamische Stabilitét. In der
Regel bestehen scaffolds aus nur einer Polypeptidkette und werden nicht posttranslational
modifiziert. Viele Gerlistproteine bilden keine intrinsischen Disulfidbriicken aus, was die
zytoplasmatische Herstellung in E. coli vereinfacht. Da zudem nativ gefaltetes Protein
produziert werden kann, entfallen aufwéndige in vitro-Verfahren zur Riickfaltung, was den
Einsatz in industriellem Mallstab beglinstigt. Mit einer meist geringen Grofle von 10-30 kDa
bieten Bindeproteine nicht nur in therapeutischen Anwendungen Vorteile, sondern eignen sich
aufgrund verbesserter Effizienzen dariiber hinaus fiir den Einsatz als Ligand in
affinitdtschromatographischen Ansitzen (Ruigrok et al. 2011).

Kiinstliche Bindeproteine konnten bereits als Liganden fiir den Einsatz in Affinitéts-
chromatographien verwendet werden (Nord et al. 2000; Reina et al. 2002; Fiedler et al. 2006;
Huang et al. 2006). In der von Nord et al. (2001) beschriebenen Anwendung wurden iiber ein
Phagen-display Liganden mit nanomolarer Affinitit (100-200nM) gegen den
Blutgerinnungsfaktor VIII generiert. Diese auf der Z-Domine von Protein A beruhenden
Liganden (,,Affibody*) wurden aus einer Bibliothek mit 13 randomisierten Aminosaure-
positionen erhalten. Die Elution des gebundenen Blutgerinnungsfaktors erfolgte iiber die
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Zugabe von 50%igem Ethylenglykol bei pH 6,6. Reina et al. (2002) wéhlten fiir die
Generierung eines neuartigen Liganden fiir die Immunoaffinitdtschromatographie einen
in silico-Ansatz. Auf Basis einer PDZ-Doméne wurden bindende Varianten mit mikromolarer
Affinitdit zu Organismus-spezifischen C-terminal gelegenen Sequenzmotiven generiert.
Grundlage fiir diese Varianten bildeten computergestiitzte Berechnungen anstelle
kombinatorischer Bibliotheken. Die Immobilisierung der Liganden erfolgte iiber einen
genetisch fusionierten Hexahistidin-fag auf einer Nickel-NTA-Matrix. Die Desorption der
Zielproteine erfolgte liber kompetitive Elution mit Imidazol. Huang et al. (2006) beschrieben
hingegen die Generierung eines auf der zehnten Fibronectin-Typ-III-Domédne basierenden
Liganden (,,Monobodies®). Aus den mit Hilfe des Hefe-2-Hybrid-Systems selektierten
Varianten konnten konformationsspezifische Binder mit mikromolarer Affinitit gegen eine
Ligand-bindende Doméne des Ostrogenrezeptors a. generiert werden. Durch Avidititseffekte
bedingt konnte die Elution der Zielproteine jedoch nur liber die Zugabe von 3,5 M Harnstoff
erfolgen.

Ein kommerziell verfiigbares System zur Herstellung von Liganden fiir eine
affinitdtschromatographische Reinigung basiert auf der Generierung von Einzeldoménen-
antikorperfragmenten (VuH, Nanobody) des Kamels (,,CaptureSelect™, Thermo Fisher). Es
existieren Liganden fiir verschiedene Zielstrukturen, vor allem aber fiir die Reinigung von
Antikorpern (z.B. 1gG-Cul- oder k/A-Ketten-spezifisch). Die Liganden zeichnen sich durch
eine hohe Stabilitdt, spezifische Bindung und hohe Affinitdt aus. Fiir die Elution der
Zielstrukturen werden oftmals saure pH-Bedingungen zwischen pH 2-3 gewihlt, wobei fiir
einzelne Liganden auch hohe Salzkonzentrationen von 2 M MgCl: oder 1 M NaCl ausreichen.
Ein von Fiedler et al. (2006) verwendetes kiinstliches Bindeprotein stammte aus der Familie
der By-Kristallin-Familie und zeigte neben einer hohen Affinitdt zum Zielprotein insbesondere
eine sehr hohe intrinsische Stabilitit, was harsche Elutionsbedingungen und Regenerations-
zyklen erlaubt.

1.3 Die py-Kristallin-Familie als scaffold zur Generierung Kkiinstlicher
Bindeproteine

Die Proteinfamilie der Py-Kristalline umfasst neben Strukturproteinen der Augenlinse mit
ubiquitdrer Verbreitung in Vertebraten (Jaenicke und Slingsby 2001) weitere Vertreter in allen
drei Reichen des Lebens, wobei sie jeweils unterschiedliche Funktionen iibernehmen. So
besteht beispielsweise die biologische Funktion des humanen y-B-Kristallins (hgBC) in der
Generierung eines hohen Brechungsindex in der Augenlinse (Kumaraswamy et al. 1996).
Neben einer hohen intrinsischen Stabilitdit (Rudolph et al. 1990) weist das monomer
vorkommende Protein keine Disulfidbriicken auf und ist mit hohen Ausbeuten in
prokaryotischen Expressionssystemen produzierbar.

Aufgrund seiner Eigenschaften wurde hgBC bereits erfolgreich als Gertlistprotein genutzt, um
durch die Abfolge von Diversifizierung und anschlieBender Selektion liber Phagen-display
bindende Varianten mit Affinititen von 10°-107M gegen verschiedene Zielstrukturen zu
generieren (Fiedler und Rudolph 2001; Ebersbach ef al. 2007). Die verwendeten Bibliotheken
basierten auf der Randomisierung von acht Aminosdurepositionen des hgBC auf DNA-Ebene,
die fiir 16sungsmittelexponierte Aminosduren des Gerlistproteins auf Sekundérstruktur-
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elementen codieren. Eine hgBC-Variante mit Affinitdit im nanomolaren Bereich zu der
Prakursor-Form des humanen Nervenwachstumsfaktors (proNGF) konnte erfolgreich auf der
Oberflache einer Sdule immobilisiert und fiir eine die affinitidtschromatographische Reinigung
der Zielstruktur genutzt werden (Fiedler et al. 2006). Ahnlich wie beim Einsatz von
Antikorpern als Liganden wurde die Zielstruktur in diesem Falle iiber eine stringente Senkung
des pH-Wertes erreicht. Das Bindeprotein zeichnete sich — im Gegensatz zu vielen
Antikorpern— durch eine hohe Resistenz gegen harsche Regenerationsbedingungen unter
niedrigem pH- sowie einer NaOH- und GdnHCI-Behandlung aus.

Die Struktur des humanen yB-Kristallins ist typisch fiir die Proteinfamilie der By-Kristalline.
Das iibergeordnete Strukturmotiv besteht aus einer sogenannten greek key-Topologie (Blundell
et al. 1981), die aus zwei antiparallelen B-Faltblittern je Doméne besteht, die iiber kurze
Schleifen verbunden sind (Wistow und Piatigorsky 1988). Trotz ihrer unterschiedlichen
Ursprungsorganismen teilen die Vertreter der By-Kristallin-Familie diese typische Topologie
(Abbildung 2).

humanes yB-Kristallin Prote-in S
PDB: 2IDF PDB: 1PRR

Ciona-By-crvstallin Clostrillin M-crystallin Spherulin 3a
PDB: 2BV2 PDB: 319H PDB: 2K1W PDB: 1HDF

Abbildung 2: Bekannte Strukturen ausgewihlter Kristallin-Homologe

Darstellung der Sekundérstrukturelemente ausgewahlter Strukturen von Kristallin-Homologen. Humanes yB-Kristallin (2JDF),
Protein S (PDB: 1PRR), Ciona-By-crystallin (PDB: 2BV2), Clostrillin (PDB: 319H), M-crystallin (PDB: 2K1W), Spherulin 3a
(PDB: IHDF). Calciumionen wurden als graue Sphéren dargestellt. Fiir zwei Kristallin-Homologe, die in der
Literaturrecherche ermittelt wurden (Protein S-Homolog und Geodin), waren zum Zeitpunkt dieser Arbeit keine Strukturen
verfiigbar. Die Abbildungen wurden mit der Software VMD erstellt.
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Fiir einige Vertreter der Py-Kristalline konnte gezeigt werden, dass die jeweilige biologische
Funktion auf ihrer Fahigkeit beruht, Metallionen zu binden (Tabelle 1). So wurde
beispielsweise fiir das Sporenhiillprotein ,,Protein S aus M. xanthus eine Ca*'-abhingige und
reversible Adhdsion an der Oberflaiche von Myxosporen wiahrend deren Reifung beschrieben
(Inouye et al. 1979). Bei anderen Vertretern dieser Proteinklasse, etwa Spherulin 3a aus
Physarum polycephalum, deren Produktion durch Stressbedingungen der Zellen induziert wird,
ist die genaue biologische Funktion derzeit jedoch nicht bekannt (Jaenicke und Slingsby 2001).

Tabelle 1: Ca?*-bindende Vertreter der By-Kristallin-Familie

PDB (Apo  Molekulare Kp Ca?*

Protein Ursprungsorgansimus Quelle
und Holo) Masse [kDa] [uM]
Spherulin 3a ~ 1AG4/ 11,3 9 /200 Physarum (Clout et al. 2001)
1HDF polycephalum
Protein S IPRR/ 19,7 27/76  Myxococcus xanthus ~ (Wenk und Jaenicke
IPRS 1999)
Ciona-By- 2BV2 18,4 n.a. Ciona intestinalis  (Shimeld et al. 2005)
crystallin
M-crystallin 2K1W 9,5 35/200 Methanosarcina (Barnwal et al. 2009)
acetivorans
Clostrillin 3I9H/ 7.9 33/0,5 Clostridium (Aravind et al. 2009)
31AJ beijerinckii
. Gi la et al. 2005;
Geodin 4IAU 18,0 n.a. Geodia cydonium (Giancola et a

Vergara et al. 2013)

Die Ca*"-Bindung durch die Vertreter der Kristallin-Familie erfolgt mit Affinititen im uM-
Bereich iiber ein konserviertes Motiv, das sich in den Schleifenregionen der Proteine befindet.
Das von Aravind ef al. (2009) beschriebene Doppelklammer-Sequenzmotiv der By-Kristalline
N/D-N/D-#-#-S/T-S stellt neben den bekannten Ca’>*-bindenden Motiven, wie dem EF-Hand-
Motiv (Kretsinger 1976; Lewit-Bentley und Rety 2000) und der C2- (Rizo und Sudhof 1998)
oder EGF-Domine (Wouters et al. 2005) eine eigene Klasse dar. Topologisch stellen Doméanen
der Py-Kristalline ein doppeltes (3,1)-greek key-Faltungsmuster dar, bei welchen jeweils der
dritte von vier Faltblattstringen innerhalb eines beta-Faltblattes (c und c‘) mit dem Partner-
greek key-Motiv geteilt wird (Abbildung 3 A). Der vierte Faltblattstrang wird iiber eine
Schleife, die das Ca?’-Bindungsmotiv trigt, zuriickgefiihrt, so dass sich pro Domine zwei
gegenldufige Motive gegeniiberliegen (Abbildung 3 B).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des universellen Ca**-Bindungsmotives der py-Kristallin Familie.

(A) Modifizierte schematische Darstellung der By-Kristallin-Topologie und der Ca?*-bindenden Motive nach Srivastava et al.
(2014). Sekundirstrukturelemente wurden als Pfeile (B-Faltblattstrange) und Tonnen (a-Helix) dargestellt, Peptidstringe ohne
Sekundirstrukturen als gerade Verbindungen. Zwei Ca?" konnen pro Doméne eines By-Kristallins gebunden werden und sind
als Kreise dargestellt. Die an der Bindung der Ionen beteiligten Aminosduren wurden entsprechend farblich hinterlegt.

(B) Dreidimensionale Anordnung der Ca®*-bindenden Motive anhand einer Oberflichendarstellung der Struktur von Protein S
aus M. xanthus (PDB: 1PRR). Die farblich hervorgehobenen Aminoséduren bilden das fiir die By-Kristalline beschriebene
Sequenzmotiv Ca?"-bindender Bereiche. Je Domiine verfiigt das Protein S iiber ein aus zwei Schleifenbereichen gebildetes
Sequenzmotiv (rot und griin). Die Darstellung wurde mit der Software PyMol erstellt.

Die Verbindungen zwischen den ersten beiden Faltblattstrdngen (a—b und a‘~b‘) weisen jeweils
eine B-hairpin-Struktur auf, die ebenfalls bei der Koordination der beiden Ca®" beteiligt ist. Das
erste Ca?" wird neben dem hairpin 1 durch zwei Aminosiurereste aus der ersten Schleife (c—d)
und einem Aminosdurerest aus der zweiten Schleife (c‘—d‘) komplexiert. Analog wird das
zweite Ca®* durch hairpin 2 (a‘-b‘), zwei Aminosiureresten aus Schleife 2 (c‘~d‘) und einem
Aminoséurerest aus Schleife 1 (c—d) komplexiert.

Vergleicht man die ortliche Lage der Calciumionen publizierter Strukturen der Kristallin-
Homologe (Abbildung 2, dargestellte Sphéren) mit dem beschriebenen Konsensus-Motiv
(Aravind et al. 2009), so erkennt man eine hervorragende Ubereinstimmung. Lediglich die von
Bagby et al. (1994) in der NMR-Struktur des ProteinS (PDB: 1PRR) hinterlegten
Bindungsbereiche fiir Ca’>" weichen von dem beschriebenen Konsensus-Motiv ab (Abbildung
2, Abbildung 3). Jedoch wurden die Ca®" in der Messung nicht direkt nachgewiesen, sondern
in die Struktur hinein modelliert. Die Kristallstruktur der N-terminalen Doméne des Protein S
(PDB: INPS) zeigt zwei Ca®", die entsprechend des Konsensusmotives angeordnet sind (Wenk
et al. 1999). Protein S ist ein saures (pI=4,5) und hitzestabiles Protein, das nach einer
thermischen Denaturierung bei 100 °C fiir zwei Minuten (Inouye et al. 1981), oder nach einer
chemisch induzierten Entfaltung reversibel zuriickfaltet (Wenk und Mayr 1998). Zusammen
mit der Ca’"-abhiingigen biologischen Funktion des Proteins bieten diese Eigenschaften neue
Moglichkeiten fiir die Generierung von artifiziellen Bindeproteinen.

1.4 Generierung artifizieller Bindeproteine

Die Generierung von denovo-Bindungseigenschaften auf einem strukturgebenden
Gertstprotein (,,scaffold”) erfolgt grundlegend durch die Abfolge von Diversifizierung
l6sungsmittelexponierter Aminosaurereste und der anschlieBenden Selektion von Varianten mit
gesuchtem Eigenschaftsprofil (Ku und Schultz 1995; Hey et al. 2005; Gronwall und Stahl
2009). Neben der durch Substitution generierten Diversitidt konnen auch mehrfache Insertionen
(Souriau et al. 2005; Schilling et al. 2014) oder Deletionen Teil der Strategie zur Schaffung
eines de novo-Paratopes sein. Grundsétzlich wird angestrebt, unter Erhalt der nativen Struktur,
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der Stabilitdt und der Loslichkeit des Gerlistproteins eine moglichst grof3e potentielle Bindungs-
fliche zu generieren. Die Auswahl entsprechender Positionen des scaffolds kann durch unter-
schiedliche Kriterien erfolgen. Es kdnnen, sofern vorhanden, bereits bestehende Interaktions-
bereiche des Geriistproteins als Ausgangspunkt verwendet werden, wie es bei der Generierung
unterschiedlicher kiinstlicher Bindeproteine wie Anticalinen, Affibodies oder Affiline gezeigt
wurde (Nord et al. 1997; Kim et al. 2009; Hoffmann et al. 2012).

Auch Strukturen ohne bekannte Interaktionspartner wurden bereits erfolgreich durch eine
rationale Auswahl randomisierter Bereiche fiir die Generierung eines de novo-Paratopes
verwendet (Ebersbach et al. 2007). So kdnnen Aminosdurepositionen, welche iiber eine hohe
Substitutionstoleranz verfiigen, durch Konsensus-Untersuchung dem scaffold &hnlicher
Proteine (Binz et al. 2004) oder durch in silico-generierte Daten (Reina et al. 2002), verwendet
werden. Es wurden bereits verschiedene Strategien in der Literatur beschrieben, mit denen sich
kiinstliche Bindeproteine gegen verschiedene Zielstrukturen generieren lassen (Binz et al.
2005; Hey et al. 2005). Analog zu Antikorpern, deren CDR-Regionen aus 16sungsmittel-
exponierten Schleifen auf einem starren Geriist bestehen, wurden beispielsweise kiinstliche
Bindeproteine auf Basis der humanen Fibronectin III-Domine generiert (Koide ez al. 1998). In
anderen Ansidtzen wurden Sekundérstrukturelemente der Geriistproteine randomisiert, um
weniger flexible Bindungsfldchen zu generieren (Binz et al. 2004; Ebersbach et al. 2007) und
somit den Entropie-Verlust durch Konformationsdnderungen bei der Bindung zu verringern
(Skerra 2000).

Die Erstellung kombinatorischer Bibliotheken auf Grundlage des gewéhlten scaffolds und der
Randomisierungsstrategie erfolgt auf DNA-Ebene. Dies kann durch Primer mit NNK-Motiven
erfolgen, bei denen an N-Positionen alle vier Nukleotide vorkommen, an K-Positionen
hingegen nur Guanin und Thymidin, wodurch der genetische Code auf 32 Codons reduziert
wird. Eine weitere Methode besteht in der Verwendung trinukleotidbasierter Systeme. Durch
den Einsatz von fertigen Trinukleotiden bei der DNA-Synthese konnen die codierenden
Sequenzen fiir beliebige Aminoséduren ortsspezifisch in definierten Verhéltnissen hergestellt
werden (Virnekas et al. 1994). Neben unerwiinschten Aminosduren an bestimmten Positionen
der translatierten Bibliotheksvarianten konnen auflerdem Stop-Codons vermieden werden, um
die Funktionalitit der Bibliotheken zu erhdhen. Die theoretische Diversitit der Bibliotheken
richtet sich somit nach der Anzahl randomisierter Positionen und zugelassener Codons. Zur
spezifischen Anreicherung von Varianten aus den naiven Bibliotheken werden die Phanotypen
einzelner Bibliotheksvarianten mit threm entsprechenden Genotyp gekoppelt (display). Den
Komplexen werden anschlieBend immobilisierte oder immobilisierbare Zielstrukturen
prasentiert und bindende Bibliotheksvarianten durch die Entfernung nicht-gebundener
Varianten angereichert. Diese als bio-panning bezeichneten Verfahren konnen auf
unterschiedliche Weise realisiert werden. Etablierte Verfahren basieren auf der direkten
Kopplung der Protein- oder Peptidvarianten mit entsprechender genetischer Information auf
molekularer Ebene, wie beim Ribosomen-, (Hanes und Pliickthun 1997; Binz et al. 2004; Ueda
et al. 2010; Pliickthun 2012) mRNA- (Roberts und Szostak 1997; Cotten et al. 2012) oder CIS-
display (Odegrip et al. 2004). Eine weitere Mdglichkeit der Présentation besteht in der
Exposition der Protein- oder Peptidvarianten auf der Oberfldche von Bakteriophagen (Smith
1985; Paschke 2006), Hefe- oder Bakterienzellen (Francisco et al. 1993; Lipovsek et al. 2007,
Krongvist et al. 2008).
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Der durch diese Systeme auf die Bibliotheken ausgeiibte Selektionsdruck kann sich neben der
Anreicherung spezifisch an die Zielstruktur bindender Varianten auch auf weitere Merkmale
beziehen. Die Strategie einer Selektion umfasst neben der Prisentation einer definierten Menge
der Zielstruktur zur selektiven Anreicherung bindender Varianten auch die Zahl und Dauer der
durchgefiihrten Waschschritte sowie die Methode zur Riickgewinnung der genetischen
Information angereicherter Varianten. Weiterhin kdnnen Varianten der Bibliotheken mit
gewlinschten Eigenschaftsprofilen bevorzugt werden.

Beispielsweise kann nach erfolgter Bindung der Varianten an das immobilisierte (oder
immobilisierbare) target eine Zugabe von nicht-immobilisierbarer Zielstruktur erfolgen.
Entsprechend ihrer Dissoziationsraten werden die Bibliotheksvarianten unterschiedlich schnell
ein neues Gleichgewicht mit der vorhandenen Zielstruktur eingehen. Durch Entfernung der
nachtriglich zugegebenen Zielstruktur vor Einstellung eines Gleichgewichtes konnen
Varianten mit einer langsamen Dissoziation bevorzugt (off-rate-Selektion) werden. Zur
Favorisierung bestimmter Epitope konnen die Zielstrukturen mit maskierenden Elementen wie
bekannten bindenden Strukturen (Antikorper, Bindeproteine, Peptide oder Liganden)
vorinkubiert werden (epitope masking). Analog zu diesem Ansatz konnen auch die
Bibliotheken vor Zugabe zu den Zielstrukturen mit alternativen Strukturen vorinkubiert
werden, um unspezifisch gebundene Proteine, oder bindende Varianten unerwiinschter Epitope
selektiv zu entfernen. Ebenso konnen in bestimmten Féllen die Pufferbedingungen oder die
Verfiigbarkeit von Liganden und Detergenzien fiir die Konformation der Zielstruktur oder der
Bibliotheksvarianten von Interesse sein.

Zellfreie Technologien wie das Ribosomen-display bieten den Vorteil, dass sie vollstindig
in vitro durchgefiihrt werden koénnen und daher nicht durch die Transformationseffizienz von
lebenden Zellen limitiert werden. Dies ermdglicht den Einsatz von vergleichsweise groflen
Bibliotheken von bis zu 10'* Varianten (Amstutz et al. 2001), wohingegen typische
Transformationseffizienzen von E. coli die Bibliotheken auf eine GroBen von ca. 10'° Varianten
limitieren. Die Kopplung von Geno- und Phénotyp der Bibliotheksvarianten erfolgt im
Ribosomen-display durch die Stabilisierung der ternidren Komplexe, bestehend aus Ribosom,
mRNA und entsprechende naszente Proteinvarianten wahrend der Translation. Die DNA der
Proteinvarianten wird genetisch mit einer kurzen Abstandshaltersequenz (spacer) und einer
Ankersequenz (stalling) fusioniert und anschlieBend in vitro transkribiert. Das Design von
Ankersequenzen wie der SecM-Sequenz (Gumbart et al. 2012) verhindert wéhrend ihrer
Translation die Bildung von Peptidbindungen innerhalb des Peptidyl-Transferase-Zentrums der
Ribosomen. Zusammen mit dem Fehlen von Stop-Codons innerhalb der Sequenz wird die
Dissoziation der terndren Komplexe aus mRNA, translatiertem Protein und Ribosom
verhindert. Die Abstandshaltersequenz erlaubt dem translatierten Protein gleichzeitig das
vollstdndige Verlassen des ribosomalen Ausgangstunnels. Die terndren Komplexe kénnen
direkt fiir die Selektion verwendet werden. Die Bindung der Komplexe an die Zielstrukturen
erfolgt wahlweise in Losung an immobilisierbare (selection in solution) oder auch an bereits
immobilisiert vorliegende Zielstrukturen.

Die Riickgewinnung der genetischen Information der gebundenen Proteinvarianten nach der
Selektion in Form von mRNA kann iiber verschiedene Methoden erreicht werden. Prinzipiell
kann man zwischen der Freisetzung von terndren Komplexen (mit anschliefender RNA-
Extraktion) und der direkten Freisetzung der genetischen Information unterscheiden. So konnen
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die terniren Komplexe direkt iiber die Chelatierung der fiir die Stabilitit notwendigen Mg>*-
Ionen vollstindig dissoziiert werden. Dies 16st die Kopplung von Phidno- und Genotyp der
Varianten und ermdglicht die Weiterverwendung des gesamten vorhandenen genetischen
Materials, wihrend die Phanotypen an die Zielstrukturen gebunden verbleiben.

Durch die Beeinflussung der Bindung der Bibliotheks-Phianotypen der terndren Komplexe an
die Zielstrukturen konnen auch funktionale ternidre Komplexe freigesetzt werden. Durch die
hohere Selektivitdt der Elution konnen erneut Varianten mit gewiinschten Eigenschaften
favorisiert werden. So lésst sich beispielsweise durch enzymatische Verfahren zur Elution die
Zuginglichkeit bestimmter Schnittstellen gewéhrleisten. Auch konnen kompetitive Methoden
zur Dissoziation terndrer Komplexe verwendet werden, um etwa Varianten die gegen
bestimmte Epitope gerichtet sind, zu bevorzugen. Durch die gewihlten Pufferbedingungen oder
die Verfiigbarkeit von Kofaktoren und Liganden kann weiterhin versucht werden, die Epi- oder
Paratope direkt zu beeinflussen, um entsprechend konformations-sensitive Varianten zu
erhalten. Nach der Elution selektierter Varianten wird die mRNA iiber eine reverse
Transkription in cDNA iiberfiihrt und diese anschlieBend amplifiziert. Durch die Adaption des
Ribosomen-displays konnen neben der Bindung an eine Zielstruktur auch andere Eigenschaften
der Proteinvarianten adressiert werden. So wurden bereits Methoden zur Stabilitits- oder
Affinitdtsmaturierung von Proteinen in der Literatur beschrieben (Jermutus ef al. 2001; Zahnd
et al. 2007a; Buchanan 2012).
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1.5 Zielstellung

Die Verwendung von Antikorpern als Liganden in affinititschromatographischen Systemen
bietet aufgrund der hohen Spezifitit und Affinitit der Bindung viele Vorteile. Die
Einsatzmoglichkeiten sind jedoch durch die hohen Produktionskosten der strukturell
kompliziert aufgebauten Antikorper limitiert. Weiterhin fiithrt die hohe Bindungsaffinitit zu
notwendigen harschen Bedingungen bei der Elution der Zielmolekiile, woraus eine geringere
Ausbeute, Qualitdtseinbullen oder verminderte Sdulenkapazititen resultieren konnen. Der
Einsatz alternativer Geriistproteine fiir die Generierung von Liganden zum Einsatz in einer
Immunoaffinititschromatographie kann die Kosten im Vergleich zu Antikérpern zwar
malgeblich senken, jedoch besteht auch fiir diese Liganden die Notwendigkeit harscher
Elutionsmethoden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neue Klasse von Geriistproteinen untersucht, um deren
intrinsische Eigenschaften fiir die Generierung neuartiger Bindeproteine zu nutzen. Die
Verwendung von Ca’'-sensitiven Geriiststrukturen sollte eine schaltbare Bindung an die
Zielstruktur ermoglichen, um steuerbare Bindungszustinde des Liganden durch die
Verfligbarkeit des Kofaktors zu erzeugen. Nach der Auswahl eines Gerlistproteins aus der
Familie der py-Kristalline wurden iiber Methoden der ortsgerichteten Mutagenese
16sungsmittelexponierter Aminosdurepositionen hinsichtlich ihrer Eignung fiir die Generierung
von Diversitdt untersucht. Basierend auf diesen Ergebnissen sollte eine Oberfliche des
scaffolds definiert werden, die durch die Randomisierung ihrer Aminosdurepositionen zu einer
Bindestelle fiir Zielstrukturen entwickelt werden kann. Diese Bindungsstelle sollte in direkter
ortlicher Nihe zu den Ca**-Bindungsstellen liegen, um die Wahrscheinlichkeit zur Generierung
Ca?*-schaltbarer Bindeproteine zu erhohen.

Zur Anreicherung schaltbarer Bindeproteine aus dieser Bibliothek gegen stfGFP als Zielstruktur
musste ein geeignetes Selektionssystem etabliert und verwendet werden. Neben der
Prasentation nativer Bibliotheksvarianten musste in diesen Verfahren die Funktionalitit zur
Ca**-sensitiven Bindung sichergestellt werden, um schaltbare Varianten anreichern zu kénnen.
Fiir die Hochdurchsatzanalyse von Einzelvarianten der Selektionen sollte ein automatisiertes
Verfahren zur Analyse Ca’'-sensitiver Varianten entwickelt werden. Identifizierte
Bindeproteine mussten anschlieBend hinsichtlich ihrer Ca?"-abhingigen Bindungs-
eigenschaften gegen die Zielstruktur sfGFP charakterisiert werden.

SchlieBlich sollte durch die Verwendung eines so erstellten neuartigen Liganden in einer
Affinititschromatographie ein proof-of-principle erbracht werden. Dabei sollten die neuartigen
Bindeproteine auf einer Sdulenmatrix immobilisiert und fiir eine Immunoaffinitéts-
chromatographie verwendet werden. Die Charakterisierung der so erstellten Séule sollte
belegen dass es moglich ist, die Vorteile konventioneller auf Antikdrpern oder kiinstlichen
Bindeproteinen basierender Systeme mit einer neuartigen schonenden Desorptionsmethode
gebundener Zielmolekiile zu kombinieren.
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2. Materialien
2.1 Chemikalien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien verfligten, sofern nicht explizit
vermerkt, mindestens iiber einen Reinheitsgrad p.A. und sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2:  Liste der verwendeten Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle
2-Mercaptoethanol Applichem (Darmstadt)
AEBSF Applichem (Darmstadt)
Adenosintriphosphat (ATP) Applichem (Darmstadt)
Agarose LE Biozym (HessischOldendorf)
Agarose LEGP Biozym (HessischOldendorf)

Agarose Sieve GP
Alpha-Lactose-Monohydrat
Ammoniumchlorid
Ampicillin (Natriumsalz)
Bacto Agar

Bacto Soytone

Bacto Tryptone

Bacto Yeast Extract

Blocker BSA in TBS

Blocker protein-free

Borsaure

Bromphenolblau

10x casein blocking buffer
Calciumchlorid-Dihydrat
Carbenicillin

Cobalt (II)-Chlorid
Coomassie R250

D (+)-Glucose

Difco Select Soytone
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumhydrogenphosphat
dNTP-Mix (10 mM je Nukleotid)
EDTA

EDTA (fiir die Molekularbiologie)
EGTA

Eisen (III)-chlorid-Hexahydrat
Essigsédure

Ethanol (96%), vergillt
Ethanol, reinst

Ethanolamin

Ethidiumbromid (1%)
Formaldehyd (37%)

Glycerin

Glykogen

Biozym (HessischOldendorf)

Carl Roth (Karlsruhe)

Applichem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)
BectonDickinson (Heideberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Pierce Biotechnology (Rockford,IL,USA)
Pierce Biotechnology (Rockford,IL,USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Applichem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Applichem (Darmstadt)

Applichem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Applichem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Carl Roth (Karlsruhe)

Applichem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Applichem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Applichem (Darmstadt)

Roche Applied Science (Mannheim)
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Chemikalie Bezugsquelle
Harnstoff Carl Roth (Karlsruhe)
HEPES Applichem (Darmstadt)
Imidazol Merck (Darmstadt)
Kaliumacetat Applichem (Darmstadt)
Kaliumchlorid Carl Roth (Karlsruhe)
Kaliumdihydrogenphosphat Applichem (Darmstadt)
Kaliumhydroxid Applichem (Darmstadt)
Kanamycin-Sulfat Carl Roth (Karlsruhe)
Kupfer (II)-chlorid-Dihydrat Applichem (Darmstadt)
Laktose (a-Laktose Monohydrat) Carl Roth (Karlsruhe)
Magnesiumacetat (fiir die Molekularbiologie) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Applichem (Darmstadt)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Applichem (Darmstadt)
Mangan (II)-chlorid-Tetrahydrat Applichem (Darmstadt)
Methanol Carl Roth (Karlsruhe)
Morpholinethansulfonsdure (MES) Applichem (Darmstadt)
Natriumacetat Applichem (Darmstadt)
Natriumcarbonat Carl Roth (Karlsruhe)
Natriumchlorid Applichem (Darmstadt)
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat Applichem (Darmstadt)
Natriumdodecylsulfat (SDS) (20%) Applichem (Darmstadt)
Natriumhydroxid Carl Roth (Karlsruhe)
Natriummolybdat-Dihydrat Applichem (Darmstadt)
Natriumselenit Applichem (Darmstadt)
Natriumsulfat Carl Roth (Karlsruhe)
Natriumthiosulfat-Pentahydrat Applichem (Darmstadt)
N-Hydroxysuccinimid (NHS) Applichem (Darmstadt)
Nickel(IT)-chlorid-Hexahydrat Applichem (Darmstadt)

Orange Loading Dye (6x)
PageBlue™ Protein Staining Solution
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
rRNA,16S und 23S, E. coli

RNase Blaster Solution

RNase freies Wasser

Salzsdure (37%)

Schwefelsdure (96%)
Sulfo-NHS-LC-Biotin

SYPRO Orange
Tetracyclin-Hydrochlorid

TMB One (Peroxidase-Substrat)
TMB X-tra (Peroxidase-Substrat)

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

Applichem (Darmstadt)

Roche Applied Science (Mannheim)
Clontech Laboratories (Mountain View, USA)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Pierce Biotechnology (Rockford,IL,USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Kem-En-Tec Diagnostics (Taastrup,DK)
Kem-En-Tec Diagnostics (Taastrup,DK)

Tris (flir die Molekularbiologie) Applichem (Darmstadt)

tRNA, aus E. coli Roche Applied Science (Mannheim)
Tween-20 Applichem (Darmstadt)

Wasser, Nuklease-frei Fermentas (St. Leon-Rot)
Zinksulfat-Heptahydrat Applichem (Darmstadt)
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2.2 Oligodesoxynukleotide

Oligodesoxynukleotide wurden iiber die Firma Thermo Fisher Scientific (Ulm) im HPLC-
Reinigungsgrad bezogen. Degenerierte Oligodesoxynukleotide wurden durch die Verwendung
von Trinukleotiden synthetisiert und iiber die Firma Ella Biotech im PAGE-Reinigungsgrad
bezogen (Tabelle 3).

Tabelle 3:  Verwendete Oligonukleotide

Primer Sequenz (5' nach 3')

PS RD-Esp3l fwd CACGTCGTCTCACCATGGGTACCGGTGCAAATATTACG
PS RD-Esp3l rev.  ACCATCGTCTCAGGATCCGCTAATACGGATGCTGGAAG
ModLib_fwd CCAGACTTACGCTCCAATTC

ModLib_rev TCTGCGTTAACCGAGACTAC

T7P-RBS_fwd CGCGTATCGGTGATTCATTCTG

Spacer-SecM _rev. = CGGACCTGCACGAATGCC

PS Quant 1 fwd CCATGGGTACCGGTGCAAATATTACG

PS Quant rev GATCCGCTAATACGGATGCTGGAAG

PS_SF sense CCGGTGCAAATATTACGGTCTTTGAGA

PS SF anti CGCGTCTCAAAGACCGTAATATTTGCA

PS lib_anti GTGAATACCACGCGTCTC

PS RF1 6.1 AGCCATCATACCGGTCTCGTCTTTNNNNNNNNNNNNTTTNNN
GGCNNNCAGGTTGAGACGCGTGGTATTCAC

PS RF4 5.1 AGCCATCATACCGGTCTCAACGCANNNNNNCTGNNNNNNNN
NAACAACGAGACGCGTGGTATTCAC

PS RF5 4.1 AGCCATCATACCGGTCTCTTCTTCNNNNNNNNNCAGTTCGAT
GGTNNNGAAGTTGAGACGCGTGGTATTCAC

PS RF6 4.1 AGCCATCATACCGGTCTCTATACANNNNNNGAGCTGGAGNN

NTATGGCATTNNNAACAACGAGACGCGTGGTATTCAC

2.3 Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4:  Ubersicht iiber verwendete Plasmide

Plasmid Verwendung Resistenz Bezugsquelle
pJ201 container-Plasmid der Kanamycin DNA 2.0 (Menlo Park,
Gensynthese CA, USA)
pETAB6H Expressionsplasmid mit Kanamycin diese Arbeit

Sequenz fiir C-terminales
(His)6-Fusionspeptid, T7-
Promotor, T7-Terminator
pInSALect fs-1 Leserahmenselektion Chloramphenicol, (Schneider 2010)
Carbenicillin*

*Resistenz liegt vor, wenn Leserahmen in Abhingigkeit des verwendeten inserts korrekt ist
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Plasmid

Verwendung

Resistenz

Bezugsquelle

pET28a(+)

pET23SP

pCD87SA

Expressionsplasmid mit
Sequenz fiir C-terminales
(His)es-Fusionspeptid, T7lac-
Promotor, T7-Terminator
Expressionsplasmid mit
Sequenz fiir C-terminales
(His)s-Fusionspeptid, T7-
Promotor, T7-Terminator
Phagemid-Vektor mit Tat-
Translokationsweg

Kanamycin

Kanamycin

Chloramphenicol

Novagen® (Darmstadt)

diese Arbeit

Dr. Matthias Paschke

24 Mikroorganismen

Fiir die rekombinante Proteinproduktion, die Plasmidvermehrung und die Produktion von
MX-Sporen wurden die in Tabelle 5 zusammengefassten Mikroorganismen verwendet.

Tabelle 5: Ubersicht iiber Mikroorganismen

Organismus Genotyp Referenz
_ F— ®80/acZAM15 A(lacZY A-argF) U169 .
E. Invit 1
Dég(l; recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA i rggAenégzr) sbad,
supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl ’
E. coli (Studier und Moffatt
F- T B (rB- mB- MDE
BL21(DE3) ompT hsdSB (rB- mB-) gal dem MDE3) 1986)
£ coli endAl hsdR17(rK12—mK12+) supE44 thi-1
No a]él e(DE3) recAl gyrA96 reldl lac(DE3) Novagen® (Darmstadt)
vaBlu
F'[proA+B+laclgZAMI15: :Tnl0] (Tet")
E. coli F'proA+B+ laclg A(lacZ)M15 New England Biolabs
ER2738 zzf:: Tnl0(Tet")/ fhuA2ginV A(lac-proAB) GmbH (F'rankfurt
thi-1 A(hsdS-mcrB)S /Main)
E. coli A(merd)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 Agilent Technologies

ElectroTen-Blue

E. coli
XL1-Blue

Myxococcus
xanthus DK1622

endAl supE44 thi-1 recAl gyrA496 relAl lac

Kan' [F proABlaclgZAM15 Tnl0 (Tet))]

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44

relAllac- F’[proAB laclqZAM15 ::Tnl0]

(Santa Clara, USA)

Stratagene

(La Jolla, USA)

(Kaiser 1979)
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2.5 Helferphagen

Tabelle 6: Verwendete Helferphagen

Phage Beschreibung Bezug
M13-Phagen-Abkommling mit Mutation
M40l in Gen II. Enthdlt P154 Invitrogen (Carlsbad,
M13KO7 o .
Replikationsursprung und Kanamycin- CA, USA)
Resistenzgen
2.6 Néihrmedien

Fiir die Kultivierung von Mikroorganismen wurden die in Tabelle 7 zusammengefassten
Medien verwendet. Vor Verwendung wurden alle Nahrmedien fiir 20 min bei 121°C

autoklaviert oder sterilfiltriert. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur wurden den Medien bei
Bedarf Antibiotika zugesetzt (Tabelle 7).

Tabelle 7:  Verwendete Medien
Medium Zusammensetzung
LB-Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl*
LB-Agar LB-Medium mit zusétzlich 15 g/l Agar
SOC-Medium 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM

Ix ZY-Losung
50x M-Losung

50% 5052-Losung

1.000xSpuren-
elemente-Losung

ZYM-5052-
Autoinduktions-
Medium

CYE Medium

MMC Puffer
CYE Agar
MMC Agar
2YT

KC1,10 mM MgClz, 20 mM Glucose

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt

1,25 M Na2HPOs4, 1,25 M KH2PO4, 2,5 M NH4Cl, 0,25 M Na2SO4
25% (m/v) Glycerin, 25g/l Glucose, 100g/l alpha-Lactose-
Monohydrat

60 mM HCI, 50 mM FeCl3, 20 mM CaClz, 10 mM MnClz, 10 mM
ZnS0O4, 2 mM CoClz, 2 mM CuClz, 2 mM NiClz, 2 mM NaxMoOs,
2 mM NazSeOs3, 2 mM H3BO3

1x ZY-Losung, 1x M-Losung, 1x 5052-Losung, 2 mM MgSOs4,
0,5% Spurenelemente-LOsung

10 g/l Bacto Casitone; 5 g/ Bacto Hefeextrakt; 10 mM MOPS;
4 mM MgSOs4; pH 7,6

10 mM MOPS; 4 mM MgS0O4; 2 mM CaCl2; pH 7,6
CYE-Medium mit zusitzlich 15 g/l Bacto Agar; pH 7,6
MMC-Medium mit zusétzlich 7,5 g/l Bacto Agar; pH 7,6

17 g/l Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl

*Zur Vorbereitung elektrokompetenter Zellen wurde die NaCl-Konzentration halbiert.
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2.7 Puffer und Losungen

Alle verwendeten Puffer (Tabelle 8) wurden mit entionisiertem und gefiltertem Wasser herge-
stellt und vor Verwendung sterilfiltriert. Fiir SPR-Experimente oder Chromatographie verwen-
dete Puffer wurden zusétzlich fiir 30 min entgast. Der pH-Wert wurde nach Bedarf mit C2H402,
HCL, NaOH oder KOH eingestellt. Die Lagerung der Puffer erfolgte bei Raumtemperatur oder
bei -20 °C (Puffer fiir Selektion). Puffer fiir die Selektion wurden unter den Richtlinien RNase-
freier Arbeiten und unter Verwendung RNase-freien Wassers (Fermentas) vorbereitet.

Tabelle 8: Verwendete Puffer

Einsatz fiir Puffer Zusammensetzung
Chromatographie
HBSI-20 25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0
HBSI-50 25 mM HEPES, 150 mM NacCl, 50 mM Imidazol, pH 8,0
HBSI-500 25 mM HEPES, 150 mM NacCl, 500 mM Imidazol, pH 8,0
HBS 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4
Ribosomen-display
WB 20 mM HEPES, 100 mM KAcO, 50 mM MgCl,, pH 7,4
BWB _BSA WB mit 1x BSA Blocker in TBS (Pierce)
BWB_PF WB mit 0,9% Protein-free Blocker (Pierce)
WBCT WB mit 10 mM CaClz, 0,05% (v/v) Tween-20
SBC WB mit 24,3 mM CaClz, 0,05% (v/v) Tween-20 und 1x BSA-
Blocker in TBS (Pierce)
WBTG20 WB mit 20 mM EGTA, 0,025 pg/pl tRNA, 0,025 pg/ul
rRNA, 0,05% (v/v) Tween-20
EB40 20 mM HEPES, 100 mM KAcO, 40 mM EDTA, 0,025 ug/ul

{RNA, 0,025 pg/ul rRNA

Sonstige Anwendungen
SDS-Probenpuffer 50% (v/v) Glycerin, 250 mM Tris/HCI pH 8.0,

(5%) 5% (w/v) SDS, 0,05% (m/v) Bromphenolblau,
5% (v/v) B-Mercaptoethanol

MES 50 mM MES, 50 mM Tris/HCI pH 7,3, 2% (w/v) SDS,
2mM EDTA

MXP 10 mM Tris; 25 mM EDTA; pH 7,6

MX-Bindungspuffer 10 mM Tris; 50 mM NaCl; 1 mM CaCl2; pH 7,6
MX-Waschpuffer 10 mM Tris; 1 M NaCl; 10 mM CaCl2; pH 7,6

TAE 40 mM Tris/HAc pH 8,5 mit 2 mM EDTA

TE 10 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 8,0

HBST HBS mit 0,05% (v/v) Tween-20, pH 7.4

HBSC HBS mit 10 mM CaCl: pH 7,4

HBSCT HBS mit 10 mM CaClz und 0,05% (v/v) Tween-20 pH 7,4
HBSE HBS mit 5 mM EDTA pH 7,4

HBSET HBS mit 5 mM EDTA und 0,05% (v/v) Tween-20 pH 7,4
PEG/NaCl 20% (w/v) PEG 6000, 2,5 M NaCl

*Bei Verwendung von phosphatgepufferter Saline (PBS) wurden anstelle von HEPES 80 mM Na;HPO4 und 15 mM KH2POg4
sowie 137 mM NaCl verwendet.
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2.8

Enzyme

Verwendete Enzyme, Inhibitoren und Immunkonjugate (Tabelle 9) wurden, sofern nicht anders

vermerkt, nach Herstellerangaben eingesetzt. Die Aktivitit der SUMO-Hydrolase wurde vor

Verwendung mit bekannten SUMO-Fusionen (Bezugsquelle: Dr. Sven Pfeifer) getestet.

Tabelle 9: Verwendete Enzyme

Art

Bezugsquelle

Restriktionsenzyme

Agel
BamHI
Baul
Dpnl
Eco311
Esp3l
Scal
Xhol

Polymerasen

Phusion DNA-Polymerase
Maxima reverse Transkriptase
Pfu DNA-Polymerase

Immunkonjugate

a-Hise-Peroxidase-Konjugat (BMG-His-1)
a-M13-Peroxidase-Konjugat

a-Protein S (Huhn; polyklonal)
a-Huhn-Peroxidase-Konjugat

Sonstige

Alkalische Phosphatase (1 U/uL)
Benzonase (25 U/ul)

DNase I

Klenow-Fragment (exo-) (5 U/ul)
Lysozym (aus Hiihnereiweil3)
RNasin plus RNase Inhibitor
SUMO-Hydrolase
T4-DNA-Ligase (5 bzw. 30 U/ul)

Thermo Scientific (Langenselbold)
Thermo Scientific (Langenselbold)
Thermo Scientific (Langenselbold)
Thermo Scientific (Langenselbold)
Thermo Scientific (Langenselbold)
Thermo Scientific (Langenselbold)
Thermo Scientific (Langenselbold)
Thermo Scientific (Langenselbold)

Finnzymes (Espoo, FIN)
Thermo Scientific (Langenselbold)
Thermo Scientific (Langenselbold)

Roche Applied Science (Mannheim)
GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Davids Biotechnologie (Regensburg)
Davids Biotechnologie (Regensburg)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Novagen® (Darmstadt)

Ambion (Darmstadt)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Applichem (Darmstadt)

Promega (Mannheim)

Arbeitsgruppe Dr. Pfeifer (Halle/Saale)
Fermentas (St. Leon-Rot)

2.9

Antibiotika

Alle Antibiotika (Tabelle 10) wurden vor Verwendung sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert.

Tabelle 10:Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Konzentration Losungsmittel fiir Konzentration in
Stammlésung [mg/ml] Stammlésungen Medium [pg/ml]
Kanamycin 50 ddH20 50 (100)*
Chloramphenicol 50 EtOH (50% v/v) 50
Carbenicillin 100 ddH20 100
Tetracyclin 5 EtOH (50% v/v) 0,1

*Bei Verwendung in ZYM5052-Autoinduktionsmedien wurde die eingesetzte Kanamycinkonzentration verdoppelt.
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2.10 Kits und Standards

Verwendete Kits und Standards (Tabelle 11) wurden, sofern nicht anders vermerkt, nach

Herstellerangaben eingesetzt.

Tabelle 11: Kits und Standards

Material

Bezugsquelle

Kits

High Pure RNA Isolation Kit
LightCycler® 480 SYBR Green I Master
PUREXxpress in vitro Protein Synthesis Kit
PURExpress® Aribosome Kit

EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin

Wizard Plus SV Midiprep DNA purification Kit
Wizard Plus SV Miniprep DNA purification Kit

Wizard SV Gel and PCR Clean up System
Standards

1 kbp-DNA-Leiter

100 bp-DNA-Leiter

NuPAGE Mark 12 MW Standard
PageRuler Unstained Protein Ladder

Molekularmassenstandards:

Conalbumin (75 kDa), Carboanhydrase (29 kDa),
Ribonuklease A (13,7 kDa), Aprotinin (6,5 kDa)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
New England Biolabs GmbH (Frankfurt)

New England Biolabs GmbH (Frankfurt)
Pierce (Rockford, USA)

Promega (Mannheim)

Promega (Mannheim)

Promega (Mannheim)

Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Fermentas (St. Leon-Rot)

GE Healthcare (Uppsala, S)

2.11 Gerite und Zubehor

Sonstige verwendete Geréte und Materialien wurden in Tabelle 12 zusammengefasst.

Tabelle 12: Verwendete Gerite und Zubehor

Gerite und Zubehor

Bezugsquelle

Absorptions-Spektrophotometer
UV-Vis Spektrophotometer
DU730

Autoklav
Systec V75
Laboklav 55-190
Chromatographiesysteme
AKTAexplorer

AKTAxpress
Chromatographie-Medien:
Affinitdtschromatographie

HisTrap HP 1 & 5 ml
Ni?*-Sepharose HP
His MultiTrap FF

Beckman Coulter (Krefeld)

Systec (Wettenberg)
SHP Steriltechnik AG (Detzel)

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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Gerite und Zubehor

Bezugsquelle

Groéfenausschlusschromatographie

HiLoad 16/60 Superdex 75
prep grade

HiPrep 26/10 Desalting

Superose 12 10/300 GL

PD-10 Desalting

PD MultiTrap G-25
Elektroporationsgerdit

Elektroporator ECM 630 BTX

Geldokumentationseinheit
Bio-Vision 3000
Gelelektrophorese-Geridite

Electrophoresis Power Supply

Agarose-Gelelektrophorese

Owl B1A/B1/B2 EasyCast Mini

Gel
SDS-PAGE

XCell SureLock Novex Mini-

Cell

NuPAGE Novex Bis-Tris-Gel

(4-12%), 1 mm, 12 oder 17
Taschen

Criterion™ Dodeca™ Cell
Criterion™ 4-20% Tris/HCI
Stain-Free™ Precast Gels

Koloniepicker & Zubehor

QPix2

Qtray (X6023, X6029)
Laborautomation

Biomek FXP

Biomek 3000
Oberflichenplasmonresonanz

Biacore T100

SA-Chip

CMS5-Chip
Inkubatoren

Heraeus BK 5060 E-S

INB 400
Kleinschiittelgerdt

Vortex Genie 2
pH-Messgerit

inoLab pH720 (Elektrode:

SenTix 81)

Reinstwasseranlage

TKA MicroPure
Schiittelinkubatoren

TH 15

Innova 44R, 4230

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)
Harvard Apparatus (Holliston, MA, USA)
Vilber Lourmat (Eberhardzell)

Camlab (Cambridge, UK)

Thermo Scientific (Langenselbold)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Biorad (Miinchen)
Biorad (Miinchen)

Molecular Devices (Biberach an der Riss)
Molecular Devices (Biberach an der Riss)

Beckman Coulter (Krefeld)
Beckman Coulter (Krefeld)

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

Heraeus (Hanau)
(Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach)

Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)

WTW (Weilheim)

Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)

Edmund Biihler GmbH (Hechingen)
New Brunswick Scientific (Niirtingen)
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Gerite und Zubehor

Bezugsquelle

Sicherheitswerkbank
HeraSafe (Typ KS 12)
HeraSafe (Typ HS 12)

Plattenlesegeridte
DTX880 Multimode
Plattenlesegerit
Paradigm Multimode
Plattenlesegerét
Quarzglaskiivetten
Prazisionskiivetten
Rollenmischer
Stuart SRT9
Thermocycler
Tpersonal
LabCycler gradient 96
Thermomixer

Thermomixer comfort
Ultraschallgerdt

Vibra Cell VC 750

Sonotrode 3 oder 6 mm
Waagen

Feinanalysenwaage SI-234

Waage SI1-2002
Zentrifugen und Rotoren

Allegra X-15R

Avanti J-26XP

Biofuge Fresco 21

Galaxy Mini Mikrozentrifuge
Optima XL-A analytische
Ultrazentrifuge

Rotor An50Ti

Rotor FX-6100

Rotor JA-25.50

Rotor JA-8.100

Rotor JS-5.3

Rotor SX-4750A
real-time PCR

LightCycler® 480
LightCycler® 480
Mikrotiterplatte 96, weil3

LightCycler® 480 Verschlussfolie

Reagenz-Reservoirs
25 ml (steril)
100 ml (steril)

Thermo Scientific (Langenselbold)
Thermo Scientific (Langenselbold)

Beckman Coulter (Krefeld)

Beckman Coulter (Krefeld)

Hellma (Miillheim)
Bibby Scientific (Staffordshire, UK)

Biometra (Gottingen)
Sensoquest (Gottingen)

Eppendorf (Hamburg)

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

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

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

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

Roche Applied Science (Mannheim)
Roche Applied Science (Mannheim)

Roche Applied Science (Mannheim)

VWR (Dresden)
Laborfachhandel Schubert (Leipzig)
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Gerite und Zubehor

Bezugsquelle

Mikrotiterplatten (Kultivierung)

96-well, U-Boden, PP

96-deepwell, U-Boden, PP

96-well, U-Boden, PP, 0,5 ml
Mikrotiterplatten (ELISA)

96-well, F-Boden, PSt, MediSorp

384-well, F-Boden, PSt,
HighBind
Mikrotiterplatten (sonstige)
96-well, F-Boden, PSt,
half-area-UV
384-well, V-Boden, PP
Mikrotiterplatten (Folien und Deckel)
Abdeckfolien BREATHseal
Abdeckfolien EASYseal
Abdeckfolien Breath-easy
Aluminium seal tape
MTP-Deckel (Art.-Nr.656171)

sonstige
2 ml-Reaktionsgefilie
Protein LoBind
1,5 ml-Reaktionsgefille
Protein LoBind
Biotek-washer Elx405

Dialyseschlauch Spectra/Por-7,

MWCO 1 kDa
DNA-ExitusPlus

Dynabeads M-270 Streptavidin
Dynabeads M-280 Streptavidin
Elektroporationskiivetten (1 mm)

Membranfilter (PES, 0,22 pm)
Parafilm
pH-Indikatorstidbchen

RNase Blaster Solution

Spritzenvorsatzfilter (0,22 bzw.

0,44 pm)

Vivaspin 2-Zentrifugalfilter,
MWCO 3 kDa

Vivaspin 500-Zentrifugalfilter,
MWCO 3, 5 oder 10 kDa

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

Lock

Supor 200 PES membrane disc
filter

Zellkulturrohrchen 14 ml Tube
Einweg-Plastiksidulen
ZipTips®

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

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

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen)
Nunc (Roskilde, DK)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Biotek (Bad Friedrichshall)
Spectrum Laboratories (Rancho Dominguez, CA,
USA)

Applichem (Darmstadt)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

BTX Harvard Apparatus (Holliston, MA,USA)
Sartorius (Gottingen)

Pechiney Plastic Packaging (Chicago, IL,USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Clontech Laboratories (Mountain View, USA)

TPP (Trasadingen, CH)
Sartorius (Gottingen)

Sartorius (Gottingen)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Pall Corporation (Michigan, USA)

Greiner-Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Thermo Scientific (Langenselbold)
Merck-Millipore (Darmstadt)
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2.12 Software

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Software ist in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13: Verwendete Software

Programm und Version

Quelle

Biacore T100 Evaluation Software V.1.1
Biomek® Software 3.3

MatLab R2009b

PyMol 0.99rc6

QSoft XP

Roche Light Cycler Software 1.5.0
SAMI® Software 4.0
SnapGeneViewer

SigmaPlot 11.0

UNICORN 4.11 Control-Software
VMD 1.9

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Beckman Coulter

The Mathworks

DeLano Scientific (San Francisco, CA)
Molecular Devices (Biberach an der Riss)
Roche Applied Science (Mannheim)
Beckman Coulter

GSL Biotech LLC

Systat Software (Erkrath)

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Universitét von Illinois
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3. Methoden
3.1 Mikrobiologische Methoden
3.1.1 Verwendung von Escherichia coli

3.1.1.1  Anzucht und Konservierung

Ausgehend von Einzelklon- oder Kryokulturen erfolgte die Kultivierung von Escherichia coli
(E. coli) in LB-Medium unter Zugabe entsprechender Antibiotika (vgl. Tabelle 10) bei 37 °C.
Fiir die Vorkulturen von Genexpressionen (3.1.1.4) wurde dem Medium 0,4% (m/v) Glucose
beigefiigt. Fiir groBere Ansidtze erfolgte die Kultivierung mit 5ml Medium in
Zellkulturréhrchen bei 37 °C und 220 rpm (Schiittelinkubator Innova 44R), die Kultivierung in
96-well-Mikrotiterplatten erfolgte mit 200 ul Medium pro well (Nunc 96-well U-Boden) bei
750 rpm (Schiittelinkubator TH 15). Die kurzfristige Stammhaltung von E. coli bis zu vier
Wochen erfolgte iiber Ausstriche auf Agarplatten (Lagerung bei 4 °C). Fiir die langfristige
Lagerung wurden Kryokulturen angelegt. Fiir diese wurden Ubernachtkulturen (37 °C, 220 rpm
oder 750 rpm bei Verwendung von Mikrotiterplatten) in LB-Medium mit Glycerol mit einer
finalen Konzentration von 10-12% (v/v) versetzt. Die Kulturen wurden anschliefend in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

3.1.1.2 Herstellung kompetenter Zellen

Es wurden verschiedene Stimme des Bakteriums Escherichia coli (E. coli) verwendet, um
kompetente Zellen zu generieren. Sofern nicht anderweitig formuliert, wurden stets sterile
Materialien, Medien und Ldsungen verwendet. Fiir Kultivierungen wurden den
Bakterienstimmen entsprechende Antibiotika zugesetzt (vgl. Tabelle 5).

Elektrokompetente Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde 11 LB-Medium mit verringerter
Salzkonzentration (5 mg/ml NaCl statt 10 mg/ml) mit 10 ml einer Ubernachtkultur inokuliert.
Die Bakterien wurden bei 37 °C und 220 rpm bis Erreichen einer optischen Dichte bei 600 nm
von ODeoonm = 0,5-0,6 kultiviert. Im Anschluss an die Kultivierung wurden die Zellen fiir
60 min im Eisbad gekiihlt sowie bei 3.000xg fiir 30 min und 4 °C zentrifugiert. Alle folgenden
Schritte wurden unter stetiger Kiithlung im Eisbad oder bei 4 °C durchgefiihrt. Es folgte die
Resuspension in 800ml vorgekiihltem bidestillierten Wasser durch kontinuierliches
Schwenken der Zentrifugenbecher sowie eine erneute Zentrifugation unter gleichen
Bedingungen. Dieser Waschschritt wurde zweimal mit einer schrittweisen Reduktion des
Resuspensionsvolumens (0,5 1 und 0,2 1) mit 10% Glycerol (v/v) in Reinstwasser durchgefiihrt.
Die Zellen wurden schlielich in 800 ul 10% Glycerol (v/v) resuspendiert und zu 50 pl in
1,5 ml-Reaktionsgefdlen aliquotiert, um dann in fliissigem Stickstoff eingefroren und
bei -80 °C gelagert zu werden.

Chemisch kompetente Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen basierte auf einem modifizierten Protokoll nach
Inoue (1990). Zunichst wurden 100 ml LB-Mediums in einem 500 ml-Schiittelkolben mit 1 ml
einer Ubernachtkultur inokuliert. Die Bakterien wurden bei 20-25°C und 220 rpm bis
Erreichen einer optischen Dichte von ODeoo nm= 0,5-0,6 kultiviert und im Anschluss daran fiir
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10 min im Eisbad gekiihlt und fiir 10 min bei 2.500xg und 4 °C zentrifugiert. Das Sediment
wurde in 20 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert, fiir 10 min im Eisbad inkubiert und erneut
unter analogen Bedingungen zentrifugiert. Die Zellen wurden nachfolgend in 4 ml TB-Puffer
resuspendiert, mit 290 ul DMSO versetzt und fiir 10 min im Eisbad inkubiert. Es wurden 100 pl
Aliquots der so behandelten Zellen in 1,5 ml-ReaktionsgefdBlen in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.1.1.3 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Die Methode zur Transformation von E.coli mit Plasmid-DNA richtete sich nach der
Herstellung der kompetenten Zellen. Zur Einschitzung von Transformationseffizienzen wurden
10-100 pl Zellsuspension auf Agarplatten ausplattiert und nach Inkubation iiber Nacht bei
37 °C ausgezihlt.

Transformation elekrokompetenter Zellen

Zur Transformation elektrokompetenter Zellen wurde ein aufgetautes Aliquot mit 1 ul DNA-
Losung (Ligationsprodukt oder gereinigtes Plasmid) versetzt und in eine vorgekiihlte Kiivette
(Spaltbreite 1 mm) liberfiihrt. Die Elektroporation wurde entsprechend der E. coli-Stdmme mit
folgenden Einstellungen durchgefiihrt:

Tabelle 14: Transformationsbedingungen

E. coli ElectroTen- andere
Blue E. coli-Stimme
Spannung [kV] 2250 1800
Widerstand [Q] 100 100
Kapazitét [uF] 25 25

Nach der Elektroporation wurden die Zellen schnellstmoglich in 1 ml vorgewarmten SOC-
Medium aufgenommen und anschlieend fiir 30—60 min bei 37 °C und 750 rpm in einem 2 ml-
Reaktionsgefdl im Thermomixer inkubiert. Fiir Standard-Klonierungen oder analytische
Zwecke wurden anschlieBend 10—-100 ul Zellsuspension auf LB-Agarplatten unter Verwendung
entsprechenden Antibiotika (Tabelle 10) ausplattiert und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Fiir
Leserahmenselektionen (3.3.1) wurde die Zellsuspension komplett auf QTrays mit LB-Agar
ausplattiert und die Zellen bei 30-37 °C iiber Nacht inkubiert.

Transformation chemisch kompetenter Zellen

Zur Transformation chemisch kompetenter Zellen wurde ein auf Eis aufgetautes Aliquot mit
bis zu 5 pl DNA-Losung versetzt und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock
fiir 30 s bei 42 °C im Wasserbad. Im Anschluss daran wurden die Zellen erneut fiir 2 min auf
Eis gestellt und anschlieBend in 1 ml vorgewdrmten SOC-Medium aufgenommen. Es folgte
eine Inkubation fiir 3045min bei 37°C und 750rpm in 2 ml-Reaktionsgefilen im
Thermomixer, bevor 100-1.000 ul der Zellsuspension auf antibiotikahaltigen Agarplatten
ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert wurden.
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3.1.1.4  Heterologe Expression rekombinanter Proteine

Schiittelkolben

Zur Herstellung rekombinanter Proteine in groerem Mafstab wurden E. coli-Zellen in
Schiittelkolben mit Schikanen verwendet. Das maximal eingesetzte Kulturvolumen betrug 10—
20% des Kolbenvolumens. Als Inokulum wurden Vorkulturen aus LB-Medium mit 0,4% (w/v)
Glucose und entsprechenden Antibiotika verwendet. Die Vorkulturen wurden zunichst fiir 8—
10 Stunden bei 37°C und 220 rpm in Kultivierungsrohrchen oder Kolben mit Schikanen
inokuliert. Die autoinduzierenden Expressionskulturen in ZYMS5052-Medium (Studier 2005)
wurden davon ausgehend 1/100 (v/v) inokuliert und anschlieBend bei 220 rpm fiir 17-20 h und
25-37°C inkubiert. Das Autoinduktionssystem basiert auf einem diauxischen Effekt bei
Umstellung des Metabolismus von Glucose auf Lactose, wobei Glycerol als Kohlenstoffquelle
verfligbar ist, so dass die Lactose nicht vollstdndig umgesetzt wird und durchgehend als inducer
dient. Als Nebenprodukt des Lactose-Metabolismus féllt Allolactose an, welche durch die
Bindung an den /ac-Repressor den lac-Operator der Expressionsplasmide induziert. Es erfolgte
die Zellernte bei 3.000xg und 4 °C fiir 20 min. Die Biofeuchtmasse wurde bis zur Verwendung
bei -80 °C gelagert.

Mikrotiterplatten

Die parallele Herstellung rekombinanter Proteine erfolgte iiber die Kultivierung in 500 pl 96-
well-Platten (Nunc) oder in 2 ml-deepwell-Mikrotiterplatten. Ausgehend von Fliissigkulturen
(3.1.1) wurden 200 pl (deepwell: 500 ul) ZYMS5052-Autoinduktionsmedium (Studier 2005)
automatisch tliber das colonypicker-System QPix2 (Programm: replicating unter Verwendung
von high-capacity pins), oder manuell 1/100 (v/v) inokuliert. Die Mikrotiterplatten wurden
anschlieend mit einer atmungsaktiven Folie versiegelt und fiir 16-22 h bei 750 rpm und 30—
37 °C inkubiert. Die Zellernte erfolgte bei 3.000xg und 4 °C fiir 20 min, die Biofeuchtmasse
wurde bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.1.1.5 Zellaufschluss

Der Zellaufschluss nach erfolgter Genexpression (3.1.1.4) erfolgte iiber eine Kombination
enzymatischer und physikalischer Faktoren. Die Biomasse wurde zundchst in Phosphat- oder
HEPES-gepufferter Saline bei pH 8,0 (siche 2.7) resuspendiert. Bei préparativen Ansitzen fiir
die Reinigung iiber Nickel-Chelat-Séaulen enthielten die Puffer zusétzlich 20 mM Imidazol. Bei
Kultivierung in Mikrotiterplatten wurden feste Volumina an Puffer verwendet (200 pl/well bei
Verwendung von Nunc U-Boden Mikrotiterplatten und 500 ul bei Kultivierungen mit 1 ml
Kulturvolumen in deepwell-Platten). Zentrifugierte Zellen aus Kultivierungen in
Schiittelkolben wurden in 2-5ml Puffer pro Gramm Biofeuchtmasse resuspendiert. Die
resuspendierten Zellen wurden mit Lysozym (auf 200 pg/ml) versetzt und fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert (Rollmischer oder Schiittelinkubator).

Zellaufschluss tiber Ultraschall

Der Aufschluss tliber Ultraschall erfolgte unter stindiger Kiihlung der Proben im Eisbad. Fiir
Probenvolumina unter 1 ml wurde eine 3 mm Sonotrode verwendet, fiir groBBere Volumina (1-
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10 ml) eine Sonotrode mit 6 mm. Es wurden fiinf Pulse a 20 s mit 30-sekiindiger Pause bei einer
Amplitude von 21% durchgefiihrt.

Zellaufschluss iiber Gefrier/Tau-Zyklen

Mit den resuspendierten, in versiegelten 500 ul 96-well-Platten (Nunc) oder in 50 ml-Réhrchen
vorliegenden Zellen wurden stets vier Gefrier/Tau-Zyklen durchgefiihrt. Hierbei wurden die
Lysate fiir 5 min in fliissigem Stickstoff inkubiert und anschlieSend im temperierten Wasserbad
(30 °C) oder im Schiittelinkubator (Mikrotiterplatten 30—40 °C) fiir 10 Minuten aufgetaut.

Nach erfolgtem Zellaufschluss wurde den Lysaten 2 mM MgSOs4, 10 U/ml Benzonase, sowie
0,5mM eines Serinproteaseinhibitors (PMSF oder AEBSF) zugegeben, bevor sie auf dem
Rollmischer oder im Schiittelinkubator (Mikrotiterplatten) fiir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert wurden. Die Abtrennung von unloslichen Bestandteilen erfolgte iiber einen
Zentrifugationsschritt fiir 30 min bei 4 °C und 50.000%g in 50 ml-Réhrchen oder bei 4.000xg
in Mikrotiterplatten.

3.1.2 Verwendung von Myxococcus xanthus

3.1.2.1  Anzucht und Konservierung

Samtliche Kultivierungen von Myxococcus xanthus (MX) wurden unter Lichtausschluss bei
32 °C durchgefiihrt. Bei Verwendung von Submerskulturen wurden stets Schiittelkolben ohne
Schikanen verwendet. Das Kulturvolumen betrug dabei nicht mehr als 5% des
Kolbenvolumens.

Die Lagerung des Organismus erfolgte ausschlieflich in Form von Kryokulturen. Zur
Herstellung wurden native Zellen oder chemisch induzierte Sporen aus Submerskulturen
verwendet. Ausgehend von Agarplattenkulturen wurden zundchst 50 ml CYE-Medium
inokuliert. Nach Wachstum fiir 18 h bei 32 °C und 160 rpm wurden die Zellen bei 3.000xg und
4°C fir 15 min zentrifugiert und anschlieBend in 10 ml CYE-Medium resuspendiert. Zur
Erstellung einer Lebendkultur wurde den Zellen 2,5 ml DMSO (final 20% (v/v)) zugegeben
und die Kulturen bei -80 °C gelagert. Zur Generierung einer Sporenkultur wurden 4 ml der in
CYE-Medium resuspendierten Zellen 200 pl DMSO auf 0,05% (v/v) zugegeben und bei 32 °C
und 160 rpm iiber Nacht inkubiert. Im Anschluss daran wurde den Zellen erneut 800 ul DMSO
(Endkonzentration 20% (v/v)) zugegeben und 1 ml Aliquots bei -80 °C gelagert.

3.1.2.2  Herstellung von Myxosporen

Myxosporen fiir Bindungsanalysen von Protein S-Varianten (3.4.10) wurden unter
ndhrstofflimitierten Bedingungen hergestellt. Es wurden sowohl Emerskulturen auf
Minimalagar als auch Submerskulturen nach Rosenbluh (1989) verwendet. Beide Arten der
Herstellung fiihrten zu Protein S-enthaltenden und -bindenden Sporen, wie sie fiir die Klasse
der fruchtkorperbasierten Sporen beschrieben wurden (White 1975), und sich in ihren
Eigenschaften von chemisch induzierten Sporen unterscheiden (Dworkin und Gibson 1964).

Zur Herstellung wurden M. xanthus-Kryokulturen zunédchst auf Vollmedium-Agar (CYE-Agar)
ausgestrichen und fiir 72 Stunden unter Lichtausschluss bei 32 °C inkubiert. Die Kulturen
wurden im Anschluss daran mit Minimalmedium (MMC) abgespiilt und kurz zentrifugiert. Fiir
Emerskulturen wurde der Uberstand auf Minimalmedium-Agar getropft und 5 Tage inkubiert.
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Im Anschluss daran wurden die gebildeten Sporen mit Minimalmedium abgeschwemmt und
analog zu den Submerskulturen gereinigt. Fiir Submerskulturen wurde Minimalmedium MMC
in schikanefreien Schiittelkolben (25 ml Medium in Kolben mit 500 ml Fassungsvermdgen) mit
den abgeschwemmten Kulturen inokuliert und fiir 5 Tage bei 300 rpm und 32 °C inkubiert.
Die Reinigung der hergestellten Sporen erfolgte fiir beide Kultivierungsstrategien analog und
diente der Entfernung des natiirlich produzierten und gebundenen Protein S von der
Sporenoberfliche. Die Sporen wurden nach der Kultivierung durch Zentrifugation geerntet
(5.000xg fiir 10 Minuten bei 4 °C). Das Medium wurde im Anschluss daran verworfen und die
Sporen iiber einen Ultraschall-Puls (15 s, 30% Amplitude) in 25 ml kaltem EDTA-enthaltenden
Tris-Puffer (MXP) resuspendiert. Dieser Waschvorgang wurde anschlieBend dreimal mit
Hitzeschritten nach Resuspension der Sporen (10 min bei 70 °C im Wasserbad) wiederholt.
Final wurden die Sporen in 1 ml MXP aufgenommen und schlielich in einem Autoklaven
inaktiviert (121 °C, 20 min). Die so hergestellten Sporen waren nicht mehr keimfahig, behielten
jedoch die Eigenschaft, Protein S zu binden. Nach Inaktivierung wurden die Sporen bei
17.000xg und 4 °C fiir 5 min geerntet und final in 300 ul MXP resuspendiert. Die Lagerung
erfolgte bei 4 °C.

3.2 Molekularbiologische Methoden
3.2.1 Enzymatische Spaltung und Dephosphorylierung von DNA

Die enzymatische Spaltung doppelstringiger DNA erfolgte stets in, nach Herstellerangaben der
verwendeten Enzyme, gepufferten Systemen mit den empfohlenen Temperaturen. Die
eingesetzten Enzymmengen wurden so gewdhlt, dass sie in Bezug auf die eingesetzte DNA-
Menge und die Reaktionszeit in mindestens dreifachem Uberschuss vorlagen, jedoch nie einen
hoheres Volumen als 10% (v/v) des Gesamtvolumens betrugen. Nach beendeter Reaktion
wurden die Enzyme thermisch inaktiviert (wahlweise 20 min bei 65 °C oder 10 min bei 80 °C).
Bei enzymatischen Spaltungen von Plasmid-DNA wurde der Ansatz mit Alkaliner Phosphatase
versetzt (1 U/ug DNA), um die 5’-Enden zu dephosphorylieren und somit den Anteil an
Religierungen zu verringern. Die Dephosphorylierung erfolgte wahlweise zeitgleich mit der
Restriktionsspaltung oder im Anschluss daran fiir mindestens 30 min bei 37 °C. Geschnittene
DNA-Molekiile wurden nach erfolgter Reaktion iiber Agarose-Gelelektrophorese (3.2.3) mit
anschlieBender Gelextraktion (3.2.5) gereinigt.

3.2.2 Ligierung von DNA

Die iiber enzymatische Spaltung erhaltenen DNA-Fragmente mit kompatiblen Uberhiingen
(3.2.1) wurden durch den Einsatz von T4-DNA-Ligase ligiert. Lineare Fragmente wurden in
dquimolaren Konzentrationen eingesetzt, bei Klonierung von Vektoren wurde ein Verhéltnis
von 1:3 (Vektor:Insertionsfragment) eingehalten. Eingesetzte Konzentrationen an DNA und
Puffern entsprachen den Herstellerangaben. Zusitzlich wurde den Reaktionsansitzen 5 mM
ATP zugesetzt. Die Reaktion erfolgte fiir 10—16 h bei 16 °C und wurde durch die thermische
Inaktivierung des Enzyms bei 65 °C fiir 10 min beendet. Ligierungsansétze wurden wahlweise
direkt fiir Transformationen von E. coli-Zellen verwendet (3.1.1.3), oder zunéchst iiber eine
Ethanolféllung (3.2.6) gereinigt.
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3.23 Agarosegelelektrophorese

Die Trennung von DNA-Fragmenten zu analytischen und priparativen Zwecken erfolgte liber
eine Agarosegelelektrophorese. Alle DNA-Gemische wurden vor der elektrophoretischen
Trennung mit %4 ihres Volumens 6xOrange Loading Dye (New England Biolabs GmbH)
versetzt. Fiir Fragmente >400 bp wurde 1-2%ige (w/v) LE-Agarose verwendet, fiir Fragmente
von 60-700bp 2-3%ige (w/v) Sieve-Agarose. Die Trennung von Fragmenten unter 60 bp
wurde mit 5,5%ige (w/v) SieveGP-Agarose durchgefiihrt. Die Herstellung der Gele erfolgte
stets in dem verwendeten Laufpuffer (TAE Puffer). Fiir préparative Anwendungen wurde
Agarose des Reinheitsgrades genetic pure (GP) verwendet. Die elektrophoretische Trennung
erfolgte in horizontalen Gelen mit einer Spannung von 5-6 V/cm fiir 1-2 Stunden. Zur
Visualisierung der DNA nach durchgefiihrter Elektrophorese wurde das Agarosegel fiir 20—
30 min in einer frisch hergestellten Ethidiumbromid-Losung (2 pg/ml in TAE) geschwenkt und
anschlieBend iiber das BioVision 3000-Geldokumentationssystem analysiert.

3.24 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Sowohl fiir die Identifikation, Amplifikation oder Modifikation von Genabschnitten wurde die
Polymerase-Kettenreaktion verwendet (Mullis und Faloona 1987). Zum Einsatz kamen im
Rahmen dieser Arbeit Pfu- und Phusion-DNA-Polymerasen. Die Verwendung der Polymerasen
erfolgte nach Herstellerangaben, wobei die genauen Reaktionsbedingungen je nach
verwendeter Kombination an template-DNA, Primern und Polymerase variierten. Die
Hybridisierungstemperatur richtete sich nach der Sequenz der verwendeten Primer, die Dauer
der DNA-Amplifikation nach der verwendeten Polymerase und der Gesamtgrofe des zu
amplifizierenden Konstruktes (Phusion: 15-30 s/kbp, Pfu: 60 s/kbp).

Einem initialen Denaturierungsschritt folgten 20-35 Zyklen Denaturierung, Hybridisierung und
DNA-Synthese, sowie eine finale DNA-Amplifikation. Verwendete Reaktionsvolumina fiir
PCR-Ansitze iiberschritten nie mehr als 50 ul pro 200 pl PCR-GefaB.

3.2.4.1 Amplifikation von Genabschnitten

In Tabelle 15 dargestellt befindet sich eine Ubersicht iiber typische Reaktionsbedingungen fiir
PCR-Amplifikationen.

Tabelle 15: Ubersicht iiber typische PCR-Reaktionsbedingungen

Reagenz Verwendung Schritt Zeit Temperatur
pro 50 pl Ansatz [s] [°C]
template DNA 1-50 ng Initiale Denaturierung | 120 95-98
Primer 1 0,5 uM Denaturierung 10 95-98
Primer 2 0.5 uM Hybridisierung 15 50-68 f 20-35
Polym(el;\egeP-Puffer 0 21 x M Amplifikation 7-25 72 Zyklen
m
’ Finale Amplifikati 120 72
Polymerase 02-1U fnate Ampritkation
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3.2.4.2  Ortsgerichtete Mutagenese

Ortsgerichtete Mutagenesen erfolgten in Anlehnung an das Protokoll des QuikChange® Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Dieses Verfahren wurde wahlweise manuell oder tiber
ein im Rahmen dieser Arbeit automatisiertes Verfahren fiir die PCR-Vorbereitung auf einem
Biomek 3000-Laborroboter durchgefiihrt. Typische Reaktionsbedingungen fiir ortsgerichtete
Mutagenesen wurden in Tabelle 16 zusammengefasst.

Tabelle 16: Ubersicht iiber typische Bedingungen fiir ortsgerichtete Mutagenesen

Reagenz Verwendung pro Schritt Zeit Temperatur
50 ul Ansatz [s] [°C]
template DNA 5-50 ng Initiale 120 95
Primer 1 0,5 uM Denaturierung
Primer 2 0,5 uM Denaturierung 15 95
Polymerase-Puffer 1% Hybridisierung 15 55 = 12-15
dNTP 0,2 mM Amplifikation | 60/kbp 68 | Zyklen
Pfu-Polymerase 0,1U Finale 120 68
Amplifikation

In Anschluss an die durchgefiihrte PCR zur ortsgerichteten Mutagenese wurden die Ansétze
mit 10 U Dpnl versetzt und fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Es wurde 1 pl des Ansatzes
direkt fiir die Transformationen von E. coli-Zellen (3.1.1.3) verwendet.

3.24.3 Einzelkolonie-PCR

Zur Verifikation von DNA mit bestimmter Sequenz in einzelnen bakteriellen Klonen wurde
eine Einzelkolonie-PCR mit Pfu-DNA-Polymerase und zielsequenzspezifischen Primern
durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen betrug 10 ul, die Konzentration der eingesetzten
Reagenzien entsprach den Herstellerangaben. Als template-DNA wurde eine einzelne E. coli-
Kolonie verwendet.

3.2.5 DNA-Isolierung aus Zellen, Agarosegelen oder PCR-Ansiitzen

Zur Isolierung von DNA wurden Kits des Herstellers Promega nach Herstellerangaben
verwendet. Fiir Praparationen von Plasmid-DNA aus E. coli im kleinen Maf3stab wurde das
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System verwendet, bei gro3eren Préparationen das
Wizard Plus SV Midipreps DNA Purification Kit. Zur Isolierung von DNA nach Reinigung iiber
Agarosegele (vgl. 3.2.3) oder nach durchgefiihrter PCR-Amplifikation (3.2.4) wurde das
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System verwendet. Die Elution der DNA von den Silica-
Saulen erfolgte in allen Fallen wahlweise iiber Nuklease-freies Wasser oder in 10 mM Tris-
Puffer pH 8,0. Die Reinigung sehr kleiner Fragmente (unter 100 bp) aus Agarosegelen erfolgte
liber Agarase-Verdau mit anschlieBender Ethanolfillung (3.2.6). Hierfiir wurde die Agarase
nach Herstellerangaben verwendet. Die ausgeschnittenen Gelbanden wurden zunéchst bei
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62 °C gelost und anschlieBend auf 42 °C temperiert. Dem Ansatz wurden 2 U Agarase pro
100 mg Agarose zugesetzt und fiir 2 h bei 650 rpm im Thermomixer inkubiert. Anschliefend
wurde 1/3 des Volumens an Ammoniumacetat (10 M) hinzugegeben und der gesamte Ansatz
fiir 10 min bei 4 °C und 10.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir eine Ethanolfillung
(3.2.6) ohne weitere Zugabe von Salzen verwendet.

3.2.6 Ethanol-Fillung von DNA

Zur Konzentrierung und Reinigung von DNA-L6sungen wurde eine Ethanolprézipitation
verwendet. Die wissrige Nukleinsdurelosung wurde zunédchst mit dem 2,5-fachen Volumen an
Ethanol (100% reinst, -20 °C) sowie mit 3,3 M Natriumacetat (finale Konzentration 0,1 M) und
optional mit 5% (v/v) Glykogen als Fillungshilfe versetzt. AnschlieBend erfolgte eine
Inkubation fiir 1-12 Stunden bei -20 °C. Nach Zentrifugation (21.000xg, 30 min, 4 °C) wurde
der Uberstand vorsichtig abgenommen und verworfen. Das Prizipitat wurde ein- bis zweimal
mit gleichem Volumen an Ethanol (70%, -20 °C) gewaschen und anschlie3end fiir 30 min bei
37 °C getrocknet. Die so behandelte DNA wurde final in 10-50 ul Nuklease-freien Wassers
oder 10 mM Tris-Puffer pH 8,0 resolubilisiert.

3.2.7 Photometrische Konzentrationsermittlung von Nukleinsiuren

Die Konzentrationsermittlung von DNA-Ldsungen erfolgte iiber UV/Vis-Spektroskopie. Fiir
die Proben wurde ein pufferkorrigiertes Spektrum von 240-330 nm in Quarzkiivetten (Firma
Hellma mit 1 cm Weglénge) vermessen. Der Zusammenhang der DNA-Konzentration ergibt
sich nach dem Gesetz von Lambert-Beer mit:

Gleichung 1: Ermittlung der DNA-Konzentration nach Lambert-Beer

AZ60nm = €260 nm X cXd (Gleichung 1)

Az60 nm = Extinktion bei 260 nm korrigiert um die Extinktion bei 320 nm

£260nm = molarer Extinktionskoeffizient bei 260 nm [ng*:c —|

d = Weglinge des Strahlengangs [cm], ¢ = Konzentration [ng/pl]

ul
ngxcm

Als Extinktionskoeffizient fiir doppelstringige DNA wurde der Wert 0,02 |
(Lottspeich 2006).

] verwendet

3.2.8 Sequenzierung von DNA

Sequenzierungen von Plasmid-DNA oder PCR-Produkten wurden von den Firmen GATC
(Konstanz) oder Qiagen (Hilden) durchgefiihrt.

33 Prisentation von Proteinen iiber Phagen-display und evolutioniire Selektion
durch Ribosomen-display

Zur Anreicherung von Proteinvarianten mit gesuchtem Eigenschaftsprofil aus groBen
Bibliotheken kdnnen sowohl evolutionére in vivo-Selektionssysteme wie das Phagen-display
(Smith 1985; Paschke 2006), als auch in vitro-Verfahren wie das Ribosomen-display (Hanes
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und Pliickthun 1997) verwendet werden. Grundlage aller Verfahren ist die Kopplung von
Phinotypen der Bibliotheksvarianten mit ihren entsprechenden Genotypen. So werden zur
Selektion mittels Ribosomen-display (RD) zunéchst stabile terndre Komplexe aus naszenter
Peptidkette, Ribosom und mRNA gebildet. Diese Komplexe werden anschlieBend hinsichtlich
der Bindung der prisentierten Proteinvarianten gegeniiber einer immobilisierten Zielstruktur
(target) selektiert. Zur Riickgewinnung der genetischen Information nach erfolgter Selektion
werden die ternidren Komplexe zerstort und die mRNA isoliert. Uber reverse Transkription mit
anschlieBender cDNA-Amplifikation konnen die verbleibenden Proteinvarianten als neue
DNA-Bibliothek gewonnen werden. Diese Bibliothek kann nun in einem erneuten RD-Zyklus
verwendet, oder nach Klonierung in ein Expressionssystem analysiert werden.

3.3.1 Erstellung einer Protein S DNA-Bibliothek

Zur Generierung von Bibliotheken auf Basis des Protein S wurde ein modulares System
verwendet. Bereiche des Gens nahe der Ca?*-bindenden Motive (Aravind et al. 2009) wurden
ausgewahlt, um Diversitdt zu generieren (Abbildung 4 A+B). Die Auswahl basierte auf
Ergebnissen durchgefiihrter Analysen zur Charakterisierung von Varianten des Protein S zur
Identifikation geeigneter Aminosdurepositionen (Abschnitt 4.2). Es wurden im Rahmen dieser
Arbeit zwei Protein S-Bibliotheken generiert, die in der Summe jeweils iiber 15 randomisierte
Positionen (Losungsmittelexposition wt-Protein S: ~1300 und ~1160 A?) verfiigten (Abbildung
4 A).

[ Protein S

- b IF 2 [TF 3§ e I 4 IF 5= : EF :

FSFo —RF_2 = RF_ 3w el i -

RF_4 RF_5 RF_6
PIF 14

Abbildung 4: Modulares Design fiir die Generierung von Bibliotheken auf Basis des Protein S

(A) Oberflachendarstellung der fiir die Randomisierung vorgesehenen Bereiche auf Basis des Protein S, sowie der
Calciumionen-bindenden Motive (gelb). Die farblich gekennzeichneten Flachen stellen zusammenhingende Bereiche des Gens
von Protein S dar, welche als Module bezeichnet werden. Die Darstellung wurde mit der Software PyMol generiert.

(B) Schematische Darstellung des Gens fiir Protein S und den modularen Aufbau zur Generierung von Bibliotheksfragmenten.
Das Gen von Protein S wurde in konstante (SF, EF und IF) und randomisierte Bereiche (RF) unterteilt.

Die einzelnen Bereiche des Gens gliederten sich in konstante (intermediate fragments, IF; Start-
und Endfragmente: SF, EF) und randomisierte Abschnitte (randomized fragment, RF). Fiir die
modulare Generierung von Bibliotheken wurden die randomisierten Abschnitte ebenfalls mit
der wildtyp-Sequenz erstellt, um schnell unterschiedliche Bibliotheken aufbauen zu kdnnen
(Tabelle 17).
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Tabelle 17: Generierung von Bibliotheken basierend auf Protein S

DNA-Fragment DNA-Abschnitt Randomisierte Positionen auf
Protein-Ebene
Start 1-21 -
RF 1 1651 6 (Y8,N9,E10,D11,Q13, K15)
IF 1 46-72 -
RF 2 73-111 -
IF 2 106—-159 -
RF 3 154-189 -
IF 3 184-207 -
RF 4 202-231 5 (E70, E71, G73, P74, L75)
IF 4 226288 -
RF 5 283-318 4 (Y97, K98, E99, K104)
IF 5 313-342 -
6 337-378 4 (Q115, Al16,R120, D124)
Endfragment 372-522 -

Konstante Fragmente ohne randomisierte Bereiche wurden {iber eine PCR (3.2.4.1) auf dem
Gen fiir Protein S-Wildtyp oder aber durch Assemblierung phosphorylierter Primer
(Startfragment) gewonnen. Fiir die Gewinnung von randomisierten Fragmenten wurden
Oligonukleotide der Firma Ella Biotech (Martinsried) verwendet. Durch den Einsatz von
vorgefertigten Trinukleotiden bei der Synthese konnen codierende Sequenzen fiir ausgewéhlte
Aminosduren vermieden werden (Virnekas et al. 1994). Bei dem Bibliotheksdesign der
Protein S-Bibliotheken wurden fiir die Aminosduren Prolin und Cystein codierende
Trinukleotide bei der Synthese nicht verwendet. Zur Generierung doppelstrangiger DNA der
randomisierten Fragmente erfolgte eine Auffiillreaktion liber das Klenow-Fragment. Fiir diese
Reaktion wurden den randomisierten Oligonukleotiden (PS RF1 6.1, PS RF4 5.1,
PS RF5 4.1 und PS_RF5 4.1) ein endstdndiger Primer (PS_lib_anti) d&quimolar hinzugefiigt.
Der Ansatz enthielt weiterhin 1/10 Volumen an Puffer O (Fermentas), und wurde zu Beginn fiir
5 min bei 95 °C erhitzt. Zur Hybridisierung des endstdndigen Primers wurde der Ansatz
anschlieBend mit einem Gradienten von -1 Kmin™ auf 37 °C abgekiihlt. Es folgte die Zugabe
von ANTP auf 60 uM (je dANTP) und 1 U Klenow-Fragment pro 16 ul Gesamtvolumen. Die
Elongation erfolgte fiir 15 min bei 37 °C und endete mit einer Hitzeinaktivierung des Klenow-
Fragmentes bei 65 °C fiir 60 min.

Zur Qualitatsverbesserung der finalen Bibliothek wurden sowohl konstante als auch
randomisierte Fragmente einer Leserahmenselektion unterzogen. Verwendet wurde ein in der
Arbeitsgruppe modifizierter pInSALect(DmdNK+1)-Vektor (Gerth et al. 2004) mit gednderter
multipler Klonierungsstelle (Schneider 2010), die eine Klonierung iiber Agel/Mlul-
Schnittstellen erlaubt. Nach Klonierung des Zielfragmentes befindet sich auf dem Vektor eine
5' gelegene, fiir das TAT-Signalpeptid codierende Sequenz und eine 3'-gelegene -Lacatamase
codierende Sequenz. Nur insertierte Fragmente ohne Leserahmenverschiebung erlauben die
korrekte Expression der -Lacatamase und somit die Vermittlung einer Carbenecillin-Resistenz
durch TAT-Transport der Lactamase in das Periplasma. Weiterhin enthédlt der Vektor
codierende Sequenzen fiir das VMA-Intein aus Saccharomyces cerevisiae. Dieses entfernt die
zwischen TAT-Signal und B-Lactamase gelegene Sequenz nach Transkription durch Spleifen,
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um zu verhindern, dass Eigenschaften des insertierten Fragmentes nach Translation eine
limitierende Rolle bei der Resistenzvermittlung spielen.

Nach Klonierung der Fragmente in den pInSALect fs-1-Vektor wurden E. coli-ElectroTen-
Blue-Zellen iiber eine Elektroporation transformiert (3.1.1.3) und auf Selektionsmedium
ausgestrichen. Nach erfolgter Selektion fiir 20 h bei 30 °C konnten die Zellen abgespiilt und die
Plasmide iiber eine Midi-Préparation gewonnen werden (3.2.5). Zur Verwendung fiir die
Bibliotheksklonierung wurden die leserahmenselektierten Fragmente im Anschluss iiber eine
PCR amplifiziert (3.2.4). Die einzelnen Fragmente wurden mit flankierenden
Erkennungssequenzen fiir Typ IIS-Restriktionsenzyme (5°: Eco311 und 3': Esp3I) generiert.
Diese schneiden sequenzunabhdngig innerhalb der folgenden fiinf 3'-Nukleotide ihrer
Erkennungssequenz, womit ein kohisiver Uberhang von vier Basenpaaren entsteht. Somit
konnten die einzelnen Fragmente nach entsprechender Spaltung (3.2.1) und Reinigung (3.2.3)
iterativ mit benachbarten Fragmenten ligiert (3.2.2) werden. Nach Reinigung der
Ligationsprodukte {iber Agarosegelelektrophorese (3.2.3) wurden die Zwischenprodukte iiber
eine PCR amplifiziert (ModLib_fwdxModLib_rev; Hybridisierung bei 63 °C mit 620 Zyklen)
und fiir die ndchste Runde der Bibliotheksassemblierung verwendet.

Die in dieser Arbeit generierten Bibliotheken basieren auf den Modulen RF 1, 4 und 5
(PS_145) beziehungsweise auf den Modulen RF 1, 4 und 6 (PS_146). Alle weiteren RF-
Fragmente entsprachen den Wildtyp-Sequenzen. Jede der Bibliotheken umfasste somit 15
randomisierte Positionen mit 18 zugelassenen Aminosduren pro Position (ACystein, AProlin),
mit einer resultierenden theoretischen Diversitit von 6,7x10'® Varianten.

3.3.2 Prisentation von Protein S auf der Oberfliche von Bakteriophagen

Die Herstellung von Phagen erfolgte zu analytischen Zwecken im Mikrotitermal3stab. Die
Phagenherstellung erfolgte stets im direkten Anschluss an eine Transformation von E. coli-
ER2738-Zellen mit pCD87SA-Phagemiden, in welche die entsprechenden Gertistproteine
kloniert wurden. Ausgehend von einer Einzelkolonie wurden 600 ul 2YT-Medium (+30 pg/ml
Chloramphenicol) inokuliert und bei 30 °C und 250 rpm fiir 14 h inkubiert. Ausgehend von
dieser Kultur wurden im Anschluss erneut 600 pul 2YT (+30 pg/ml Chloramphenicol)-Medium
mit 15 pl inokuliert und fiir 1,5 h bei 37 °C und 250 rpm geschiittelt. Die Kulturen wurden auf
26 °C abgekiihlt, mit 10 pl/well M13K07 Helferphagen (6x10° pfu/ml; MOI =1) versetzt und
fiir 30 min bei 26 °C ohne Durchmischung inkubiert. Nach Zugabe von Kanamycin auf
50 pg/ml wurde der Ansatz erneut fiir 15 min bei 26 °C und 250 rpm inkubiert und fiir 10 min
bei 3.000xg und 4 °C zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 600 pl 2YT-Medium
(30 pg/ml Chloramphenicol, 50 pg/ml Kanamycin und 0,1 pg/ml Tetracyclin) aufgenommen
und fiir 14 h bei 26 °C und 250 rpm kultiviert. Die Prdparation der Phagen erfolgte durch
Sedimentation der Bakterienzellen bei 10.000xg und 4 °C fiir 20 min. Der Uberstand nach
Zentrifugation wurde iiber einen 0,45 um-Spritzenfilter gereinigt, und die Phagen durch die
Zugabe von "4 des verbleibenden Volumens PEG/NaCl iiber eine Stunde auf Eis ausgefillt. Zur
Sedimentation der Phagen wurde ein Zentrifugationsschritt fiir 20 min bei 4 °C und 12.000xg
verwendet. Das entstandene Sediment wurde in 0,5 ml kaltem und sterilgefiltertem HBSC
aufgenommen und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Vor Verwendung wurden erneut unlosliche
Partikel iiber einen Zentrifugationsschritt bei 20.000%g und 4 °C fiir 5 min entfernt.
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3.33 Prisentation von Protein S iiber Ribosomen-display

Zur Anpassung der Protein S-Bibliothek an das Ribosomen-display-Format wurden die
S'-regulatorischen Sequenzen und die 3'-Anker- und spacer-Fragmente iiber die vorhandenen
Agel/MIul Schnittstellen nach Verdau der Konstrukte angefiigt (Abbildung 5). Die 3'-Anker-
Sequenz basierte in diesem Verfahren auf einem SecM (Gumbart et al. 2012) vermittelten
stalling wahrend der Proteinsynthese am Ribosom. Als Platzhaltersequenz wurde eine auf
einem natiirlichen Interdoméinen-Verbindungsstrang beruhende Sequenz verwendet (Nett ef al.
2000). Auf RNA-Ebene wurde das Konstrukt durch 5' und an 3' gelegene Haarnadelstrukturen
(stem loop) vor RNase-Aktivitdt geschiitzt. Die Sequenzen der Konstrukte sind dem Anhang zu
entnehmen (Abbildung A 6, Abbildung A 7). Bedingt durch die verwendeten Restriktions-
schnittstellen zur Klonierung verfiigten die Protein S-Varianten bei Prisentation iiber das RD
iiber drei zusétzliche Aminosduren, die sich in der Sequenz direkt hinter dem Start-Methionin
befinden (, MGTG*).

Start

End

2007 2007 6007 8007
<:> O [ Protein [_inert _ >[ Helix-Brecher | Li4 @ SecM
S'stemloop  rbs
T7tag' GTG-Linker GlyPro-Linker
@
T7_Promoter 3' stem loop

Abbildung S: Regulatorische Elemente in RD-Bibliotheksdesign auf Basis von Protein S aus M. xanthus

Die RD-Konstrukte beinhalteten die fiir die Transkription und Translation notwendigen T7-Promotor- und Ribosomen-
bindestellen (RBS) codierende, sowie inerte und strukturbrechende Sequenzen. Das Stop-Codon des Protein S wurde aus der
Sequenz entfernt, um eine Dissoziation des Konstruktes zu vermeiden. Als Anker-Sequenz wurde ein SecM-vermitteltes
stalling mit natiirlich vorkommenden Platzhaltersequenzen (,,L14%) verwendet. Auf RNA-Ebene wurde das Konstrukt iiber 3'
und 5' gelegenen Haarnadelstrukturen vor RNase-Aktivitdt geschiitzt. Die Konstrukte wurden iiber einen gekoppelten
Restriktions-/Ligierungsansatz generiert.

Samtliche Arbeiten wéhrend der Selektion bis zur vollendeten reversen Transkription
(Abschnitte 3.3.4-3.3.6) erfolgte nach den Richtlinien RNase-freier Arbeiten und unter
Verwendung RNase-freien Wassers (Fermentas).

3.34 Gekoppelte in vitro- Transkription und -Translation

Fiir die Generierung terndrer Komplexe wurde ein gekoppeltes in vitro-Transkriptions-
und -Translationverfahren (ITT) verwendet. Das in dieser Arbeit verwendete PUREXxpress
Protein Synthesis Kit (NEB) bietet den Vorteil gereinigter Komponenten mit geringem RNAse-
Hintergrund und damit einer erhohten RNA-Stabilitit im Vergleich mit E. coli S30-Extrakten.
Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis gekiihlt durchgefiihrt. Das verwendete Reaktionsvolumen
richtete sich nach der Menge eingesetzter DNA und den Herstellerangaben. Maximal wurde ein
Reaktionsvolumen von 75 ul mit einer DNA-Konzentration von 29 pg/ul verwendet. Der
Reaktionsansatz enthielt zusdtzlich 2,4 U/ul murinen RNAse-Inhibitor (NEB) zur
Stabilisierung der terndren Komplexe. Die Reaktion wurde durch die Zugabe der Bibliotheks-
DNA (3.3.1) gestartet und erfolgte fiir 20 min bei 37 °C und 500 rpm im Thermomixer. Zum
Abstoppen wurde dem Ansatz im Anschluss daran das 4,5fache Volumen an eiskaltem SBC-
Puffer zugegeben und der gesamte Ansatz bei 4 °C und 21.000xg fiir 10 min zentrifugiert. Fiir
eine priferentiell monovalente Priisentation von Proteinvarianten wurde das PURExpress®
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ARibosome Kit (NEB) verwendet und den Reaktionsansitzen ein im Vergleich zur eingesetzten
DNA-Menge molarer Unterschuss von Ribosomen zugegeben (Tabelle 17).

3.35 Immobilisierung zielspezifischer und Ca?*-abhiingiger ternirer Komplexe

Die Anreicherung Ca**-sensitiver Varianten aus den generierten Protein S-Bibliotheken (3.3.1)
erfolgte iiber ein modifiziertes bio-panning mit der Prisentation der naszenten Varianten liber
ribosomale ternire Komplexe (Abbildung 6). Da die generierten terniren Komplexe (3.3.4)
nicht kovalent verkniipft sind, wurden die Bedingungen der Selektion so gewdhlt, dass diese
nicht dissoziieren. Neben einer niedrigen Temperatur werden die terndren Komplexe vor allem
durch die Verfiigbarkeit von Mg?* stabilisiert. Die Ca?*-Konzentration in Mg>*-haltigen Puffern
wurden durch den Einsatz des Chelators EGTA reguliert, welcher iiber eine signifikant
geringere Affinitit zu Mg?" (Kp =10 M) als zu Ca** (Kp = 10"!! M) verfiigt (Martell und Smith
1974). Dies erméoglichte die maBgebliche Reduktion von Ca**, ohne die terniren Komplexe
durch zu geringe Konzentration an Mg®" zu destabilisieren (M. Schneider, persdnliche
Mitteilung).

naive Bibliothek ...

in vitro Transkription
und Translation

Ribosom

OK,\ reverse Transkription Ribosomaler
jes Komplex '\a-
/{&"&SA’ 2  Protein-

A

o2 Variante
&

o RNA Isolierung und mRNA

+EDTA

Elution Bindung
% + EGTA waschen '\Q_

%

NG . &q
s
N 8 X
\«3\,\“9 & b Immobilisiertes
A Zielmolekiil

Abbildung 6: Ribosomen-display zur selektiven Anreicherung Ca?*-sensitiver Bindemolekiile. Modifizierte Darstellung
auf Basis von Amstutz et al. (2006).
Basierend auf einer DNA-Bibliothek der Bindemolekiile werden iiber eine in vitro-Transkription und -Translation ternire

Komplexe produziert. Aufgrund einer mit den Bibliotheksvarianten genetisch fusionierten stalling-Sequenz und der
Abwesenheit von Stop-Codons in der mRNA bleiben die terndren Komplexe erhalten und es erfolgt keine Dissoziation des
translatierten Proteins, wodurch die Phénotypen der Varianten mit ihren Genotypen gekoppelt werden. Diese terniren
Komplexe werden in der Selektion gegen die Zielstruktur verwendet. Durch Waschschritte werden nicht-bindende Varianten
entfernt. Die Elution von Ca?*-sensitiven Varianten erfolgt durch die spezifische Reduktion von Ca?" durch die Zugabe von
EGTA. Die terndren Komplexe werden in diesem Schritt durch hohe Mg?'-Konzentrationen weiterhin stabilisiert. Zur
Isolierung der mRNA nach einem erfolgten Zyklus werden die terndren Komplexe dissoziiert. Die mRNA wird durch eine
reverse Transkription in cDNA iiberfiihrt, und diese nach Amplifikation fiir einen weiteren RD-Zyklus verwendet oder fiir die
Analyse von Einzelvarianten eingesetzt.
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Vorbereitung magnetischer beads

Zur spezifischen Immobilisierung der biotinylierten Zielstruktur sftGFP (3.4.6) nach erfolgter
Bindung der Varianten in Losung wurden Streptavidin-beads verwendet. Fiir die
Selektionsrunden wurden alternierend carboxylierte (M270)- und tosylaktivierte (M280)-beads
verwendet, um nur die Zielstruktur sfGFP als konstanten Faktor zu prédsentieren. Die Menge
eingesetzter beads wurde entsprechend ihrer Bindungskapazitit fiir das in den Runden des bio-
pannings bendtigten target gewdhlt. Die Kapazitdt wurde in einem Vorversuch iiber SDS-
PAGE-Analysen ermittelt (Daten nicht gezeigt).

Die magnetischen beads wurden vor Verwendung dreimal mit jeweils 1 ml WB gewaschen.
Fiir den Austausch an Puffern der beads wurden diese jeweils fiir eine Minute an einem
Magneten fokussiert und von dem Uberstand getrennt. Die Resuspension mit Wasch-,
Bindungs- oder Elutionspuffern erfolgte iiber dreimaliges Pipettieren unter Eiskiihlung. Um
wihrend der Selektion die unspezifische Wechselwirkung von Bibliotheksvarianten mit den
beads zu verringern, wurden diese vor Verwendung in 2 ml BWB fiir 2 Stunden bei 4 °C auf
dem Rollmischer inkubiert. Carboxylierte (M270)-beads wurden mit BWB_BSA (1% (m/v)
BSA), und tosylaktivierte (M280)-beads mit BWB_PF (Protein-frei) geblockt. Im Anschluss
daran wurden die magnetischen beads dreimal mit jeweils 1 ml WBTC &dquilibriert.

Selektion in Losung

Der Uberstand der ITT-Reaktion (3.3.4) wurde ab der zweiten Runde der Selektion zweigeteilt,
um zeitgleich die Selektion gegen sfGFP und eine Negativkontrolle durchfiihren zu kénnen. Ab
der dritten Runde des Ribosomen-displays wurden die ITT-Ansédtze zundchst vor der Zugabe
zu der Zielstruktur mit gewaschenen und geblockten Magnet-beads inkubiert, um den Anteil
unspezifisch bindender Varianten zu verringern. Nach Fokussierung der beads wurde der
Uberstand anschlieBend zweigeteilt.

Der erste Teil der terndren Komplexe wurde mit biotinyliertem sfGFP in Losung (3.4.6) auf
einem Rollmischer inkubiert, die Negativkontrolle enthielt ein analoges Volumen an SB-Puffer.
Die Immobilisierung des sfGFP und der daran gebundenen terndren Komplexe erfolgte liber
die Inkubation mit Streptavidin-beschichteten Magnet-beads fiir 30min auf einem
Rollenmischer. Es folgten mehrere Waschschritte mit jeweils 500 ul WBCT. Die Magnet-beads
wurden zunichst zweimal ohne Inkubationszeit, und anschlielend mehrfach mit rundenweise
verlingerten Inkubationen gewaschen (Tabelle 18). Zur selektiven Dissoziation von Ca*'-
abhingig gebundenen Bibliotheksvarianten wurde ein EGTA-haltiger Elutionspuffer
verwendet (WBTG20). Die wesentlich stirkere Bindung von EGTA an Ca*" anstelle von Mg?*
(Kp cqz+= 10" M gegeniiber K yy52+= 5x10° M) (Martell und Smith 1974) wurde genutzt,
um die Verfiigbarkeit von Ca*" drastisch zu reduzieren und zeitgleich die fiir die Stabilitéit der
ternidren Komplexe notwendige Mg?*-Konzentration nicht zu stark zu verringern. Die Ca?*-
abhéngige Elution erfolgte iiber die Zugabe von 2x100 ul WBTG20. Beide Elutionsfraktionen
wurden vereinigt und weiter verwendet.

Der Selektionsdruck wurde rundenweise durch reduzierte farget-Menge und stringentere
Waschschritte erhoht (Tabelle 18). Weiterhin wurde fiir die fiinfte Runde der Selektion eine
monovalente Prisentation der Bibliotheksvarianten angestrebt. Dies wurde durch die
Verwendung einer definierten Menge an Ribosomen im stéchiometrischen Unterschuss zur
eingesetzten DNA in der ITT gesteuert (3.3.4). Weiterhin wurde in der fiinften Runde eine
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off-rate-Selektion durchgefiihrt. Nach Bindung der terndren Komplexe an 10 nM biotinyliertes
sfGFP fiir 30 min wurden dem System zusétzlich 1.000 nM nicht-biotinyliertes target zugesetzt
und fiir weitere 30 min bei 4°C inkubiert.

Tabelle 18: Ubersicht iiber Selektionsparameter

RD Pri- cstGrr  Ribosomen DNA Inkubation® Magnet- Waschen PCR
Zvklus inkubation [nM] [#] Molekiile [min] beads Zyklen
y u
[#] [#]
1 . 1.200  54x10' 1,0x10'2 60 340 1x1 min 35
M-280
2 - 1200  7,7x103  2,0x10"2 60 340 pl 2x1 min 33
M-270
3 | 50uM-270 1.000  7,2x103  1,7x10'2 60 290 pl 5<Imin 28
M-270
4 35ulM-280 100 2,0x10'> 1,010 60 35ul 5x2 min 25
M-280
5 10l M=270 10 2,0x10""  1,0x10"2 30 10 pl 8x3 min 25
M-270
6 351 M-280 100 1,7x102  3,5x10'2 60 35ul 5x3 min 25
M-280

* Inkubationszeit mit sSfGFP in Losung

3.3.6 Isolierung und reverse Transkription von mRNA

Der Elutionsfraktion einer Selektionsrunde (3.3.5) wurde zur vollstindigen Dissoziation der
terndren Komplexe 40 ul 0,2 M EDTA zugegeben. Im Anschluss daran erfolgte die mRNA-
Isolierung iiber das Roche High Pure RNA Isolation Kit nach Herstellerangaben mit DNasel-
Verdau zur Entfernung von Riickstédnden urspriinglich eingesetzter DNA. Die Riickgewinnung
der mRNA von den Sdulen erfolgte liber die Zugabe von 2x 48 ul TE-Puffer. Das Eluat wurde
anschliefend komplett fiir die reverse Transkription verwendet. Dem Ansatz wurden 2,8 ul des
Primers PS RD-Esp31I rev (50 pmol/ul) und 7 uldNTP (jeweils 10 mM) zugegeben.
Anschliefend wurden Aliquots a 14,5 ul in 0,2 ml PCR-GeféB3e verteilt und 4 min bei 65 °C im
Thermocycler inkubiert. Nach Abkiihlung der PCR-Gefédlle auf Eis und kurzer Zentrifugation
(100xg) wurden den Ansdtzen 5,5 ul der vorbereiteten reversen Transkriptase (Maxima,
Thermo Scientific) in entsprechendem Puffer zugegeben (finale Pufferkonzentration: 1x).
Weiterhin enthielten die Ansdtze 0,5 ul RNasin Plus RNase Inhibitor (1 U). Eines der sechs
Aliquots wurde analog zu diesem Vorgehen als Negativkontrolle ohne Zugabe von reverser
Transkriptase mitgefiihrt. Die Ansédtze wurden vorsichtig gemischt und fiir 30 min bei 50 °C
inkubiert. Es wurden nach erfolgter Reaktion entsprechende Aliquots vereinigt und 2 ul fiir die
Quantifizierung der cDNA iber real-time-PCR (3.3.7) entnommen. Vor der ersten
Amplifikation nach einer Selektionsrunde wurde das Eluat der reversen Transkription {iber das
Wizard SV Gel and PCR Clean up System nach Herstellerangaben gereinigt. Die Elution der
cDNA erfolgte in zwei Stufen iiber die Zugabe von 2x60 ul 10 mM Tris pH 8,0. Die erste
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Amplifikation nach der Selektion wurde entsprechend Tabelle 19 durchgefiihrt, die Zyklenzahl
wurde nach der entsprechenden Selektionsrunde gewéhlt (Tabelle 18).

Tabelle 19: Protein S-spezifische PCR zur Amplifikation von Varianten nach Selektion

Reagenz Konzentration Volumen  Temperatur | Zeit

im Ansatz [ul] [°C] [s]
H>0 23,4 98 30
HF-Puffer 1% 40 98 20

25-35

dNTP 0,2 mM 4 68 30
Primer PS RD-Esp311 fwd 0,2 pmol/ul 8 72 304 Zyklen
Primer PS RD-Esp31I rev 0,2 pmol/pul 8 72 5 min
gereinigte cDNA / 115
Phusion Polymerase 32U 1,6

Durch die PS-spezifische Amplifikation sollten Verluste durch RNase-Aktivitdt in der
Selektion verringert werden, da auf diese Weise verkiirzte 5'-regulatorische Sequenzen oder
unvollstindige RD-Anker-Fragmente nicht von Relevanz waren. Die Uberfiihrung in ein RD-
fahiges Format fiir eine erneute Selektionsrunde erfolgte iiber einen gekoppelten Restriktions-
Ligierungs-Ansatz (3.3.8).

3.3.7 Quantifizierung von cDNA

Die Quantifizierung von cDNA nach erfolgter reverser Transkription (3.3.6) von Fraktionen
des Ribosomen-displays erfolgte iiber eine real-time-PCR (PS_Quant fwdxPS Quant rev,
Hybridisierung bei 62 °C). Verwendet wurde in dieser Arbeit ein LightCycler® 480 System in
Kombination mit der DNA SYBR Green I-Methode nach Herstellerangaben. Die Auswertung
der Messungen erfolgte mithilfe der LightCycler® 480-Software iiber das crossing point-
Verfahren. Zur Quantifizierung von cDNA in Proben diente eine externe Standardreihe der
verwendeten Protein S-Bibliothek.

3.3.8 Gekoppelte Restriktion und Ligation

Um die cDNA-Bibliothek nach reverser Transkription (3.3.6) wieder in ein RD-fahiges Format
zu konvertieren, folgten eine Reinigung der cDNA (3.2.5), eine Amplifikation {iber PCR sowie
eine gekoppelte Restriktion/Ligation. Zur Amplifikation der Bibliothek wurden Protein S-
spezifische Primer verwendet (PS RD-Esp3l fwdxPS RD-Esp31 rev, Hybridisierung bei
68 °C), iiber welche zudem zwei Esp31-Schnittstellen angefiigt wurden. Die Zyklenzahl der
PCR wurde in den einzelnen RD-Runden angepasst (Tabelle 18). Nach Reinigung der
amplifizierten Bibliotheksvarianten (3.2.3) wurden RD-regulatorische und SecM-stalling-
Sequenzen iiber eine gekoppelte Restriktion/Ligation wieder angefiigt. Durch den Einsatz der
Typ IIS-Restriktionsendonuklease  enthielten die Konstrukte nach Ligation keine
Erkennungssequenz des Enzymes.

Die RD-Konstrukte wurden in einem geringen molaren Uberschuss (+5%) im Vergleich zu der
DNA der PS-Bibliothek eingesetzt. Die Reaktion erfolgte in dem empfohlenen Puffer des
Restriktionsenzymes (10 pl Tango-Puffer, Fermentas) in einem Gesamtvolumen von 100 pl
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unter Zugabe von 5 ul 40 mM DTT und 1 pl 100 mM ATP. Es wurden zeitgleich 7 ul Esp31
(70 U) und 2 ul T4-DNA-Ligase (60 U) verwendet. Die Reaktion erfolgte bei 25 °C fiir 20-23
Stunden. Final wurde der Ansatz fiir 30 min bei 16 °C inkubiert. Die Enzyme wurden
anschlieBend bei 65 °C fiir 20 min inaktiviert. Die Bibliothek im RD-Format wurde {iber ein
Agarosegel gereinigt (3.2.3), liber eine zweite PCR amplifiziert (T7P-RBS_fwdxSpacer-
SecM_rev; Hybridisierung bei 65 °C mit 12 Zyklen) und nach Reinigung iiber eine Silica-Saule
(3.2.5) fiir weitere Selektionsrunden verwendet.

3.3.9 Klonierung der DNA-Bibliotheken

Zur Analyse von Einzelvarianten nach der Selektion wurden pools der einzelnen
Selektionsrunden iiber Agel/BamHI-Schnittstellen in den Expressionsvektor pETAB6H
kloniert. Im Anschluss an die Klonierung wurden elektrokompetente E. coli BL21(DE3)-Zellen
mit den erstellten Expressionsplasmiden transformiert (3.1.1.3) und fiir die Produktion
einzelner Proteinvarianten verwendet (3.1.1.4, 3.4.2.1).

3.4 Proteinchemische und -analytische Methoden
34.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) wurde basierend auf der Methode nach Laemmli
(1970) durchgefiihrt. Diese beruht auf der unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit der
durch die Probenvorbereitung einheitlich negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld in
Abhingigkeit ihrer Grofle (Weber und Osborn 1969). Fiir die Elektrophorese wurden NuPAGE
4-12% Bis-Tris-Gradientengele mit bis zu 15 pl Proteinprobe pro Tasche verwendet (Protein-
Standard: 6 pl; PageRuler Unstained Protein Ladder; Fermentas). Fiir die Loslichkeitsanalysen
von Protein S-Varianten wurden Criterion™ 4-20% Tris/HCl Stain-Free™-Gele verwendet.
Vor Einbringen in die Probentaschen wurden die Proteine mit SDS-Probenpuffer verdiinnt
(Endkonzentration: 1-2,5fach) und 5 min bei 95 °C inkubiert.

Zur Untersuchung des I16slichen Proteinanteils nach heterologer Genexpression in
Mikrotiterplatten (3.1.1.4) wurden nach Lyse der Zellen (3.1.1.5) die 16slichen und unldslichen
Fraktionen iiber einen Zentrifugationsschritt (3.000xg, 30 min, 4 °C) getrennt. Es wurden 20 pl
des Uberstandes entnommen und fiir die SDS-PAGE-Analyse verwendet. Das Sediment der
unldslichen Lysatfraktion wurde mit 250 pl/Kavitit HBS gewaschen und anschlieBend mit
200 pl/Kavitdt 8 M Harnstoff, 100 mM Tris/HCI pH 8,0 sowie | mM EDTA resuspendiert. Die
Gelelektrophorese wurde mit einer Spannung von 200 V und einem Strom von maximal 1 A
iiber 40 min durchgefiihrt. Die Polyacrylamidgele wurden zur Entfernung verbleibender
Puffersalze und {iberschiissigem SDS anschlieBend dreimal je eine Minute lang mit
deionisiertem Wasser in der Mikrowelle erhitzt. Zur Visualisierung wurden die Gele mit
Coomassie-Farbelosung (PageBlue™) iiberschichtet, 30 s in der Mikrowelle erhitzt und fiir
mindestens 30 min gefarbt. AnschlieBend wurden die Gele mit deionisiertem Wasser
(mehrmaliger Wechsel) bis zum maximalen Kontrast entfarbt. Die Dokumentation der Gele
erfolgte schlieBlich auf der WeiBlichtplatte eines BioVision 3000-Systems.
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3.4.2 Automatisierte Proteinreinigung

3.4.2.1  Herstellung von Kristallin-Homologen oder Protein S-Varianten

Zur Produktion von Kristallin-Homologen wurden automatisierte Zweistufenreinigungen
verschiedener Grofenordnung verwendet. Die genetisch mit einem C-terminal gelegenen
Hexahistidin-fag fusionierten Proteine wurden in beiden Fillen iiber eine Metallchelat-
Affinitdtschromatographie (IMAC) mit anschliefender GroBenausschlusschromatographie
(SEC) gereinigt.

Produktion im Schiittelkolbenmaf3stab

Fiir die Reinigungen von Protein aus bis zu 1 | Kulturvolumen rekombinanter E. coli wurde ein
AKTAxpress System (GE Healthcare) verwendet. Nach erfolgter Genexpression (3.1.1.4) und
erfolgtem Zellaufschluss (3.1.1.5) wurde der filtrierte Uberstand mit einer Flussrate von
I ml/min auf eine 1 ml-HisTrap HP-Sdule (GE Healthcare) aufgetragen. Zur Entfernung
unspezifisch gebundener Proteine wurde die Séule mit 20 CV HBSCI-20 und 5 CV HBSCI-60
(alternativ: NPI-20 und NPI-60) gewaschen. Die Elution erfolgte mittels kompetitiver
Verdriangung mit 5 CV HBSI-500 (NPI-500) mit einer Flussrate von 1 ml/min. Fiir die
automatische Detektion des eluierten Proteins wurden die nachfolgenden Parameter verwendet:

Anzahl loops: 5

maximales Peakvolumen: 5 ml

Peak UV-Startwert: 20 mAU

Peak UV-Endwert: 20 mAU

Peak Minimalbreite: 0,5 min

Peak UV-Anfangssteigung: 10 mAU/min
Peak UV-Endsteigung: 20 mAU/min

Die detektierten Proteinfraktionen wurden automatisch in systeminternen Schlauchschleifen
(loops) aufgefangen und maximal 5 ml mit 1 ml/min auf die zuvor dquilibriere HiLoad 16/60
Superdex 75 prep grade-Saule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit 1,5 ml/min und wurde
automatisch nach 0,55 CV in 2 ml Fraktionen (Peaks: 1 ml) gesammelt. Zur Einschétzung der
apparenten Molekularmasse wurde eine externe Kalibriergerade mit Molekularmassenstandard
(GE Healthcare) verwendet. Der Verlauf der Proteinreinigung wurde iiber SDS-PAGE
Analysen (3.4.1) nachvollzogen.

Produktion im Mikrotitermaf3stab

Fiir die parallelisierte Produktion von Proteinvarianten wurden die rekombinanten E. coli mit
einem Volumen von 200-1000 pul Medium kultiviert. Fiir die affinitdtschromatographische
Reinigung wurde ein teilautomatisiertes System auf einem Biomek 3000 Laborroboter
verwendet. Als Puffersystem wurden wahlweise mit 20 mM Phosphat- oder mit 40 mM
HEPES-gepufferte Medien verwendet. Salzkonzentrationen und pH-Wert beider Systeme
wurden analog gehalten (Tabelle 8). Nach erfolgter Genexpression (3.1.1.4) und
durchgefithrtem Zellaufschluss (3.1.1.5) in Mikrotiterplatten wurde eine Metallchelat-
Affinitdtschromatographie (IMAC) automatisiert iiber den Laborroboter vorgenommen.
Fliissigkeitstransferschritte wurden iiber eine integrierte Vakuumstation mit einem Unterdruck
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von 250 mbar unter Atmosphérendruck realisiert (Dauer: 30 s). Es wurden 100 pl 80% (v/v)
Sepharose (in Wasser) pro well mit 2x200 ul Wasser gewaschen und mit 250 ul Puffer (20 mM
Imidazol) é&quilibriert. Nach Zugabe der aufgeschlossenen Zellen zu der vorbereiteten
Sepharose wurden die Ansidtze durch mehrmaliges Pipettieren gemischt und fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Elution der adsorbierten Molekiile erfolgte nach
Waschschritten (je 200 pl Puffer mit 20 und 50 mM Imidazol) zur Entfernung unspezifisch
gebundener Bestandteile iiber eine kompetitive Verdrangung mit 2x70 ul Elutionspuffer
(500 mM Imidazol). Als Alternative zu der beschriebenen Vorgehensweise wurden vorbefiillte
FF-Multitrap-Mikrotiterplatten fiir die Reinigung verwendet. In diesem Falle wurden
Fliissigkeitstransferschritte {iber ein Biomek FX-System realisiert, der Pufferaustausch erfolgte
iiber einen Zentrifugationsschritt (500xg, 2 min). Zur Uberfiihrung der gereinigten Proteine in
HBS-Puffer wurde im Anschluss an die Reinigung eine Multitrap-G25-Mikrotiterplatte nach
Herstellerangaben verwendet.

3.4.2.2 Herstellung von sfGFP und eGFP

Zur Produktion der Zielstruktur sfGFP mit nativem N-Terminus wurde die SUMO (small
ubiquitin-related modifier)-Fusionsmethode verwendet. Nach Produktion des Fusions-
konstruktes iiber rekombinante Genexpression unter Verwendung von E. coli BL21(DE3)-
Zellen und dem pETSUMO _sfGFP-Expressionsvektor (3.1.1.4, Abbildung A4 B) wurden die
geernteten Zellen liber Ultraschall aufgeschlossen (3.1.1.5) und das Zielprotein in einem
mehrstufigen Prozess iiber ein AKTAexplorer-System gereinigt. Alle Reinigungsschritte
wurden bei 4 °C und, sofern nicht abweichend beschrieben, mit einer Flussrate von 5 ml/min
durchgefiihrt. Das Fusionsprotein wurde dabei zundchst iiber eine N-terminale
Hexahistidinfusion affinitdtschromatographisch {iber eine 5 ml-HisTrap HP-Séule gereinigt.
Zur Beladung der mit NPI-20 &quilibrierten Sdule wurde das Lysat nach erfolgtem
Zellaufschluss zunichst filtriert und anschliefend mit einem Fluss von 4 ml/min aufgetragen.
Zur Entfernung unspezifisch gebundener Proteine wurde die Sdule mit 6 CV NPI-20
gewaschen. Die Elution erfolgte mit 5 CV NPI-500. Nach Vereinigung der Zielprotein-
enthaltenen Fraktionen erfolgte ein Pufferwechsel auf NPI-20 iiber eine HiPrep 26/10-Sdule
(Flussrate 10 ml/min). Zur enzymatischen Spaltung des Fusionskonstruktes wurde dem Ansatz
1 ul/ml SUMO-Hydrolase (Tabelle 9) hinzugefiigt. Nach Inkubation {iber Nacht bei 4 °C wurde
der Ansatz mit 4 ml/min auf eine zweite 5 ml-HisTrap HP-Sdule geladen. Die ebenfalls mit
einer Hexahistidinfusion versehene Hydrolase, abgespaltenes SUMO sowie ungespaltenes
Fusionsprotein wurden auf der Sdule gebunden. Das anhangfreie Zielprotein sfGFP wurde im
Durchfluss aufgefangen und iiber Zentrifugalkonzentratoren (3.4.4) bis auf ein Volumen von
12ml eingeengt. Als finaler Reinigungsschritt erfolgte eine GroéBenausschluss-
chromatographie iiber eine HiL.oad 16/60 Superdex 75 prep grade-Saule mit einem Fluss von
1 ml/min. Als Laufpuffer wurde PBS mit 1 mM EDTA pH 7,4 verwendet. Die praktischen
Arbeiten zur Reinigung der Zielstruktur sfGFP wurden im Rahmen eines
Forschungsgruppenpraktikums von Herrn Michael Kauk durchgefiihrt.

Das verwendete enhanced GFP (eGFP) wurde am Institut fiir Biochemie und Biotechnologie
(Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg) von Herrn Heiko Pultke produziert und
freundlicherweise von PD Dr. Hauke Lilie fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.
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3.4.2.3 Verwendung des neuartigen Bindeproteins CID 24 als Ligand fiir eine
Immunoaffinititschromatographie

Zur Untersuchung der neuartigen Proteinvariante CID 24 als Ligand einer Immuno-
affinitdtschromatographie wurde diese auf einer 1ml NHS-aktivierten Sdule (3.4.6)
immobilisiert und in einem AKTAxpress-System verwendet. Sofern nicht anders vermerkt
wurden alle folgenden Untersuchungen bei 4°C und einer Flussgeschwindigkeit von
0,5 ml/min durchgefiihrt. Vor Beginn eines Reinigungsverlaufes wurde die CID 24-Sdule mit
20 CV HBSC A&quilibriert. Nach dem Probenauftrag folgte stets ein Waschschritt von
3 Sdulenvolumen HBSC, um ungebundene Proteine zu entfernen. Im Anschluss daran wurde
die Konzentration des Ca®" von 10 mM auf 3 mM gesenkt (HBSC3) und die Siule fiir weitere
5 CV gespiilt. Die Elution des Zielproteins erfolgte liber den Pufferwechsel auf 20 mM EDTA
(HBSE) mit einem Fluss von 1 ml/min.

Kapazitditsbestimmung

Zur Abschitzung der Sdulenkapazitit wurde eine 0,5 mg/ml sfGFP-Lsung in HBSC mit einem
Fluss von 0,5 ml/min iiber die Sdule gegeben. Die Detektion von sfGFP im Durchfluss erfolgte
iiber die Messung der Absorption bei 495 nm. Die Kapazitit der Sdule wurde iiber das
Gesamtvolumen bis zum Erreichen einer signifikanten Menge (5% des maximalen Signales) an
sfGFP im Durchfluss berechnet. Die Berechnung erfolgte {iber die Normierung der
Konzentration der Sattigungskurve iiber die maximale Konzentration des eingesetzten
Bindungspartners C/Co (Horstmann et al. 1986; Hage und Cazes 2005).

Isolierung von sfGFP aus verdiinnter Losung

Zur Isolierung von sfGFP aus verdiinnter Losung wurden 750 ml HBSC mit 1 mg sfGFP

(7—;0 % ~ 50 nM). versetzt und mit einem Fluss von 0,5 ml/min auf die Sdule aufgetragen. Der

Puffer enthielt 100 pg/ml BSA, um den Verlust an sfGFP durch unspezifische Proteinbindung
an das Labormaterial zu verringern. Der Reinigungsverlauf nach Probenauftrag erfolgte wie
beschrieben.

Alffinititschromatographische Reinigung von sfGFP

Als Machbarkeitsnachweis fiir die Verwendung des neuartigen Bindeproteins CID 24 als
Ligand einer Immunoaffinitidtschromatographie wurde sfGFP aus Lysaten unterschiedlicher
Zellen gereinigt. Fiir diese Untersuchungen wurden E. coli BL21(DE3)- und CHO-K1-Zellen
verwendet. Nach Anzucht und Ernte (3.1.1.1, CHO: Scil Proteins GmbH, Dr. Bosse-Doenecke)
wurden die Zellen in 0,85 ml HBSC-Puffer resuspendiert und iiber Gefrier/Tau-Zyklen
aufgeschlossen (3.1.1.5). Der Puffer enthielt zusétzlich EDTA-freien Protease-Inhibitor
(cOmplete® Mini, Roche), der gemiB den Herstellerangaben verwendet wurde. Den Lysaten
wurden jeweils 50 pl sfGFP in HBSC (20 mg/ml) zugesetzt und das Volumen auf 1 ml
eingestellt. Final betrug die optische Dichte des E. coli-Lysates ODsoo = 65, fiir die Herstellung
des CHO-Lysates wurden ca. 20,8 Millionen Zellen verwendet.

Die so vorbereiteten Lysate wurden manuell in eine 500 pl-Probenschleife des AKTA-Systems
injiziert (finale Beladung: 500 ng sfGFP). Der Probenauftrag auf die zuvor dquilibrierte
CID 24-Séule erfolgte mit einem Fluss von 0,5 ml/min. Die Probenschleife wurde anschliefend
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mit 5 CV gespiilt, um eine vollstindige Beladung zu gewihrleisten. Der Reinigungsverlauf
nach Probenauftrag erfolgte wie beschrieben.

343 Photometrische Konzentrationsermittlung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung  wéssriger  Proteinlosungen  wurde analog der
Konzentrationsbestimmung von DNA (3.2.7) nach dem Lambert-Beer‘schen Gesetz iiber die
Messung der Extinktion bei 280nm durchgefiihrt. Als Grundlage fiir die molaren
Extinktionskoeffizienten wurden Berechnungen aus der Primédrsequenz der Proteine (Gill und
von Hippel 1989) verwendet. Diese wurden wahlweise nach Wilkins et al. (1999) iiber das
Programm ProtParam (http://www.expasy.org/tools/protparam.html) oder mit analoger
Berechnungsgrundlage iiber MatLab® berechnet. Fiir Messungen einzelner Proben wurden
Hellma-Prézisionskiivetten aus Quarzglas SUPRASIL der Firma VWR (Darmstadt) verwendet.
Die Messung in 96-well-Mikrotiterplatten (in half-area-UV von Greiner Bio-One) erfolgte iiber
ein Paradigm Multimode Detector (Beckman Coulter). Die Wegstrecke des Strahlenganges
wurde bei einem Volumen von 80 pl/well mit 0,5 cm angenommen (Herstellerangaben). In
beiden Messverfahren wurden pufferbereinigte Spektren von 250-330 nm aufgenommen. Das
Verhiltnis von 280 nm zu 260 nm diente der Abschitzung von DNA-Kontaminationen, zudem
diente der Wert bei 320 nm als Hinweis auf Aggregate in den Proben.

344 Konzentrieren und Umpuffern von Proteinlosungen

Zur Konzentrierung und Umpufferung von Proteinproben wurden Vivaspin-Zentrifugalfilter
(Sartorius, MWCO 3.000 Da) nach Herstellerangaben verwendet. Bei einer Umpufferung von
Proteinen wurde mindestens eine theoretische Verdiinnung von 1/ 10° eingehalten.

34.5 Differential scanning fluorimetry (DSF)

Zur Einschidtzung thermischer Stabilititen von Proteinen wurde die differential scanning
fluorimetry (DSF) eingesetzt. Bei dieser Methode wird zur Verfolgung der Proteinentfaltung in
einem thermischen Gradienten ein umgebungssensitiver Fluoreszenzfarbstoff verwendet (Epps
et al. 2001; Pantoliano et al. 2001). Das in dieser Arbeit verwendete Fluorophor Sypro orange®
zeigt in wiassriger Losung eine stark reduzierte Fluoreszenz und erfahrt durch die Interaktion
mit hydrophoben Oberfldchen eine erhohte Quantenausbeute. Die thermisch induzierte
Proteinentfaltung exponiert zuvor nicht 16sungsmittelzugéngliche hydrophobe Bereiche der
Proteinproben und resultiert in Anwesenheit des Fluorophors somit in einem erhohten
Fluoreszenzsignal. Zur Verfolgung der Fluoreszenzinderung iiber den Temparaturgradienten
konnen konventionelle real-time-PCR-Gerite verwendet werden (Niesen ef al. 2007), was die
parallele Charakterisierung verschiedener Proteine im Mikrotitermalfstab erlaubt.

DSF-Messungen wurden in dieser Arbeit stets im 96-well-Mikrotiterplattenformat unter
Verwendung eines Lightcycler® 480-Systems (Roche) mit einer Filterkombination von 465 nm
(Anregung) und 580nm (Emission) durchgefiihrt (Fluorophor-Maxima: 472/570 nm).
Eingesetzt wurden stets 10-20 pg Proteinprobe in einem Gesamtvolumen von 50 pl pro Kavitit.
Als Puffersubstanz wurden bei diesen Messungen HEPES-basierte Puffer (HBS) verwendet, da
diese sowohl iiber geringe Temperaturabhéngigkeiten des pH-Wertes (ApKa= -0.14) (Good et
al. 1966), als auch iiber vernachlissigbare Bindung von Ca*" aufweisen (Good und Izawa
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1972). Das nach Herstellerangaben 5.000fach konzentriert vorliegende Sypro orange® wurde
2-5fach im Reaktionsansatz verwendet. Fiir Untersuchungen von Ca?"-abhiingigen
Stabilitdtsdanderungen enthielten die Reaktionsansétze zusétzlich entweder 10 mM CaClz oder
2 mM EDTA.

Die Probenvorbereitung wurde wahlweise manuell oder iiber ein automatisiertes Verfahren auf
einem Biomek 3000 Laborroboter durchgefiihrt. Beide Verfahren lieferten analoge Ergebnisse.
Der eingestellte Temperaturgradient auf dem LightCycler® 480 betrug 1 K/min und wurde im
Bereich von 20-90 °C durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten erfolgte automatisch {iber ein
in der Programmiersprache MatLab® entwickeltes Programm. Sofern nicht explizit anders
vermerkt, beziehen sich alle ermittelten apparenten Schmelztemperaturen auf die nichtlineare
Approximation einer sigmoidal verlaufenden Boltzmann-Funktion an die gemessene
Fluoreszenz im Bereich der Proteinentfaltung (Gleichung 2).

Gleichung 2: Boltzmann-Approximation zur Anpassung von Messkurven der DSF

(Ymax—Ymin)

Y = VYmin T T2 (Gleichung 2)
1+e n
Vmin Minimale Fluoreszenzintensitit [RFU]
Vmax Maximale Fluoreszenzintensitit [RFU]
X Temperatur [°C] )
Tm Wendepunkt der Ubergangskurve (mittlere Ubergangstemperatur)
n Anstieg der Boltzmann-Approximation in T,

Die als apparente Schmelztemperatur bezeichnete mittlere Ubergangstemperatur befindet sich
im Wendepunkt dieser Funktion. Dieser wurde {iber die Berechnung des Maximums der ersten
Ableitung der ermittelten Approximation erhalten.

3.4.6 Amin-spezifische Modifikation von Proteinen

Fiir die selektive Modifikation von Proteinen wurden aminspezifische Reaktionen verwendet.
Reaktive primdre Aminogruppen befinden sich an den Lysinseitenketten sowie dem
Aminoterminus. Aufgrund verschiedener pKa-Werte lésst sich die Reaktion iiber den pH-Wert
zugunsten einer der reaktiven Gruppen beeinflussen. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuche wurden bei pH 6,4 durchgefiihrt, um die Reaktion am Aminoterminus
zu begiinstigen. Verwendet wurden die Chemikalien Sulfo-NHS-LC-Biotin (6-(Biotin-amido)-
hexanséure-sulfosuccinimidylester) fiir die Modifikation von sfGFP oder NHS-aktivierte
Sepharose fiir die Immobilisierung einer Proteinvariante zum Einsatz als Ligand einer
Affinitdtschromatographie.

Zur Biotinylierung der Zielstruktur sfGFP wurde ein Kit von Pierce Biotechnology (EZ-Link)
nach Herstellerangaben verwendet. Es wurden 2,6 mg sfGFP in 1 ml PBS pH 6,5 fiir die
Modifikation eingesetzt. Die Reaktion wurde mit einem fiinffachen molaren Uberschuss an
Sulfo-NHS-LC Biotin fiir 30 min bei Raumtemperatur und eine zusétzliche Stunde bei 4 °C
durchgefiihrt. Zur Entfernung freien Biotins wurde die Probe im Anschluss daran iiber eine
Sartorius Ultrafiltrationseinheit (3.4.4) in PBS-Puffer pH 7,4 {iberfiihrt. Zur Abtrennung nicht
biotinylierten Proteins wurde die Probe auf eine nach Herstellerangaben gepackte 5 ml-Mono-
Avidin-Siule (Pierce® Monomer Avidin Agarose, Thermo Scientific) gegeben. Die Siule

48



3 Methoden

wurde manuell beladen und mit 8x1 ml PBS-Puffer gewaschen. Zur Elution wurden 5% 1 ml
PBS + 2mM (D+)-Biotin verwendet. Die Fraktionierung erfolgte iiber Sichtkontrolle des
sfGFP in 3x1ml Fraktionen. Nach Vereinigung der Fraktionen wurde erneut ein
Pufferaustausch liber eine Sartorius-Ultrafiltrationseinheit (3.4.4) zu HBS pH 7,4 durchgefiihrt.
Zur Verifizierung korrekt modifizierten Zielproteins und zur Detektion anderer Proteinspezies
wurden Proben nach Biotinylierung fiir massenspektroskopische Analysen verwendet (Vgl.
Abschnitt 3.5 und Abbildung A 12).

Die Immobilisierung von Protein S-Varianten zum Einsatz in Affinitdtschromatographien
erfolgte liber das HiTrap NHS-activated HP-Kit (GE Healthcare) nach Herstellerangaben. Die
verwendete Proteinvariante (CID 24) wurde hierfiir zunéchst in 0,2 M NaHCO3, 0,5 M NaCl
pH 6,4 iiberfihrt (vgl. 3.4.4). Fiir die Immobilisierung wurden 12,6 mg Protein S in einem
Volumen von 1 ml Puffer verwendet.

3.4.7 ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

Zur Analyse von Proteininteraktionen oder zur Detektion von Protein in verschiedenen
Fraktionen wurde in dieser Arbeit ein Antikorper-basierter ELISA verwendet. Dieser wurde
wahlweise in 96- oder 384-well Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Arbeitsvolumina betrugen stets
50 ul fir 96-well und 20 pl fiir 384-well Mikrotiterplatten. Waschschritte wurden jeweils
dreifach mit 300 ul (384-well: 110 ul) Puffer in Anwesenheit von 0,05% (v/v) Tween-20
durchgefiihrt (PBST oder HBSCT).

Standard-ELISA

Zunichst wurden zur Vorbereitung eines ELISA 100-500 ng einer Zielstruktur oder im Falle
eines Nachweises von Protein in einer Fraktion ein entsprechendes Volumen bei 4 °C iiber
Nacht immobilisiert. Nach dreimaligem Waschen wurden unspezifische Bindungsstellen mit
Casein-haltigem Puffer (Sigma) fiir 2 h bei Raumtemperatur blockiert und die Mikrotiterplatten
anschlieBend erneut dreimal mit Tween-20-haltigem Puffer gewaschen. Bei einer
Interaktionsuntersuchung wurde der Interaktionspartner oder entsprechendes Zelllysat (3.1.1.5)
zugegeben und filir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem erfolgten
Waschschritt erfolgte die Detektion gebundener Proteine iiber einen Peroxidase-konjugierten
Primérantikdrper (a-His-POD), welcher 1/1000 in Tween-20-haltigem Puffer verdiinnt
eingesetzt und fiir eine Stunde in den Kavititen inkubiert wurde. Bei Verwendung von
Phosphatpuffersystemen wurde der Antikérper in Casein-Puffer verdiinnt, bei HEPES-
Systemen in HBSCT. Nach erneutem Waschen mit Tween-20-haltigem Puffer wurden die
Kavititen mit HBSC (PBS) gewaschen und mit einem dem verwendeten Mikrotiterplattentyp
entsprechenden Volumen Peroxidase-Substrat (TMB One oder TMB Xtra) versetzt. Das
Abstoppen der Reaktion erfolgte nach 5-30 Minuten mit 20 ul (96-well: 50 ul) 0,5M
Schwefelsdure. Zur Auswertung der Signale wurde in einem Mikrotiterlesegerit die Extinktion
bei 450 nm gemessen und um die Referenz bei 620 nm korrigiert. Zur Analyse von Ca*'-
abhingigen Proteininteraktionen wurde stets das HEPES-gepufferte System unter Zugabe von
10 mM CaCl. (HBSCT) verwendet. Vor der Detektion erfolgte ein zusétzlicher Waschschritt
mit 5 mM EDTA-Puffer (HBSE) anstelle des Ca**-haltigen Puffers.
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Hochdurchsatzanalysen

Fiir Hochdurchsatzanalysen von Proteinvarianten wurde ein ELISA-Verfahren auf einem
Biomek FXp-System (Beckman Coulter) entwickelt. Es wurden Doppelbestimmungen der
Proteinvarianten parallel unter permanenter Anwesenheit von Ca?* (HBSCT-Puffer) als auch
mit EDTA-Waschschritt (HBSET-Puffer) untersucht. Das Verfahren erlaubte die Analyse
Ca?"-abhingiger Bindung von 2576 Varianten an die Zielstruktur sfGFP (500 ng pro Kavitt
immobilisiert) und wurde im 384-well Format durchgefiihrt. Fiir diese primire Analyse von
Varianten wurde die Bindung in entsprechenden Lysaten nach Zellaufschluss (3.1.1.5)
untersucht, eine vorherige Reinigung der Varianten erfolgte nicht. Fiir den automatisierten
ELISA wurden Leervektorkulturen als Negativkontrollen mitgefiihrt. Als Positivkontrolle fiir
das Verfahren wurden polyklonale Antikorper gegen eines der Kristallin-Homologe (a-S3a;
Verdiinnung: 1/1000 in HBS pH7,4) analog zu der Zielstruktur immobilisiert. In
entsprechenden Kavititen der Mikrotierplatten wurde analog zu den Protein S-Varianten
produziertes Spherulin3a (S3a) verwendet. Zur Datenauswertung wurde ein in der
Programmiersprache MatLab® entwickeltes Skript verwendet.

Konzentrationsabhdngige ELISA

Zur Abschitzung von Bindungsaftinitidten wurde ein konzentrationsabhéngiger ELISA (Friguet
et al. 1985) durchgefiihrt. Die verwendeten Proteinproben wurden im Schiittelkolbenmalstab
produziert (3.1.1.4) und {iber eine Zweistufenreinigung gereinigt (3.4.2). Es wurden serielle
Verdiinnungen der Proteinvarianten in HBSC und HBSE hergestellt und die Analyse analog zu
den beschriebenen Standard-ELISA durchgefiihrt. Immobilisiert wurden fiir konzentrations-
abhingige Analysen stets 500ng der Zielstruktur sfGFP auf 384-well high-bind
Mikrotiterplatten (Greiner). Die Messungen erfolgten unter permanenter Anwesenheit von
10 mM CaCl2 (HBSCT) oder in EDTA-vermittelter Abwesenheit freier Metallionen (HBSET).
Dies umfasste sowohl die verwendeten Bindungs- als auch die Waschpuffer.

Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte {iber die Software SigmaPlot unter der Annahme
einer 1:1 Stochiometrie der Bindung und mit Hilfe des hinterlegten Regressionsmodelles
(Gleichung 3).

Gleichung 3: Regressionsmodell einer 1:1 Bindungsstochiometrie in SigmaPlot

Bmax X x .
y=— (Gleichung 3)
Kgqg+x
X Konzentration des freien Liganden [M]
y Signal einer spezifischen Bindung
Binax Maximal verfligbare Bindungsstellen
Ka Konzentration des eingesetzten Liganden bei der Hélfte der maximalen Bindung [M]
3.4.8 Oberflichenplasmonresonanz-Spektroskopie

Zur Bestimmung bindungskinetischer Parameter neuartiger Bindeproteine zu der Zielstruktur
sfGFP wurde die Oberflaichenplasmonresonanz-Spektroskopie verwendet (Turbadar 1959;
Liedberg et al. 1983; Tudos und Schasfoort 2008). Fiir alle Messungen wurde ein Biacore T100
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System sowie entsprechende Sensorchips der Firma GE Healthcare verwendet. Das
Detektionsprinzip der Biacore-Gerite beruht auf einem quantenphysikalischen Phanomen, der
Oberfliachenplasmon-Resonanz.

Bei auftretender Totalreflektion eines polarisierten Lichtstrahls an der Grenzfliche zwischen
einem optisch dichteren und diinneren Medium wird in dem Medium mit dem niedrigeren
Brechungsindex aufgrund der Resonanz eine exponentiell abfallende evaneszente Welle
hervorgerufen. Die Biacore-Sensorchips bestehen aus einer Glasschicht mit diinn aufgebrachter
Goldschicht und einer iiber Thiolfunktionen kovalent gebundenen Dextranmatrix, an der einer
der beiden Interaktionspartner immobilisiert wird (Chaiken et al. 1992). Uber ein Prisma wird
monochromatisches Licht auf diese Goldschicht eingestrahlt. Die eingestrahlten Photonen
interagieren mit den Elektronen im Metall, was zur Ausbildung einer Plasmaschwingung fiihrt,
die als Oberfldchenplasmon bezeichnet wird. Im Winkel der Totalreflektion ist die Resonanz
und somit auch der Intensitdtsabfall des reflektierten Lichts am grofften. Diese
Energieaufnahme fiihrt bei dem reflektierten Licht zu einem Intensitdtsabfall bei definiertem
Winkel, welcher direkt linear vom Brechungsindex des optisch diinneren Mediums abhéngig
ist. Der Brechungsindex wiederum dndert sich proportional zu Masseédnderungen an der
Sensoroberfldche (Stenberg et al. 1991), womit Ad- oder Desorptionen an der funktionalisierten
Dextranoberfliche des Sensorchips verfolgt werden konnen. Die Winkeldnderung des
Intensitdtsabfalls des reflektierten Lichts kann sensitiv gemessen werden und wird als
Resonanzsignal (response units, RU) bezeichnet.

Immobilisierung von Interaktionspartnern

Zur Bestimmung bindungskinetischer Parameter einzelner Protein S-Varianten nach Selektion
(3.3) und Durchmusterung (3.4.7) wurde die zuvor biotinylierte Zielstruktur sfGFP (3.4.6) auf
einem Streptavidin (SA)-Chip immobilisiert. Nach Aktivierung des Sensorchips nach
Herstellerangaben wurden auf einer Flusszelle 120-140 RU (response units) des biotinylierten
sfGFP gebunden.

Zur Analyse der Bindungsinteraktion bei immobilisiert vorliegendem Liganden wurde eine
ausgesuchte Proteinvariante (CID 24, Abschnitt 4.5.2.2 und Abschnitt 4.7) verwendet. Analog
zur Immobilisierung der Variante auf einer NHS-aktivierten Chromatographiesédule (3.4.6)
erfolgte die Immobilisierung auf einem CMS5-Chip iiber direkte Aminkopplung mittels
EDC/NHS-Chemie (Johnsson et al. 1991). Nach Aktivierung des Sensorchips wurden
entsprechend den Herstellerangaben 150 RU der Variante CID 24 immobilisiert.

Bestimmung bindungskinetischer Parameter

Zur Analyse von Bindungskinetiken von Protein S-Varianten wurde ein SA-Chip mit
immobilisiertem sfGFP verwendet. Es wurden Verdiinnungsreihen der Varianten fiir 180 s mit
einer Flussrate von 45 ul/min iiber die Flusszelle gegeben. Der Konzentrationsbereich der
Verdiinnungsreihe richtete sich nach den {iber einen konzentrationsabhdngigen ELISA
ermittelten Affinititen. Die eingesetzten Konzentrationen betrugen zwischen 2-50 nM fiir
Varianten mit hoher Affinitdt und 500 nM bis 10 uM fiir schwicher bindende Varianten
(Tabelle 20).
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Tabelle 20: Messbereich fiir SPR-Analysen von sfGFP-bindenden Varianten des Protein S

CID Konzentration Ca?*- Konzentration EDTA-
Messungen [nM] Messungen [nM]
1 1-1.000 1-3.000
5 1-100 1.000-20.000
6&7 1-1.000 50-3.000
8 10-300 1-3.000
10 1-100 1-1.000
11 1-100 1.000-50.000
13 1-150 1-1.000
24 1-20 1-1.000
27 1-50 1-3.000
30 1-150 1.000-20.000

Nach der Assoziation wurde die Dissoziation der Varianten fiir 360 s gemessen. Fiir alle
Messungen wurde eine Doppelbestimmung einzelner Proteinkonzentrationen zu Beginn und
Ende der Messzyklen durchgefiihrt, um die Vergleichbarkeit der einzelnen Verldufe einer
Kurvenschar sicherzustellen.

Regenerationsbedingungen der verwendeten Sensor-chips zwischen den einzelnen Messungen
wurden {iber ein scouting nach Herstellerangaben ermittelt. Untersucht wurde bei Verwendung
der SA-Chips 10 mM Glycin-Puffer verschiedener pH-Bereiche (Daten nicht gezeigt, pH = 1,5;
2,0; 2,5 und 3,0). Zur Regeneration von SA-Chips wurde 10 mM Glycin pH 3,0 ausgewéhlt.
Fiir das scouting zur Regeneration von CM5-Chips mit der immobilisierten Protein S-Variante
CID 24 wurde zusitzlich HBSET-Puffer pH 7,4 getestet und auch fiir die anschlieBenden
Messungen verwendet. Die Regenerationsdauer betrug hierbei 60s bei einem Fluss von
30 pl/min. Die Stabilisierung der Basislinie erfolgte im Anschluss an die Regeneration fiir 90 s
mit dem entsprechenden Laufpuffer. Sémtliche Messungen zur Bestimmung von
Bindungskinetiken erfolgten bei 20 °C und wurden unter Abzug einer Referenzzelle ohne
immobilisiertes stGFP gemessen.

Fiir alle Proteinvarianten wurden zwei unabhéngige Messungen in An- und Abwesenheit von
Ca?* durchgefiihrt. Die HEPES-gepufferten Laufpuffer (pH7,4) enthiclten neben
150 mM NaCl und 0,05% (v/v) Tween-20 wahlweise 10 mM CaCl. (HBSCT) oder
5mM EDTA (HBSET). Verdiinnungsreihen der Proteinvarianten wurden in den jeweiligen
Laufpuffern vorbereitet. Fiir beide Messungen wurden identische Proteinfraktionen der
Reinigung (3.4.2.1) verwendet. Zur Analyse der Bindungseigenschaften unter vergleichbaren
Bedingungen wie beim Einsatz der Proteinvariante CID 24 als Ligand einer Chromatographie
wurde eine Verdiinnungsreihe von 1-25nM sfGFP {ber die auf einem CMS5-Chip
immobilisierte Variante geleitet. Die Einstellungen der Messungen entsprachen den Messungen
bei Verwendung von SA-Chips mit immobilisierten sfGFP. Die Regeneration der Messzelle
erfolgte in diesem Falle jedoch iiber die Zugabe von HBSET-Puffer und nicht {iber Glycin
pH 3,0. Fiir die Untersuchung der Bindungsspezifitit wurde in einem analog durchgefiihrten
Versuchsaufbau eine Verdiinnungsreihe eGFP untersucht.

Die Auswertung der Messungen erfolgte iliber die ,.Biacore T100 evaluation sofiware*
entsprechend den Herstellerangaben. Die Berechnung der nummerischen Approximation und
der kinetischen Parameter erfolgte unter Annahme einer 1:1 Bindungsstdchiometrie mit den in
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der Software hinterlegten Bindungsmodellen. Ermittelte Kp-Werte wurden iiber die kinetischen
Parameter ka und kq erhalten. Fiir Varianten, bei welchen die kinetischen Parameter nicht fiir
die Auswertung herangezogen werden konnten, erfolgte die Berechnung der Affinitit tiber die
steady-state-Gleichgewichte.

Bestimmung thermodynamischer Parameter

Zur Bestimmung thermodynamischer Parameter der Bindung wurde die auf einem CM5-Chip
immobilisierte Variante CID 24 verwendet. Gemessen wurde eine Kurvenschar mit 10
Konzentrationen von 1-50 nM sfGFP bei sechs verschiedenen Temperaturbedingungen (5—
35 °C). Die Auswertung der Messungen erfolgte iiber die ,,Biacore T100 evaluation software
analog der Berechnung der bindungskinetischen Parameter unter Annahme einer 1:1
Bindungsstéchiometrie.

Aus thermodynamischer Sicht ist die Affinitét interagierender Proteine durch die Differenz der
freien Energie der assoziierten und dissoziierten Zustinde definiert. Im Gleichgewicht hiangt
die freie Enthalpie (AG®) mit der Dissoziationskonstante (Kp) zusammen (Perozzo et al. 2004)
(Gleichung 4):

AG® = —RTInKp (Gleichung 4)

Mit: R— allgemeine Gaskonstante und T — absolute Temperatur

Die freie Enthalpie (AG®) spiegelt die Wahrscheinlichkeit der Komplexbildung wider, enthilt
aber zundchst keine Informationen {iiber die treibenden Krifte. Die Unterteilung der
Bindungskrifte in enthalpische (AH) and entropische (AS) Anteile kann weitere Informationen
iiber bestimmende Faktoren der Komplexbildung liefern. Die Enthalpie- und
Entropiesinderungen sind iiber die Anderungen der freien Enthalpie verbunden (Williams et al.
2004) (Gleichung 5):

AG° = AH® — TAS° (Gleichung 5)

Enthalpiednderungen (AH®) beschreiben die im Zuge der Komplexbildung (oder -dissoziation)
freiwerdende oder absorbierte Wirme durch die Anderung von nicht-kovalenten Bindungen
wie van-der-Waals-Interaktionen, Wasserstoffbriicken oder Ladungsinteraktionen. Entropische
Anteile (AS°) hingegen konnen als Anderungen der Freiheitsgrade der Interaktionspartner
sowie deren Teile (wie Aminosdureseitenketten) und der umgebenden Losungsmittel bei
Rotation, Bewegung oder Vibration (Holdgate und Ward 2005). Uber die Gleichungen 4 und 5
erhilt man die lineare Form der van’t Hoff-Gleichung unter der Annahme keiner auftretenden
Anderungen der Wirmekapazititen des Systems iiber die Temperatur:

AH® 1 AS° ,
ln(KD) = X T R (Gleichung 6)
Durch die Ermittlung des Kb bei verschiedenen Temperaturbedingungen und der Darstellung
von In(Kp) liber die reziproke Temperatur in der van’t Hoff Darstellung kénnen AH°
(Ordinatenabschnitt) und AS® (Steigung) aus einer linearen Regression berechnet werden.
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349 Analytische Ultrazentrifugation

Durch Gleichgewichtssedimentation kann die molekulare Masse von Proteinmolekiilen
und -komplexen sowie deren stochiometrisches Verhiltnis bestimmt werden (Cole et al. 2008).
Das Sedimentationsgleichgewicht von Protein S-Varianten als Komplex mit sfGFP wurde bei
40.000 rpm und 20 °C gemessen, zur Detektion wurde die intrinsische Fluoreszenz des sfGFP
bei einer Wellenldnge von 485 nm verwendet. Fiir die Ermittlung der Bindungsstochiometrie
wurde eine Verdiinnungsreihe von 0—4 uM Protein S in HBSC mit 1 uM sfGFP eingesetzt. Fiir
die Messungen der Ca®"-Abhingigkeit der Komplexbildung wurden dquimolare Mengen von
1 uM Protein S CID 24 und sfGFP in HBS-Puffer eingesetzt und eine Verdiinnungsreihe mit
unterschiedlichen Konzentrationen von 0—10 mM Ca" erstellt. Die Experimente an einer
analytischen Ultrazentrifuge Optima XL-A (Beckman Instruments) wurden von Herrn
Dr. Hauke Lilie der Abteilung Technische Biochemie (Institut fiir Biochemie und
Biotechnologie, Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg) durchgefiihrt.

3.4.10 Bindungsanalyse von Varianten des Protein S an Myxosporen

Zur Analyse Ca’"-abhiingiger Sporenbindung von Protein S-Varianten wurde ein zweistufiges
Verfahren etabliert. Zunichst wurden hergestellte Myxosporen (3.1.2.2) auf der Oberfldche
einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Pro Kavitdt einer 96-well Mikrotiterplatte (Nunc
Medisorp) wurden 5-8 ul der Sporenpréiparation in einem Gesamtvolumen von 50 pul MX-
Bindungspuffer iiber Nacht bei 4 °C und 300 rpm im Thermomixer immobilisiert. Es folgte
dreimaliges Waschen mit jeweils 300 ul MX-Bindungspuffer und zur Absittigung
unspezifischer Oberflichen eine zweistiindige Inkubation mit 300 upl Casein-basierter
Blockierlosung (Sigma-Aldrich). Im Anschluss daran wurde ein weiterer Waschschritt sowie
zweimaliges Aquilibrieren der immobilisierten Sporen mit jeweils 300 ul MX-Bindungspuffer
durchgefiihrt. Die untersuchten Proteinproben wurden in einem Volumen von 50 ul MX-
Bindungspuffer zu den Sporen gegeben und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Um
die Bindungskapazitdt der immobilisierten Sporen nicht zu iiberschreiten, wurden pro Kavitit
nicht mehr als 20 ng Protein verwendet. Vor Verwendung wurde fiir die eingesetzten Sporen
die Bindungskapazitit von 30ng Protein S-Wildtyp pro 5-8 ul der préparierten Sporen
nachgewiesen.

Der Uberstand nach Inkubation der Proteinvarianten mit den Sporen wurde als Durchfluss
bezeichnet und fiir eine spdtere Detektion des enthaltenen Proteins auf einer neuen
Mikrotiterplatte immobilisiert (4 °C, iiber Nacht). Analog wurden weitere Waschfraktionen a
50 ul mit MX-Waschpuffer (Waschen I und II) sowie die Elution in Anwesenheit von EDTA
iiber die Zugabe von 50 pl MX-Elutionspuffer (Elution I und II) durchgefiihrt. Die Detektion
der Proteinvarianten in den einzelnen Fraktionen erfolgte nach der Immobilisierung iiber ein
ELISA-Verfahren (3.4.7). Der Anteil des Proteins in den Elutionsfraktionen zu allen anderen
Fraktionen wurde in Relation gesetzt, um die Bindungseigenschaften der Varianten an die
immobilisierten Sporen zu quantifizieren.
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3.5 Massenspektrometrie

Zum Nachweis der Identitdt oder der erfolgreichen Modifikation von Proteinen wurden diese
liber massenspektrometrische Verfahren analysiert. Bei diesen Methoden werden ionisierte
Molekiile entsprechend ihrem Masse-Ladungsverhéltnis durch elektromagnetische Felder
getrennt. Zur Probenvorbereitung wurden die Proteine iiber ZipTips® (Merck-Millipore) nach
Herstellerangaben  entsalzt. Die  Untersuchungen mittels  matrix-assisted  laser
desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF)-Experimenten wurden bei der Abteilung
fiir Pharmazeutische Chemie und Bioanalytik (Institut fir Pharmazie, Martin-Luther-
Universitit Halle-Wittenberg) durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

Ebersbach et al. (2007) zeigten bereits die Eignung der Proteinklasse der Py-Kristalline fiir die
Herstellung kiinstlicher Bindeproteine. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine neue
Klasse artifizieller Bindeproteine, welche auf Ca*'-sensitiven Geriistproteinen aus dieser
Proteinfamilie basieren, entwickelt und untersucht. Konformationsdnderungen, welche die
Geriistproteine iiber die Bindung von Ca*" erfahren, sollten verwendet werden, um molekulare
Schalter zu generieren. Die auf dieser Grundlage erstellten bindenden Varianten sollten iiber
eine unterschiedliche Affinitét zur Zielstruktur in beiden Schaltungszustéinden aufweisen, was
beispielsweise flir Anwendungsgebiete wie Affinitdtschromatographien von Interesse ist. In der
Klasse der Py-Kristalline sind mehrere Ca®’-bindende Proteine beschrieben. Um auf
experimenteller Basis zu entscheiden, welches dieser Proteine am besten als Gertiststruktur zur
Entwicklung Ca’'-abhiingiger kiinstlicher Bindeproteine geeignet ist, wurden sieben
Kandidaten der Proteinfamilie aus der Literatur ermittelt, rekombinant produziert und
charakterisiert.

4.1 Auswahl und rekombinante Produktion potentieller Geriistproteine basierend
auf Kristallin-Homologen

Im Unterschied zu bislang verwendeten scaffolds der By-Kristallin-Familie sollten im Rahmen
dieser Arbeit Ca®’-sensitive Geriistproteine untersucht werden, um die Moglichkeit zur
Generierung schaltbarer Bindeproteine zu untersuchen. Durch eine Literaturrecherche konnten
sieben Proteine (Spherulin3a, ProteinS, MC, Ciona-By-crystallin, Clostrillin, Geodin,
Protein S-Homolog) ermittelt werden, die aus allen drei Reichen der Lebewesen stammen
(Tabelle 1, S. 9, Proteinsequenz siehe Tabelle A 1, S. A5). Die Proteine bestehen aus einzelnen
Polypeptidketten und beinhalteten Bindungsdominen fiir Ca®". Die jeweilige biologische
Funktion der Homologe ist weder von der Ausbildung von Disulfidbriicken noch von weiteren
posttranslationalen Modifikationen abhéngig (Tabelle 1, Abbildung 2).

Die fiir die Expression in E. coli optimierten Gensequenzen (Firma DNA 2.0) wurden in
container-Vektoren pJ201 erhalten (2.3) und mit Hilfe der Restriktionsenzyme Eco311 und
Xhol in pET28a(+)-Expressionsvektoren kloniert (3.2). Nach Verifikation korrekter Sequenzen
(3.2.8) wurden die Expressionsvektoren fiir die Transformation von E.coli BL21(DE3)
verwendet (3.1.1.3). Die Produktion der Proteine erfolgte liber rekombinante Genexpression
nach Kultivierung der Bakterien in Autoinduktionsmedium (3.1.1.4) mit anschlieender
chromatographischer Zweistufenreinigung (3.4.2.1). Bis auf Spherulin 3a konnten alle Proteine
erfolgreich mit Ausbeuten bis zu 55 mg/l Kulturvolumen als monomeres Protein in der
l16slichen Fraktion gewonnen werden (Abbildung 7, Tabelle 21). Spherulin 3a wurde bereits in
der Literatur als nicht-kovalent verbundenes Dimer beschrieben (Clout ef al. 2001), was mit
Ergebnissen der Grofenausschlusschromatographie korreliert. Fiir die Proteine Clostrillin und
Spherulin 3a konnten in den Chromatogrammen der GroBenausschlusschromatographie
zusitzliche Peaks registriert werden, welche Multimeren oder Aggregaten entsprachen. Die
entsprechenden Peaks konnten jedoch vollstindig von den monomeren Proteinspezies getrennt
werden.

Zur Verlaufskontrolle der Proteinreinigungen wurden die Ausgangs-, Wasch- und
Elutionsfraktionen iiber SDS-PAGE-Analysen mit anschlieBender Coomassie-Visualisierung
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untersucht (3.4.1). In den Fraktionen der monomeren Proteinspezies konnten nur Banden die
den Kristallin-Homologen entsprachen, jedoch keine auf Fremdproteinen basierenden
Verunreinigungen detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 7: Rekombinante Produktion von Kristallin-Homologen
GroBenausschlusschromatographie von fiinf der sieben rekombinant produzierten und iiber Nickel-Chelat-Chromatographie

gereinigten Kristallin-Homologe. Als Laufpuffer diente HBS pH 7,4. Zur Abschitzung der apparenten Molekularmasse wurde
die Sdule mit Standardproteinen (GE Healthcare) kalibriert.

Tabelle 21: Ausbeuten bei rekombinanter Produktion von Kristallin-Homologen

Kristallin-Homolog Ausbeute pro
Kulturvolumen [mg/1]

Spherulin 3a 30
Ciona-By-crystallin 55
Protein S 46
MC 14
Clostrillin 42
Geodin 35
Protein S-Homolog 25

Die Proteine wurden hinsichtlich ihrer Handhabbarkeit in den fiir die Entwicklung des
kiinstlichen Bindeproteins bendtigten Methoden fiir Hochdurchsatzanalysen (DSF, ELISA und
SDS-PAGE) untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse zu thermischen Stabilitdten und 16slicher
Produktion bei Verwendung von E.coli BL21(DE3) der Homologe sind in guter Uber-
einstimmung mit den in der Literatur beschriebenen Eigenschaften (Daten nicht gezeigt).
Aufgrund der sehr dhnlichen Eigenschaften der homologen Proteine wurde entschieden, mit
einem iiber zwei Dominen verfiigenden Protein weitere Analysen durchzufiihren, um eine
groBBere Auswahl an Aminosdurepositionen fiir die Randomisierung und damit fiir das Design
einer Bindungsstelle zur Verfligung zu haben. Da keine strukturellen Informationen fiir Geodin
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und das Protein S-Homolog-Protein vorlagen, wurde Protein S aus Myxococcus xanthus (MX)
ausgewahlt.

Fiir die Entwicklung eines scaffolds zu einem kiinstlichen Bindeprotein ist die Erstellung einer
Bibliothek randomisierter Varianten erforderlich. Aus dieser Proteinbibliothek miissen
anschliefend Varianten mit gewiinschten Bindungseigenschaften selektiert werden. Hierzu
wird die Proteinbibliothek iiber display-Methoden der Zielstruktur (in dieser Arbeit sfGFP)
prisentiert. Uber die Kopplung der Geno- und Phiinotypen der Varianten lassen sich bindende
Proteinvarianten der Bibliotheken anreichern.

Es wurden fiir Protein S verschiedene display-Methoden untersucht, um eine Selektion von
Ca’*-sensitiven Varianten zu etablieren. Neben der Priisentation des nativen Zielproteins iiber
die Verfahren wurde auch die Mdglichkeit der fiir die Schaltbarkeit notwendigen Ca**-
abhingigen Konformationséinderung untersucht. Zur Etablierung wurde die Ca®"-abhiingige
Interaktion des Wildtyp-Protein S mit Sporen des M. xanthus verwendet (Abbildung 8). Zwecks
dessen wurden Fruchtkorper-basierte Sporen des M. xanthus produziert (3.1.2.2) und auf der
Oberfliache von Mikrotiterplatten immobilisiert (3.4.10). Der Wildtyp des Protein S wurde als
Fusionsprotein im Phagen-display (3.3.2) sowie als terndrer Komplex im Ribosomen-display
produziert (3.3.4) und in Anwesenheit von Ca** mit den Sporen inkubiert. Es folgten
Waschschritte in Anwesenheit von Ca*" und eine Elution der Komplexe iiber die Zugabe von
EDTA-haltigem (bei Verwendung des Phagen-display) bzw. EGTA-haltigem Puffer (ternire
Komplexe bei Verwendung des Ribosomen-display). Als Positivkontrolle wurde rekombinant
produziertes monomeres Protein S (3.4.2.1) in Losung verwendet.

Die Quantifizierung des in den Wasch- und Elutionsfraktionen enthaltenen Proteins erfolgte
iiber ein ELISA-Verfahren (3.4.7). Der Nachweis rekombinant produzierten Proteins erfolgte
liber einen gegen die Hexahistidinfusion gerichteten Antikdrper (BMG-His-1, Roche). Phagen
wurden iiber den Nachweis des Phagenhiillproteins M13 (a-M13-AK, GE Healthcare)
detektiert und auf der Phagenoberfléche prasentiertes Protein S erfolgte durch die Verwendung
eines polyklonalen Antikdrpers gegen Protein S (Davids Biotechnologie) mit anschlieBender
Detektion mittels eines peroxidasekonjugierten Sekundérantikorpers (o-Huhn, Davids
Biotechnologie). Der Nachweis terndrer Komplexe mit prasentierten Protein S erfolgte iiber die
Quantifizierung der cDNA nach durchgefiihrter reverser Transkription (3.3.6) iiber eine real-
time-PCR (3.3.7).

Die funktionale Immobilisierung von Myxosporen auf der Oberfliche von Mikrotiterplatten
konnte durch die Verwendung von rekombinant produzierten, monomeren Protein S
nachgewiesen werden (Abbildung 8 A). Durch die Negativkontrolle ohne immobilisierte
Sporen wurde zudem bestitigt, dass die Ca’*-abhingige Interaktion des wt-Protein S nicht
unspezifisch durch die verwendete blocking-Substanz (Casein) vermittelt werden kann, sondern
spezifisch von der Verfiigbarkeit von Myxosporen abhangt.
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Abbildung 8: Oberflichenprisentation und Bindungsverhalten von Protein S an immobilisierte Sporen des M. xanthus
(A) Untersuchungen mit rekombinant produziertem Protein S mit C-terminaler Hexahistidin-Fusion. Auf der Oberfldche von
Mikrotiterplatten immobilisierte Myxosporen wurden mit 20 ng des Proteins in Anwesenheit von 10 mM Ca?* inkubiert. Nicht
gebundenes Protein wurde {iber Waschschritte in Anwesenheit von Ca?* entfernt. Die Elution des verbleibenden Proteins auf
der Sporenoberfliche erfolgte iiber einen Pufferwechsel auf 5 mM EDTA. Der Nachweis des Proteins in den einzelnen
Fraktionen der Bindungsanalyse erfolgte iiber ein ELISA-Verfahren mit einem gegen die Hexahistidin-Fusion gerichteten, mit
HRP-konjugierten Antikorper. Als Negativkontrolle wurde das eingesetzte Protein S zu analog vorbereiteten Kavitéten ohne
immobilisierte Myxosporen gegeben.

(B) Auf Phagenoberfldche prisentiertes Protein S. Nach erfolgter Produktion von Protein S présentierenden Phagen wurden die
Bindungsstudien analog zu den Experimenten mit rekombinant produziertem Protein durchgefiihrt. Der Nachweis der Phagen
in den Wasch- und Elutionsfraktionen erfolgte iiber einen gegen das Phagenhiillprotein M13 gerichteten Antikdrper (a-M13,
GE Healthcare).

(C) cDNA nach reverser Transkription verschiedener Fraktionen im Anschluss an die Prisentation terndrer Protein S-
Komplexe. Nach Produktion terndrer Komplexe aus mRNA, Ribosomen und Protein S wurden diese in Anwesenheit von
10 mM Ca?" und einem RNAse-Inhibitor fiir die Bindungsanalysen an Myxosporen eingesetzt. Der Nachweis der Molekiile
erfolgte tiber eine real-time-PCR durch die Detektion der erhaltenen DNA iiber den SYBR Green Farbstoff.

(D) Auf Phagenoberfliche prisentiertes Protein S. Nach der Produktion wurden Protein S prisentierenden Phagen direkt auf
der Oberfliache von Mikrotiterplatten immobilisiert. Der Nachweis erfolgte {iber die gekoppelte Detektion mit einem gegen das
die N-terminale Doméne von Protein S gerichteten Primér-, und einem a-Huhn-peroxidasekonjugierten Sekundérantikdrper.

Es konnte gezeigt werden, dass die Prisentation des Proteins auf der Oberflache von Phagen
zwar moglich (Abbildung 8 D), jedoch nicht geeignet war, um eine schaltbare Bindung
nachzuvollziehen (Abbildung 8 B). Diese konnte jedoch im Format des Ribosomen-displays
als terndrer Komplex aus Ribosom, naszentem Protein und entsprechender mRNA
nachgewiesen werden (Abbildung 8 C). Anhand dieser Ergebnisse wurde entschieden, dass das
Bibliotheksformat der randomisierten Protein S-Varianten und die Selektion als Ribosomen-
display durchzufiihren.
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4.2 Charakterisierung potentieller Randomisierungsbereiche auf Protein S

Vor der Generierung von Diversitdt auf der Oberfliche des Proteins wurden Positionen des
Protein S hinsichtlich ihrer Toleranz gegeniiber Aminosdureaustauschen untersucht.
Informationen iiber konservierte Motive sowie Positionen mit geringer Toleranz gegeniiber
Substitutionen waren aus der Literatur nicht verfiigbar. Interne Forschungsberichte (Schneider
2010) zu humanem vyp-Kristallin zeigten jedoch konservierte Motive mit paarweise
interagierenden Serin der beta-Faltblattstrukturen mit Phenylalanin der Schleifenregionen,
welche in analoger Form ebenfalls in Protein S vorkommen (F11/S41, F58/S81, F101/S130,
F146/S169). Diese Motive wurden daher ebenso wie die Ca?*-bindenden Motive der Kristallin-
Familie (Aravind et al. 2009) nicht fiir eine Randomisierung in Betracht gezogen. Es wurden
41 losungsmittelexponierte Aminosduren des Proteins fiir eine Mutagenesestudie ausgewdhlt,
die sich in riumlicher Nihe zu den Ca?"-bindenden Strukturen in den Schleifenbereichen des
Proteins befinden (Abbildung A 3). Durch Techniken der ortsgerichteten Mutagenese wurde
auf genetischer Ebene fiir jeweils eine der 41 Positionen des Proteins die Wildtypsequenz gegen
codierende Sequenzen fiir unterschiedliche Aminoséuren (Glutamat, Isoleucin, Arginin, Serin
bzw. Tyrosin) substituiert. Insgesamt wurden 186 der mdglichen 192 Varianten des Proteins
generiert (3.2.4.2) und nach Verifikation korrekter Sequenzen (3.2.8) rekombinant hergestellt
(3.4.2.1).

Bei der Charakterisierung der Protein S-Varianten sollten essentielle Informationen fiir die
Bibliotheksgenerierung gewonnen werden. Es wurde zunichst untersucht, welchen Einfluss die
Substitutionen an verschiedenen Positionen des Proteins auf die Herstellungsmdoglichkeiten der
Varianten haben. So wurde neben der Produktion als 16sliches Protein auch die Ausbeute
produzierten Proteins mit dem des Wildtyp-Proteins iiber SDS-PAGE-Analysen verglichen
(3.4.1). Dariiber hinaus sollte die Stabilitidt des Gerlistproteins und die flir die angestrebte
Schaltbarkeit der Varianten bendtigte Ca**-Bindung erhalten bleiben. Um Aussagen iiber diese
Kriterien treffen zu konnen, wurden die Proteinvarianten produziert und deren thermisch
induzierte Denaturierung iiber differential scanning fluorimetry (DSF) in An- und EDTA-
vermittelter Abwesenheit von Ca?* gemessen (3.4.5).

Da die molekularen Mechanismen oder die an der Sporenbindung beteiligten Aminosiuren von
Wildtyp-Protein S nicht bekannt sind, wurden ELISA-basierte Untersuchungen zur Bindung
der Proteinvarianten an MX-Sporen durchgefiihrt (3.4.10). Ein existierendes Ca**-sensitives
Paratop auf der Oberfliche des Protein S wiirde sich in mehrfacher Hinsicht fiir das
Bibliotheksdesign anbieten. Zunichst wiirde ein bereits bekanntermaBen Ca**-sensitives
Paratop die Wahrscheinlichkeit zur Generierung von schaltbaren de novo Bindeproteinen gegen
neue Zielstrukturen erhohen. Weiterhin sollte keine Interaktion der verwendeten Varianten mit
dem Interaktionspartner des Wildtyp-Proteins erhalten bleiben um in fiir spéteren
Anwendungen ungewollte Interaktionen zu vermeiden.

Nach ortsgerichteter Mutagenese auf Basis des Wildtyp-ProteinS im pET23-
Expressionssystem (3.2.4.2) wurden korrekt modifizierte Varianten iiber eine Sequenzierung
(3.2.8) werifiziert. Die Produktion der Varianten erfolgte nach Transformation von
E. coli BL21(DE3)-Zellen mit den Plasmiden (3.1.1.3) parallel in 200 ul Autoinduktions-
medium (3.1.1.4). Die Proteinvarianten wurden im Anschluss an die Genexpression iiber IMAC
im MikrotitermaBstab gereinigt (3.4.2.1).
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Die Expressionslevel der erhaltenen Varianten des Protein S in dem eingesetzten System waren
durchgehend hoch (Abbildung 9 A). Die Anteile 16slich produzierten Proteins variierten zum
Teil sehr stark (Abbildung 9 A, Abbildung 11 A), schlecht l6sliche Varianten waren jedoch auf
die Mutation einzelner Aminosaurepositionen zuriickzufiihren. Fiir alle Proteinvarianten konnte
nach Produktion im Mikrotitermafstab qualitativ die erhaltene Fihigkeit zur Ca?*-Bindung iiber

eine Stabilisierung in der DSF-Messung nachgewiesen werden (Abbildung 9 B, Abbildung
110).

PS Varianten PS wt B
LU M 30
—— PSwt 10 mM Ca2*
D 25 4 —— PSG73S 10mM Ca2*
3 > —— PSwt2mMEDTA
- | S 20 | —— psams2mMEDTA
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Abbildung 9: Charakterisierung von Protein S-Varianten mit einzelnen Substitutionen von Aminosiuren.

(A) SDS-PAGE-Analyse zur Charakterisierung von 16slichem Proteinanteil und Genexpressionsstirke einer Auswahl von
Protein S-Varianten bei Verwendung von E. coli BL21(DE3)-Zellen mit pET23-Vektor. Die Proben wurden iiber 4-20%
Gradientengele getrennt und mittels Coomassie-Féarbung visualisiert. Pro Proteinvariante wurden jeweils die 16sliche und
unlsliche Fraktion nach Genexpression in 200 pl Mikrotitermaf3stab aufgetragen. Zur Probenvorbereitung wurde das Sediment
nach Zentrifugation der lysierten Zellen (unldsliche Fraktion) in 8 M Harnstoff, 0,1 M Tris, 1 mM EDTA pH 8,0 bei
Raumtemperatur solubilisiert. Der Uberstand (16sliche Fraktion) wurde direkt 1:5 mit Probenpuffer versetzt und in gleichem
Volumen aufgetragen wie die nicht-18sliche Fraktion. Die Auswertung der Gele erfolgte i{iber die densiometrische Bestimmung
der Bandenintensititen der entsprechenden Proteinvarianten (Pfeil). M: Fermentas PageRuler Unstained. L: 16slicher Uberstand.
U: unlésliche Fraktion

(B) DSF-Analyse zur Messung thermischer Stabilititen zweier ausgewéhlter Proteine. Es wurden 15 pg iiber IMAC gereinigter
Proteinvarianten in Anwesenheit von 10 mM Ca?* (HBSC) und in EDTA-vermittelter Abwesenheit von Ca?* (HBSE) gemessen.
Die Messung der thermisch induzierten Proteinentfaltung erfolgte iiber den Fluoreszenzfarbstoff Sypro orange® in einen
Temperaturbereich von 20-90°C und mit einer Heizrate von 1K/min. Die Berechnung der apparenten mittleren
Ubergangstemperaturen aus den Temperaturiibergingen erfolgte iiber MatLab® und wurden fiir die dargestellten
Ubergangskurven mit Kreuzen markiert.

Zur Einschdtzung der Beteiligung von Aminosduren an einem existierenden Paratop zur
Sporenbindung auf der Oberfliche des Protein S wurden die gereinigten Varianten mit
immobilisierten Sporen inkubiert, in Anwesenheit von 10 mM Ca?" gewaschen und iiber die
Zugabe von EDTA-Puffer eluiert (3.4.10). Die Quantifizierung des in den Wasch- und
Elutionsfraktionen enthaltenen Proteins erfolgte iiber ein ELISA-Verfahren (3.4.7, Abbildung

10) unter Verwendung eines gegen die Hexahistidin-Fusion gerichteten Antikorpers (BMG-
His-1, Roche).
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Abbildung 10: Quantifizierung des vorhandenen Proteins in Fraktionen bei Bindung von ProteinS und
Protein S-Varianten an immobilisierte Sporen des M. xanthus (MX) iiber ELISA

Auf der Oberflidche von Mikrotiterplatten immobilisierte Myxosporen wurden mit 20 ng der Protein-Varianten in HBSC-Puffer
(enthdlt 10 mM Ca?") inkubiert. Nicht gebundenes Protein wurde iiber Waschschritte in Anwesenheit von Ca?* entfernt. Die
Elution des verbleibenden Proteins auf der Sporenoberfliche erfolgte iiber einen Pufferwechsel auf HBSE (enthdlt 5 mM
EDTA). Der Nachweis des Proteins in den einzelnen Fraktionen der Bindungsanalyse erfolgte {iber ein ELISA-Verfahren mit
einem gegen die Hexahistidin-Fusion gerichteten Antikoérpers (BMG-His-1, Roche). (A) Untersuchungen mit rekombinant
produzierten Protein S-Wildtyp mit C-terminaler Hexahistidin-Fusion. Als Negativkontrolle wurde Protein S zu analog
vorbereiteten Kavitdten ohne immobilisierte Myxosporen gegeben. (B) Bindungsanalyse zweier exemplarischer Varianten des
Protein S an MX-Sporen. Das Verhiltnis der Signale aus der Elutionsfraktion im Vergleich zu der Summe der erhaltenen
Signale aller Fraktionen wurde zur Einschédtzung der Bindung der jeweiligen Variante an MX-Sporen verwendet.

Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte in Abhéngigkeit der mutierten
Aminosdureposition der untersuchten Varianten. Es wurden bis zu fiinf unterschiedliche
Austausche (Glutamat, Isoleucin, Arginin, Serin oder Tyrosin) pro Position beriicksichtigt
(Abbildung 11). Durch einzelne Substitutionen an sechs der untersuchten Aminosdure-
positionen (G103, L72, D56, G33, A27, V17) wurde die Loslichkeit der Varianten signifikant
verringert, so dass diese Positionen nicht fiir die Bibliotheksgenerierung in Betracht gezogen
wurden. Fiir alle untersuchten Proteinvarianten wurden signifikant erhohte thermische
Stabilititen bei Verfiigbarkeit von Ca?>" withrend der Messung erhalten. Drei der untersuchten
Aminoséurepositionen (Q16, L72, G103) zeigten bei Substitutionen jedoch eine grundlegend
verringerte Stabilitit. Obgleich die Datenlage nicht ausreicht, um ein Ca?**-sensitives Paratop
auf der Oberfliache des Protein S zu definieren, fiihrten bestimmte Austausche (G14, Q16, E71,
L72 K98, R120) zu einer wesentlichen Beeintrdchtigung der Sporenbindung. Fiir jeweils alle
Varianten von 31 der 41 untersuchten Positionen wurden nur geringe Anderungen der
Loslichkeit, Stabilitit sowie der Stabilisierung durch Ca**-Bindung ermittelt. Diese Positionen
wurden daher fiir das Bibliotheksdesign verwendet.
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Abbildung 11: Charakterisierung von 186 Varianten des Protein S mit Einzelsubstitutionen von Aminosiuren.

Durch Techniken der ortsgerichteten Mutagenese wurde auf DNA-Ebene fiir 41 Positionen des Proteins die dem Wildtyp
entsprechende Aminoséuresequenz durch unterschiedliche Aminoséuresequenzen (Glutamat, Isoleucin, Arginin, Serin bzw.
Tyrosin) substituiert. Aufgrund der breiten Spanne biochemischer Eigenschaften dieser fiinf Aminoséuren sollte die Toleranz
gegeniiber Substitutionen fiir die einzelnen Positionen bestimmt werden. Dargestellt sind minimale und maximale Werte pro
gednderter Aminosaureposition fiir insgesamt 186 distinkter Proteinvarianten. Der Mittelwert wurde jeweils iiber eine vertikale
Linie gekennzeichnet. (A) Bestimmung des Anteils des in der 19slichen Fraktion vorhandenen Proteins im Vergleich zu dem
gesamt produzierten Protein iiber SDS-PAGE. (B) Messung der apparenten Schmelztemperaturen iiber DSF in An- (orange)
bzw. Abwesenheit (blau) von Ca?*. (C) ELISA zur Ermittlung des Anteils an Protein S in sporenbindender Fraktion im
Vergleich zum gesamt eingesetzten Protein.

Die 31 ausgewdhlten Aminosdurepositionen wurden iiber visuelle Korrelation mittels PyMol in
sechs jeweils zusammenhéingende Bereiche (Module) eingeteilt. Diese Module konnten fiir die
Generierung von Diversitit zur Erstellung von Bibliotheken auf Basis des Protein S
untereinander oder mit der Wildtyp-Sequenz entsprechenden Modulen frei kombiniert werden.
(Tabelle 22).

Tabelle 22: Modulares System zur Generierung von Bibliotheken auf Basis des Protein S

Randomisiertes Anzahl L .
Modul randomisierter Aminosiurepositionen
Positionen
1 6 Y8, N9, E10, D11, Q13, K15
2 7 T25, R26, A27, A30, A31, L32, I35
3 5 Q54, N55, G57, A59, D61
4 5 E70, E71, G73, P74, L75
5 4 Y97, K98, E99, K104
6 4 QI115, Al16,R120, D124
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4.3 Selektion einer Protein S-Bibliothek gegen sfGFP

Zur Anreicherung von Proteinvarianten mit bestimmten Eigenschaftsprofilen aus grof3en
Bibliotheken werden Selektionsmethoden verwendet, da eine vollstindige Durchmusterung
aller Varianten technisch nicht realisierbar ist. Reine in vitro-Selektionsmethoden, wie das
Ribosomen-display, bieten den Vorteil groBere Bibliotheksgroflen einsetzen zu kdnnen.

4.3.1 Generierung und Charakterisierung naiver Protein S-Bibliotheken

Die Auswahl zur Generierung von Bibliotheken basierend auf Protein S fiel auf insgesamt 4 der
6 definierten Module mit randomisierten Positionen (Abschnitt 4.2, Tabelle 22). Auf Basis der
Module 1, 4 und 5 (PS_145) und der Module 1, 4 und 6 (PS_146) wurden zwei Bibliotheken
generiert (Abbildung 12). Fiir beide Bibliotheken wurden somit Bereiche gewihlt, welche sich
zwischen den Ca?"-bindenden Motiven (Aravind et al. 2009) befinden, um die
Wabhrscheinlichkeit zur Generierung schaltbarer Bindeproteine zu erhohen (Abbildung 12).

Abbildung 12: Sekundirstrukturelement- und Oberflichendarstellung der fiir die Randomisierung vorgesehenen
Bereiche auf Basis des Protein S (PDB: 1PRR), sowie der Ca**-bindenden Motive (gelb).

Die farblich gekennzeichneten Fldchen stellen zusammenhéngende Bereiche des Gens von Protein S dar, welche als Module
bezeichnet werden. Orange: Modul 1, griin Modul 4, blau: Modul 5, Magenta: Modul 6. Position N77 wurde in Rot
hervorgehoben. Die Darstellung wurde mit der Software PyMol generiert.

Fir die Generierung von Diversitit wurde ein modulares System, basierend auf
Oligonukleotiden der Firma Ella Biotech (Martinsried) verwendet (3.3.1). Durch die
Verwendung vorgefertigter Trinukleotide fiir die Herstellung der Oligonukleotide konnten
Sequenzen, die fiir definierte Aminosduren codieren von der Synthese ausgeschlossen werden.
Die Protein S Bibliotheken wurden unter Ausschluss der Trinukleotide, die fiir Cysteine und
Proline codieren gefertigt. Fiir die Assemblierung der Bibliotheken wurde zundchst
doppelstringige DNA auf Basis der diversifizierten Oligonukleotide erstellt. Jedes der
Fragmente verfiigte iiber 5° und 3° gelegene Erkennungssequenzen fiir Typ II-S
Restriktionsenzyme, was es ermoglichte, das Gesamtkonstrukt sukzessive zu assemblieren
(3.3.1). Es wurden 1,5x10'* Varianten fiir die Bibliothek PS 145 und 1,2x10" fiir die
Bibliothek PS 146 auf DNA-Ebene generiert (3.3.1).

Untersuchungen zur Funktionalitit sowie die Charakterisierung von Einzelvarianten der naiven
Bibliotheken wurden im Rahmen der Masterarbeit von Anne Muchow durchgefiihrt (Muchow
2013). Die Analyse von 88 reprédsentativen Sequenzen der naiven Bibliothek PS 145 sowie 83
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Sequenzen der naiven Bibliothek PS 146 ergab in beiden Féllen eine gute Anndherung an die
theoretische Gleichverteilung von 5,6% der Aminosiuren in den randomisierten Bereichen
(Abbildung 13). Dem Bibliotheksdesign entsprechend konnten nur einzelne Cysteine und
Proline in den Sequenzierungen ermittelt werden und sind auf Punktmutationen
zuriickzufiihren.

14
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Abbildung 13: Uber 15 randomisierte Positionen gemittelte Aminosiureverteilung der naiven Protein S-Bibliotheken.
Grundlage fiir die Berechnung waren 88 (PS_145, schwarz) bzw. 83 (PS_146, grau) funktionale Sequenzen der Protein S-

Bibliotheken, welche iiber jeweils 15 randomisierte Positionen verfiigen. Die relativen Haufigkeiten der einzelnen Amino-
sduren wurden postitionsweise gemittelt. Die Fehlerbalken repriasentieren Standardabweichungen iiber alle randomisierten
Positionen. Die theoretische Gleichverteilung von 5,6% fiir 18 Aminosduren (das Bibliotheksdesign enthielt weder Cysteine
noch Proline) ist als griine horizontale Linie gekennzeichnet. Die dargestellten Daten wurden im Rahmen der Masterarbeit von
Anne Muchow (Muchow 2013) erhoben.

Die Proteinvarianten der naiven Bibliotheken wurden nach Transformation (3.1.1.3) von E. coli
BL21(DE3)-Zellen mit den entsprechenden codierenden Sequenzen in pET23SP-
Expressionsvektoren im MikrotitermaBstab produziert (3.1.1.4). Uber SDS-PAGE-Analysen
konnte gezeigt werden, dass die Varianten beider Bibliotheken im Vergleich zu dem
unverdnderten Gerlistprotein einen deutlich geringeren Anteil 16slichen Proteins bei der
Produktion aufwiesen (Muchow 2013). Nur eine geringe Zahl von Varianten beider
Bibliotheken (34% fiir Lib_145 und 47% fiir Lib_146) wies im Vergleich zur gesamten
Genexpression einen Anteil 16slichen Protein von iiber 20% auf. Die Charakterisierung der
thermischen Stabilitdt der gereinigten Bibliotheksvarianten erfolgte iiber automatisierte DSF
(3.4.5). Es konnte gezeigt werden, dass die Varianten der Bibliotheken im Vergleich zum
Wildtyp-Protein iiber eine im Schnitt um ~15 K verringerte thermische Stabilitét verfiigten und
nur teilweise durch die Verfiigbarkeit von Ca?* stabilisiert werden konnten (49% aller Varianten
der PS 145 und 21% der PS_146). Weiterhin wurden die Varianten der naiven Bibliotheken
beziiglich ihrer Eigenschaft zur Ca**-abhéingigen Bindung an Sporen des M. xanthus untersucht
(3.4.10, Abbildung 14).
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Abbildung 14: Bindung von Einzelvarianten aus naiven Protein S-Bibliotheken an MX-Sporen.
Relativer Anteil an Protein einzelner Varianten der naiven Protein S-Bibliotheken, welcher an immobilisierte MX-Sporen

gebunden werden konnte. Zum Nachweis verbleibenden Proteins nach Bindung und Elution der Varianten an Myxosporen
wurden die entsprechenden Uberstinde auf Mikrotiterplatten immobilisiert und die Proteinvarianten iiber einen o-His-
Antikorper detektiert. Die Messungen wurden mit iiber IMAC gereinigten Proben durchgefiihrt und die Daten auf das Wildtyp-
Protein (griine Balken) normiert. Die Daten wurden im Rahmen der Masterarbeit von Anne Muchow generiert (Muchow 2013).
(A) Protein S-Bibliothek basierend auf Modulen 1, 4 und 5 (B) Protein S-Bibliothek basierend auf Modulen 1, 4 und 6.

Fiir 35 (PS_145) bzw. 31 (PS_146) Proteinvarianten der beiden naiven Bibliotheken konnten
aussagekriftige Ergebnisse zur Bindung an den natiirlichen Bindungspartner (Sporen des
M. xanthus) erhalten werden. Die Varianten der beiden Bibliotheken zeigten signifikante
Unterschiede in threm Bindungsverhalten. Ein willkiirlich festgelegter Schwellenwert einer
relativen Sporenbindung von 0,1 (entspricht 10% des detektierten Proteins an Sporen
gebunden) ergab einen Anteil von 32,4% an Sporen bindender Varianten aus der Bibliothek
PS 145 im Gegensatz zu 87% fiir die zweite Bibliothek PS 146. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die relative Sporenbindung aller Varianten der Bibliothek PS 145 im
Durchschnitt mit 13% an Sporen gebundenen Proteins sehr gering ausfiel. Die Ergebnisse legen
nahe, dass die randomisierte Oberfldche des Protein S der Bibliothek Lib 145 signifikant mit
der natiirlichen, Ca®>*-abhingigen Bindungsstelle des Proteins fiir die Myxosporen iiberlappt.
Fiir die Selektion von Ca®*-sensitiven Varianten wurde daher die Bibliothek PS 145 verwendet,
da einerseits die Bindung des natiirlichen Interaktionspartners fiir weitere Anwendungen
unerwiinscht war und andererseits vermutet wurde, dass ein Ca*"-sensitives Paratop seitens des
Geriistproteins auch fiir de novo-generierte Interaktionen genutzt werden konnte.

Die Protein S Bibliotheken wurden zunéchst mit flankierenden Sequenzen fiir ein Phagen-
display System ausgelegt. Basierend auf den Ergebnissen der Prisentation des wildtyp-
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Protein S (4.1, Abbildung 8) wurde jedoch entschieden, die Bibliothek PS 145 fiir die Selektion
in ein Ribosomen-display geeignetes Format zu tiberfiihren. Dies erfolgte {iber die Anpassung
der 3¢ und 5° regulatorischen Elemente in zwei Klonierungsschritten. Die Berechnung der
erhaltenen Diversitdten der Bibliothek erfolgte {iber die Menge der gereinigten DNA.

Die theoretische BibliotheksgroBBe bei 15 randomisierten Positionen mit 18 zugelassenen
Aminosiuren (ACys, APro) pro Position betriigt 185 = 6,7x10'® unterschiedlicher Varianten.
Es wurden 1,5x10'3 Varianten fiir die Bibliothek PS 145 auf DNA-Ebene generiert (3.3.1).
Aufgrund der hohen theoretischen Diversitit der Bibliotheken ist die Wahrscheinlichkeit
mehrfach vorkommender Varianten gering (Patrick et al. 2003; Firth und Patrick 2005)
(Gleichung 4). Im Folgenden wurde die Diversitdt der Bibliotheken daher der Molekiilzahl
gereinigter DNA-Fragmente gleichgesetzt.

Gleichung 4: Diversitiit von Bibliotheken des Protein S im Phagen-display

_1,5x1013
1—e s7x1018 & ] (Gleichung 7)

Ausgehend von der Protein S-Bibliothek PS 145, welche urspriinglich im Format fiir ein
Phagen-display generiert wurde, erfolgte die Anpassung an das Ribosomen-display in zwei
Stufen durch die Verwendung vorhandener Erkennungssequenzen fiir Agel und BamHI-
Restriktionsendonukleasen (3.3.1).

Zum statistisch sicheren Vorkommen von allen Varianten eines DNA-pools bei
Klonierungsschritten wiirde man eine vielfache Abdeckung benétigen. Betrachtet man die
Diversitét eines Teilausschnittes einer Gesamtheit, so kann man den Anteil der individuellen
Varianten des Teilausschnittes berechnen (Patrick ef al. 2003). Analog zu der in Gleichung 4
dargestellten Rechnung ergab sich iiber die Menge gereinigter DNA der Zwischen- und
Endprodukte die Abdeckung der Bibliothek (Gleichung 8 und 9) und daraus resultierend die
enthaltenen Diversitidten (Tabelle 23). Die finale Protein S-Bibliothek PS 145 fiir das RD
enthielt eine Diversitit von 3,3x10'? Varianten in 5,7x10'> DNA-Molekiilen.

Gleichungen 8 und 9: Abdeckung der Bibliothek PS_145 bei Umklonierung fiir ein Ribosomen-display

_ Molekiilzahl des Zwischenproduktes _ 5,8><1012
1 — e Diversitit Gesamtheit (PD-Format) — 1 — @ 15x1013 0'32 (Gleichung 8)

_ Molekiilzahl des finalen Konstruktes __ 57x1012
1 — e  Diversitit des Zwischenproduktes — | — g 1,5x1013x032 ~ 0169 (Gleichung 9)

Tabelle 23: Berechnete Diversititen der Protein S-Bibliothek PS 145 bei Anderung der
Prisentationsmethode

Theoretische Diversitit in PD- Diversitiit in Finale Diversitiit in
Bibliotheksgrofle Format Zwischenprodukt RD-Format
6,7 x 1013 1,5x 108 4,8 x 10" 3,3 x 102
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4.3.2 Selektion der Bibliothek PS_145 gegen sfGFP mittels Ribosomen-display

Die Bibliothek PS 145 (4.3.1) wurde im Anschluss an die Synthese fiir eine Anreicherung
Ca?*-abhiingig sfGFP-bindender Varianten durch ein Ribosomen-display-Verfahren
verwendet. Insgesamt wurden sechs Runden des bio-pannings mit unterschiedlichen
Bedingungen durchgefiihrt (Abschnitt 3.3.5; Tabelle 18). Die Bindung der terndren Komplexe
an biotiniertes sfGFP erfolgte in Losung (selection in solution), die anschlieBend durchgefiihrte
Immobilisierung erfolgte iiber Streptavidin-beschichtete Magnet-beads. Die Kapazitit der
eingesetzten beads zur Bindung von biotiniertem sfGFP, sowie die zum Blocken unspezifischer
Bindestellen verwendeten Reagenzien wurden in Vorversuchen ermittelt (Daten nicht gezeigt).
Als Negativkontrolle wurde ab der zweiten Selektionsrunde HBSC anstelle der Zielstruktur
sfGFP verwendet, simtliche Arbeitsschritte erfolgten analog zu der Selektion mit prasentierter
Zielstruktur.

Zur Rekonstitution der Konstrukte nach Amplifikation jeder Selektionsrunde wurde ein
gekoppeltes Restriktion-Ligation-Verfahren verwendet (3.3.8). Es wurde zur Analyse des
Selektionserfolges die cDNA der EGTA-Elutionsfraktion nach reverser Transkription mittels
real-time-PCR quantifiziert (Abbildung 15). Zur Kontrolle der verbleibenden eingesetzten
Bibliotheks-DNA nach DNasel-Verdau wurde eine Probe ohne durchgefiihrte reverse
Transkription analysiert. Der Hintergrund an Bibliotheks-DNA war in allen Féllen um den
Faktor 70—-100 geringer als die cDNA nach reverser Transkription der EGTA-Elutionsfraktion
(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 15: Quantifizierung von cDNA iiber real-time-PCR nach reverser Transkription im Ribosomen-display bei
Selektion sfGFP-bindender Protein S-Varianten der Bibliothek PS_145

In jedem Zyklus des RD-displays wurde jeweils die Elutionsfraktion nach EGTA-Elution der terndren Komplexe von der
immobilisierten Zielstruktur (schwarz) bzw. von unbeladenen magnetischen beads (grau, Runde 1: nicht bestimmt) untersucht.
Die Messunsicherheit der real-time-PCR wurde durch Dreifachbestimmungen der Proben ermittelt und iiber Fehlerbalken
dargestellt. Fiir die Messung wurde 1 pl der 120 ul EGTA-Elutionsfraktion verwendet.

Die mit geringer Stringenz durchgefiihrten ersten beiden Runden der Selektion ergaben eine
vergleichbare Menge an DNA in der EGTA-Elutionsfraktion. Die in der zweiten
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Selektionsrunde quantifizierte Menge an cDNA der Negativkontrolle ergab ebenfalls
Molekiilzahlen in gleicher Groenordnung. Durch vermehrte Waschschritte bei ansonsten
geringer Stringenz konnte im Vergleich zu der Negativkontrolle in den Runden drei und vier
eine Anreicherung spezifisch bindender Varianten erhalten werden. Die in der filinften
Selektionsrunde verwendeten stringenten Selektionsbedingungen fiihrten bei einem
vergleichbaren Hintergrund unspezifischer Varianten der Negativkontrolle zu einer starken
Verringerung der erhaltenen DNA-Molekiile in der EGTA-Elutionsfraktion der Selektion. Die
in Runde sechs erhaltenen Messwerte zeigten eine insgesamt verringerte Menge an DNA-
Molekiilen. Zwar stieg der Anteil spezifisch bindender Molekiile in dieser Runde erneut leicht
an, jedoch wurden in der EGTA-Elution weniger Molekiile detektiert als in der vorhergehenden
Runde.

4.4 Identifikation und Charakterisierung sfGFP bindender Protein S-Varianten

Zur Identifikation von Protein S-Varianten mit gewiinschtem Eigenschaftsprofil nach der
Selektion (4.3.2) wurden Varianten einzeln hergestellt und charakterisiert. Um eine moglichst
breite Basis von Varianten zur Auswahl fiir eine detaillierte Analyse zu erhalten, wurden die
primiren Analysen automatisiert mit hohem Durchsatz durchgefiihrt.

4.4.1 Automatisierte Durchmusterung

Fiir die primdre Analyse von Einzelvarianten aus den erhaltenen pools der Selektionsrunden
(4.3.2) wurde eine ELISA-basierte automatisierte Durchmusterung mit hohem Durchsatz auf
einem Beckman Biomek FX® entwickelt und durchgefiihrt (3.4.7). Nach Klonierung der
Varianten in den Expressionsvektor pETAB6H (3.2, Abbildung A4) iiber Agel/BamHI-
Schnittstellen (3.3.9) wurden E. coli BL21(DE3)-Zellen mit den Plasmiden transformiert
(3.1.1.3) und auf QTrays vereinzelt. Zur Uberfiihrung in 96-well-Mikrotiterplatten wurde ein
QPix2-Koloniepicker-System verwendet. Abziiglich der verwendeten Kontrollen
(2x Leervektor und 2xpET28a(+) S3a) verblieben 92 Varianten pro Mikrotiterplatte. Die
verschiedenen Runden des Ribosomen-display wurden mit unterschiedlicher Gewichtung
analysiert (Tabelle 24), in der Summe wurden 2576 Varianten untersucht (Abbildung 16 A).

Tabelle 24: Ursprung der untersuchten Varianten in automatisierter Durchmusterung

Selektionsrunde 3 4 5 6

Anzahl Varianten 368 1104 368 736

Die ersten beiden Runden der Selektion wurden aufgrund der geringen Abweichung der
ermittelten Molekiilzahlen der Elutionsfraktionen zu der Negativkontrolle (4.3.2) nicht
berticksichtigt. In der dritten Selektionsrunde wurde eine hohe Diversitit an Varianten
vermutet, da die Anzahl erhaltener Molekiile im Vergleich zu der Kontrollreaktion sehr hoch
war. Aufgrund der geringen Stringenz dieser Selektionsrunde wurden fiir die Analyse jedoch
nur wenige Varianten (368/2576) verwendet. Ein Grof3teil der untersuchten Varianten stammte
aus der wvierten Selektionsrunde (1104/2576), da trotz gesteigerter Stringenz der
Selektionsrunde (3.3.5) ein groBer Teil der Varianten der vorherigen Runde erhalten werden
konnte (4.3.2). Die mit hoher Stringenz durchgefiihrte fiinfte Selektionsrunde zeigte ein

69



4 Ergebnisse

geringes Verhéltnis spezifisch bindender Varianten im Vergleich zu der Negativkontrolle,
daher wurden auch aus dieser Runde nur wenige Varianten analysiert (368/2576). Aufgrund
des, im Vergleich zu der vorhergehenden Runde, besseren Verhéltnisses spezifisch bindender
Varianten der sechsten Selektionsrunde wurden mehr Varianten dieser Fraktion fiir die
Durchmusterung verwendet (736/2576).

Nach Produktion der Proteinvarianten im 96-well-Mikrotiterplattenformat (3.1.1.4) wurden die
Zellen tiber Gefrier/Tau-Zyklen aufgeschlossen (3.1.1.5) und die Lysate fiir die automatisierte
Durchmusterung verwendet (3.4.7). Parallel zur Proteinproduktion wurden von allen
untersuchten Varianten Riickstellproben als Glycerolkultur gelagert (3.1.1.1), um entsprechend
positive Varianten nach den durchgefiihrten Analysen zur Verfligung zu haben. Zur Detektion
an die Zielstruktur gebundener Protein S-Varianten wurde ein Peroxidase-gekoppelter anti-
Hise-Antikorper (BMG-His-1) verwendet. Fiir jede Probe wurde eine Doppelbestimmung
durchgefiihrt, um die Bindung in permanenter Anwesenheit von Ca®" und mit einem zusitzlich
durchgefiihrten Waschschritt mit EDTA-Puffer zu untersuchen. Die automatisierte
Durchmusterung wurde im 384-well-Mallstab durchgefiihrt und umfasste aufgrund der
Doppelbestimmungen der 28x96 Varianten 14x384-well Mikrotiterplatten. Abweichungen in
den verschiedenen Inkubationszeiten aller Mikrotiterplatten eines Laufes betrugen unter 5%
(Daten nicht gezeigt).
A B
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Abbildung 16: Automatisierter ELISA zur Identifikation von Ca**-abhiingig sfGFP-bindenden Protein S-Varianten.
(A) Signalintensitit und Ca?'-Sensitivitit analysierter Protein S-Varianten in Primiranalyse. Nach der parallelen
Genexpression in MikrotitermafBstab wurden die verwendeten E. coli BL21(DE3)-Zellen {iber Gefrier/Tau-Zyklen lysiert und
unlosliche Bestandteile iiber einen Zentrifugationsschritt abgetrennt. Die 16sliche Lysatfraktion wurde zu 500 ng sfGFP
gegeben, welches ungerichtet auf einer high bind Mikrotiterplatte immobilisiert wurde. Die Detektion gebundenen Proteins
erfolgte liber einen gegen die Hexahistidinfusion gerichteten und peroxidasekonjugierten Antikérper (BMG-His-1). Fiir jede
analysierte Variante wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Eine der beiden Messungen erfolgte hierbei in permanenter
Anwesenheit von 10 mM Ca?*, und die zweite Messung wurde mit einem zusitzlichen EDTA-Waschschritt durchgefiihrt. Zur
Darstellung wurden die Signalintensititen der Varianten in permanenter Anwesenheit von Ca?* (Abszisse), sowie das
Signalverhiltnis bei Chelatierung des Ca>" verwendet (Ordinate). Der Schwellenwert fiir die Auswahl von Varianten fiir weitere
Charakterisierungen wurde als vertikale Linie gekennzeichnet. Die einzelnen Varianten wurden entsprechend ihrer Herkunft
aus den RD-Selektionsrunden farblich hervorgehoben (B) Mittelwert und Standardabweichung von jeweils 8 Positiv- und
Negativkontrollen pro Mikrotiterplatte fiir die automatisierte Analyse. Die Positivkontrollen wurden durch die Interaktion eines
ungerichtet immobilisierten Antikdrpers mit einem Kristallin-Homolog, welches analog zu den Protein S-Varianten iiber den
enthaltenen Hexahistidin-fag detektiert werden konnte. Als Negativkontrolle wurden Lysate aus E. coli BL21(DE3)-Kulturen
mit pET23AB6H-Vektoren ohne zusétzlich eingebrachten Konstrukten verwendet.
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Die Auswertung der erhaltenen Mess- und Kontrollwerte erfolgte iiber ein in MatLab®
generiertes Skript (3.4.7). Die Durchmusterung ergab insgesamt 42 Varianten mit einer
Absorption grofer eines Schwellenwertes von A 450y caz+ = 0,15 (Abbildung 16 A). Die
Auswertung der mitgefithrten Kontrollen ergab eine gute Vergleichbarkeit der Signal-
intensitidten verschiedener Mikrotiterplatten (Abbildung 16 B) sowie kein signifikantes
Hintergrundsignal bei Verwendung von Leervektor-Lysaten. Der Grofteil der identifizierten
Varianten (27/42) zeigte eine starke Verringerung der Signalstirke nach einem zusitzlichem

A
EDTA-Waschschritt (;‘5(”‘—’“'6““ > 5). Fiir weitere Analysen im MikromaBstab wurden jedoch
450 nm,EDTA

zunichst alle detektierten Varianten mit dem willkiirlich festgelegten Schwellenwert von einer
Absorption A 4sonm, ca®” > 0,15 konsolidiert und als Glycerolkulturen bei -20 °C gelagert
(3.1.1.1).

4.4.2 Sequenzanalyse sftGFP-bindender Bibliotheksvarianten

Zur grundlegenden Charakterisierung der 42 in der automatisierten Durchmusterung
detektierten sfGFP-bindenden Protein S-Varianten (4.4.1) wurden diese sequenziert (3.2.8).
Fiinf der untersuchten Varianten enthielten ein Stop-Codon (1x), enthielten Insertionen (2x%),
wiesen Leserahmenverschiebungen (1x) oder Cysteine (1%) auf und wurden nicht weiter
verwendet. Zwei Varianten zeigten Signaliiberlagerungen durch gemischte Sequenzen und
wurden nach einer Transformation von E. coli DH5a mit priparierten Plasmid (3.1.1.3) erneut
vereinzelt ausgestrichen und die Plasmid-DNA einzelner Kolonien sequenziert (3.2.5, 3.2.8).
Eine weitere Variante zeigte multiple Deletionen in den randomisierten Bereichen und wurde
daher ebenfalls ausgeschlossen. In der Summe wurde fiir 36 Varianten eine fortlaufende
Identifikationsnummer (clone-ID: CID) vergeben (Tabelle 25). Die Reihenfolge der Varianten
ergab sich aus der Zusammenfassung von Sequenzhomologien.

Tabelle 25: Sequenzauswertung identifizierter bindender Varianten gegen sfGFP der Protein S-Bibliothek

CID Modul Modul Modul zusitzliche CID Modul Modul Modul zusitzliche
1 4 5 Mutation 1 4 5 Mutation
wt-PS  YNEDQK EEGPL YKEK

1 TGYYYF ITIADI TFQR / 19 GGQWLW DLQQL WRAH /

2 TGYYYF IDFYF  RFAG / 20 LRDQEL KMFTV AQWW D105V
3 TGFHYY LYVYQ IWHE A72T 21 QWSWFR ESWYA NWAG /

4 TGFHYY LYVYQ IWHE A72T 22 RIAWWK  EFADF MGTY /

5 SGYAFW MHHWE LFTR / 23 QQWQMA EWWDV HYGS NB80Y, Q103K
6 SGYAFW AARWE WFRR / 24 QQWQMA EWWDV RYQF N80Y
7 SGYAFW AARWE WFRR / 25 AIWHET EWFNW RYNY /

8 SGFAYY ITQWE  KFTT / 26 AQWWSR YWWGW RYIW /

9 SGFYMY HDQLQ VFGY / 27 NFTPWQ EEWRL RFDY /
10 SGFHYG IWYHS LFER V156A 28 AVWILD IYFLV IRAL /
11 SGYAYR IIMAH AFKE A53G 29 TGQQAW IIHIR SHAA /
12 SGYWYA  IHLLV  VHRT / 30 SGYAFW ILQWN  WFER /
13 SGWYYG IFWLR VHLR / 31 MYGWTL YYFYI WNWA /
14 SGFVMH IFLFH  WFER / 32 MNQSHD LYLWH YHEN /
15 KHERQH IFWLR VHLR 33 SGYAYA LQIRD VWER N125D
16 RQLWWQ DFWSW RHAA / 34 AGILVF  DHQTW  ITQE /
17 MKWWEW DSTWF KVQV / 35 SGFYMM IWTQF HHVG D61E
18 AAYPQI DKHFF SIWV P49R, T170S 36 SGFYMM IWTQF RFAM D61E
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Bedingt durch die Klonierung der Varianten aus den erhaltenen Fraktionen des Ribosomen-
displays verfiigen die Proteinvarianten im Vergleich zu dem wt-Protein S iiber drei zusétzliche
Aminoséuren, die sich in der Sequenz direkt hinter dem Start-Methionin befinden (, MGTG®).
Die in dieser Arbeit verwendete Nomenklatur schlie3t diese Aminosduren mit ein, so dass die
entsprechenden Aminosédurepositionen sich von den Positionen im wt-Protein unterscheiden
(z.B.: wt-Protein S Position N77 im Vergleich zu Protein S-Varianten: N80).

Die Aminoséureverteilung der randomisierten Bereiche nach Selektion zeigte im Vergleich zu
der naiven Bibliothek (Abbildung 13) eine Anreicherung von aromatischen Aminosauren (Phe,
Trp, Tyr) sowie zum statistischen Mittel unterrepriasentierte Aminosduren (Asp, Lys, Met)
(Abbildung 17 A). Die im Bibliotheksdesign nicht beriicksichtigten Aminosduren (Cys und
Pro) zeigten auch nach der Selektion keine signifikante Repréisentanz (die 1x vorkommende
Cystein-enthaltende Variante wurde in der Auswertung nicht beriicksichtigt) und sind in allen
Féllen auf eine Punktmutation zuriickzufiihren.
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Abbildung 17: Aminosidureverteilung randomisierter Positionen nach Selektion sfGFP-bindender Varianten der
Protein S-Bibliothek PS_145

(A) Fir 36 Protein S-Varianten ermittelte Aminosdureverteilung der jeweils 15 randomisierten Positionen. Die
Standardabweichungen der Verteilung der jeweiligen Aminosdure an einzelnen Positionen des Proteins sind als Fehlerbalken
dargestellt. Als Referenzwert ist der statistische Mittelwert bei Gleichverteilung der Aminosauren gekennzeichnet (gestrichelte
Linie). (B) Einteilung der Aminosduren nach biochemischen Eigenschaften iiber die drei randomisierten Bereiche der Protein S-
Bibliothek PS 145. Die Darstellung erfolgte getrennt nach den DNA-Abschnitten (,,Module®), auf welchen sich die
codierenden Sequenzen der randomisierten Positionen befinden. Fiir das erste Modul wurden sechs Positionen fiir die
Randomisierung ausgewihlt (Y8, N9, E10, D11, Q13, K15), Modul 4 umfasste fiinf (E70, E71, G73, P74, L75), und Modul 5
vier Positionen (Y97, K98, E99, K104). Die Aminosduren wurden folgenden Gruppen zugeordnet: hydrophob
(A, G,LLL,M, P, V), hydrophil (H, N, S, T), positive Ladung (K, R, Q), negative Ladung (D, E), aromatisch (F, W, Y).

72



4 Ergebnisse

Die analysierten Varianten zeigten eine hohe Diversitit. Es gab lediglich zweimal
Anreicherungen identischer Sequenzen (CID 3/4 sowie CID 6/7). Es zeigte sich jedoch vor
allem fiir den ersten der drei randomisierten Bereiche eine hohe Homologie vieler Varianten
(Abbildung 17 B, Tabelle 25). Fiir dreizehn Varianten konnte ein Motiv — beginnend mit Serin
oder Threonin, gefolgt von einem Glycin und zwei durch beliebige Aminosduren getrennte
Aromaten (,,S/TGX X *) — identifiziert werden. Auch Varianten mit anderen Motiven
verfiigten meist iiber eine aromatische Aminosdure an der dritten Position des ersten
randomisierten Moduls (Abbildung 17 B). Fiir die beiden folgenden randomisierten Module (4
und 5) zeigten sich hohere Diversititen. An einzelnen Positionen zeigten sich jedoch auch in
diesen Abschnitten Anreicherungen bestimmter Aminosduren. So kamen insbesondere fiir die
erste Aminosdureposition des vierten Moduls (wt-Position E70) vor allem hydrophobe
Aminosduren, und an der dritten Position des fiinften Modules (wt-Position K98) aromatische
Aminosduren vor. Insgesamt waren die drei Aminosduren mit aromatischen Seitenketten mit
31,3% iiber alle randomisierten Positionen vertreten. Aul3erhalb der randomisierten Bereiche
wurde in 11 der 36 (=30,5%) Varianten ein zusitzlicher Austausch festgestellt. Diese
zusétzlichen Mutationen waren hinsichtlich ihrer Verteilung und des Typs der eingebrachten
Aminosédure willkiirlich. Abgesehen von der ohnehin zweifach vorkommenden Varianten CID
3 &4 (Mutation A72T), gab es nur zwei Mutationen, welche in mehr als einer Variante
vorkamen (CID 23 und 24: N80Y und CID 35 & 36: D61E). Aus der Primarstruktur abgeleitete
Modelle der Varianten wurden erstellt und sind dem Anhang zu entnehmen (Abbildung A1 und
Abbildung A2). Fiir die sekundidren Analysen wurden alle Proteinvarianten weiterverwendet,
da die verwendeten Methoden im Durchsatz nicht limitierend waren.

4.4.3 Sekundiranalysen sfGFP-bindender Bibliotheksvarianten

Um die Anzahl von Varianten fiir eine detaillierte Charakterisierung einzuschrinken, wurden
die erhaltenen Varianten aus der Durchmusterung (4.4.1) im MikromaBstab produziert (3.4.2.1)
und hinsichtlich ihrer thermischen Stabilitit {iber DSF (3.4.5) und hinsichtlich ihrer
Bindungseigenschaften mittels ELISA (3.4.7) charakterisiert. Weiterhin wurden der Anteil
16slich produzierten Proteins bei Genexpression im Mikrotitermalstab iiber SDS-PAGE
analysiert (3.4.1).

4.4.3.1 Losliche Produktion und Stabilitéit

Der Anteil an Protein in der 16slichen Fraktion bei der parallelen Produktion der Varianten
(3.4.1) iiber E. coli BL21(DE) bei 37 °C wurde fiir alle Proteinvarianten iiber SDS-PAGE
bestimmt (Tabelle 26). Die erhaltenen Kurvenverldufe der DSF-Messungen konnten fiir 17 von
36 Proteinvarianten tiber sigmoidale Funktionen approximiert und die daraus resultierenden
mittleren Ubergangstemperaturen berechnet werden (3.4.5, Tabelle 26). Kurvenverliufe,
welche nicht ausgewertet werden konnten zeigten in allen Fillen ein zu geringes Signal,
mehrfache Ubergangskurven konnten hingegen nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 26: Ermittelte Werte zur Produktion léslichen Proteins und thermische Stabilititen

Loslichkeit DSF [°C] Loslichkeit DSF [°C]
CIb %] 10 mM 2mm | CID (%] 10mM  2mM
Ca? EDTA Ca?t EDTA

1 77 49 46.6 20 17 447 47
2 9 n.a. n.a. 21 19 43,9 41,7
3 14 n.a. n.a. 22 11 45 n.d.
4 8 n.a. n.a. 23 10 n.a. n.a.
5 20 432 42,0 24 9 44,9 432
6 7 42 n.d. 25 6 n.a. n.a.
7 6 42 n.d. 26 40 47,6 41,3
8 55 45,8 43,8 27 8,7 44,3 40,3
9 10 n.a. n.a. 28 3 n.a. n.a.
10 6 n.a. n.a. 29 77 48,6 46,81
11 5 41,8 39 30 21 47,8 45,0
12 10 n.a. n.a. 31 4 n.a. n.a.
13 5 n.a. n.a. 32 31 49,3 47
14 9 n.a. n.a. 33 n.a. n.a. n.a.
15 56 46,2 45,4 34 n.a. n.a. n.a.
16 15 n.a. n.a. 35 n.a. n.a. n.a.
17 5 n.a. n.a. 36 n.a. n.a. n.a.
18 2 n.a. n.a. wt-PS 100 65 55
19 8 42.9 n.d.

Die untersuchten Varianten zeigten im Vergleich zu dem Wildtyp-Protein signifikant niedrigere
mittlere Ubergangstemperaturen und verringerte Ausbeuten an 18slich produziertem Protein.
Ahnliche Werte wurden in vorangegangenen Arbeiten auch fiir die naiven Bibliotheken
ermittelt (Muchow 2013) (Daten nicht gezeigt). Der {iber die densitometrische Auswertung von
SDS-PAGE-Gelen ermittelte Anteil 16slichen Proteins im Vergleich zur Gesamtexpression lag
bei den Varianten zwischen 2% und 77% l6slichen Proteins, wobei 24 (67%) der Varianten eine
stark verringerte Loslichkeit von 0-20% aufwiesen. Lediglich 4 der Varianten (11%) zeigten
eine gute Loslichkeit von >50%.

Im Vergleich zu dem Wildtyp-Protein lag die durchschnittliche thermische Stabilitdt der
Varianten um 19 K niedriger. Alle Varianten, fiir welche aussagekriftige und auswertbare
Daten erhalten werden konnten zeigten eine Stabilisierung durch die Bindung von Ca?*
(Ausnahme: CID 20). Im Schnitt betrug die Differenz der mittleren Ubergangstemperaturen in
An- und Abwesenheit von Ca** ATm=2,7 K und war damit signifikant geringer als bei Wildtyp
Protein S (ATm =10 K).

4.4.3.2 Ca’"-abhingige Bindungsspezifitiit gereinigter Protein S-Varianten

Die aus der Primédranalyse erhaltenen Varianten wurden im Mikrotitermafstab produziert
(3.4.2.1), tiber IMAC gereinigt (3.4.2.1) und iiber ELISA analysiert (Abbildung 18). Der ELISA
wurde fiir identische Proben in permanenter Anwesenheit von Ca®" und mit einem zusétzlichen
EDTA-Waschschritt durchgefiihrt. Zur Uberpriifung unspezifischer Bindung wurden die
Proteinvarianten zudem hinsichtlich ihres Bindungsverhaltens an globulidre Proteine (BSA,
Casein und Lysozym) untersucht (Abbildung A 10).
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Abbildung 18: ELISA mit gereinigten Protein S-Varianten aus Durchmusterung

Die in der Durchmusterung detektierten stGFP bindenden Protein S-Varianten wurden nach erfolgter Reinigung iiber IMAC
mittels ELISA hinsichtlich ihrer Ca?*-abhiéngigen Bindung an sfGFP analysiert. Fiir jede Variante wurde eine
Doppelbestimmung  durchgefiihrt. Die Messung erfolgte in permanenter Anwesenheit von Ca?*, fiir eine der
Doppelbestimmungen wurde ein zusitzlicher EDTA-Waschschritt durchgefiihrt, um die Ca?'-Abhéngigkeit der Bindung zu
bestitigen. Als Negativkontrollen wurde das Wildtyp Protein S als auch das zur Detektion verwendete Immunkonjugat (BMG-
His-1) mitgefiihrt.

Fiir 15 Varianten konnte die Ca**-abhiingige Bindung an die Zielstruktur sfGFP reproduziert
werden (CID 1, 5, 6,7, 8, 10, 11, 12, 13, 17, 24, 26, 27, 30, 35). Im Falle einer Variante ohne
erteilte CID, die Deletionen in der DNA-Sequenz aufwies, konnte eine nicht Ca?*-schaltbare
Bindung bestdtigt werden (Daten nicht gezeigt). Fiir 21 Varianten konnte im Rahmen der
Sekundiranalyse nach Reinigung kein signifikantes Signal (A4s0nm < 0,2) mehr erhalten werden
von welchen sechs Varianten bereits in dem primdren ELISA geringe Signalamplituden
(A4s0nm <0,2) zeigten. Fiir 18 der Varianten ohne signifikante Signale konnten im Zuge der
Reinigung tiber IMAC nur geringe Ausbeuten an Protein erhalten werden (Daten nicht gezeigt).
Dies betraf ebenfalls eine der zweifach erhaltenen Sequenzen (CID 3 und 4). Lediglich eine der
Varianten (CID 2) zeigte ein erhohtes Hintergrundsignal (A4sonm>0,2) fiir die Kontroll-
Proteine, alle weiteren Varianten zeigten eine spezifische Bindung von sfGFP
(A450 nmKontrollen < 0,2 Ubersicht sieche Abbildung A 10). Variante CID 20 zeigte in diesem
Experiment ein erhohtes Signal nach erfolgtem Waschschritt mit EDTA und Variante CID 1
zeigte eine weniger effiziente Elution iiber EDTA als in der Priméranalyse. Aufgrund der guten
Loslichkeit (Tabelle 26) der Variante wurde sie dennoch fiir weitere Untersuchungen
verwendet. Die durchgefiihrten Negativkontrollen zeigten keine unspezifische Bindung des wt-
Protein S oder des fiir die Detektion verwendeten Immunkonjugates.

75



4 Ergebnisse

4.5 Produktion und Charakterisierung von sfGFP-bindenden Einzelvarianten

Fiir die Proteinproduktion im Schiittelkolben-Maf3stab wurden 13 Varianten ausgewéhlt (CID
1, 5,6, 8, 10, 11, 13, 15, 24, 27, 30, 32 und 35). Als Auswahlkriterien wurden neben den
erhaltenen Messdaten zu Loslichkeit, Stabilitit und Bindungseigenschaften auch die
vorhandenen Sequenzinformationen beriicksichtigt, um Varianten weiterzufithren, die
potentiell an unterschiedliche Epitope der Zielstruktur binden.

4.5.1 Rekombinante Produktion sfGFP-bindender Protein S-Varianten

Fiir die eingehende Charakterisierung ausgesuchter Proteinvarianten wurden diese im
Schiittelkolben-MafBstab produziert (3.1.1.4). Die Kultivierung der rekombinanten E. coli
BL21(DE3)-Zellen erfolgte in ZYM-5052 Autoinduktionsmedium. Nach erfolgter Inokulation
des Mediums wurden die Kulturen zunéchst fiir drei Stunden bei 37 °C angezogen und
anschlieBend fiir die Genexpression auf 25 °C abgekiihlt, da fiir die Proteinvarianten bereits
eine geringe l0sliche Produktion unter Standardbedingungen nachgewiesen werden konnte
(4.4.3.1). Typische optische Dichten bei dieser Kultivierungsstrategie betrugen ODe6oonm = 8—
10. Die Reinigung der Varianten erfolgte iiber ein AK TAxpress-System mittels Affinitits- und
GroBenausschlusschromatographie (3.4.2.1), um ein reines Produkt und monomere
Proteinspezies fiir eine detaillierte Charakterisierung zu erhalten (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Produktion von sfGFP-bindenden Varianten des Protein S im Schiittelkolbenmafistab
Grofenausschlusschromatographie einer Auswahl an Varianten. Im letzten Reinigungsschritt wurde das Eluat der IMAC auf
eine Superdex 75 prep grade-Séule aufgetragen. Als Laufpuffer diente HBS pH 7,4. Zur Bestimmung der apparenten
Molekularmasse wurde die Sdule mit Standardproteinen (GE Healthcare) kalibriert.

Fiir alle Varianten konnten in den Chromatogrammen der Gréenausschlusschromatographie
zusétzliche Peaks registriert werden, welche Multimeren oder Aggregaten entsprachen
(Abbildung 19). Die entsprechenden Peaks konnten jedoch vollstdndig von den monomeren
Proteinspezies getrennt werden. Fiir eine der Varianten (CID 24) zeigte eine erneut
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durchgefiihrte analytische Grofenausschlusschromatographie keinen erneut sichtbaren Peak,
der Aggregaten entspricht (Daten nicht gezeigt). Die erzielten Ausbeuten variierten je nach
Protein in einem Bereich von 1-34 mg/l Kulturvolumen (Tabelle 27).

Tabelle 27: Ausbeute bei Produktion von sfGFP-bindenden Varianten des Protein S

Ausbeute pro Ausbeute pro
CID Kulturvolumen [mg/l] CID Kulturvolumen [mg/1]

1 34 15 19

5 17 24 15

6 (=7) 1 27 4

8 19 30 17

10 9 32 12

11 5 35 22
13 10

Zur Verlaufskontrolle der Proteinreinigungen wurden die Ausgangs-, Wasch- und
Elutionsfraktionen iiber SDS-PAGE-Analysen mit anschlieBender Coomassie-Visualisierung
untersucht (3.4.1). In den Fraktionen der monomeren Proteinspezies konnten nur die erwarteten
Banden der Protein S-Varianten detektiert werden. Zusatzliche Banden, die auf Protein-
basierte Verunreinigungen hinweisen, wurden nicht beobachtet (Daten nicht gezeigt).

4.5.2 Bindungsanalysen ausgesuchter Varianten

Fiir die Charakterisierung der Interaktionsstirke der Protein S-Varianten und sfGFP wurden
zwei unterschiedliche Verfahren (ELISA und SPR) verwendet, um die Ergebnisse durch
unabhingige Messprinzipien zu verifizieren. In diesen Analysen sollten vor allem die
unterschiedlichen Bindungsverhalten der Varianten unter Verfiigbarkeit und Abwesenheit von
Ca?" niher charakterisiert werden, um die beste Protein S-Variante fiir weitere Experimente zu
identifizieren.

4.5.2.1 Bindungsanalysen iiber ELISA

Die rekombinant hergestellten und {iber eine Zweistufenreinigung produzierten Varianten
wurden fiir eine erste Einschétzung der Bindungsstérke iiber einen konzentrationsabhiangigen
ELISA untersucht. Es wurden 500 ng sfGFP pro Kavitét in Mikrotiterplatten immobilisiert und
die Bindungen der Varianten iiber einen gegen die Hexahistidinfusion gerichteten, POD-
konjugierten Primirantikdrper detektiert (3.4.7). Jede der Protein S-Varianten wurde in
Anwesenheit von 10 mM Ca?" (HBSC) sowie in EDTA-vermittelter Abwesenheit von Ca*"
(HBSE) gemessen (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Konzentrationsabhingiger ELISA von Protein S-Varianten gegen sfGFP.
Verdiinnungsreihen von sieben Proteinvarianten wurden in permanenter Anwesenheit von 10 mM Ca?* (schwarz) oder in

EDTA-vermittelter Abwesenheit von Ca?" (rot) analysiert. Die Daten wurden unter der Annahme einer 1:1 Stochiometrie
approximiert (schwarze Linien). Fiir die Versuche wurden 500 ng sfGFP pro Kavitit ungerichtet auf der Oberflidche von
Mikrotiterplatten immobilisiert und mit IMAC und SEC gereinigten Proteinvarianten inkubiert. Die Detektion an gebundenem
Protein erfolgte {iber den Nachweis der Hexahistidinfusion {iber einen peroxidasekonjugierten Antikdrper (BMG-His-1). Jede
Messreihe wurde als Dreifachbestimmung durchgefiihrt, Standardabweichungen des ELISA wurden als Fehlerbalken
dargestellt.

Die erhaltenen Kurvenverldufe fiir die einzelnen Varianten lassen sich mit hyperbolen
Funktionen approximieren (3.4.7) und ergaben Affinititen im Bereich von 10°-10° M (Tabelle
28).

78



4 Ergebnisse

Tabelle 28: Aus konzentrationsabhingigen ELISA ermittelte Affinititen von sieben sfGFP-bindenden Protein S-
Varianten.

CID Kb, calcium Kb, epTA Verhiltnis
[nM] [nM] Kbp,epta / Kb, Calcium

1 520+ 100 3.000 + 1300 6

5 73+9 3.400 £+ 1200 46

6 (=7) 131 + 32 345 + 70 3

8 1.300+£270 10.900 +3100 8

11 47 + 14 47.600 = 9500 1013

24 17+£2 n.m. /

30 520 + 60 1.580 +430 3

Bei allen Proteinvarianten konnte eine Ca’*-abhiingige Anderung der Affinititen zu sfGFP
beobachtet werden. Zwischen den ermittelten Affinititen einzelner Varianten in An- und
Abwesenheit von Ca?* lagen die Faktoren zwischen 2,6—1.000. Fiir eine der Varianten (CID 24)
konnte, neben einer sehr starken Bindung in Anwesenheit von Ca®’, keine detektierbare
Bindung in Abwesenheit von Ca?' ermittelt werden. Die Plateau-Phasen der einzelnen
Varianten in An- und Abwesenheit von Ca®" zeigten ausnahmslos unterschiedliche Amplituden,
was fiir eine unterschiedliche Art der Bindung spricht. Zwei der Varianten (CID 6 und 11)
zeigten ein hoheres Plateausignal fiir den calciumfreien Zustand.

4.5.2.2  Oberflichenplasmonresonanz-Spektroskopie

Zur quantitativen Bindungsanalyse wurde die Oberfldchenplasmonresonanz-Spektroskopie mit
auf einem SA-Chip immobilisierten sfGFP verwendet (3.4.8). Zusitzlich zu den im
konzentrationsabhdngigen ELISA verwendeten Varianten (4.5.2.1) wurden die Varianten CID
10, 13 und 27 gereinigt und untersucht. Die gereinigten Protein S-Varianten wurden jeweils in
HEPES-gepufferter Saline in Anwesenheit von 10mM Ca?" (HBSCT) oder in EDTA-
vermittelter Abwesenheit von Ca?>" (HBSET) untersucht (Abbildung 21). Die verwendeten
Konzentrationen der Proteine wurden in Tabelle 20 (S. 52) zusammengefasst. In Anwesenheit
von Ca*" (HBSCT) wurden Konzentrationen von 1-300 nM Protein, in EDTA-vermittelter
Abwesenheit (HBSET) stets hohere Konzentrationen im pM-Bereich verwendet.

Alle untersuchten Varianten zeigten Ca**-sensitive Bindung an den Interaktionspartner sfGFP
(Abbildung 21). Die ermittelten Dissoziationskonstanten der Varianten waren in Anwesenheit
von Ca?" in einem Bereich von 107-10"'° M (Tabelle 29). Von den 10 analysierten Varianten
zeigten drei (CID 10, 11 und 13) eine Affinitdt von 1-10nM, fiinf weitere (CID 1, 5, 8,
27 und 30) von 10-100 nM und eine Variante eine unspezifische Bindung (CID 6). Fiir die beste
Proteinvariante (CID 24) wurde eine subnanomolaren Dissoziationskonstante in Anwesenheit
von Ca*" und keine messbare Bindung in EDTA-vermittelter Abwesenheit von Ca®" ermittelt.
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Abbildung 21: Sensorgramme der SPR-Analysen ausgesuchter sfGFP-bindender Protein S-Varianten in An- oder
EDTA-vermittelter Abwesenheit von Ca?*

Verdiinnungsreihen identischer Proben wurden in Anwesenheit von 10 mM Ca?* (A) und in EDTA-vermittelter Abwesenheit
freier Calciumionen (B) gemessen. Verwendete Proteinkonzentrationen wurden in Tabelle 25 zusammengefasst. Die
Bestimmung kinetischer Parameter erfolgte fiir die Kurvenverldufe in Anwesenheit von Ca?" (schwarz) durch die
Approximation nach einem 1:1-Bindungsmodell mittels Biacore T100 evaluation software (rot). Zum Ende der Messzyklen
wurden einzelne Konzentrationen des Interaktionspartners erneut gemessen (blau iiberlagert). Sofern moglich erfolgte die
Auswertung Kurvenverldufe im calciumfreien Zustand iiber die steady state Methode (Bildeinschub). Die so geschitzte
Affinitét wurde als vertikale Linie gekennzeichnet.

80



4 Ergebnisse

Tabelle 29: Uber SPR-Analysen ermittelte Affinititen der Protein S-Varianten in An- und Abwesenheit von Ca?*

CID Kbp,calcium Kb, EDTA ka Ca?t kq Ca?*
[nM] [nM] [M's"] [s']
1 76,6* n.m. 1,1x10° 8,6x1073
5 15,3 n.e.* 1,1x10° 1,710
6&7 unspezifische Bindung
8 78,6 n.m. 9,1x10* 7,1x1073
10 8,8 n.m. 1,3x10° 1,1x107
11 6,6 n.e.* 1,6x10° 1,1x107
13 4.8 n.e. 1,1x10° 5,1x10*
24 0,65 n.m. 5,2x10° 3,4x10™
27 71,2% n.m. 4,7x10° 3,3x1072
30 19,9 n.e. 1,4x10° 2,7x10°

* unspezifische Bindung an Referenzzelle

n.m. ,,nicht messbar®, n.e. ,,nicht auswertbar*

Die Daten in EDTA-vermittelter Abwesenheit von Ca?* konnten nur qualitativ iiber die steady
state-Methode ausgewertet werden. Fiir keine der Proteinvarianten verblieb eine quantitativ
auswertbare Bindung im verwendeten Konzentrationsbereich. Fiir fiinf Varianten (CID 1, 5, 6,
11, 27; siche Tabelle 29) konnte iiber den Vergleich der Signale aus Mess- und Referenzzelle
eine Tendenz zur unspezifischen Bindung nachgewiesen werden (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Sensorgramme von Mess- und Referenzzelle bei SPR-Analysen von zwei Varianten des Protein S.

Auf der Oberfldche der Messzelle (griine Kurven) eines Streptavidin-Chips wurden vor Versuchsbeginn 130 RU biotinyliertes
sfGFP gekoppelt. Die Referenzzelle (schwarz) wurde analog vorbereitet, jedoch nicht mit sftGFP beladen. (A) Messung von
Konzentrationsreihen identischer Proben unterschiedlicher Protein S-Varianten in Anwesenheit von 10 mM Ca?* (B) Messung
von Konzentrationsreihen identischer Proben unterschiedlicher Protein S-Varianten unter analogen Bedingungen in
Anwesenheit von 2 mM EDTA.

Es zeigten sich sowohl unspezifische Bindungen fiir einen der beiden Schaltungszustinde

(CID 11, Abbildung 22 oben), als auch Hintergrundsignale fiir beide Zustinde (CID 6,
Abbildung 22 unten).
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4.6 Detaillierte Analysen der Protein S-Variante CID 24

Die Protein S-Variante mit dem besten Eigenschaftsprofil wurde fiir weitere Analysen
verwendet. Die mit der laufenden Nummer CID 24 beschriebene Variante wurde zur
Charakterisierung der molekularen Wirkungsweise, fiir Experimente zur Immobilisierung auf
einer festen Trager-Matrix sowie flir eine detaillierte Charakterisierungen der Interaktion mit
sfGFP verwendet.

4.6.1 Untersuchungen zu molekularen Bindungsmechanismen

Zur Untersuchung des molekularen Bindungsmechanismus von CID24 wurden
Schliisselelemente einzeln zuriick auf die dem Wildtyp-Protein entsprechende Sequenz
gedndert (Sequenzalignment siche Abbildung A 9). Dies umfasste sowohl die drei Bereiche mit
randomisierten Positionen (Module), als auch die zusitzliche Mutation der Variante CID 24 an
Position N80 (Tabelle 30). Die Konstrukte wurden auf DNA-Ebene iiber eine PCR amplifiziert
(3.2.4), iiber Restriktionsendonukleasen verdaut (3.2.1) und mit entsprechenden Fragmenten
der Wildtyp-Sequenz ligiert (3.2.2). Die Konstrukte wurden in den pETABG6H-
Expressionsvektor umkloniert (3.2.1, 3.2.2) und nach Verifizierung der Sequenzen (3.2.8) fiir
die rekombinante Produktion der Proteinvarianten in E. coli BL21(DE3)-Zellen verwendet
(3.1.1.3,3.1.1.4).

Die Konstrukte mit den fortlaufenden Nummern 40-44 wurden {iber eine Zweistufenreinigung
an einer AK TAxpress gereinigt (3.4.2.1) und iiber Oberflichenplasmonresonanz-Spektroskopie
(3.4.8) analysiert. Fiir die Messungen wurde ein Streptavidin-beschichteter Chip mit ~130 RU
immobilisierten biotinylierten sfGFP verwendet. Alle Varianten zeigten im Vergleich zu der
Ursprungsvariante CID 24 signifikant verschlechterte Bindungseigenschaften im Bereich von
10° M (Abbildung 23, Tabelle 30).

Tabelle 30: Ubersicht der, iiber die steady state-Auswertung der Sensorgramme, erhaltenen Affinititen in
Gegenwart von Ca?" und die verwendeten Konzentrationsbereiche der Messungen.

Zusitzliche Kp Konzentrationsbereich

CID Modul | Modul4 ~ Modul5 (0l C0 M| der Messung [uM]
PSwt YNEDQK EEGPL  YKEK / n.a.

24  QQWQMA EWWDV RYQF N80OY 0,65 0,002-0,02
40 QQWQMA EWWDV RYQF / 690 0,05-30

41 YNEDQK EWWDV  RYQF N8OY 1180 0,5-50

42 QQWQMA EEGPL  RYQF / n.e.* 1-60

43  QQWQMA EEGPL  RYQF N80Y  n.e.* 1-60

44  QQWQMA EWWDV YKEK  N80Y ne* 0,1-1

* n.e. ,,not evaluable®: keine genaue Quantifizierung im Messbereich moglich

Die Affinititen von drei Varianten (CID 42-44) konnten im Messbereich nicht genau
quantifiziert werden und befanden sich in hohem pM-Bereich. Vergleichsmessungen mit der
urspriinglichen Variante CID 24 ergaben reproduzierbare Ergebnisse zu den bereits in
Abschnitt 4.5.2.2 gezeigten Sensorgrammen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 23: Sensorgramme der SPR-Analysen zur Untersuchung des molekularen Mechanismus der Bindung von
Protein S-Variante CID 24 an sfGFP.

Auf der Oberfliche der Messzelle eines Streptavidin-Chips wurden vor Versuchsbeginn 130 RU biotinyliertes sfGFP
gekoppelt. Serielle Verdiinnungen der iiber IMAC und SEC gereinigten Proteinvarianten wurden in Anwesenheit von

10 mM Ca?" gemessen. Die Auswertung der Kurvenverliufe erfolgte iiber die steady state Methode (Bildeinschub). Die so
geschitzten Dissoziationskonstanten wurden als vertikale Linie gekennzeichnet.

Alle Module und auch die zusétzliche Mutation des Gerlistproteins waren fiir die Interaktion
von CID 24 und sfGFP relevant. Bereits die Riickmutation der in der Ca**-Bindungsstelle
gelegenen, zusitzlichen Mutation N8OY zur Wildtyp-Aminosdure Asparagin (Y80N, CID 40)
resultierte in einer signifikant schwiicheren Bindung der GroéBenordnung von 10° M. Einen
dhnlichen Einfluss mit Bindungsaffinititen im Bereich von 10°® M ergab der Austausch der
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Aminosduren des ersten Modules (Abbildung 23, CID 41) zu den Wildtyp-entsprechenden
Aminoséduren unter Beibehaltung des Zusatzaustausches N80Y (CID 41). Bei Riickmutation
des vierten Modules konnte weder fiir Variante 80Y (CID 42) noch fiir Variante 80N (CID 43)
eine signifikante Affinitdt der Bindungspartner zu sfGFP ermittelt werden. Der Austausch des
fiinften Modules (CID 44) fiihrte ebenfalls zu einer im Vergleich zu der Ausgangsvariante
signifikant schwicheren Bindung der Zielstruktur im Bereich von 10° M. Obgleich alle Module
sowie auch die zusitzliche Mutation an Position N80 an der Bindung von sfGFP beteiligt
waren, so konnte fiir Modul 4 der groBte Einfluss auf die Bindung ermittelt werden.

Die Messungen der Varianten wurden mit identischen Proben in EDTA-vermittelter
Abwesenheit von Ca*" durchgefiihrt, ergaben jedoch keine auswertbaren Signale (Daten nicht
gezeigt). Da alle untersuchten Varianten schlechtere Bindungseigenschaften als die aus den
Durchmusterungen erhaltene Variante CID 24 aufwiesen wurden sie in keinen weiteren
Experimenten verwendet.

4.6.2 Ca?"-Abhingigkeit eines molekularen Schalters basierend auf Protein S CID 24

Es konnte fiir Variante CID 24 bereits gezeigt werden, dass gebundenes sfGFP durch die Ent-
fernung von Ca’" aus dem Puffersystem von der Variante eluiert werden kann (Abbildung 18).
Um diesen Mechanismus genauer zu untersuchen, wurde eine SPR-Messung durchgefiihrt. Es
wurde eine 100 nM Losung des Proteins CID 24 in HBSCT-Puffer mit einem Fluss von
10 ul/min auf einen mit 150 RU sfGFP beladenen SA-Chip (3.4.8) geleitet (Abbildung 24,
Abschnitt IT) und fiir 160 s in Anwesenheit von Ca?" dissoziiert (Abbildung 24, Abschnitt III).
Durch die Injektion von HBSE-Puffer auf den Chip (Abbildung 24, Pfeil) wurde dem System
vorhandene Ca®" entzogen und gebundenes Protein dissoziiert (Abbildung 24, Abschnitt IV).
Als Referenz der Messung wurde eine analog vorbereitete Flusszelle ohne immobilisiertes
sfGFP verwendet.
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Abbildung 24: Ermittlung der Ca?*-Abhiingigkeit des molekularen Schalters CID 24 iiber SPR

Zur Assoziation von CID 24 an eine mit 150 RU biotiniertem sfGFP beladene Flusszelle eines Streptavidin-Chips wurde eine
100 nM Losung in HBSCT mit einem Fluss von 10 pl/min iiber den Chip gegeben (Abschnitt IT). Nach Assoziation wurde der
Chip mit 10 pl/min HBSCT gespiilt (Abschnitt III). Die Dissoziation der Komplexe erfolgte iiber die Injektion von 100 pl eines
5 mM EDTA-haltigen Puffers (HBSE) mit 10 ul/min (Abschnitt IV). Der Injektionsstart wurde mit einem Pfeil gekennzeichnet.
Nach erfolgter Dissoziation der Komplexe wurde der Chip erneut mit HBSC bei einer Flussrate von 10 pl/min dquilibriert
(Abschnitt V).
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4 Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Komplexbildung der Interaktionspartner in
Abhingigkeit von Ca®" erfolgt (4.5.2.2), sondern auch dass bereits assemblierte Komplexe
durch die Entfernung von Ca** dissoziiert werden kdnnen. Der zugrunde liegende Bindungs-
mechanismus der Proteinvariante CID 24 ist vollstdndig reversibel und der Schaltungszustand
des Liganden konnte repetitiv gedndert werden (Daten nicht gezeigt). Durch die nahezu
identische Basislinie nach erneuter Aquilibrierung des Systems mit 2 CV HBSC bei 10 pl/min
konnte nachgewiesen werden, dass der Komplex vollstindig durch die Chelation der Ca?*
dissoziiert werden kann. Der Schaltvorgang iiber die Chelatierung des Ca*" fiihrt bei dieser
Interaktion zu einer sofortigen Freisetzung des Interaktionspartners sftGFP und verlief nicht in
Abhiingig der Gleichgewichtsreaktion des Komplexes zwischen Protein und Ca®". Die
Ergebnisse korrelieren mit vorangegangenen ELISA-Experimenten, in welchen keine Bindung
der Proteinvariante in EDTA-vermittelter Abwesenheit von Ca?" nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 20, Abbildung 21).

4.6.3 Bindungsanalysen mit immobilisierter Protein S-Variante

Eine Grundvoraussetzung zur Verwendung der Proteinvariante CID 24 als Ligand einer
affinitdtschromatographischen Reinigung ist der Erhalt der Schaltungsfunktion bei
Immobilisierung des Proteins an eine feste Triger-Matrix. In allen vorangegangenen
Experimenten wurde die Proteinvariante in Losung eingesetzt (4.3.2, 4.5.2.1, 4.5.2.2, 4.6.2).
Zur Charakterisierung des Bindungsverhaltens der an einer stationdren Phase gekoppelten
Variante CID 24, wurden 150 RU des Proteins liber NHS-Chemie auf einem CMS5-Chip
immobilisiert (3.4.8). Uber die Messung einer Kurvenschar verschiedener Konzentrationen von
gereinigtem sfGFP (3.4.2.2) in Losung konnte eine leicht geringere Bindungsstirke im
Vergleich der mit immobilisierten sfGFP ermittelten Affinitdt bestimmt werden (4.5.2.2,
Abbildung 25 A). Zur Regeneration zwischen den einzelnen Zyklen wurde ein EDTA-
Waschschritt verwendet (3.4.8), da die vollstindige Dissoziation des Komplexes bereits gezeigt

werden konnte (4.6.2).
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Abbildung 25: Kinetische Bindungsanalyse von sfGFP und eGFP an Protein S-Variante CID 24 iiber Oberflichen-
plasmonresonanzspektroskopie.

Es wurden 150 RU der Protein S-Variante CID 24 iiber NHS-Chemie auf einem CMS5-Chip immobilisiert. Die Messungen der
Kurvenscharen (1; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17; 20; 25; 50 nM) von sfGFP (A) und eGFP (B) erfolgten in HBSCT-Puffer pH 7,4
(schwarz). Die Bestimmung kinetischer Parameter erfolgte durch die Approximation nach einem 1:1-Bindungsmodell mittels
Biacore T100 evaluation software (rot). Die Regeneration zwischen den Zyklen wurde iiber die Titration des freien Ca?" durch
die Injektion von HBSE-Puffer erreicht. Zum Ende der Messzyklen wurden einzelne Konzentrationen des Interaktionspartners
erneut gemessen (blau iiberlagert).
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4 Ergebnisse

Unter analogen Bedingungen wurde ein der Zielstruktur sfGFP nahe verwandtes Protein
analysiert, das enhanced GFP (eGFP, Abbildung 25 B). Es konnte gezeigt werden, dass auch
dieses Protein von der Variante CID 24 erkannt und Ca®*-abhiingig gebunden werden kann. Die
gemessenen Affinititen sind in der gleichen GroBenordnung wie die ermittelte Affinitdt der
Variante CID24 zu sfGFP (Tabelle 31), zeigt jedoch eine geringfiigig verdnderte
Bindungskinetik der Interaktion.

Tabelle 31: Uber SPR-Analysen ermittelte kinetische Parameter der Bindung von sfGFP und eGFP an die
immobilisierte Protein S-Variante CID 24

KD,Calcium ka C32+ Ka C32+
[nM]  [M's]  [s]
sfGFP 1,7 2x10° 3,3x10*
eGFP 5,0 3x10° 1,5%x1073

4.6.4 Thermodynamische Messungen

Zur Charakterisierung der Bindung zwischen der Protein S-Variante CID 24 und sfGFP wurden
thermodynamische = Untersuchungen iiber  Oberfldchenplasmonresonanzspektroskopie
durchgefiihrt (Abbildung 26). Die Messungen erfolgten mit immobilisierter Variante CID 24
auf einem CM5-Chip (3.4.8). Es wurden Verdiinnungsreihen von 10 Konzentrationen zwischen
2,5 und 50 nM sfGFP fiir sechs Messungen iiber einen Temperaturbereich von 30 K (5-35°C)
verwendet. Die Ermittlung thermodynamischer Parameter erfolgte iiber die van’t Hoff
Darstellung In(Kbp) tiber 1/T mittels der Biacore T100 ,, evaluation sofiware (vgl. 3.4.8).

van't Hoff
-17,6 A
’ W e SfGFP vs. CID 24
arameter ert -18,4 - —— Approximation
[ ]
AH? [kJ/mol] -39+46 A -19,2
AS° [J/(K*mol)] 3216 § 200 - \\
TAS® [kJ/mol] 9,7+4,6 - -20,8 - *
AG® [kJ/mol] -49 +0,06 216 |
32x10%  33x10° 34x10° 3,5x10% 3,6x10° 3,7x10°
T
Dissoziation Assoziation
-11 7,6
. e SfGFP vs. CID 24 . e SfGFP vs. CID 24
-12 1 —— Approximation 7,2 1 —— Approximation
£ -13 | £ 681
Iy <
E 14 E 64
[ ]
-15 4 6,0
-16 5,6 : : : ‘
3,2x10° 3,3x10°  3.4x10° 3,5x10° 3,6x10° 3,7x10°  32x103 33x10° 3,4x10° 3,5x10° 3,6x10% 3,7x107
T 1T

Abbildung 26: Thermodynamische Messungen der Bindung zwischen sfGFP und Protein S-Variante 24 mittels SPR.
Fiir die Analyse wurde ein CMS5-Chip mit 150 RU immobilisierter Protein S-Variante CID 24 verwendet. Die Messungen der
Kurvenscharen von 2,5-50 nM sfGFP erfolgten in HBSCT-Puffer pH 7,4. Die Regeneration zwischen den Zyklen erfolgte iiber
die Titration freien Ca?" durch die Injektion von HBSE-Puffer pH 7,4. Es wurden sechs Messungen in einem Temperaturbereich
von 5-35 °C durchgefiihrt. Die Auswertung kinetischer und thermodynamischer Parameter erfolgte {iber die Biacore T100
Software.
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Die Messung ergab eine vornehmlich enthalpisch getriebene, exotherme Bindung mit einer
freien Bindungsenergie von AG’= -49 + 0,06 kJ/mol und entspricht einer Wechselwirkung mit
einer Affinitdt von ca. 1 nM.

4.6.5 Stochiometrie und Ca?*-Abhiingigkeit der Komplexbildung von CID 24 und

sfGFP

Fiir die Abschétzung der Stochiometrie (Abbildung 27 A) und die Abhéngigkeit der Interaktion
von Ca?* (Abbildung 27 B) der Protein S-Variante CID 24 und sfGFP wurden Gleichgewichts-
sedimentationen an einer Ultrazentrifuge durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde eine identische
Proteinprobe in EDTA-vermittelter Abwesenheit von Ca®" mitgefiihrt (Abbildung 27, rot). Die
Detektion erfolgte iiber die intrinsische Fluoreszenz des sfGFP bei 485 nm.
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Abbildung 27: Ultrazentrifugationsexperimente des Komplexes zwischen sfGFP und PS CID 24

(A) Bestimmung der Sedimentationsgeschwindigkeit und des apparenten Molekulargewichtes bei der Komplexbildung von
Protein S-Variante CID 24 mit sfGFP mittels analytischer Ultrazentrifugation. Die Messungen wurden bei 40.000 rpm
durchgefiihrt. Fiir die Experimente wurden zu 1 pM sfGFP die Protein S-Variante 24 mit unterschiedlichen molaren
Verhiltnissen zugegeben (0-4 uM). (B) Titrationsexperimente zur Bestimmung der Ca’"-Abhingigkeit der Bindung von
Protein CID 24 an sfGFP. Fiir die Messungen wurden dquimolare Mengen von 1 uM Protein S CID 24 und sfGFP in HBS-
Puffer eingesetzt und mit unterschiedlichen Konzentrationen von 0-10 mM Ca?" versetzt.

Die Messungen ergaben in guter Niherung eine 1:1 Stochiometrie der Bindung und in guter
Korrelation zu dem theoretischen Molekulargewicht von 46,8 kDa eine Komplexgrofie von
etwa 45 kDa. Die Interaktion erfolgte wie erwartet in Abhéngigkeit von Ca®*, wobei bereits
Konzentrationen von 0,5-1 mM Ca?’ ausreichten, um hauptsichlich als Proteinkomplexe
vorliegende Interaktionspartner zu erhalten.
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4.7 Einsatz des schaltbaren Bindeproteins CID 24 als Ligand zur affinitits-
chromatographischen Reinigung von sfGFP

Das schaltbare Bindeprotein CID 24 zeigte in den vorangegangenen Experimenten ein
Eigenschaftsprofil, welches den Anforderungen fiir den Einsatz als Ca*"-sensitiver Ligand einer
Affinitdtschromatographie sehr gut entspricht. Neben einer spezifischen und in starkem Maf3e
Ca?*-abhingigen Bindung der Zielstruktur sfGFP konnte die Variante auch nach erfolgter
Immobilisierung iiber NHS-Chemie verwendet werden. Fiir die Entwicklung eines neuartigen
Reinigungsverfahrens sollten fiir die Proteinvariante CID 24 Kopplungsmoglichkeiten auf
Sdulenmatrices und die Charakteristika entsprechend funktionalisierter und Ca**-sensitiver
Affinititschromatographiesdulen untersucht werden.

4.7.1 Immobilisierung und Etablierung eines Reinigungsprotokolls auf Basis der
Protein S-Variante CID 24

Zur Untersuchung der Verwendbarkeit des neuartigen Bindeproteins CID 24 als Ligand fiir eine
Affinititschromatographie wurden 12,6 mg der Protein S-Variante iiber NHS-Chemie auf der
Oberfliche einer Sdulenmatrix immobilisiert (3.4.6). Nach erfolgter Kopplung des Binde-
proteins CID 24 wurde die 1 ml-Siule in einem AKTAexplorer-System bei 4 °C mit einem
Fluss von 1 ml/min verwendet. Die funktionalisierte Sidule wurde zunédchst mit 2 CV HBSC-
Puffer #dquilibriert, um die Verfiigbarkeit von Ca** zu gewihrleisten. Das zuvor tag-frei
produzierte und iiber ein zweistufiges Verfahren mit finaler Gro8enausschlusschromatographie
gereinigte sfGFP (3.4.2.2) wurde in HBSC-Puffer verdiinnt und 500 pug in einem Volumen von
1 ml auf die Sdule aufgetragen (Abbildung 28, Abschnitt I).
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Abbildung 28: Einsatz der Protein S-Variante CID 24 als neuartiger Ligand in einer Affinititschromatographie.
Nach Immobilisierung der Protein S-Variante CID 24 auf einer 1 mI-NHS-aktivierten Séule wurde die Bindung von sfGFP in

Abhiingigkeit von verfiigbaren Ca?* untersucht. Die Messungen erfolgten bei 4°C an einer AKTAexplorer mit einer Flussrate
von 1 ml/min. Die Sdule wurde mit 0,5 mg/ml sfGFP in 1 ml HBSC pH 7,4 iiber 5 CV beladen (I) und mit 2 CV HBSC
gewaschen (II). Es folgte ein Waschschritt mit verringerter Ca?*-Konzentration von 10 auf 3 mM (III). Die Elution des
Zielproteins erfolgte iiber die Komplexierung freier Ca>* durch den Pufferwechsel von HBSC3 auf HBSE pH 7,4 (IV). Nach
erfolgter Reequilibrierung (V) des Systems konnte die Saule erneut fiir die Bindung von sfGFP verwendet werden
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Es folgten zwei Waschschritte mit 2 CV HBSC (10 mM Ca2*, Abschnitt II) und mit 5 CV
HBSC3 (HBS + 3 mM CaClz, Abschnitt I1I). Es konnte im Zuge der Beladung der Séule mit
sfGFP und wihrend der durchgefiihrten Waschschritte mit HBSC und HBSC3 kein sfGFP im
Durchfluss liber die Messung der A4ssnm detektiert werden. Die Elution des Zielproteins erfolgte
iiber die Chelatierung von Ca*" durch den Pufferwechsel auf HBSE (20mM EDTA,
AbschnittIV) in einem einzelnen Elutionspeak. Die Auswertung der Peak-Geometrie nach
IUPAC-Vorgaben ergibt einen tailing-Koetfizienten von T = 1,22 (Nic et al. 2006). Die Saule
wurde nach erfolgter Elution der Zielstruktur erneut dquilibriert (Abschnitt V) und konnte
erneut fiir die Bindung von sfGFP verwendet werden.

Es konnte mit diesem Experiment gezeigt werden, dass die Protein S-Variante CID 24
funktional iiber NHS-Chemie immobilisiert werden konnte. Die erhaltenen Daten zeigen, dass
auch auf der Oberfliche der Sdulenmatrix die fiir die Bindung der Zielstruktur notwendige
native Faltung des Protein S CID 24 als auch die Ca**-abhiingigen Konformationsunterschiede
fiir die Generierung einer schaltbaren Bindung realisiert werden konnten. Die funktionalisierte
Saule zeigte ein leichtes failing bei der Elution des Zielproteins und wurde im Folgenden fiir
weitere Charakterisierungsschritte verwendet.

4.7.2 Kapazititsbestimmung bei Verwendung des Ca**- schaltbaren Bindeproteins
CID 24 als Ligand einer Affinititschromatographie

Zur Einschitzung der Kopplungseffizienz funktional immobilisierter Variante CID 24 wurde
die dynamische Bindungseffizienz der Sdule ermittelt (3.4.2.3). Es wurde bis zum Erreichen
der Sattigung 0,5 mg/ml sfGFP in HBSC-Puffer mit einer Flussrate von 0,5 ml/min {iber die
Sdule gegeben (Abbildung 29 A).
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Abbildung 29: Abschitzung der dynamischen Bindungskapazitit einer mit Protein S CID 24 funktionalisierten NHS-
Siule.

(A) Zur Ermittlung der dynamischen Kapazitdt wurden 0,5 mg/ml sfGFP in HBSC bis zur Sittigung mit einem Fluss von
0,5 ml/min iiber eine mit CID 24 immobilisierte Sdule geleitet. (B) Berechnung der dynamischen Bindungskapazitdt der
Protein S CID 24-Séule iiber die Methode des dynamischen Durchbruches. Die ermittelten dynamischen Kapazititen fiir 1%
bzw. 5% des Durchbruches wurden als vertikale Linien dargestellt.
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Die dynamische Bindungskapazitit wurde {iber die Berechnung der Durchbruchkurve (3.4.2.3)
ermittelt. Auf Grundlage eines 5%igen Durchbruchs wurde die dynamische Bindungskapazitit
der Protein S-Séule mit 12,6 mg sfGFP bestimmt (Abbildung 29 B). Unter der Annahme einer
1:1 Bindungsstochiometrie (Abbildung 27) lag die Kopplungseffizienz von nativ und
funktional immobilisierter Protein S-Variante CID 24 damit rechnerisch bei 76,5%.

4.7.3 Elutionsprofil bei Verwendung des Ca?*-schaltbaren Bindeproteins CID 24 als
Ligand einer Affinititschromatographie

Zur Untersuchung des Elutionsprofils wurde eine mit stGFP gesattigte CID 24-funktionalisierte
Sdule mit einem AKTAxpress-System bei 4 °C und einem Fluss von 1 ml/min verwendet. Die
Elution erfolgte liber den Wechsel des Puffersystems von HBSC auf HBSE (Abbildung 30 A).
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Abbildung 30: Elutionsprofil bei EDTA-Elution einer sfGFP gesiittigten CID 24-Chromatographiesiule.
(A) Die Elution einer mit sfGFP gesittigten Protein S CID 24-Séule erfolgte durch den Pufferwechsel von HBSC zu HBSE.

Die Sdule wurde mit einer Flussrate von 1 ml/min gespiilt. (B) Integral der Fldche unter der numerischen Approximation bei
Elution von sfGFP von einer geséttigten mit Protein S CID 24 funktionalisierten Saule.

Die Elution des Zielproteins erfolgte als Peak mit einem vergleichbaren tailing, wie bereits mit
geringeren Mengen an gebundenem sfGFP beobachtet wurde (Abbildung 30A, Abschnitt
4.7.1). Die numerische Integration des Peaks im Anschluss an das Totvolumen von 1 ml
(Abbildung 30 B) ergab einen Anteil von 65% des Zielproteins im ersten Sdulenvolumen der
Elution (>91% in 2 CV und 98% in 3 CV).

4.7.4 Capturing von sfGFP aus einer verdiinnten Losung

Zur Isolierung einer mit geringer Konzentration vorliegenden Zielstruktur aus Losungen
werden hohe Affinitéten der chromatographischen Liganden bendtigt. Die mit Proteinvariante
CID 24 funktionalisierte Sdule wurde fiir ein capturing von sfGFP in verdiinnter Losung

verwendet (3.4.2.3). Eingesetzt wurde fiir diesen Versuch 1 mg sfGFP in 750 ml HBSC

?10 % ~ 50 nM), zur Verminderung von Verlusten durch unspezifische Bindung an die
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verwendeten Materialien enthielt der Puffer 0,1 mg/ml BSA. Die eingesetzte Konzentration an
sfGFP war ca. 30fach iiber dem ermittelten KD-Wert von 1,7 nM bei immobilisiert verwendeter
Variante CID 24 (4.6.3). Uber die Messung der Absorption bei 485 nm und 280 nm konnte
gezeigt werden, dass die Zielstruktur sfGFP erst mit dem Pufferwechsel auf HBSE nach
erfolgtem Auftrag eluiert wurde, wiahrend BSA kontinuierlich im Durchfluss zu finden war
(Abbildung 31).
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Abbildung 31: Isolierung von sfGFP aus Losung mit hoher Verdiinnung iiber den Liganden CID 24.

Es wurden 750 ml HBSC-Puffer (+0,1 mg/ml BSA) mit 1 mg sfGFP versetzt und auf die mit der PS-Variante CID 24
funktionalisierten Siule aufgetragen. Die Messungen erfolgten bei 4 °C an einer AKTAexplorer mit einer Flussrate von
1 ml/min. Die Elution (Pfeil) erfolgte durch die Chelatierung von Ca?* durch einen Pufferwechsel von HBSC auf HBSE bei
einem Fluss von 1 ml/min.

Die Integration der erhaltenen Peakfldche bei Elution des sfGFP mittels HBSE erfolgte {iber
die Unicorn-Software (AKTAexplorer). Die berechnete Peakfliche der Reinigung von 1 mg
sfGFP  aus 750ml HBSC  (+0,1 mg/mlBSA) ergab vergleichbare = Werte
(Peak7s0m =324 [mAU*ml]) wie eine Referenzmessung bei Reinigung von 1 mg sfGFP aus
1 ml HBSC (Peak 1mi =337 [mAU*ml]) (Daten nicht gezeigt). Rechnerisch lag die Ausbeute
bei der Isolierung der Zielstruktur sfGFP aus einer Losung mit einer Konzentration von ca.
50 nM damit bei 96,1%.

4.7.5 Reinigung von sfGFP aus Lysaten

Zur Isolierung von sfGFP aus komplexen Gemischen iiber das immobilisierte Bindeprotein
CID 24 wurden Lysate typischer Produktionsstimme (E. coli BL21(DE3) und CHO) hergestellt
und mit 0,5 mg sfGFP versetzt (3.4.2.3). Die optische Dichte des aufgetragenen E. coli-Lysates
betrug ODeoo = 65, fiir die Herstellung des CHO-Lysates wurden ca. 20,8 Millionen Zellen
verwendet. Nach Probenauftrag und Waschschritten der Sdule unter Beibehaltung der
Verfligbarkeit von Ca** wurde das Zielprotein durch die Zugabe von EDTA eluiert (3.4.2.3,
Abbildung 32).
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Abbildung 32: Verwendung von Protein S CID 24 als neuartiger Liganden fiir die Affinititschromatographie von
sfGFP.

Es wurden 0,5 mg sfGFP zu priparierten E. coli BL21(DE3) oder CHO-Extrakten zugegeben und iiber eine 1-ml Sdule mit
tiber NHS-Chemie immobilisierter Protein S-Variante CID 24 gereinigt. Der Probenauftrag sowie die Waschschritte erfolgten
unter Verfligbarkeit von 10 mM Ca?". Durch die Chelatierung von Ca?" durch EDTA konnte die zuvor gebundene Zielstruktur
sfGFP von der Sdule eluiert werden (kleines Bild). (A) Reinigung von 0,5 mg sfGFP aus Lysaten einer E. coli BL21(DE3)-
Kultur (finale ODg00 nm = 65). (B) Reinigung von 0,5 mg sfGFP aus Lysaten einer CHO-K1 Kultur (~20,8x10° Zellen).

Die Trennung der Zielstruktur sftGFP aus komplexen Gemischen endogener Proteine typischer
Produktionssysteme konnte erfolgreich unter Verwendung des neuartigen, auf Protein S-
basierenden Liganden durchgefiihrt werden. Die Integration der Peak-Fldchen ergab eine
Ausbeute von 90,4% sfGFP in der Elutionsfraktion bei Verwendung von E. coli-Lysaten und
von 98,5% bei Verwendung von Lysaten einer CHO-K1 Kultur. Die aus diesem Experiment
erhaltenen Reinigungsfraktionen der Affinitdtschromatographie wurden iiber SDS-PAGE
analysiert (Abbildung 33).
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Es konnten in den iiber SDS-PAGE analysierten Proben der Elutionsfraktionen der
affinitdtschromatographischen Reinigung keine Protein-basierten Verunreinigungen der
eingesetzten E. coli- und CHO-Lysate detektiert werden.

Die mit Protein S-Variante CID 24 funktionalisierte Sdule konnte ohne Regeneration nach einer
Aquilibrierung mit 5 CV HBSC-Puffer wiederholt fiir Reinigungen verwendet werden. Die
Uberlagerung der Elutionsprofile bei Reinigung von 1 mg sfGFP aus HBSC-Puffer vor und
nach Lysaten aus E.coli BL21(DE3) (ODesoo=10) und CHO (~5x10° Zellen) ergab
vergleichbare Kurvenverldufe (Abbildung 34). Die Integration der Peak-Flichen der

Chromatogramme ergab eine rechnerische Ausbeute von >95% sfGFP fiir die Reinigung aus
Lysaten und aus HBSC-Puffer.
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Abbildung 34: Reproduzierbarkeit der Elutionsprofile bei Verwendung des neuartigen Bindeproteins CID 24 als
Ligand einer Immunoaffinititschromatographie zur Reinigung von sfGFP

Es wurden in jedem Reinigungszyklus 1 mg sfGFP aus 1 ml HBSC oder Lysaten von E. coli BL21(DE3) (ODsoo= 10) und
CHO-K] Zellen (~5x10° Zellen) gereinigt. Der Probenaufirag, sowie die Waschschritte erfolgten unter Verfiigbarkeit von

10 mM Ca?". Die Elution des Zielkonstruktes sfGFP erfolgte durch die Chelatierung des vorhandenen Ca?" iiber den
Pufferwechsel von HBSC auf HBSE.

Das neuartige Bindeprotein CID 24 konnte erfolgreich immobilisiert und fiir die
affinitdtschromatographische Reinigung der Zielstruktur sfGFP verwendet werden. Die
erhaltenen Daten zeigen, dass ein spezifisches capturing der Zielstruktur mit hoher Affinitit
und ohne Inkubationszeiten realisiert werden kann. Die Ca’'-sensitive Desorption des

gebundenen Zielproteins konnte reproduzierbar durch die Chelatierung von Ca®" mit hohen
Ausbeuten erfolgen.
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5. Diskussion

Die hohe Selektivitit und Affinitit der Bindung von Antikorpern zu ihren entsprechenden
Antigenen fiihrte zu der Entwicklung von vielfdltigen Anwendungen sowohl in Therapie,
Diagnostik und in technischen Applikationen. Obgleich der komplexe Aufbau von Antikdrpern
bei therapeutischen Anwendungen fiir die Vermittlung von Effektorfunktionen des
Immunsystems eine grofle Rolle spielen kann, limitiert diese Komplexitit oftmals andere
Einsatzgebiete. Dies fiihrte zu dem Einsatz von Antikorperfragmenten (Beckman et al. 2007),
die jedoch eine geringere Stabilitdt aufweisen (Holliger und Hudson 2005). Insbesondere bei
technischen Applikationen, wie etwa dem Einsatz als Liganden in Affinitdtschromatographien,
sind AntikOrper-basierte Systeme trotz groBer Vorteile gegeniiber konventionellen
Reinigungsmethoden in ihrem Einsatz limitiert.

Die hohen Produktionskosten der vergleichsweise komplex aufgebauten Antikorper sind fiir
einen technischen Einsatz von Nachteil, da gerade hier der Kostendruck eine iibergeordnete
Rolle spielt und zudem keine Effektorfunktion bendtigt wird. Durch den Einsatz von polyklonal
hergestellten Antikérpern lassen sich zwar die Produktionskosten senken, jedoch erhélt man
ein heterogenes Gemisch und hohere chargenabhidngige Varianzen. Dies verringert die
Reproduzierbarkeit von Reinigungsstrategien und kann eine jeweilige Anpassung der
Prozessparameter notwendig machen. Weitere Nachteile bei Verwendung von Antikdrpern als
Liganden ergeben sich aus der Molekiilgroe, da sich mit kleineren Liganden bessere
Kopplungseffizienz und somit hohere Sdulenkapazititen ergeben (Ruigrok et al. 2011). Ein
Nachteil vieler Antikorper-basierter affinitdtschromatographischer Systeme besteht zudem in
der Notwendigkeit von harschen Elutionsbedingungen fiir die Gewinnung der Zielstrukturen,
welche auf die hohe Affinitit der Liganden zuriickzufiihren ist. Eine hohe Affinitit des
Liganden zu dem Zielmolekiil ermdglicht jedoch bessere Ausbeuten bei verdiinnt vorliegenden
Proben. Eine bei Graves und Wu (1974) ermittelte Gleichung beschreibt die Bindung der
Zielstrukturen an immobilisierte Liganden im Zusammenhang mit der Bindungsaffinitét:

gebundene Zielstruktur Lo

(Gleichung 10)

gesamt Zielstruktur = Kp+Lg

mit Kp — Dissoziationskonstante im Gleichgewicht und Ly — Konzentration des Liganden

Eine hohe Affinitit der eingesetzten Liganden (Kb klein) resultiert daher in einem groBeren
Anteil komplexierter Zielstrukturen. Verwendet man die Zielstruktur in verdiinnter Losung
(z.B. Lo=Kb), so liegt im Gleichgewicht die Hilfte des gesamt vorhandenen Zielproteins in
gebundener, und die zweite Hélfte in freier Form vor. Dieser Zusammenhang wird ebenfalls
aus der Definition der Dissoziationskonstante ersichtlich:

Kp = — (Gleichung 11)

Ein mit hoherer Affinitdt bindender Ligand (Kb klein) wird daher bessere Ausbeuten an
Zielprotein liefern als ein Ligand mit weniger hoher Affinitit (Kp grof3), auBer wenn die
Konzentration des Zielproteins wesentlich grofer als die Kp des verwendeten Liganden ist
(Lo > Kb).
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Um die gebundenen Zielstrukturen nach erfolgter Reinigung zu dissoziieren konnen
verschiedene Methoden verwendet werden. Grundsétzlich lassen sich Elutionsmethoden in
verschiedene Prinzipien gliedern: Schwichung der bestehenden Interaktion zwischen Ligand
und Zielprotein, Titration von an der Bindung beteiligten Elementen, Kompetition, oder durch
Konformationsdnderungen des Paratopes. Die biochemische Bindung zwischen Ligand und
Antigen besteht aus einer Kombination aus ionischen Wechselwirkungen, hydrophoben
Interaktionen, Wasserstoftbriicken und van-der-Waals-Interaktionen und ist damit vollstindig
reversibel. Die Bedingungen zur Schwéchung dieser Interaktionen beinhalten bei hoch affinen
Interaktionen jedoch oftmals extreme pH-Werte, den Einsatz von chaotrophen Salzen oder
denaturierenden Agenzien. Neben dem geplanten Verwendungszweck spielen bei der Wahl der
Elutionsmethode vor allem die biochemischen Eigenschaften der Zielstrukturen eine Rolle.
Sofern mdglich, werden zur Vermeidung harscher Methoden fiir die Elution der gebundenen
Zielproteine oftmals kompetitive Verfahren verwendet. Bekannte Methoden sind
beispielsweise die Elution von Hise-tag-Fusionen iiber die Zugabe von Imidazol oder die
Kompetition von Strep-fag-fusionierten Zielmolekiilen mit Desthiobiotin. Der Erfolg einer
kompetitiven Elution des Zielproteins hidngt direkt mit den Affinititen der verwendeten
Interaktionspartner sowie den eingesetzten Konzentrationen und Volumina zusammen, und
kann qualitativ nach Graves und Wu (1974) beschrieben werden:

Eluierte Zielstruktur p ) pCo .
= N Gleichung 12
gebundene Zielstruktur ( /P +1 Kpcomp*Lo ( g )

pCot—¢ D
Mit: p — Verhiltnis des Volumens des Kompetitors zum Porenvolumen des Gels. Kp — Dissoziationskonstante des

Liganden, Kpemp — Dissoziationskonstante des freien Kompetitors, Co Konzentration des kompetitierenden

Liganden, Lo Konzentration des immobilisierten Liganden.

Aus Gleichung 12 ergibt sich, dass eine kompetitive Elution einer affinitéts-
chromatographischen Reinigung nur technisch sinnvoll zu realisieren ist, wenn entweder die
Affinitdten des Kompetitors in einer dhnlichen Gré3enordnung wie die der Zielstruktur liegen
oder in hoheren Konzentrationen eingesetzt werden konnen (bzw. sehr grofle Elutionsvolumina
toleriert werden konnen). Um den Anteil freien (eluierten) Proteins in einem bestimmten
Volumen zu maximieren, werden oftmals sehr hohe molare Uberschiisse des Kompetitors
eingesetzt. Typische Konzentrationen in Elutionspuffer bei  Ni*'-Metallchelat-
Chromatographien liegen daher bei bis zu 500 mM Imidazol (GE-Healthcare 2007). Bei
Verwendung eines Strep-tag® Il-fusionierten Zielmolekiils mit einer Dissoziationskonstante
von ungeféhr 1 uM zu Strep-Tactin® (Voss und Skerra 1997; Schmidt und Skerra 2007) werden
Konzentrationen von Desthiobiotin im unteren mM-Bereich eingesetzt. Kompetitive
Elutionsstrategien konnen daher oftmals bei hoch affinen Interaktionen nicht verwendet
werden, weshalb die bestehende Bindung durch die Schwéchung der Interaktion gelost werden
muss.

Eine weitere Moglichkeit zur Elution besteht aus der Entfernung an der Bindung beteiligter
Komponenten. So konnen beispielsweise durch die Zugabe von chelatierenden Agenzien, wie
EDTA, in Metallchelatchromatographien die verwendeten Metallionen komplexiert und das
Zielkonstrukt somit eluiert werden. Nachteile einer solchen Methode liegen in der Handhabung
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und  Entsorgung der  Schwermetallverunreinigungen.  Weiterhin ~ kénnen  die
Schwermetallverunreinigungen einen Einfluss auf das Zielkonstrukt selbst, oder auf
Analysemethoden im Anschluss der Reinigung haben.

Fiir technische Applikationen wire es dementsprechend vorteilhaft, fiir die eingesetzten
Liganden einen schaltbaren Zustand zu generieren. Fiir die Beladung einer Matrix sollten
moglichst hohe Affinitdten zur Zielstruktur vorhanden sein, um ein effektives capturing
durchfiihren zu konnen (,,on “-Zustand). Eine molekulare Erkennung der nativen Faltung der
Zielstruktur wiirde zudem bei der Vermeidung von Produkt-dhnlichen Verunreinigungen
helfen. Fiir die Elution der Zielmolekiile hingegen wére eine moglichst geringe Affinitét der
Liganden zu den Zielstrukturen von Interesse, um kleine Elutionsvolumina realisieren zu
konnen (,,off**-Zustand). Um sensible Zielstrukturen mit geringer Stabilitét zu reinigen sind
milde Elutionsbedingungen von Vorteil.

Auf Basis einfach aufgebauter Geriiststrukturen (,,scaffolds*) konnen durch die Abfolge von
Diversifizierung und Selektion Varianten mit neuartigen Bindungseigenschaften erhalten
werden, die iiber dhnliche Spezifitdten und Affinititen wie Antikorper verfiigen (Hey et al.
2005). Durch die einfache Struktur und die Unabhingigkeit von posttranslationalen
Modifikationen sowie von Disulfidbriicken lassen sich diese kiinstlichen Bindeproteine oftmals
kostengiinstig im Cytosol von Bakterien wie E.coli produzieren. Die Moglichkeit zur
Generierung von kostengiinstigen Liganden fiir den Einsatz in einer Affinitdtschromatographie,
basierend auf dem humanen yB-Kristallin, wurde bereits gezeigt (Fiedler et al. 2006). Wie
jedoch auch bei Antikorper-basierten Systemen waren fiir Liganden auf Basis kiinstlicher
Bindeproteine aufgrund der hohen Affinititen harsche Bedingungen fiir die Elution der
Zielproteine notwendig. Weitere Vertreter dieser Proteinfamilie wie Protein S aus M. xanthus
haben in vivo calciumregulierte Funktionen. So umgibt wihrend der Sporulation des M. xanthus
eine Schicht aus Protein S die AuBlenfliche der Sporen und ist an der Zell/Zell-Adhdsion
beteiligt (Inouye et al. 1979). Dieser Prozess ist abhingig von der Verfiigbarkeit von Ca?".
Gebundenes Protein S in Anwesenheit von Ca®" ist selbst bei hohen Salzkonzentrationen stabil
(1 M NaCl), kann jedoch vollstindig reversibel durch die Chelatierung freien Ca®" von der
Sporenoberflache gelost werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ermittelt werden, ob es moglich ist, die intrinsische Eigenschaft
der Ca*"-sensitiven Bindung des scaffolds auf ein de novo-generiertes Paratop gegen eine neue
Zielstruktur zu tibertragen. Neben einer spezifischen und hoch affinen Bindung sowie der
kostengiinstigen Produktion in E. coli sollte ein so generierter Ligand die schonende Elution
der Zielstruktur durch die EDTA-vermittelte Verfiigbarkeit freier Ca>* ermoglichen und somit
die Vorteile bisher verfiigbarer Systeme vereinigen. Als leicht handhabbare, gut detektierbare
und wissenschaftlich relevante Zielstruktur wurde eine gut faltende Variante des griin
fluoreszierenden Proteins, das superfolder-GFP (Pedelacq et al. 2006), gewihlt.

5.1 Design einer Proteinbibliothek fiir die Erzeugung schaltbarer Bindeproteine
auf Basis von Protein S als Geriiststruktur

Da der molekulare Mechanismus der Bindung von Protein S auf der Sporenoberfliache des
M. xanthus nicht in der Literatur beschrieben wurde, konnten die an dieser Interaktion
beteiligten Reste nicht direkt fiir eine Randomisierung verwendet werden. Uber Methoden der
zielgerichteten Mutagenese wurden Varianten mit einzelnen Aminosduresubstitutionen
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hergestellt und hinsichtlich ihrer 16slichen Produktion in E. coli, ihrer thermischen Stabilitét
und ihrer Féhigkeit zur Bindung an MX-Sporen untersucht (Abbildung 11,S.63). Die
durchgefiihrte Analyse zur Sporenbindung iiber ELISA erlaubte lediglich eine rein qualitative
Aussage iiber die Bindungsstiarke der Varianten, wodurch sich nur wesentliche Unterschiede
detektieren lieBen. Obgleich mit diesen Methoden ein existierendes Paratop zur Ca**-
abhingigen Sporenbindung auf der Oberfliche des Protein S nicht eindeutig eingegrenzt
werden konnte, ergaben sich dennoch Informationen fiir die spétere Bibliotheksgestaltung
(Abschnitt 4.2, S.60).

Fiir acht der untersuchten Positionen ergaben sich Varianten mit signifikanten Unterschieden
des an MX-Sporen gebundenen Proteinanteils (G14, Q16, E71, L72, L75, Y97, K98, R120).
Da diese apparent schwichere Sporenbindung fiir die Beeinflussung eines existierenden
Paratopes sprechen kann, sollten diese und benachbarte Aminosdurepositionen bevorzugt fiir
die Generierung randomisierter Bereiche in Betracht gezogen werden. Fiir zwei der acht
Positionen (G14, Q16) wurden deutlich verringerte thermische Stabilititen in der DSF-
Messung ermittelt und wurden daher nicht fiir die Randomisierung verwendet. Jedoch wurden
Positionen in ortlicher Nihe ausgewihlt, um ein potentiell Ca’**-sensitives Paratop zu
generieren. Proteinvarianten mit Substitutionen an Aminosdureposition L72 zeigten einen stark
verringerten Anteil 16slichen Proteins bei der Produktion in E. coli. Die Aminosédureposition
wurde daher nicht weiter beriicksichtigt. Die Rate der Genexpression wurde in der Korrelation
ebenfalls nicht beriicksichtigt, da die Expression fiir alle produzierten Proteinvarianten
vergleichbar gut war (Daten nicht gezeigt). Durch visuelle Korrelation mit der Software PyMol
wurden die ermittelten Aminosdurepositionen in vier jeweils zusammenhéngende Bereiche
(,Module*) eingeteilt. Durch dieses modulare System konnten in kurzer Zeit verschiedene
Bibliotheken auf DNA-Ebene zusammengestellt werden.

Fiir die ausgewidhlten Aminosdurepositionen der Randomisierung ergaben sich im Zuge der
Untersuchungen mit Einzelsubstitutionen keine eindeutigen Muster fiir priferierte oder
ungiinstige Seitenketten eingebrachter Aminosduren (Daten nicht gezeigt). Fiir die Generierung
von Diversitit in diesen Bereichen wurden daher fiir alle Aminosduren codierende
Basentripletts (bis auf Cystein und Prolin-codierende Sequenzen) zugelassen. Dies konnte
durch die Verwendung von vorsynthetisierten Trinukleotiden bei der Oligonukleotidsynthese
(Ella Biotech, Martinsried) realisiert werden, was die Zusammensetzung der eingesetzten
Codons erlaubt und die Diversitit im Vergleich zu iiber degenerierte Primer erhaltene
Bibliotheken erh6ht (Krumpe et al. 2007). Dabei wurden Cystein-codierende Sequenzen zur
Vermeidung von inter- oder intramolekularen Disulfidbriicken der entsprechenden Proteine
nicht im Bibliotheksdesign beriicksichtigt. Fiir spatere Anwendungen kdnnen mit geringem
Aufwand bei Bedarf fiir eine gerichtete Kopplung an Matrices oder andere Molekiile definiert
einzelne Cysteine am N-oder C-Terminus genetisch angefiigt werden. Obgleich die
randomisierten Bereiche des Protein S in den Schleifenstrukturen keine Sekundirstrukturen
ausbilden sind sie aller Wahrscheinlichkeit nach hoch strukturiert. Daher wurden auch keine
Prolin-codierenden Sequenzen in diesen Bereichen eingefiigt, da diese Aminosdure grof3ere
Restriktionen in seiner Konformation aufweist als andere Aminosduren (Berg et al. 2006).

Es wurden iiber ein modulares System und durch die Verwendung einer fragmentbasierten
Leserahmenselektion parallel zwei unterschiedliche Bibliotheken generiert, die iiber hohe
Funktionalitit (keine Leserahmenverschiebung, keine Stop-Codone und keine zusétzliche
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Mutation aullerhalb randomisierter Bereiche) und Diversitit verfligten (Tabelle 23, S. 67).
Durch die Strategie der Leserahmenselektion von Fragmenten konnten Bibliotheken mit hohen
Diversititen erreicht werden, da man mit dieser Methode im Vergleich zu einer
Leserahmenselektion von finalen Konstrukten weniger durch die Transformationseftfizienz von
E. coli limitiert ist. So konnte die Kombination der iiber PCR vervielfachten Fragmente nach
durchgefiihrter Leserahmenselektion im Zuge der Bibliotheksassemblierung komplett in vitro
erfolgen. Es wurden daher maximal sechs randomisierte Positionen (Modul 1) pro Fragment in
der Leserahmenselektion verwendet, wodurch eine geringere Zahl an Transformanten fiir die
jeweilige Abdeckung der moglichen Varianten bendtigt wurde, als im Vergleich zu
Bibliotheken mit mehr randomisierten Positionen.

Mit einer Funktionalitit von 81% (PS_145) und 75% (PS_146) auf DNA-Ebene waren die
hergestellten Bibliotheken von sehr guter Qualitét (Muchow 2013). Interpretiert man Varianten
als funktional, welche Mutationen aufwiesen die zu keiner Leserahmenverschiebung fiihren
(Nukleotidaustausch auf3erhalb randomisierter Bereiche oder Insertion/Deletion), wurden sogar
Funktionalititen von 90% fiir die Bibliothek PS 145 und 85% fiir PS_146 erreicht. Auf Basis
von degenerierten Oligonukleotiden erstellte Bibliotheken zeigen oftmals geringere
Sequenzfunktionalititen. Zur Vermeidung von internen Stop-Codonen werden in degenerierten
Primern oftmals reduzierte Sets wie NNK oder NNB verwendet, bei welchen Nukleotide in
bestimmten Positionen vermieden werden (N = A/C/G/T, B = C/G/T, und K = G/T). Jedoch
kommt beispielsweise in hédufig verwendeten NNK-Primern auch die Sequenz des Amber-
Stop-Codons (,,TAG*) mit einer Haufigkeit von 1/32 vor, was insbesondere bei einer Vielzahl
randomisierter Positionen zu verkiirzten Proteinvarianten in den Bibliotheken flihrt (Nov 2014).
Da der genetische Code zudem degeneriert ist, ergibt sich eine Ungleichverteilung der codierten
Aminosduren. Die Kombination der ungleichen Verteilung von Aminosduren mit dem
Vorkommen verkiirzter Proteinvarianten nach erfolgter Produktion reduziert die effektive
BibliotheksgroBe (Nov 2014).

So wurden bei Verwendung des artifiziellen Proteins M7 als scaffold 46-59% funktionale
Sequenzen erhalten (Stordeur 2013), bei Bibliotheken auf Basis von Ubiquitin 68%
Sequenzfunktionalitit (Hoffmann 2011). Auch im Vergleich zu anderen Trinukleotid-basierten
Bibliotheken ohne Leserahmenselektion konnten fiir die Protein S-Bibliotheken gute
Funktionalitéiten erzielt werden (Garcia-Ibilcieta et al. 2008; Yin et al. 2008). Fiir eine auf dem
humanen yB-Kristallin-basierende Bibliothek konnte mit 89% Sequenzfunktionalitit bei
Verwendung analoger Verfahren wie fiir die Protein S-Bibliotheken vergleichbar gute Werte
erzielt werden (Personliche Kommunikation P.Studte, AG ,,Kiinstliche Bindeproteine*).

Die Varianten der beiden naiven Protein S —basierten Bibliotheken PS 145 und PS 146 zeigten
in der Charakterisierung hinsichtlich ihrer thermischen Stabilitdt und 16slichen Produktion in
E. coli vergleichbare Werte (Muchow 2013). Obgleich die Untersuchungen von Varianten mit
einzelnen Aminosiuresubstitutionen nur geringe Anderungen der Proteineigenschaften ergab
(Abbildung 11, S. 63), so flihrte die Summe der Mutationen fiir die Bibliotheken im Schnitt zu
signifikant verringerter Ldslichkeit und Stabilitit. Die verhéltnisméBig grofle Zahl

.. — . 15 . , . .
randomisierter Aminosdurepositionen (m 2 8,7%) des Protein S diirfte ein wesentlicher

Grund fiir diesen Befund sein (Soskine und Tawfik 2010). Eine verringerte Loslichkeit der
randomisierter Bibliotheksvarianten bei Herstellung in E. coli sind ein typisches Ergebnis und
konnten auch in anderen Bibliotheken der Arbeitsgruppe beobachtet werden (Stordeur 2013).
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Da ein grofler Anteil unloslicher Proteinvarianten in einer Bibliothek zu einer verringerten
Erfolgswahrscheinlichkeit bei der Generierung von Varianten mit geeignetem
Eigenschaftsprofil fiihrt, wiirde es sich fiir zukiinftige Anwendungen anbieten, die Protein S-
Bibliotheken zu optimieren. Ein mdglicher Ansatz einer Optimierung wire die Verringerung
der verwendeten Aminosédurepositionen, die fiir die Randomisierung verwendet werden.
Hierbei konnten zundchst die Daten der Varianten mit einzeln substituierten Aminosduren
dienen (Abbildung 11, S. 63). Von Interesse wire weiterhin, die Bindungsmechanismen des
wt-Protein S mit Myxosporen im Detail zu verstehen, um zielgerichtet entsprechende
Aminosduren in das Bibliotheksdesign zu integrieren. Fiir die Auswahl essentieller
Oberflichenbereiche der Bibliotheken wéren Experimente zur hochauflosenden
Strukturaufkldrung mittels Rontgenkristallographie oder NMR-Spektroskopie von Interesse.
Die Datenlage der Varianten mit einzeln substituierten Aminoséuren reichte nicht aus, um das
Paratop der Sporenbindung exakt zu identifizieren (Abbildung 11, S. 63). Allerdings konnte
durch die Kombination mehrerer Austausche im Rahmen der beiden gestalteten Bibliotheken
PS 145 und PS 146 signifikante Unterschiede der Bindung der einzelnen Varianten an
Myxosporen nachgewiesen werden (Muchow 2013). Die Ergebnisse der Varianten mit
einzelnen Aminosiureaustauschen korrelieren gut mit den in der Masterarbeit von Muchow
(2013) erhaltenen Daten der Bibliotheken. Das in Bibliothek PS 145 enthaltene fiinfte
randomisierte Modul umfasste drei fiir die Sporenbindung signifikante Aminosaurepositionen
(L75, Y97 und K98), wihrend Bibliothek PS 146 in Modul 6 lediglich eine entsprechende
Positionen enthielt (R120). Fiir die Protein S Bibliothek PS 145 konnte entsprechend eine
malgeblich geringere Zahl an Sporen-bindenden Varianten als in der Bibliothek PS 146
ermittelt werden (Abbildung 14, S. 66), was nahelegt, dass die randomisierte Oberflache der
Bibliothek Lib 145 signifikant mit der natiirlichen, Ca**-abhéingigen Bindungsstelle des
Proteins fiir Myxosporen tiberlappt.

Um die Bibliothek ohne Kenntnisse der interagierenden Aminoséurepositionen bei Bindung
des ProteinS an Myxosporen zu optimieren, konnte man eine erneute Analyse mit
unterschiedlichen kleinen Bibliotheken von 2—3 randomisierten Positionen in Betracht ziehen.
Dies konnte es ermoglichen, den Einfluss auf die Sporenbindung und Stabilitit in
Zusammenhang mit bestimmten Regionen des Protein S zu bringen. Das verwendete modulare
Design zur Bibliotheksgenerierung (3.3.1) wiirde es weiterhin ermoglichen, die parallele
Vorbereitung vieler Bibliotheken zu automatisieren und somit in kurzer Zeit zu ermdéglichen.
Die Stabilisierung der Bibliotheksvarianten konnte auch hinsichtlich ihrer spiteren
Verwendungszwecke als Liganden in chromatographischen Anwendungen von Interesse sein.
Typische Prozessparameter wihrend der Regeneration von Chromatographiemedien zwischen
einzelnen Chargen beinhalten stringente Reinigungsschritte unter alkalischen pH-Werten.
Etablierte Liganden wie Protein A verfiigen {liber eine hohe Stabilitit und erlauben vielfache
Regenerationszyklen unter stringenten Bedingungen. Obgleich bislang keine Informationen
iiber die chemische Stabilitit der neuartigen Protein S basierten Liganden verfiigbar sind, so
lassen die ermittelten thermischen Stabilititen (Tabelle 26, S. 74) vermuten, dass solch
stringente Bedingungen nicht eingesetzt werden konnen, ohne die Aktivitit der Liganden
deutlich zu verringern. Auch existieren keine Informationen iiber Riickfaltungsprozesse der
Varianten, die nach Vorbild des Wildtyp-Proteins nach thermischer oder chemischer Entfaltung
(Inouye et al. 1981) fiir die Regenerationen von Sdulenmaterialien genutzt werden konnten. Zur
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Generierung stabilerer Varianten lassen sich verschiedene Ansétze verfolgen. Neben einer
Optimierung der Bibliotheken konnte auch das Gerlistprotein hinsichtlich der alkalischen
Stabilitit verbessert werden. Basierend auf Verfahren mit hohem Durchsatz kdnnte man das
Gertistprotein dhnlich dem Verfahren dieser Arbeit zur Charakterisierung eines geeigneten
Bereiches fiir die Generierung von Diversitdt randomisieren. Beispielweise liee es sich
realisieren, jede Aminosdureposition des scaffolds einzeln zu randomisieren, um so (ggf.
generisch) stabilisierende Austausche zu identifizieren. Auch tiiber Selektionsverfahren
(Chakravarty et al. 2000; Pliickthun 2012) oder unter Verwendung von in silico-generierten
Daten lassen sich stabilisierte Proteinvarianten erhalten (Dahiyat 1999).

5.2 Generierung eines kiinstlichen schaltbaren Bindeproteins gegen sfGFP

Da der grofite Teil der Bibliotheksvarianten PS 145 nicht mehr an die Sporen des M. xanthus
zu binden vermochten (Abbildung 14, S.66), wurde vermutet, dass die randomisierte
Oberfliche des ProteinS der Bibliothek Lib 145 signifikant mit der natiirlichen, Ca?*-
abhédngigen Bindungsstelle des Proteins flir die Myxosporen iiberlappt. Fiir die Selektion von
Ca’"-sensitiven Varianten wurde daher die Bibliothek PS 145 verwendet, da einerseits
vermutet wurde, dass ein de novo-generiertes Ca®'-sensitives Paratop auch fiir andere
Interaktionspartner genutzt werden konnte und andererseits die Bindung des natiirlichen
Interaktionspartners fiir weitere Anwendungen unerwiinscht war.

Fiir die Anreichung Ca**-abhiingiger Protein S Varianten, welche spezifisch das Zielprotein
sfGFP binden, wurde ein Ribosomen-display verwendet, da eine Ca*"-sensitive Bindung des
Wildtyp Protein S an Myxosporen iiber ein Phagen-display nicht gezeigt werden konnte
(Abbildung 8, S. 59). Mogliche Ursachen fiir diesen Befund wurden im Rahmen dieser Arbeit
nicht untersucht. Zur spezifischen Anreicherung Ca*" schaltbarer Proteinvarianten wurde ein
modifiziertes biopanning iiber Ribosomen-display verwendet. Zur Gewinnung der terndren
Komplexe gebundener Proteinvarianten wurde in dieser Arbeit nicht enzymatisch, kompetitiv
oder pH-abhingig eluiert, sondern die Verfiigbarkeit von Ca?" iiber die Anwesenheit eines
chelatierenden Agens (EGTA) gesteuert. In Vorversuchen mit einer M7-basierten Bibliothek
sowie mit Calmodulin konnte gezeigt werden, dass die Mg?*-abhiingigen terniren Komplexe
trotz der Zugabe von EGTA stabil blieben und die Konzentration an Ca®" zeitgleich signifikant
gesenkt werden kann (interner Forschungsbericht, M. Schneider).

Die RNA der Elutionsfraktionen der einzelnen Selektionsrunden wurde gereinigt,
entsprechende cDNA {iber reverse Transkription produziert und diese mittels real-time-PCR
quantifiziert. Die Titer der so bestimmten RNA-Molekiile der RD-Selektionsrunden deuten auf
eine erfolgreiche Selektion hin (Abbildung 15, S. 68). Es wurden insgesamt 1x10'2 DNA-
Molekiile fiir die erste Runde des RD-displays verwendet (Tabelle 18). Aufgrund der
notwendigen Klonierungsschritte der Bibliothek zur Uberfiihrung der Proteinvarianten in ein
RD-kompatibles Format (vgl. 4.3.1) enthielt die eingesetzte Molekiilzahl eine etwas geringere
Diversitit von ca. 5,8x10'! Varianten (Tabelle 23, S. 67). Aufgrund vorkommender Fehler bei
PCR-Schritten und UV-Exposition im Zuge der Reinigung der verwendeten DNA diirfte die
reale Diversitdt etwas hoher liegen. Dieser Wert ist vergleichbar mit typischen eingesetzten
Diversititen von ca. 1x10'2 Molekiilen dieses display-Systems, jedoch geringer als maximal
handhabbar beschriebene Molekiilzahlen von ca. 10'* Varianten (Dreier und Pliickthun 2011).
Durch die Verwendung groBerer Volumina fiir die ITT konnten bei Bedarf fiir zukiinftige
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Selektionen auch groflere Ausschnitte der Bibliothek verwendet werden. Im Vergleich zu
Selektionsmethoden wie das Phagen-display, welche durch die Transformationseffizienzen von
E. coli auf ca. 10°-10'° Varianten limitiert sind (Paschke 2006), war die eingesetzte Diversitit
hoch.

Da zu diesem Zeitpunkt keine Informationen iiber die vorhandene Bibliothek oder iiber die
Generierung schaltbarer Bindemolekiile itiberhaupt vorhanden waren, wurde als Ziel der
Selektion zunéchst nicht die moglichst hohe Affinitdt der erhaltenen Bindeproteine gesetzt,
sondern eine gemaBigte Strategie verfolgt. Die ersten drei Runden der Selektion gegen sfGFP
fanden unter wenig stringenten Bedingungen mit mifigen Waschschritten und hohen
Konzentrationen der Zielstruktur sfGFP statt (Tabelle 18, S.41). Es wurden in der ersten
Selektionsrunde hohe Molekiilzahlen detektiert, was auf eine hohe Diversitit schlieflen 1isst,
da statistisch gesehen nur ein vergleichsweise kleiner Teil der Bibliothek verwendet wurde
(5,8x10'"! von theoretisch ~7x10'®) und der GroBteil der vorkommenden Molekiile daher iiber
eine einzigartige Sequenz verfiigte. Eine Negativkontrolle wurde in dieser Runde nicht
mitgefiihrt, weshalb keine Information zur Spezifitit der erhaltenen Varianten dieser Runde zur
Verfligung steht. Durch die miBige Stringenz der zweiten und dritten RD-Runde wurden
bindende Varianten angereichert, was in steigenden cDNA-Molekiilzahlen der
Elutionsfraktionen und sinkendem Anteil an Molekiilen in der Negativkontrolle zu beobachten
war (Abbildung 15, S. 68). Das Verhéltnis der in der EGTA-Elutionsfraktion detektierten
Molekiile zu den detektierten Molekiilen in der Negativkontrolle konnte von einem Faktor von
2 (Runde 2) auf einen Faktor von 98 (Runde 3) gesteigert werden (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Verhiltnisse der quantifizierten cDNA-Molekiile nach reverser Transkription im Ribosomen-display bei
Selektion sfGFP-bindender Protein S-Varianten der Bibliothek PS_145

Das Verhiltnis der Molekiile in der EGTA-Elutionsfraktion bei Selektion gegen sfGFP im Vergleich zu der Negativkontrolle
wurde in schwarz dargestellt (linke Skala). Die in den einzelnen Runden der Selektion gegen sfGFP erhaltenen Molekiilzahlen
in Verhiltnis zu den Molekiilzahlen der ersten RD-Runde wurde in grau dargestellt (rechte Skala).

Es konnte zeitgleich eine leichte Anreicherung von Varianten der EGTA-Elution verzeichnet
werden (Faktor: ~2), so auch eine deutliche Reduktion an Molekiilen in der Negativkontrolle
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(Faktor: ~10). Eine mogliche Erkldarung liegt neben den in Runde 3 stringenter gestalteten
Waschschritten vor allem in der Prainkubation der Bibliotheksvarianten mit leeren, geblockten
beads. Offenbar waren die mit geringer Stringenz gestalteten Waschschritte der zweiten Runde
alleine nicht ausreichend, um unspezifisch bindende Varianten zu entfernen. Fiir zukiinftige
Selektionen sollte eine hohere Stringenz durch vermehrte Waschschritte ab der ersten- und
Prainkubationen mit leeren beads ab der zweiten RD-Runde daher in Betracht gezogen werden.
Der gesteigerte Selektionsdruck der vierten RD-Runde resultierte in einer weiteren
Verbesserung spezifisch gebundener Molekiile bis auf ein Verhiltnis von ~120. Dabei wurden
im Vergleich zu der vorhergehenden RD-Runde 3 ca. 40% weniger Molekiile in der EGTA-
Elutionsfraktion detektiert, der entsprechende Anteil der Negativkontrolle sank jedoch um
50%. Die vierte Selektionsrunde unterschied sich hauptsichlich in der présentierten Menge der
Zielstruktur (100 nM anstelle von 1.000 nM in Runde 3) und dem Verhiltnis der eingesetzten
Ribosomen zur eingesetzten Menge an DNA. Weiterhin wurden geringfiligig stringentere
Waschbedingungen verwendet (5%2 min anstelle von 5x1 min).

Die verringerten Molekiilzahlen der EGTA-Elutionsfraktion lassen sich gut durch die
Entfernung von Varianten mit geringerer Affinitit erklaren. Sowohl die verringerte Menge an
prasentierter Zielstruktur als auch die verringerten Aviditédtseffekte bei Einsatz geringerer
Mengen an Ribosomen scheinen spezifisch bindende Varianten in dieser Runde bevorzugt zu
haben. Die eingesetzten Waschschritte fithrten zu einer guten Abreicherung unspezifisch
gebundener Molekiile. Die unter deutlich stringenteren Bedingungen durchgefiihrte fiinfte
Runde resultierte in einer massiv verringerten Molekiilzahl der eluierten Varianten. Wihrend
sich die detektierte Zahl an Molekiilen in der Negativkontrolle in der gleichen Gré3enordnung
wie in der vorhergegangenen Runde befand, so wurden um zwei Gréenordnungen weniger
spezifisch bindende Varianten detektiert. Die Stringenz dieser Runde wurde zeitgleich durch
mehrere Faktoren erhoht, so dass sich nicht mit Bestimmtheit sagen ldsst, welcher Einfluss am
groBBten war. Die unter weniger stringenten Bedingungen durchgefiihrte sechste Runde
resultierte nicht in erneut erhéhten Titern. Daher kann man schlussfolgern, dass die gewédhlten
Bedingungen der fiinften Selektionsrunde zu stringent gestaltet wurden und der grof3te Teil der
spezifisch bindenden Varianten in diesem Schritt aus dem System entfernt wurde. Fiir
zukiinftige Selektionen wére daher neben einer geringeren Stringenz spéterer Selektionsrunden
vor allem auch eine systematische Untersuchung der einzelnen Einflussgro3en von Interesse.
Eine sinnvolle Ergénzung fiir zukiinftige Selektionen wére eine zusitzliche Présentation der
Zielmolekiile (oder leeren beads) in Anwesenheit von EGTA zur Abreicherung von Varianten,
die unter Abwesenheit von Ca>" weiterhin eine Bindung zeigen. So kdnnten auch Varianten
entfernt werden, welche in einem der beiden Schaltungszustinde iiber eine (unspezifische)
Bindung verfiigen. Fiir die Optimierung einer monovalenten Prédsentation der
Bibliotheksvarianten konnte in zukiinftigen Versuchen die gekoppelt durchgefiihrte
Transkription/Translation in einzelnen Schritten durchgefiihrt werden. Durch die Entkopplung
wiirde die RNA aller transkribierten Proteinvarianten zeitgleich mit den vorhandenen
Ribosomen inkubiert werden, womit die Relation zwischen RNA und freien Ribosomen zu
Beginn der Reaktion zeitlich unabhéngig fiir alle Varianten gleich wire.

Zur Analyse von Einzelvarianten der Selektion wurden in einem automatisierten Verfahren
2576 Protein S-Varianten produziert und mittels automatisiertem ELISA hinsichtlich ihrer
Ca’’-abhiingigen Bindung an sfGFP analysiert. Obgleich pool-Sequenzierungen der einzelnen
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RD-Runden auf eine dhnliche Verteilung an Basen in den randomisierten Positionen und damit
auf eine verbleibend hohe Diversitdt hindeuteten (Daten nicht gezeigt), wurden die Varianten
aus den Selektionsrunden unterschiedlich gewichtet analysiert (Tabelle 24, S. 69). Der grofite
Teil der untersuchten Varianten stammte aus der vierten Selektionsrunde, da in dieser Fraktion
zum einen die groBte Diversitit an moderat bindenden Varianten erwartet wurde und der Anteil

spezifisch bindender Varianten (im Vergleich mit der Negativkontrolle) am hochsten war
(Molekule in EGTA—Elutionsfraktion

Molekile in Negativkontrolle
publizierten Ergebnissen herangezogen werden konnte, war nicht bekannt, ob eine
Schaltbarkeit iiberhaupt, und insbesondere bei hohen Affinititen der Interaktionspartner,
moglich ist. Weiterhin wurde vermutet, dass durch die hohere Diversitit bedingt
moglicherweise mehr Varianten, die verschiedene Epitope adressieren, identifiziert werden
konnten. Daher wurden entsprechend weniger Varianten aus den unter stringenteren
Bedingungen durchgefiihrten Selektionsrunden 5 und 6 analysiert.

~ 120). Da zu diesem Zeitpunkt kein Vergleichswert aus

Fiir die Durchmusterung der hergestellten Proteinvarianten wurde ein automatisierter ELISA
mit E. coli-Lysaten der Einzelvarianten als Doppelbestimmung in An- und EDTA-vermittelter
Abwesenheit von Ca?* durchgefiihrt. Als Verfahrenskontrolle wurde Spherulin 3a mitgefiihrt,
da fiir Protein S kein geeigneter Detektionsantikorper fiir den Nachweis von an Sporen
gebundenen Proteins oder fiir ein capturing von Protein S in Losung zur Verfiigung stand
(Abbildung 16 B, S. 70). Es konnte in Vorversuchen gezeigt werden, dass weder vorhandene
polyklonale Antikorper, noch der gegen die Hexahistidinfusion des Proteins gerichtete
Antikdrper (Roche, BMG-His-1) Komplexe aus immobilisierten Myxosporen und Protein S
nachzuweisen vermochten (Daten nicht gezeigt). Fiir die Spherulin 3a-Kontrollen wurden auf
den ELISA-Mikrotiterplatten anstelle von sfGFP polyklonale Antikdrper analog zu der
Zielstruktur immobilisiert. Die rekombinante Proteinproduktion und alle Analyseschritte der
Kontrolle erfolgten parallel zu den Protein S-Varianten, wodurch sie sowohl eine Kontrolle fiir
die erfolgreiche Genexpression als auch fiir das verwendete ELISA-Verfahren darstellte. Als
Negativkontrolle der Analyse wurden Leervektor-Lysate verwendet. Die durchgehend
niedrigen Signale der Negativkontrolle waren ein Indiz, dass es im Verlauf des Verfahrens zu
keinen signifikanten Kreuzkontaminationen kam. Die Berechnung des Z-Faktors (-1 <Z < 1)
als MaB der statistischen Effektgrofe (Zhang et al. 1999) ergab mit 0,66 einen sehr guten Wert
des Verfahrens (Gleichung 10):

7 =1 _3@pton) _ 4 _ 3(019+0004) _ 0,66 (Gleichung 13)
lup—unl |1,75-0,02]

Mit: ¢ = Standardabweichung, n = Mittelwert, n = Negativkontrolle, p = Positivkontrolle.

Im Zuge der Primdranalyse wurden 42 Varianten detektiert, welche iiber eine Signalamplitude
groBer eines willkiirlich festgelegten Schwellenwertes von Abs450nm > 0,15 verfiigten. Eine
Darstellung mit Zuordnung der vergebenen Identifikationsnummern (CID) ist dem Anhang zu
entnehmen (Abbildung A 11). Die absolute Rate detektierter Varianten lag damit sehr niedrig

42
Gs76 =
fiir diesen Charakterisierungsschritt. Die Rate spiegelte sich etwa gleich liber die Varianten aller

Selektionsrunden wider. Die einzige Ausnahme war RD-Runde 5, aus welcher nur eine

1,6%). Der hohe Durchsatz analysierter Varianten erwies sich daher als sehr giinstig
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Variante (CID 21) weitergefithrt wurde. Im Rahmen dieser Selektionsrunde wurden jedoch
auch ein groBer Teil der spezifisch bindenden Molekiile aufgrund der hohen Stringenz des bio
pannings entfernt. Fiir eine statistisch sichere Abdeckung einer reprisentativen Stichprobe
wurden aber zu wenige Varianten dieser Runde analysiert. Fiir 27 von 42 Varianten (64%)

A450 nm,Ca2+

konnte eine sehr starke Abhédngigkeit (A > 5) der Bindung von Ca?" ermittelt werden,

450 nm,EDTA
fiir 30 der Varianten (71%) wurde zumindest ein doppelt so starkes Signal in Anwesenheit von

Ca®" im Vergleich zu dem Signal mit EDTA-Waschschritt erhalten. Die Primiranalyse der
Varianten deutete daher darauf hin, dass die durchgefiihrte Selektionsstrategie zur
Anreicherung Ca**-sensitiver Varianten erfolgreich war.

Die Sequenzanalyse von 42 in der primédren Durchmusterung identifizierten sftGFP-bindenden
Protein S-Varianten ergab 36 Varianten, welche fiir weitere Charakterisierungsschritte geeignet
waren. Es konnten signifikante Unterschiede der Aminosdureverteilung innerhalb der
randomisierten Bereiche im Vergleich zu der naiven Bibliothek (Abbildung 13, S. 65 sowie
Abbildung 17, S. 72) und Sequenzdhnlichkeiten festgestellt werden. Auch dies war ein Indiz
fiir einen erfolgreichen angelegten Selektionsdruck wéhrend des durchgefiihrten Ribosomen-
displays. Vor allem das erste der drei randomisierten Module zeigte ein sehr &hnliches
Sequenzmotiv (,,S/TGX X *), wobei die Diversitét der beiden weiteren Module grofer war. In
allen Modulen wurden jedoch an einzelnen Positionen Anreicherungen bestimmter
Aminoséduren beobachtet (Abbildung 17, S. 72). Mit 31,3% waren aromatische Aminosduren
in den zuvor randomisierten Bereichen am héufigsten vertreten. Diese Werte passen zu
Ergebnissen, die fiir bindende Varianten anderer Geriistproteine beschrieben wurden. So wurde
bei der Auswertung der Kristallstrukturen von Komplexen mit Monobodies (41% Aromaten)
bzw. DARPins (27% Aromaten) mit ihren jeweiligen Zielstrukturen @hnliche Anteile
aromatischer Aminosduren in den zuvor randomisierten Bereichen ermittelt (Gilbreth und
Koide 2012).

Bei insgesamt 10 der 34 einzigartig vorkommenden Sequenzen (zwei Varianten waren jeweils
doppelt vorhanden), fiir die eine fortlaufende Identifikationsnummer vergeben wurde, kamen
zusitzliche Mutationen auflerhalb der randomisierten Bereiche vor. Diese basierten in allen
Féllen auf Punktmutationen der Gene fiir die Varianten und sind aller Wahrscheinlichkeit nach
verfahrensbedingt auf die mehrfach durchgefiihrten PCR-Zyklen und UV-Expositionen der
DNA wihrend der Bibliotheksgenerierung und der Selektion zuriickzufiihren. Dieser Effekt ist
typisch fiir Ribosomen-display-Verfahren und kann beispielsweise durch die Verwendung einer
error-prone-PCR verstiarkt werden. Diese zielgerichtete Evolution kann fiir eine Affinitéts-
Maturierung von Varianten verwendet werden (Zahnd et al. 2007b). Die zuséitzlichen
Mutationen waren hinsichtlich ihrer Verteilung und des Typs der eingebrachten Aminosiure
willkiirlich. Da sich keine Mutation vermehrt durchsetzen konnte ist es wahrscheinlich, dass sie
wahlweise einen geringen Einfluss auf das Verhalten der Varianten haben, oder aber erst in
spiten Selektionsrunden auftraten.

Zwei der erhaltenen sfGFP-bindenden Protein S-Varianten wurden jeweils in doppelter
Ausfithrung gefunden (CID 3/4 sowie 6/7). Unabhédngig voneinander ergaben diese Varianten
vergleichbare Werte in der Primédranalyse (Abbildung 36) und lieferten somit ein Indiz fiir die
gute Reproduzierbarkeit des Systems.
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Abbildung 36: Reproduzierbarkeit der Primiranalyse zur Untersuchung Ca**-schaltbarer Bindeproteine iiber ein
automatisiertes ELISA-Verfahren.

Nach der parallelen Genexpression in 200 pl Kulturvolumen wurden die verwendeten E. coli BL21(DE3)-Zellen iiber
Gefrier/Tau-Zyklen lysiert und unlésliche Bestandteile iiber einen Zentrifugationsschritt abgetrennt. Die 16sliche Lysatfraktion
wurde zu 500 ng sfGFP gegeben, welches ungerichtet auf einer sigh bind-Mikrotiterplatte immobilisiert wurde. Die Detektion
gebundenen Proteins erfolgte iiber einen gegen den Hexahistidin-fag gerichteten und peroxidasekonjugierten Antikorper
(BMG-His-1). Fiir jede analysierte Variante wurde eine Doppelbestimmung mit identischem Lysat durchgefiihrt. Eine der
beiden Messungen erfolgte hierbei in permanenter Anwesenheit von 10 mM Ca?* (schwarz), die zweite Messung wurde mit
einem zuséitzlichen EDTA-Waschschritt (grau) durchgefiihrt.

Die weiterfithrende Analyse der selektierten Proteinvarianten zeigte analog zu den Analysen
der naiven Bibliotheken (Muchow 2013) eine deutlich verringerte Stabilitdt und einen verrin-
gerten Anteil 16slich in E. coli produzierten Proteins im Vergleich zum Wildtyp (Tabelle 26,
S.74). Fiir einige der Varianten konnten in einem sekundidr durchgefiihrten ELISA mit
gereinigten Proben die Bindung an sfGFP nicht reproduziert werden (Abbildung 18, S.75).
Moglicherweise war dies auf geringe Ausbeuten bei der Reinigung der Varianten
zuriickzufiihren, wenngleich keine Korrelation zwischen der Loslichkeit der Varianten und der
Reproduzierbarkeit im sekundiren ELISA erhalten werden konnte. Aufgrund der durchgehend
hohen Expressionsraten der entsprechenden codierenden Sequenzen konnten jedoch alle
Proteinvarianten in groBerem Malstab hergestellt werden (Tabelle 27, S.77), fiir welche in
dieser Charakterisierung ein Signal reproduziert werden konnte. Viele der Proteinvarianten
zeigten hohe Anteile an aggregierten Proteinspezies in der Gro3enausschlusschromatographie
nach erfolgter affinitidtschromatographischer Reinigung (Abbildung 19, S.76). Diese
Aggregate konnten durch die als zweiten Reinigungsschritt durchgefiihrte Gréfenausschluss-
chromatographie vollstindig von der monomeren Proteinspezies getrennt werden, wodurch
dieser Reinigungsschritt fiir eine detaillierte Charakterisierung der Proteinvarianten essentiell
war. Die jeweils gereinigten monomeren Proteinspezies zeigten liber den Zeitraum dieser
Arbeit keine weitere Tendenz zur Aggregation (Daten nicht gezeigt). Welchen Einfluss
aggregierte Anteile der untersuchten Proteine in den mit Lysaten durchgefiihrten Analysen
(Abschnitt 4.4) hatten, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.

Zur Optimierung der Proteinproduktion konnten unterschiedliche Strategien angewandt wer-
den. Da die Protein S-Varianten der Bibliotheken generell eine deutlich verringerte Stabilitit
aufwiesen, wiirde sich zundchst eine Optimierung der Proteinsequenz anbieten (vgl. Abschnitt
4.4.3.1 und Abschnitt 5.1). Wie auch fiir die Optimierung der eingesetzten Bibliotheken wiren
fiir diesen Ansatz jedoch Informationen iiber das Ca®"-abhingige Paratop notwendig. Es
konnten weiterhin alternative Expressionssysteme, angepasste Prozessbedingungen oder

105



5 Diskussion

Kultivierungsmedien verwendet werden. Eine einfache und schnelle Methode konnte die
Verwendung von enzymregulierten fed-batch-Verfahren sein. So kdnnen bei Verwendung der
EnBase®-Technologie (Biosilta, Cambridge, UK) unter Umstinden nicht nur hohere optische
Dichten bei der Kultivierung, sondern auch ein gréferer Anteil an Produkt mit korrekter Faltung
erreicht werden (Ukkonen et al. 2013).

5.3 Charakterisierung der Interaktion zwischen Protein S-Varianten und sfGFP

Fiir alle im Schiittelkolben-Maflstab produzierten Proteinvarianten konnte mittels ELISA und
SPR-Analysen eine Ca*"-abhiingige Anderung der Affinitit gegeniiber der Zielstruktur besttigt
werden (Abbildung 20, S.78 , Abbildung 21, S. 80). Einige der Varianten zeigten in mindestens
einem der beiden Schaltungszustinde eine verbleibende Bindung an sfGFP. Die Bindung in
EDTA-vermittelter Abwesenheit von Ca?" an sfGFP ist fiir die meisten Varianten wahr-
scheinlich nach wie vor spezifisch, da keine Bindung an globuldre Proteine wie Casein, BSA
oder Lysozym in einem ELISA-Experiment ermittelt werden konnten (Abbildung A 10, S. A 4).
Fir die Primdr- und Sekundiranalysen der Varianten innerhalb der Durchmusterung
(Abbildung 16, S. 70, Abbildung 18, S. 75) wurden zusétzliche EDTA-Waschschritte verwen-
det, um die Schaltbarkeit der Varianten zu analysieren. Um den Anteil an Varianten mit
unspezifischer Bindung in einem Schaltungszustand zu verringern, konnte in Selektions-
schritten eine Vorinkubation mit der Zielstruktur in EGTA-Puffer erfolgen. Weiterhin wiirde
es sich fiir zukiinftige Analysen anbieten, die Durchmusterungen in permanenter An- und
Abwesenheit von Ca®" fiir die Doppelbestimmungen der Varianten durchzufiihren.

Die fiir den konzentrationsabhiingigen ELISA ermittelten Affinitéten korrelierten mit den er-
haltenen Werten der SPR-Messungen, ergaben jedoch im Schnitt schwichere Bindungsstérken.
Eine bessere Korrelation hitte durch die Optimierung der eingesetzten Proteinkonzentrationen
im ELISA erreicht werden konnen. Durch den Einsatz von Proteinkonzentrationen in der glei-
chen GroBenordnung wie die entsprechenden Affinitdten hétte eine bessere Auflosung fiir die
Messungen erhalten werden konnen. Es zeigte sich in den konzentrationsabhingigen ELISA,
dass die erreichten Plateauphasen der Varianten in An- und Abwesenheit von Ca** nicht auf ein
gemeinsames Niveau hinausliefen. Mogliche Erkldrungen konnten in der Beeinflussung des
Detektionssystems durch Konformationsdnderungen der Varianten liegen. So konnte die Zu-
géanglichkeit des Hiss-Fusionskonstruktes flir das Immunkonjugat beeintrachtigt worden sein,
woraus moglicherweise eine verringerte Affinitét resultierte.

Eine der untersuchten Proteinvarianten (CID 24) zeigte im konzentrationsabhingigen ELISA
kein Signal im calciumfreien Zustand. Uber SPR-Analysen konnte nachgewiesen werden, dass
fiir diese Variante tatsichlich keine Bindung an sfGFP in Abwesenheit von Ca** erfolgte, und
dass es sich dabei nicht um ein Messartefakt aufgrund der Zugénglichkeit der fiir den Nachweis
verwendeten Hises-Fusion handelt (Abbildung 21, S. 80). Fiir alle in den SPR-Messungen unter-
suchten Proteinvarianten (CID 1, 5,6 & 7, 8, 10, 11, 13, 24, 27 und 30) konnten qualitativ gute
Resultate erhalten werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Protein S-Varianten in
Anwesenheit von 10 mM Ca*" iiber eine Affinitit von 107-10° M an die Zielstruktur sfGFP
verfiigen und die Bindung in starkem MaBe von der Verfiigbarkeit von Ca®" abhingt
(Abbildung 21, S. 80). Fiir Variante CID 11 wurde bereits im konzentrationsabhiangigen ELISA
eine verbleibende Bindung im calciumfreien Schaltungszustand vermutet, was in folgenden
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Experimenten iiber SPR-Analysen bestdtigt werden konnte (4.5.2.2). Fiir weitere Varianten
konnten auch geringe unspezifische Bindungen an die Referenzzelle der SPR-Analyse in einem
(CID 1, 5, 8, 11, 27) oder beiden Schaltungszustinden (CID 6/7) detektiert werden (Abbildung
22, S. 81). Fiir die Proteinvarianten CID 10, 13 und 24 hingegen wurde nur in Anwesenheit von
Ca?" eine spezifische Bindung an die Zielstruktur ermittelt. In calciumfreien Zustand konnte
fiir diese drei Varianten keine (CID 13 und 24) bzw. nur eine marginale (CID 10) Bindung
ermittelt werden.

Die aus der kinetischen Auswertung der Messungen erhaltenen Affinitdten der Protein S-
Varianten im Ca®’-gebundenem Zustand im Bereich von 107-10° M sind vergleichbar mit
Affinitdten anderer kiinstlicher Bindeproteine (Mouratou et al. 2015) oder auch Antikdrpern
sowie deren Fragmenten, welche typischerweise im Bereich von 10°-10"!! M liegen. Die SPR-
Messungen ergaben qualitativ sehr gute Ergebnisse, welche gut mit einem 1:1 Bindungsmodell
beschrieben werden konnten. Fiir eine ausgesuchte Proteinvariante (CID 24) konnte die
Stochiometrie der Bindung iiber den Nachweis des Komplexes mittels analytischer Ultra-
zentrifugation verifiziert werden (Abbildung 27, S. 87).

Im Vergleich zu Bindeproteinen wie DARPins, Nanobodies, Nanofitine oder aREP-Proteine,
fiir welche GFP-bindende Varianten erhalten wurden, erhilt man d4hnliche Bindungsstérken von
1081071 M (Rothbauer et al. 2006; Kubala et al. 2010; Brauchle et al. 2014; Schilling et al.
2014; Chevrel et al. 2015; Huet et al. 2015). Durch den Vergleich der Geschwindigkeits-
konstanten konnen weitere Riickschliisse gezogen werden (Abbildung 37). Die in dieser Arbeit
analysierten Protein S-Varianten zeigten in Anwesenheit von Ca®" dhnliche Werte hinsichtlich
threr Assoziationsverhaltens (Tabelle 29, S. 81). Unterschiede in der resultierenden Affinitit
wurden vor allem durch ihre Dissoziationskonstanten bestimmt. Lediglich zwei Varianten
(CID 24 und CID 27) zeigten im Vergleich zu anderen Varianten schnellere Assoziationen,
wodurch CID 24 in Kombination mit einer sehr langsamen Dissoziation als beste Variante
erhalten wurde, wogegen CID 27 eine vergleichsweise moderate Affinitdt zeigte.
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Abbildung 37: Vergleich bindungskinetischer Parameter unterschiedlicher GFP-bindender Proteine
Zur Ermittlung der Bindungskinetiken der Protein S-Varianten (griin), der DARPins (dunkelgriin), der aREP-Proteine (cyan)

sowie von Nanobodies (magenta) wurden SPR Messungen verwendet. Die bei Kubala (2010) beschriebenen Daten eines
Nanobodies wurden iiber BLI-Messungen erhalten. Protein S-Variante CID 24 wurde fiir verschiedene experimentelle
Aufbauten verwendet (rot). Iso-affine Linien wurden gestrichelt dargestellt.

107



5 Diskussion

Die auf verschiedenen scaffolds basierenden Bindeproteine zeigen unterschiedliche
Bindungskinetiken. =~ Wiahrend die  beschriecbenen DARPins  hinsichtlich  beider
Geschwindigkeitskonstanten bessere Werte lieferten als die erhaltenen Protein S basierten
Bindemolekiile, so wurde fiir die aREP-Proteine vor allem langsamere Dissoziationen bei
dhnlichen Assoziationen ermittelt. Das von Huet ef al. (2015) beschriebene Bindeprotein
(Nanofitin) zeigte sehr dhnliche Werte wie die Protein S-Variante CID 24 nach erfolgter
Immobilisierung. Die beiden beschriebenen Nanobodies hingegen unterschieden sich
maflgeblich in den Assoziationsraten, wahrend die Dissoziationsraten vergleichbar waren. Fiir
die beste der ermittelten Protein S-Varianten konnten vergleichbare Geschwindigkeits-
konstanten wie fiir die DARPins oder den mit einer Affinitit von 0,4 nM hoch affinen
Nanobody erhalten werden.

Die Bindung von eGFP im Vergleich zur Bindung von sfGFP zeigte hinsichtlich beider
Geschwindigkeitskonstanten Unterschiede, wahrend durch die Immobilisierung der Protein S-
Variante CID 24 iiber NHS-Chemie vor allem die Assoziationsrate bei Bindung von sfGFP
beeinflusst wurde (Abbildung 25, S. 85 Abbildung 37, S. 107). Geringere Affinitdten durch
Immobilisierungen wurden auch fiir andere Bindeproteine beschrieben. So wurde bei
Twair et al. (2014) bei der Immobilisierung von Nanobodies Einbuflen in der Affinitdt mit
Differenzen um einen Faktor von ca. 60 berichtet. Ein vergleichbarer Effekt konnte fiir die
Protein S-Variante CID 24 bei der Immobilisierung iiber NHS-Chemie nicht beobachtet werden
und die ermittelten Affinititen zeigten verringerte Werte mit einem Faktor von ca. 2,3
(Abschnitt 4.6.3, S. 85 sowie Abbildung 37, S. 107). In Anwesenheit von Ca*" zeigte die beste
der erhaltenen Protein S-Varianten CID 24 demzufolge eine vergleichbar gute Bindung zu
sfGFP wie bindende Varianten, welche auf etablierten alternativen scaffolds basieren. Die
Besonderheit der in dieser Arbeit beschriebenen Technologie ist jedoch die Abhédngigkeit der
Interaktion von Ca®". So konnte fiir Variante CID 24 selbst bei der Injektion von hohen
Proteinkonzentrationen bis 15 uM keine signifikante Interaktion mit sftGFP in Abwesenheit von
Ca”* gemessen werden (Daten nicht gezeigt).

Ein entscheidender Befund der Bindungsanalysen der Protein S-basierten Varianten war, dass
die Affinitdt zu sfGFP sowohl in monomerer als auch in komplexierter Form beeinflusst werden
konnte. So konnte durch die Komplexierung von Ca*" durch EDTA nicht nur eine Bindung der
Zielstruktur verhindert, sondern auch eine Dissoziation der Proteinkomplexe aus Protein S und
sfGFP realisiert werden (Abbildung 24, S.84). Die Zuginglichkeit der komplexierten
Calciumionen der Protein S/sfGFP Komplexe fiir das chelatierende Agens (EDTA) wurde nicht
sterisch gehindert, so dass die Dissoziation des Proteinkomplexes ohne Zeitverzug erfolgen
konnte und nicht in Abhéngig der Gleichgewichtsreaktion des Komplexes stand. Dies
ermOglicht bei Einsatz des Bindeproteins in einer Affinitdtschromatographie die Elution des
Zielproteins in einem kleinen Volumen, da der Schaltungszustand der Liganden direkt gedandert
werden kann. Die ermittelten hohen Affinititen des Bindeproteins mit langsamen
Dissoziationsraten hétten zu einer sehr langsamen Dissoziation mit breiten Elutionspeaks
gefiihrt, wenn nur die monomere Form der Protein S-Varianten fiir EDTA sterisch zuginglich
gewesen wire. Weiterhin belegen die Messungen, dass die Protein S/sfGFP Komplexe durch
die Interaktion der beiden Partner nicht so stark stabilisiert wurden, dass die gednderte
Verfiigbarkeit von Ca®" fiir den Komplex nicht von Bedeutung wiire.
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Die Konformationsinderungen des Wildtyp-Protein S bei Bindung von Ca** (Abbildung AS5,
S. A3) sind verglichen mit anderen Ca**-bindenden Proteinen wie Vertretern der EF-Hand
Proteine sehr gering (Bagby ef al. 1994; Dominguez et al. 2015). Die Ergebnisse dieser Arbeit
belegen jedoch, das auch geringe Konformationsdnderungen des Protein S genutzt werden
konnen, um ein Bindeprotein mit vollstindig unterschiedlichen Schaltungszustinden zu
generieren. So konnte gezeigt werden, dass die notwendige Konformationsinderung der
Protein S-Varianten fiir die Anderung des Schaltungszustandes auch bei sehr hohen Affinititen
und trotz verhiltnismiBig moderater Bindungsaffinitit (~10° M) des scaffolds zu Ca*" (Tabelle
1, S. 9) moglich ist. Weiterhin konnte exemplarisch fiir eine Variante (CID 24) gezeigt werden,
dass die Bindung vollstindig reversibel erfolgt und der Schaltungszustand vielfach gewechselt
werden kann (Abbildung 24, S. 84, Abbildung 25, S. 85).

Ein weiterer wichtiger Befund ergab sich aus den durchgefiihrten SPR-Analysen mit
immobilisierter Protein S-Variante CID 24. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Immobilisierung iiber NHS-Chemie zur nativen und funktionellen Pridsentation geeignet ist
(Abbildung 25, S. 85). Die Kopplung resultierte in einer geringfligigen Verschlechterung der
Affinitit (Tabelle 31, S. 86) und erlaubte die Ca*"-sensitive Konformationsinderung, die fiir
die unterschiedlichen Schaltungszustinde notwendig ist und somit eine Grundvoraussetzung
fiir den Einsatz der Proteinvariante als Ligand einer Sdulenchromatographie darstellt. Fiir ein
der Zielstruktur sehr dhnliches Protein (eGFP) konnte eine vergleichbar starke Bindung
nachgewiesen werden (Abbildung 25, S. 85, Tabelle 31, S. 86, stGFP: 1,7 nM und eGFP 5 nM).
Die beiden Zielstrukturen unterscheiden sich durch vier Aminosduresubstitutionen (eGFP zu
sfGFP: S30R, Y39N, F99S und NI105T). Die Auswertung der Bindungskinetiken ergab
unterschiedliche Dissoziationsgeschwindigkeiten, was ein Hinweis dafiir sein kann, dass das
Epitop eine Schnittmenge mit diesen Bereichen bildet. Die Oberflichendarstellung von
Ladungensverteilungen 16sungsmittelexponierter Aminosdurereste auf Protein S CID 24 und
sfGFP ergab ebenfalls keinen eindeutigen Hinweis (Abbildung A 8, S. A4) auf diese Bereiche
oder mogliche andere Epitope.

Um die Beitrdge zur Interaktion der einzelnen modularen Bereiche sowie der zusétzlichen
Mutation N80Y der Protein S-Variante CID 24 zu untersuchen, wurden fiinf zusitzliche
Konstrukte generiert und charakterisiert (Tabelle 30, S. 82). Sowohl die Summe der Austausche
der randomisierten Positionen als auch die zusitzliche Mutation innerhalb des Ca**-bindenden
Sequenzmotives (N80Y) erwiesen sich als essentiell fiir die Bindung der Variante an sfGFP
(Abbildung 23, S.83). Bereits der Austausch von Y80N (CID 40) fiihrte zu einem stark
verdnderten Bindungsverhalten zu stGFP (CID 24: Kp = 0,65 nM, CID 40: Kp =690 nM) und
zeigte die Notwendigkeit dieser Aminosduresubstitution auflerhalb des randomisierten
Bereiches fiir die Bindung. Der Austausch des ersten oder fiinften Modules resultierte in einer
dhnlich verschlechterten Bindung im Bereich von 10 M, was nahelegen kénnte, dass in CID 24
aus beiden Bereichen Aminosduren an der Bindung beteiligt sind. Einen noch groeren Effekt
auf die Bindung zeigte jedoch die Verdnderung des Modules 4 (CID 42). Nach Riickmutation
der beteiligten Aminosduren konnte keine signifikante Bindung mehr gemessen werden. Die
Variation dieser Proteinvariante mit Austausch von N80Y (CID 43) zeigte interessanterweise
keine erneut bessere Bindung, was darauf hinweist, dass der molekulare Bindungsmechanismus
auch auf der Interaktion der in diesem Modul enthaltenen Aminoséduren basiert. Eine weitere
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Erklarung wére die modifizierte Interaktion durch Konformationsédnderungen der Protein-
variante. Diese Moglichkeit ist nicht wahrscheinlich, kann durch die vorliegende Datenlage
jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die SPR-Messungen der Varianten CID 42 und 43 zeigte
auch bei hohen Proteinkonzentrationen lediglich eine sehr schwache Amplitude, wodurch eine
sichere Bestimmung der Affinititen in diesem Falle nicht moglich war. Da fiir die Analyse der
randomisierten Bereiche keine einzelnen Aminosdurepositionen, sondern stets das gesamte
Modul zu der dem Wildtyp-Protein entsprechenden Aminosduren gedndert wurden, lassen sich
zu diesem Zeitpunkt keine detaillierten Aussagen {iber die Beteiligung -einzelner
Aminoséurereste an der Bindung treffen.

Weiterhin wurden keine Analysen zu der Beteiligung von Aminosduren aullerhalb der
randomisierten Bereiche durchgefiihrt. Anhand der vorliegenden Ergebnisse kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Riickmutation eines ganzen Modules zu Konformations-
anderungen der Proteinvariante fiihrt. Ein verdndertes Bindungsverhalten konnte sowohl durch
die direkte Beteiligung der entsprechenden Aminosduregruppen erfolgen, als auch durch eine
modifizierte rdumliche Anordnung weiterer Aminosduren. Ein weiterer interessanter Aspekt
war der Befund, dass fiir alle der Varianten zur Untersuchung des molekularen Mechanismus
in EDTA-vermittelter Abwesenheit von Ca** ebenfalls keine Bindung detektiert werden konnte.
Dies zeigt, dass die Varianten durch die Bindung von Ca** wie auch die Ursprungsvariante noch
eine Konformationsédnderung erfahren.

Von besonderem Interesse ist die zuséatzliche Mutation N80Y der Proteinvariante CID 24, die
sich innerhalb des Ca**-bindenden Motives der Kristallinfamilie befindet (Aravind et al. 2009).
Die Mutation befindet sich an der zweiten Position der zweiten Schleife des
Doppelklammermotives auf der N-terminalen Doméne des Proteins (,, NYNVSS* anstelle von
»~INNNVSS*“ Abbildung 12, S. 64). Die auf einer Punktmutation basierende Substitution ist
essentiell fiir die starke und schaltbare Bindung der Proteinvariante (Abbildung 23, S. 83,
Tabelle 30, S. 82). Protein S-Variante CID 24 unterscheidet sich hinsichtlich ihrer Aminosaure-
komposition signifikant von den angereicherten Motiven anderer Varianten. Nur eine weitere
Variante (CID 23) zeigt eine dhnliche Sequenz und unterscheidet sich lediglich durch das dritte
Modul (23: HYGS, 24: RYQF) und eine weitere Mutation des Geriistproteins (Q103K) von
Variante CID 24. Diese geringen Anderungen resultierten jedoch bereits in einer signifikanten
Anderung der Proteineigenschaften, und Variante 23 wurde nach den sekundiren Analysen
(Abbildung 18, S. 75) nicht weiter analysiert. Die Variante zeigte im zweiten ELISA mit iiber
IMAC gereinigten Varianten, kein signifikantes Signal. Aller Wahrscheinlichkeit nach waren
die aufgrund der geringen Loslichkeit dieser Proteinvariante nur marginalen Ausbeuten der
IMAC-Reinigung (Daten nicht gezeigt) der Grund. Sowohl Variante CID 23 als auch Variante
CID 24 wurden aus den pools der sechsten RD-Runde gewonnen. Aufgrund des starken
Einflusses der Mutation N80Y lésst sich vermuten, dass die zugrundeliegende Punktmutation
zu einem verhdltnisméBig spiten Zeitpunkt stattgefunden hat, da sich ansonsten entsprechende
Varianten vermehrt angereichert hatten.

Vergleicht man die erhaltenen Affinitidten der Protein S-Varianten hinsichtlich der vermuteten
Bindungsflidche mit in der Literatur beschriebenen Werten anderer Geriistproteine, so wird man
dhnliche Verhéltnisse finden. Gilbrecht und Koide (2012) verglichen fiir bindende Varianten
vier verschiedener scaffolds die in der Interaktionsfliche verborgene Oberfliche mit den
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ermittelten Affinititen. Bei einer Fliche der GroBenordnung von ~ 1.000 A% wurden in dieser
Verdffentlichung bindende Varianten im nanomolaren Bereich zusammengefasst. Berechnet
man in silico die Losungsmittelexposition aller Aminoséuren der randomisierten Positionen
(+ Zusatzaustausch N80Y) eines Modelles der besten Protein S-Variante (CID 24), so erhilt
man eine Fliche von knapp 1450 A? bei einer Affinitit von 0,65 nM gegeniiber sfGFP in
Losung (Software: PyMol, Modell von CID 24 siehe Abbildung A1). Ohne bekannte Struktur
des Komplexes und Informationen iiber die an der Bindung beteiligten Aminosduren kann
jedoch keine fundierte Aussage getroffen werden und dieser Wert kann lediglich zu einer ersten
Einschétzung herangezogen werden.

Die thermodynamische Charakterisierung der Bindung von CID 24 an sfGFP ergaben eine
exotherme und vornehmlich enthalpisch getriebene Bindungsreaktion (Abbildung 26, S. 86).
Aufgrund des mit 6 aromatischen Aminosduren hohen Anteils an Aminosduren mit
hydrophoben Seitenketten der Protein S-Variante CID 24 (Modul 1: QQWQMA Modul 2:
EWWDV Modul 3: RYQF Zusitzlich: N80Y) wére eher eine tendenziell entropisch getriebene
Bindung zu erwarten gewesen. Bislang existieren keine Daten iiber die an der Bindung
beteiligten Aminoséduren, wenngleich gezeigt werden konnte, dass alle randomisierten Bereiche
fiir die Wechselwirkung beteiligt sind (Abbildung 23, S. 83). Die iiber die Auswertung der van’t
Hoff-Darstellung ermittelten Werte der freien Bindungsenergie von AG’= -49 + 0,06 kJ/mol
(Abbildung 26, S. 86) entsprechen einer Wechselwirkung mit einer Affinitit von ca. 1 nM und
korrelieren sehr gut mit dem aus der kinetischen Auswertung des immobilisierten Protein S
CID 24 erhaltenen Wert von Kp= 1,7 nM (Abbildung 25, S. 85). Die van’t Hoff-Darstellung
des logarithmisch aufgetragenen Kbp iiber die reziproke Temperatur ergab eine in guter
Niherung lineare Abhingigkeit. Dieser Zusammenhang lisst auf geringe Anderungen der
Wirmekapazitdt bei der Komplexbildung im eingesetzten Temperaturbereich (5-35 °C)
schlieBen (Prabhu und Sharp 2005).

Uber die Messung der thermisch induzierten Proteinentfaltung mit einem fluoreszenzbasierten
Verfahren (DSF, Abschnitt 3.4.5) konnte gezeigt werden, dass CID 24 in Losung innerhalb des
verwendeten Temperaturbereiches keiner messbaren Entfaltung unterlag (Abbildung 38,
S. 112). Trotz der im Vergleich mit anderen Bindemolekiilen niedrigen thermischen Stabilitdt
des Proteins (Tabelle 26, S. 74) konnte aufgrund der hohen Kooperativitét der Entfaltung eine
Temperatur nahe der mittleren Ubergangstemperatur verwendet werden. Es konnte gezeigt
werden, dass unter 40°C kein Anstieg des Fluoreszenzsignals erfolgte (Abbildung 38,
Bildeinschub), was auf eine intakte Konformation der Protein S-Variante innerhalb diesen
Temperaturbereiches hindeutet. Durch die Immobilisierung von Proteinen oder Enzymen kann
oftmals deren Stabilitit erhoht werden (Haouz et al. 2001; Singh et al. 2013). Durch die
Immobilisierung des Protein S CID 24 iiber NHS-Chemie auf der Oberfliche des aktivierten
CMS5-Chips oder der Sdulenmatrix konnte daher die Gesamtstabilitdt im Vergleich zu dem in
Losung vorliegenden Protein ebenfalls erhoht sein (keine Daten verfiigbar).
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Abbildung 38: Messung der thermisch induzierten Proteinentfaltung von Protein S-Variante CID 24 in An- und
Abwesenheit von Ca?" iiber DSF.

Es wurden fiir die Messungen 5 ug iiber IMAC und SEC gereinigtes Protein CID 24 in Anwesenheit von 10 mM Ca?" (schwarz)
und in EDTA-vermittelter Abwesenheit von Ca?" (weiB}) gemessen. Fiir alle Messungen wurden HEPES-gepufferte Saline
pH 7,4 verwendet. Die Messung der thermisch induzierten Proteinentfaltung erfolgte iiber den Fluoreszenzfarbstoff Sypro
orange® iiber einen Temperaturbereich von 20-90°C und mit einer Heizrate von 1 K/min. Der Temperaturbereich von 20 bis
50 °C wurde gesondert dargestellt (Bildeinschub).

5.4 Verwendung des schaltbaren Bindeproteins CID 24 als neuartigen Liganden
fiir die Affinititschromatographie

Beispiele von in der Literatur beschriebener schaltbarer Affinitétssysteme sind der gegen das
FLAG-Peptid gerichtete monoklonale Antikdrper M1 (Prickett et al. 1989; Einhauer und
Jungbauer 2001), ein gegen Kollektin-LK gerichteter monoklonaler Antikorper (Henriksen et
al. 2014), Polyol-sensitive Antikorper (Thompson et al. 2003) sowie Ca*"/Mg?"-sensitive
Aptamere (Wehbe ef al. 2015). Diese Systeme wurden bereits erfolgreich fiir die schonende
Reinigung der jeweiligen Zielproteine eingesetzt, zeigten jedoch Nachteile hinsichtlich ihrer
Schaltbarkeit. Insbesondere fiir Zielstrukturen, bei welchen eine multivalente Bindung besteht,
ist eine vollstindige Schaltbarkeit jedoch fiir die vollstindige Desorption essentiell. So wurde
fiir den monoklonalen Antikérper M1 in beiden Schaltungszustinden eine vergleichbar starke
Bindung im uM-Bereich zu dem FLAG-Peptid festgestellt (Einhauer und Jungbauer 2001), was
zu mafgeblich verringerten Ausbeuten des Zielproteins in der Elutionsfraktion fiihrt. Auch der
von Henriksen ef al. (2014) beschriebene monoklonaler Antikdrper zeigte Nachteile bei der
Ca?*-sensitiven Reinigung des Zielkonstruktes Kollektin-LK. Die in diesem Falle beobachteten
Ausbeuten sowie die Reinheit des Zielproteins in der Elutionsfraktion waren jedoch mit einer
Wiederfindungsrate von 38% und einer Reinheit von ca. 41% nicht optimal. Weiterhin sind die
bei Verwendung diesen Antikdrpers zur Ca**-sensitiven Reinigung der Zielstruktur bendtigten
langen Inkubationszeiten von 4 h fiir technische Applikationen ein groBer Nachteil. Auch bei
Verwendung von DNA-basierten Bindemolekiilen wie Aptameren zur Ca?"- und Mg*'-
sensitiven Reinigung von Viruspartikeln wurden aufgrund unvollstindiger Schaltbarkeit
vergleichsweise geringe Ausbeuten von 33% erhalten (Wehbe ef al. 2015).
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Auch die Interaktion natiirlicher Partner kann fiir eine affinititschromatographische Reinigung
genutzt werden. So konnen beispielsweise Calmodulin-bindende Peptide (Stotko-Hahn et al.
1992) als Fusionskonstrukte dienen, um eine Ca**-sensitive Reinigung von Zielstrukturen zu
ermdglichen. Eine weitere Methode besteht in der Fusion des Zielkonstruktes mit Wildtyp-
Protein S, wodurch eine Reinigung mit milden Elutionsbedingungen durch die Komplexierung
von Ca®" iiber eine Matrix aus MX-Sporen erfolgen kann (Kobayashi et al. 2009). Ein
gemeinsamer Nachteil dieser Technologien besteht jedoch in der Notwendigkeit zur
Modifikation der Zielstrukturen, da die genetische Fusion mit einem tag oder Fusionspartner in
Abhéngigkeit des Zielproteins und des geplanten Anwendungsgebietes Nachteile bergen kann
(Chant et al. 2005; Arnau et al. 2006; Pina et al. 2014). Durch die Verwendung kurzer
Erkennungssequenzen fiir Affinitits-fags verringert man zwar tendenziell negative
Auswirkungen, verringert jedoch auch die Bindungsspezifitit, da dhnliche Sequenzmotive in
Proteinen wahrscheinlicher werden und die Auspréagung stabiler Faltungen unwahrscheinlicher
(von Hagen 2011; Oeffinger 2012).

Die in dieser Arbeit vorgestellte Technologie erfiillt viele Anforderungen, die einen geeigneten
Liganden fiir die Affinitdtschromatographie ausmachen und gegeniiber bisheriger Systeme
signifikante Vorteile bringt. Die Verwendung von Protein S-basierten Bindemolekiilen
ermOglicht die Reinigung des anhangfreien Zielproteins mit hoher Affinitdt der
Interaktionspartner, kombiniert mit milden Elutionsbedingungen. Durch die spezifische
molekulare Erkennung des Epitopes auf der Zielstruktur werden nur (in diesem Bereich) nativ
gefaltete targets erkannt, was vorteilhaft gegeniiber der Reinigung iiber Fusions-tags sein kann.
Die beste der identifizierten Protein S-Variante zeigte neben einer sehr hohen Affinitit zum
Zielprotein STGFP in Anwesenheit von Ca*" (,,on*) eine hervorragende Schaltbarkeit, welche
durch die Komplexierung von Ca*" unter Zugabe von EDTA (,,0ff*) erfolgte. Obgleich die
durch Konformationsinderungen verursachte Schaltung bei Protein S-Varianten zu
unspezifischer Bindung in einem der beiden Zusténde fiihrten konnte (Abbildung 22, S.81) oder
eine verbleibende Bindung an die Zielstruktur sftGFP in EDTA-vermittelter Abwesenheit von
Ca’" bestehen konnte, so betraf dies nicht die besten der untersuchten Varianten CID 10, 13
und 24.

Die Immobilisierung der Protein S-Variante CID 24 auf der Oberfléche einer Chromatographie-
sdule erfolgte iiber den Einsatz von NHS-Chemie, welche in Proteinen die primédren
Aminogruppen der Lysin-Seitenketten wie auch des Aminoterminus adressiert. Die Protein-
variante CID 24 verfiigt liber vier l16sungsmittelexponierte Lysine (Aminosédurepositionen K46,
K52, K135 und K145), welche ebenfalls im Wildtyp-Protein vorhanden sind (entsprechende
Positionen in wt-Protein: K43, K49, K132 und K142). Drei weitere Lysine des Wildtyp-
Proteins befinden sich auf dem Geriistprotein in den randomisierten Bereichen und wurden im
Falle von Variante CID 24 gegen andere Aminosduren ausgetauscht (K15A, K98Y, K104F).
Drei der insgesamt vier vorkommenden Lysine von CID 24 befinden sich innerhalb von
B-Faltblattstrukturen, ein weiteres innerhalb der Schleifenregion der C-terminalen Doméne
(Abbildung 39).
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Abbildung 39: Modell von Protein S-Variante CID 24, basierend auf der Struktur des Wildtyp-Proteins (PDB: 1PRR).

Darstellung der Sekundérstrukturelemente und der Oberfliche des Modells von Protein S-Variante CID 24 mit farblich
markierten Lysinseitenketten. Die Darstellung wurde mit der Software PyMol generiert. Die Rotamere der Mutagenesen
wurden einzeln entsprechend ihrer Wahrscheinlichkeit automatisch durch die Software ermittelt, dem Modell liegen keine
strukturellen Berechnungen zugrunde.

Von den vier Lysinen des Proteins befindet sich nur eines in Ortlicher Néhe des de novo-
generierten Paratopes. Zusammen mit dem Aminoterminus des Proteins verfiigt CID 24
dementsprechend iiber fiinf Kopplungsmdoglichkeiten bei Verwendung von NHS-Chemie fiir
die Immobilisierung. Aufgrund der geringen Spezifitit dieser Immobilisierungsmethode ist es
denkbar, dass neben dem (unter den gewidhlten Reaktionsbedingungen) priferiert adressierten
Terminus auch die l6sungsmittelexponierten Lysine an der Reaktion beteiligt waren. Die
Abschitzung funktional immobilisierter Protein S-Variante CID 24 erfolgte tiber das Verhiltnis
des in der Immobilisierung eingesetzten Gesamtproteins von 12,6 mg zu der dynamischen
Bindungskapazitit an sfGFP (12,65 mg) der hergestellten Sdule unter Annahme einer
1:1 Bindungsstochiometrie. Diese Annahme stand in Einklang zu den guten Né&herungen der
Regressionen eines 1:1-Bindungsmodelles der SPR-Messungen und konnte mittels Ultra-
zentrifugation verifiziert werden (Abbildung 25, S. 85 und Abbildung 27, S.87). Die
Messungen ergaben mit 9,6 mg (M x Kapazititsporp = Zz 2 :gz X 12,65mg 2 9,6 mg)
von 12,6 mg eingesetzter Protelnvarlgt;llic}é CID 24 einen hohen Anteil von ca. 76% funktional
immobilisierten Proteins (Abbildung 29, S. 89).

Man konnte mutmalen, dass ein Teil der Proteine trotz der gewihlten Bedingungen zur
priaferentiell terminalen Kopplung (3.4.6) auch iiber Lysinseitenketten immobilisiert wurden
und noch funktional waren. Weiterhin ist denkbar, dass diejenigen Varianten, bei welchen die
Kopplung (auch) tiber Lysin 142 erfolgte, aufgrund sterischer Hinderung nicht mehr funktional
prasentiert sind. Die ermittelte Ausbeute funktional gekoppelten Proteins wiirde gut zu einem
theoretischen Wert von % 2 80% giinstiger -NH2 Reste fiir die Reaktion passen. Interessant
wire es in diesem Zusammenhang, z.B. {liber Techniken der ortsgerichteten Mutagenese
Varianten ohne Lysine sowie Varianten mit definierten, einzelnen Lysinen zu erstellen und
deren Kopplungseffizienz zu untersuchen. Sollte sich herausstellen, dass die Lysine innerhalb
der Sekundérstrukturelemente tatsichlich fiir eine funktionale Immobilisierung verwendbar
sind, konnte man Lysine in zukiinftigen Bibliotheken vermeiden, um eine einfache
Immobilisierungsstrategie fiir neue Varianten zur Verfiigung zu haben. Zumindest bei den
erhaltenen Varianten der Selektion gegen sfGFP waren Lysine mit einem Vorkommen von 6%
ohnehin unterrepriasentiert (Abbildung 17, S. 72). Jedoch ldsst sich nicht ausschlieB3en, dass fiir
bestimmte Epitope weiterer fargets Lysine fiir bindende Varianten bendtigt werden.
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Informationen, ob das Lysin an Aminosdureposition 142 des scaffolds ohne Auswirkung auf
Stabilitdt und Loslichkeit substituiert werden kann, liegen zurzeit ebenfalls nicht vor. Alternativ
konnten fiir eine gerichtete Kopplung an Matrices oder andere Molekiile auch definiert einzelne
Cysteine am N- oder C-Terminus genetisch angefiigt werden.

Fiir technische Applikationen ist neben der Spezifitit und Affinitdt der Interaktion besonders
die Kapazitit der eingesetzten Chromatographiesdulen von hoher Bedeutung. Aufgrund des
hohen Anteils funktional immobilisierten Proteins war die Kapazitit der in dieser Arbeit
hergestellten Chromatographiesdule mit 12,65 mg sfGFP sehr gut. Im Vergleich wurden fiir
alternative sSfGFP-spezifische Chromatographiesiulen auf Basis von Nanobodies (GFP-Trap®,
Chromotek GmbH) Kapazititen mit ca. 700 ng/ml Medium beschrieben (Herstellerangaben).
Ein vergleichsweise einfacher Ansatz zur Erhohung der Sdulenkapazitit wére die Erstellung
von tandem repeat Proteinen fiir die Immobilisierung. Solche tandem repeats wurden fiir die
N-terminale Doméne des Protein S bereits als funktional beschrieben (Kobayashi et al. 2009)
und konnten moglicherweise auch auf Varianten des Vollldngenproteins iibertragen werden.
Zur Vermeidung sterischer Hinderungen der Zielstrukturen und daraus resultierenden
eingeschriankten Verbesserungen der Kapazitit konnten diese repeat Proteine auch mit
genetisch fusionierten und flexiblen Platzhaltersequenzen wie z.B. PAS-Motiven (Schlapschy
et al. 2013) kombiniert werden.

Die Vorteile eines Liganden mit hoher Affinitit fiir ein effektives capturing der Zielstruktur
konnten mit der immobilisierten Protein S-Variante CID 24 gezeigt werden (Abbildung 31,
S.91). Die eingesetzte Konzentration des sfGFP betrug mit ca. 50 nM knapp das 30fache des
Kp —Wertes des immobilisierten Liganden (Tabelle 31, S.86, Abbildung 25, S.85). Der
Vergleich der erhaltenen Peak-Flachen nach Elution des Zielproteins ergab eine gute Ausbeute
von >95% im Vergleich zu einem capturing einer gleichen Menge sfGFP aus einem geringeren
Volumen von 1 ml HBSC. Die iiber Plasmonresonanzspektroskopie (Abbildung 25, S. 85)
ermittelte hohe Affinitdt des immobilisierten Bindeproteins konnten in diesem Experiment
bestitigt und erfolgreich fiir das capturing der verdiinnt vorliegenden Zielstruktur verwendet
werden.

Die Technologie zur milden Desorption iiber EDTA hat zudem Potential, eine bessere Reinheit
der Zielmolekiile realisieren zu konnen. Uber vergleichsweise harsche Methoden wie extreme
pH-Werte wird in Antikorper-basierten Systemen die Bindung zwischen Antikdrper und
Antigen unspezifisch beeintrachtigt. Dies kann dazu fiithren, dass ebenfalls unspezifisch an die
Matrix gebundene Verunreinigungen eluiert werden, da auch deren Wechselwirkungen durch
die Pufferbedingungen beeintriachtigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass CID 24 keine
unspezifischen Wechselwirkungen zu endogenen Proteinen unterschiedlichen Ursprungs
aufweist. Die Analyse der Elutionsfraktion nach erfolgter Affinitdtschromatographie aus
E. coli- oder CHO-Zellextrakten iiber SDS-PAGE ergab ein reines Produkt ohne detektierbare
Verunreinigungen (Abbildung 33, S.92). Die Verwendung von Lysaten aus CHO-Kulturen
diente hierbei in erster Linie der Prasentation endogener Proteine aus eukaryotischen Zellen zur
Uberpriifung der Spezifitit des neuartigen Bindeproteins. In eukaryotischen Produktionen
werden Zielproteine in der Regel sezerniert und verbleiben nicht intrazellulér, so dass Stamm-
basierte Verunreinigungen in geringeren Konzentrationen vorkommen wiirden. Da das in
diesen Experimenten eingesetzte Volumen sehr klein war, kdnnte die insgesamt eingesetzte
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Menge an Fremdprotein jedoch eine dhnliche Grofenordnung haben wie bei einer typischen
Reinigung aus groen Volumina an Zellkulturiiberstinden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
keine verbleibenden Verunreinigungen durch DNA oder Endotoxine untersucht. Die
Chromatogramme (Abbildung 32, S. 92) zeigten geringe zusitzliche Peaks, die noch vor dem
Totvolumen der Sédule eluiert wurden und wahrscheinlich auf Verunreinigungen der Anlage
zuriickzufiihren sind. Die Peaks waren zudem vollstindig von den eluierten Zielstrukturen
getrennt. Aufgrund der hohen Affinitit des immobilisierten Liganden in Anwesenheit von Ca**
(Abbildung 25, S. 85) hitten die durchgefiihrten Waschschritte jedoch bei Bedarf stringenter
gestaltet werden konnen. Fiir die Optimierung der Reinigungsstrategie bei Verwendung der
schaltbaren Liganden konnte in zukiinftigen Arbeiten zunichst der Einfluss von Detergenzien
auf die Interaktion untersucht werden, um deren Einsatz in Waschschritten planen zu konnen.

Die Kombination der hohen Affinititen und milden Desorptionsbedingungen dieser Methode
bietet grundsétzliche Vorteile fiir verschiedene Anwendungsgebiete. Neben der Reinigung von
vergleichsweise stabilen Zielproteinen wie monoklonalen Antikorpern werden affinitéts-
chromatographische Reinigungsschritte auch fiir weniger stabile Zielproteine verwendet. Ein
weit verbreitetes Forschungsfeld der in dieser Arbeit verwendeten Zielstruktur GFP liegt in der
in vivo Lokalisation von Proteinen und der Visualisierung der Dynamik von Genexpressionen
(Chalfie et al. 1994; Nienhaus und Nienhaus 2014). Zusétzlich zu den mikroskopischen
Untersuchungen sind Informationen {iber die biochemischen Eigenschaften wie der Stabilitét,
DNA-Bindung, enzymatischen Aktivitit oder Komplexbildung der untersuchten Proteine von
Interesse. Zur Isolierung der Zielproteine (oder Zielkomplexe) aus komplexen Gemischen
werden oftmals affinitdtschromatographische Systeme genutzt (Kellogg und Moazed 2002).
Aufgrund der geringen Menge vorhandenen Zielproteins bieten hoch-affine Systeme Vorteile
fiir die Reinigung. Antikorper-basierte Systeme konnen durch Co-Elution von leichten oder
schweren Ketten nachfolgende Analysen beeinflussen, was beispielsweise durch die
Entwicklung von GFP-bindenden Nanobodies vermieden werden konnte (Rothbauer et al.
2008). Nachteile sowohl von Antikdrper- als auch Nanobody-basierter Systeme liegen jedoch
vor allem auch in den Elutionsbedingungen, welche aufgrund der hohen Affinitit der
verwendeten Bindemolekiile in der Regel sehr harsch sind und zu geringen Ausbeuten an
funktionalem Zielprotein fiihren kénnen (Burgess und Thompson 2002). Die Verwendung des
in dieser Arbeit beschriebenen Bindeproteins CID 24 kénnte durch die Kombination der hohen
Affinitét, Spezifitidt sowie den milden Desorptionsbedingungen deutliche Vorteile bieten. Als
weitere Vorarbeiten wire es interessant, mehr iiber das von Variante CID 24 erkannte Epitop
auf der Oberfliche von sfGFP zu erfahren. Hierzu wiren weitere Experimente zur
hochauflosenden  Strukturaufkldrung mittels Rontgenkristallographie oder NMR-
Spektroskopie notwendig. Weiterhin wire es von Interesse, bestehende sfGFP-Fusionsproteine
fiir eine Reinigung zu verwenden und kinetische Bindungsparameter mit anhangfreien sfGFP
zu vergleichen.

Besonders fiir die Reinigung von nicht-kovalent verbundenen Proteinkomplexen, labilen
Multidoménenkomplexen oder empfindlichen Enzymen konnten Ca?‘-sensitive Reinigungs-
systeme Vorteile bieten. Jedoch wiren auch bindende Varianten gegen stabilere Zielstruktur
von Interessen, da sie moglicherweise im Vergleich zu existierenden Methoden weitere Vorteile
liefern. So wire ein interessantes Anwendungsgebiet von Protein S-basierten Bindeproteinen

116



5 Diskussion

die Generierung von Fc-Fragment bindenden Varianten. Durch die genetische Fusion von
Zielstrukturen mit Fc-Fragmenten von Antikorpern konnen chimire Molekiile generiert werden
(Carter 2011; Czajkowsky et al. 2012), die vor allem fiir Forschungszwecke verwendet werden.
Ein Vorteil dieser Chimdren liegt in der Moglichkeit zur Verwendung von generischen
Reinigungsmethoden, die den Fc-Bereich adressieren. Jedoch sind bei Verwendung von
Protein A-basierten Reinigungsmethoden harsche Desorptionsmethoden notwendig, was zu
verringerten Ausbeuten an aktivem Zielmolekiil fithren kann, da die fusionierten Proteine
wesentlich geringere Stabilititen aufweisen konnen. Auch eine Verschlechterung der
Produktqualitdt durch Modifikation oder Konformationsdnderungen kann die Reinigung
funktionaler Zielproteine erschweren, da produktdhnliche Verunreinigungen oftmals schwer
abtrennbar sind. Dies konnte bei Verwendung eines schaltbaren Liganden moglicherweise
vermieden werden. Notwendig wire fiir diese Anwendung die Generierung eines
Bindeproteins, das an den Fc-Teil von Antikorpern bindet, was durch eine erneute Selektion
erreicht werden konnte.

Die molekulare Erkennung von Fc-Teilen durch artifizielle Bindeproteine kdnnte auch fiir die
Reinigung von Volllingen-Antikorpern verwendet werden. Obgleich bei der Produktion
monoklonaler Antikdrper niedrige pH-Werte oftmals nicht nur fiir die Elution, sondern
zeitgleich fiir eine Virusinaktivierung genutzt werden, konnte auch in diesen Verfahren unter
Umstinden eine schaltbare Bindung Vorteile bieten. So konnen alternative Systeme wie die
Verwendung von Detergenzien fiir eine Virusinaktivierung verwendet werden, was im Falle
von monoklonalen Antikdrpern mit geringerer Stabilitit von Interesse sein kann. Eine
detailliertere Charakterisierung des Chromatographiesystems hinsichtlich der Fahigkeiten zur
Abreicherung von Viruspartikeln wire fiir zukiinftige Untersuchungen notwendig. Da die
Desorption der Zielmolekiile durch sehr geringe Unterschiede in der Pufferzusammensetzung
erfolgt, konnte das System potentiell (keine Daten verfiigbar) eine bessere Trennung als
bisherige Systeme bieten, da unspezifisch gebundene Molekiille mit niedrigerer
Wabhrscheinlichkeit koeluiert werden.

Fiir die Diagnostik sehr interessante Marker sind lebende zirkulierende Tumorzellen (CTC;
circulating tumor cells), die in geringen Konzentrationen in den Blutbahnen von Patienten
vorkommen (Joosse et al. 2014). Der Einsatz schaltbarer Bindeproteine kdnnte zu einer
verbesserten Gewinnung lebensfdahiger Zellen fiihren, ohne auf den Einsatz von Proteasen
angewiesen zu sein. So konnte die Desorption der Zellen theoretisch direkt in einem geeigneten
Medium fiir eine weitere Kultivierung stattfinden. Da auf der Oberfliche von Zellen eine
Vielzahl der adressierten Marker vorhanden ist, wird es bei einer affinitdtschromatographischen
Reinigung aller Wahrscheinlichkeit nach zu einer erhohten Bindung durch Aviditéts-Effekte
kommen. Die Ausbeute einer Elution hingt daher in starkem MaBle von der vollstindigen
Desorption aller beteiligten Interaktionspartner ab. Bei Verwendung einer Protease-basierten
Elutionsmethode kann es daher notwendig sein, den fiir die Immobilisierung der Liganden
verwendeten linker fiir eine Zugénglichkeit der Protease individuell zu optimieren. Sofern
verwendete Proteasen in dem verwendeten Medium der Zellen nicht {iber die volle Aktivitat
verfiigen, konnen daher Reinigungschritte in artifiziellen Puffersystemen notwendig sein, was
jedoch auch zu Anderungen der Zellzustiinde fiihren kann. Neben verbleibenden Proteasen im
Medium kann ein weiterer Nachteil zudem durch den Verbleib des Liganden an den
Rezeptormolekiilen entstehen. Dieser kann potentiell Effektorfunktionen hervorrufen, oder eine
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signifikante Anzahl von Rezeptoren pro Zelle blockieren, wodurch die Viabilitit der Zellen
oder auch der Zellzustand beeinflusst werden kann (Multhaupt et al. 2015). Letztendlich
konnen die verwendeten Sdulen bei einer Elution liber Proteasen nicht regeneriert und
wiederverwendet werden, was die Kosten erhoht.

Fiir den Einsatz entsprechender schaltbarer Bindemolekiile wire zunédchst die Entwicklung von
Varianten mit Bindungseigenschaften gegen typische Tumor-Markerproteine notwendig.
Typische Konzentrationen freien Ca*>" in Blut liegen in der GroBenordnung von 1,0-1,3 mM
(Larsson und Ohman 1978) und wiren daher wahrscheinlich (Pridmisse: #hnliche Ca?*-
Abhingigkeit wie analysierte Protein S-Variante) ausreichend hoch fiir Liganden, die auf
Protein S basieren (Abbildung 27, S.87). Da in der Regel aufgrund der niedrigen
Konzentrationen der zirkulierenden Tumorzellen im Blut jedoch grofle Probenvolumina und
hohe Verweilzeiten in Serum benétigt werden, miissten die Liganden iiber eine hohe
Proteasestabilitdt verfligen. Hinsichtlich der Verwendbarkeit Protein S-basierter Systeme fiir
diese Anwendungsgebiete existieren zurzeit jedoch keine Informationen. Als Sporenhiillprotein
wire fiir Protein S eine hohe Immunogenizitit zu erwarten, was detaillierte Studien {iber die
Ablosung des Proteins von den verwendeten Tragermaterialien vor einer solchen Verwendung
notwendig machen wiirde.

Fiir Forschungszwecke konnte jedoch auch die schonende Reinigung weiterer Zelltypen durch
schaltbare Binder Vorteile bieten. In Abhéngigkeit der gesuchten Zellen kdnnte man auch iiber
eine Bindung in EDTA-vermittelter Abwesenheit und eine Elution iiber die Zugabe von Ca**
in Erwédgung ziehen und Selektionsprozesse dahingehend etablieren. Diese Strategie wire
jedoch effizienter fiir scaffolds, welche eine hdhere Affinitit zu Ca®" aufweisen als das in dieser
Arbeit verwendete Protein S, da die eingesetzten Konzentrationen an Ca** fiir die Elution
moglicherweise niedriger gewdhlt werden kdnnten. Mogliche Kandidaten fiir die Verwendung
als scaffolds waren Beispielsweise Vertreter der EF-Hand oder C2 Protein-Familien, welche
neben hohen Affinititen zu Ca®" {iber hohe Konformationsunterschiede in Apo- und Holo-
Zustinden verfiigen, welche man moglicherweise fiir die schaltbare Bindung von Zielstrukturen
nutzen konnte. Die vergleichsweise moderate Bindung von Ca?" mit 27 und 76 uM durch die
beiden Dominen des Protein S (Teintze ef al. 1988) erlaubt jedoch eine leichte Chelatierung
des an das Protein gebundene Ca?*, was die Elution des Zielproteins mit der in dieser Arbeit
verfolgten Strategie erleichtert. Bislang exisitieren jedoch noch keine Daten dariiber, wie hoch
die Affinitit des scaffolds zu Ca*' sein muss, um eine Schaltbarkeit der Proteine zu
gewihrleisten. Auch konnten bislang keine Informationen iiber die Affinitdt und Stochiometrie
der Calciumbindung der untersuchten sfGFP-bindenden Proteine oder Varianten der naiven
Bibliotheken erhalten werden (Muchow 2013).

Auch fiir die Optimierung von Proteinen und Enzymen konnte eine mild schaltbare Bindung
von Interesse sein. So konnten Enzymvarianten auf der Oberfliche von Trigermaterialien
immobilisiert und nach vollzogener Priméranalyse ohne die Notwendigkeit einer erneuten
Produktion weiter charakterisiert oder quantifiziert werden (personliche Kommunikation
H. Friis-Madsen, Novozymes). Fiir die Immobilisierung von GFP-fusionierten Konstrukten
konnte die in dieser Arbeit detektierte Protein S-Variante aufgrund der hohen Affinitat
eingesetzt werden. So konnten beispielsweise Proteinvarianten mit GFP-Fusion {iber
immobilisierte Protein S-Varianten fiir den Einsatz in SPR-, BLI- oder auch Mikrotiterplatten-
basierten Systemen verwendet werden. Ein Vorteil bei Verwendung des Messaufbaus wire,
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dass die zu untersuchenden Varianten mit GFP-Fusion identisch immobilisiert sind und daher
keine Effizienzunterschiede der Kopplung in Abhingigkeit der verwendeten Varianten besteht.
Weiterhin konnten die untersuchten Varianten nach erfolgter Messung eluiert und fiir weitere
Analysen verwendet werden. Der Verzicht auf eine individuelle Kopplung wiirde weiterhin
Material- und Zeitersparnisse bringen. Auch kann es bei der Interaktionsbestimmung von
kleinen Analyten teilweise von Vorteil sein, den kleineren Interaktionspartner zu
immobilisieren, um eine bessere Amplitude der Messung zu erhalten. Im Vergleich zu einer
Immobilisierung iiber Fusionspeptide wére die Immobilisierung iiber die hoch affine
Wechselwirkung effizienter und konnte unter Umsténden auch fiir eine Qualititskontrolle der
Zielkandidaten verwendet werden, wenn nur nativ gefaltete Epitope durch das Bindeprotein
erkannt werden.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit eine neuartige Klasse an Bindeproteinen diskutiert,
die kurzfristig hohes Potential vor allem fiir technische Applikationen bietet. Durch die
Verwendung Ca**-sensitiver Geriistproteine besteht die Moglichkeit, eine maBgefertigte und
schaltbare Bindung zu Zielproteinen zu generieren. Vorteile konventioneller Bindemolekiile
konnen so mit einer einfachen und schonenden Desorption der Zielstrukturen vereint werden.
Die Elution der Zielstruktur basiert bei diesem System nicht auf einer kompetitiven Reaktion
um bindende Elemente, sondern auf der Anderung der Konformation des verwendeten
Bindeproteins, was zeitgleich hohe Affinititen und effektive Dissoziationen in den jeweiligen
Schaltungszustinden ermoglicht. Diese neue Technologie hebt sich von existierenden
Alternativen daher deutlich ab und bietet zudem einen interessanten neuen Aspekt von
artifiziellen Bindemolekiilen gegeniiber Antikdrpern.
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6. Ausblick

Die Strategie zur Generierung einer neuartigen und leicht regulierbaren Bindung an eine vor-
gegebene Zielstruktur durch die Ausnutzung intrinsischer Eigenschaften der Gertiiststruktur war
erfolgreich. Die generierten Bibliotheken auf Basis des Protein S zeigten deutlich verringerte
Loéslichkeit und thermische Stabilitit, dennoch konnten erfolgreich Ca?*-sensitive und hoch
affin bindende Varianten mit hervorragender Schaltbarkeit gegen sfGFP generiert werden.
Zur Optimierung der bestehenden Protein S Bibliothek wire eine Strukturaufkldrung des
Komplexes zwischen CID 24 und sfGFP aber auch zwischen Wildtyp Protein S und MX-
Sporen interessant. Der verhdltnismaBig groB3e Anteil von 15 randomisierten Positionen auf der
Oberfliache des Geriistproteins ist aller Wahrscheinlichkeit nach Grundlage fiir die verringerten
Stabilitdten der Varianten. Durch eine Optimierung der randomisierten Bereiche lieBen sich
moglicherweise Bibliotheken mit verbesserten Eigenschaften der enthaltenen Proteinvarianten
generieren. Hierbei wiirde es sich anbieten, das Ca**-sensitive Paratop des scaffolds genau zu
charakterisieren und auch alternative Bibliotheksformate zu untersuchen, bei welchen
insgesamt weniger Aminosdurepositionen fiir eine Randomisierung ausgewéhlt werden. Diese
konnten auch auf Basis der vorhandenen Daten von Varianten mit Einzelsubstitutionen von
Aminoséuren ausgewahlt werden.

Da eine zusitzlich zu den randomisierten Bereichen aufgetretene Mutation der Position N8OY
(wt-Position N77) der Proteinvariante CID 24 einen mallgeblichen Einfluss auf das Bindungs-
verhalten zeigte, wiren weitere Untersuchungen zu dem Einfluss von Mutationen in den Ca?*-
bindenden Sequenzmotiven sinnvoll. Interessant wére der Befund, ob durch die
Randomisierung dieser Position auch gegen andere targets Varianten mit {iberlegenen
Bindungseigenschaften generieren lassen, oder ob es sich um ein sfGFP-typisches Merkmal
handelt. Sollte sich diese Position als essentiell erweisen konnte zudem in Betracht gezogen
werden, auch weitere Aminosiurepositionen in den Ca?"-bindenden Motiven mit in ein
Bibliotheksdesign zu integrieren. Jedoch sollte zundchst eine nédhere Charakterisierung auf den
Einfluss der Bindungseigenschaften von Ca®" bei einer solchen Mutagenese durchgefiihrt
werden, um die Schaltbarkeit der Varianten einer solchen Bibliothek zu gewéhrleisten.
Zukiinftig durchgefiihrte Selektionen gegen unterschiedlichste Zielstrukturen kdnnten mit an-
gepassten Strategien durchgefiihrt werden. Es konnte gezeigt werden, dass auch hoch-affin
bindende Varianten {iber eine komplett schaltbare Bindung verfiigen konnen und daher kann
sich eine Selektion auch in diese Richtung orientieren.

Fiir die sftGFP bindende Protein S-Variante CID 24 kdnnte man in folgenden Experimenten
zunichst prozesstechnisch relevante Parameter charakterisieren. So wére es sinnvoll die
verwendbare lonenstirke typischerweise in downstream Prozessen verwendeter Salze, die
Detergenzvertriglichkeit und den Einfluss des pH-Wertes auf die Bindung detailliert zu
untersuchen. Zur systematischen Analyse der Wechselwirkungen unterschiedlicher Puffer-
bedingungen wiirden sich fiir solche Untersuchungen eine statistische Versuchsplanung (design
of experiment) anbieten. Von Interesse wiren zudem Informationen iiber die Basenstabilitdt um
Regenerationsverfahren fiir die Sdulen zu entwickeln. Moglich wire auch die Untersuchung
potentieller Riickfaltungsverhalten fiir die immobilisierte Variante, da zumindest das Wildtyp-
Protein nach chemischer und thermischer Entfaltung reversibles Verhalten zeigt (Wenk und
Mayr 1998). Fiir weitere Entwicklungen wire auch eine Maturierung der erhaltenen Protein S-
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Variante auf erhohte Stabilitdt und zur Optimierung der Produktion mit verbesserter Loslichkeit
sinnvoll. Prinzipiell lieBe sich das entwickelte Bindeprotein jedoch auch ohne weitere
Vorarbeiten fiir die Reinigung des Zielproteins verwenden, da es im Vergleich zu etablierten
Systemen grof3e Vorteile bietet.
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Abbildung A1: Modelle calciumschaltbarer Protein S-Varianten CID 1-24
Als Referenz wurde die PDB-Struktur 1PRR des verwendeten Geriistproteins Protein S dargestellt. Die Darstellungen

wurden mit der Software PyMol erstellt. Die randomisierten Bereiche als auch zusdtzliche Aminosdureaustausche der
Varianten wurden entsprechend der Art der Aminoséuren eingeférbt. Hydrophob (AGILMPV): weizen, semipolar (C):
gelb, polar (HNQST): Cyan, positiv (KR): blau, negativ (DE): rot, aromatisch (FWY): magenta. Die dargestellten
Rotamere der Mutagenesen wurden einzeln entsprechend ihrer Wahrscheinlichkeit automatisch durch die Software
ermittelt, den Modellen liegen keine strukturellen Berechnungen zugrunde.
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Abbildung A2: Modelle calciumschaltbarer Protein S-Varianten CID 25-36
Als Referenz wurde die pdb-Struktur 1PRR des verwendeten Gertistproteins Protein S dargestellt. Die Darstellungen

wurden mit der Software PyMol erstellt. Die randomisierten Bereiche als auch zusétzliche Aminosdureaustausche der
Varianten wurden entsprechend der Art der Aminoséuren eingeférbt. Hydrophob (AGILMPV): weizen, semipolar (C):
gelb, polar (HNQST): Cyan, positiv (KR): blau, negativ (DE): rot, aromatisch (FWY): magenta. Die dargestellten
Rotamere der Mutagenesen wurden einzeln entsprechend ihrer Wahrscheinlichkeit automatisch durch die Software
ermittelt, den Modellen liegen keine strukturellen Berechnungen zugrunde.

Abbildung A 3: Oberflichendarstellung des Protein S (PDB: 1PRR)

Zur Vorbereitung des Bibliotheksdesigns wurden definierte Aminosduresubstitution an 41 16sungsmittelexponierten
Positionen (griin) in &rtlicher Nihe der Ca?*-bindenden Motive (gelb) des Protein S erstellt und entsprechende Proteinvarianten
charakterisiert. Konservierte Motive (rot) der Proteinfamilie wurden nicht verwendet. Es wurden folgende Positionen Protein
S untersucht: Y8, N9, E10, D11, Q13, G14, K15, Q16, V17, P20, T25, R26, A27, Q28, A30, A31, L32, G33, E35, Q54, N55,
D56, G57, A59, D61, E70, E71, L72, G73, P74, L75, Y97, K98, E99, G103, K104, Q115, A116, R120 und D124. Die
Darstellung wurde mit der Software PyMol generiert.
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Abbildung A4: Expressionsplasmide zur rekombinanten Produktion von Proteinen in E. coli
(A) pETAB6H zur Herstellung von C-terminal hexahistidin-fusionierten Varianten des Protein S. Die codierenden

Sequenzen der Protein S-Varianten wurden mittels der Restriktionsenzyme Agel und BamHI in den Vektor kloniert.
Zur Kontrolle der Genexpression verfiigt das Plasmid iiber einen T7-Promotor. Weiterhin verfiigt das Plasmid iiber
einen pBR322-Replikationsursprung zur Replikation und ein Kanamycin-Resistenzgen (Kan®).

(B) pETSUMO-Vektor zur Produktion anhangfreien superfolder GFP. Die codierende Sequenz fiir stGFP wurde iiber
flankierende Eco3 11 und Notl-Schnittstellen direkt an das 3'-Ende des SUMO-Gens eingefiigt. Nach erfolgter Spaltung
iiber die SUMO-Protease verfiigte das sfGFP iiber keine zusdtzlichen Aminosduren am N-Terminus. Zur Kontrolle der
Genexpression verfiigt das Plasmid iiber einen T7/ac-Promotor. Weiterhin verfiigt das Plasmid iiber einen pBR322-
Replikationsursprung zur Replikation und ein Kanamycin-Resistenzgen (Kan®).

Abbildung AS: Darstellung von Sekundirstrukturelementen der Faltungszustinde des ProteinS in
calciumfreier (PDB: 1PRR; blau) und calciumkomplexierter Form (PDB: 1PRS; rot). Die Darstellungen wurden
mit der Software PyMol generiert.
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Abbildung A 6: SecM-stalling Sequenz fiir Ribosomen-display Konstrukte

t tactggcgetggegectacaagaccgataccgocgtogectgtotttgactaatcgottcttotggacaaategtggggecacacctaateggtecgegteccgtaageacgtecagge yp 5

Helix-Brecher-Motiv [ L1 L myc [ Sech

Abbildung A 7: Sequenziibersicht Protein S RD-Konstrukt
Fiir die Darstellung wurde Protein S-Wildtyp im Format des RD dargestellt. Im Vergleich zu der Sequenz des
Wildtyp-Proteins enthalten die Varianten in diesem Format am Aminoterminus einen zusétzlich ,,GTG*-Linker.
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Abbildung A 8: Oberflichendarstellung der Kristallstruktur von sfGFP (PDB: 2B3P) und eines Modelles von
Protein S-Variante 24 (basierend auf PDB: 1PRR).

Die Seitenketten positiv geladener Seitenketten wurden rot eingefarbt, die Seitenketten negativ geladener Aminoséuren
in blau.

Protein S wt 1 mgtganitvfynedfqgkqvdlppgnytraqglaalgienntissvkvppgvkailyqndgfagdgievvanaeelgplnnnvssirvisvpvqgprarffy
Protein S CID 24 i GOWG .M. 8. ......cccccccecccasascsssscsssssssssssssssssssssssssnns '8 E Rt r
Protein S wt 101 keqgfdgkevdlppgqytgaelerygidnntissvkpgglavvlfkndnfsgdtlpvnsdaptl tssiri, hhhhhh
Protein S CID 24 101 . oo sizoior crmivinisiaroinie mimisreimisiereie sisrinin winieTe IR B S SIS WS STe LS RS ST e R Sl e S e e S eSS e W e T

Abbildung A 9: Sequenz-Alignment Protein S-wt gegen Protein S CID 24

EE Cascin Ca2+
[ Casein EDTA
0,8 4 I BSA Ca2+
1 BSAEDTA
I Lysozym Ca2+
0,6 { BN Lysozym EDTA

AbS 455

0,4 1

TR TSRO TS PN PV P R BRI S BN PR VR PR

f I
SYH YO LADIISYITLLLIIRSYPFRARNPD DSV DT DL PL

CID Q

Abbildung A 10: Spezifitits-ELISA mit gereinigten Protein S-Varianten aus Durchmusterung
Die in der Durchmusterung detektierten sfGFP bindenden Protein S-Varianten wurden nach erfolgter

Reinigung iiber IMAC mittels ELISA hinsichtlich ihrer Ca?*-abhiingigen Bindung an sfGFP analysiert. Fiir
jede Variante wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Messung erfolgte in permanenter
Anwesenheit von Ca?', fiir eine der Doppelbestimmungen wurde ein zusétzlicher EDTA-Waschschritt
durchgefiihrt, um die Ca?'-Abhingigkeit der Bindung zu bestitigen. Als Negativkontrollen wurde das
Wildtyp Protein S als auch das zur Detektion verwendete Immunkonjugat (BMG-His-1) mitgefiihrt.
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Abbildung A 11: Automatisierte Identifikation von Ca’*-sensitiv sfGFP-bindender Protein S-
Varianten iiber ELISA mit Darstellung der vergebenen Klonidentifikationsnummern
Die Darstellung entspricht Abbildung 16 auf Seite 70. Details zur Versuchsdurchfithrung kénnen dort entnommen

werden.

Tabelle A 1: Sequenzen der verwendeten Kristallin-Homologe

Spherulin 3a_Cys4Ser
MSVSKGVSGNPAKGEVFLYKHVNFQGDSWKVTGNVYDFRSVSGLNDVVSS
VKVGPNTKAFIFKDDRFNGNFIRLEESSQVTDLTTRNLNDAISSIIVATFESAG

Protein S
MANITVFYNEDFQGKQVDLPPGNYTRAQLAALGIENNTISSVKVPPGVKAILYQNDGFAGD
QIEVVANAEELGPLNNNVSSIRVISVPVQPRARFFYKEQFDGKEVDLPPGQYTQAELERYGI
DNNTISSVKPQGLAVVLFKNDNFSGDTLPVNSDAPTLGAMNNNTSSIRISG

Ciona-py-crystallin
MGKIILFEDVEFGGKKLELETSVSDLNVHGENDIVSSITVESGTWFVFDDEGFSGPSYKLTPG
KYPNPGSWGGNDDELSSVKQQG

M-crystallin
MAEVIVYEHVNFGGKSFDATSDQPGAGDNLNDKISSIKVKSGTWRFYEYINYGGRYWDLGP
GEYSSVESAGIPDNSISSFRQIG

Geodin
MSTAKVTLVTSGGSSQDFTSEQTNITTDFARVRVTKGMWIFYQQANYNDASGGGSLWIKLD
ESSHLMDLPFTPRSFRPVKTFQVGATLYKHVNFGGKELDLPNSNPRIDIGGVSSALISQGQWR
LYEQYDYAGPSTRRGPGVYVNAGALGVANDALKSMEREFG

Clostrillin
MKAVTFYEDINYGGASVSLQPGNYTLSQLNTAKIPNDWMTSLKVPSGWTVDVYENDNFT
GTKWTYTSDTPWVGNDANDKMTSVKIYSTG

Protein-S-Homolog
MANITVFYNEDFGGKQVDLKPDEYKRDKLEALGIENNTISSVKVPPGVKAILYKNDDFTGDQ
IEVVANAEELGPLNNNVSSIKVMSVPVQPRARFFYKEQFDGKEVDLPPGQYTQAELERYGIDN
NTISSVKPEGLKVVLFKNDNFSAGDTLSVTSNAPSLGAMNNNTSSIRITPG

AS
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Tabelle A 2: Zusammenfassung erhaltener Ergebnisse bei Durchmusterung und Charakterisierung sfGFP-bindender und schaltbarer Protein S-Varianten sowie deren Abkémmlingen. Die
Ergebnisse wurden mit Proben unterschiedlicher Reinigungsstufen erhalten und in Anwesenheit von Ca?" oder in EDTA-vermittelter Abwesenheit freier Ionen durchgefiihrt. Vier der
dargestellten Sequenzen wurden aus der Trennung gemischter Klone erhalten (grau hinterlegt). Die dargestellten Werte der Priméranalysen wurden mit gemischten Klonen erhalten, alle
weiteren Werte mit vereinzelten Varianten.

Automatisierte Sekundir-ELISA (max. Hintergrund bei Messung | Konzentrationsabhéngiger
DSF Durchmusterung in Anwesenheit von Ca’>* oder EDTA) ELISA Biacore
A450 nm A450 nm A450 nm
Loslichkeits - - Ca** | sfGFP | sfGFP . Kp Ca* Kp EDTA Ko Biacore | Kp EDTA K. Ca?* Kaq Ca?*
CID | analyse [%] | €% | EPTA | Ca7 ] EDTA | oo | car | EpTA | C€in | BSA | Lysomym | =y [nM] Ca® [nM] [nM] M-1s-1] | [s-1]

1 77 49.0 46.6 | 2.35 0.13 18.1 0.89 0.59 0.22 0.11 0.24 520+ 100 | 3000+ 1300 76.6 n.m. 1.1x10° 8,6x10
2 9 n.a. n.a. 043 0,04 11,9 0,13 0,08 0,07 0,06 0,05
3 14 n.a. n.a. 0,21 0,02 11,9 0,10 0,08 0,05 0,08 0,09
4 8 n.a. n.a. 0,18 0,02 8,7 0,14 0,05 0,07 0,08 0,07
S 20 432 42,0 | 1,58 0,07 21,1 1,66 0,06 0,05 0,05 0,05 733+£9,1 | 3400+ 1200 15,33 42300 1,1x10° 1,7%10°
6 7 n.a. n.a. 1,18 0,15 7,7 1,36 0,06 0,10 0,06 0,05 unspezifisch
7 6 42 n.d. 1,26 0,10 12,7 1,17 0,07 0,06 0,07 0,06
8 55 45,8 43,8 | 0,37 0,02 16,6 0,46 0,12 0,16 0,08 0,13 1300+270 | 10900 + 3100 78,61 n.m. 9,1x10* 7,1x10°
9 10 n.a. n.a. 111 0,02 56,5 0,07 0,08 0,06 0,06 0,07
10 6 n.a. n.a. 1,70 0,08 22 1,00 0,06 0,05 0,06 0,05 8,84 n.m. 1,3x10° 1,1x10°
11 S 41,8 390 | 1,17 0,03 38,6 2,01 0,06 0,06 0,07 0,06 47+ 14 47600 + 9500 6.6 224400 1,6x10° 1,1x10°
12 10 n.a. n.a. 1,61 0,02 72,9 0,16 0,06 0,06 0,07 0,07
13 S n.a. n.a. 0,69 0,03 23,5 1,04 0,07 0,05 0,06 0,05 4.85 1770 1,1x10° 5,1x10*
14 9 n.a. n.a. 1,33 0,04 32,5 0,17 0,08 0,07 0,07 0,07
15 56 46,2 454 | 0,69 0,03 23,5 0,09 0,11 0,06 0,06 0,04 n.m. n.m.
16 15 n.a. n.a. 0,57 0,10 5.8 0,08 0,06 0,07 0,06 0,06
17 S n.a. n.a. 0,70 0,02 44,3 0,19 0,06 0,06 0,07 0,04
18 2 n.a. n.a. 0,19 0,05 3,6 0,08 0,07 0,07 0,07 0,08
19 8 42,9 n.d 0,50 0,03 16,7 0,14 0,06 0,06 0,08 0,10
20 17 44,7 47 045 0,06 7.8 0,52 1,08 0,09 0,08 0,19
21 19 42,9 41,7 | 0,65 0,03 22,3 0,08 0,05 0,07 0,06 0,08
22 11 45 n.d 0,66 0,04 15 0,39 0,07 0,06 0,05 0,06
23 10 n.a. n.a. 0,82 0,03 274 0,08 0,05 0,07 0,06 0,05
24 9 44,9 432 | 1,66 0,38 44 2,63 0,11 0,07 0,08 0,08 169+22 n.m. 0,65 n.m. 5.2x10° 3.4x10*
25 5,6 n.a. n.a. 0,21 0,01 14,2 0,14 0,06 0,06 0,07 0,06
26 40 47,6 41,3 10,82 0,11 7,7 0,27 0,13 0,06 0,06 0,07
27 9 44,3 40,3 1,34 0,14 9.4 1,25 0,05 0,06 0,05 0,05 71,24 n.m. 4,7x10° 3,3x10
28 3 n.a. n.a. 0,33 0,06 5,7 0,07 0,06 0,07 0,05 0,05
29 77 48,6 46,8 | 0,25 0,04 59 0,05 0,05 0,06 0,07 0,09
30 21 47.8 450 | 1,19 2,36 0,5 2,05 0,07 0,05 0,05 0,04 520 + 60 1580 + 430 19,94 64820 1,4x10° 2,7x10°
31 4,16 n.a. n.a. 0,71 0,78 0.9 0,12 0,06 0,06 0,05 0,05
32 31 49,3 47 0,02 0,01 1,5 0,08 0,05 0,06 0,08 0,08
33 n.d. n.d. n.d. 1.4 1.5 0.9 0,12 0,04 0,02 0,02 0,02
34 n.d. n.d. n.d. 1.4 1.4 09 0,03 0,02 0,04 0,02 0,03
35 n.d. n.d. n.d. 1,6 0.9 1,7 0,95 0,16 0,02 0,02 0,02
36 n.d. n.d. n.d. 1,6 09 1,7 0,06 0,02 0,02 0,05 0,04
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Abbildung A 12: Massenspektrum (MALDI-TOF) des biotinylierten sfGFP.
Theoretische Masse des sfGFP ohne Biotin: 26.621,6 Da. Masse des einfach biotinylierten sfGFP: 26.961 Da. Masse des doppelt biotinylierten sfGFP: 27.300 Da.
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