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Zusammenfassung

Antikdrper und deren Fragmente werden derzeit sehr erfolgreich als hochspezifische
Bindemolekiile fiir therapeutische, diagnostische und analytische Zwecke verwendet. Es
bestehen jedoch einige Nachteile, z. B. in der Herstellung oder vor allem fiir die Fragmente in
der Stabilitdt. Deshalb wird versucht kiinstliche Bindeproteine auf Basis alternativer

Geriistproteine herzustellen.

Viele der kiinstlichen Bindeproteine binden analog zu den Antikdrpern iiber mehr oder weniger
flexible Peptidschleifen an die jeweilige Zielstruktur. Um bei der Bindung der Zielstruktur die
entropischen Vorteile einer rigiden Sekundérstruktur zu nutzen, wurde in vorangehenden
Arbeiten von der Firma Scil Proteins GmbH (Halle) im Ubiquitin ein Paratop im Bereich des
beta-Faltblatts konstruiert. Zur Weiterentwicklung der kiinstlichen Bindeproteine auf Ubiquitin-
Basis wurde in dieser Arbeit ein neues Paratop geschaffen. Dazu wurden sechs
Aminosdurepositionen im Bereich der natiirlichen Interaktionsfliche des Ubiquitins um 144
randomisiert. Die konstruierte Bibliothek weist einen hohen Anteil an 10slich herstellbaren
Varianten auf. Als Zielstruktur fiir die Evaluierung der Bibliothek wurde das pharmakologisch
relevante Protein Tumornekrosefaktor (TNF)-alpha ausgewdhlt und mit dem SUMO-
Fusionssystem hergestellt. Durch Ribosomen-disp/ay und einen ELISA wurden aus der neuen
Ubiquitin-Bibliothek Bindeproteine gegen TNF-alpha isoliert. Die Variante mit dem hochsten
Bindungssignal und der besten Spezifitdt wurde detailliert analysiert. Bei der Sequenzierung
fanden sich neben den sechs erwarteten Austauschen ein zusétzlicher Austausch und zwei
Deletionen. Letztere zeigten sich fiir die Bindung als essentiell. Ein signifikanter struktureller
Einfluss dieser Deletionen wurde anhand von CD-Spektren im Vergleich zum Wildtypprotein
deutlich. Dariiber hinaus fithrten die Deletionen zu einer deutlichen Destabilisierung des
gefalteten Proteins. Einen geringeren Einfluss auf thermische Stabilitit und Struktur besaflen die
sechs geplanten Substitutionen, weshalb die entsprechende Bindungsstelle als Ausgangspunkt

fiir die Entwicklung neuer Bibliotheken dienen kann.

Die beobachtete Affinitédt des Binders zu TNF-alpha im nanomolaren Bereich ist um mindestens
eine GrofBenordnung hoher als in den meisten Interaktionen des Ubiquitins mit der natiirlichen
Bindestelle um 144. Mit Hilfe verschiedener Methoden wurde gezeigt, dass die Interaktion der
Ubiquitin-Variante mit dem homotrimeren TNF-alpha auf einer 1:1-Stochiometrie beruht. Im
Gegensatz dazu weisen andere TNF-bindende Molekiile aufgrund der Dreifachsymmetrie des
TNF-alpha eine 3:1-Stochiometrie auf. Das Verhalten basiert moglicherweise auf einem bisher
nicht charakterisierten Epitop im TNF-alpha und zeigt das Potential kiinstlicher Bindeproteine,

fiir Antikdrper schwer zugéngliche Epitope zu erkennen.
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1 Einleitung

1.1  Antikorper —universelle Bindemolektile

Die Antikdrper bzw. Immunglobuline des Immunsystems der hoheren Vertebraten stellen das
Paradigma der universellen Bindemolekiile dar. Im Zuge der humoralen Immunantwort
erkennen sie vielfiltige Zielmolekiile und vermitteln hochspezifisch Effektorfunktionen. Sie
losen beispielsweise die Phagozytose von Mikroorganismen aus und aktivieren das

Komplementsystem (Janeway et al., 2001).

Die Grundlage der Erkennung unterschiedlichster Zielstrukturen bildet die Architektur der
Antikorper. Im Allgemeinen formen vier Untereinheiten, je zwei identische leichte (L-Kette, ca.
25kDa) und je zwei identische schwere Polypeptidketten (H-Kette, ca. 50kDa), ein
Immunglobulinmolekiil (Abb. 1). Die einzelnen Ketten weisen mehrere
Immunglobulindoménen von ca. 110 Aminosduren mit hauptséchlich antiparalleler beta-
Faltblattstruktur auf. Eine zentrale, intramolekulare Disulfidbriicke stabilisiert die einzelnen
Doménen jeweils. Die leichten Ketten enthalten eine variable (V) und eine konstante (Cp)
Doméne, wihrend die schweren Ketten eine variable (Vy) und mehrere konstante (Cyl bis Cy3
bei den Immunglobulin-Klassen A, D und G; Cyxl bis Cy4 bei den Klassen E und M) Doménen
besitzen. Zwischen der Cyl- und der Cy2-Doméne befindet sich eine Scharnierregion (hinge), in
der beide schwere Ketten abhingig von Antikorperklasse und Spezies iiber zwei bzw. drei
intermolekulare Disulfidbriicken assoziiert sind. Die leichten Ketten sind ebenfalls iiber eine
Disulfidbriicke mit den schweren Ketten verkniipft. Durch Proteolyse mit Papain und particlle
Reduktion konnen sogenannte F,-Fragmente hergestellt werden. Sie bestehen aus einer
vollstindigen leichten Kette sowie der variablen und der ersten konstanten Doméine einer
schweren Kette (Abb. 1). Beide Ketten bleiben durch eine Disulfidbriicke kovalent verkniipft.
Zusitzlich entsteht ein F.-Fragment, das aus den restlichen konstanten Doménen der schweren
Ketten gebildet wird und welches die Effektorfunktionen vermittelt. Durch limitierte Proteolyse
kann auch das F,-Fragment als kleinste antigenbindende Einheit gewonnen werden. Es besteht
lediglich aus den nicht kovalent verbundenen variablen Doménen der leichten und schweren
Kette, die gemeinsam die Antigenbindung vermitteln. Die konservierten Bereiche (framework
regions) der beta-sandwich-Struktur der Immunglobulindomine bieten ein stabiles Geriist fiir
drei hypervariable Schleifen, die auch als complementarity determining regions (CDRs)
bezeichnet werden. Somit bilden insgesamt sechs CDRs die Antigenbindestelle, das Paratop.
Die hohe Variabilitit beziiglich Aminosduresequenz und Struktur eben dieses Bereichs

ermdglicht die universelle Bindungsfihigkeit der Antikorper.
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Abbildung 1:Aufbau eines IgG,-Molekiils.

Antikorper bestehen aus zwei identischen leichten (rot) und zwei identischen schweren Ketten
(blau). Untereinander sind die Ketten durch Disulfidbriicken (gelb) verkniipft. Die schweren
Ketten des IgG;-Subtyps weisen drei konstante Doménen (Cy) auf. Cy2 und Cy3 bilden dabei
den F.-Teil, in dem Glykosylierungen (orange) vorhanden sind. Cyl gehort zusammen mit der
konstanten Doméne der leichten Kette (Cp) und den variablen Doménen der beiden Ketten (Vi
und Vy) zum F,,-Fragment. Die variablen Doménen einer leichten und einer schweren Kette
bilden ein F,-Fragment. Dort befinden sich je Doméne drei hypervariable Schleifen (griin), die
complementarity determining regions (CDRs), welche fiir die Antigenbindung verantwortlich
sind. Die Abbildung wurde mit PyMOL erstellt (PDB-Code 1hzh).

Aufgrund des vielfaltigen Repertoires an Zielstrukturen dominierten Antikorper in den letzten
Jahrzehnten die Entwicklung von Biomolekiilen mit spezifischen Bindungseigenschaften. Sie
finden Anwendung in der Analytik (Engvall und Perlmann, 1971; Voshol et al., 2009),
medizinischen Diagnostik (Weber ef al., 2008) und Therapie (Dimitrov und Marks, 2009) oder
als Katalysatoren chemischer Reaktionen (Hilvert, 2000). Bei der ELISA-Methode, als Beispiel
fiir die diagnostische Verwendung, werden die Zielmolekiille hdufig mit polyklonalen
Antikorpern  detektiert. Diese werden durch das natiirliche Immunsystem oder die
Immunisierung von Labortieren gewonnen und stellen ein Gemisch von Antikoérpern mit
unterschiedlicher Affinitdit und Spezifitit dar. Sie konnen also unter Umstinden
unterschiedliche Bereiche auf den Antigenen, sogenannte Epitope, erkennen. Mit Hilfe der
Hybridom-Technologie (Koéhler und Milstein, 1975) wurde es mdoglich, monoklonale
Antikorper herzustellen. Dadurch konnen Antikérper mit identischer Epitopspezifitit und
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1 Einleitung

gleichen funktionellen, chemischen sowie strukturellen Eigenschaften in beliebigen Mengen
produziert werden. Unspezifische Interaktionen, wie sie z. B. mit polyklonalen Antikérpern
vorkommen, konnen so weitgehend vermieden werden. Monoklonale Antikdrper finden
hauptséchlich in der Tumordiagnostik und der Affinitdtschromatographie Anwendung. Im Jahr
1986 erfolgte zudem die erste Zulassung eines aus der Maus isolierten, monoklonalen
Antikorpers fiir therapeutische Zwecke. Solche speziesfremden Antikorper konnen jedoch
unerwiinschte Immunreaktionen in Patienten hervorrufen, worauf die Entwicklung
humanisierter Maus-Antikérper vorangetriecben wurde. Dazu wurden die Maus-CDRs in
humane Geriiststrukturen eingesetzt. Die Moglichkeit, heute vollstindig humane, monoklonale
Antikorper aus Phagen-display-Bibliotheken und transgenen Miusen zu gewinnen, ldsst die
Bedeutung fiir therapeutische Anwendungen weiter ansteigen (Weiner, 2006). Im Jahr 2010
waren bereits mehr als 30 Antikorper fiir verschiedene Indikationen zugelassen sowie 26
weitere in klinischen Studien der Phase III (Beck et al.,, 2010). Um einen erhohten
therapeutischen Nutzen durch hohere Wirkortspezifitit oder gezieltere Aktivierung von
Effektorfunktionen zu erzielen, werden aktuell Antikdrper mit zusétzlichen Paratopen — z. B.
durch Einfiihrung zusétzlicher variabler Dominen (Metz et al, 2011) — entwickelt, die
gleichzeitig an zwei oder mehr verschiedene Zielmolekiile binden.

Obgleich ihrer Vorteile beziiglich Affinitét und Spezifitit weisen Antikorper auch bestimmte
Nachteile auf, die zur Einschrinkung ihrer Verwendung in einigen Bereichen fithren. Die
komplizierte Architektur aus vier Polypeptidketten erfordert bei der rekombinanten Herstellung
aufwindige Klonierungsschritte und die gleichzeitige Expression zweier Strukturgene. Im
bakteriellen Zytoplasma gelingt die Produktion von Antikdrpern nur mit geringen Ausbeuten.
Das reduzierende Milieu verhindert die Disulfidbriickenausbildung und somit die korrekte
Faltung, was zur Aggregation fiihrt. Zudem fehlen die Voraussetzungen fiir notwendige
posttranslationale Modifikationen. Die Biosynthese funktioneller, monoklonaler Antikdrper
erfolgt deshalb in ecukaryotischen Zellen. Nur hier finden die richtige Verkniipfung der
Disulfidbriicken und die korrekte Glykosylierung statt. Die momentan einzige universelle
Methode zur Gewinnung von vollstindigen Antikorpern in ausreichenden Mengen beruht auf
der kostenintensiven Herstellung in chinese hamster ovary (CHO)-Zellen. Trotz der
Verbesserung und Optimierung von Produktionsmethoden erfolgt die Verwendung von
Vollldngenantikdrpern momentan hauptsdchlich im therapeutischen Bereich, in dem die
Herstellung nur einen geringen Kostenanteil ausmacht (Kelley, 2009). Fiir die Anwendung im
industriellen GrofmaBstab, z. B. in der Affinititschromatographie, sind sie aufgrund der
kostenintensiven Herstellung und der ungeniigenden Stabilitdt gegeniiber den harschen
Bedingungen zur Séulenregeneration ungeeignet. Die Bivalenz der Antikdrper - in jedem
Molekiil befinden sich zwei identische Bindungsstellen - fiihrt unter Umsténden zu nachteiligen,

agonistischen Effekten durch Rezeptordimerisierungen und beschrinkt so wiederum die
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therapeutische Anwendung. Fiir bestimmte therapeutische Indikationen sind die F.-Teil-
vermittelten Effektorfunktionen, wie antikorperabhingige zellvermittelte Zytolyse (ADCC) und
komplementabhéngige Zytolyse (CDC), unerwiinscht. Die Molekiilgrée der Immunglobuline
verhindert eine effiziente Penetration dichten Gewebes, z. B. in einigen Tumoren (Chester und
Hawkins, 1995), und verringert so den therapeutischen Nutzen ebenfalls. Eine durch die
Wechselwirkungen mit F.-Rezeptoren und die langsame Eliminierung aus der Blutbahn
bedingte lange Serumhalbwertszeit kann aus therapeutischer Sicht vorteilhaft sein, ist beim
diagnostischen Einsatz aber unerwiinscht. Nicht zuletzt schrinkt die patentrechtliche Situation

die Entwicklung und Verwendung der Antikorper ein.

Einige der aufgefiihrten Nachteile lassen sich durch die Nutzung von Antikorperfragmenten,
wie Fy, oder single chain F, (scF,), anstelle der kompletten Molekiile vermeiden. Entsprechende
Methoden ermdglichen beispielsweise die kostengiinstige Produktion der Fragmente im
Periplasma von E. coli (Skerra und Pliickthun, 1988). Das teilweise oder génzliche Fehlen der
konstanten Doménen fithrt zum einen zu einer verringerten Molekiilgrole und somit einer
verbesserten Gewebepenetration sowie einer zumindest aus diagnostischer Sicht giinstigen,
verringerten  Serumhalbwertszeit. Zum  anderen  konnen  keine  unerwiinschten
Effektorfunktionen vermittelt werden. Die Abwesenheit der konstanten Doménen fiihrt jedoch
zu einer signifikanten Destabilisierung der Fragmente im Vergleich zu den kompletten

Antikdrpermolekiilen.

1.2  Kunstliche Bindeproteine

Aufgrund der Einschrinkungen der Antikérper und Antikorperfragmente, die hauptsichlich auf
ihrer komplizierten Struktur und ihren biophysikalischen Eigenschaften beruhen, wurde vor
etwa 20 Jahren begonnen, als Alternative kiinstliche Bindeproteine zu entwickeln. Beziiglich

Affinitit und Spezifitét gelten die Antikdrper als Vorbild.

Als strukturelle Grundlage dienen Geriistproteine (scaffolds), die sowohl immunglobulinartige
Faltung als auch eine vollig verschiedenartige Topologie besitzen kdnnen (Binz et al., 2005;
Hey et al, 2005; Gebauer und Skerra, 2009). Gemeinsam sind den dabei verwendeten
Gertlistproteinen eine einfache Architektur und eine hohe thermodynamische Stabilitdt. Sie
bestehen zumeist aus einer einzelnen Polypeptidkette und besitzen keine posttranslationalen
Modifikationen sowie keine intrinsischen Cysteine. Dies ermoglicht die zytoplasmatische
Herstellung in E. coli, welche im Gegensatz zur periplasmatischen Produktion hohere
Ausbeuten ermoglicht. Zudem sind keine aufwéndigen und kostenintensiven Prozesse wie die
Riickfaltung in vitro oder die Expression in eukaryotischen Zellen notwendig. Dadurch wird der
Einsatz bei Verfahren im industriellen GroBmafstab moglich. Die geringe GroBe der

Geriistproteine von meist unter 20 kDa bietet weitere Vorteile. Neben einer effizienten
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Gewebepenetration bei therapeutischen Anwendungen werden genetische Modifikation und
Fusionen erleichtert. So lassen sich Fusionskonstrukte erzeugen, die Effektorfunktionen analog
zu den Antikorpern vermitteln und z. B. gezielt das Immunsystem aktivieren. Die Verwendung
von Geriistproteinen humanen Ursprungs verringert die Wahrscheinlichkeit unerwiinschter
Immunogenitdt. Eine iibersichtliche Patentsituation vereinfacht die Entwicklung und

Anwendung neuer Produkte.

Verwendungsmoglichkeiten fiir kiinstliche Bindeproteine finden sich ebenso wie bei den
Antikdrpern unter anderem in Therapie, Diagnostik und Forschung. Im Jahr 2009 erfolgte in
den USA die erste Zulassung eines alternativen Bindeproteins fiir therapeutische Zwecke (Beck
et al., 2010). Ecallantid, ein Inhibitor der Serinprotease Plasma-Kallikrein, wird zur Behandlung
des hereditdren Angioddem eingesetzt. Isoliert wurde der Inhibitor mittels Phagen-display aus
Bibliotheken der ersten Kunitz-Doméne des humanen Lipoprotein-assoziierten
Koagulationsinhibitors (Ley et al., 1996; Lehmann, 2008). Durch iterativen Austausch von
Aminosédureresten in zwei oberflichenexponierten Schleifen wurde eine inhibitorische
Konstante K; von 44 pM erzielt. Drei Disulfidbriicken stabilisieren das 7 kDa grofe
Gerlistprotein bzw. dessen Varianten, machen jedoch die Herstellung in der Hefe Pichia
pastoris notwendig (Markland et al., 1996). Wihrend der klinischen Studien zeigten einige
Patienten eine Immunreaktion auf das Pridparat, wobei der grofite Teil nachweislich auf die
Erkennung von Pichia pastoris-Proteinen zuriickzufiihren war (Lehmann, 2008). Mehrere

weitere kiinstliche Bindeproteine befinden sich aktuell in klinischen Studien (Beck et al., 2010).

Als diagnostische Anwendung sind der Einsatz im ELISA, bei der Durchflusszytometrie oder
Immunohistochemie mdglich. Zum Beispiel werden Affibodies — Bindeproteine, die auf der Z-
Domine des Protein A aus Staphylococcus aureus basieren — mit einem C-terminalen Cystein
versehen (Ahlgren et al., 2009; Chernomordik et al., 2010). Uber dieses erfolgt die Kopplung
des Radionuklids *™Tc¢ oder eines Nah-Infrarot-Fluoreszenzfarbstoffs. Entsprechende
Konstrukte, die an den human epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (HER2) binden,
werden zur in vivo-Detektion von Tumoren evaluiert, in denen dieser Rezeptor iiberexprimiert
wird. Analog wurden auch designed ankyrin repeat proteins (DARPins) gegen HER2 zur
Tumordetektion getestet (Zahnd ef al., 2010). Dabei zeigte sich, dass aufgrund der geringen
MolekiilgroBe der kiinstlichen Bindeproteine im Vergleich zu monoklonalen Antikérpern und
single chain-F,s eine bessere Gewebepenetration und somit ein hoéherer Kontrast zum
umgebenden Gewebe erreicht wird. Eine weitere Moglichkeit der diagnostischen Verwendung
ist der ELISA-Finsatz nach Fusion mit Enzymen wie z. B. bei der Kopplung von beta-

Galaktosidase an Affibodies (Ronnmark et al., 2003).

Die hohe Stabilitit, kompakte Faltung und kosteneffiziente Herstellung vieler kiinstlicher

Bindeproteine ermdglichen ihren Einsatz in der Affinititschromatographie (Nord et al., 2000;
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Fiedler et al., 2006). Auch die hohe pH-Stabilitit und die Reversibilitit der Entfaltung
favorisieren die Verwendung kiinstlicher Bindeproteine gegeniiber der von Antikorpern. So sind
cleaning in place-Methoden mit extremen pH-Werten oder chemischen Denaturierungsmitteln
anwendbar. Die Einfilhrung einzelner, oberflichenexponierter Cysteine ermdglicht die

gerichtete, chemische Kopplung solcher Bindeproteine an eine Chromatographiematrix.

In der Forschung konnen kiinstliche Bindeproteine beispielsweise als Enzyminhibitoren
eingesetzt werden. Affibodies werden von der Firma Finnzymes als reversible DNA-
Polymeraseinhibitoren fiir /ot start-Polymerasereagenzien eingesetzt. Da die Stabilitét der
kiinstlichen Bindeproteine im Gegensatz zu Antikorpern nicht von Disulfidbriicken beeinflusst
wird, eignen sie sich auch zum Einsatz im reduzierenden Milieu des Zytosols. Als Inhibitoren
intrazellularer Signaltransduktionsproteine kdnnen sie so z. B. knockout-Phanotypen generieren.
Damit bieten sie eine alternative Methode zu RNA-Interferenz oder Gen-knockout. Ein Beispiel

ist die in vivo-Inhibierung intrazelluldrer Kinasen durch DARPins (Amstutz et al., 2005).

1.3  Erzeugungkitnstlicher Bindeproteine

Zur Generierung spezifischer Bindungseigenschaften ist die Verdnderung von
oberflichenexponierten Aminosédureresten der Geriistproteine notwendig. Dabei existieren
verschiedene Ansitze (Binz et al., 2005; Hey et al., 2005). Analog zu den Antikdrpern kdnnen
mehrere Schleifen, die auf einem unflexiblen Geriist exponiert sind, als Paratop dienen
(Abb. 2A). Ein Beispiel hierfir ist die humane Fibronectin III-Doméne, die eine
Immunglobulin-dhnliche Faltung aufweist (Koide et al, 1998). Zwei antiparallele beta-
Faltblétter werden durch drei exponierte Schleifen dhnlich den CDRs verbunden. Im Gegensatz
zu den Antikdrpern wird die Doméne jedoch nicht zusétzlich durch Disulfidbriicken stabilisiert.
Durch Substitutionen, Insertionen und Deletionen in den Schleifen werden neue
Bindungseigenschaften erzeugt. Ein nicht Immunglobulin-dhnliches scaffold stellt das Bilin-
bindende Protein aus der Lipocalin-Familie dar (Schlehuber und Skerra, 2002). Das Protein
weist eine beta-barrel-Struktur auf. Durch Austausche in vier Schleifen, welche die
Faltblattstrange verbinden, konnen Binder gegen Haptene und Proteine — sogenannte Anticaline

- erzeugt werden.

Eine weitere Moglichkeit ist die Nutzung einzelner Schleifen, die meist von variabler Linge
sind oder bereits iiber eine gewisse Affinitdt zur Zielstruktur verfiigen (Abb. 2B). Als Beispiel
kann hier die bereits erwéhnte, in Protease-Inhibitoren vorkommende Kunitz-Domaéne dienen,
auf deren Grundlage ein Wirkstoff zur Inhibierung der fibrinolytisch aktiven Protease Plasma-
Kallikrein entwickelt wurde (Ley et al, 1996). Durch Austausche in der Bindungsschleife
wurden Affinitit und Spezifitit hinsichtlich des Zielmolekiils optimiert. Souriau et al. (2005)
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fiigten Peptidschleifen mit zufilliger Aminosduresequenz in das Geriistprotein Min-23 ein,

welches ein Disulfidbriicken-stabilisiertes beta-Faltblatt-Motiv aufwelist.

Die Peptidschleifen, die in Antikérpern und kiinstlichen Bindeproteinen die
Bindungseigenschaften vermitteln, zeigen héufig strukturelle Verdnderungen durch die
Interaktion mit der Zielstruktur. Die Fixierung der mehr oder weniger flexiblen Schleifen
wihrend der Bindung fiihrt zu ungiinstigen entropischen Effekten. Eine hohere
Ausgangskomplementaritit der Geometrien von Paratop und Epitop sowie eine verringerte
intrinsische Flexibilitdt tragen zur Reduktion entropischer Verluste bei. Durch eine strukturelle
Vororganisierung der Bindungsstelle zeigen affinititsmaturierte Antikdrper verringerte
entropische Bindungsbeitrige (Sundberg und Mariuzza, 2002). Entsprechend werden bei
bestimmten Gerlistproteinen Substitutionen in rigiden Sekundérstrukturbereichen vorgenommen
(Abb. 2C). Der entropische Vorteil dieses Prinzips geht mit dem Risiko einer reduzierten
Variabilitdt beziiglich der erkennbaren Zielstrukturen einher. Ein Beispiel fiir diese Strategie
sind die Affibodies, bei denen durch 13 Substitutionen in zwei alpha-Helices der Z-Doméne des
Staphylococcus Protein A neue Bindungseigenschaften erzeugt werden (Nord et al., 1997). In
den DARPins erfolgen die Austausche in beta-furn- und alpha-Helix-Strukturen (Binz et al.,
2004). In humanem gammaB-Kristallin und Ubiquitin werden Aminosdurereste in beta-

Faltblattern zur Paratopgenerierung herangezogen (Ebersbach et al., 2007; Fiedler et al., 2004).

Abbildung 2: Strukturelle Basis von Kkiinstlichen Bindestellen auf alternativen
Geriistproteinen.

Die verschiedenen Konzepte zur Generierung eines kiinstlichen Paratops: (A) Imitation eines
Antikorperepitops durch Randomisierung mehrerer Peptidschleifen, wie bei der Fibronectin I1I-
Doméne, (B) Verwendung einer einzelnen Peptidschleifen auf einem rigiden Grundgertist, z. B.
bei dem Trypsin-Inhibitor EETI-II, oder (C) Austausch von oberflichenexponierten
Aminosdureresten in Sekundirstrukturelementen, wie im humanen gammaB-Kristallin,
ermoglichen im Zusammenspiel mit der Architektur des scaffolds die Ausbildung von
ausgedehnten Fliachen fiir die Interaktion mit Proteinen, von flexiblen Peptidschleifen fiir die
Penetration von Spalten, aber auch die Formung von Kavititen und Spalten fiir die Bindung
kleiner Molekiile (Hey et al., 2005). Die Abbildung wurde mit PyMOL erstellt (PDB-Codes
1fna, 1h9h und lamm).
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Auch bei den bereits erwdhnten Anticalinen, welche auf der Lipocalin-Familie basieren,
erfolgen Aminoséureaustausche, zusétzlich zu den Peptidschleifen, in den Faltblattstrangen der

beta-barrel-Struktur (Kim ef al., 2009).

Fiir die Herstellung kiinstlicher Bindeproteine werden hiufig kombinatorische Bibliotheken auf
der Grundlage des scaffolds erzeugt. Das geschieht auf DNA-Ebene durch zufillige Mutationen
in den Codons der gewiinschten Aminosduren. Je nach Mutationsstrategie wird die statistische
Verteilung der 20 Aminoséuren dabei gewichtet. Bei der NNK-Motiv-basierten Synthese sind
beispielsweise alle 32 Codons erlaubt, die mit Guanin oder Thymidin enden. So kommen hier
nur ein Stopp- und ein Cystein-Codon vor. Die trinukleotidbasierte Synthese ermdglicht das
gezielte Mischen von Codon-Verhéltnissen und somit das Weglassen unerwiinschter
Aminosduren (Virnekds et al., 1994). Werden alle 20 Aminosduren zugelassen, ergibt sich
beispielsweise im Fall von DARPins mit 14 randomisierten Positionen eine theoretische
BibliotheksgroBe von etwa 1,6x10'® Varianten. Bei der Auswahl der randomisierten
Aminosdurepositionen existieren ebenfalls diverse Strategien. Haufig werden als
Ausgangspunkt zur Paratoperzeugung Reste genutzt, die bereits in natiirlichen Interaktionen des
Gerlistproteins involviert sind. So sind die randomisierten Schleifen der Lipocalin-basierten
Anticaline urspriinglich in die Bindung von Haptenen involviert (Schlehuber und Skerra, 2002).
Auch in den DARPins sind die Austauschpositionen bekannte Ligandeninteraktionsstellen
natiirlicher ankyrin repeat-Proteine (Binz et al., 2004). Weniger verbreitet ist die Erzeugung
von de novo-Bindungsstellen, wie zum Beispiel im humanen gammaB-Kristallin (Ebersbach et

al., 2007). Das Augenlinsenprotein besitzt keine natiirlichen Bindungsstellen.

In den erzeugten Bibliotheken werden mit Hilfe von Selektions- bzw. screening-Verfahren
Varianten mit hoher Affinitdt und Spezifitidt gesucht. Verwendung finden hier unter anderem
das Ribosomen-display (Hanes und Pliickthun, 1997; Binz et al., 2004), das Phagen-display
(Smith, 1985; Ebersbach et al., 2007; Steiner et al., 2008), das mRNA-display (Roberts und
Szostak, 1997; Xu et al., 2002), das CIS-display (Odegrip et al., 2004) und das display auf
Hefe- oder Bakterienzellen (Boder und Wittrup, 1997; Francisco et al., 1993; Lipovsek et al.,
2007; Kronqvist et al., 2008). Entwickelt wurden einige dieser Methoden urspriinglich fiir die
Herstellung von Antikorperfragmenten und Antikdrpern unter Umgehung der Immunisierung

von Tieren.

Das Ribosomen-display bietet den Vorteil, dass es in vitro durchgefiihrt wird. Deshalb wird die
verwendbare BibliotheksgroBe nicht durch die Transformationseffizienz von lebenden Zellen,
z. B. E. coli mit 10°-10"° Transformanten/pg DNA, limitiert, sondern allein durch die Anzahl im
Ansatz verfiigbarer Ribosomen. Dies ermdglicht die Selektion mit Bibliotheken von bis zu 10"
Varianten (Amstutz et al., 2001). Die DNA-Bibliothek wird genetisch mit einer spacer-Sequenz

(Ankersequenz) fusioniert und dann in vitro transkribiert (Abb. 3). Bei der in vitro-Translation
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der mRNA fixiert die Ankersequenz das translatierte Protein am Ribosom und ermdoglicht
gleichzeitig das vollstindige Verlassen des ribosomalen Ausgangstunnels und damit die
Einnahme der nativen Struktur. Aufgrund der Abwesenheit von Stopp-Codons in der mRNA
erfolgt keine Dissoziation der terndren Komplexe aus mRNA, translatiertem Protein und
Ribosom. Zusitzlich werden diese durch eine hohe Mg**-Konzentration und, in geringerem
Malfe, eine niedrige Temperatur stabilisiert. Die terndren Komplexe werden dann direkt fiir die
Selektion an immobilisierbaren bzw. immobilisierten Liganden benutzt. Nicht oder schwach
bindende Komplexe werden durch Waschschritte entfernt, wiahrend hochaffine Varianten am
Zielmolekiil hdngen bleiben. Die mRNA der selektierten Komplexe wird in cDNA
umgeschrieben und amplifiziert. Das Verfahren wird sowohl fiir die Selektion neuer
Bindemolekiile als auch fiir die Affinitdtsmaturierung angewendet (Zahnd et al., 2007). Die
Selektion beziiglich anderer Eigenschaften als der Bindung, wie z. B. der Stabilitdt ist moglich
(Matsuura und Pliickthun, 2003), wird jedoch durch die Destabilisierung der terndren Komplexe
unter ungiinstigen Bedingungen, z. B. einem extremen pH-Wert, und die nicht kovalente

Kopplung von Genotyp und Phénotyp limitiert.

in vitro-Transkription

_— 5 o —~3
DNA mRNA
reverse Transkription in vitro-Translation
und PCR
) . 5 3 ternarer Komplex
Y3 aus mRNA, Ribosom
und nativem Protein
Isolierung der mRNA Selektion mit Zielmolekiil
o

e o
1111 ;'1;81 1

Dissoziation der  immobilisiertes
terniren Komplexe  Zielmolekll

Abbildung 3: Prinzip des Ribosomen-display. (Modifiziert nach Hanes ez al., 2000)
Zunidchst wird eine Bibliothek der Bindemolekiile in vitro transkribiert und translatiert.
Aufgrund der Abwesenheit von Stop-Codons in der mRNA bleiben mRNA und natives Protein
iiber das Ribosom verbunden. Diese terndren Komplexe werden in der Selektion gegen die
Zielstruktur verwendet. Nicht bindende Molekiile werden durch Waschschritte entfernt. Darauf
folgend wird die mRNA der noch gebundenen Komplexe eluiert und gereinigt. Durch reverse
Transkription und anschlieBende Amplifikation der cDNA koénnen Mutationen eingefiihrt
werden und es wird eine mit bindenden Molekiilen angereicherte DNA-Bibliothek erhalten, die
im nichsten display-Zyklus eingesetzt wird.
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1.4  Ubiquitin alsalternatives Ger tistprotein

In Bezug auf kiinstliche Bindeproteine mit geringer Immunogenitét sind humane Geriistproteine
von besonderem Interesse. So wird beispielsweise das humane scaffold Ubiquitin von der Firma
Scil Proteins GmbH (Halle) zur Herstellung kiinstlicher Bindeproteine, sogenannter Affiline,
verwendet. Ubiquitin ist 8,4 kDa schwer und kommt ubiquitir im Zytosol von eukaryotischen
Zellen vor. Bemerkenswert ist die Konservierung der Aminoséuresequenz. Bei einem Vergleich
von Ubiquitin aus Saccharomyces cerevisiae und dem Menschen, beide 76 Aminosduren lang,
finden sich nur drei Austausche. Auch die Funktion ist in allen Eukaryoten konserviert. Dies
vereinfacht die Testung von Ubiquitin-basierten Bindeproteinen in Tiermodellen. Uber den
Carboxy-Terminus, der mit einem Diglycin-Motiv versehen ist, erfolgt die Verkniipfung mit
Lysin-Seitenketten von Proteinen (Ubiquitinylierung), welche dadurch selektiv fiir den Abbau
markiert werden (Hershko und Ciechanover, 1998). Lysinreste im Ubiquitin ermdéglichen die
Bildung von Polyubiquitin-Ketten. Die Verkniipfung erfolgt ATP-abhingig iiber eine

Enzymkaskade und ist reversibel.

Ein fiinfstrdngiges, antiparalleles Faltblatt und eine dagegen gepackte alpha-Helix bilden das
Faltungsmotiv des Ubiquitins mit seinem sehr kompakten hydrophoben Kern (Vijay-Kumar et
al., 1987). Proteine mit einer &hnlichen Struktur werden zur Superfamilie der ,,Ubiquitin-
dhnlichen Proteine” zusammengefasst (Murzin et al., 1995). Dazu gehoren u.a. Elongin B,
Rad23, NEDDS, die SUMO-Familie und ISG15. Letzteres ist aus zwei Ubiquitin-artigen
Doménen aufgebaut. Einige der Ubiquitin-dhnlichen Proteine, wie NEDDS8, SUMO und ISG15
werden, ebenso wie Ubiquitin, iiber ein C-terminales Diglycin-Motiv an Lysinreste konjugiert
(Yeh et al., 2000; Melchior, 2000). In Funktion und Ziel der jeweiligen Modifikationen
unterscheiden sich alle Proteine voneinander. Die Enzymkaskaden, welche fiir die Konjugation
verantwortlich sind, dhneln denen fiir die Ubiquitinylierung, sind aber nicht identisch. So
existieren fiir jedes der Proteine spezifische El1-, E2-, und E3-Ligasen. Isopeptidasen

katalysieren, wie beim Ubiquitin, die Abspaltung vom Substrat.

Neben der intrazelluldren Bedeutung besitzt Ubiquitin auch weniger gut untersuchte
extrazelluldre Funktionen. Durch Bindung an den Chemokin-Rezeptor CXCR4 moduliert es

beispielsweise die angeborene und die adaptive Immunantwort (Majetschak, 2011).

Trotz der Vielzahl von Interaktionspartnern beschrinkt sich die Bindung von natiirlichen
Liganden hauptsédchlich auf drei Flichen im Ubiquitin (Hurley et al., 2006) (Abb. 4). Die
bekannteste Erkennungsstelle bildet der hydrophobe Bereich von 144 und H68. Dort binden vor
allem helixartige Ubiquitin-Erkennungsmotive, die z. B. in den Enzymen der

Ubiquitinylierungskaskade zu finden sind. Angrenzend an diese Reste werden auch L8 und 136
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Abbildung 4: Natiirliche Interaktionsstellen im Ubiquitin.

Die Interaktionen mit natiirlichen Bindungspartnern konzentrieren sich im Ubiquitin auf drei
Regionen: um [44 (griin), um D58 (rot) und am C-Terminus (blau). Die Abbildung wurde mit
PyMOL erstellt (PDB-Code 1ubi).

von einigen Liganden in die Bindung einbezogen. Eine weitere, autarke Interaktionsfldche
befindet sich um D58 (Lee et al., 2006). Der hauptsdchlich polare Bereich interagiert mit der
A20 Zinkfinger-Doméne. Ein drittes Epitop stellt der C-Terminus des Ubiquitins dar. Unter

Einbeziehung der Reste um [36 bindet dort ebenfalls eine Zinkfinger-Doméne.

Eine gute Voraussetzung fiir die Nutzung von Ubiquitin als Grundlage fiir die Generierung
kiinstlicher Bindeproteine sind seine proteinchemischen Eigenschaften. Neben einer hohen
Resistenz gegeniiber extremen pH-Werten und denaturierenden Reagenzien ist dies auch seine
groB3e thermische Stabilitdt (Vijay-Kumar er al., 1987; Makhatadze et al., 1998). So liegt die
Entfaltungstemperatur unter physiologischen Pufferbedingungen bei iiber 100 °C. Um die
spektroskopischen Eigenschaften des Ubiquitins zu verbessern, wird von der Scil Proteins
GmbH (Halle) als scaffold eine Ubiquitin-Variante verwendet, in welcher das Phenylalanin an
Position 45 durch ein Tryptophan substituiert ist (Khorasanizadeh et al., 1993; Fiedler et al.,
2004). Dies ermoglicht eine bessere Analyse durch Routine-Methoden, wie die Bestimmung der
Proteinkonzentration durch UV/Vis-Absorptionsspektroskopie oder Faltungsstudien mittels

Fluoreszenzspektroskopie. Die Variante sollte auch in dieser Arbeit verwendet werden.

Die Erzeugung von Affilinen bei der Scil Proteins GmbH (Halle) basiert auf der Generierung
neuer Bindeeigenschaften im Ubiquitin. Dabei wurden zur Konstruktion der de novo-
Bindestelle oberflichenexponierte Aminoséurereste im beta-Faltblatt sowie angrenzenden
Bereichen randomisiert, um moglichst grole Wechselwirkungen mit dem Bindungspartner zu
erreichen. Der hydrophobe Kern wurde intakt belassen. Es wurden im aminoterminalen beta-
Faltblattstrang die Positionen 2, 4 und 6, in einer Schleife die Positionen 62 und 63 und am

Beginn des C-terminalen beta-Faltblattstranges die Positionen 64, 65 und 66 ausgetauscht

11



1 Einleitung

(Abb. 5A). In silico-Untersuchungen zeigten keinen signifikanten Einfluss von Substitutionen
an diesen Positionen auf die strukturelle Integritdt des Gesamtproteins (Wiederstein und Sippl,
2005, interner Forschungsbericht Scil Proteins, 2002). Diese Ergebnisse konnten in praktischen
Experimenten bestétigt werden. So wurden aus Bibliotheken, die durch zufillige Substitutionen
an den acht aufgefiihrten Positionen generiert wurden, stabile Ubiquitin-Varianten isoliert, die
spezifisch an Zielmolekiile wie Wachstumsfaktoren und Zytokine binden (Fiedler et al., 2004).
Die Erkennung der Ubiquitin-Varianten aus den generierten Bibliotheken durch anti-Ubiquitin-
Antiseren zeigt die Konservierung der Tertidrstruktur. Dennoch zeigten sich in der naiven

Bibliothek zahlreiche Varianten, die in E. coli nicht 16slich produziert werden konnten.

Durch gentechnische Einfiihrung von Cysteinen in das eigentlich cysteinfreie Ubiquitin bietet
sich die Moglichkeit fiir gezielte Modifikationen, z. B. die Dimerisierung durch Bismaleimide
(Goldberg et al., 1991). Als Ergebnis der chemischen Dimerisierung wurde die Generierung von
Avidititseffekten, also einer erhohten Bindungsstéirke, gezeigt (personliche Mitteilung Arnd
Steuernagel, 2010). Mittlerweile wird das Konzept mehrerer Ubiquitindoméinen in einem
Bindemolekiil von der Scil Proteins GmbH (Halle) bereits im Rahmen der
Bibliothekskonstruktion angewandt. Dabei erfolgt die genetische Fusion zweier Ubiquitin-
Bibliotheken mit insgesamt 14 Randomisierungspositionen iiber ein kurzes Peptid. Das
resultierende Bibliotheksformat erlaubt die Selektion von Varianten mit hoherer Affinitit im

Vergleich zur Monomerbibliothek.

Um die Ubiquitin-basierten Affilin-Bibliotheken weiterzuentwickeln, wurden und werden
alternative Bibliothekskonfigurationen getestet. So erfolgte beispielsweise die Evaluierung der
alpha-Helix des Ubiquitins (Abb. 5B) in Bezug auf die Eignung als Paratop (Schraeml und
Fiedler, 2008).

1.5  Tumornekrosefaktor (TNF)-alpha als pharmako-
logisch relevante Zielstruktur

Um die Evaluierung von Bibliotheken eines Gerlistproteins zu ermdglichen, werden
iiblicherweise Modellproteine als Zielstrukturen eingesetzt, die eine schnelle Charakterisierung
von selektierten Varianten mittels etablierter Methoden zulassen. Das Zytokin
Tumornekrosefaktor (TNF)-alpha ist infolge seiner pharmakologischen Relevanz ein vielfach
verwendetes Zielmolekiil bei der Entwicklung neuer therapeutischer Wirkstoffe auf Basis
monoklonaler Antikorper und auch kiinstlicher Bindeproteine. Urspriinglich wurde dieses
Protein identifiziert, da es in vitro zum Absterben bestimmter Tumorzellenlinien fiihrt (Carswell

et al., 1975). Die Entdeckung, dass TNF-alpha und Cachectin, welches Endotoxin-augeldstes
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Abbildung 5: Bestehende Bibliothekskonfigurationen zur Erzeugung Kkiinstlicher
Bindeproteine auf Grundlage des Ubiquitins.

Die Paratope vorangehender Bibliotheken im beta-Faltblattbereich (A) und im alpha-
Helixbereich (B) des Ubiquitins liegen auBlerhalb der natiirlichen Erkennungsstellen (vgl.
Abb. 4) und sind somit de novo-Bindestellen. Zur besseren Veranschaulichung wurde das
Molekiil mit der Helix-seitigen Bindungsstelle (B) um 180° gedreht. Die Abbildung wurde mit
PyMOL erstellt (PDB-Code 1ubi).

Fieber, Schock und Kachexie vermittelt, das gleiche Molekiil sind, gelang durch die Klonierung
und rekombinante Expression des humanen TNF-alpha-Gens etwa zehn Jahre spéter
(Marmenout et al., 1985; Pennica et al., 1984; Shirai et al., 1985; Beutler und Cerami, 1986).
TNF-alpha wird im menschlichen Ko&rper von verschiedenen Zelltypen als integrales
Transmembranprotein mit einer Molekularmasse von 26 kDa hergestellt. Es bildet dabei nicht
kovalent verkniipfte Homotrimere. Mittels signalgesteuerter Proteolyse durch die
membranstidndige Metalloprotease TNF-alpha converting enzyme (TACE) kann ein l9sliches
Homotrimer abgespalten werden (Black et al, 1997), welches aus Monomeren von 17 kDa
besteht (Abb. 6). Jede Untereinheit enthélt eine Disulfidbriicke, deren Ausbildung fiir eine volle
biologische Aktivitdt notwendig ist. Der Austausch der Cysteine gegen Alanine oder eine
Salzbriicke fiihrt zur Verringerung der Aktivitdt, jedoch nicht zu signifikanten
konformationellen Unterschieden (Arakawa et al., 1990; Narachi et al., 1987). Strukturell
bestehen die Protomere des 16slichen Trimers hauptséchlich aus zwei antiparallelen Faltblittern
mit einer jelly roll-Topologie (Eck und Sprang, 1989). Die Assoziation zu einem
glockenformigen Komplex mit einer Dreifach-Symmetrie erfolgt durch hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten. Die furchenartige Rezeptorbindestelle wird
von jeweils zwei Untereinheiten gebildet (Van Ostade et al., 1994). Aus diesem Grund wird die
Dissoziation des Trimers in Monomere als Moglichkeit zur Inaktivierung in vivo diskutiert

(Corti et al., 1992a; Smith und Baglioni, 1987). Die beobachteten Dissoziationskonstanten der
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Abbildung 6: Aufbau der loslichen Form des Tumornekrose-Faktor (TNF)-alpha.

Die 16sliche Form des TNF-alpha wird proteolytisch aus einer membrangebundenen Pro-Form
freigesetzt. Die drei identischen Untereinheiten sind nicht kovalent verbunden. Durch die
Dreifachsymmetrie befinden sich im Molekiil drei furchenartige Rezeptorbindestellen (blau),
die von jeweils zwei Untereinheiten gleichzeitig gebildet werden. Die Abbildung wurde mit
PyMOL erstellt (PDB-Code 1tnf).

Trimere und der entsprechenden Komplexe mit den Rezeptoren (Grell et al., 1998) sind aber
jeweils in dhnlich niedrigen picomolaren Bereichen zu finden. Die beobachtete Halbwertszeit
der Trimerdissoziation variiert von 4 bis 20 h und ist stark von den Pufferbedingungen abhingig
(Alzani et al., 1995; Poiesi et al., 1993). Detergenzien und DMSO koénnen den Trimerzerfall
betrachtlich beschleunigen (He ef al., 2005), wobei eine Reassoziation der relativ instabilen
Monomere moglich ist (Corti et al., 1992a). Dem Dissoziationsschritt geht vermutlich eine
konformationelle Umlagerung voraus (Alzani et al., 1995). Sowohl die 16sliche als auch die
membranstindige Form sind in der Lage, durch Bindung an die beiden TNF-Rezeptoren 1 und 2
(TNFR-1 und TNFR-2) ein komplexes Signaltransduktionsnetzwerk zu aktivieren (Idriss und
Naismith, 2000; Faustman und Davis, 2010).

Dies fithrt zu einer zentralen Rolle des Proteins in Prozessen der Apoptose,
Entziindungsvermittlung und Immunitit. Sein Potential als Antitumorwirkstoff wird
mittlerweile zur Tumortherapie genutzt (Lejeune et al., 2006). Neuere Daten zeigen jedoch,
dass TNF-alpha auch zum Fortschreiten einer Tumorerkrankung beitragen kann (Balkwill,
2006). Inzwischen stellt es insbesondere ein etabliertes pharmakologisches Zielmolekiil fiir die
Behandlung von Entziindungskrankheiten, wie z.B. Rheumatoider Arthritis oder Psoriasis, dar
(Naguwa, 2005; Rutgeerts et al., 2009; Ghezzi und Cerami, 2005). Der erste fiir diese
Indikationen zugelassene, biotechnologisch produzierte TNF-Inhibitor war Etanercept im Jahr
1998. Dieses ist eine Fusion von zwei extrazelluldren Teilen des TNFR-2 mit dem F.-Teil des
humanen IgG-Molekiils. Im Jahr 2008 fiihrte das Fusionsprotein die Liste der

biotechnologischen Pharmazeutika mit Erlésen von 6,2 Milliarden US-Dollar an und zeigte
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somit das pharmakologische Potential von TNF-alpha. Etanercept blockiert die
Rezeptorbindestelle des TNF-alpha und verhindert dadurch die Signaltransduktion. Ahnlich
fungieren die beiden pharmazeutisch zugelassenen, monoklonalen Antikdrper Infliximab und
Adalimumab. Mittlerweile wurden auch kiinstliche Bindeproteine auf Grundlage diverser
Geriistproteine gegen TNF-alpha erzeugt. Durch Selektion mittels Phagen-display wurden ein
Affibody (Jonsson et al., 2009) sowie ein Tetranectin (Byla ef al., 2010) erhalten, die beide
inhibitorische Aktivitdt aufweisen. Weiterhin wurden TNF-alpha bindende DARPins (Steiner et
al., 2008) und Bindeproteine basierend auf der zehnten Fibronectin III-Doméne (Xu et al.,
2002) isoliert. Entsprechend der hohen Affinitdt der Rezeptoren zum TNF-alpha ben&tigen
TNF-Inhibitoren fiir eine biologische Aktivitidt enorm hohe Affinititen. Typischerweise werden
subnanomolare Dissoziationskonstanten beobachtet (Byla et al., 2010; Kaymakcalan et al.,
2009). Die trimere Struktur des TNF-alpha fiithrt zu einer gewissen Heterogenitit beziiglich des
Bindungsverhaltens der Inhibitoren, insbesondere im Hinblick auf die Oligomer/Monomer-
Spezifitit. Etanercept erkennt aufgrund seiner Bindestelle, welche simultan zwei TNF-
Untereinheiten bendtigt, nur das intakte Homotrimer. Hingegen binden die inhibitorischen,
monoklonalen Antikorper auch die monomere Form, da sie zur Interaktion nur eine Untereinheit
benotigen (Jespers et al., 1994; Kaymakcalan et al., 2009; Kohno et al., 2006). Neben den
Bindungsstellen, die von TNF-Inhibitoren erkannt werden, existieren an der Proteinoberfldche
auch noch weitere Epitope, die von Antikdrpern erkannt werden (Corti et al., 1992b). An den
Kontaktflichen der Monomere existieren zusitzlich kryptische Epitope, die fiir Antikdrper z. B.
nur nach Behandlung von TNF-alpha mit Detergenzien zugénglich sind. Dort bindet auch ein
kleines Effektormolekiil, das ebenfalls inhibitorische Aktivitit zeigt (He et al., 2005). Dessen
Mechanismus beruht hier auf der Begiinstigung der Dissoziation des TNF-alpha-Trimers. Neben
der Erforschung von Wirkung und Komplikationen bekannter TNF-Inhibitoren zu deren
Verbesserung wird weiterhin nach neuen TNF-Inhibitoren gesucht (Chan ez al., 2010; Jonsson

et al., 2009).

Fiir die Suche nach neuen TNF-alpha-Bindern und deren initiale Charakterisierung wird haufig
die 16sliche Form des Zytokins eingesetzt. Diese lédsst sich gut durch rekombinante Herstellung,
z.B. in E. coli oder in Pichia pastoris, gewinnen (Curnis und Corti, 2004; Sreekrishna et al.,
1989). Um umfangreiche Modifikationen an N- oder C-Terminus des Proteins mit negativen
Auswirkungen auf die biologische Aktivitit (Fonda et al., 2002) zu vermeiden, wurden diverse
Strategien entwickelt, um das Protein ohne Affinitdtsanhdnge zu reinigen (Paquet et al., 1994).
Bei der Produktion als anhangsfreies Protein wird das fiir die Expression obligate
Startmethionin vor dem nativen humanen N-Terminus Val77 jedoch nicht vollstindig
abgespalten und es entsteht ein inhomogenes Produkt (Curnis und Corti, 2004; He et al., 2005).
In dieser Arbeit sollte deshalb homogenes, anhangsfreies TNF-alpha fiir die Selektion mit der
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konstruierten Ubiquitin-Bibliothek und der anschlieBenden Charakterisierung durch Spaltung

eines Fusionsproteins hergestellt werden.

1.6  Zielstellung der Arbeit

Bei der Herstellung kiinstlicher Bindeproteine existieren mehrere Strategien fiir die Auswahl
von Aminosdurepositionen zur Generierung eines Paratops. Ziel dabei ist es, unter Erhalt der
nativen Struktur und mit nur geringen Stabilitdtsverlusten eine moglichst groBe, potentielle
Bindefliche zu schaffen. Steht eine entsprechende Anzahl an &hnlichen Proteinen zur
Verfiigung, so konnen durch Sequenzvergleiche variable Bereiche im Geriistprotein von
konstanten Resten unterschieden werden. Dieses Prinzip des Konsensus-Designs wurde
beispielsweise bei der Entwicklung der DARPins und der Avimere verwendet (Binz et al.,
2004; Silverman et al., 2005). Stehen weniger Informationen zur Verfiigung, kann alternativ
eine natiirliche Bindestelle als Startpunkt fiir eine Bindestelle mit den gewiinschten
Eigenschaften dienen. Als weitere Mdglichkeit kdnnen, wie z. B. wéhrend der Entwicklung
vorangehender Ubiquitin-Bibliotheken, de novo-Bindestellen aufgrund von
Stabilititsberechnungen, visuellen Inspektionen oder durch iterative Austausche erzeugt werden
(Fiedler et al., 2004; Schraeml und Fiedler, 2008). Aus solchen Bibliotheken konnten
tatsdchlich spezifische Bindemolekiile isoliert werden. Um mit zukiinftigen Ubiquitin-
Bibliotheken hohere Affinitdten bei gleichzeitig verbesserter Stabilitit der Varianten zu
erzielen, sollte in dieser Arbeit alternativ ein Paratop, ausgehend von Aminosiureresten um 144,
die in Interaktionen mit dem Ubiquitin-interagierenden Motiv involviert sind, evaluiert werden
(Abb. 7). Die erwahnte in silico-Studie zeigte fiir den Austausch der meisten dieser Reste keine
signifikanten Destabilisierungseffekte. In den bisherigen Bibliotheken wurde die
Umprogrammierung dieser natiirlichen Bindestelle nicht in Betracht gezogen. Es sollte eine
entsprechende naive Ubiquitin-Bibliothek mit sechs Randomisierungspositionen konstruiert und
beziiglich der Sequenzqualitdt und Herstellbarkeit der Varianten untersucht werden. Aus der
Bibliothek sollten mittels Ribosomen-display und anschlieBendem ELISA spezifisch an TNF-
alpha bindende Varianten isoliert werden. Fiir die Selektion und die anschliefende
Charakterisierung der bindenden Ubiquitin-Varianten sollte anhangsfreies TNF-alpha mit Hilfe
des SUMO-Fusionssystems hergestellt werden. Da TNF-alpha ein pharmakologisch relevantes
Zielmolekiil darstellt, wurde in Arbeiten anderer bereits eine Vielzahl von Antikérpern und
kiinstlichen Bindeproteinen dagegen isoliert und charakterisiert. Die Nutzung dort etablierter
Methoden sollte die Untersuchung der gereinigten Ubiquitin-Variante erleichtern und den
Vergleich mit anderen TNF-alpha-Bindern ermdglichen. Neben Affinitit und Spezifitit sollten
thermodynamische Parameter der Interaktion, wie Enthalpie und Entropie sowie die
Stochiometrie bestimmt werden. Es sollte weiterhin Aufschluss iiber die Auswirkungen der

Aminosdureaustausche in der zu charakterisierenden Variante auf die Stabilitit und Faltung des
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Geriistproteins erhalten werden. Dazu sollte die proteinchemische Analyse der Ubiquitin-
Variante, hinsichtlich thermischer Stabilitdt, Sekundidr- und Tertidrstruktur, erfolgen. Um
Hinweise fiir die Gestaltung zukiinftiger Bibliotheken zu gewinnen, sollte der Einfluss

ausgewihlter Reste sowohl auf die Bindung des Zielmolekiils, als auch auf die

proteinchemischen Parameter im Vergleich zum Geriistprotein untersucht werden.

Abbildung 7: Vergleich des neuen Paratops mit der natiirlichen Erkennungsstelle des
Ubiquitins um 144.

Das in dieser Arbeit verwendete Bibliotheksparatop (A, rot) liegt im Bereich einer natiirlichen
Interaktionsstelle im Ubiquitin um 144 (B, griin). Die Abbildung wurde mit PyMOL erstellt
(PDB-Code 1ubi).
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien mindestens mit dem Reinheitsgrad

p. A. von den folgenden Anbietern bezogen (Tab. 1).

Tabelle 1: Liste der verwendeten Chemikalien.

Chemikalie Bezugsquelle

Adenosintriphosphat (ATP) Fermentas (St. Leon-Rot)

Agarose GTQ Carl Roth (Karlsruhe)

Agarose NuSieve GTG Cambrex Bio Science Rockland (Rockland,
ME, USA)

Ammoniumchlorid Applichem (Darmstadt)

"N-Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Ampicillin (Natriumsalz) Carl Roth (Karlsruhe)

Bacto Agar

Bacto Soytone

Bacto Yeast Extract

BlockerBSA in TBS

Borsédure

Bromphenolblau

BugBuster Protein Extraction Reagent
Calciumchlorid-Dihydrat
Carbenicillin

Cobalt(II)-chlorid

Coomassie R250

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

EDTA (fiir die Molekularbiologie)
Eisen(Ill)-chlorid-Hexahydrat
Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid (1 %)

6-(Fluorescein-5-carboxamido)-hexansaure-

succinimidylester
Formaldehyd (37 %)
D(+)-Glucose

Glutathion, oxidiert (GSSG)
Glycerin

Harnstoff

Becton Dickinson (Heidelberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Pierce Biotechnology (Rockford, IL, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

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

Carl Roth (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)

Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)
Carl Roth (Karlsruhe)
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Heparin

Imidazol

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kanamycin-Sulfat
Kupfer(Il)-chlorid-Dihydrat
Alpha-Lactose-Monohydrat
Magnesiumacetat (fiir die Molekularbiologie)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Mangan(II)-chlorid-Tetrahydrat
2-Mercaptoethanol
Morpholinethansulfonsdure (MES)
Methanol

Methotrexat-Agarose
Natriumcarbonat

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

Natriumsulfat
Natriumthiosulfat-Pentahydrat
NHS-Fluorescein
Nickel(II)-chlorid-Hexahydrat
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
rRNA, 16S und 23S, E. coli
Salzsdure (37 %)

Schwefelsdure (96 %)

Silbernitrat

Sulfo-NHS-LC-Biotin
Tetracyclin-Hydrochlorid

TMB One (Peroxidase-Substrat)
TMB Plus (Peroxidase-Substrat)
Tris (fiir die Molekularbiologie)
tRNA, E. coli

Tween-20

Wasser, HPLC-grade

Wasser, Nuklease-frei
Zinksulfat-Heptahydrat

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Applichem (Darmstadt)

Applichem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Applichem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

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

Applichem (Darmstadt)

Applichem (Darmstadt)

Applichem (Darmstadt)

Applichem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

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

Applichem (Darmstadt)

Applichem (Darmstadt)

Applichem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Applichem (Darmstadt)

Applichem (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Applichem (Darmstadt)

Pierce Biotechnology (Rockford, IL, USA)
Applichem (Darmstadt)

Applichem (Darmstadt)

Roche Applied Science (Mannheim)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Applichem (Darmstadt)

Pierce Biotechnology (Rockford, IL, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

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

Roche Applied Science (Mannheim)
Applichem (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Applichem (Darmstadt)
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2.2  Oligodesoxynukleotide

Oligodesoxynukleotide (Primer, Tab. 2) wurden von den Firmen metabion (Martinsried) oder

Thermo Fisher Scientific (Ulm) bezogen.

Tabelle 2: Verwendete Oligonuklectide.

Primer Sequenz (5' nach 3")

DIUBIF1 GCGAGATATACATATGCAGATCTTCGTGNNKACCNNKACTGGTAAAACCATTA
CTCTGGAAGTGGAACCG

DIUBIF2 GCCAAAATCCAGGATAAAGAGGGCATTCCGCCGGATCAGCAGNNKCTGNNKT
GGGCAGGTAAACAGCTGGAGGACGG

DIUBIF3 GCGATTATAACATCCAGAAAGAAAGCACGCTGNNKCTGNNKCTGCGCCTGCE
GGGTGGCAGC

DIUBIHelpC CCAGAGCCAGCGAATTCACTACCCCCTTTGTCGTCG

DIUBIHelpN GAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCAGATCTTCGT
G

DIUBIR1 GCGAATTCACTACCCCCTTTGTCGTCGTCGTCTTTGTAGTCGCTGCCACCCC
GCAGGCGC

DIUBIR3 GCTTTCTTTCTGGATGTTATAATCGCTCAGGGTACGACCGTCCTCCAGCTGT
TTACC

DIUBIR4 CCCTCTTTATCCTGGATTTTGGCTTTCACGTTTTCGATGGTATCAGACGGTT

DIUBITNF _insertDY
DIUBIXhorev
F1

F1A
forwMunRD
RT27
spacer119
SPDXholFlag3

CCACTTCCAGAGTAATGG
GCGATTATAACATCCAGAAAGAAAGCACGCTG

CCAGAGCTAGACTCGAGACTACCCCCTTTGTCGTCG

GGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGG
AGATATACATATG

CATACGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCC

GTGGCGGCGGAGGTAGTCAATTGGCTGGCTCTGGAGCTGGTGC

GGACACGGACCGAACTCGGTTGCGAGG

GGACACGGACCGAACTCGGTTGCGAGGTCGGAACAGCTGCCGGAGAAGCACC

CCAGAGCTAGACTCGAGGCCACCCCGCAGGCGCAG

2.3 Plasmide

Fiir die Klonierung und Expression fanden die in Tab. 3 aufgefiihrten Plasmide Verwendung.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Plasmide.

Plasmid Beschreibung Bezugsquelle

pET-SUMOadapt  Expressionsplasmid auf pET-SUMO-Basis zur Eva Bosse-Doenecke,
nahtlosen Klonierung des Zielgens, Kanamycin- M.-Luther-Universitit
Resistenz Halle-Wittenberg

pET-SUMO-TNF  Expressionsplasmid fiir SUMO-Fusion des diese Arbeit
humanen TNF-alpha
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pET-20b-2xStop ~ modifizierter pET-20b(+) mit zusdtzlichem Stop- Scil Proteins GmbH,
Codon zur Erhéhung der Terminationsstringenz; Halle
Expressionsvektor ~ fiir ~ Ubiquitin-Varianten,
Ampicillin-Resistenz

pET-20b-2xStop-  pET-20b-2xStop mit Gen fiir Ubiquitin F45W Scil Proteins GmbH,

WUBI Halle
pET-41b(+) alternativer Expressionsvektor fiir Ubiquitin- Novagen, Darmstadt
Varianten, Kanamycin-Resistenz
pIVEX2.3RD enthélt Ribosomen-disp/ay-Anker-Sequenz Scil Proteins GmbH,
Halle
pLS-TNFalpha Vektor mit synthetischem TNF-alpha-Gen TopGeneTech,

Montreal, CDN

24  Mikroorganismen

Fiir die Plasmidvermehrung und die rekombinante Proteinherstellung wurden die in Tab. 4

aufgefiihrten Bakterienstimme verwendet.

Tabelle4: Ubersicht der verwendeten E. coli-Stdmme.

E. coli-Stamm Genotyp Referenz

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl Bullock et al. (1987)
lac F’[proAB lacl"ZAM15 ::Tnl0]

DHS5alpha 080/acZAM1S5 recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 Invitrogen
(ri mg') supE44 relAl deoR phoA A(lacZYA-
argF)U169

NovaBlue(DE3) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 (rg;; mk;,') Novagen
supE44  reldl lac F’[proA™B" lacl"ZAM15
=:Tnl0] MDE3)

BL21(DE3) F ompT hsdSg (rg mg) gal dem MDE3) Studier und Moffatt
(1986)

2.5 Nahrmedien und Antibiotika

Fiir die Anzucht und Kultivierung von Mikroorganismen wurden die folgenden Medien (Tab. 5)

verwendet.

Tabelle 5: Zusammensetzung der Nahr medien.

Medium/Losung Komponenten

LB-Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl

LB-Agar LB-Medium mit zusitzlich 15 g/l Agar

SOC-Medium 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KClI,
1 % Mg**-Stammlésung (1 M MgSO,, 1 M MgCl,),
20 mM Glucose

2x TBY-Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 5 g/l MgSO,
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1x ZY-Losung 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt

50x M-Losung 1,25 M Na,HPO,, 1,25 M KH,PO,, 2,5 M NH,CI,
0,25 M NaZSO4

50x 5052-Losung 25 % Glycerin, 25 g/l Glucose, 100 g/l alpha-Lactose-
Monohydrat

50% 505-Losung 25 % Glycerin, 25 g/l Glucose

1000x Spurenelemente- 60 mM HCI, 50 mM FeCl;, 20 mM CaCl,, 10 mM MnCl,,

Loésung 10 mM ZnSOy, 2 mM CoCl,, 2 mM CuCl,, 2 mM NiCl,,

2 mM Na,MoO,, 2 mM Na,SeO3, 2 mM H;BO;
ZYM-5052-Autoinduktions- 1x ZY-Ldsung, 1x M-Losung, 1x 5052-Ldsung,

Medium 2 mM MgSQ,, 0,5% Spurenelemente-Losung

2x N-Losung 0,1 M Na,HPO,, 0,1 M KH,POy, 0,1 M NH,CI1*,
10 mM N212804

N-505-Medium 1x N-Losung, 1x 505-Losung, 2 mM MgSQ,,
0,5x Spurenelemente-Losung

N-5052-Autoinduktions- 1x N-Losung, 1x 5052-Losung, 2 mM MgSOy,,

Medium 0,5x Spurenelemente-Losung

*Fiir die Markierung von Proben fiir die NMR-Spektroskopie wurde '’N-isotopenmarkiertes
Ammoniumchlorid eingesetzt.

Alle Medien wurden 20 min bei 121 °C autoklaviert oder die Komponenten sterilfiltriert. Nach
Erkalten auf Raumtemperatur wurden bei Bedarf die entsprechenden Antibiotika zugesetzt

(Tab. 6).

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten K onzentrationen der eingesetzten Antibiotika.

Konzentration in der Stammlosung  Endkonzentration im Medium

Antibiotikum

(mg/ml) (ng/ml)
Ampicillin 100 (in ddH,0) 100
Carbenicillin 100 (in 50 % Ethanol) 100
Kanamycin 50 (in ddH,0) 50 (100)*
Tetracyclin 12,5 (in Ethanol) 12,5

*Bei Verwendung in Autoinduktionsmedien wurde die Kanamycinkonzentration verdoppelt.

2.6  Puffer und L 6sungen

Alle Puffer und Losungen wurden mit sterilfiltriertem Wasser hergestellt. Der pH-Wert wurde
nach Bedarf mit Essigsdure, HCI, NaOH oder KOH -ecingestellt. Die Puffer fiir die

Chromatographie wurden sterilfiltriert, entgast und bei Raumtemperatur gelagert.

Fiir die Chromatographie:

NPI-20 20 mM NaH,PO,, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazol pH 8,0
NPI-40 20 mM NaH,PO,, 150 mM NacCl, 40 mM Imidazol pH 8,0
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NPI-500

20 mM NaH,PQO,4, 150 mM NacCl, 500 mM Imidazol pH 8,0

1x PBS, 1 mM EDTA pH 7,4

Fiir das Ribosomen-display:

WB (Waschpuffer ohne Detergens)
WBT (Waschpuffer mit Detergens)
BWB (Blockierungspuffer)

SB (Stopppuffer)

EB (Elutionspuffer)

50 mM Tris/HAc pH 7,5, 150 mM NacCl, 50 mM MgAc
I1x WB, 0,05 % Tween-20

1x WB, 10 % BlockerBSA in TBS

1x WB, 0,05 % Tween-20, 10 % BlockerBSA in TBS,
4 mM GSSG, 2,5 mg/ml Heparin

50 mM Tris/HAc pH 7,5, 150 mM NaCl,

20 mM EDTA, 4 mg/ml rRNA, 1 mg/ml tRNA

Sonstige Puffer und Losungen:

PBS

Coomassie-Farbelosung

5% SDS-Probenpuffer

MES-Puffer (pH 7,3)
6% DNA-Auftragspuffer

TAE
TB-Puffer

2.7 Enzyme

137 mM NaCl, 27 mM KCI, 80 mM Na,HPO,, 15 mM KH,PO4
pH 7,4

40 % Ethanol, 10 % Essigséure, 0,1 % (w/v) Coomassie R250

40 % Glycerin, 250 mM Tris/HCI pH 8,0, 0,5 % (w/v) SDS,
0,6 % (w/v) Bromphenolblau, 5 % beta-Mercaptoethanol

50 mM MES, 50 mM Tris/HCl, 2 % (w/v) SDS, 2 mM EDTA

15 % Ficoll 400, 30 mM EDTA, 0,06 % (w/v) Bromphenolblau,
1 % (w/v) SDS

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

10 mM HEPES pH 6,7, 15 mM CaCl,, 250 mM KCl, 55 mM
MnCl,

Die folgenden Enzyme und Immunkonjugate fanden Verwendung in dieser Arbeit (Tab. 7).

Tabelle 7: Verwendete Enzyme.

Enzym

Bezugsquelle

Restriktionsenzyme
EcoRI
Eco311
Eco811
Mfel (Munl)
Notl (FastDigest)
Xbal
Xhol

NEB (Frankfurt/M.)

Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
NEB (Frankfurt/M.)

Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
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Polymerasen
Pwo-DNA-Polymerase
Phusion DNA-Polymerase
GoTag-DNA-Polymerase

Transcriptor Reverse Transkriptase

Immunkonjugate

anti-FLAG-M2-Peroxidase-Konjugat

anti-Hise-Peroxidase-Konjugat (BMG-His-1)

Avidin-Peroxidase-Konjugat

Sonstige
Alkalische Phosphatase
BAFF, human (TNFSF13B)
Benzonase (25 U/ul)
DNase I
Humanes AB-Serum
Lymphotoxin-alpha, human (TNFSF1)
Lysozym (aus Hithnereiweil3)
Nervenwachstumsfaktor, human (NGF)
RNasin plus RNase Inhibitor
T4-DNA-Ligase (5 bzw. 30 U/ul)
TNF-alpha, human (TNFSF2)
TNF-alpha, Maus (TNFSF2)
TNF-alpha, Ratte (TNFSF2)

Roche Applied Science (Mannheim)
Finnzymes (Espoo, FIN)
Promega (Mannheim)

Roche Applied Science (Mannheim)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Roche Applied Science (Mannheim)
Pierce Biotechnology (Rockford, IL, USA)

Fermentas (St. Leon-Rot)

NEB (Frankfurt/M.)

Novagen (Darmstadt)

Ambion (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
NEB (Frankfurt/M.)

Applichem (Darmstadt)

Scil Proteins (Halle/S.)

Promega (Mannheim)

Fermentas (St. Leon-Rot)

NEB (Frankfurt/M.), Peprotech (Hamburg)
Scil Proteins (Halle/S.)

Scil Proteins (Halle/S.)

2.8

Kits, Standards und sonstige M aterialien

Tabelle 8 enthilt die verwendeten Kits, Standards und sonstige Materialien.

Tabelle 8: Verwendete Kits, Standardsund Materialien.

Materialien Hersteller/Bezugsquelle
Kits
Genelet PCR Cloning Kit Fermentas (St. Leon-Rot)

MinElute Reaction Cleanup Kit
PureSystem Classic II

QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
RNeasy MinElute Cleanup Kit

QIAGEN (Hilden)
Wako Chemicals (Neuss)
QIAGEN (Hilden)
QIAGEN (Hilden)
QIAGEN (Hilden)
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Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Promega (Mannheim)
System

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Promega (Mannheim)

Standards
1 kbp-DNA-Leiter Fermentas (St. Leon-Rot)
100 bp-DNA-Leiter Fermentas (St. Leon-Rot)
Molekularmassenstandards: Conalbumin GE Healthcare (Uppsala, S)

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

(6,5 kDa)
NuPAGE Mark 12 MW Standard Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
PageRuler Unstained Protein Ladder Fermentas (St. Leon-Rot)

Sonstige Materialien

1,5 ml-ReaktionsgefaBe ProteinLowBind (fiir Eppendorf (Hamburg)
das Ribosomen-display)

96-deep well-Platten, PP TreffLab (Degersheim, CH)
96-well-Fluoreszenzplatten, PS, non-binding  Greiner Bio-One (Frickenhausen)
96-well-Mikrotiterplatten, PP Greiner Bio-One (Frickenhausen)
96-well-Mikrotiterplatten, PS, Maxisorp Nunc (Wiesbaden)

Abdeckfolien BREATHseal Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Abdeckfolien EASYseal Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Dialysekapseln QuixSep Carl Roth (Karlsruhe)

Dialyseschlauch Spectra/Por-7, MWCO 1 kDa Spectrum Laboratories (Rancho
Dominguez, CA, USA)

DNA-ExitusPlus Applichem (Darmstadt)

Dynabeads M-270 Streptavidin Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Dynabeads MyOne T1 Streptavidin Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Dynabeads ProteinA Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Dynabeads ProteinG Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Elektroporationskiivetten (1 mm) BTX Harvard Apparatus (Holliston, MA,
USA)

Membranfilter (PES, 0,22 pm) Sartorius (Gottingen)

NuPAGE Novex Bis-Tris-Gel (4-12 %), 1 mm Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Parafilm Pechiney Plastic Packaging (Chicago, IL,
USA)

pH-Indikatorstdbchen Carl Roth (Karlsruhe)

RNase Blaster Solution Clontech Laboratories (Mountain View,
CA, USA)
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Spritzenvorsatzfilter (0,22 bzw. 0,44 um)
Vivaspin 20-Zentrifugalfilter, MWCO 3 kDa
Vivaspin 4-Zentrifugalfilter, MWCO 5 kDa

TPP (Trasadingen, CH)
Sartorius (Gottingen)
Sartorius (Gottingen)

VivaSpin 500-Zentrifugalfilter, MWCO 3, 5 Sartorius (Gottingen)

bzw. 10 kDa

2.9 Gerateund Zubehor

Neben der Standardlaborausstattung wurden zur Anfertigung der Arbeit die folgenden Geréte

verwendet (Tab. 9).

Tabelle9: Verwendete Gerate und Zubehor.

Gerite und Zubehor

Hersteller

Absor ptions-Spektr ophotometer
UV-Vis Spektrophotometer DU730
Autoklav
Systec V75
CD-Spektrophotometer
Jasco J-810 Spektropolarimeter
Jasco PTC-423S Peltierelement
Chromatographieeinheiten
AKTAexplorer
AKTAxpress
Chromatogr aphiesiulen
Alffinitdtschromatographie
HisTrap HP 5 ml
Grofienausschlusschromatographie
HiLoad 16/60 Superdex 75 prep grade
HiPrep 26/10 Desalting
Superose 12 10/300 GL
PD-10 Desalting
Elektroporationsger at
Elektroporator ECM 630
Fluor eszenz-Spektr ophotometer
Fluoromax-3
Peltierelement LFI-3751
Geldokumentationseinheit
Bio-Vision 3000
Gelelektrophorese-Ger éte
Electrophoresis Power Supply Consort

Beckman Coulter (Krefeld)

Systec (Wettenberg)

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

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

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)

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

BTX Harvard Apparatus (Holliston, MA, USA)

Jobin Yvon (Grasbrunn)

Wavelength Electronics (Broadstairs, UK)

Vilber Lourmat (Eberhardzell)

Camlab (Cambridge, UK)




2 Material und Methoden

EV 261
Agarose-Gelelektrophorese

Owl B1A EasyCast Mini Gel
SDS-PAGE

XCell SureLock Novex Mini-Cell
Inkubatoren

Heraeus BK 5060 E-S

Schiittelinkubator Innova 44R
Kleinschittelger at

Vortex Genie 2
pH-M essger at

inoLab pH720 (Elektrode: SenTix 81)
Sicher heitswer kbank

HeraSafe (Typ KS 12)
Plattenleseger éte

DTX880 Multimode Plattenlesegerét

Multimode Detektor Biomek Paradigm

Fluorescence Intensity Detection
Cartridge

Quar zglasktivetten

Prazisionskiivetten
Rollenmischer

Stuart SRT9
Thermocycler

Tpersonal

LabCycler gradient 96
Ther momixer

Thermomixer comfort
Ultraschallger &t

Vibra Cell VC 750

Sonotrode 6 mm
Waagen

Feinanalysenwaage SI-234

Waage SI-2002
Zentrifugen und Rotoren

Allegra X-15R

Avanti J-26XP

Biofuge Fresco 21

Thermo Scientific (Langenselbold)

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Heraeus (Hanau)

New Brunswick Scientific (Niirtingen)

Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)

WTW (Weilheim)

Thermo Scientific (Langenselbold)

Beckman Coulter (Krefeld)

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)
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Galaxy Mini Mikrozentrifuge VWR International (Darmstadt)

Optima XL-A analytische Ultrazentrifuge Beckman Coulter (Krefeld)

Rotor An60Ti Beckman Coulter (Krefeld)
FX-6100 Beckman Coulter (Krefeld)
JA-25.50 Beckman Coulter (Krefeld)
JA-8.100 Beckman Coulter (Krefeld)
JS-5.3 Beckman Coulter (Krefeld)
SX-4750A Beckman Coulter (Krefeld)

2.10 Software

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden Programme verwendet (Tab. 10).

Tabelle 10: Verwendete Software.

Programm und Version Quelle

BIO-1D 5.1.26 Vilber Lourmat (Eberhardzell)

Clone Manager 9 Scientific & Educational Software (Cary, NC, USA)
Imagel 1.44 National Institute of Health (Bethesda, MD, USA)
Origin 7.0 MicroCal (Northampton, MA, USA)

ProtParam http://www.expasy.org

PyMOL 0.99rc6 DeLano Scientific (South San Francicso, CA, USA)
SigmaPlot 11.0 Systat Software (Erkrath)

UNICORN 4.11 Control-Software GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)

Vector NTI Suite 10 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

2.11 Molekularbiologische M ethoden

2.11.1 DNA-IsolierungausE. coli-Zellen

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus FE. coli-Zellen erfolgte durch Bindung an eine
Silikamatrix mit dem Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) oder
dem QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) nach den Angaben des Herstellers unter
Verwendung einer Mikrozentrifuge. Zur Elution der DNA von den SV-Minisdulen wurden

30 pl Nuklease-freies Wasser eingesetzt.

2.11.2 Enzymatische Spaltung und Dephosphorylierung von DNA

Die enzymatische Spaltung von DNA erfolgte sowohl zu analytischen als auch zu préparativen
Zwecken. Fiir eine analytische Spaltung von DNA wurden 0,1-1 pg Plasmid-DNA mit 5 U
Restriktionsenzym, 1 pl entsprechendem Puffer (10-fach) und ad 10 pl ddH,O fiir mindestens

30min bei 37 °C inkubiert. Anséitze zur Herstellung von Restriktionsfragmenten fiir
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Ligierungsreaktionen enthielten 5 pul Puffer (10-fach), 20 U Restriktionsenzym, 4-8 ug DNA
und ad 50 pl ddH,0. Die Inkubationszeit bei 37 °C betrug 2 bis 16 h.

Um die Religierung geschnittener Plasmid-DNA bei Ligierungsreaktionen zu minimieren,
wurde die enzymatisch gespaltene Plasmid-DNA an den 5’-Enden dephosphoryliert. Hierzu
wurden dem Restriktionsansatz 4 pl Alkalische Phosphatase (aus Shrimps) zugesetzt. Nach
mindestens 1 h Inkubation wurde der Ansatz zur Inaktivierung der Phosphatase fiir 15 min auf
65 °C erwiarmt. Die Analyse und Reinigung der gespaltenen DNA erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese.

Herstellung der Restriktionsfragmente fiir die Klonierung des TNF-alpha-Gens

Die Insertion der synthetischen, fiir die Expression in E. coli optimierte TNF-alpha-Sequenz in
den pET-SUMOadapt-Vektor erfolgte iiber flankierende Eco311- und Notl-Schnittstellen. Eine
Eco311-Schnittstelle in der multiplen Klonierungsstelle des Zielvektors ermdglicht die nahtlose
Insertion des Zielgens direkt nach dem SUMO-Leserahmen. Das Typ IIS-Restriktionsenzym
Eco311 erkennt dabei die DNA-Sequenz 5-GGTCTC-3' und schneidet sequenzunabhéngig
innerhalb der nichsten fiinf 3'-Nukleotide, wobei ein kohisiver Uberhang von vier Basenpaaren
entsteht. Fiir die erfolgreiche Klonierung waren am 5°-Ende des TNF-alpha-Gens dazu wahrend

der Synthese die zum Vektoriiberhang komplementéren Basen eingebaut worden.

2.11.3 Ligierungvon DNA-Fragmenten

Die mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnittenen und gereinigten DNA-
Fragmente wurden in der vom Hersteller der Ligase empfohlenen Konzentrationen eingesetzt,
also in einem Reaktionsansatz von 20 pl eine Gesamtmenge von maximal 400 ng DNA. Es
wurde ein molares Verhéltnis von 1:1 bis 1:5 zwischen Vektor und Insertionsfragment
eingehalten. Weiterhin enthielt ein Ansatz 2 pl 10-fach T4-DNA-Ligase-Puffer, 1 ul T4-DNA-
Ligase (5 U/ul), 1 ul 100 mM ATP und ad 20 pl ddH,O. Die Inkubation erfolgte bei 12 °C {iber
Nacht. Zur Inaktivierung der Ligase wurde der Ansatz anschlieBend fiir 10 min auf 65 °C

erhitzt.

2.11.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Nukleotidfragmenten mit einer Gréfle von 400 bis 4000 bp wurden
1,5 %ige Agarosegele hergestellt. Fiir Fragmente von 80 bis 700 bp wurden 1-3 %ige NuSieve-
Agarosegele verwendet. Die Auftrennung erfolgte in TAE-Puffer bei 110 V fiir 45 bis 65 min.
Zur Auswertung wurden die Gele 30 min in frisch hergestellter Ethidiumbromid-Losung

(7 ug/ml) geschwenkt und mit dem BioVision 3000 Geldokumentationssystem analysiert.
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2115 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Die Gewinnung von DNA aus Agarose-Gel erfolgte mit dem Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega) bzw. flir das Ribosomen-display (2.12) mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN) oder dem MinElute Reaction Cleanup Kit (QIAGEN) nach
Herstellerangaben. An den SV Minisdulen gebundene DNA wurde mit 30 pl Nuklease-freiem
Wasser eluiert. Wurde eine hohere DNA-Konzentration bendtigt, erfolgte die Elution mit einem

Volumen von 15 pl und das Eluat wurde fiir einen zweiten Elutionsschritt benutzt.

2.11.6 Sequenzierungvon DNA-Molekilen

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde durch die Firma QIAGEN (Hilden) durchgefiihrt.

2.11.7 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Fir die Vermehrung kurzer DNA-Fragmente wurden 7ag-, Pwo- oder Phusion-DNA-
Polymerase benutzt. Die Reaktionsansidtze entsprachen dabei den Angaben des jeweiligen
Herstellers. Je nach Polymerase, DNA-template und Primern variierten die
Reaktionsbedingungen. Nach einem initialen Denaturierungsschritt folgten 20-30 Zyklen von
Denaturierung,  Hybridisierung und DNA-Synthese. Dabei richtete sich die
Hybridisierungstemperatur hauptsédchlich nach den Primer-Sequenzen. Die Dauer des DNA-
Syntheseschrittes orientierte sich an der Lange des zu amplifizierenden Produkts, wobei fiir
Tag-DNA-Polymerase eine Synthesegeschwindigkeit von 10-30 s/kbp, fiir Pwo-DNA-
Polymerase von 60 s/kbp und fiir Phusion-DNA-Polymerase von 15-30 s/kbp zu Grunde gelegt
wurde. Ein Beispielprotokoll fiir eine PCR mit Phusion-DNA-Polymerase enthielt die folgenden

Parameter.
Initiale Denaturierung: 45 s bei 98 °C
Denaturierung: 10 s bei 98 °C
Hybridisierung: 15 s bei 50 bis 68 °C
DNA-Synthese: 7-25 s bei 72 °C

Abschlielend erfolgte ein Syntheseschritt von 2 min bei 72°C. Das Produkt wurde mittels

Agarose-Gelelektrophorese untersucht.

Einzelkolonie-PCR

Um festzustellen, ob in einzelnen bakteriellen Klonen eine DNA mit bestimmter Sequenz
vorliegt, wurde ein Einzelkolonie-PCR mit Tag-DNA-Polymerase und zielsequenzspezifischen
Primern durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen wurde hierbei auf 10 pl beschrénkt, wobei die
vom Hersteller empfohlenen Konzentrationen der Reagenzien beibehalten wurden. Die

template-DNA wurde durch Zelllysat ersetzt. Hierfiir wurde eine E. coli-Einzelkolonie in 4 pl
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ddH,0O aufgenommen und 5 min bei 95 °C inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese.

2.12 Evolutiondre Selektion durch Ribosomen-display

Zur Isolierung von Proteinvarianten mit bestimmten Eigenschaften aus groBen Bibliotheken
werden hidufig evolutiondre Selektionssysteme wie z.B. Phagen-display oder Ribosomen-
display (RD) eingesetzt. Dabei wird die phénotypische Information, die zur Selektion genutzt
wird, an die genetische Information gekoppelt. Beim Ribosomen-display erfolgt dies iiber die
Erzeugung terndrer Komplexe aus naszenter Peptidkette, Ribosom und mRNA. Die Komplexe
werden anhand ihrer Affinitdt zum immobilisierten Zielmolekiil selektiert. Durch Elution der
mRNA, reverse Transkription und Amplifikation wird die genetische Information der
gebundenen Komplexe zuriickgewonnen. Die resultierende DNA-Bibliothek kann in einem
erneuten RD-Zyklus oder nach Klonierung in einen Expressionsvektor zur Analyse von

Einzelklonen eingesetzt werden.

2121 Erstelung ener  Ubiquitin-DNA-Bibliothek  fir  das
Ribosomen-display

Fiir die Erstellung einer Ubiquitin-Bibliothek wurde zunichst nach Aminosdurepositionen in der
beta-Faltblattregion gesucht, deren Beteiligung an natiirlichen Interaktionen des Ubiquitins
bekannt ist. Die Eignung der ausgewéhlten Reste fiir die Randomisierung wurde anhand von in
silico-Berechnungen der  Stabilitdtseinfliisse = von  Aminoséureaustauschen  (interner
Forschungsbericht Scil Proteins, 2002; Wiederstein und Sippl, 2005) und der visuellen Analyse
mit der Software PyMOL (v0.99rc6) beurteilt.

Auf Basis einer fir die Expression in E. coli-optimierten Ubiquitin-Gensequenz (Geneart,
Regensburg) erfolgte anhand der Auswahl der Randomisierungspositionen die Planung der
Primer fiir die PCR-basierte Bibliothekssynthese. Durch die Verwendung NNK-Motiv-
enthaltender Primer wurden zufdllige Mutationen an den vorher festgelegten Positionen
eingefiihrt. Dabei konnen an N-Positionen alle vier Nukleotide vorkommen, an K-Positionen

hingegen nur Guanin und Thymidin. Der genetische Code wird reduziert (Abb. 8).

Durch Uberlappung von Primern erfolgte in einer ersten PCR die Assemblierung der Ubiquitin
F45W-Bibliothekskassette (Abb.9). Zur Konstruktion der zufdllig substituierten DNA-
Bibliothek wurde Pwo-DNA-Polymerase benutzt. Eine Ubersicht zum Ansatz der
Assemblierungs-PCR gibt Tab. 11Tabelle 11. Um die Synthese unspezifischer Produkte zu
minimieren, wurde eine /Aot start-PCR durchgefiihrt. Die Zugabe der Polymerase erfolgte

hierfiir erst nach einem initialen Denaturierungsschritt von 2 min bei 94 °C.
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2. Position
A C G T

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

Lys (K) Thr (T) | Arg(R) | Met (M) G
.5 C His (H) Pro (P) Arg(R) | Leu(L) T had
b= GIn(Q) | Pro(P) | Arg(R) | Leu(L) G S
I~ G Asp(D) | Ala(A) | Gly(G) | Val(V) T =
- Glu(E) | Ala(A) | GIy(G) | val(V) G S

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

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

Abbildung 8: Der reduzierte genetische Code bei Verwendung von NNK-Motiven.
Die 32 Codons verschliisseln alle 20 Aminosduren. Damit wird die relative Haufigkeit der Ein-
Codon-Aminoséuren erhoht und es entfallen zwei Stopp-Codons.

DIUBIHelpN
- N

- forwMunRD
DIUBIF1 DIUBIF2 DIUBIF3 S
—_—>
e
F1A DIUBIR4 DIUBIR3 DIUBIR1 spacer119
—_— > PN
ri ~
_> DIUBIHelpC
RT27
[ ) | ) | e | e
5-UTR Ubiquitin-Kassette FLAG-tag RD-Anker

Abbildung 9: Konstruktionsschema der Ubiquitin-Bibliothek fiir das Ribosomen-display.
Durch eine erste PCR mit sieben iiberlappenden Primern wurde eine Ubiquitin-Kassette (rot)
synthetisiert. Drei der sieben Primer enthalten jeweils zwei NNK-Motive, wodurch insgesamt
sechs Aminoséurepositionen (schwarz) randomisiert wurden. In einer zweiten PCR erfolgten die
Einflihrung der 5°-nicht translatierten Region (UTR, blau), welche den T7-Promotor und die
Ribosomenbindestelle enthilt sowie einer FLAG-tag-Sequenz (griin) und einer darauffolgenden
EcoRI-Restriktionsschnittstelle. Letztere diente zur Ligierung mit dem RD-Anker-Fragment
(gelb), welches eine Munl-Schnittstelle enthilt. Die Uberhiinge der beiden Enzymschnittstellen
sind kompatibel. AbschlieBend wurde das Ligierungsprodukt mit den terminalen Primern F1A
und RT27 amplifiziert.

Tabelle 11: Reaktionsansatz der Assemblierungs-PCR.

Komponente Volumen (pl) Finale Konzentration
10x Pwo SuperYield PCR-Puffer 10 1x
dNTP-Mix (je 10 mM) 2 200 uM (je ANTP)
Primer DIUBIHelpN 1 1000 nM
Primer DIUBIF1 0,75 750 nM
Primer DIUBIR4 0,25 250 nM
Primer DIUBIF2 0,25 250 nM
Primer DIUBIR3 0,25 250 nM
Primer DIUBIF3 0,25 250 nM
Primer DIUBIR1 1 1000 nM
Pwo SuperYield DNA-Polymerase* 1 0,05 U/ul
Nuklease-freies Wasser ad 100 -

*Die Zugabe der Polymerase erfolgte nach einem 2-miniitigen Denaturierungsschritt bei 94 °C.
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Das PCR-Produkt wurde mittels priaparativer Agarose-Gelelektrophorese (2.11.4) gereinigt. Zur
Gewihrleistung der Diversitit der Ubiquitin-Bibliothek wurde in den nachfolgenden
Konstruktionsschritten geniigend Ausgangs-DNA-Menge eingesetzt, um die theoretische
Bibliotheksgrole mindestens 100-fach abzudecken. Mittels einer weiteren PCR wurden
5¢-regulatorische Sequenzen (Primer F1 und Primer F1A) sowie eine EcoRI-Schnittstelle fiir die
Ligierung mit dem RD-Anker-Fragment (Primer DIUBIHelpC) angehingt. Bei der
Amplifikation des RD-Anker Fragments wurde in dieses eine kompatible Munl-Schnittstelle
eingefiigt. Die gereinigten PCR-Produkte wurden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
geschnitten und anschlieBend ligiert. Das Ligierungsprodukt wurde gelelektrophoretisch
gereinigt und mit den Primern F1A und RT27 re-amplifiziert, um die finale DNA-Bibliothek fiir
das RD zu erzeugen. Die Parameter der einzelnen PCR-Schritte sind in Tab. 12
zusammengefasst. Zur Untersuchung die Funktionalitit der Bibliothek wurde das
Bibliothekskonstrukt unter Verwendung des GenelJet PCR Cloning Kit (Fermentas) in den
Vektor pJET 1 subkloniert. Nach der Transformation von E. coli XL1-Blue wurden Einzelklone

sequenziert.

Tabelle 12: PCR-Bedingungen fir die Konstruktion der RD-DNA-Bibliothek.
Jede PCR wurde zusétzlich mit einem initialen Denaturierungsschritt fiir 2 min bei 94 °C und
einem finalen DNA-Syntheseschritt fiir 5 min bei 72 °C durchgefiihrt.

Konstruktionsschritt
Assemblierung  Fusion 5‘-Region R;ﬁ}?é(:er— Aril?éiigiiéon
Denaturierung 40 s bei 94 °C 40 s bei 94 °C 40 s bei 94 °C 40 s bei 94 °C
Hybridisierung 60 s bei 54 °C 30 s bei 60 °C 30 s bei 60 °C 30 s bei 62 °C
DNA-Synthese 40 s bei 72 °C 40 s bei 72 °C 40 s bei 72 °C 60 s bei 72 °C
Zyklenzahl 30 25 25 23

2122 Gekoppelte Transkription und Tranglation in vitro

Zur Erzeugung der terndren Komplexe wurden Transkription und Translation parallel in einem
in vitro-Ansatz durchgefiihrt. Das in dieser Arbeit dafiir eingesetzte PureSystem (Wako
Chemicals) bietet im Vergleich zu E. coli S30-Extrakt den Vorteil minimaler RNase-
Kontamination und somit hoher RNA-Stabilitdt, da alle notwendigen Komponenten einzeln
gereinigt wurden. Eine 50 pl-Reaktion wurde entsprechend der Herstellerempfehlungen mit
300 ng DNA (500-fache Abdeckung der theoretischen Bibliotheksgréfie) angesetzt und 40 min
bei 37 °C und 550 rpm im Thermomixer inkubiert. Die Reaktion wurde zur Stabilisierung der
terndren Komplexe durch Zugabe von 250 pl eiskaltem SB gestoppt, 1 min auf Eis gelagert und
anschlieBend 10 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde im néchsten

Schritt weiterverwendet.
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2.12.3 Immobilisierung zielspezifischer ternarer Komplexe

Mit Ausnahme des ersten RD-Zyklus wurde der isolierte Uberstand zweimal 15 min bei
Raumtemperatur mit gewaschenen, geblockten Magnet-beads auf einem Rollenmischer
inkubiert. Die beads wurden anschlieBend fokussiert und der Uberstand zweigeteilt. Alle
weiteren Schritte fanden bei 4 °C statt. Ein Teil der terndren Komplexe wurde mit
biotinyliertem TNF-alpha (2.14.5) auf einem Rollenmischer inkubiert, wobei Proteinmenge und
Inkubationszeit in jedem RD-Zyklus angepasst wurden (Tab. 13). Der andere Teil wurde als
Kontrollreaktion mit PBS versetzt und analog zum ersten Teil weiterbehandelt. Die
Immobilisierung des TNF-alpha und der daran gebundenen terndren Komplexe auf
Streptavidin-beschichteten Magnet-beads erfolgte fiir 30 min auf einem Rollenmischer. Nach
mehreren Waschschritten mit jeweils 500 pl WBT zur Reduktion nicht oder schwach bindender

terndrer Komplexe erfolgte die Elution der mRNA.

Tabelle 13: Parameter Gibersicht fur die RD-Zyklen.

Die Ubersicht fasst die wichtigsten Parameter der einzelnen Selektionszyklen zusammen. Um
eine Anreicherung unspezifischer Molekiile zu verhindern, wurden in Zyklen 5 und 6 die
Carboxyl-modifizierten (M-270) Magnet-beads durch Tosyl-modifizierte (MyONE T1) ersetzt.
Zur Erhohung der Selektionsstringenz wurde die TNF-alpha-Konzentration sukzessive
verringert.

RD- . CTNF-alpha final  INKUbation ... Zyklenzahl
Zyklus Priinkubation (nM)* (min)** Magnet-beads ~ Waschschritte | PCR***
1 - 400 30 70 ul M-270 SA 4x 2 min 30
2 - 152 30 50 ul M-270 SA 3% 2 min 27
3 50 ul M-270 SA 83 55 50 ul M-270 SA 3x 2 min 23
4 50 ul M-270 SA 56 100 30 ul M-270 SA 4x 2 min 24
40 pl MyONE T1 .
5 SA, 15 ul ProteinG, 39 6o 2OHl hgy/SNE T 321 27?:; 21
15 pl ProteinA
30 ul MyONE T1 3% 2 min,
15 ul MyONE T1
6  SA, 15 pl ProteinG, 28 60 SH Syf 1x 7 min, 2
15 pl ProteinA 1x 10 min

SA = Streptavidin

*Konzentration bezieht sich auf TNF-alpha-Trimer

**bezieht sich auf die Inkubationszeit mit TNF-alpha in Losung
***bezieht sich auf die erste PCR nach der reversen Transkription

2124 |solierung und reverse Transkription der mRNA

Zur Elution der mRNA aus den gebundenen terndren Komplexen wurden die fokussierten
Magnet-beads mit 100 pl EB resuspendiert und fiir 5 min bei Raumtemperatur und 800 rpm
geschiittelt. Nach erneuter Fokussierung wurde der Uberstand abgenommen und die Elution mit

weiteren 100 ul EB wiederholt. Beide Elutionsfraktionen wurden vereinigt und die RNA mit

34



2 Material und Methoden

Hilfe des RNeasy MinElute Kits (QIAGEN) nach Herstellerangaben isoliert. Die
Riickgewinnung der mRNA von den RNeasy MinElute Spin-Séulen erfolgte mit 14 ul RNase-
freiem Wasser. Um Riickstinde der eingesetzten DNA zu entfernen, wurde ein DNasel-Verdau
durchgefiihrt. 12 pl gereinigte mRNA wurden mit 38 pl Nuklease-freiem, 5,7 ul 10-fach
DNasel-Puffer und 1,3 ul DNasel (Ambion) versetzt. Nach 30 min bei 37 °C wurden 7 ul
Inaktivierungspuffer zugegeben und fiir 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend
folgte ein 1-miniitiger Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm. 12 pl des Uberstandes wurden fiir

die Reverse Transkription eingesetzt.

Reaktionsansatz Volumen
5% RT-Puffer (Roche) 4 ul
dNTP-Mix (je 10 mM, Fermentas) 1 ul
Primer RT27 (20 uM) 1l
RNase-Inhibitor RNasin plus (Promega) 0,5 pl
Uberstand DNasel-Verdau 12 ul

Nach 2 min bei 65 °C im Thermocycler wurden 0,5 ul Transcriptor Reverse Transkriptase
zugesetzt und die Inkubation fiir 45 min fortgesetzt. Um die cDNA-Bibliothek wieder in ein
RD-féhiges Format zu konvertieren, folgten zwei PCRs (1: Primer F1 und RT27,
Hybridisierung bei 65 °C; 2: Primer F1A und RT27, Hybridisierung bei 60 °C). Die PCR-
Produkte wurden gelelektrophoretisch gereinigt. Die Anzahl der Synthesezyklen fiir die 1. PCR
wurde mit zunehmender RD-Zyklenzahl verringert (Tab. 13).

2.12.5 Klonierung der DNA-Bibliotheken

Fiir die Analyse von Einzelklonen erfolgte alternativ zum 2. PCR-Schritt (2.12.4) die
Amplifikation mit den Primern F1 und DIUBXhorev (Hybridisierung bei 62 °C). Das gereinigte
Produkt wurde mit Hilfe der Restriktionsenzyme Xbal und Xhol in den Expressionsvektor pET-
20b-2xStop kloniert (2.11.2 und 2.11.3). AnschlieBend erfolgte die Transformation von
elektrokompetenten E. coli NovaBlue(DE3) (2.13.2).

2.13 Kultivierung von E. coli

2.13.1 Stammhaltung und Anzucht von E. coli

Zur Stammbhaltung fiir bis zu vier Wochen wurde E. coli auf LB-Agarplatten kultiviert. Fiir eine
langfristige Lagerung wurden Kryokulturen angefertigt. Hierfiir wurden Ubernachtkulturen mit
Glycerin bis zu einer finalen Konzentration von 10 % versetzt. Die Kultur wurde in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Nach Inokulation mit Einzelklonen von LB-
Agarplatten oder aus Kryokulturen erfolgte die Anzucht von E. coli-Fliissigkulturen in
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Reagenzgldsern mit 5 ml LB-Medium bei 37 °C und 220 rpm im Schiittelinkubator. Dabei
wurden dem Medium die je nach Bakterienstamm und Plasmid notwendigen Antibiotika

zugesetzt.

2.13.2 Herstellung kompetenter Zellen

Elektrokompetente Zellen

Die Herstellung elektrokompetenter Zellen erfolgte durch Inokulation wvon 11
antibiotikahaltigem 2x TBY-Medium mit 10 ml Ubernachtkultur. Die Zellen wurden bei 30 °C
und 220 rpm bis zu einer Agy von 0,5 vermehrt. Nach 30 min Lagerung auf Eis wurde die
Kultur fiir 10 min bei 4000x g und 4 °C zentrifugiert. Die Zellen wurden in 800 ml sterilem
bidestillierten Wasser mit 10 % Glycerin resuspendiert. Es folgten drei weitere Waschschritte,
wobei das Resuspensionsvolumen schrittweise bis auf 1200 pl reduziert wurde. Die Zellen
wurden anschliefend zu je 40 pl in 1,5 ml-Reaktionsgefde aliquotiert, in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80 °C gelagert.

Chemisch kompetente Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurden 100 ml LB-Medium mit den
entsprechenden Antibiotika im Verhiltnis 1:100 mit einer Ubernachtkultur inokuliert und bei
25 °C maximal bis zu einer Agyy von 0,6 angezogen. Nach 30 min Lagerung auf Eis wurde die
Kultur in 50 ml-Réhrchen iiberfiihrt und bei 2500% g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Die
Zellen wurden in 20 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert, 10 min auf Eis inkubiert und erneut
zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 4 ml TB-Puffer resuspendiert, mit 290 ul DMSO versetzt
und 10 min auf Eis gelagert. AnschlieBend erfolgte die Aliquotierung zu je 100 pl in 1,5 ml-
ReaktionsgefdBe. Die Aliquote wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C

gelagert.

2.13.3 Transformation von E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA

Es wurden zwei Methoden zur Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA angewandt. Bei
der Elektroporationsmethode wurde ein Aliquot von 40 pl kompetenten Zellen mit etwa 1 ng
Plasmid-DNA  bzw. 1pul Ligierungsansatz vermischt und in eine vorgekiihlte
Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand: 0,1 cm) gegeben. Das Elektroporationsgerit erhielt

die nachfolgenden Einstellungen.

Spannung: 1,8 kV
Widerstand: 100 Q
Kapazitit: 50 uF
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Nach der Elektroporation wurden die Zellen sofort in 1 ml SOC-Medium tiberfiihrt und fiir 25-
45 min bei 37 °C und 800 rpm im Thermomixer geschiittelt. Nach dem Ausplattieren von 10-
100 pl Zellsuspension auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika erfolgte eine
Inkubation iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank. Bei Transformationen mit DNA aus

Ligierungsansétzen wurden jeweils 50 und 950 pl ausplattiert.

Bei der Transformation chemisch kompetenter Zellen wurde ein auf Eis aufgetautes Aliquot
dieser Zellen mit 10 ng Plasmid-DNA oder 5 pl Ligierungsansatz versetzt und fiir 5 min auf Eis
belassen. Nach einer Inkubation fiir 60 s im Wasserbad bei 42 °C und 2 min auf Eis wurde die
gesamte Suspension in 1 ml SOC-Medium iiberfiihrt und 25-45 min bei 37 °C und 800 rpm im
Thermomixer geschiittelt. 50-1000 pl der Zellsuspension wurden auf Selektionsmedium

ausgestrichen und anschlieend tiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

2.13.4 Expression im Schittelkolben

Die Expression fiir prdparative Zwecke erfolgte in 11-, 31- oder 5 I-Schiittelkolben mit
Schikanen. Zur Inokulation von antibiotikahaltigem ZYM-5052-Medium wurden
Fliissigkulturen im Verhiltnis 1:500 verwendet. Das Volumen des Autoinduktionsmediums
betrug stets maximal 10 % des Schiittelkolbenvolumens. Nach Inkubation fiir 16-24 h bei 37 °C
und 240 rpm erfolgten die Bestimmung der Agy und die Zellernte durch Zentrifugation fiir
10 min bei 4000% g. Die Biofeuchtmasse wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

gelagert.

Zur Markierung von Proteinen mit '"N-Stickstoff fiir die NMR wurden die Zellen zunichst an
Minimalmediumsbedingungen adaptiert. Dazu erfolgte die Inokulation von 3 ml N-505-
Medium mit den entsprechenden Antibiotika. Nach Inkubation fiir 16-20 h bei 37 °C und
220 rpm wurde eine Kryokultur angefertigt. Ausgehend von dieser schlossen sich zwei weitere
Adaptationszyklen an. Die Kryokultur der dritten Adaptation wurde zur Inokulation der
Hauptkultur genutzt. Die Expression erfolgte analog zum Vollmedium ZYM-5052 in "“N-
markiertem N-5052.

Fiir die Proteinreinigung erfolgte die Resuspension der aufgetauten Zellen mit 5 ml NPI-20 pro
g Biofeuchtmasse. Nach Zugabe von 200 pug/ml Lysozym, 2 mM MgSO,s und 10 U/ml
Benzonase (Novagen, Darmstadt) wurde die Suspension fiir 30 min bei Raumtemperatur auf
einem Rollenmischer inkubiert. Fiir den Zellaufschluss wurde die Probe auf Eis 5x fiir 20 s bei
einer Amplitude von 40 % ultraschallbehandelt, wobei zwischen den Pulsen 30 s pausiert
wurde. Alle weiteren Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Das Lysatvolumen wurde durch
Zugabe von NPI-20 auf 40 ml eingestellt und Zelltrimmer sowie Proteinaggregate durch
Zentrifugation fiir 20min bei 50000x g entfernt. Der Uberstand wurde vor der

chromatographischen Proteinreinigung filtriert (Porengrofe: 0,45 um).
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2.13.5 Expression in 96-deep well-Platten

Zur Anzucht der Vorkulturen fiir die parallele Charakterisierung einer hohen Variantenzahl
dienten 100 ul LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika in 96-well-Mikrotiterplatten.
Nach 6-8 h Schiitteln bei 37 °C und 220 rpm erfolgte die Inokulation der Hauptkultur mit 0,7 pl
Vorkultur. Die Expression wurde in 2 ml-96-deep well-Platten mit 300 pl ZYM-5052-Medium
mit den entsprechenden Antibiotika durchgefiihrt. Die Zellernte erfolgte nach Schiitteln fiir 16-
20 h bei 37 °C und 240 rpm durch Zentrifugation fiir 10 min bei 4000% g. Zur Kontrolle des
Zellwachstums wurde fiir einzelne Kavitdten zuvor die Agy bestimmt. Die Biofeuchtmasse

wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Fiir die anschlieBenden ELISA- und SDS-PAGE-Analysen wurden die aufgetauten Zellen mit
200 ul Lysispuffer (PBS, 75 pg/ml Lysozym, 2 U/ml Benzonase, 1x BugBuster Protein
Extraction Reagent, 0,2 mM PMSF) pro Kavitét resuspendiert. Nach 30 min Zentrifugation bei
4500 g wurde der Uberstand mit der 18slichen Lysatfraktion in neue 96-deep well-Platten
iiberfithrt. Das Sediment mit der unldslichen Lysatfraktion wurde mit 250 pl/Kavitit PBS
gewaschen und anschlieBend mit 200 pl/Kavitit 8 M Harnstoff, 100 mM Tris/HCI pH 8,0,
1 mM EDTA resuspendiert. Fiir den ELISA wurde die 16sliche Fraktion 1:10 mit PBSTO0,05
(PBS, 0,05 % Tween-20) verdiinnt.

2.14 Proteinchemische und analytische M ethoden

2.14.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE konnen denaturierte Proteine elektrophoretisch nach ihrer Molekularmasse
getrennt werden. Es wurden NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gele mit 10, 12 oder 15
Auftragskammern verwendet. Protein-Standards wurde in einer Menge von 7 ul aufgetragen.
Bis zu 15 pg Proteinprobe mit der entsprechenden Menge an SDS-Probenpuffer (5x) wurden
5 min bei 80 °C erhitzt und dann aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte 40 min bei 200 V. Nach
drei  finfminiitigen =~ Waschschritten ~ wurden  die =~ SDS-Polyacrylamidgele  zur
Proteinvisualisierung fiir mindestens 1 h in Coomassie-Farbelosung geschiittelt. Ungebundener
Coomassie-Farbstoff wurde mit Wasser ausgewaschen. Zum Nachweis kleinster Proteinmengen

erfolgte die Detektion mittels Silberfairbung nach Nesterenko et al. (1994).

2.14.2 Proteinreinigung

Immobilisierte Metallionen-Affinitditschromatographie (IMAC)

Das Verfahren beruht auf der Wechselwirkung von vor allem Histidin- und Cysteinseitenketten
mit komplexierten Schwermetallionen. Durch die Fusion eines Poly-Histidinpeptids (z.B. Hisg-

tag oder Hisjo-tag) an den N- oder C-Terminus eines Proteins kann dies fiir dessen Reinigung
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genutzt werden. Die Elution eines solchen Fusionsproteins erfolgt z.B. durch kompetitive

Verdringung mit Imidazol.

Groflenausschlusschromatographie (SEC)

Bei der GroBenausschlusschromatographie werden Molekiile wiahrend der Migration durch eine
pordse, inerte Matrix entsprechend ihres hydrodynamischen Radius aufgetrennt werden. Dabei
konnen kleinere Molekiile in die Poren diffundieren. Groere Molekiile dringen schlechter in
die Poren ein, wodurch sie zuerst eluieren. Das Verfahren kann zur Trennung von Proteinen
verschiedener Grofe und zur Umpufferung/Entsalzung von Proteinproben genutzt werden. In
dieser Arbeit wurden neben der préparativen Anwendung auch analytische SEC-Laufe

durchgefiihrt.

2.14.2.1 Reinigung von Ubiquitin-Varianten

Nach dem Zellaufschluss wurde der filtrierte Uberstand der Zentrifugation an einem
AKTAxpress-System mit 4 ml/min auf eine 5 ml-HisTrap HP-Séule aufgetragen. AnschlieBend
wurde unspezifisch gebundenes Protein zunichst mit maximal 23 Séulenvolumen (CV) NPI-20
und anschlieBend mit 7 CV NPI-40 von der Sdule gewaschen. Die Proteine wurden bei einer
Flussrate von 5 ml/min mit 8 CV NPI-500 eluiert, wobei proteinhaltige Fraktionen vom
Chromatographie-System in Schlauchschleifen (loops) gesammelt wurden. Fiir das

automatische Auffangen des eluierten Proteins wurden die nachfolgenden Parameter verwendet.

Anzahl loops: 5

maximales Peakvolumen: 7 ml

Peak UV-Startwert: 20 mAU

Peak UV-Endwert: 15 mAU

Peak Minimalbreite: 0,5 min

Peak UV-Anfangssteigung: 5 mAU/min
Peak UV-Endsteigung: 20 mAU/min

Maximal 5 ml des aufgefangenen Eluats wurden auf eine mit dem Laufpuffer PBS, 1 mM
EDTA pH 7,4 &quilibrierte HiLoad 16/60 Superdex 75 prep grade-Siule aufgetragen. Die
Elution erfolgte mit einer Flussrate von 1,2 ml/min. Mit Hilfe von Molekularmassenstandards
(GE Healthcare) wurde die apparente Molekularmasse bestimmt. Die Reinheit des Proteins

wurde mittels SDS-PAGE untersucht.

2.14.2.2 Reinigung von TNF-alpha mittels SUM O-Fusionsmethode

Um anhangsfreies TNF-alpha mit einem nativen N-Terminus zu erhalten, wurde die SUMO
(small ubiquitin-related modifier)-Fusionsmethode verwendet. Das Fusionsprotein wurde dabei

iiber einen N-terminalen Hise-fag zunéchst affinititschromatographisch gereinigt. Es folgte die
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Hydrolyse des Fusionsproteins durch die SUMO-spezifische Protease sm¢3 aus Hefe. smi¢3
spaltet unabhéngig von den nachfolgenden Aminoséuren (aufler Prolin) direkt nach dem C-
terminalen Diglycin-Motiv von SUMO. Das freigesetzte Zielprotein ohne zusétzliche N-
terminale Anhdnge wird nun den Hise-fag-enthaltenden Proteine durch eine zweite IMAC

gereinigt.

Die Reinigung wurde an einem AKTAexplorer-System bei 4 °C durchgefiihrt. Zunichst wurde
der filtrierte Zentrifugationsiiberstand nach dem Zellaufschluss auf eine mit NPI-20 &quilibrierte
5 ml-HisTrap HP-Séule aufgetragen (Flussrate 4 ml/min). Unspezifisch gebundene Proteine
wurden mit 6 CV NPI-40 von der Siule gewaschen (Flussrate 5 ml/min). Die Elution des
Fusionsproteins erfolgte bei einer Flussrate von 5 ml/min mit 2 CV 80 % NPI-500 in NPI-20.
Proteinhaltige Fraktionen wurden zusammengefasst und mit einer HiPrep 26/10
Entsalzungssdule in NPI-20 umgepuffert (Flussrate 10 ml/min). Zur Spaltung des
Fusionsproteins wurden 1 ul/ml SUMO-Hydrolase (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von Eva Bosse-Doenecke, 50-150 ug/ml) zugegeben. Nach Inkubation iiber Nacht bei 4 °C
wurde die Probe erneut mit 4 ml/min auf eine 5 ml-HisTrap HP-Saule geladen, wobei die Hisg-
tag-fusionierte SUMO-Hydrolase, SUMO sowie ungespaltenes Fusionsprotein auf der Séule
gebunden wurden. Der Durchfluss, der das anhangsfreie Zielprotein TNF-alpha enthielt, wurde
aufgefangen und mit Zentrifugalkonzentratoren (MWCO 5000 Da, Sartorius, Géttingen) bis auf
ein Volumen von maximal 8 ml eingeengt. Als finaler Reinigungsschritt folgte eine
GroBenausschlusschromatographie mit einer HiLoad 16/60 Superdex 75 prep grade-Séule mit
PBS, 1 mM EDTA pH 7.4, als Laufpuffer bei einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min. Die
apparente Molekularmasse wurde anhand des Elutionsvolumens bestimmt. Als Referenz dienten
Molekularmassenstandards von GE Healthcare. Die Reinheit des Proteins wurde mittels SDS-

PAGE analysiert.

2.14.2.3 Analytische Gr6R3enausschlusschromatographie zur Komplexbestimmung

Zur Untersuchung der Komplexbildung von TNF-alpha und der Ubiquitin-Variante 10F wurden
die Proben in Laufpuffer PBS, 1 mM EDTA pH 7.4, gegebenenfalls versetzt mit 0,05 % Tween-
20, fiir 10 min bis 44 h bei 4 °C vorinkubiert. AnschlieBend wurden 300 pl-Aliquote aus einer
2 ml-Probenschleife oder einem 10 ml-Superloop auf eine Superose 12 10/300 GL-Siule
geladen. Die Trennung erfolgte bei einer Flussrate von 0,6 ml/min und wurde spektroskopisch
bei 254 und 280 nm verfolgt. Bei Einsatz von Fluorescein-markiertem 10F wurde zusétzlich bei

495 nm detektiert.

2.14.3 Konzentrieren und Umpuffern von Proteinlésungen

Die Konzentrierung und Umpufferung von Proteinlésungen (bis 4 ml) erfolgte mit

Vivaspin 500-Zentrifugalfiltern (Sartorius, MWCO 3000, 5000 oder 10000 Da) nach Angaben
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des Herstellers. GroBfere Volumina wurden mittels Vivaspin 4 oder Vivaspin 20-

Zentrifugalfiltern (Sartorius, MWCO 5000 bzw. 3000 Da) aufkonzentriert.

Die Umpufferung von bis zu 1 ml Proteinldsung durch Dialyse erfolgte in Dialysekapseln (Carl
Roth) versehen mit einer Spectra/Por 7-Membran (Spectrum Labs, MWCO 1000 Da). Fiir einen

extensiven Pufferaustausch wurden mindestens vier Dialyseschritte durchgefiihrt.

2.14.4 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration fiir Proteine ohne Tryptophan oder fiir
Proteingemische erfolgte nach Bradford (1976). Dazu wurden 20 ul Proteinlosung und 980 ul
Bio-Rad Protein Assay gemischt und nach 15 min die Absorption bei einer Wellenlédnge von
595 nm gemessen. Zur Erstellung einer Eichgerade wurde BSA-Proteinlésung benutzt, deren

Konzentration spektroskopisch bestimmt wurde.

2.145 Amin-spezifische M odifikation von Proteinen

Amin-spezifische Reagenzien bieten eine einfache und selektive Moglichkeit der Modifizierung
von Proteinen. Reaktionsfahige, primidre Aminogruppen finden sich an den Lysinseitenketten
und dem Aminoterminus, wobei aufgrund der unterschiedlichen pK,-Werte die Selektivitét
durch den pH-Wert beeinflusst werden kann. Die verwendeten Reagenzien Sulfo-NHS-LC-
Biotin  (6-(Biotin-amido)-hexansdure-sulfosuccinimidylester), =~ NHS-Fluorescein  (5/6-
Carboxyfluorescein-succinimidylester) oder  6-(Fluorescein-5-carboxamido)-hexanséure-
succinimidylester wurden entsprechend der Herstellerangaben gelost und im 3- bis 10-fachen
molaren Uberschuss zu 1-3 mg gereinigtem Protein gegeben. Alle Proteine waren in 50 mM
NaH,PO, pH 6,5 gelost, um vorrangig die N-terminale Aminogruppe zu modifizieren. Nach
Inkubation fiir 16 h bei 4 °C wurde tiberschiissiges, nicht gekoppeltes Reagenz durch extensive

Dialyse oder Entsalzungssédulen entfernt.

Um die erfolgreiche Biotinylierung nachzuweisen wurde ein pull-down-Experiment
durchgefiihrt. Biotinyliertes Protein wurde im 2-fachen molaren Unterschuss auf Streptavidin-
beschichteten Magnet-beads immobilisiert. Nach drei Waschschritten mit PBS, 0,05 % Tween-
20 wurde gebundenes Protein durch Inkubation mit 20 pl 5x SDS-Probenpuffer eluiert und

zusammen mit dem Uberstand der Immobilisierung mittels SDS-PAGE analysiert.

2.14.6 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Der ELISA diente in dieser Arbeit hauptsdchlich zum Nachweis der Interaktion zweier
Molekiille oder der Bestimmung der Bindungsstirke. Hierzu wurden zunéchst
100-500 ng (je Kavitit) Zielmolekiill in 50pul PBS {iiber Nacht bei 4°C auf
Maxisorp-96 well-Mikrotiterplatten immobilisiert. Nach dreimaligem Waschen mit 300 pul PBS
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wurden unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation mit 300 pl je Kavitdt PBS, 1 % (w/v)
BSA fiir 2 h bei 37 °C blockiert. Es folgten drei Waschschritte mit 300 ul PBS, 0,05 % Tween-
20 (PBSTO0,05). 50 ul Ligandprotein oder entsprechendes Zelllysat wurden zugegeben und fiir
bis zu 2 h inkubiert. Im Falle eines kompetitiven ELISA wurden die Ligandproteine vor Zugabe
fiir mindestens 1h auf Eis mit dem Kompetitor inkubiert. AnschlieBend wurde abermals
dreimal mit 300 ul PBSTO0,05 gewaschen. Die Detektion gebundener Ligandmolekiile erfolgte
mittels Immunkonjugaten (Tab. 14). Dazu wurden 50 pl Peroxidase-Konjugat zugesetzt und fiir
1 h inkubiert. Nach je dreimaligen Waschen mit PBST0,05 und PBS erfolgte die Zugabe des
Peroxidase-Substrats (50 ul TMB Plus bzw. TMB One). Die Peroxidase-Reaktion wurde nach
5-30 min mit 50 ul 0,2 M Schwefelsdure gestoppt. Zur Auswertung wurde mit Hilfe eines

Mikrotiterplatten-Lesegeréts die Extinktion bei 450 nm und als Referenz 620 nm bestimmt.

Tabelle 14: Fur ELISA-Experimente verwendete Antikorper bzw. Immunkonjugate.
Die Verdiinnung aller Antikérper bzw. Immunkonjugate erfolgte in PBSTO0,05.

Immunkonjugat Antigen Verwendete Verdiinnung
anti-FLAG-M2-Peroxidase- FLAG-Peptid (DYKDDDDK) 1:2000
Konjugat
anti-His¢-Peroxidase-Konjugat Hexahistidin-Peptid 1:70-1:500
Avidin-Peroxidase-Konjugat Biotin 1:2000

2.14.7 Analytische Ultrazentrifugation

Durch Gleichgewichtssedimentation kann die molekulare Masse von Proteinmolekiilen
und -komplexen bestimmt werden. Die Proteinkonzentration betrug fiir die Fluorescein-
markierte Ubiquitin-Variante 10F 0,04 mg/ml und fiir TNF-alpha 0,95 mg/ml in PBS, 1 mM
EDTA pH 7,4, 0,05 % Tween-20. Das Sedimentationsgleichgewicht wurde bei 14000 rpm und
20 °C bei einer Wellenldnge von 280 nm fiir nicht markierte Proteine bzw. 490 nm fiir
Fluorescein-markierte Proben gemessen. Die Experimente an einer Analytischen
Ultrazentrifuge Optima XL-A (Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA) wurden
freundlicherweise von Herrn Dr. Hauke Lilie bei der Abteilung Technische Biochemie (Institut

fiir Biochemie und Biotechnologie, MLU Halle-Wittenberg) durchgefiihrt.

2.14.8 I|sothermale Titrationskalorimetrie

Mit Hilfe der Isothermalen Titrationskalorimetrie konnen durch Messung der Reaktionswirme
die thermodynamischen Parameter einer Protein-Protein-Interaktion bestimmt werden. Die
Experimente wurden mit einem MicroCal VP-ITC Titrationsmikrokalorimeter (MicroCal Inc.,
Northampton, MA) bei 25 °C durchgefiihrt. Zur Probenvorbereitung wurden nach extensiver
Dialyse von TNF-alpha und der Ubiquitin-Variante 10F gegen PBS, 0,5 mM EDTA pH 7,4
beide Proben in PBS, 0,5 mM EDTA pH 7.4, 0,1 % Tween-20 zweifach verdiinnt. Die Titration
von TNF-alpha (19 uM Trimer) mit 10F (349 uM) erfolgte in 10 pl-Schritten. Die Messdaten
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wurden mit Hilfe der Software Origin Version 7.0 (Microcal Software, Northampton, MA)
ausgewertet. Die Bindungskurven wurden vor ihrer Auswertung hinsichtlich der
Verdiinnungswérme korrigiert, die in parallelen Kontrollexperimenten durch Injektion von 10F

(349 uM) in PBS, 0,5 mM EDTA pH 7.4, 0,05 % Tween-20 bestimmt wurde.

2.14.9 Massenspektrometrie

Zum Nachweis der Identitidt oder der erfolgreichen Modifikation der Proteine wurden diese
mittels Massenspektrometrie analysiert. Dabei werden die ionisierten Molekiile entsprechend
ihres Masse-Ladungsverhéltnisses durch elektromagnetische Felder getrennt. Vor der Analyse
wurden die Proben extensiv gegen bidestilliertes Wasser dialysiert. Die Untersuchungen mittels
matrix-assisted laser desorption/ ionization time-of-flight (MALDI-TOF)- oder electrospray
ionization linear trap quadrupole (ESI-LTQ) orbitrap-Experimenten wurden bei der Abteilung
fiir Pharmazeutische Chemie & Bioanalytik (Institut fiir Pharmazie, MLU Halle-Wittenberg)
von Herrn Dr. Mathias Q. Miiller bzw. Herrn Dr. Christian Ihling durchgefiihrt.

2.14.10 Zédlkulturuntersuchung der Zytotoxizitat von TNF-alpha

Die biologische Aktivitdt von gereinigtem TNF-alpha wurde durch einen modifizierten L.929-
Zellkulturtest bestimmt. Die Analyse wurde freundlicherweise von Manja Gloser bei der Scil
Proteins GmbH (Halle) durchgefiihrt. Mausfibroblasten 1.929 (DSMZ, ACC 262) wurden in
RPMI (Lonza, Walkersville, MD, USA) mit 10 % Foétalem Kélberserum (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) kultiviert. Fiir einen Zellproliferationsassay wurden 3,5%10° Zellen/Kavitit in 96-
well-Mikrotiterplatten mit RPMI (2 % Fotales Kélberserum, 50 pg/ml Gentamicin) iiberfiihrt.
Nach 24 h wurden die Zellen fiir 30 min mit Actinomycin D (4 pg/ml) stimuliert und dann fiir
weitere 24 h mit unterschiedlichen Konzentrationen an TNF-alpha inkubiert. AnschlieBend
wurde die Zellviabilitdt durch Zugabe von WST-1 (Roche Diagnostics, Mannheim) und
Messung der Extinktion bei 450 nm und 620 nm (Hintergrund) untersucht.

2.15 Spektroskopische Methoden

2.15.1 UV/Vis-Spektroskopie

UV/Vis-Absorptionsspektroskopie war die Methode der Wahl zur Bestimmung der
Konzentration gereinigter Protein- und DNA-Losungen. Fiir alle Messungen wurden Hellma
Prazisionskiivetten aus Quarzglas SUPRASIL der Firma VWR (Darmstadt) verwendet. Die
Absorptionskoeffizienten von Proteinen wurden mit dem Programm ProtParam Tool
(http://www.expasy.org/tools/protparam.html) (Gasteiger et al., 2005) berechnet. Die Messung
der Extinktion erfolgte in einem Spektrum von 250 bis 330 nm. Zur Bestimmung der

Konzentration konnten die Messwerte bei 280 nm herangezogen werden (Gl. 1).

43



2 Material und Methoden

A280 == 8280 X Cc X d (Gl. 1)

Azso Extinktion bei 280 nm

£80 molarer Extinktionskoeffizient der Proteinlosung bei 280 nm (M'1 cm'l)
c Proteinkonzentration (M)

d Schichtdicke (cm)

Das Verhiltnis der Messwerte bei 280 und 260 nm diente zum Abschétzen der Verunreinigung
durch DNA. Bei hoheren Wellenldngen als 310 nm ist es moglich aufgrund von Lichtstreuung

Aggregate nachzuweisen.

Zur Bestimmung von DNA-Konzentrationen wurden die Extinktion bei 260 nm und ein

Extinktionskoeffizient von 0,02 ul/(ngxcm) herangezogen.

2.15.2 Zirkulardichroismus(CD)-Spektroskopie

Der Zirkulardichroismus beruht auf der unterschiedlichen Absorption links und rechts zirkular
polarisierten Lichts durch optisch-aktive Molekiile. Die Absorption der Peptidbindung bei 170-
250 nm (Fern-UV) ermdglicht dadurch die Untersuchung der Sekundérstruktur von Proteinen,
wahrend die Absorption der aromatischen Aminosduren bei 250-300 nm (Nah-UV)

Riickschliisse auf die Tertidrstruktur erlaubt.

Fern-UV-CD-Spektren

Fern-UV-CD-Experimente wurden an einem Jasco J-810-Spektropolarimeter (Jasco Inc.,
Easton, MD, USA) mit Peltierelement durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten bei 20 °C in
Quarzglaskiivetten (Hellma) mit 0,1 mm bzw. 1 mm Schichtdicke iiber einen spektralen Bereich
von 185-260 nm und mit einer Messgeschwindigkeit von 10 nm/min und einer Bandweite von
I nm. Bei einer Integrationszeit von 4s wurden 20 Spektren akkumuliert. Die
Proteinkonzentrationen und  Pufferzusammensetzungen sind in  den  jeweiligen
Abbildungslegenden angegeben. Alle Spektren wurden pufferkorrigiert und nach Gl. 2 (Schmid,

1997) auf die mittlere Elliptizitdt pro Aminosiurerest normalisiert.

0]y = 0 x 100 x MW (GL2)
c X d Xnyg

(0] yrw mittlere Elliptizitit pro Aminosdurerest (deg cm™ dmol™)
o gemessene Elliptizitat (deg)
MW molekulare Masse des Proteins (Da)
c Proteinkonzentration (mg ml™)
d Schichtdicke (cm)
Nys Anzahl der Aminosduren
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Analyse der thermischen Stabilitdt

Die Fern-UV-CD-Spektroskopie wurde ebenfalls zur Untersuchung der thermischen Ent- und
Riickfaltung der Proteine benutzt. Dazu wurden die Proteinlosungen in 1 mm-
Quarzglaskiivetten im Bereich von 10-95 °C mit 1 K/min erhitzt und wieder abgekiihlt. Bei
einer Wellenldnge von 200 nm bzw. 222 nm wurde in Inkrementen von 0,5 °C (bzw. 1 °C) ein
Datenpunkt aufgenommen. Alle Messungen wurden pufferkorrigiert. Die Auswertung der Daten
erfolgte nach Pace und Scholtz (1997). Zur Uberpriifung der Reversibilitdt wurden Fern-UV-
CD-Spektren im Wellenldngenbereich von 200-265 nm bei 20°C vor und nach den

Temperaturiibergdngen gemessen.

2.15.3 Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenz ist ein Vorgang, bei dem durch Emission von Licht ein per Lichteinstrahlung
angeregtes Teilchen wieder in einen energiedrmeren Zustand zuriickkehrt. Das vom
sogenannten Fluorophor emittierte Licht ist dabei stets langerwellig als das absorbierte Licht.
Die Sensitivitdt des Emissionsspektrums von Fluorophoren beziiglich deren unmittelbaren
Umgebung ermdglicht in Proteinen z. B. die Untersuchung der Tertidrstruktur. Dazu kdnnen
sowohl intrinsische Fluorophore wie u. a. Tryptophanreste, als auch extrinsische Fluorophore

wie Modifikationen mit Fluorescein genutzt werden.

Analyse der thermischen Stabilitdt

Die Nutzung der Tryptophanfluoreszenz zur Analyse der thermisch induzierten Ent- und
Riickfaltungsvorgéinge war in dieser Arbeit moglich, da die verwendeten Varianten des
urspriinglich Tryptophan-freien Ubiquitins den Austausch F45W enthielten. Die Messung der
Temperaturiibergénge erfolgte an einem Fluoreszenzspektrometer FluoroMax-3 (Jobin-Yvon)
mit Peltierelement in riihrbaren, verschlieBfahigen Quarzglaskiivetten (Hellma) mit 1 cm
Schichtdicke und 3,5 ml Probenvolumen. Die Proteinkonzentration betrug jeweils 4 uM in PBS,
1 mM EDTA pH 7,4. In einem Temperaturbereich von 20 °C bis 90 °C wurde aller 1°C
(Toleranz: 0,25 °C, Aquilibrierzeit: 1,3 min) bei einer Anregungswellenlinge von 295 nm ein
Emissionsspektrum von 330 bis 360 nm aufgenommen. Die Auswertung der Heiz- und
Kiihlkurven erfolgte, wenn nicht abweichend angegeben, bei 353 nm nach Pace und

Scholtz (1997).

Untersuchung der TNF-alpha-Dissoziation durch Selbstausloschung der Fluorescein-

Fluoreszenz

Der Einfluss verschiedener Molekiile auf die Dissoziationsgeschwindigkeit von TNF-alpha-
Trimeren wurde fluoreszenzspektroskopisch nach He et al. (2005) untersucht. Aufgrund der

raumlichen Nihe der Fluorescein-Molekiile in (dreifach) markierten TNF-alpha-Trimeren
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kommt es zur Selbstausloschung der Fluoreszenz. Der Austausch von Untereinheiten mit nicht
markierten TNF-alpha-Trimeren resultiert in einem Anstieg der Fluoreszenzintensitét. Fiir das
Experiment wurden Mikrotiterplatten (Greiner Standard 96F Black Non-binding) mit
30 pl/Kavitat 500 nM Fluorescein-markiertem TNF-alpha (2.14.5) befiillt. Nach Zugabe von
120 ul 25 pM unmarkiertem TNF-alpha (200-facher Uberschuss) wurde mit einem Paradigm-
Plattenlesegerdt (Beckman-Coulter) die Fluoreszenzemissionsintensitit (Anregungsfilter:
485 nm, Emissionsfilter: 535 nm) zeitabhingig aufgezeichnet. Nach 37 min Inkubation erfolgte
die Zugabe von 5 pl/Kavitit PBS oder Proteinlosung (595 uM 10F, 600 uM 10Fpy bzw.
160 uM Etanercept). AnschlieBend wurde 3 s geschiittelt und die Fluoreszenzmessung
fortgesetzt. Als Messpuffer diente PBS, 1 mM EDTA pH 7.4, 0,05% Tween-20. Zur
Verhinderung von Verdunstungseffekten wurden Deckel verwendet. Die Daten wurden zur

Auswertung auf die Werte bei 38 min normiert.

2.15.4 NMR-Spektroskopie

Die Kernmagnetresonanz(NMR)-Spektroskopie beruht auf der Sensitivitdt der Magnetresonanz
bestimmter Atomkerne gegeniiber ihrer chemischen Umgebung. Typische Atomkerne, die fiir
die Untersuchung von Proteinen genutzt werden kénnen, sind 'H, "N und C. Die Methode
erlaubt eine aminoséureaufgeloste Analyse der Proteinstruktur und von Proteininteraktionen.
Um Resonanzsignale einzelner Aminosiuren unterscheiden zu kdnnen, wurden in dieser Arbeit
'H-""N F-HSQC-Experimente verwendet. Die Messungen wurden freundlicherweise von Herrn
Michael Kovermann von der Abteilung Biophysik (Institut fiir Physik, MLU Halle-Wittenberg)
durchgefiihrt. Alle Spektren wurden in PBS, 1 mM EDTA pH 7,4, versetzt mit 10 % D,O, bei
25 °C aufgezeichnet.

Die 'H-"N F-HSQC-Einzelspektren der Ubiquitin-Varianten WUBI, 10F, 10Fpy und
WUBIADY wurden an einem Bruker 800 Avance III-Spektrometer aufgenommen. Die Titration
der "N-markierten Ubiquitin-Variante 10F mit TNF-alpha wurde an einem Bruker 600 Avance
I1I-Spektrometer durchgefiihrt. Fiir jeden Titrationsschritt wurde nach kurzer Inkubation ein 'H-
N F-HSQC-Spektrum aufgenommen. Die Stdchiometriebestimmung erfolgte durch
Verfolgung der Intensitit der 10F-Resonanzsignale in den Spektrenserien in An- bzw.

Abwesenheit von 0,05 % Tween-20.
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Fiedler et al. (2004) zeigten bereits die Eignung des Ubiquitins zur Herstellung kiinstlicher
Bindeproteine. Dabei wurden als Kriterien fiir die Auswahl von geeigneten
oberflachenexponierten Aminosdurepositionen zur Generierung der Bindefldche vorrangig die
Toleranz gegeniiber Substitutionen und die Lokalisierung im strukturell rigiden beta-Faltblatt

verwendet.

In der vorliegenden Arbeit sollte sich die Auswahl der Austauschpositionen zusitzlich an der
Beteiligung der Reste an natiirlichen Interaktionen des Ubiquitins orientieren (siche 3.2). Um
diese neue Strategie zur Herstellung von Ubiquitin-basierten Bindeproteinen zu evaluieren,
wurden eine Ribosomen-display-Selektion durchgefiihrt und selektierte Varianten analysiert.
Das als Zielmolekiil ausgewéhlte TNF-alpha wurde durch rekombinante Expression in E. coli
als SUMO-Fusion hergestellt. Das SUMO-System ermdglichte die Reinigung groferer Mengen
anhangsfreien Proteins. Aus einer mittels PCR synthetisierten Ubiquitin-Bibliothek mit sechs
randomisierten Aminosdurepositionen wurden TNF-alpha-bindende Varianten isoliert. Die
Variante 10F wurde anschliefend hinsichtlich der Interaktion mit TNF-alpha eingehend
charakterisiert. Zudem wurde die Auswirkung der Sequenzmodifikationen der isolierten
Variante auf die Struktur und Stabilitit im Vergleich zum Geriistprotein Ubiquitin F45W

untersucht.

3.1 Herstellung desZielproteins TNF-alpha

Als modellhaftes Zielprotein fiir die Selektion und Charakterisierung kiinstlicher Bindeproteine
auf Grundlage einer neuen Ubiquitin-Bibliothek sollte das humane TNF-alpha dienen. Im
menschlichen Korper wird das Protein in membrangebundener Form als Trimer hergestellt.
Durch Abspaltung vom membranstéindigen Teil wird der systemisch wirksame, 16sliche Teil
aktiviert. Bereits ohne Fusionsanhinge wird reifes, 16sliches TNF-alpha in E. coli mit guten
Ausbeuten zytoplasmatisch gewonnen (Curnis und Corti, 2004). Jedoch wird dieses nicht
vollstandig von der Methioninaminopeptidase prozessiert und es verbleibt eine Spezies mit
einem Methionin vor dem N-terminalen Valin. Um ein mdglichst authentisches Zielprotein
bereitzustellen, wurde 16sliches TNF-alpha mit Hilfe des SUMO-Fusionssystems hergestellt.
Die Fusion mit Hise-SUMO ermoglicht die einfache Herstellung und Reinigung eines
rekombinanten Proteins ohne zusétzliche Aminosduren am N-Terminus. Zudem wurde gezeigt,
dass der SUMO-Anhang die Proteinfaltung und -16slichkeit, und somit die Ausbeute verbessern

kann.
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3.1.1 Herstellung und Reinigung von TNF-alpha als SUMO-Fusion

Das fiir die Expression in E. coli optimierte, humane TNF-alpha-Gen wurde mithilfe der
Restriktionsenzyme Eco311 und Nofl (2.11.2) in den pET-SUMOadapt-Vektor kloniert (Abb.
10). In der Aminoséuresequenz des SUMO-TNF-Fusionsproteins entsprach die +1-Position der
SUMO-Hydrolase-Spaltstelle somit dem N-Terminus des 16slichen TNF-alpha — Val77.

T7 Promotor Abbildung 10: Expressionsplasmid pET-
SUMO-TNF zur Herstellung von SUMO-TNF-
alpha in E. coli.

His6-SUMO

Grundlage fiir diesen Vektor war pET-
_nott SUMOadapt (Bosse-Doenecke et al., 2008). Die
codierende Sequenz fiir TNF-alpha wurde iiber
flankierende Eco311 und Notl-Schnittstellen
direkt an das 3'-Ende des SUMO-Gens eingefiigt.
Dadurch enthidlt das reife TNF-alpha nach der
SUMO-Proteasespaltung keine zusitzlichen N-

T7 Terminator

pPET-SUMO-TNF
6135 bps

terminalen Aminosduren. Das Plasmid enthilt
aulerdem einen T7/ac-Promotor zur Kontrolle
der Genexpression, ein Kanamycin-Resistenzgen
(KanR) sowie einen zur Plasmidvervielféltigung
notwendigen pBR322-Replikationsursprung (ori).

Nach Transformation von E.coli BL21(DE3) wurde die Expression {iber Nacht in
Schiittelkulturen mit Autoinduktionsmedium ZYM-5052 bei 37 °C durchgefiihrt (2.13.4).
Typischerweise wurde eine optische Dichte bei 600 nm Agy von 12 bis 14 erreicht, was einer
Biofeuchtmasse von etwa 17 g/l Kulturvolumen entsprach. Nach Zellaufschluss und
Fraktionierung der Zellbestandteile mittels Zentrifugation und lie sich das Fusionsprotein
mittels SDS-PAGE nahezu ausschlieBlich im 16slichen Uberstand nachweisen (Abb. 11A). Das
N-terminale Hexahistidinpeptid des Fusionsproteins ermoglichte zunédchst die Reinigung mittels
Immobilisierte Metallionen-Affinitdtschromatographie (IMAC), wie unter 2.14.2.2 beschrieben.
Nach Umpufferung des Eluats in NPI-20 und Inkubation mit SUMO-Hydrolase wurden SUMO,
SUMO-Hydrolase und nicht gespaltenes Protein vom anhangsfreien Zielprotein in einem
weiteren IMAC-Schritt abgetrennt. Der autkonzentrierte Durchfluss, der das reife TNF-alpha
enthélt, wurde mittels Gelfiltration gereinigt. Das Chromatogramm zeigte bei einer
Detektionswellenlinge von 280 nm einen einzelnen Peak, dessen Elutionsvolumen einer
apparenten Molekularmasse von 51,9 kDa entspricht (Abb. 11A). Dies korrespondiert mit der
theoretischen Molekularmasse des TNF-alpha-Trimers von 52 kDa. Ein kleiner Peak im
Ausschlussvolumen zeigte das Vorhandensein von hoheren Oligomeren oder Aggregaten. Die
SDS-PAGE-Analyse des gereinigten Proteins zeigte eine Reinheit von mindestens 96 %

(Abb. 11B). Die erzielte Ausbeute betrug 97 mg/l Kulturvolumen (5,8 mg/g Biofeuchtmasse).
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Abbildung 11: Reinigung von TNF-alpha mittels SUMO-Fusion.

(A) GroBenausschlusschromatographie  des  abgespaltenen  TNF-alpha. Im  letzten
Reinigungsschritt wurde der aufkonzentrierte Durchfluss der zweiten IMAC auf eine
Superdex 75 prep grade-Saule aufgetragen. Als Laufpuffer diente PBS, 1 mM EDTA pH 7.4.
Zur Bestimmung der apparenten Molekularmasse wurde die Sdule mit Standardproteinen (GE
Healthcare, Uppsala, S) kalibriert. (B) SDS-PAGE-Analyse der Reinigungsschritte. Proben der
verschiedenen Reinigungsschritte wurden mittels 4-12 % Gradientengel und anschlieBender
Coomassie-Farbung untersucht. Zur Probenvorbereitung wurde das Sediment nach
Zentrifugation der lysierten Zellen (unldsliche Fraktion) in 8 M Harnstoff, 0,1 M Tris, ]| mM
EDTA pH&8,0 bei Raumtemperatur solubilisiert. Das Probenvolumen wurde auf das
Gesamtvolumen des jeweiligen Reinigungsschritts normiert. Aufgrund einer &hnlichen
Molekularmasse von 17 kDa fiir monomeres TNF-alpha und 13 kDa fiir SUMO, werden in Spur
7 beide Proteine schlecht getrennt. Die exakte Lauthohe des TNF-alpha ist in Spur 8 und 9 zu
erkennen. M: PageRuler Unstained Protein Ladder, 1: Zelllysat vor Induktion, 2: Zelllysat nach
Induktion, 3: Zelllysat unlosliche Fraktion, 4: Zelllysat 16sliche Fraktion, 5: Durchfluss erste
IMAC, 6: Eluat erste IMAC, vor SUMO-Protease-Spaltung, 7: Eluat erste IMAC, nach SUMO-
Protease-Spaltung (SUMO-Proteasemenge unterhalb der Detektionsgrenze), 8: Durchfluss
zweite IMAC, 9: Elutionsfraktion GroBenausschlusschromatographie bei 60 ml.

3.1.2  Charakterisierung des rekombinanten TNF-alpha

Die funktionelle Spezies des TNF-alpha ist ein Homotrimer. Die Untereinheiten sind dabei nicht
kovalent verkniipft. Um sicherzustellen, dass das mittels SUMO-Fusion hergestellte Protein
eine native Struktur und biologische Aktivitit aufweist, wurde es eingehend charakterisiert. Das
fiir die spéteren Experimente verwendete, chemisch biotinylierte TNF-alpha wurde ebenfalls

hinsichtlich seiner Funktionalitit untersucht.
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3.1.2.1 Zirkulardichroismus(CD)-spektroskopische Untersuchung des TNF-alpha

CD-Messungen im Fern-UV-Bereich erlauben Aussagen zur Sekundirstruktur von Proteinen
und ermoglichen somit die Untersuchung der korrekten Faltung. Das Fern-UV-CD-Spektrum
(2.15.2) des mittels SUMO-Fusion gereinigten TNF-alpha zeigte eine negative Bande bei
220 nm und eine positive Bande bei 200 nm mit einer Schulter bei 193 nm (Abb.Abbildung 12).
Es entsprach publizierten CD-Spektren von loslichem, rekombinantem TNF-alpha (Riazance-

Lawrence ef al., 1991b).

10000 1— ; ; ; ; Abbildung 12: Fern-UV-CD-Spektrum
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2 aufgenommen und pufferkorrigiert. Die
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3.1.2.2 Massenspektrometrische Untersuchung des TNF-alpha

Die Molekularmasse des monomeren TNF-alpha wurde mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie (MS) bestimmt (2.14.9). Die beobachtete Masse m/z von 17351 entspricht
der theoretischen Masse des reifen Proteins und bestétigt das Vorhandensein der Disulfidbriicke
zwischen Cys69 und Cysl01 (Daten nicht gezeigt). Die Identitdt wurde zudem durch
Peptidmassen-fingerprinting- und  Peptidfragment-fingerprint-Analysen  mittels  nano-

HPLC/MALDI-TOF/TOF-MS tberpriift (Daten nicht gezeigt).

3.1.2.3 Analytische Ultrazentrifugation

Zur Bestétigung des trimeren Zustandes des TNF-alpha in Losung wurde die analytische
Ultrazentrifugation verwendet (2.14.7). In entsprechenden Sedimentationsgleichgewichtslaufen
konnte eine apparente Molekularmasse von 48 kDa bestimmt werden (Abb. 13). Dies stimmt

gut mit der theoretischen Molekularmasse des TNF-alpha-Trimers von 52 kDa iiberein.

3.1.2.4 Biologische Aktivitit mittels L.929-Zellassay

Zur weiteren Uberpriifung der Funktionalitit des rekombinanten TNF-alpha wurde die
biologische Aktivitdt mit kommerziell erhéltlichem, humanem TNF-alpha verglichen (Abb. 14).
Dazu wurde ein Zytotoxizitdtstest mit murinen [.929-Zellen durchgefiihrt (2.14.10). Die
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1.0 — ' ' ' ' — Abbildung 13: Gleichgewichtssedimen-

tation des rekombinanten TNF-alpha.

0.8 1 Fir die Messung wurde 10 uM TNF-

alpha (Trimer) in PBS, 0,05 % Tween-

s 28] 20, 0,5mM EDTA pH 7.4 verwendet.

< 04| Die  Sedimentation  erfolgte  bei

’ 14000 rpm und 20°C. Oben: Die

02 ] Regression (Linie) der experimentellen

' Daten zeigte eine Spezies von 48 kDa.

0.0 | Lopmu L il . ' . Unten: Abweichung der Regression von

§ 0,05 - ., 1 den experimentellen Werten.
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biologische Aktivitét des mittels SUMO-Fusion hergestellten Proteins lag mit einem ECso-Wert
von 107,1 £5,5 pg/ml im Bereich der beiden Positivkontrollen (Peprotech: 165,3 + 25,0 pg/ml,
NEB: 194,7 = 11,5 pg/ml).

1,5 . - - " " Abbildung 14:  Zytotoxizitit des
rekombinanten TNF-alpha gegeniiber
L929-Zellen.

Mit Actinomycin D behandelte murine

1,0 A
<§ L929-Zellen wurden mit 0,2 fg/ml-
B 1000 ng/ml TNF-alpha inkubiert. Nach
< 4k 24h wurde die Lebensfahigkeit der

Zellen durch Zugabe des Farbreagenz

WST-1 bestimmt. Als Kontrollen wurde

rekombinantes TNF-alpha von

b8 dof Aok 452 qg¢ @ g Peprotech  (Kontrolle 1) und NEB
[TNF-alpha] (ng m|'1) (KOIltI'OHC 2) verwendet.

A  SUMO-Fusionsmethode
® Kontrolle 1
¢ Kontrolle 2

0,0

3.1.2.5 Funktionale Charakterisierung von biotinyliertem TNF-alpha

Zur Immobilisierung in Selektionsexperimenten und die anschlieBende Charakterisierung der
isolierten Bindeproteine wurde TNF-alpha chemisch biotinyliert (2.14.5). Mittels ESI-
Massenspektrometrie (2.14.9) liel sich folgende Verteilung der modifizierten TNF-alpha-
Monomere abschitzen: 60 % einfach biotinyliert, 30 % mehrfach biotinyliert, 10 %
unmodifiziert (Daten nicht gezeigt). Ein pull-down-Experiment von biotinyliertem TNF-alpha
mit einer Streptavidin-Matrix bestitigte die vorhandene Modifizierung. 95 % des TNF-alpha
konnten dabei immobilisiert werden (Daten nicht gezeigt). Zum Nachweis der biologischen
Funktionalitit des biotinylierten Proteins diente ein ELISA (siche Abb.25B, S. 63). Das

modifizierte TNF-alpha wurde erfolgreich vom TNF-Rezeptor in Form von Etanercept erkannt.
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Wie sich zeigte, konnte TNF-alpha als SUMO-Fusion in groen Mengen in der Schiittelkultur
hergestellt werden. Das rekombinante Protein war nativ gefaltet und zeigte volle biologische
Aktivitidt. Die Ausbildung der Disulfidbriicke erfolgte vermutlich durch Luftsauerstoff nach
dem Zellaufschluss wihrend der Reinigung. Explizite Aussagen zum Anteil unverbriickter
Cysteine konnen aufgrund des nur bedingt quantitativen Charakters der MS-Daten nicht
erfolgen. Fiir die Ribosomen-display-Selektion biotinyliertes TNF-alpha war ebenfalls

funktional.

3.2  Selektion einer Ubiquitin-Bibliothek gegen TNF-alpha

Zur Herstellung kiinstlicher Bindeproteine werden hiufig evolutiondre Selektionsmethoden
benutzt. Diese ermdglichen die Isolierung von Molekiilen mit den gewiinschten
Bindungseigenschaften aus groen Bibliotheken, ohne eine hohe Anzahl von
Bibliotheksmitgliedern einzeln durchmustern zu miissen. Im Ribosomen-display kdnnen so -
begrenzt durch die Anzahl der zur Verfiigung stehenden Ribosomen - bis zu
10" unterschiedliche Molekiile gleichzeitig der Selektion zugefithrt werden. Diese Methode
sollte benutzt werden, um aus einer neu konstruierten Ubiquitin-Bibliothek TNF-alpha-

spezifische Bindemolekiile zu isolieren.

3.21 Konstruktion und Analyse der Ubiquitin-Bibliothek

Im Unterschied zu vorherigen Ubiquitin-basierten Bibliotheken sollten in dieser Arbeit
moglichst Aminosdurepositionen zur Generierung der Bindefliche benutzt werden, die bereits
in natiirlichen Interaktionen des Ubiquitins involviert sind. Zusétzlich bestand die Vorgabe, dass
sich die entsprechenden Reste im beta-Faltblatt befinden sollten, um eine rigide Grundstruktur
fiir das Paratop zu gewéhrleisten. Nach intensiver Literaturanalyse wurden die Aminoséuren des
hydrophoben Oberflachenbereichs um L8, 144 und V70 ausgewéhlt (Tab. 15). Anhand von
Daten aus in silico-Studien zum Einfluss von Aminoséureaustauschen in diesem Bereich des
Ubiquitins auf dessen Gesamtstabilitdit (Wiederstein und Sippl, 2005, interner
Forschungsbericht Scil Proteins, 2002; Fiedler ef al., 2004) und einer visuellen Analyse mittels
der Software PyMOL Version 0.99rc6, wurden die sechs Positionen K6, L8, R42, 144, H68 und
V70 fiir die Randomisierung festgelegt.

3.2.1.1 PCR-baserteErstellung der Ubiquitin-Bibliothek

Auf Grundlage der ausgewahlten Randomisierungspositionen und einer fiir die Expression in
E. coli optimierten DNA-Sequenz (Geneart, Regensburg) erfolgte die Planung und Synthese
von iiberlappenden Oligonukleotiden zur Bibliothekskonstruktion (siehe Tab. 2, S. 20). An die

mittels PCR synthetisierte Ubiquitin-Kassette wurden mit Hilfe entsprechender Primer eine

52



3 Ergebnisse

Tabelle 15: An natdrlichen Interaktionen beteiligte Aminosdur ereste im Ubiquitin.

Die Hauptinteraktionsfliche im Ubiquitin befindet sich um [44. Die in die Analyse
einbezogenen, natiirlichen Liganden des Ubiquitins weisen strukturell ein breites Spektrum auf,
das von helixartigen Formen iiber Zinkfinger-Motive bis hin zu alpha/beta-Strukturen reicht.

Methode zur Analyse der  An Interaktionen beteiligte

Quelle Ligand Komplexinteraktionen Aminosaurereste*®
) L8, 144, Ad46, G47, K48, H68,
Alam ef al. (2004) NZF-Doméne NMR V70, R72, L73
Fisher et al v peptide NMR L8, R42, 144, K48, V70, R72
(2003)
Kang ef al. (2003) CUE-Doméine NMR K6, L8, 144, Ad6, Ra2, K48,

Q49, H68, V70

L8, R42, 144, A46, K63, H6S,
Rontgenkristallographie V70, L73, E51%, R54%, S577,
D58*

L8, 136, R42, 144, A46, K48,
H68, V70, L73

L8, R42, 144, A46, G47, N60,
UEV-Domiéne Rontgenkristallographie Q62, K63, E64, S65, T66,

Penengo et al. UIM-Peptid,
(2006) UBD-Peptide

Prag et al. (2003) CUE-Doméne Rontgenkristallographie

Sundquist et al.
(2004)

H68, V70
Swanson et al. . L8, R42, 144, A46, K48, H68,
(2003) UIM-Peptide NMR V70, R72
Yuan et al. (2004) UBA-Doméne NMR L8, R42, 144, G47, H68, V70

*Nicht oder nur geringfiigig oberflachenexponierte Reste wurden nicht in die Auswertung einbezogen.
"Diese Reste gehoren zu einer unabhingigen Bindestelle um D58.

CUE: coupling of ubiquitin to ER degradation, NZF: Npl4 zinc finger, UBA: ubiquitin-associated, UBD:
ubiquitin-binding domain, UEV: ubiquitin E2 variant, UIM: ubiquitin-interacting motif, NMR
Kernmagnetresonanzspektroskopie

5'-Nicht translatierte Region mit T7-Promotor und Ribosomenbindestelle und am 3'-Ende eine
FLAG-Peptidsequenz fusioniert (2.12.1). Nach Restriktionsverdau mit EcoRI wurde an das 3'-
Ende zusitzlich ein mit Munl-geschnittenes Ribosomen-display-Anker-Fragment ligiert. Durch
die Randomisierung mittels NNK-Motiven ergibt sich fiir jede der randomisierten Positionen
der Einbau von 32 moglichen Codons (siche Abb. 8, S. 32). Damit ergibt sich auf DNA-Ebene
eine theoretische BibliotheksgroBe von 32°=1,07x10° (= 1,78 fmol bzw. 265 pg). Zur Wahrung
grofftmoglicher Diversitdt wurden wihrend der Bibliothekssynthese alle DNA-Fragmente

immer in Mengen zur mindestens 75-fachen Abdeckung der theoretischen Bibliotheksgrof3e

verwendet.

Zur Untersuchung der Bibliotheksqualitit erfolgte die Klonierung in den Vektor pJET 1. Von
30 zufillig ausgewdhlten Klonen konnte bei 25 eine auswertbare Sequenz erhalten werden. An
den N-Positionen der zur Randomisierung verwendeten NNK-Motive war der Anteil von
Cytosin etwa 50 % geringer als erwartet, wahrend Guanin entsprechend haufiger auftrat

(Tab. 16). Auch an der K-Position wurde ein Guanin-Uberschuss, im Verhiltnis von 2:1 zum
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Thymin, gefunden. In einem G-Test auf Anpassung geniigten die gefundenen Héufigkeiten an
der 1. N- und der K-Position nicht den erwarteten dquimolaren Verteilungen (1. N: G = 13,03,
p<0,05f=3;2.N: G=7,16,p > 0,05, f=3; P: G=7,06, p < 0,05, f=1).

17 der auswertbaren 25 Klone, also 68 %, enthielten auf Aminosidureebene funktionelle
Sequenzen (Abb. 15). Wie auf DNA-Ebene weicht die gefundene Verteilung der Aminoséuren
von der erwarteten ab (G = 37,42, p < 0,05, f = 20).

Tabelle 16: Reale Nukleotidhiufigkeit in den NNK-Motiven von zufillig ausgewihlten
Einzelklonen der Ubiquitin-Bibliothek mit 6 randomisierten Positionen.

Fiir die Analyse der Nukleotidverteilung in den randomisierten Bereichen wurden die
auswertbaren Sequenzen von 25 zufillig ausgewihlten bakteriellen Klonen verwendet.

Position Haufigkeit in %
A C G T
I.N 28 12 36 24
2.N 27 14 33 25
K 1 0 64 35

Abbildung 15: Aminosiureverteilung auf
- | den sechs zufillig ausgetauschten Positionen
in der Ubiquitin-Bibliothek.

In 17 funktionellen Sequenzen wurden 102
5 | - | Aminosduren untersucht. Die gefundene
Anzahl wurde auf die erwartete Anzahl
_ _ _ | normiert. Rote Linie: gefundene = erwartete
1 - ——= Haufigkeit.

relative Haufigkeit (gefunden/erwartet)

<oQUWLOI—XISZaogOxnkE>2> g

S

Aminosaure

3.2.1.2 Untersuchungen zur loslichen Herstellung von Bibliotheksvarianten

Durch den Austausch von sechs Aminosduren im Geriistprotein Ubiquitin F45W bestand eine
hohe Wahrscheinlichkeit der Destabilisierung der Varianten. Als Folge davon kann die 16sliche
Herstellung in E. coli beeintrichtigt werden. Um dies zu untersuchen, erfolgte die Klonierung
der naiven Bibliothek in den Expressionsvektor pET-20b-2xStop (Abb. 16). 96 zufillig
ausgewihlte Bibliotheksklone wurden im 300 pl-MafBstab in Autoinduktionsmedium ZYM-
5052 kultiviert (2.13.5). Nach dem Zellaufschluss wurden I6sliche und unlosliche
Zelllysatfraktion durch Zentrifugation getrennt und mittels SDS-PAGE analysiert. Fiir 74 der
Klone war eine Bande zu beobachten, die dem Zielprotein entsprach. 22 Klone zeigten keine

entsprechende Proteinbande. Die Ursache kann im Abbau der Proteine durch Proteasen oder
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Xbal, T7 Promotor Abbildung 16: Expressionsvektor fiir Ubiquitin-

Xhol. .
; Varianten.

Ubiquitin-Variante

Hiss-Peptid Zur Herstellung der Expressionsplasmide wurden die

Gene der  Ubiquitin-Varianten  mittels  der
Restriktionsenzyme Xbal und Xhol in den Vektor
pET-20b-2xStop kloniert. Ein  T7-Promotor

PET-20b-2xStop-UbiVariante | kontrolliert die Expression des Gens fiir die Ubiquitin-

3821 bps Variante mit C-terminalem Hexahistidinpeptid.

Auflerdem befindet sich auf dem Plasmid ein
Ampicillinresistenz-Gen (AmpR) und ein pBR322-
Replikationsursprung (ori).

Verlust des Plasmids wéhrend der Kultivierung liegen. Von den erfolgreich produzierten
Varianten zeigten 84 % eine sehr hohe (80-100 % Protein im 18slichen Uberstand), 5 % eine
mittlere (50-80 % im Uberstand) und 11 % eine schlechte Loslichkeit (weniger als 50 % im
Uberstand). Anhand der apparenten Molekularmasse konnten zwdlf —intermolekular
disulfidverbriickte Varianten identifiziert werden. Durch die Verwendung von nicht
reduzierendem Probenpuffer und die hohe Proteinkonzentration, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die Disulfidbildung erst nach dem Zellaufschluss wihrend der Probenvorbereitung
auftrat. In Abb. 17 sind exemplarisch zwei SDS-Gele gezeigt. Fiir die untersuchten Varianten

liegen keine Sequenzdaten vor.

Wie sich zeigte, wichen die gefundenen Nukleotid- und Aminosédureverteilungen in der naiven
Bibliothek stark von den erwarteten Héufigkeiten ab. Trotz dessen konnten an den NNK-
Positionen alle Aminosduren beobachtet werden. Zur mdglichst kompletten Abdeckung der
Sequenzvielfalt wurden in den Folgeexperimenten moglichst hohe DNA-Mengen eingesetzt.
Die Randomisierung an den sechs Aminosaurepositionen zeigte nur einen geringen Einfluss auf

die 16sliche Expression.
3.2.2 Isolierung TNF-alpha-bindender Ubiquitin-Varianten

3.2.2.1 Selektion der synthetisierten Ubiquitin-Bibliothek gegen TNF-alpha

Aus der synthetisierten Ubiquitin-Bibliothek sollten nun mittels Ribosomen-display spezifische
Binder gegen TNF-alpha selektiert werden. Es erfolgten sechs Ribosomen-display-Zyklen nach
den unter 2.12.2 bis 2.12.4 beschriebenen Bedingungen. Als Kontrolle wurde PBS anstatt von
biotinyliertem TNF-alpha verwendet. Am Ende jedes Zyklus erfolgten zwei PCRs zur
Rekonstruktion der Ribosomen-display-Konstrukte. Zur vergleichenden Quantifizierung wurde

die Produktamplifikation in der ersten PCR mittels analytischer Gelelektrophorese von nach
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Abbildung 17: Analyse von Varianten der naiven Ubiquitin-Bibliothek mittels SDS-
PAGE.

Zur Probenvorbereitung erfolgte die Lyse der Zellen mit 250 ul BugBuster-enthaltendem
Aufschlusspuffer. Nach 45 min Zentrifugation bei 4500 rpm wurde der Uberstand (16sliche
Fraktion) abgenommen. Das Sediment wurde mit 250 pl PBS gewaschen und anschlieBend mit
250 ul 8 M Harnstoff, 0,05 M Tris, 1 mM EDTA pH 7,0 bei Raumtemperatur solubilisiert
(unlésliche Fraktion). Fiir die Analyse wurden zu 15 ul Probe je 4 ul 5x SDS-Probenpuffer
zugesetzt und davon je 6 pl auf ein 4-12 % Gradientengel aufgetragen. Zum Proteinnachweis
erfolgte eine Coomassiefarbung. Die Vermeidung von Reduktionsmittel im Probenpuffer
ermoglicht den Nachweis disulfidverbriickter Multimere (Spuren 1, 7, 8, 12, 13, 16). Die
Lysozymbande in der unldslichen Fraktion weist auf geringe Riickstdnde der 16slichen Fraktion
hin. Die Nummern der Spuren entsprechen den Probennummern. M: NuPAGE Mark 12 MW
Standard. Oben: 16sliche Fraktion. Unten: unldsliche Fraktion.

bestimmten Zeitintervallen entnommenen Aliquoten untersucht. Ab dem vierten
Selektionszyklus zeigte sich jeweils eine reduzierte Menge der gegen PBS selektierten

Molekiile (Abb. 18).

Zyklus + — Abbildung 18: Nachweis der Anreicherung von TNF-alpha-
Bindern im Ribosomen-display durch analytische

2 Gelelektrophorese.
Die in den Ribosomen-display-Zyklen isolierte mRNA wurde in
4 cDNA umgeschrieben. Wihrend der exponentiellen Phase der
5 anschliefenden Amplifikation der cDNA aus der Selektion gegen

TNF-alpha (+) und gegen PBS (-) wurden Proben entnommen (2:
30. PCR-Zyklus; 4: 24. PCR-Zyklus; 6: 22. PCR-Zyklus) und mit
2 % NuSieve-Agarosegelen analysiert.
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3.2.2.2 Identifikation TNF-alpha-bindender Ubiquitin-Varianten

Nach der Selektion wurde die resultierende Bibliothek der sechsten Runde amplifiziert. Nach
Klonierung der Bibliothek in den Expressionsvektor pET-20b-2xStop (siche Abb. 16, S. 54)
erfolgte die Herstellung von 192 Einzelvarianten in E. coli NovaBlue(DE3) im 300 pl-Mafstab
(2.13.5). Nach dem Zellaufschluss wurde die 16sliche Fraktion fiir einen Hit-ELISA (2.14.6)
verwendet, mit dem TNF-alpha-bindende Varianten detektiert werden sollten. Als Kontrolle
wurde parallel die Bindung an Lysozym getestet. Das relative Signalverhdltnis TNF-
alpha/Lysozym und die absolute Signaldifferenz TNF-alpha-Lysozym wurden als Kriterien zur

Auswahl von Varianten fiir die weitere Charakterisierung genutzt (Abb. 19).

Bei der Sequenzierung ausgewéhlter Varianten zeigten insbesondere solche mit geringem bzw.
mittlerem relativen Signalverhdltnis - wie z. B. Variante 11C mit 5,8 - héufig Deletionen
groflerer Sequenzbereiche (Abb. 20A). Dies fiihrt wahrscheinlich zur Zerstorung der nativen
Struktur des Gerlistproteins und somit zu einer Exposition von Aminosduren des hydrophoben
Kerns, was wiederum die unspezifischen Interaktionen bedingt. Vier Varianten, welche im Hit-
ELISA hohe absolute Signaldifferenzen bei gleichzeitig hoher Spezifitit (relatives
Signalverhéltnis > 7) aufwiesen, besallen eine identische Aminosduresequenz (Abb. 20A). In
diesen vier Varianten 2E, 10B, 10F und 11H zeigten sich auBler den Austauschen an den
erwarteten Positionen (K6F, L8Y, R42A, 144E, H68P, V70F) ein weiterer Austausch in der
alpha-Helix (K29R) sowie zwei Deletionen in der 3,-Helix des Ubiquitin F45W (AD58, AY59)
(Abb. 20B). Auf DNA-Ebene wurden in zwei der vier Varianten stille Mutationen beobachtet.
Die Untersuchung der Lysatfraktionen der vier Varianten mittels SDS-PAGE zeigte eine gute
losliche Herstellbarkeit in E. coli (Abb. 21).

Abbildung 19: Identifizierung von TNF-

€

g 40 A o : 1 alpha-bindenden Ubiquitin-Varianten
jo ? o mittels Hit-ELISA.

<30 °: Nach Kultivierung im 300 pl-MaBstab und
3 | ° Zellaufschluss erfolgte die Sedimentation
i\(/ 20 | o : o | unloslicher Zellbestandteile fiir 30 min bei
© : o 4500 rpm. Die 16sliche Lysatfraktion wurde
% CB: 10-fach mit PBSTO0,05 verdiinnt und zu
< = -____ ree e | 500 ng/Kavitit immobilisiertem TNF-alpha
'_§ % °% _o_oda 00 ° bzw. Lysozym gegeben. Die Detektion
<Fs 0 i | 1 gebundener Ubiquitin-Varianten erfolgte
<

05 00 05 10 15 20 25 mittels anti-FLAG-M2-Peroxidasekonjugat.
(A450-Asz0 TNF-alpha) - (A 50-Agy Lysozym)  Zur Auswertung wurden die Signaldifferenz
und das Signalverhéltnis zwischen TNF-
alpha und Lysozym herangezogen. Die
roten Linien markieren den jeweiligen
Schwellenwert der beiden Kriterien fiir die

besten 10 % aller Varianten.
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A

X X X% *_ X%
Ubiquitin F45W MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQORLIWAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG==—======—==—————————

2E MQIFVETETGKTITLEVEPSDTIENVKARIQDKEGI PPDQQALEWAGKQLEDGRTLSEENIQKESTLBLELRLRGGESDYKDDDDKCCS BEHHHHAH
10B MQIFVET 1GKTITLEVEPSDTIENVKA?IQDKEGIPPDQQhL WAGKQLEDGRTLSE=NIQKESTLBLELRLRGGSDYKDDDDKGGSLEHHHHHH
10F MQIFVET 1GKTITLEVEPSDTIENVKApIQDKEGIPPDQQhL WAGKQLEDGRTLSE=NIQKESTLBLELRLRGGSDYKDDDDKGGSLEHHHHHHE
11H MQIFVETY¥TGKTITLEVEPSDTIENVKARTQDKEGT PPDQOALEWAGKQLEDGRTLS E=NTQKESTLELELRLRGGSDYKDDDDKGGSLEHHHHHH
11c MQIFVESSSS I ITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIBPDQO¥LIWAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTBMLELRLRGGSDYKDDD - KEGSEEHHARHE
B

Abbildung 20: Sequenzanalyse von ausgewihlten TNF-alpha-bindenden Ubiquitin-
Varianten.

(A) Sequenzvergleich der vier identischen Ubiquitin-Varianten mit Ubiquitin F45W und einer
weiteren selektierten Variante, die ein hohes absolutes Signal im Hit-ELISA zeigte.
(*: Randomisierungspositionen). (B) Positionen der Austausche in den vier identischen
Ubiquitin-Varianten. Sechs Austausche K6F, L8Y, R42A, 144E, H68P und V70F (rot) finden
sich wie erwartet an den randomisierten Positionen des beta-Faltblatts. Ein weiterer, zufilliger
Austausch K29R (griin) befindet sich in der alpha-Helix. In der 3,o-Helix traten zwei zufillige
Deletionen AD58 und AY59 (blau) auf. Die Seitenketten der entsprechenden Wildtypreste sind
hervorgehoben. Die Abbildung wurde mit der Software PyMOL erstellt (PDB-Code: 1ubi).

Abbildung 21: SDS-PAGE-Analyse
M 2E 10B 10F M 11H

kDa Y Y der loslichen Produktion der vier
- identischen Ubiquitin-Varianten in
— N
E E. coli.
31,0 W Die Lysatfraktionen wurden mit 4-
21,5 . —Lysozym 12 %-Gradientengelen und anschlie-
. —Ubiquitinvariante R,
144 @ Bender Coomassie-Farbung untersucht.

I: 16sliche Fraktion, u: unl6sliche
Fraktion, M: NuPAGE Mark 12 MW
Standard.

Nach sechs Ribosomen-display-Runden zeigte die Untersuchung von 192 Ubiquitin-Varianten
die erfolgreiche Isolierung von spezifisch an TNF-alpha bindenden Molekiilen. Die vier
Varianten mit dem hochsten Bindungssignal im Hit-ELISA bei gleichzeitig hoher Spezifitit

besallen eine identische Aminosduresequenz und zeigten ein identisches Expressionsverhalten.
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3.3 Charakteriserung eines Ubiquitin-basierten TNF-
alpha-Binders

Um die Eignung der neuen Ubiquitin-Bibliothek zur Selektion kiinstlicher Bindeproteine zu
untersuchen, sollte die Interaktion zwischen einer isolierten Variante und TNF-alpha untersucht
werden. Von den erhaltenen vier auf Aminoséureebene identischen Klonen wurde willkiirlich
der Klon 10F fiir eine intensive Charakterisierung ausgewihlt. Neben der Analyse der
Interaktion mit dem Zielprotein TNF-alpha sollte die Struktur und Stabilitit der Ubiquitin-

Variante untersucht werden.

3.3.1 Untersuchung der Interaktion von TNF-alpha mit der
Ubiquitin-Variante 10F

Da TNF-alpha als therapeutisch relevantes Zielmolekiil validiert ist, wurden viele Ansétze
verfolgt um spezifische Bindemolekiile gegen dieses Protein zu entwickeln. Dabei wurde
gezeigt, dass aufgrund des Aufbaus von TNF-alpha als nicht kovalent verkniipftes Homotrimer
verschiedene Bindungsmodi, z. B. hinsichtlich der Stochiometrie, moglich sind. Neben der
thermodynamischen Charakterisierung der Interaktion mit der Ubiquitin-Variante 10F, sollte
vor allem dieser Aspekt im Mittelpunkt stehen. Zudem sollte der Einfluss der Austausche und
Deletionen in 10F auf die Bindungsfahigkeit der Ubiquitin-Variante analysiert werden. Dazu
war die Herstellung der zwei Varianten 10Fpy (10F ohne Deletionen) und Ubiquitin F45W
AD58 AY59 (10F ohne Austausche) notwendig.

3.3.1.1 Herstellung und Reinigung von 10F und verwandten Ubiquitin-Varianten
im Schittelkolben-M al3stab

Fir die eingehende Charakterisierung der Ubiquitin-Varianten war die Herstellung von
Proteinmengen im Milligrammbereich notwendig. Das Gen der gegen TNF-alpha selektierten
Variante 10F wurde dafiir amplifiziert, wobei die FLAG-Peptidsequenz entfernt wurde.
AnschlieBend erfolgte die Klonierung in den Vektor pET-20b-2xStop mithilfe der
Restriktionsenzyme Xbal und Xhol (siche Abb. 16, S. 54). Zur Konstruktion des Gens fiir
Ubiquitin F45W ADS58 AY59 wurde zwei iiberlappende Fragmente des Ubiquitin F45W-Gen
amplifiziert. Durch eine entsprechende Primersequenz wurde dabei an der Uberlappungsstelle
der beiden Fragmente die Deletion eingefiigt. In einer weiteren PCR wurden beide Fragmente
vereinigt. Die Klonierung erfolgte analog zu 10F. Das Gen der Variante 10Fpy wurde wie fiir
Ubiquitin F45W ADS58 AYS59 beschrieben erstellt, jedoch wurde das 10F-Gen als DNA-
template verwendet und die Klonierung erfolgte in pET-41b(+) (Abb. 22).

59



3 Ergebnisse

Xhol ool Abbildung 22: Expressionsplasmid zur
His6-Peptid {opy 4 T7 Promotor  T€Kombinanten — Herstellung  der  Ubiquitin-
lacO Variante 10Fpy.

Das Gen der Ubiquitin-Variante wurde mittels der
Restriktionsenzyme Xbal und Xhol in den Zielvektor
pET-41b(+) kloniert. Ein T7/ac-Promotor kontrolliert
die Fremdgenexpression. Das Plasmid enthilt
auflerdem ein Kanamycinresistenz-Gen (KanR) und
einen pBR322-Replikationsursprung (ori).

PET-41b-10FDY
5239 bps

Nach Transformation von E. coli BL21(DE3) mit den Plasmiden wurde die Expression der
Ubiquitin-Varianten tiber Nacht in Schiittelkulturen mit Autoinduktionsmedium ZYM-5052
bzw. zur °N-Markierung mit Autoinduktions-Minimalmedium N-5052 bei 37 °C durchgefiihrt
(2.13.4). Typischerweise wurden optischen Dichten Agp von 6-9, im Minimalmedium von 3-5,
erreicht. Dies entsprach einer Biofeuchtmasse von etwa 12-14 bzw. 6-9 g/l Kulturvolumen. Das
C-terminale Hexahistidinpeptid der Proteine ermoglichte die Reinigung mittels IMAC
(2.14.2.1). Der Rohextrakt des Zellaufschlusses wurde unter Verwendung einer 1 ml- oder 5 ml-
HisTrap HP-Sdule an einem AKTAxpress-System gereinigt. Proteinhaltige Eluatfraktionen
wurden automatisch gesammelt und fiir eine GroBenausschlusschromatographie auf eine
HiLoad 16/60 Superdex 75 prep grade-Saule geladen. Die Chromatogramme der SEC zeigten
bei einer Detektionswellenldnge von 280 nm einen einzelnen Peak, dessen Elutionsvolumen je
nach Ubiquitin-Variante einer apparenten Molekularmasse von 6,3 bis 7,5 kDa entspricht. Diese
Werte weichen nur geringfligig von der theoretischen Molekularmasse der monomeren Proteine
von 9,4-9,7 kDa ab. Exemplarisch ist in Abb. 23A das Gelfiltrationschromatogramm fiir 10F
gezeigt. Insbesondere fiir 10F und 10Fpy wurden bei hohen Proteinkonzentrationen zusitzliche
Peaks beobachtet, die Multimeren oder Aggregaten entsprechen, wobei deren Fliche maximal
10 % der Gesamtpeakfliache betrug. Die SDS-PAGE-Analyse des gereinigten 10F zeigte eine
Reinheit von mindestens 95 % (Abb. 23B). Die erzielten Ausbeuten variierten je nach Protein
und Kulturmedium in einem Bereich von 15-100 mg/l Kulturvolumen (2-7 mg/g
Biofeuchtmasse). Die Identitdt der gereinigten Proteine wurde mittels massenspektrometrischer

Analyse bestitigt.

3.3.1.2 TNF-alpha-Bindung von 10F und verwandten Ubiquitin-Varianten

Der Einfluss der Austausche und Deletionen auf die Bindung der selektierten Ubiquitin-
Variante 10F an TNF-alpha wurde durch einen ELISA untersucht (2.14.6). Dazu wurden 10F,
die Variante 10Fpy, welche nur die Austausche enthélt, Ubiquitin F45W ADS58 AY59, welches
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Abbildung 23: Chromatographische Reinigung der Ubiquitin-Variante 10F.

Nach dem Zellaufschluss erfolgte die Reinigung des C-terminal mit Hexahistidinpeptid
versehenen 10F mittels IMAC und anschlieBender GroBenausschlusschromatographie. (A)
GroBenausschlusschromatographie von 10F. Das Protein wurde bei Raumtemperatur auf eine
HiLoad 16/60 Superdex 75 prep grade-Saule aufgetragen. Als Laufpuffer diente PBS, 1 mM
EDTA pH 7,4. Zur Bestimmung der apparenten Molekularmasse wurde die Sdule mit
Standardproteinen (GE Healthcare) kalibriert. (B) SDS-PAGE-Analyse der Reinigungsschritte.
Proben der verschiedenen Reinigungsschritte wurden mittels 4-12 % Gradientengel und
anschliefender Coomassie-Farbung untersucht. 1: Zelllysat losliche Fraktion, 2: Durchfluss
IMAC, 3: Elutionsfraktion GréBenausschlusschromatographie bei 91 ml, M: NuPAGE Mark 12
MW Standard.

nur die Deletionen enthidlt und das Geriistprotein Ubiquitin F45W auf ihre Bindungsfahigkeit
getestet. Nur die selektierte Variante 10F zeigte Bindung (Abb. 24). Fiir die anderen Varianten

konnte unter den Versuchsbedingungen keine Bindung nachgewiesen werden.
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3.3.1.3 Spezifitat der Ubiquitin-Variante 10F

Der Nachweis der spezifischen Erkennung des TNF-alpha durch die Ubiquitin-Variante 10F
erfolgte ebenfalls mittels ELISA (2.14.6). Dazu wurden zunéchst die Bindung an TNF-alpha
und verschiedene Kontrollproteine untersucht. Lediglich fiir humanes TNF-alpha konnte ein
spezifisches Bindungssignal erhalten werden (Abb. 25A). Sowohl TNF-alpha aus Maus und
Ratte mit 78 % Sequenzidentitit zum humanen Protein als auch die humanen Varianten von
Lymphotoxin-alpha und BAFF (TNFSF13B), beides Mitglieder der TNF-Superfamilie mit 33
bzw. 19 % Sequenzidentitit zu humanem TNF-alpha, wurden nicht erkannt. Gegen den
Nervenwachstumsfaktor (NGF), Lysozym, die N-terminale Domédne des Hypophysére
Adenylatzyklase-aktivierendes Polypeptid (PACAP)-Rezeptors und humanes Serum zeigt 10F

ebenfalls keine Bindung.

Einen weiteren Nachweis der Spezifitdt stellt eine gezielt blockierbare Bindung dar. Eine
erfolgreiche Kompetition mit einem Molekiil, dessen Epitop bekannt ist, ldsst gleichzeitig
Riickschliisse auf das ortspezifische Bindungsverhalten zu. Hierfiir wurde mittels ELISA die
Bindung von TNF-alpha an die immobilisierte Ubiquitin-Variante 10F in An- und Abwesenheit
von 16slichen Kompetitoren untersucht (Abb. 25B). Sowohl Etanercept, die Fusion des TNF-
Rezeptor 2 mit dem IgG-F.-Teil, als auch 10F selbst waren in der Lage die Bindung zu

verringern.

3.3.1.4 Charakteriserung der Affinitat von 10F an TNF-alpha mittelsELISA

Zur quantitativen Bindungsanalyse wurde ein Kompetitions-ELISA durchgefiihrt (2.14.6). In
Abhéngigkeit der TNF-alpha-Konzentration in Losung wird die Bindung von 10F an
immobilisiertes TNF-alpha verhindert. Durch Bestimmung der Menge an gebundener
Ubiquitin-Variante in Abhéngigkeit der 16slichen TNF-alpha-Konzentration wurde ein ICsy-
Wert von 96 £ 16 nM (trimerbezogen) ermittelt (Abb. 26).

3.3.1.5 IsothermaleTitrationskalorimetrie

Die weitere quantitative Charakterisierung der Interaktion zwischen 10F und TNF-alpha in
Losung erfolgte mittels Isothermaler Titrationskalorimetrie (2.14.8). Durch die Zugabe von 10F
zu TNF-alpha kam es zu einer Freisetzung von Wirme (Abb. 27). Eine Auswertung der
erhaltenen Daten zeigte die Bindung eines 10F-Molekiils pro TNF-alpha-Trimer
(N = 0,644 £ 0,002). Die Abweichung vom Wert N = 1 ist moglicherweise auf eine Dissoziation
einer Fraktion der TNF-alpha-Trimere wihrend des Experimentes zurlickzufiihren. Die
ermittelte Dissoziationskonstante von 394 + 14nM liegt im Bereich des mittels ELISA
bestimmten ICso-Werts (3.3.1.4). Die Bindung ist exotherm und wird enthalpisch getrieben
(AH =-48,87 £ 0,21 kJ/mol, TAS =-12,32 + 0,30 kJ/mol). Im Verlauf der Titration ist eine

Verlangsamung der Bindungskinetik erkennbar.
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Abbildung 25: ELISA-Untersuchungen zur Bindungsspezifitit der Ubiquitin-Variante
10F.

(A) Erkennung verschiedener Zielproteine durch 10F. Jeweils 500 ng/Kavitdt humanes TNF-
alpha, verschiedene TNF-Superfamilie-Mitglieder und nicht verwandte Proteine (NGF:
Nervenwachstumsfaktor, nPAC-1Rs: N-terminale Doméne des PACAP-Rezeptors) sowie
unverdiinntes humanes Serum wurden immobilisiert. Alle Daten wurden um die
Hintergrundbindung des verwendeten Nachweisantikorpers bereinigt.

(B) Kompetition der Bindung von TNF-alpha und 10F. 0,33 uM biotinyliertes TNF-alpha
(trimerbezogen) wurde 1 h mit bzw. ohne Kompetitor in PBS, 1 mM EDTA, 0,05 % Tween-20
vorinkubiert und anschlieend zu 100 ng/Kavitdt immobilisiertem 10F gegeben. Die Detektion
erfolgte mittels Avidin-Peroxidase-Konjugat.

04 1
02 1
0.0 [ ] [ ]
T T T T T ’ T
10 10® 107  10% 105 10

CTNF-aIpha (M)

Abbildung 26: Kompetitions-ELISA zur Bestimmung der Affinitit zwischen 10F und
TNF-alpha

0,1 uM Ubiquitin-Variante 10F wurden in PBS, 1 mM EDTA, 0,05% Tween-20 mit
verschiedenen Konzentrationen an TNF-alpha iiber 24 h bei 4 °C vorinkubiert und anschliefend
zu 150 ng immobilisiertem TNF-alpha gegeben.
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t (min) Abbildung 27: Isothermale Titrations-
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0.1 Ubiquitin-Variante 10F.
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3.3.1.6 NMR-spektroskopische Untersuchung des Komplexes

Um die Interaktion zwischen der Ubiquitin-Variante 10F und dem Zielprotein TNF-alpha mit
aminosdurerestgenauer Auflosung zu verfolgen, wurde die NMR-Spektroskopie verwendet
(2.15.4). Zunichst wurden 'H-""N-HSQC-Spektren der '*N-markierten Ubiquitin-Variante ohne
TNF-alpha bzw. mit einem vierfachen Uberschuss an TNF-alpha aufgenommen. Dabei liefern
nur Amidprotonen, die an ein °’N-Stickstoffatom gebunden sind, ein Signal. Die Korrelation der
chemischen Verschiebung eines 'H-Kerns mit der chemischen Verschiebung des '’N-Kerns
ermdglicht die Zuordnung zu einem einzelnen Aminoséurerest. Die 'H-""N-HSQC-Spektren von
10F mit und ohne Ligand zeigen beide gut verteilte Kreuzsignale (Abb. 28A) und deuten auf ein
Protein mit ausgeprégter Sekundérstruktur hin (siehe auch 3.3.2.2, S. 69).

Der Vergleich beider Spektren zeigte die Verdnderung nahezu aller Kreuzsignalpositionen
durch die Ligandenbindung. Zur Bestitigung der Stochiometriedaten aus den ITC-
Experimenten wurde auf dieser Grundlage eine Titration von '*N-markiertem 10F mit TNF-
alpha durchgefiihrt, wobei direkt nach jedem Titrationsschritt ein 'H-"’N-HSQC-Spektrum
aufgezeichnet wurde. Es konnte eine Verdnderung praktisch aller Signale, die dem
ungebundenen Zustand entsprechen, festgestellt werden. Die Auftragung des relativen
Intensitatsverlustes der Signale des freien 10F gegen das molare Verhéltnis der beiden Proteine

zeigte einen linearen Anfangsabschnitt und einen Plateauabschnitt (Abb. 28B). Der
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Schnittpunkt der beiden Abschnitte findet sich bei einer Stdchiometrie von einem TNF-alpha-
Trimer zu einem 10F-Molekiil. Um einen mdglichen Einfluss des Detergens Tween-20 auf die
Bindung zu untersuchen, wurden die Experimente in Abwesenheit von Tween-20 wiederholt.
Die direkt nach der TNF-alpha-Zugabe aufgezeichneten HSQC-Spektren zeigten im Vergleich
zum Spektrum von 10F allein keine Verdnderung, ein Hinweis darauf, dass sich der Komplex
noch nicht angereichert hat. Erst eine zwolfstiindige Inkubation der detergensfreien Probe fiihrte
zur  vollstindigen Population des gebundenen Zustandes. Beide Spektren des

Komplexzustandes, mit und ohne Tween-20, sind vollstindig identisch (Daten nicht gezeigt).

Die Beobachtungen wihrend der NMR-Spektroskopie zum Einfluss des Detergens Tween-20
auf die Bindungskinetik von 10F und TNF-alpha sollten mittels Analytischer
GroBenausschlusschromatographie (SEC) tberpriift werden. Dafiir wurden TNF-alpha, 10F
oder ein Gemisch beider Proteine auf eine Superose 12 10/300 GL-Séule geladen (2.14.2.3). In
Anwesenheit des Detergens Tween-20 wurde fiir das Gemisch bereits nach 10 min
Inkubationszeit eine vollstindige Koelution von 10F mit TNF-alpha beobachtet (Abb. 29).
Vergleichbar mit den NMR-Experimenten war der Komplex in Abwesenheit von Tween-20
nicht zu detektieren, wenn das Gemisch nur 10 min vor der SEC inkubiert wurde. Mit
zunehmender Inkubationszeit zeigte die Peakfliche der Ubiquitin-Variante jedoch eine

signifikante Abnahme. Die Untersuchung der Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE bestitigte
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Abbildung 28: NMR-spektroskopische Untersuchung der Bindung von TNF-alpha und
der Ubiquitin-Variante 10F.

'"H-""N-HSQC-Spektren des '"N-markierten 10F wurden in PBS, 1 mM EDTA pH 7.4, 0,05 %
Tween-20 bei 25 °C aufgenommen. (A): Freier und gebundener Zustand von 10F. Die
Messungen wurden mit 160 uM 10F durchgefiihrt. Die Spektren ohne TNF-alpha (schwarz) und
mit einem vierfachen Uberschuss an TNF-alpha-Trimer (rot) wurden iibereinander gelegt. (B)
Titration von 160 uM 10F mit TNF-alpha. Direkt nach jedem Titrationsschritt wurden HSQC-
Spektren aufgezeichnet. Der relative Intensitétsverlust von zwei Amidresonanzen wurde gegen
das molare Verhéltnis der beiden Proteine aufgetragen. Die rot gestrichelten Linien zeigen die
lineare Anpassung der beiden Datenbereiche vor und nach Séttigung.
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zudem die zunehmende Koelution von 10F im TNF-alpha-Peak. Durch densiometrische

Analyse wurde eine Halbwertszeit t;, = 16,5 h fiir die Komplexbildung bestimmt.
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Abbildung 29: Untersuchung der Komplexbildung von TNF-alpha und der Ubiquitin-
Variante 10F mittels SEC.

Fiir die Analytische SEC wurde eine Superose 12 10/300 GL-Sdule mit einer Flussrate von
0,6 ml/min verwendet. Als Proben- bzw. Laufpuffer diente PBS, 1 mM EDTA pH 7,4 mit bzw.
ohne 0,05 % Tween-20. (A) SEC in Gegenwart des Detergens Tween-20. 10 uM Fluorescein-
markiertes 10F, 20 uM TNF-alpha (bezogen auf Trimer) oder ein Gemisch beider wurden vor
der chromatographischen Analyse 0,17 h bei 4 °C inkubiert. Die Detektion erfolgte bei 280 nm
(blaue Linie) und 495 nm (rote, gestrichelte Linie). Die Elutionsvolumina des freien und des
gebundenen TNF-alpha unterscheiden sich nicht signifikant. Freies Fluorescein bindet nicht an
TNF-alpha (siche Anhang Abb. Al). (B) SEC ohne Detergens. Aliquote eines Gemischs von
13 uM 10F und 13 pM TNF-alpha (bezogen auf Trimer) wurden bei 4 °C inkubiert und nach
verschiedenen Zeitintervallen analysiert. Bei verliangerter Inkubation erfolgt die Abnahme der
10F-Peakfliache. Die mit gestrichelten Linien markierte Elutionsfraktion des Komplexes wurde
in einer SDS-PAGE-untersucht. (C) SDS-PAGE der SEC-Elutionsfraktionen ohne Detergens.
Die entsprechenden SEC-Fraktionen wurden mittels 4-12 % Gradientengel und anschlieBender
Coomassie-Farbung analysiert. M: Fermentas PageRuler Unstained. (D) Densiometrische
Analyse der SDS-PAGE. Die Intensititen der 10F-Bande zu den verschiedenen
Inkubationszeiten wurden mit der Software Imagel ermittelt. Durch exponentielle Anpassung
der Daten (Linie) wurde fiir die Komplexbildung eine Halbwertszeit von 16,5 + 1,6 h bestimmt.

66



3 Ergebnisse

3.3.1.7 Analytische Ultrazentrifugation

Zur Bestitigung der durch NMR-Spektroskopie und ITC ermittelten Stochiometrie der Bindung
von 10F an TNF-alpha wurde die apparente Molekularmasse des TNF-alpha-10F-Komplexes
mit Hilfe der Analytischen Ultrazentrifugation (2.14.7) bestimmt. Dazu wurde die Ubiquitin-
Variante am N-Terminus chemisch mit Fluorescein modifiziert (2.14.5). In Gegenwart eines
Uberschuss an TNF-alpha wurden Gleichgewichtssedimentationsliufe durchgefiihrt. Das
Absorptionsmaximum des Fluoresceins bei 490 nm erlaubte die Detektion des im Komplex
gebundenen 10F, wihrend das tberschiissige TNF-alpha bei dieser Wellenldnge nicht
absorbierte. In Abwesenheit von TNF-alpha konnte anhand der Messdaten eine Molekularmasse
von 11 kDa berechnet werden. Nach Zugabe des Uberschusses von TNF-alpha wurde ein Wert
von 65 kDa ermittelt (Abb. 30). Die theoretischen Molekularmassen betragen 10 kDa fiir die
ungebundene Fluorescein-markierte Variante 10F und 62 kDa fiir einen 1:1-Komplex in Bezug
auf das TNF-alpha-Trimer. Die Abweichungen entsprechen der Messgenauigkeit der Methode.

Das vorangehend bestimmte Stochiometrieverhéltnis wurde somit bestatigt.

T T Abbildung 30: Bestimmung der
Molekularmasse des Komplexes aus
TNF-alpha und Fluorescein-10F durch
Gleichgewichtssedimentation.

Das Sedimentationsgleichgewicht wurde
nach 70 h bei 9000 rpm und 20 °C in
Anwesenheit  (geschlossene  Symbole)
bzw. Abwesenheit (offene Symbole) von
18 uM TNF-alpha (bezogen auf Trimer)
bestimmt. Die  Konzentration  der
Fluorescein-markierten Ubiquitin-Variante
10F betrug 4 uM in PBS, 1 mM EDTA
pH74, 0,05%  Tween-20. Oben:
Extinktionswerte bei 490 nm. Die Daten
wurden nach einem Einzelspezies-Modell
analysiert (Linie). Unten: Abweichung der

Modelldaten von den gemessenen Werten.

3.3.1.8 Fluoreszenzkinetische Analyse der TNF-alpha-Trimerdissoziation

He et al. (2005) konnten ein kleines, TNF-alpha-inhibierendes Molekiil identifizieren, das an
den Kontaktflichen zwischen den monomeren Untereinheiten bindet. Die inhibitorische
Wirkung beruht auf der aktiven Dissoziation des TNF-alpha-Trimers durch Verdringung eines
Monomers. Bei hohen TNF-alpha-Konzentrationen bleibt die trimere Form jedoch intakt. Um
die Ubiquitin-Variante hinsichtlich einer dissoziationsféordernden Wirkung zu untersuchen,
wurde ein Fluoreszenz-Homoquenchingexperiment nach He ef al. durchgefiihrt (2.15.3). Dieser

beruht auf der Selbstausloschung der Fluoreszenz durch den geringen Abstand der N-terminal
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mit Fluorescein modifizierten Untereinheiten im TNF-alpha-Trimer (2.14.5). Nach Zugabe von
unmarkiertem TNF-alpha im Uberschuss kommt es zum Austausch der Untereinheiten, wobei
der Abstand der Fluorophore zueinander erhoht wird. Dies kann durch die Erhdhung der
Fluoreszenzintensitit verfolgt werden. Die Bindung eines trimererkennenden Molekiils sollte
einen stabilisierenden Effekt haben und somit die Geschwindigkeit des Monomeraustausches
verringern. Etanercept, welches alle drei TNF-alpha-Untereinheiten simultan binden kann,
zeigte diesen Effekt und fiihrte zu einer fast vollstdndigen Inhibierung des Monomeraustausches
(Abb. 31). Bei Zugabe der Ubiquitin-Variante 10F wurde ebenfalls eine Verringerung der
Austauschgeschwindigkeit beobachtet, jedoch weniger ausgeprigt als bei Etanercept. 10F
besitzt also, im Unterschied zu dem kleinen, inhibitorischen Molekiil von He ef al., eine
dissoziationshemmende Wirkung. Die als Kontrolle eingesetzte, nicht bindende Variante 10Fpy

hatte keinen Effekt auf den Monomeraustausch.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass zur Bindung von 10F an TNF-alpha sowohl
die Austausche als auch die Deletionen in der selektierten Variante 10F notwendig sind. Es
konnte eine spezifische Interaktion von 10F und TNF-alpha nachgewiesen werden. Die
Experimente zeigten eine enthalpisch getriebene, exotherme Bindung mit einer nanomolaren
Dissoziationskonstante. Die Ursache fiir die unerwartete Komplexstochiometrie von einem
Molekiil 10F zu einem TNF-alpha-Trimer konnte anhand der Daten nicht ermittelt werden. Die

Assoziationsgeschwindigkeit des Komplexes wird durch das Detergens Tween-20 erhoht.
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Abbildung 31: Analyse des Einflusses von Interaktionspartnern auf den TNF-alpha-
Monomeraustausch mittels Fluoreszenzselbstausloschung.

Zur Untersuchung des Untereinheitenaustausches von TNF-alpha-Trimeren wurde der Anstieg
der Fluoreszenzintensitit von 100 nM Fluorescein-markiertem TNF-alpha bei Inkubation mit
einem 200-fachen Uberschuss an unmarkiertem TNF-alpha verfolgt. Nach 38 min (gestrichelte
Linie) erfolgte zu 150 ul Probenvolumen die Zugabe von 5 ul 10F (595 uM) oder einer der
Kontrollen PBS, 10Fpy (600 uM) und Etanercept (160 uM). Die Messungen wurden in PBS,
1 mM EDTA pH 7,4, 0,05 % Tween-20 durchgefiihrt. Die Fluoreszenzintensitiat wurde auf den
Wert bei 38 min normiert.
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3.32 Strukturelle Untersuchung von 10F wund verwandter
Ubiquitin-Varianten

Die Auswahl des Ubiquitins als Geriistprotein zur Herstellung kiinstlicher Bindemolekiile
erfolgte unter anderem aufgrund seiner hohen Stabilitit. Diese sollte gewéhrleisten, dass bei
destabilisierenden Aminosiureaustauschen Varianten mit immer noch hoher Reststabilitit
entstehen. Das beta-Faltblatt im Protein erschien geeignet zur Generierung eines Paratops durch
den  Austausch von  oberflichenexponierten  Aminosduren, wobei das rigide
Sekundérstrukturelement negative entropische Effekte bei der Ligandenbindung verhindern
sollte. Um zu iiberpriifen welche Auswirkungen die Sequenzmodifikationen auf die Struktur
und die thermische Stabilitdt des Geriistproteins haben, wurden 10F, 10Fpy und Ubiquitin
F45W ADS58 AY59 entsprechend analysiert.

3.3.2.1 CD-spektroskopische Unter suchungen

Mit Hilfe der CD-Spektroskopie kann der Einfluss der Aminosdureaustausche und Deletionen
auf die Sekundéirstruktur des Geriistproteins untersucht werden. Die Fern-UV-CD-Spektren
(2.15.2) der gegen TNF-alpha selektierten Ubiquitin-Variante 10F im nativen und im entfalteten
Zustand weisen auf eine ausgeprigte Sekundérstruktur hin (Abb. 32A). Der Vergleich mit dem
Geriistprotein Ubiquitin F45W zeigte eine Ubereinstimmung in der Form der Spektren, jedoch
starke Abweichungen bei der Intensitit. Das Differenzspektrum (10F-Ubiquitin F45W) weist
mit ausgeprigten Minima bei 207 nm und 222 nm und einem Maximum bei 187 nm auf die
Zunahme des Anteils alpha-helikaler Strukturen bei 10F hin (siche Anhang Abb. A2). Fiir
Ubiquitin F45W ADS58 AY59 wurde ein Spektrum é&hnlich der Variante 10F erhalten
(Abb. 32B). Das Spektrum der Variante 10Fpy, welche die sieben Austausche der 10F, nicht
jedoch die zwei Deletionen enthilt, war bis auf geringe Abweichungen um 220 nm nahezu
identisch zu dem des Geriistproteins. Eine genaue Interpretation der spektralen Unterschiede
war nicht moglich, da die Veridnderung der Anzahl bzw. Umgebung der aromatischen
Aminoséduren eventuell einen signifikanten Einfluss auf die Fern-UV-CD-Spektren ausiiben.

Die Analyse mittels Software geniigte den statistischen Anforderungen nicht.

3.3.2.2 Strukturelle Untersuchung mittels NM R-Spektroskopie

Die Auswirkungen der Austausche und Deletionen auf die Tertidrstruktur der Ubiquitin-
Varianten wurden NMR-spektroskopisch untersucht (2.15.4). Es wurden 'H-"’N-HSQC-
Spektren der '"N-markierten Varianten aufgenommen. Alle Spektren weisen gut verteilte
Kreuzsignale mit engen Linienbreiten auf (Abb. 33). Dies deutet auf vollstindig gefaltete
Proteine mit ausgepriagter Sekundér- und Tertidrstruktur hin. Fiir Ubiquitin F45W, welches ein

dem Wildtyp-Ubiquitin (Lu et al., 2009; Miura et al., 1999; Schneider et al., 1992) dhnliches
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Abbildung 32: Fern-UV-CD-Spektren der Ubiquitin-Varianten.

Die Messungen wurden in 10 mM Kaliumphosphat pH 7,4 (nativ) bzw. 6M
Guanidiniumhydrochlorid (denaturiert) durchgefiihrt. Die Spektren wurden in 1 mm-
Quarzglaskiivetten bei 20 °C aufgenommen. (A) CD-Spektren des Geriistproteins Ubiquitin
F45W und der TNF-alpha bindenden Variante 10F im nativen und denaturierten Zustand
(denat.). (B) CD-Spektren der nativen Ubiquitin-Varianten. Die Variante 10Fpy enthélt die
sieben Austausche der Variante 10F, jedoch sind D58 und Y59 nicht deletiert.
'H-""N-Korrelationsspektrum aufwies, erfolgte eine Zuordnung der Kreuzsignale zu den
entsprechenden Aminoséuren (Daten nicht gezeigt). Im Vergleich zum Gertistprotein zeigten
die Spektren der Varianten fiir nahezu alle Signale deutliche Unterschiede beziiglich der
chemischen Verschiebung. Eine Ubernahme der Zuordnung von Ubiquitin F45W war aufgrund
dessen nicht moglich. Die spektralen Differenzen deuten jedoch auf Unterschiede in der
Tertidrstruktur zwischen dem Gerlistprotein und den Varianten 10F, 10Fpy und Ubiquitin F45W
AD58 AY59 hin.

3.3.2.3 Thermische Stabilitat

Ein Kriterium zur Auswahl von Gertistproteinen als Grundlage von Proteinbibliotheken ist die
hohe Ausgangsstabilitit. Dadurch soll nach der Einfiihrung von Aminosdureaustauschen eine
ausreichende Stabilitdt der Varianten gewaihrleistet werden. Die Effekte der Austausche und
Deletionen in den Ubiquitin-Varianten auf deren thermische Stabilitdt sollte mit zwei
unabhingigen spektroskopischen Methoden untersucht werden. Der Austausch von
Phenylalanin 45 gegen Tryptophan verbessert die fluoreszenzspektroskopischen Eigenschaften
des Ubiquitins bei gleichzeitig nur geringer Destabilisierung (Khorasanizadeh et al., 1993). So
konnte zur Bestimmung der thermischen Stabilitit zundchst die Tryptophanfluoreszenz genutzt
werden (2.15.3). Die untersuchten Ubiquitin-Varianten 10F, 10Fpy und Ubiquitin F45W ADS58
AYS59 zeigten unter physiologischen Pufferbedingungen im Verlauf der thermischen
Denaturierung eine bathochrome Verschiebung des Fluoreszenzmaximums von 335-340 nm

nach 353-354 nm (Daten nicht gezeigt). Wihrend der Entfaltung erfolgte eine relative Zunahme
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Abbildung 33: Strukturelle Untersuchung der

Spektroskopie.

Ubiquitin-Varianten mittels NMR-

'"H-""N-HSQC-Spektren des Geriistproteins Ubiquitin F45W (900 uM) und der Varianten 10F
(400 uM), 10Fpy (600 uM) und Ubiquitin F45W AD58 AYS59 (100 uM) wurden an einem
800 MHz-NMR-Spektrometer bei 25 °C gemessen. Die Proteine lagen in PBS, 1 mM EDTA
pH 7.4 vor. Die Uberlagerung der Spektren zeigt deutlich die Abweichung der chemischen

Verschiebung fiir nahezu alle Aminoséurepositionen, einschlieflich der konservierten. (A)
Ubiquitin F45W (schwarz) und 10F (rot). (B) Ubiquitin F45W (schwarz) und 10Fpy (rot). (C)
Ubiquitin F45W (schwarz) und Ubiquitin F45W ADS58 AY59 (rot). (D) Ubiquitin F45W ADS58

AY59 (schwarz) und 10F (rot).

der Fluoreszenzintensitét bei der Messwellenlédnge von 353 nm. Die Normierung der Daten nach
Pace und Scholtz (1997) ergab Ubergangsmittelpunkte von 69,0 = 0,1 °C (10F), 75,5+ 0,1 °C
(Ubiquitin F45W ADS58 AYS59) und 81,1 +£0,2°C (10Fpy) (Abb. 34). Die Entfaltung der

Variante 10F zeigt eine geringere Kooperativitit als die Uberginge der anderen beiden

Varianten. Ubiquitin F45W wurde aufgrund seiner hohen Stabilitdt nicht untersucht. Es zeigt

selbst unter destabilisierenden Bedingungen in 20 mM Citrat pH 4,0 bis 90 °C keine

vollstandige Entfaltung (Hoffmann, 2006).

Zur Verifizierung der fluoreszenzspektroskopischen Daten wurden die thermischen Ubergiinge

auch CD-spektroskopisch verfolgt (2.15.2). Die Auswertung der Daten (Pace und Scholtz,

1997) bei einer Messwellenlinge von 200 nm zeigte fiir 10F eine Ubergangstemperatur
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Abbildung 34: Fluoreszenzspektrosko-

c 101 | pische Untersuchung der thermischen
g 0.8 - | Stabilitit der Ubiquitin-Varianten.
o Die Entfaltung der Proteine wurden in PBS,
2061 ImM EDTA pH74 in  einem
fg 04 | | Temperaturbereich von 45-95 °C untersucht.
° Die Proteinkonzentration betrug 1,25 uM fiir
£ 021 1 Ubiquitin F45W AD58 AY59, 5 uM fiir 10F
< 00 | | bzw. 2uM fir 10Fpy. Bei einer
’ Anregungswellenlédnge von 285 nm (295 nm

50 60 70 80 90 fiir Ubiquitin F45W ADS58 AY59) wurden in
Inkrementen von 1°C Emissionsspektren
aufgenommen. Die Auswertung (Pace und
Scholtz, 1997) der pufferkorrigierten
Spektren erfolgte bei einer Wellenldnge von
353 nm.

T von 75,9 £ 0,2 °C fiir die Entfaltung und 72,4 + 0,2 °C fiir die Riickfaltung (Abb. 35). Die
Kooperativitit unterscheidet sich im Vergleich zu den fluoreszenzspektroskopischen Daten
nicht. Fiir Ubiquitin F45W ADS58 AY59 bzw. 10Fpy wurde eine unvollstdndige Entfaltung
beobachtet, wobei die Ubergangstemperaturen mindestens 80 °C bzw. 87 °C betragen (Daten
nicht gezeigt). Die CD-spektroskopisch ermittelten T,-Werte liegen geringfiigig iiber den
fluoreszenzspektroskopisch beobachteten Werten. Die Ursache liegt moglicherweise im
unterschiedlichen Messpuffer. Alle untersuchten Ubiquitin-Varianten wiesen eine vollstdndige
Reversibilitit der Entfaltung auf, wie durch Ubereinstimmung der Fluoreszenz- bzw. CD-

Spektren bei 20 °C vor und nach kompletter Entfaltung gezeigt wurde (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 35: CD-spektroskopische

10, @ Entfaltung Untersuchung der thermischen
5 S Stabilitiit der Ubiquitin-Variante 10F.
E i Die Messungen erfolgten in 10 mM
% 06 1 Kaliumphosphat pH 7,0 mit einer
= Heizrate von 1K/min in einem
:C:) 04 1 Temperaturbereich von 15-97 °C. Die
D 02 - Proteinkonzentration betrug 11,87 uM,
< 2 die Messwellenlange 200 nm. Alle Daten

g wurden pufferkorrigiert. Die Auswertung

—= ' ' " ' erfolgte nach Pace und Scholtz (1997).
20 40 60 80 100
T (°C)

Alle strukturell untersuchten Proteinvarianten zeigen die Eigenschaften eines gefalteten
Proteins mit ausgeprigter Sekunddr- und Tertidrstruktur. Wéihrend die sieben
Aminosdureaustausche keinen signifikanten Einfluss auf die Sekundirstruktur des
Geriistproteins haben, wurde in den Deletionsvarianten eine Erhohung des alpha-

helikalen Anteils im Vergleich zum Geriistprotein beobachtet. Zu Unterschieden in der

72



3 Ergebnisse

Tertidrstruktur konnten anhand der Daten keine Aussagen getroffen werden. Die
thermische Stabilitit zeigte analog zur Sekunddrstruktur einen grofBeren Einfluss der
Deletionen. So fiihrten die sieben Austausche zu einer geringeren Destabilisierung des
Geriistproteins als das Entfernen von D58 und Y59. 10F besitzt gegeniiber Ubiquitin
F45W eine etwa 30 K geringere Ubergangstemperatur.
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Uber lange Zeit galten Antikdrper als das Paradigma fiir Proteine mit hoher und spezifischer
Affinitét zu diversen Zielmolekiilen. Aus diesem Grund haben sie eine breite Anwendung in
Forschung und Diagnostik gefunden. Auch im therapeutischen Bereich gewinnen Antikdrper
immer mehr an Bedeutung (Reichert, 2010). Beschrinkungen in der Nutzbarkeit der Antikorper
bedingt durch die GroBe und Effektorfunktionen filhrten zum Einsatz von
Antikorperfragmenten (Beckman et al., 2007; Hudson und Souriau, 2003). Diese zeigen jedoch
eine verringerte Stabilitit (Glockshuber et al., 1990; Holliger und Hudson, 2005). In der Folge
haben sich kiinstliche Bindeproteine auf Basis diverser Geriistproteine als Alternative etabliert.
Sie weisen dhnlich hohe Affinititen und Spezifititen wie Antikorper auf, bieten jedoch mit
einer geringen Grofle, dem Aufbau aus einer einzelnen Aminoséurekette und einer hohen
Stabilitit entscheidende Vorteile fiir bestimmte Anwendungen (Binz et al., 2005; Hey et al.,
2005). Das in Eukaryoten hochkonservierte Ubiquitin wird von der Scil Proteins GmbH (Halle)
als Gertistprotein verwendet. Durch Substitution von acht oberflichenexponierten Resten
werden dabei neue Bindeeigenschaften erzeugt (Fiedler ef al., 2004). Die Auswahl der Reste
kann signifikant die Stabilitdt und Loslichkeit der resultierenden Varianten beeinflussen. Zur
Optimierung dieser Parameter sollte in dieser Arbeit auf der Oberfliche des Ubiquitins eine
alternative Bindestelle im Vergleich zu fritheren Arbeiten etabliert und analysiert werden. Als
Ausgangspunkt dienten in natiirlichen Interaktionen involvierte Reste, welche zur Generierung
einer Bibliothek von Proteinvarianten randomisiert wurden. Zur Evaluierung der neuen
Strategie und Identifizierung spezifischer Bindeproteine erfolgte eine Selektion dieser
Proteinbibliothek gegen das Protein TNF-alpha, welches aufgrund seiner pharmakologischen
Relevanz fiir Entziindungskrankheiten wie Rheumatoide Arthritis biochemisch sehr gut
charakterisiert ist. Zudem existieren eine Reihe von TNF-alpha-Bindern auf der Basis sowohl
von Antikorpern als auch Rezeptoren und kiinstlichen Bindeproteinen (Byla et al, 2010;
Jonsson et al.,, 2009; Kaymakcalan et al., 2009), deren Bindungseigenschaften mit einer

selektierten Ubiquitin-Variante verglichen werden sollten.

4.1  Herstellung von funktionellem humanen TNF-alpha in
E. coli mittels SUM O-Fusionsmethode

Um ausreichende Mengen an TNF-alpha fiir die Selektion und Charakterisierung der
kiinstlichen Bindeproteine herzustellen, wurde zur rekombinanten Produktion und Reinigung
die SUMO-Fusionsmethode eingesetzt. Das Fusionsprotein Hisc-SUMO verbessert die
Produktion des Zielproteins durch Unterstiitzung der Proteinfaltung und eine erhdhte

Loéslichkeit (Butt et al., 2005). Die Abspaltung des Zielproteins erfolgt durch die SUMO-
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Protease direkt am SUMO-C-Terminus. Die Figenschaften des SUMO-Fusionssystems
ermdglichen die generische Herstellung und Reinigung unterschiedlicher Proteine in groflen
Mengen ohne eine aufwendige Methodenentwicklung. Wie am Beispiel des TNF-alpha gezeigt,
gelingt dies nicht nur mit monomeren, sondern auch mit multimeren Proteinen. In Kombination
mit der Verwendung des Autoinduktionsmediums ZYM-5052 (Studier, 2005), welches hohe
Zelldichten und langsame Induktion zur maximalen Produktbildung bietet, wurde eine TNF-
alpha-Herstellung in Schiittelkolben mit hohen Ausbeuten und geringem Zeitaufwand moglich.
Publizierte Standardprotokolle zur TNF-alpha-Herstellung benétigen fiir die Proteinreinigung
ausgehend von der sedimentierten Zellmasse sieben Tage (Curnis und Corti, 2004). Die
Anwendung des optimierten SUMO-Fusionsprotokolls reduzierte die Reinigungszeit auf zwei
bis drei Tage bei einer gleichzeitig zweifach hoheren Ausbeute von 97 mg/l Kulturvolumen
(5,8 mg/g Biofeuchtmasse) im Vergleich zu 52 mg/l Kulturvolumen fiir das publizierte
Standardprotokoll.

Im engeren Sinne handelt es sich bei dem hergestellten Zielprotein um die 16sliche Form des
TNF-alpha, welche durch proteolytische Abspaltung von einer membrangebundenen Pro-Form
entsteht. Antikorper mit TNF-alpha-inhibierender Wirkung interagieren unter anderem mit dem
N-Terminus der reifen Form (Jespers et al., 1994). Die Anwesenheit zusitzlicher Aminoséuren
am N-Terminus, wie z. B. ein His;-Peptid, reduziert zudem die zytotoxische Aktivitdt des
Zytokins signifikant (Fonda et al., 2002). Ein moglichst authentischer N-Terminus wurde
deshalb als kritisch fiir die Selektion und Charakterisierung der kiinstlichen Bindeproteine
erachtet. Fiir die Bereitstellung der 16slichen Form des humanem TNF-alpha ohne zusitzliche
Aminosduren am N-Terminus, bietet die verwendete SUMO-Fusionsmethode noch einen
weiteren Vorteil. Nach den herkémmlichen Standardprotokollen rekombinant hergestelltes,
anhangsfreies TNF-alpha enthélt ein Startmethionin vor dem nativen N-Terminus Val77. Ein
Methionin am N-Terminus kann in E. coli durch die Methioninaminopeptidase entfernt werden,
jedoch geschieht dies mit unterschiedlicher Effizienz (Sherman et al., 1985). Die hocheffiziente
Spaltung des SUMO-Fusionsproteins zwischen SUMO-C-Terminus und TNF-alpha-N-
Terminus erzeugt hingegen den authentischen N-Terminus Val77. Das Produkt entspricht in der
Aminosduresequenz somit dem TNF-alpha, welches durch Spaltung des membrangebundenen
Vorldufers im menschlichen Korper freigesetzt wird. Ungespaltenes Protein kann leicht durch
einen IMAC-Schritt entfernt werden. Die Identitdt und Reinheit des rekombinanten TNF-alpha
wurde mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie bestitigt. Im Gegensatz zu Strategien fiir die
anhangsfreie, rekombinante Herstellung von TNF-alpha bei denen das Startmethionin durch
MAP entfernt wird (Curnis und Corti, 2004; He et al., 2005), konnten in den gereinigten
Proteinproben keine TNF-alpha-Spezies mit zusitzlichen N-terminalen Aminosduren detektiert
werden. Dies zeigte die effiziente Trennung von gespaltenem und ungespaltenem SUMO-

Fusionsprotein durch den Reinigungsprozess.
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Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie zeigte ebenfalls das Vorhandensein der intrachenaren
Disulfidbriicke, welche fiir die volle biologische Aktivitit notwendig ist (Narachi et al., 1987).
Da das Protein in dem Standard-E. coli-Stamm BL21(DE3) unter den reduzierenden
Bedingungen des Zytosols hergestellt wurde, erfolgte die Cysteinoxidation vermutlich nach dem

Zellaufschluss.

Wie von Kenig et al (2006) schon fiir TNF-alpha-Derivate mit N-terminalem
Polyhistidinpeptid gezeigt, war auch im Fall des SUMO-Fusionsproteins die biologische,
membrangebundene Vorlduferform des TNF-alpha nicht zur Trimerisierung notwendig (siche
Abb. 11, S. 49 und Abb. 13, S. 51). Chemisch denaturiertes, 16sliches TNF-alpha bildet bei der
Riickfaltung ebenfalls wieder eine trimere Struktur aus (Wingfield et al., 1987). Durch
GroBenausschlusschromatographie konnte der trimere Charakter sogar fiir die ungespaltene
SUMO-Fusion nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Das im Fern-UV-CD-Spektrum des
gereinigten, reifen Proteins (siche Abb.Abbildung 12, S. 50) beobachtete Minimum bei 220 nm
sowie das Maximum bei 200 nm sind charakteristisch fiir beta-Faltblattstrukturen, welche TNEF-
alpha hauptsichlich aufweist (Eck und Sprang, 1989). Das aufgenommene Spektrum entspricht
bereits publizierten Spektren (Riazance-Lawrence et al., 1991a; Wingfield et al., 1987),
wodurch die korrekte Sekundérstruktur des hergestellten Proteins bestitigt wird. Zusammen mit
dem beobachteten Multimerisierungsverhalten ldsst dieses Resultat auch auf eine korrekte

Tertidrstruktur der monomeren Untereinheiten schliefen.

Trotz korrekter Faltung zeigen einige eukaryotische Proteine nach rekombinanter Produktion in
E. coli verringerte oder keine biologische Aktivitiat (Kamionka, 2011). Dies ist meist auf das
Fehlen von Modifikationen, welche in eukaryotischen Zellen haufig auftreten, zuriickzuftihren.
Im Unterschied zu vielen anderen Signalproteinen in Sdugern weist die reife, 16sliche Form des
humanen TNF-alpha keine Glykosylierung auf (Idriss und Naismith, 2000). In der Tat zeigen
natives, aus humanen Zellen gereinigtes TNF-alpha und rekombinantes Protein aus E. coli keine
signifikanten Aktivitétsunterschiede (Creasey et al., 1987). Das mittels SUMO-Fusionsmethode
hergestellte Protein zeigte eine vergleichbar hohe biologische Aktivitit wie kommerziell

erhéltliches, rekombinantes TNF-alpha (siche Abb. 14, S. 51).

4.2  Design einer Ubiquitin-basierten Proteinbibliothek

Trotz groBer Fortschritte bei der computergestiitzten Berechnung und Modellierung von sowohl
Protein-Ligand-Interaktionen als auch Proteinfaltung und -stabilitit beruht die Konstruktion von
Proteinbibliotheken zur Herstellung kiinstlicher Bindeproteine zu einem groBlen Teil auf
empirischen Ansitzen. Vergleicht man die verschiedenen kiinstlichen Bindeproteine findet man
verschiedene Strategien zur Generierung der gewiinschten Bindeeigenschaften. Dabei kdnnen

unterschiedliche Aspekte, wie die Lokalisation der Substitutionen, die Toleranz gegen
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Austausche oder die Randomisierungsmethode, eine Rolle spielen. In dieser Arbeit sollte eine
natiirliche Bindefldche im Ubiquitin umprogrammiert werden. Diese Strategie fithrte auch bei
Tetranectinen, Anticalinen und Affibodies zur erfolgreichen Herstellung hochaffiner,
kiinstlicher Bindeproteine (Kim et al., 2009; Nord et al, 1997; Byla et al., 2010). Nach
umfangreichen Literaturstudien wurden die Aminosduren L8, 144 und V70 im Ubiquitin als
Leitpositionen fiir die Paratopgenerierung ausgewéhlt (siche Tab. 15, S. 53). Die drei Reste
bilden eine hydrophobe Fliche, die das Ziel von Ubiquitin-Bindedoménen darstellt (Fisher et
al., 2003; Kang et al., 2003). Vorangehende Substitutionsstrategien im Ubiquitin wurden
teilweise nicht ohne signifikante Stabilitdtsverluste toleriert (Hoffmann, 2006). Durch die
Auswahl der Randomisierungspositionen in der konstruierten Ubiquitin-Bibliothek sollte der
Einfluss der Austausche auf die Struktur und Stabilitdt der Varianten im Vergleich zum
Geriistprotein minimiert werden. Eine hohe Anzahl von Anderungen in der Aminosiuresequenz
kann einen wesentlichen Einfluss auf die Struktur und die Stabilitit eines Proteins haben
(Soskine und Tawfik, 2010). Somit kann durch Verringerung der Zahl der Substitutionen der
relative Anteil funktionaler Varianten einer Bibliothek erhoht werden. Die einhergehende
Reduktion der Vielfalt vermindert jedoch auch die Wahrscheinlichkeit der Selektion hochaftiner
Binder (Griffiths et al., 1994).

Eine weitere Strategie, um bei der Erzeugung kiinstlicher Bindeproteine negative Effekte durch
Aminosdureaustausche zu minimieren, beruht auf dem Konsensusdesign (Binz et al., 2003;
Silverman et al., 2005). Durch den Vergleich einer groBen Anzahl an Varianten eines
Geriistproteins wird dabei die Konservierung der Aminosduren an den einzelnen Positionen
untersucht. Ausgehend von der Annahme, dass hauptsichlich die konservierten Reste essentiell
fiir Proteinstruktur und -stabilitét sind, erfolgt die Randomisierung an den variablen Positionen.
Ubiquitin ist jedoch bis auf vier Reste in allen Eukaryoten hochkonserviert. Aus diesem Grund
wurde bereits zur Erstellung fritherer Bibliotheken mit Hilfe von in silico-Algorithmen
untersucht, welche Reste einen Austausch tolerieren (interner Forschungsbericht Scil Proteins,
2002; Fiedler et al, 2004; Wiederstein und Sippl, 2005). Die Daten wurden zur
Positionsauswahl in der vorliegenden Arbeit verwendet. Nach einer finalen visuellen
Beurteilung mit der Software PyMOL, wurde eine Bibliothek mit den sechs randomisierten
Positionen K6, L8, R42, 144, H68 und V70 mit Hilfe von NNK-Motiv enthaltenden
Oligonukleotiden konstruiert. Die Sequenzfunktionalitdt von 68 % auf Aminosdureebene (siche
3.2.1.1, S.52) ist gut im Vergleich mit DNA-Bibliotheken auf Basis Trinukleotid-
randomisierter Oligonukleotide (Garcia-Ibilcieta et al., 2008; Lipovsek et al., 2007; Yin et al.,
2008). Die Funktionalitét spiegelte sich auch in Expressionsanalysen wieder. In 77 % von 96
zufillig ausgewihlten Bakterienklonen wurden Ubiquitin-Varianten hergestellt (siehe 3.2.1.2,
S.54). Nicht funktionale Varianten verringern die Effizienz der nachfolgenden

Selektionsverfahren, da der relative Anteil erwiinschter, das heif3t gefalteter, stabiler Varianten
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verringert wird. Um die Funktionalitdt zukiinftiger Bibliotheken zu steigern, kann zum Beispiel
vorab eine Selektion zur Beseitigung von Sequenzen mit Leserahmenverschiebungen (Gerth et
al., 2004) durchgefiihrt werden. Alternativ kann die Bibliothekskonstruktion anstatt durch PCR-
basierte Synthese auch mittels der Ligierung kleiner DNA-Fragmente (Van den Brulle ef al.,
2008) erfolgen. Bei 84 % der erfolgreich produzierten Ubiquitin-Varianten war das Protein,
analog zum gut herstellbaren Wildtyp (Ecker et al, 1987), hauptsichlich in der 16slichen
Lysatfraktion (>80 %) zu finden. Somit konnte von einem geringen Einfluss der

Randomisierung auf Stabilitit und Faltung der Varianten ausgegangen werden.

4.3  Selektion eines klinstlichen Bindeproteins gegen TNF-
alpha

Zur Selektion gegen das Zielmolekiil TNF-alpha wurde das Ribosomen-display verwendet. Im
Vergleich zu anderen iiblichen Selektionsmethoden, wie unter anderem dem Phagen-display,
besteht hier die Moglichkeit, aufgrund der Unabhéngigkeit von der Transformationseffizienz
von lebenden Zellen, groBere Bibliotheken in der Selektion einzusetzen. Zudem verhindert die
schnelle Faltung des Ubiquitins den in einigen anderen Methoden zur Présentation notwendigen
Transport durch eine Membran. Ein Nachteil des Ribosomen-display ist das Fehlen einer
Faltungskontrolle, was aber in Anbetracht der 16slichen Herstellung der Ubiquitin-Varianten nur
einen geringen Einfluss auf die Selektionsergebnisse ausiiben sollte. Aktuell wird alternativ zum
Ribosomen-display eine neue Phagen-display-Methode zur Selektion von Ubiquitin-Varianten
eingesetzt, die auf dem twin arginine translocation (TAT)-System beruht (Paschke und Hohne,
2005). Diese Methode erlaubt die schnelle Faltung der zu prisentierenden Proteine im Zytosol
und transportiert diese unter Kontrolle der erfolgreichen Faltung zur Phagenassemblierung

anschlieend ins Periplasma.

Unter Verwendung des Ribosomen-display zur Selektion gegen TNF-alpha zeigte sich nach vier
Zyklen eine erfolgreiche Anreicherung von Ubiquitin-Varianten (siche 3.2.2.1, S. 55). Mittels
Hit-ELISA konnten in 192 zufillig ausgewihlten Varianten nach dem sechsten Zyklus TNF-
alpha-Binder nachgewiesen werden (siche Abb. 19, S.57). Die vier besten Klone des Hit-
ELISA beziiglich Signalstirke und -spezifitdt zeigten eine identische Aminosduresequenz und
wurden fiir eine weitere Charakterisierung isoliert (siche Abb. 20, S. 58). Als Bezeichnung
wurde eine 96-well-Kavitit verwendet, in der die Variante gefunden wurde — 10F. Zusitzlich zu
den sechs erwarteten Austauschen K6F, L8Y, R42A, 144E, H68P, V70F wurden die zwei
Deletionen D58 und Y59 sowie der zusétzliche Austausch K29R gefunden. Solche zusétzlichen
Mutationen im Geriistbereich sind bei der Anwendung des Ribosomen-display nicht uniiblich.
Aufgrund der vielen PCR-Zyklen ist das Auftreten von Sequenzverdnderungen sehr

wahrscheinlich. Dies kann auch von Vorteil sein. Es kdnnen in der urspriinglichen Bibliothek
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nicht vorhandene Varianten entstehen, die eine hohere Affinitdt gegeniiber dem Zielmolekiil
zeigen (Hanes und Pliickthun, 1997; Zahnd et al., 2007). Um den Vorteil solcher Mutationen
auch im Phagen-display oder yeast surface-display zu nutzen, kdnnen diese dort gezielt durch
error prone-PCR und dhnliche Methoden in die DNA-Bibliothek eingefiihrt werden, jedoch ist

anschliefend wieder die aufwéndige Rekonstruktion der Plasmidbibliotheken notwendig.

44  Untersuchung der Interaktion zwischen der
selektierten Ubiquitin-Variante und TNF-alpha

Wihrend Antikorper mit ihrem Zielmolekiil iiber Schleifenstrukturen interagieren, sollte das
Paratop der Ubiquitin-basierten Bindeproteine in einem beta-Faltblatt positioniert werden. Wie
von Lange et al. (2008) auch fiir natiirliche Interaktionen des Ubiquitins beschrieben, soll die
Bindung iiber die rigide Sekundirstruktur entropische Vorteile vermitteln (Abb. 36). Die
geringe GroBe des Ubiquitins kann zudem die Interaktion mit fiir Antikdrper unzugénglichen

Epitopen ermdglichen.

Um die Bindung der selektierten Ubiquitin-Variante 10F an TNF-alpha biophysikalisch néher
zu charakterisieren, wurden die beiden Proteine rekombinant hergestellt und gereinigt (siche
3.1.1, S.48 und 3.3.1.1, S.59). Um die Beitrdge der Sequenzverdnderungen in 10F im
Vergleich zum scaffold Ubiquitin FASW zur Interaktionsfdhigkeit zu untersuchen, wurden
ebenfalls die beiden Ubiquitin-Varianten 10Fpy (Ubiquitin F45W mit K6F, L8Y, K29R, R42A,
I44E, H68P, V70F) und Ubiquitin F45W ADS58 AYS59 hergestellt. Sowohl die Summe der
Austausche als auch die Deletionen erwiesen sich als essentiell fiir die Bindungsféhigkeit von
10F an TNF-alpha (siche Abb. 24, S. 61). Der konservative Charakter des Austausches K29R
und seine Position auf der dem randomisierten beta-Faltblatt abgewandten Seite im
Ubiquitinmolekiil legen nahe, dass dieser Austausch keinen signifikanten Beitrag zur Bindung
leistet. Untersuchungen dazu wurden jedoch bisher nicht durchgefiihrt. Die selektierte
Ubiquitin-Variante bindet an TNF-alpha mit einer Dissoziationskonstante Kp von 394 nM
(siehe 3.3.1.5, S. 62). Aviditatseffekte konnen aufgrund der Dreifachsymmetrie des Zielproteins
nicht ausgeschlossen werden. Nichtsdestotrotz ist die beobachtete Dissoziationskonstante
signifikant kleiner als die {iblicherweise beobachteten Werte fiir natiirliche Interaktionen des
Ubiquitins mit Ubiquitin-bindenden Doménen, die mit wenigen Ausnahmen im mikro- bis
millimolaren Bereich liegen (Chen und Sun, 2009; Hurley et al., 2006). Im ELISA zeigte die
Variante 10F keine Interaktionen mit nahe verwandten und unverwandten Proteinen und die
Bindung an TNF-alpha konnte zudem mit Etanercept, dem mittels Fusion an IgG-F.

dimerisierten TNF-Rezeptor 2, kompetiert werden (siehe Abb. 25, S. 63).
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rigide i T flexibel

Abbildung 36: Vergleich der strukturellen Flexibilitit des Ubiquitins mit der Position der
Randomisierungen und der erhaltenen Deletionen.

Die einzelnen Aminosdurepositionen des Ubiquitins wurden entsprechend ihrer strukturellen
Flexibilitdt (Lange et al., 2008) eingefirbt. Die Aminosdurereste an den Randomisierungs-
sowie den durch die Selektion erhaltenen Deletionspositionen sind als Stabmodell dargestellt.
Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden die Aminosduren 1 und 15 bis 40 nicht eingefirbt. Die
Abbildung wurde mit der Software PyMOL erstellt (PDB-Code 1ubi).

Die Isothermale Titrationskalorimetrie zeigte ein exothermes Bindungsverhalten mit einer 1:1-
Stochiometrie von 10F zum TNF-alpha-Trimer (siche Abb. 27, S. 64), welches die biologisch
aktive Spezies darstellt (Smith und Baglioni, 1987). Diese Bindungsstochiometrie wurde mittels
Analytischer Ultrazentrifugation (siche Abb. 30, S.67) sowie NMR-Spektroskopie (siche
Abb. 28, S. 65) bestitigt. Die gleichzeitige Bindung mehrerer 10F-Molekiile an ein TNF-Trimer
wurde nicht beobachtet. Dies unterscheidet die Ubiquitin-Variante deutlich vom klinisch
zugelassenen anti-TNF-alpha-Antikorper Infliximab und anderen monoklonalen Antikdrpern
(Saijo et al., 1995; Scallon et al., 2002; Petyovka et al., 1995). Diese sind meist in der Lage,
sowohl die trimere als auch die monomere TNF-alpha-Spezies zu erkennen. Neben Antikdrpern
wurden auch kiinstliche Bindeproteine auf der Grundlage verschiedener Geriistproteine gegen
TNF-alpha erzeugt. Affibodies (Jonsson et al., 2009) und Tetranectine (Byla et al., 2010), die
das trimere TNF-alpha erkennen kdnnen, zeigen eine 3:1-Stdchiometrie beziiglich des TNF-
alpha-Trimers. Auch die ausschlieBlich trimerspezifischen TNF-alpha-Rezeptoren weisen eine
3:1-Stochiometrie beziiglich des Trimers auf (Banner et al, 1993). Das auf jeweils zwei
benachbarten Monomeren befindliche Epitop ist im Trimer dreimal vorhanden. Somit ist fiir das
Ubiquitin-basierte kiinstliche Bindeprotein die Erkennung eines bisher nicht beschriebenen,
trimerspezifischen Epitops anzunehmen. Die Beobachtungen legen eine Position nahe der
Dreifachsymmetrieachse des TNF-alpha nahe, was die Bindung weiterer 10F-Molekiile an ein

Trimer sterisch behindert. Fluoreszenz-Homoquenchingexperimente wiesen darauf hin, dass das

80



4 Diskussion

TNF-Trimer durch die Bindung stabilisiert wird (siche Abb. 31, S. 68), also eventuell auch
mehrere Untereinheiten des TNF-alpha gleichzeitig gebunden werden. Ein solches Verhalten
zeigt z. B. ein DARPin gegen das homotrimere Rezeptorbindeprotein des Lactococcus-
spezifischen Phagen TP901-1 (Veesler et al, 2009). Ausgehend von den Daten kann als
Ursache der Bindungsstochiometrie auch nicht ausgeschlossen werden, dass die Bindung eines
10F-Molekiils durch Ausbildung einer Asymmetrie im TNF-alpha-Trimer die Anlagerung
weiterer 10F-Molekiile verhindert. Weiterhin besteht die Moglichkeit dass im TNF-alpha drei
identische, sterisch voneinander unbeeinflusste Bindungsstellen existieren und eine hohe
Aviditdt hervorrufen. Die Bindung eines 10F-Molekiils konnte die Avidititseffekte stark

verringern.

Bei der NMR-Titration und in SEC-Experimenten wurde ein Effekt des wéhrend der Selektion
verwendeten Detergens Tween-20 auf die Interaktion von 10F und TNF-alpha festgestellt (siche
3.3.1.6, S. 64). Ahnliches wurde fiir ein gegen TNF-alpha selektiertes DARPin beschrieben
(Steiner et al., 2008). Eine ndhere Untersuchung zeigte, dass die Bindung der Ubiquitin-
Variante an TNF-alpha unabhingig von der Ab- oder Anwesenheit des Detergens stattfindet,
allerdings durch das Detergens die Assoziation der Bindungspartner deutlich beschleunigt wird.
Mit Hilfe von "H-NMR-Spektroskopie konnten unter Zugabe von 0,1 % Tween-20 lokale
Strukturdnderungen in TNF-alpha beobachtet werden (siche Anhang Abb. A3), "H-""N-HSQC-
Spektren von 10F zeigen hingegen keinen Einfluss von Tween-20 (Daten nicht gezeigt). So
kann ein Bindungsmodell postuliert werden, bei dem die Ubiquitin-Variante 10F einen
bestimmten konformationellen Zustand des TNF-alpha-Trimers bindet, der durch die
Anwesenheit von Tween-20 begiinstigt wird. Diese Hypothese kann durch weitere
Beobachtungen gestiitzt werden. So besteht eine Sensitivitit des hauptsdchlich durch
hydrophobe Wirkungen stabilisierten Trimerzustandes gegeniiber Detergenzien (Smith und
Baglioni, 1987). Zusédtzlich gehen der Dissoziation des Trimers konformationelle
Umlagerungen voraus. Das kleine, TNF-inhibierende Molekiil Suramin bindet vorrangig an
einen entsprechenden Ubergangszustand und fordert dadurch die Trimerdissoziation (Alzani et
al., 1995). Tween-20 und andere Detergenzien stabilisieren mdglicherweise ebenfalls einen zur
Dissoziation neigenden konformationellen Zustand, analog zum Suramin. Wihrend der
Inkubation von TNF-alpha mit 0,05% Tween-20 wurde durch Fluoreszenz-
Homoquenchingexperimente nach He er al. (2005) eine erhdhte Monomeraustauschrate
zwischen den Trimeren gemessen, die bei hohen Proteinkonzentrationen hauptsichlich von der
Dissoziationsrate abhdngig ist (Daten nicht gezeigt). Als Halbwertszeit fir die
Trimerdissoziation in Abwesenheit von Detergens werden 4 bis 20 h angegeben (Alzani ef al.,
1995; Poiesi et al., 1993). Dies stimmt bemerkenswerterweise gut mit dem Zeitrahmen zur
Komplexbildung von 10F und TNF-alpha wihrend der NMR-Titration bzw. SEC-Experimente

in Abwesenheit von Tween-20 iiberein, wodurch das Modell einer der Bindung vorausgehenden
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Konformationsénderung unterstiitzt wird (siehe 3.3.1.6, S. 64). Die Hypothese steht auch nicht
im Gegensatz zur erfolgreichen Kompetition der Komplexbildung mit Etanercept (siche
Abb. 25,S. 63). Moglicherweise erkennt und stabilisiert der TNF-Rezeptor 2 eine andere

Konformation, wodurch die Bindung von 10F blockiert wird.

Die Sensitivitit gegeniiber Detergens ist nicht nur auf TNF-alpha-Interaktionen mit kiinstlichen
Bindeproteinen beschriankt, sondern auch bei Antikdrpern beschrieben worden (Petyovka et al.,
1995). Fiir eine groBe Zahl an Antikdrpern und kiinstlichen Bindeproteinen, die nano- bis
picomolare Dissoziationskonstanten und biologische Aktivitdt aufweisen, wurden jedoch bisher
keine Detergenseffekte beobachtet (Byla et al., 2010; Jonsson et al., 2009). Im Gegensatz zur
hier vorliegenden Arbeit wurde dort bei der Anwendung evolutionérer Selektionsmethoden zur
Generierung der Binder das Detergens Tween-20 teilweise beziehungsweise vollstindig
vermieden. Ob dies, wie von Steiner et al. (2008) vermutet, tatsdchlich die Selektion Tween-20-
sensitiver Bindemolekiile verhindert, bleibt unklar, denn zumindest die Ubiquitin-Variante 10F
bindet TNF-alpha auch in Abwesenheit von Detergens. Theoretisch besteht dementsprechend
die Moglichkeit, in einer Selektion ohne Tween-20 Binder gegen das gleiche Epitop zu

isolieren.

Neben dem durchgehenden Einsatz von Tween-20 wihrend der Selektion konnte das
ungewohnliche Bindeverhalten der Ubiquitin-Variante und den von Steiner er al. (2008)
selektierten DARPins auch auf der geringen MolekiilgroBe basieren. Im Gegensatz zu
Antikdrpern mit einer Molekularmasse von mindestens 120 kDa, sind fiir die kiinstlichen
Bindeproteinen mit 9 bzw. 21 kDa eventuell sonst unzugingliche Epitope wie z.B. Furchen
erreichbar. So binden kleinere Kamelantikdrper im Vergleich zu humanen Antikorpern
untypischerweise auch in Vertiefungen an Proteinoberflichen (De Genst et al., 2006).
Ermoglicht wird dies durch den besonderen Aufbau. Sie bestehen nur aus zwei schweren

Ketten, was zu einem geringeren Molekiilvolumen und einer konvexen Form des Paratops fiihrt.

45  Strukturelle Auswirkungen der Austausche in der

TNF-alpha-bindenden Ubiquitin-Variante

Aufgrund der Anzahl an Austauschen und Deletionen in dem Geriistprotein Ubiquitin F45W zur
Erzeugung der Affinitit zu TNF-alpha konnte in der selektierten Variante ein Einfluss auf
Struktur und Stabilitdt im Vergleich zum Geriistprotein erwartet werden. 10F weist einen
Sequenzunterschied von 12 % zu Ubiquitin F45W auf. Obwohl eine solche Anzahl an
Austauschen zum Strukturverlust eines Proteins fiihren kann, zeigen sowohl die Ubiquitin-
Variante 10F als auch die jeweiligen Varianten ohne Deletionen bzw. ohne Austausche in der
strukturellen Untersuchung mittels CD- und NMR-Spektroskopie die typischen Eigenschaften

eines nativ gefalteten Proteins mit ausgepriagter Sekundir- und Tertidrstruktur (siche Abb. 32,
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S.70 und Abb. 33, S.71). Die Differenzen der spektralen Merkmale der Varianten waren
jedoch offensichtlich, wobei Austausche und Deletionen unterschiedliche Effekte besaflen. Die
geringen Abweichungen im Fern-UV-CD-Spektrum bei 224 nm zwischen der deletionsfreien
Variante 10Fpy und Ubiquitin F45W konnen einerseits aus dem Austausch H68P im beta-
Faltblatt resultieren. Prolin wirkt sich aufgrund sterischer Restriktionen und fehlender
Wasserstoffbriickenbindungen negativ auf die Ausbildung von beta-Faltblittern aus
(Richardson und Richardson, 1989). Andererseits kann auch ein positives CD-Signal des
zusitzlichen Tyrosinrests Y8 Ursache fiir die spektrale Differenz sein. Die Beobachtung solcher
Effekte in Proteinen mit niedrigem helikalen Anteil ist nicht uniiblich (Freskgaard et al., 1994;
Vuilleumier et al., 1993). 10F und Ubiquitin F45W ADS58 AYS59 zeigten deutliche spektrale
Abweichungen zum Geriistprotein, die wahrscheinlich nicht mehr nur auf Beitrdge von
aromatischen Aminoséduren zuriickgefiihrt werden konnen. Vielmehr ergibt sich der Hinweis auf
eine Erhohung des alpha-helikalen Anteils. In den NMR-Spektren zeigten die drei Proteine 10F,
10Fpy und Ubiquitin F45W ADS5S8 AYS59 signifikante Unterschiede beziiglich der
Resonanzpositionen im Vergleich zum Geriistprotein Ubiquitin F45W. Auch ein Vergleich der
HSQC-Spektren von Ubiquitin L8A 144A V70A D77 und dem Ubiquitin-Wildtyp (Sakai et al.,
2006) weist fiir einen groBen Teil der Resonanzen deutliche Verschiebungen auf. Anhand der
bisherigen Daten allein ist es daher nicht moglich Aussagen iiber den Umfang von strukturellen
Anderungen durch die Deletionen und Austausche zu treffen. Hierzu wiren weitere
Experimente zur hochauflosenden Strukturaufklirung mittels Rontgenkristallographie oder
NMR-Spektroskopie notwendig. In bereits durchgefiihrten Versuchen konnten jedoch noch

keine erfolgreichen Kristallisationsbedingungen gefunden werden (Daten nicht gezeigt).

Eine der vorteilhaften Eigenschaften, welche Ubiquitin zu einem interessanten Geriistprotein
macht, ist seine hohe thermische Stabilitit. Es entfaltet bei neutralem pH-Wert erst bei
Temperaturen von iiber 100 °C (Makhatadze et al, 1998). Bei temperaturinduzierten
Faltungsiibergdngen der TNF-alpha-bindenden Variante 10F konnten mittels Fern-UV-CD-
Spektroskopie (siche Abb. 35, S. 72) bzw. Fluoreszenzspektroskopie (siche Abb. 34, S. 72) je
nach Pufferbedingungen Ubergangsmittelpunkte von 74 °C bzw. 68 °C beobachtet werden. Die
Ubergiinge waren vollstindig reversibel (Daten nicht gezeigt). Trotz der signifikant verringerten
Ubergangstemperatur im Vergleich zum Ubiquitin-Wildtyp bleibt die Variante 10F ein
thermostabiles Protein. So entfalten andere kiinstliche Bindeproteine auf Basis des humanen
gammaB-Kristallins bei 56 bis 72 °C, Anticalin-Varianten bei 62 bis 73 °C oder eine DARPin-
Variante bei 69 °C (Ebersbach et al., 2007; Schlehuber und Skerra, 2002; Zahnd et al., 2007).
Fiir Antikorper bzw. Antikdrperfragmente wurden mittlere Ubergangstemperaturen von 60 bis
92 °C gefunden (Demarest et al., 2006; Dumoulin et al., 2002; Zhu et al., 2005). Analog zur
Sekundérstruktur weisen die Deletionen in der Ubiquitin-Variante 10F auch stirkere Effekte auf

die thermische Stabilitdt auf als die Austausche. Ubiquitin F45W ADS58 AY59 zeigt eine um 6 K
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geringere Ubergangstemperatur als 10Fpy (sieche Abb. 34, S. 72). Wihrend im Wildtypprotein
die Seitenketten der ausgetauschten Aminosduren, insbesondere an den
Randomisierungspositionen, keine zusétzlichen, proteinstabilisierenden Interaktionen
aufweisen, bilden die Seitenketten der deletierten Reste D58 und Y59 zusétzlich zu den
Kontakten des Riickgrats der 3,o-Helix zwei Wasserstoffbriickenbindungen, D58 mit dem
Amidstickstoff von T55 und Y59 mit dem Amidstickstoff von E51 (Vijay-Kumar et al., 1987).
Die Deletion dieser beiden Reste, die als Verankerung und Stabilisierung fiir die umgebenden
Reste dienen (siche Abb. 36, S.80), hat moglicherweise auch einen Einfluss auf das
urspriingliche Konzept der Bindung mittels rigider Sekundérstrukturen. Lange et al. (2008)
vermuten, dass die rigide Sekundirstruktur der Bindungsstelle einen Mechanismus darstellt, der
unspezifische Interaktionen mit nicht oberflichenkomplementiren Proteinen verhindern soll.
Moglicherweise wurde im Fall der Ubiquitin-Variante 10F zugunsten der Bindung an eine
strukturell verschiedene Oberflache die Rigiditit verringert. Aufschluss dariiber konnen NMR-
Untersuchungen zur strukturellen Flexibilitdt der Ubiquitin-Variante 10F bringen. Ziel der
Selektion mit der Ubiquitin-Bibliothek war es urspriinglich, unter Beibehaltung der Rigiditét
eine Oberflichenanpassung durch entsprechende Aminosdureaustausche im Bindungsbereich zu
erhalten. Dies ist experimentell jedoch nur schwer zu beeinflussen. Eine Moglichkeit um die
Flexibilitit von Varianten gering zu halten, ist der Einsatz von Proteasen wéhrend der Selektion.
Wihrend kompakt gefaltete Proteine relativ unempfindlich gegen proteolytischen Abbau sind,
werden ungefaltete und destabilisierte Varianten dem Selektionsprozess entzogen. Durch
Einsatz dieser Methode im Phagen-display gelang (Martin et al, 2001) die Isolierung

thermodynamisch stabilisierter Varianten des Kélteschockproteins CspB.
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Die bereits bei der Herstellung anderer kiinstlicher Bindeproteine mit positiven Ergebnissen
angewendete Strategie der Umprogrammierung einer natiirlich vorhandenen Bindungsstelle im
Gertistprotein, war auch beim Ubiquitin erfolgreich. Das neue Bibliotheksformat zeigte eine
hohe Anzahl 16slicher Varianten in der naiven Bibliothek, was auf eine gute Stabilitit der
Varianten hindeutet. Dazu trug wahrscheinlich die Beschrankung der Bindefldche auf sechs
Aminoséurereste bei. Bei der Charakterisierung der gegen TNF-alpha selektierten Ubiquitin-
Variante, die noch drei weitere Substitutionen bzw. Deletionen enthilt, zeigten die sechs
Randomisierungspositionen nur geringe Einfliisse auf die Proteinstabilitit. Mit einer dreistellig
nanomolaren Affinitdt der Variante ist die Bindungsstirke im Vergleich zu den meisten
natiirlichen Interaktionen des Ubiquitins wesentlich hoher, im Vergleich zu Antikérpern mit
niedrig nanomolaren oder sogar picomolaren Affinititen aber immer noch recht gering. Um eine
Verbesserung der Bindungsstérke zu erzielen, kann die Bindungsfldche vergroBert werden. Dies
konnte jedoch zu einer Destabilisierung der entsprechenden Bindemolekiile fiihren. Zur
Identifizierung weiterer, nicht oder wenig destabilisierender Substitutionspositionen kdnnte das
iterative Austauschen verschiedener zum Paratop benachbarter Reste dienen. Durch die Analyse
der Stabilitit einzelner Varianten koénnen so Hinweise flir ein neues Bibliotheksdesign

gewonnen werden.

Da der TNF-Rezeptor oder besser Etanercept in vitro mit der Bindung der Ubiquitin-Variante
konkurriert, wire diesbeziiglich eine Untersuchung der in vivo-Aktivitdt der Ubiquitin-Variante
mittels eines L929-Zellassays interessant. Ahnlich affine Tetranectine zeigten jedoch keine
messbaren Effekte (Byla ef al., 2010), weshalb im Rahmen dieser Arbeit die entsprechenden
Experimente als nicht sinnvoll erachtet wurden. Fiir erfolgversprechende Experimente wire eine
Affinititsmaturierung der Ubiquitin-Variante nach gezielter oder zufilliger Substitution im
Protein notwendig. Alternativ kdnnte eventuell eine Dimerisierung zur Erhéhung der apparenten

Bindungsstirke durch Avidititseffekte dienen.

Die detaillierte Analyse des Bindungsmodus zeigte ein abweichendes Bindungsverhalten von
bisher untersuchten Antikorpern, kiinstlichen Bindeproteinen und kleinen Effektormolekiilen.
Die Ursache hierfiir konnte anhand der Daten nicht geklart werden, liegt aber vermutlich im
Epitop. Um den molekularen Bindungsmechanismus im Detail zu ergriinden, ist die Aufklarung
einer hochaufgelosten Komplexstruktur mittels NMR-Spektroskopie oder
Rontgenkristallographie notwendig. Erste Experimente diesbeziiglich wurden bereits

durchgefiihrt.
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Anhang

Apparentes Molekulargewicht (kDa)
7543 13,7 6,5
50 1 TNF-alpha L 30

<’ 50 { TNF-alpha ' ' | 30<
+ Fluorescein /\

10 15 20
Elutionsvolumen (ml)

Abbildung A1: Analytische Groflenausschlusschromatographie von Fluorescein mit TNF-
alpha.

NHS-Fluorescein wurde in Wasser gelost und zur Inaktivierung mit 1 M Tris versetzt. 20 uM
TNF-alpha mit bzw. ohne 9 uM inaktiviertem NHS-Fluorescein wurden mit einer Flussrate von
0,6 ml/min auf eine Superose 12 10/300 GL-Sdule aufgetragen. Als Laufpuffer diente PBS,
1 mM EDTA pH 7,4 mit 0,05 % Tween-20. Die Detektion erfolgte bei 280 nm fiir TNF-alpha
(blaue Linie) und 495 nm fiir Fluorescein (rote, gestrichelte Linie).
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Abbildung A2: Differenz-CD-Spektrum von der Ubiquitin-Variante 10F und Ubiquitin
F45W.

Das CD-Spektrum von Ubiquitin F45W wurde von dem der Ubiquitin-Variante 10F abgezogen.
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Abbildung A3: "H-NMR-Spektrum von TNF-alpha mit und ohne Detergens Tween-20.
'H-NMR-Spektren von TNF-alpha in PBS, 1 mM EDTA pH 7,4 mit verschiedenen Tween-20-
Konzentrationen wurden bei 20°C aufgenommen. Dargestellt ist der Bereich der
Amidprotonen. Die Anderung der Feinstrukturen zeigt lokale Verinderungen der
Tertidrstruktur. Der Ausschnitt oben links zeigt eine Tween-20-abhingige Tieffeld-
Verschiebung des Peakmaximums bei 6,9 ppm. Fiir die Methylprotonen wurden keine
signifikanten Differenzen zwischen den Spektren beobachtet. Die Peaks bei 8,4 und 8,1 ppm bei
0,331 % Tween-20 konnten in Pufferspektren dem Detergens zugeordnet werden.
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