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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Krebs
Laut des World Cancer Report 2008 gehorte Krebs mit rund 7,6 Millionen Opfern zu den

zehn héufigsten krankheitsbedingten Todesursachen weltweit. Die Zahl neu diagnostizierter
Erkrankungen betrug etwa 12,4 Millionen pro Jahr bei insgesamt geschitzten 25 Millionen
Erkrankten (Boyle & Levin, 2008). Vor dem Hintergrund der wachsenden Weltbevolkerung
und zunehmender Lebenserwartung ist der Trend weiter steigend. Brustkrebs ist mit einer
Morbiditétsrate von 23 % die hiufigste Krebserkrankung bei Frauen (Stewart et al., 2003) und
fiihrt jahrlich zu etwa 400 000 Todesopfern.

Neben der immensen Bedeutung flichendeckender Vorsorge, die die Diagnose einer Vielzahl
der Neuerkrankungen bereits im Friihstadium erlaubt und damit erhdhte Chancen auf Heilung
bei konventioneller Behandlung bietet (Hortobagyi, 1998), zeigt die Kombination klassischer
Chemotherapie — z.B. mit dem aus der Klasse der antibiotisch wirkenden Anthrazykline stam-
menden Doxorubicin (Arcamone, 1985) — mit neuen, innovativen Therapieansétzen — z.B.
dem gegen den humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor HER2 gerichteten mono-
klonalen Antikdrper Trastuzumab (Gianni, 2002) — viel versprechende klinische Erfolge
(Slamon et al., 2001).

Um in strukturschwachen Gebieten der Bevolkerung von Seiten der Gesundheitssysteme eine
wirksame Tumorbekdmpfung zur Verfligung stellen zu konnen, miissen die Therapeutika ein-
fach herzustellen oder kostengiinstig zu beziehen sein und unkompliziert verabreicht werden
konnen. Diese Kriterien erfiillen vor allem konventionelle Zytostatika, wie das Doxorubicin
(Sikora et al., 1999), wohingegen Biopharmazeutika hidufig noch zu teuer oder zu instabil

sind.

1.2 Das Zytostatikum Doxorubicin

Doxorubicin wurde erstmals im Jahre 1969 aus dem Bakterium Streptomyces peucetius subsp.
caesius ATCC 27952, dem bis heute einzig bekannten Produzenten isoliert (Arcamone ef al.,
2000). Es entsteht durch Hydroxylierung des Ausgangsmolekiils Daunorubicin am Kohlen-
stoffatom C-14 (Abbildung 1).

Aus klinischer Sicht gehort Doxorubicin zu den effektivsten Therapeutika gegen HER2-posi-
tiven Brustkrebs. Eine Uberexpression des Proto-Onkogens HER2/neu, einer transmem-
branen Rezeptor-Tyrosin-Kinase aus der ErbB-Familie, kann in 25—-30 % aller Brustkrebsfalle
nachgewiesen werden (Slamon et al., 1987; Slamon et al., 1989). Das breite Wirkspektrum
ermoglicht aber auch die Behandlung anderer solider Tumore, wie z.B. Sarkomen der Weich-
teile und von non-Hodgkin-Lymphomen, weshalb pro Jahr etwa 225 Kilogramm des
Wirkstoffs pharmazeutisch hergestellt werden (Arcamone et al., 1997; Weiss, 1992).
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Abbildung 1: Chemische Struktur des Doxorubicins — Links: 2D-Ansicht; Rechts: 3D-Ansicht in Richtung der
Ebene des planaren, chromophoren Tetrazyklus

Im Zeitalter zielgerichteter Behandlungsstrategien, sogenannter Targeted Therapies zeigt
sich, dass das Anthrazyklin ein hervorragender Partner fiir andere Wirkstoffe wie Taxane und
Trastuzumab darstellt und den antitumoralen Effekt mehr als additiv verstirkt (Cortes-Funes
& Coronado, 2007; Esteva et al., 2001; Gianni et al., 1995). Es ist deshalb ein bevorzugtes
Adjuvans bei der Bekdmpfung HER2-positiver Tumore (Pritchard et al., 2006). Als
Komplikation der Kombination mit Trastuzumab (Markenname Herceptin®; Roche Pharma
AG, Grenzach-Wyhlen) sind jedoch hohe Kardiotoxizitdtsraten beschrieben (Slamon et al.,
2001), weshalb z.B die amerikanische Zulassungsbehorde FDA dieser sehr effizienten Be-
handlungsmethode fiir die klinischen Routine erst in 2006 die Erlaubnis erteilt hat (Slamon e?
al.,2011).

Die dem Antikdrper Trastuzumab eigene, vom ErbB/Neuregulin-System vermittelte Kardio-
toxizitit verschlechtert gleichzeitig den Schutzmechanismus des Myokards gegeniiber der
noch stirker ausgeprigten Kardiotoxizitdt des Doxorubicins (Rayson et al., 2008). Diese
duBert sich in dilativer Kardiomyopathie und kongestiver Herzinsuffizienz. Die Wirkmecha-
nismen, die sowohl fiir das Absterben der Tumorzellen als auch die Schiadigung der kardialen
Myozyten verantwortlich sind, konnten bisher nicht eindeutig identifiziert werden. Aufgrund
experimenteller Daten gibt es hauptsdchlich vier Hypothesen, die meist den programmierten
Zelltod, die Apoptose zum Gegenstand haben (Minotti et al., 2004; Thorburn & Frankel,
2006): (I.) Doxorubicin stabilisiert ein Reaktionszwischenprodukt zwischen Topoisomerase 11
und DNA, resultierend in DNA-Strangbriichen und p53-vermittelter Apoptose (Fornari et al.,
1996; Fornari et al., 1994; Gewirtz, 1999; Jensen et al., 1993; Siu et al., 2004); (IL.)
Doxorubicin bindet an allosterische Stellen des 20S Proteasoms, was zu einer Anhdufung
nicht abgebauten Proteins und somit dem programmierten Zelltod fiihrt (Kiyomiya et al.,
2002a; Kiyomiya ef al., 2001; Kiyomiya ef al., 2002b); (III.) Doxorubicin erzeugt in Redox-
Zyklen freie Radikale, die direkt Lipid- und DNA-Schiden hervorrufen oder darauf folgend
durch Modifikation anderer Biomolekiile, z.B. apoptotischer Regulationsproteine (Fas, Fax,
BclXL) zum Zelltod fiihren (Griffin-Green et al., 1988; Kim et al., 2002; Sinha et al., 1989);
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(IV.) Alkoholderivate des Doxorubicins konnen zur Freisetzung von Eisen aus dem Enzym
Aconitase und dadurch zur Erzeugung freier Radikale und nachfolgend zur Apoptose fiihren
(Minotti et al., 1998; Minotti et al., 2001).

Allerdings konnten bis dato keine pharmakologischen Wechselwirkungen zwischen Doxoru-
bicin und Herceptin® nachgewiesen werden, so dass eine Kombination beider Wirkstoffe bei
Verwendung eines Doxorubicin-Derivats, eines -Konjugats oder einer -Formulierung mit
verringerter Toxizitéit interessant bleibt (Gianni et al., 2001). Ein vielversprechender Ansatz
zur Reduktion der Kardiotoxizitdt des Doxorubicins, der bereits zu marktreifen Produkten
gefiihrt hat, ist die Einbettung des Wirkstoffes in liposomale Trigerformulierungen (Sparano
& Winer, 2001; Verma et al., 2008). Entsprechende Priparate sind das Myocet”™
(Zeneus Pharma Ltd.; Oxford, UK und Sopherion Therapeutics LLC; Princeton, NJ, USA)
wie auch die PEGylierten Vertreter Caelyx” (Schering-Plough AG; Kenilworth, NJ, USA)
und Doxil® (Ortho Biotech Products L.P., Horsham, PA, USA) (Ewer ef al., 2004; Rayson et
al., 2008), die liber PEGylierung der AufBlenseite der liposomalen Lipid-Doppelmembran
zusdtzlich eine verldngerte Plasmahalbwertszeit aufweisen. Solche Trigersysteme besitzen
grof3es Potential, da sie einen passiven Targeting-Effekt aufweisen, der am Ort des Tumors,
der Infektion oder Entziindung eine lokale Erhohung der Wirkstoffkonzentration hervorrufen
kann. Auflerdem vermeiden sie die Notwendigkeit der Entwicklung neuer Wirkstoffe mit
noch unbekanntem therapeutischen Profil und Nebenwirkungen zugunsten der Beibehaltung
des eigentlich gut erforschten Wirkstoffs Doxorubicin (Allen & Cullis, 2004).

Der schlechte Einbau in die liposomale Matrix und die schnelle Freisetzung des Wirkstoffs in
Gegenwart von Plasmaproteinen und Zellmembranbestandteilen ist ein Problem (Chowdhary
et al., 2003), welches durch chemische oder pH-Gradienten bei der Beladung der Liposomen
gelost wurde (Abraham et al., 2004; Cullis et al., 1997). Die Adressierung und Anreicherung
liposomaler Tragermolekiile in mononukledren Zellen des phagozytotischen Systems der
Leber, der Milz, der Nieren und des Knochenmarks stellt in diesen Geweben ein erhebliches
Risiko ungewiinschter toxischer Nebeneffekte dar (Allen & Cullis, 2004). Des Weiteren sind
derart gekoppelte Arzneimittel nicht zur Behandlung von Erkrankungen des zentralen Ner-
vensystems (ZNS) geeignet, da die liposomalen Triger normalerweise die Blut-Hirn-

Schranke nicht passieren konnen (Kreuter, 2001).

Ahnlich dem Doxorubicin (Back et al., 1995; Curran, 1991) besitzt das bei Herzinsuffizienz
verabreichte Arzneimittel Digitalis — ein Pflanzensteroid — eine geringe therapeutische Breite.
Eine Uberdosierung fiihrt zu Vergiftungserscheinungen, die sich als schwere bis hin zu letalen
Herzrhythmusstérungen manifestieren. Deshalb wurden Fab-Fragmente wie Digibind® (Glaxo
Smith Kline; Brentford, London, England, UK) und DigiFabW (BTG; London, UK), die aus
Digitalis spezifischen polyklonalen Schafsantikdrpern durch enzymatische Spaltung gewon-
nen werden, als Gegenmittel — sogenannte Antidote — entwickelt, welche einen Uberschuss

des Wirkstoffs stabil komplexieren und renal aus dem Kdorper abfithren (Assez et al., 2009;
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Flanagan & Jones, 2001). In klinischen Studien wurde ihre therapeutische Eignung in Bezug
auf die pharmakokinetischen Eigenschaften und Ligandenaffinitit bereits nachgewiesen
(Ward et al., 2000).

Ein dhnlicher Komplexpartner fiir das Doxorubicin kdnnte sowohl als Gegenmittel bei klini-
scher Uberdosierung des Chemotherapeutikums fungieren wie auch die bestehenden Proble-
me der bereits genannten liposomalen Tragersysteme umgehen und somit als effizienter alter-
nativer Wirkstoff dienen. Im ersten Fall miisste das Biomakromolekiil mit Doxorubicin vorbe-
laden und fiir das zweite Szenario unbeladen verabreicht werden. Dies wurde bereits am Bei-
spiel eines gegen Doxorubicin gerichteten monoklonalen Antikorpers im Tiermodell gezeigt
(Balsari et al., 1991; Balsari et al., 1994; Sardini et al., 1992), wobei auch die nicht letalen
Nebeneffekte des Zytostatikums, wie ausgepriagte Mukositis, Myelotoxizitit, gastrointestinale
Toxizitdt und Alopezie gemildert wurden (Balsari et al., 2001; Balsari et al., 1994; Morelli et
al., 1997; Morelli et al., 1996).

Funktionelle Gruppen innerhalb der eben skizzierten, das Doxorubicin bindenden Bio-
makromolekiile, wie z.B. die reaktiven, modifizierbaren Aminosdureseitenketten entsprechen-
der Antikorper, erlauben zudem durch gezielte chemische Konjugation mit anderen Bioma-
kromolekiilen eine Funktionserweiterung. Interessant erscheint hier vor allem eine kovalente
Kopplung an Trastuzumab und damit einhergehend die Moglichkeit der gezielten Tumor-
zelladressierung und -internalisierung des Doxorubicins (Morelli ef al., 1994a; Morelli ef al.,
1994b). Gezeigt wurde die klinische Wirksamkeit eines solchen Adressierungseffekt bereits
am Beispiel des Antikorper-Wirkstoff-Konjugats (Antibody-Drug Conjugate; ADC) T-DM1
(Boyraz et al., 2013), welches den Handelsnamen Kadcyla® (Roche Pharma AG; Grenzach,
Deutschland) trigt. Es setzt sich aus dem bereits erwdhnten monoklonalen Antikérper Trastu-
zumab und einem kovalent daran gebundenen Mikrotubuli-Hemmer, ndmlich dem Maytansin-
Derivat DM1, zusammen (Junttila ez al., 2011).

1.3 Anticaline: Kiinstliche Bindungsproteine auf Grundlage der Lipocalin-Faltung

1.3.1 Antikorper — Paradigma eines Bindungsproteins

Antikorper (Abbildung 2) sind aufgrund ihrer hohen strukturellen Plastizitét basierend auf
ihrer hypervariablen Loop-Region, die die Antigenbindungsstelle bildet, und in Verbindung
mit einem stabilen Grundgeriist der Proteinfaltung Prototypen von Bindungsproteinen hoher
Ligandenaffinitit und -spezifitit. Diese besonderen Eigenschaften der Antikérper sind
evolutiv durch deren natiirliche Aufgabe als adaptiver Bestandteil der Immunabwehr hoherer
Lebewesen erkldrbar. Diese humorale Immunitdt dient vor allem der Erkennung in den
Korper eingedrungener Mikroorganismen, wie Bakterien, Viren und Parasiten. Dabei wird
nahezu jedes Protein-, aber auch Polysaccharid- oder Nukleinsdureantigen durch Bindung
unschédlich gemacht und zusétzlich werden diverse Zelltypen des Immunsystems nebst dem

Komplementsystem aktiviert (Janeway, 2001). Deshalb finden die Immunglobuline wie auch
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thre Fragmente in der biochemischen und biophysikalischen Forschung und Analytik, der

medizinischen Diagnostik und der humanen Therapie breite Anwendung (Meulenberg, 2012).

Es gibt jedoch auch zahlreiche Nachteile bei der Verwendung von Antikdrpern sowie ihren
Fragmenten fiir genannte Anwendungen. So setzen sich Antikorper aus zwei unter-
schiedlichen Polypeptidketten komplexer Architektur zusammen, die gerade bei den kleinen
Fv-Fragmenten zu instabiler Domaédnenassoziation fithrt. Bei der biotechnologischen
Herstellung sind komplizierte Klonierungsschritte notwendig, da zwei Strukturgene
gleichzeitig exprimiert werden miissen; auBerdem lassen sich intakte Antikorper nur
kostspielig in Zellkultur produzieren (Skerra, 1993). Die Antigen-Bindungsstelle, die durch
die sechs hypervariablen Loop-Regionen bestimmt wird, verlangt eine komplizierte,
konzertierte Manipulation im Fall der Erzeugung synthetischer Molekiilbibliotheken, wie bei
der HuCAL®(Human Combinatorial ~Antibody  Library)-Technologie (Morphosys;
Martinsried, Deutschland) erfolgreich umgesetzt (Rothe et al., 2008). Zudem sind Antikdrper
ausgesprochen grof3e Molekiile mit eingeschriankter Gewebepenetration und nicht in der Lage
die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden (Christiansen & Rajasekaran, 2004). Dies sind jedoch
fiir viele therapeutische Zwecke unerldssliche Eigenschaften. Daraus ergibt sich ein Interesse
an alternativen Proteinstrukturen mit dhnlicher Topologie, die als kiinstliche
Rezeptormolekiile dienen konnen. Als Alternativen kommen Proteine mit exponierten
Strukturbereichen in Frage, die Aminosdureaustausche ohne signifikante Verdnderung der

Faltungseigenschaften zulassen (Nygren & Skerra, 2004).

& Paratop

\\ leichte Kette

>Fc

schwere Kette =¥

Abbildung 2: Typischer Aufbau eines humanen IgG1-Antikorpers — aus (Holla, 2012); der Antikorper besteht
aus zwei schweren Ketten (schwarz) und zwei leichten Ketten (blau). Insgesamt 16 Disulfidbriicken stabilisieren
die Tertidr- und Quartirstruktur des Immunglobulins. Die konstante Fc-Region reguliert die Effektorfunktionen.
Das Paratop ist die Antigenbindungsstelle, die aus den sechs Complementary Determining Regions (CDRs)
gebildet wird und innerhalb der Fv- und Fab-Fragmente liegt. Diese konnen gentechnisch in E. coli hergestellt
werden.
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1.3.2 Vom Antikorper zum Anticalin

Ein Vergleich der Antigen-Bindungsdomanen von Antikdrpern mit der Bindungstasche der
Lipocaline offenbart, dass bei letztgenannter Proteinfamilie ein einfacheres aber analoges
Strukturprinzip realisiert ist (Skerra, 2000; Skerra, 2003). Das starre Proteingeriist in Form
des konservierten, achtstringig parallelen B-Barrel, das den Lipocalinen hohe thermische
Stabilitdt verleiht (Schlehuber & Skerra, 2002), tragt vier exponierte Peptidschleifen hoher
Plastizitdt, die den Eingang zur Bindungstasche bilden und sich in Linge, Zusammensetzung
und Konformation zwischen den einzelnen Lipocalinen erheblich unterscheiden (Skerra,
2000). Die Lipocaline bestehen aus einer einzigen Polypeptidkette und sind mit einer Mol-
masse von etwa 20 kDa kleiner als das kleinste Antigen-komplexierende Antikorperfragment
Fv (25-30 kDa). Da die meisten Lipocaline natiirlicherweise unglykosyliert sind, lassen sie
sich effizient auf sekretorischem Weg — zur Ausbildung vorhandener Disulfidbriicken — auch
in mikrobiellen Systemen wie E. coli produzieren (Breustedt et al., 2006; Miiller & Skerra,
1993; Skerra, 2008).

Der Lipocalinfamilie fehlen die physiologischen Mechanismen der somatischen Genrekom-
bination und Hypermutation zur Variation ihrer Funktionalitdt, die fiir das immense Spektrum
der Ligandenspezifititen von Antikérpern verantwortlich sind (Schlehuber & Skerra, 2005).
Um sie deshalb als kiinstliche Rezeptorproteine, sogenannte "Anticaline" (Beste ef al., 1999)
nutzen zu konnen, sind Methoden des Protein-Engineering und der kombinatorischen
Biochemie notwendig (Skerra, 2008). Wie anhand des Bilin-Bindungsproteins (BBP) aus
Pieris brassicae (Schmidt & Skerra, 1994a) mit den Hapten-Targets Digoxigenin
(Schlehuber, 2001; Schlehuber et al., 2000) und Fluorescein (Beste, 1998; Beste ef al., 1999)
gezeigt werden konnte, ist es moglich die Bindungstasche des natiirlichen Lipocalins so zu

verdndern, dass neue Liganden komplexiert werden kdnnen.

Bindungsaffinitit flir einen ausgewdhlten Liganden kann grundsitzlich auf zwei Wegen
erzeugt werden. Das rationale Design verwendet theoretische Vorhersagen und Berechnungen
mittels Molecular Modelling (Essen & Skerra, 1994). Das evolutive Design hingegen,
welches das Immunsystem imitiert (Skerra, 2003), basiert auf einer Bibliothek von Protein-
varianten, die durch gerichtete, konzertierte Zufallsmutagenese innerhalb der fiir die Bin-
dungstasche kodierenden Bereiche hergestellt wird (Weiss & Lowman, 2000). In einem
kombinierten Ansatz werden zundchst mittels Molecular Modelling die fir die Komplexie-
rung des Liganden essentiellen Aminosédureseitenketten bestimmt, um so die Wahrschein-
lichkeit der Selektion von Proteinvarianten mit gewiinschter Ligandenaktivitdt zu erhéhen.
Dabei konnen die fiir die korrekte Faltung verantwortlichen Aminosdurereste anhand einer
vorhandenen Kristallstruktur in der Regel zuverlédssig vorhergesagt und von der Mutagenese
ausgenommen werden. Um Varianten mit gewiinschter Bindungsspezifitdt zu isolieren, muss

die Molekiilbibliothek schlieBlich einem geeigneten Selektionsprozess, wie z.B. dem Phage
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Display unterzogen werden (Hoess, 2001; Persson et al., 2008; Sheedy et al., 2007; Skerra,
2008).

1.4 Anwendungsgebiete fiir Anticaline

Die natiirlichen humanen Lipocaline liegen in 16slicher Form in hohen Konzentrationen — bis
zu 1,0 mg/ml — im Plasma und anderen Gewebsfliissigkeiten vor (Skerra, 2008). Sie iiben
zudem keine zusitzlichen immunologischen Effektorfunktionen aus, wie sie z.B. durch die
konstante Fc-Region der Antikorper vermittelt werden. Bei therapeutischen Antikérpern kann
diese natiirliche Funktion Nebenwirkungen bis hin zu anaphylaktischen Schockreaktionen
erzeugen (Schlehuber & Skerra, 2005). Auch das Problem der Immunogenitit kann bei
Anticalinen durch Verwendung humaner Lipocalin-Grundgeriiste, von denen bis dato zwolf
identifiziert sind (Breustedt et al., 2006), minimiert werden. Die durch die geringe Grofle
bedingte kurze Halbwertszeit in vivo ldsst sich durch Fusion z.B. mit humanem
Serumalbumin oder der entsprechenden Albuminbindungsdoméne, Peptiden — wie das
Beispiel der PASylierung® (XL-protein GmbH; Freising, Deutschland) zeigt (Schlapschy et
al., 2013) — oder durch PEGylierung verlangern (Skerra, 2008).

Diese Faktoren machen die Anticaline, zusammen mit der nachgewiesenen funktionellen
Modifizierbarkeit des den Antikdrpern analogen Strukturprinzips, interessant als Tragermole-
kiile fiir pharmazeutische Agentien und targetspezifische, therapeutische Biomolekiile per se.
Ihr manipulierbares Ligandenrepertoire umfasst gegeniiber anderen kiinstlichen Rezeptorpro-
teinen neben den iiblichen Proteinen sogar Haptenzielmolekiile, die in der kelchférmigen

Bindungstasche gut aufgenommen werden kénnen (Nygren & Uhlen, 1997; Skerra, 2007).

1.4.1 Pharmazeutisches Potential eines gegen Doxorubicin gerichteten Anticalins

Die Wirksamkeit des auch "Digical" genannten Anticalins DigA16 als Gegengift konnte bei
einer Digoxin-Uberdosierung im Meerschweinchen-Modell, unter Verwendung eines modera-
ten stochiometrischen Uberschusses des Anticalins, nachgewiesen werden (Schlehuber &
Skerra, 2005). Ein "Doxocal" konnte entsprechend bei einer akuten Doxorubicin-Vergiftung
von Nutzen sein. Bei Konjugation mit einem gegen einen gewebsspezifischen Zellober-
flichenrezeptor gerichteten Antikdrper — oder einem entsprechenden Anticalin, wodurch ein
Duocalin entsteht (Schlehuber & Skerra, 2001) — erscheint sogar eine zielgerichtete Tumor-

adressierung des Wirkstoffs moglich.

1.4.2 Diagnostisches und analytisches Potential

Das Anticalin FluA vermag die intrinsische Fluoreszenz von Fluorescein bei Komplexierung
dieses Liganden nahezu vollstindig zu loschen (Beste et al., 1999). Der dem Phidnomen
zugrunde liegende ultraschnelle Elektronentransfer zwischen Anticalin und Ligand erdffnet
besonders in der Zellfluoreszenzmikroskopie interessante biophysikalische Anwendungen

(Skerra, 2008). So konnte auch ein Doxocal dazu verwendet werden das Hintergrundsignal
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beim Nachweis der Aufnahme des fluoreszierenden Doxorubicins in Tumorzellen zu senken
(Bontenbal et al., 1998).

AuBerdem hingen die Fluoreszenzeigenschaften des Doxorubicins — sowie von verwandten
Anthrazyklinen — erheblich von der Polaritit der molekularen Umgebung ab, was zum Studi-
um seiner Wechselwirkungen mit Lipid-Doppelschichten, Liposomen, Nukleinsduren sowie
Proteinen ausgenutzt werden kann, wobei mitunter starke Fluoreszenz-Quenchingeffekte zu
erwarten sind (Pietrzak et al., 2003).

1.5 Phagemid-Prisentation der BBP-Zufallsbibliothek und Kolonie-Filterstapeltest

Ein System zur Selektion von Lipocalinproteinen mit neuen Bindungseigenschaften, den
sogenannten Anticalinen, setzte eine Kopplung von Genotyp und Phénotyp voraus. Ein dafiir
geeigneter Vektor musste sowohl die Erzeugung einer Zufallsbibliothek von BBP-Varianten
als auch das Durchmustern dieser Bibliothek nach Varianten mit neuen Bindungseigen-
schaften unter Anwendung des Phage Display ermoglichen. Ein entsprechend etabliertes
System lag zu Beginn dieser Arbeit bereits vor und war bei der Selektion gegeniiber den
Haptenliganden Fluorescein (Beste et al., 1999) und Digoxigenin (Schlehuber et al., 2000)
erfolgreich eingesetzt worden.

1.5.1 Der Phasmidvektor pBBP38
Der in dieser Arbeit verwendete Phasmidvektor pBBP38 (Abbildung 3) tridgt die fiir das

16sliche Monomer der Isoform II des Bilin-Bindungsproteins kodierende cDNA. Dabei ist das
N-terminale Kodon der Aminosdure Asparagin (AAC) der Isoform I gegen ein Aspartat-
Kodon (GAC) ausgetauscht (Schmidt & Skerra, 1994a). Innerhalb der Bindungstasche des
Proteins wurden 16 fiir die Interaktion mit dem natiirlichen Liganden verantwortliche Ami-
nosduren (Beste et al, 1999) zur Herstellung einer Proteinbibliothek randomisiert
(Abbildung 4, Tabelle 1 und Abschnit 2.3.2). Dies geschah in einer zweistufigen Polymerase-
kettenreaktion (sieche Abschnitt 2.2.4.1), bei deren erstem Schritt degenerierte Oligodesoxy-
nukleotide der zielgerichteten Einfiihrung der gewiinschten Zufallsmutationen dienten
(Abbildung 4).

Zur anschliefenden effizienten und gerichteten Ligierung wurden im Vorfeld am 5'- bzw. 3'-
Ende des zu mutierenden cDNA-Bereiches zwei nicht-kompatible BstXI-Schnittstellen einge-
fiihrt. Dazu geeignet waren die Aminoséduresubstitutionen Asn21—GlIn und Lys135—Met,
die innerhalb des B-Barrels liegen, da sie keinen erkennbaren Einfluss auf die Faltung und die
korrekte Ausbildung der beiden Disulfidbriicken im BBP haben. Zudem erlauben diese
Schnittstellen die spdtere Subklonierung selektierter BBP-Varianten in geeignete Vektoren fiir
den Kolonie-Filterstapeltest (siche Abschnitt 2.4) sowie fiir die prdparative Produktion in

E. coli. Ein zusitzlicher Lys— Ser Aminosdureaustausch an Position 87 eliminiert zudem eine
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vermutete Proteaseerkennungssequenz. Die Sequenz mit diesen insgesamt vier Aminosiure-

Substitutionen entspricht dem in dieser Arbeit verwendeten "Wildtyp"-BBP.

Zur Verankerung der zu priasentierenden BBP-Varianten in der Phagenhiille des filamentdsen
Phagen M13 wurde das BBP-Strukturgen mit einer verkiirzten Version des fiir das Hiill-
protein plll kodierenden Gens fusioniert, das die C-terminale Domédne der Aminoséuren 217—
406 umfasst. Im Vergleich zur hdufig eingesetzten Deletionsvariante (AS 198—406) (Bass et
al., 1990; Lowman et al., 1991) zeigt diese nochmalig verkiirzte Version eine verbesserte
Biosynthese des Fusionsproteins (Skerra, 2001). Dieser beobachtete Effekt ist vermutlich
durch die Deletion des ungepaarten Cysteinrestes an Position 201 bedingt. Die auf dem
Plasmid enthaltene intergenische Region des Phagen f1 (f1-1G) sorgt durch Verpackung der
einzelstrangigen DNA — in Gegenwart eines Helferphagen — in das Phagemidpartikel fiir die
Kopplung mit dem Genotyp (Skerra, 2001).

Xbal gy
—' I

tet”° ompA

bbp _ BstXI
ori
pBBP38 Aplli
4276 bp ¢
Ipp .
— Hindlll
tefR f-IG

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Phasmidvektors pBBP38; der Vektor wurde zur Herstellung der
Phagemidbibliothek verwendet und kodiert unter der Transkriptionskontrolle des Tetrazyklin-Promotor/Opera-
tors (tet”’®) fiir ein Fusionsprotein aus der bakteriellen OmpA-Signalsequenz, dem BBP und einem C-terminalen
Fragment des Phagenhiillproteins plII (AplIl, Aminosduren 217 —406). Die Abkiirzungen ty,,, f1-IG, bla, tetR
und ori bezeichnen den Lipoprotein-Transkriptionsterminator, die intergenische Region des Phagen f1, das [3-
Lactamasegen, das Strukturgen des Tetrazyklin-Repressors sowie den Replikationsursprung. Xbal, BstXI und
HindIIl bezeichnen die Erkennungsstellen der entsprechenden Restriktionsendonukleasen. Der Austausch der
mutierten Genkassette des BBP erfolgte iiber die beiden BstXI-Schnittstellen.

Der E. coli-Stamm XL1-Blue wurde fiir die Herstellung der Phagemide verwendet, da er die
entscheidenden Kriterien hoher Transformationskompetenz, Produktion hoher Phagemidtiter
bei relativ kurzen Generationszeiten sowie eine effiziente Synthese des BBP-AAplIII-Fusions-
proteins gewihrleistete (Schmidt, 1995). Um eine hohe Uberlebensfihigkeit des Bakterien-
stamms und damit effiziente Expression des Fusionsgens zu ermdglichen, reguliert der strin-
gente fet-Promotor die Transkription (Skerra, 1994). Ein innerhalb des Fusionsgens zwischen

der fiir das BBP und der fiir das trunkierte pIlI-Hiillprotein kodierenden Region befindliches
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Amber-Stoppkodon sollte urspriinglich der alternativen Produktion sowohl der 16slichen BBP-
Varianten als auch des Fusionsproteins — unter Verwendung eines Amber-Suppressorstamms
wie E. coli XL1-Blue — dienen (Schmidt, 1995). In einem supE-Amber-Suppressorstamm wird
ndmlich die Translationstermination am Stoppkodon zu etwa 10-20 % durch den Einbau eines

Glutamin-Restes in die wachsende Polypeptidkette umgangen (Miller, 1992).

Da selbst das dichte Tetrazyklin-Promotor/Operator-System keine absolute Repression in
Abwesenheit des Induktors aufweist, fithrt eine Substitution dieses Stoppkodons durch
Glutamin fiir die infizierten Zellen zu toxischen Niveaus an Fusionsprotein. Das heif3t, dass
durch die Anwesenheit des Amber-Stoppkodons die Bildung einer fiir die Wirtszelle
tolerablen Konzentration des BBP-AAplII-Fusionsproteins nicht tiberschritten wird. Durch die
Einfiihrung zweier weiterer Stoppkodons (Ochre und Opal) an den Positionen 42 und 43
innerhalb des BBP-Strukturgens wird verhindert, dass der BBP-Wildtyp durch Religierung
von unvollstdndig mit Restriktionsenzym geschnittenem Vektor die resultierende Bibliothek
verunreinigt (Beste, 1998).

Ligandenbindungstasche

deg. Oligo #1 deg. Oligo #3
(= = Lipocalin cDNA
| | | | | | | | | ]
= e o] <=0
deg. Oligo #2 deg. Oligo #4
PCR Primer
>
< G
PCR Primer PCR Primer
Schleife 1 Schleife 2 E Schleife 3 Schieife 4
— ] 1 ]

Abbildung 4: BBP-Faltungsmuster und Bibliotheksentwurf — Oben: Rontgenstruktur des kelchférmigen Wt-
BBP; Unten: Schema der Assemblierungs-PCR zur Herstellung der bbp-Bibliothek (in orange sind die vier
randomisierten Schleifen hervorgehoben, die den Zugang zur Bindungstasche des Lipocalins definieren; mit
freundlicher Genehmigung von A. Skerra)
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Werden die mit den Phasmiden transformierten E. coli Zellen anschlieBend zusitzlich mit
einem M13-Helferphagen infiziert, fiihrt dies zur Verpackung der Phasmid-DNA in einzel-
strangiger Form zusammen mit dem kodierten Fusionsprotein in Form sogenannter Phage-
mide. Das BBP-AAplll-Fusionsprotein trdgt N-terminal eine bakterielle OmpA-Signalse-
quenz, welche die Translokation des N-terminalen Segmentes des Fusionsproteins in das
bakterielle Periplasma vermittelt (Movva et al., 1980). Zusammen mit den nativen Phagen-
proteinen gelangt das C-terminale Fragment des Phagenhiillproteins, das die innere E. coli-
Membran durchspannt, danach zur Assemblierungsstelle der naszierenden Phagemidpartikel
und wird in das Phagemid eingebaut (Kay, 1996).

Da bei Koinfektion mit dem Helferphagen VCS-M13 dessen native Hiillproteine im Uber-
schuss produziert werden, wird bei optimierter Genregulation lediglich bei etwa 10% der
Phagemide eine der fiinf Kopien des Hiillproteins plll durch ein rekombinantes Fusionspro-
tein ersetzt. Zudem tragen nur circa 1% der Phagemide zwei oder mehr Kopien des Fusions-
proteins auf ihrer Oberfliche (Bradbury et al., 1993; Kretzschmar et al., 1995; Lowman et al.,

1991), weshalb man in diesem Fall von monovalenter Oberfldchenpréasentation spricht.

Tabelle 1: Die innerhalb der Wt-bbp-Sequenz randomisierten Aminoséure-Positionen zur Erzeugung der BBP-
Molekiilbibliothek (Beste, 1998)

Position Zufallskodon® | erlaubte Substitutionen

Asn34 NNK Xaa

Ser35 NMS Xaa ohne Arg, Cys, Gly, lle, Leu, Met, Phe, Trp, Val
Val36 NNS Xaa

Glu37 NNK Xaa

Asn58 NNS Xaa

His60 NNK Xaa

11e69 NNS Xaa

Leu88 NNS Xaa

Tyr90 NNK Xaa

Val93 NNS Xaa

Lys95 VVS Xaa ohne Cys, Ile, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr, Val
Asn97 NNK Xaa

Tyrl14 NNK Xaa

Lysl16 NNS Xaa

GIn125 NNS Xaa

Phel27 NNK Xaa

"Die Nomenklatur der Zufallskodons folgt der NC-IUB (1986), wobei Xaa fiir alle 20 Aminoséuren steht.
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1.5.2 Kolonie-Filterstapeltest zur Identifizierung target-affiner BBP-Varianten

Theoretisch erhoht jeder zusitzliche Selektionszyklus beim Phage Display den Gehalt bin-
dungsaktiver BBP-Varianten ausgehend von der nativen Zufallsbibliothek. Ein gegenldufiger
Effekt dabei ist jedoch die parallele Tendenz zur Anreicherung von Phagemiden, die wihrend
der Vervielfiltigung in E. coli aufgrund hoher Infektiositdt oder schneller Assemblierung
einen biologischen Selektionsvorteil bieten (Levitan, 1998). Deshalb wurde der Kolonie-
Filterstapeltest (Skerra et al., 1991) eingesetzt (siche Abschnitt 2.4), um bereits nach wenigen
Runden eine groBere Anzahl der angereicherten BBP-Varianten effizient zu durchmustern.
Der dafiir verwendete Vektor pPBBP22 (Abbildung 5) kodiert fiir ein Fusionsprotein aus der
bakteriellen OmpA-Signalsequenz, dem rekombinanten BBP (bzw. einer seiner Varianten),
dem Strep-tag II-Affinitidtsanhdngsel (Schmidt et al., 1996; Skerra & Schmidt, 2000), einem
Pro-Ser-Ala-Peptid-Linker und der bakteriellen Albumin-Bindungsdoméne (ABD) (Konig &
Skerra, 1998). Die ABD des Protein G von Streptococcus G148 weist eine hohe Affinitét
Kp=1-100nM (Nilsson et al., 1997, Nilsson et al., 1994) fiir humanes Serumalbumin
(HSA) auf und umfasst 46 Aminosiurereste (Akerstrom et al., 1987; Guss et al., 1986; Olsson
etal., 1987).

Xbal oy

tet” ompA

bbp _ BsXI
ori Nhel
strep Il — e
pBBP22
3880 bp
~ Hindlll
tetR

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Plasmids pBBP22 fiir den Kolonie-Filterstapeltest; der Vektor
kodiert unter der Transkriptionskontrolle des Tetrazyklin-Promotor/Operators (tet”’®) fiir ein Fusionsprotein aus
der bakteriellen OmpA-Signalsequenz, dem rekombinanten Wt-BBP, dem Strep-tagII, einem Pro-Ser-Ala-
Peptid-Linker und der Albumin-Bindungsdomine (ABD). Xbal, BstXI, Nhel und HindIll bezeichnen die
Erkennungsstellen der entsprechenden Restriktionsendonukleasen. Fiir alle anderen Sequenzabschnitte siehe die
Legende zu Abbildung 3.

Der Amber-Suppressorstamm E. coli TG1-F  dient dabei vorzugsweise zur Herstellung
funktioneller Fusionsproteine auch derjenigen Varianten, die aufgrund der Mutagenesestrate-

gie interne Amber-Stoppkodons aufweisen. Sein F -Phédnotyp verhindert gleichzeitig eine

Phagenkontamination. Die Suspension der transformierten Zellen wird auf einer hydrophilen
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Membran ausplattiert und bis zur Bildung kleiner Kolonien inkubiert. Danach wird diese
Membran auf eine frische Agarplatte mit einer hydrophoben Membran umgesetzt, welche zu-
vor mit HSA beschichtet worden war. Die Zugabe von Anhydrotetrazyklin zum Agarmedium
regt die Proteinbiosynthese des Fusionsproteins und den Export des rekombinanten Proteins
in das Periplasma an (Ghrayeb et al., 1984; Skerra & Pliickthun, 1988). Dies fiihrt zu einer
partiellen Permeabilisierung der &dufleren Membran (Plickthun & Skerra, 1989) und
ermdglicht, verbunden mit der Diffusion durch die Poren der hydrophilen Filtermembran, die
Freisetzung des kompakten Fusionsproteins aus den Kolonien der Bakterien. Mittels der ABD
wird es auf der darunter liegenden zweiten Membran durch Komplexbildung mit dem HSA
verankert und in gerichteter Weise prasentiert. Dadurch entsteht ein Abbild der Kolonien in
Form der funktionell adsorbierten BBP-Varianten. Nach der Induktionsperiode werden die
beiden Membranfilter voneinander getrennt, und die Bindungsaktivitit der einzelnen BBP-
Varianten kann durch Zugabe des markierten 7argets in Verbindung mit einem geeigneten

Nachweisreagens detektiert werden.

Mittels des monovalenten Phage Displays in Verbindung mit dem Kolonie-Filterstapeltest
kann aus einer Proteinbibliothek einfach und effizient auf die Bindungsaktivitit einzelner

Varianten fiir einen vorgegebenen Liganden selektiert werden (Schlehuber et al., 2000).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte mittels des rational basierten evolutiven Protein-
Designs ein Anticalin mit Bindungsaffinitdt fiir das Anthrazyklin Doxorubicin hergestellt
werden. Dazu musste zundchst ein geeignetes Lipocalin-Scaffold identifiziert und die korres-
pondierende Proteinbibiliothek mit einem Phagemid/Helferphagen-System erzeugt werden.
Mit Hilfe der Phage Display-Technologie sollten anschlieBend solche Anticaline selektiert
werden, die den Liganden spezifisch und mit hoher Affinitit komplexieren. AuBBerdem sollten
die entsprechenden in E. coli produzierten Proteinvarianten hinsichtlich ihrer Bindungseigen-
schaften charakterisiert werden. Zusétzlich sollte die praktische Eignung eines solchen
Anticalins als Reagens in der biophysikalischen Analytik sowie der Diagnostik gepriift

werden.
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2 Material & Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Bakterienstimme, Plasmide und Bakteriophagen

E. coli K12-Staimme

Phage Display:
XL1-Blue

endAl, hsdR17(ry’, my ), supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl,
A(lacZY A-argF)U169 [F'": proAB, laclZA15, Tnl0(Tet®)] (Bullock et
al., 1987)

von Professor Dr. A. Skerra, TU Miinchen, Freising

Kolonie-Filterstapeltest:

TG1-F

Expression:
JMR3

IM83proABAskp

MC4100Askp

W3110

Plasmide
Phage Display:
pBBP38

supE, hsdD5, thi, D(lac-proAB)
von Professor Dr. A. Skerra, TU Miinchen, Freising

F, ara, A(lac-proAB), rpsL (= strA), $80, lacZAM15 (Y anisch-Perron et
al., 1985)

von Professor Dr. A. Skerra, TU Miinchen, Freising

JM83 proAB"
von Professor Dr. A. Skerra, TU Miinchen, Freising

F, araD139, A (argF-lac)U169, prsL.150, relAl, deoC1, rbsR, fthD5301,
fruA25, A (Peters et al., 2003)
von Professor Dr. M. Miiller, Universitit Freiburg

F>mcrA mcrB IN(rrmnD-rrnE)l, A" (Hayashi et al., 2006)
von Professor Dr. A. Skerra, TU Miinchen, Freising

ori, tet’’° (Xbal), OmpA, bbp-K87S, K41N; C420chre, G43opal (BstXI)-
AApIII (217-406), bla
von Pieris AG, Freising

Kolonie-Filterstapeltest:

pBBP22

pBBP61

ori, tet”’°, OmpA, bbp-K87S (BstX1)-strepll-abd, bla (Schlehuber, 2001)
von Professor Dr. A. Skerra, TU Miinchen, Freising

ori, tet”’°, OmpA, T7-tag-DigA 16H86N-K87S (BstXI)-GGAVDANS-
abd-strepll, bla
von Pieris AG; Freising
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Expression:

pBBP21

pBBP21-F1K18

pBBP21-F1K27

pBBP21-FluA

pBBP21DigA16

pTUM4

Bakteriophagen

VCS-M13

ori, tet’’°, OmpA, bbp-K87S (BstX1)-strepll, dsbC, bla (Beste, 1998)
von Professor Dr. A. Skerra, TU Miinchen, Freising

wie bbp21 jedoch mit Substitution der bbp-Genkassette durch BstXI
Verdau und Klonierung der in dieser Arbeit auf Bindungsaktivitat
gegeniliber Doxorubicin selektierten Variante F1K18 (Abbildung 27)

wie bbp21 jedoch mit Substitution der bbp-Genkassette durch BstXI
Verdau und Klonierung der in dieser Arbeit auf Bindungsaktivitat
gegeniliber Doxorubicin selektierten Variante F1K27 (Abbildung 27)

ori, tet”’®, OmpA, flud-K87S (BstXD)-strepll, dsbC, bla (Beste, 1998)
von Professor Dr. A. Skerra, TU Miinchen, Freising

ori, tet”’°, OmpA, digd16-K87S (BstX1)-strepll, dsbC, bla (Schlehuber,
2001)
von Professor Dr. A. Skerra, TU Miinchen, Freising

ori, PP flpA surA, p™™* dsbA dsbC, p™ cat (Schlapschy et al., 2006)
von Professor Dr. A. Skerra, TU Miinchen, Freising

Helferphage; Stratagene GmbH, Heidelberg

2.1.2 Oligodesoxynukleotide

Alle Oligodesoxynukleotide wurden in HPLC-gereinigter Qualitét von der Firma IBA GmbH
(Géottingen) bezogen. Die Nomenklatur der Kodons folgt der NC-IUB (1986).

Oligodesoxynukleotide fiir die Mutagenese:

Die Oligodesoxynukleotide FS-15, GB-3, GB-4 und GB-11 wurden vor Verwendung zusétz-
lich mittels Polyacrylamid-Harnstoff-Gelelektrophorese (sieche Abschnitt 2.2.5.2 und 3.3.2)

gereinigt.

5'- GGG

FS-15:

TAG GCG GTA CCT TCS NNA AAG TAT TCC TTG CCG TGG ATT

ACM NNG TAS NNC GAA ACT TTG ACA CTC TT -3'

5'- CCA TGG TAA ATG GTG GGA AGT CGC CAA ATA CCC CNN KNM SNN

GB-3:

SNN KAA GTA CGG AAA GTG CGG A -3

5'- TCT

GB-4:

CTC

GGA GAG CAC CCA GAC MNN GTC SNN GTG TCC CTT CTT GTC
GTC GTA SNN GCA MNN GTA TCC GAT GAT GTA GTT -3'

5'- CCA AGA TTG GAA AGA TCT ACC ACA GCN NSA CTN NKG GAG GTN

GB-11:

NSA CCV VSG AGN NKG TAT TCA ACG TAC TCT CC -3'
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Oligodesoxynukleotide der Assemblierungs- und Amplifizierungs-PCR:

Das Oligodesoxynukleotid FS-18 wurde vor der Verwendung zusétzlich mittels Polyacryl-
amid-Harnstoff-Gelelektrophorese (sieche Abschnitt 2.2.5.2 und 3.3.2) gereinigt.

5'- AGA TCT TTC CAA TCT TGG AGT CAC CAA CTG GGT AGG CGG TAC

FS-18:

CTT C =-3'
GB-1: 5'- CTT CGA CTG GTC CCA GTA CCA TGG TAA ATG GTG GGA -3'
GB-2: 5'- CAC CAG TAA GGA CCA TGC TTC TGG AGA GCA CCC AGA C -3'

Oligodesoxynukleotide fiir die Sequenzierung:

GB-7: 5'- GAC GGT GCC TGT CCC GA -3

GB-8: 5'- GAC TAC TGG GGA GCC GA -3

2.1.3 Enzyme und sonstige Proteine

Anti-Digoxigenin-Fab-Alkalische
Phosphatase Konjugat

Aprotinin

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Benzonase”, Reinheitsgrad I (25 U/ul)
Bovines Serum Albumin (BSA)
Bovines Serum Albumin (BSA), Frak. V

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg;
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carboanhydrase

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

ExtrAvidin®-Alkalische-Phosphatase-
Konjugat

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Humanes Serum Albumin (HSA), Frak. V

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Lysozym aus Hiihnereiweil3, 95 % Protein

Ovalbumin

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Restriktionsendonukleasen

RNase A (~90 U/mg und ~70 U/mg)

aus Rinderpankreas

New England Biolabs GmbH, Schwalbach;
MBI Fermentas, St. Leon-Roth;
Promega Deutschland GmbH, Mannheim

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Strep-Tactin-Alkalische Phosphatase-
Konjugat

IBA GmbH, Gottingen
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Tag DNA-Polymerase (5 U/pul)
Transferrin

T4-DNA-Ligase (3 Weiss U/pl)
T4-DNA-Ligase (1 Weiss U/ul)
T4-DNA-Ligase (6 Weiss U/ul)

2.1.4 Chemikalien

Aceton
N-Acetyl-L-Tryptophanamid

Acrylamid-Fertiglosungen fiir Harnstoff-
Gele (Sequagel Concentrate & Diluent)

Acrylamid-Stammldsung 30 % mit 0,8 %
Bisacrylamid (Rotiphorese Gel 30)

Adenosin-5'-triphosphat, Na,-Salz (ATP)

Agarose (Electrophoresis Grade)

Agarose (Low Melting Point)

4-Aminofluorescein, Reinheit > 97 %

4-(Fluoresceinamin, Isomer I)

Ammoniumacetat

Ammoniummolybdat, Tetrahydrat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin, Natriumsalz (Amp)
Anhydrotetrazyklin, Hydrochlorid (aTc)
8-Anilino-1-Naphtalin-Sulfonsdure (ANS)

Antifoam A-Stammldsung

Promega Deutschland GmbH, Mannheim
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Promega Deutschland GmbH, Mannheim
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs GmbH, Schwalbach

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

National Diagnostics, Atlanta, USA

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Serva Feinbiochemica, Heidelberg

GIBCO BRL, Life Technologies GmbH,
Eggenstein;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

GIBCO BRL, Life Technologies GmbH,
Eggenstein

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Merck KGaA, Darmstadt;
AppliChem, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Acros Organics, Geel, Belgien
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Bacto Agar

Bacto Trypton

Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
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Bacto Hefe-Extrakt

D-Biotinoyl-e-Aminocapronsdure-N-

Hydroxysuccinimidester (Biotin-X-NHS)
Blue Dextran
Borsdure

5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-4-
Toluidinsalz (BCIP)

Bromphenolblau

Difco Laboratories, Detroit, MI, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Calciumchlorid, Dihydrat
ChemiBLOCKER™
Chloramphenicol (Cam)
Chloroform

Coomassie Brilliantblau R-250

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Chemicon Inter. Inc., Temecula, CA, USA
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg

dNTP-Satz (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

2'-Deoxy-P-nukleosid-5'-triphosphat (dPTP)

D-Desthiobiotin
Digoxigenin (Dig)
Digoxigenin-3-O-Methylcarbonyl-¢-

Aminocapronsdure-N-Hydroxy-
succinimidester (NHS) (Dig-NHS)

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
Ethylcarbodiimid (EDC)

Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
Disuccinimidylsuberat (DSS)
1,4-Dithiothreitol (DTT)

Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

TriLink BioTechnologies Inc., San Diego,
CA, USA

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Essigsdure, technisch

Ethanol p.a., 99,9 %

AppliChem, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
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Ethanol, technisch
Ethanolamin

Ethidiumbromid (1% (w/v) in Wasser)

Ethylacetat
N-Ethyldiisopropylamin

Ethylendinitrilo-tetraessigsaure-Na,-
Dihydrat (EDTA)

Ethylenglykol

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt;
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Merck KGaA, Darmstadt
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe;
AppliChem, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

D(+)-Glucose, Monohydrat
Glutarsdureanhydrid
Glycerin

Glycin

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N'-2-
Ethansulfonsdure (HEPES)

2'-(4-Hydroxyphenylazo)-Benzoesédure
(HABA)

N-Hydroxysuccinimid (NHS)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Imidazol Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Isoamylalkohol Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Isopropanol Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Kaliumchlorid Merck KGaA, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin A, Monosulfat (Kan)
Kobaltchlorid, Hexahydrat
Kupferchlorid, Hexahydrat

Kupfersulfat

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Merck KGaA, Darmstadt

Magnesiumchlorid, Hexahydrat
Magnesiumsulfat, Hydrat

Manganchlorid, Tetrahydrat

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
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2-Mercaptoethanol
Methanol p.a., 99,9 %
Mineraldl (Heavy White Oil) fur die PCR

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat, Dihydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Di-Natriumhydrogenphosphat, Dihydrat

Natriumhydroxid

Nitro Blue Tetrazolium (NBT)
p-Nitrophenylphosphat (pNPP)

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt;
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Amresco, Solon, Ohio, USA

8-Ox0-2'-Deoxyguanosin-5'-Triphosphat
(8-0x0-dGTP)

TriLink BioTechnologies Inc., San Diego,
CA, USA

P-20 Surfactant
Phenol, Reinheit > 99 %, redestilliert
Polyethylenglykol 8000 (PEG 8000)

Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat
(Tween 20)

Ponceau S

Puffer-Standardlésungen flir pH-Meter

BIACORE, Uppsala, Schweden
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Schuchardt & Co., Hohenbrunn

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

D(+)-Saccharose

Salzsdure konz. (HCI)
Sauerstoffgas, Reinheitsgrad IV
Stickstoffgas, Reinheitsgrad IV

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Linde, Weiterstadt

Linde, Weiterstadt

Tetrazyklin, Hydrochlorid (Tet)

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
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(TEMED)

Thiaminhydrochlorid Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Triethanolamin Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan, Ultra-
Qualitét (Tris)

tRNA (S. cerevisiae)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Xylencyanol FF

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Zinksulfat

2.1.5 Standards und Kits

DNA-GroBenstandards:

100 bp DNA Leiter
1 kb DNA Leiter
1 kb DNA Leiter

Protein GroBenstandards:

SDS-PAGE Standard (Low Range)
Protein Molecular Weight Marker
Prestained Protein Marker (Broad Range)

PageRuler Prestained Protein Ladder

Kits zur DNA-Isolierung:

E.ZN.A.®Cycle-Pure Kit

JETSORB Gel Extraction Kit
JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit
QIAprep Spin Plasmid Miniprep Kit
QIAprep Plasmid Midiprep Kit

Kits zur DNA-Sequenzierung:

DNA-Sequencing Kit, Big Dye "

Terminator Cycle Sequencing

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

New England Biolabs GmbH, Schwalbach
New England Biolabs GmbH, Schwalbach
New England Biolabs GmbH, Schwalbach

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
New England Biolabs GmbH, Schwalbach

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
GENOMED GmbH, Bad Oeynhausen
GENOMED GmbH, Bad Oeynhausen
Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Perkin Elmer, Applied Biosystems,
Weiterstadt
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2.1.6 Gerite

ABI-Prism" 310 Genetic Analyzer

Perkin Elmer, Applied Biosystems,
Weiterstadt

BIACORE-X System
Bio-Mag 10 Magnetriihrer
Brutschrénke:

BM&00

Friocell

BIACORE, Uppsala, Schweden

BCC Spezialgerite, Gottingen

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach

Medcenter Einrichtungen GmbH, Planegg

Drehtisch zum Ausplattieren

Gesellschaft fiir Laborbedarf mbH,
Wiirzburg

Durchflussdetektoren:

2138 Uvicord S LKB Instrument GmbH, Grifelfing

2138 Uvicord SII Amersham Pharmacia Biotech Europe

GmbH, Freiburg

Elektroblotapparatur Eigenbau; Biometra, Gottingen
Elektrophoresekammern: Eigenbau

G42 Biometra, Gottingen

Hoefer HE33 Amersham Biosciences, San Francisco, USA

Elektroporator MicroPulser

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Fermenter:

5und 10 L-Fermentersystem mit Schiitt Labortechnik, Gottingen

Umwurfzylinder

C Flow Durchfluss-Regelmodul BCC Spezialgerite, Gottingen

C pH Mess- und Regelmodul

C pO; Mess- und Regelmodul

C Pump D Schlauchpumpen-Modul

0O,-Sensor (12/320 A-Typ)

BCC Spezialgerite, Gottingen
BCC Spezialgerite, Gottingen
BCC Spezialgerite, Gottingen
Mettler-Toledo, Steinbach

pH-Elektrode (Typ 465) Ingold Messtechnik, Steinbach

Fraktionssammler:

Gradi Frac Amersham Pharmacia Biotech Europe
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GmbH, Freiburg
Redi Frac Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg
Multirac 2111 LKB Instrument GmbH, Gréfelfing
Superrac 2211 LKB Instrument GmbH, Grifelfing
17000 Minirac LKB Instrument GmbH, Grifelfing

Geldokumentationssystem
Geltrockner D62

Glasspritze 50 pl

LTF-Labortechnik, Wasserburg
Biometra, Gottingen

Hamilton Company, Reno, USA

Heizriihrer:
IKA-Combimag
IKAMAG®RCT
IKAMAG®RET
Variomag Monotherm

HPLC:

AKTA" Purifier System

AKTA" Explorer System

Janke & Kunkel KG, Staufen im Breisgau
Janke & Kunkel KG, Staufen im Breisgau
Janke & Kunkel KG, Staufen im Breisgau
H & P Labortechnik GmbH, Miinchen

Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

Metallblockthermostate:

Techne Dri-Block DB-2A
Metallblockthermostat 2116

Millipore Synergy 185 Reinstwasser-Anlage

Thermodux GmbH, Wertheim
Gebriider Liebisch, Bielefeld
Millipore GmbH, Eschborn

Netzgerite:
Power Pack P25 und P30

500/500

Biometra, Gottingen

Renner GmbH, Dannstadt

PCR-Cycler:
UNO-Thermoblock

Mastercycler Gradient

Biometra, Gottingen

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
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Peristaltische Pumpen:

Miniplus 2
P1

pH-Meter:
CG810

pH526 und pH531

pH27

Pipettierhilfen:
Pipettus akku
accu-jet®

Pipetten:

Gilson P10, P20, P100, P200 und P1000

Multipette 4780
Polaroid-Kamera MP4

Gilson, Villiers le Bel, Frankreich

Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

Schott-Gerite GmbH, Hofheim

Wissenschaftlich-Technische Werkstétten
GmbH, Weilheim

Knick, Berlin

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt

Brand GmbH & Co., Wertheim

Abimed Analysen-Technik GmbH,
Langenfeld

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Polaroid Corporation, Cambridge, MA, USA

Rollenmischer IDL TRM-V

Kiihn & Bayer, Nidderau-Heldenbergen

Signalschreiber:

REC 112

SE 120
BD 40

Schiittelapparate Typ 3012 und 3017

Schiittelinkubatoren:

Modell TR-125/ITE-K
Modell G25

Multitron 11

Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

ABB Goerz AG, Wien, Osterreich
Kipp & Zonen, Delft, Niederlande

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

Infors AG, Bottmingen, Schweiz

New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison,
New Jersey, USA

Infors AG, Bottmingen, Schweiz
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Thermoshake THO 5
CMS5-Sensorchips
2003 Slab Gel Dryer

Spektrophotometer:

ELISA-Photometer SpectraMax 250
Fluoreszenzphotometer LS 50B

Ultrospec 2000-UV/Vis-
Spektralphotometer

Ultrospec 3000-UV/Vis-
Spektralphotometer

Speed-Vac-Konzentrator Univapo UVC
150H

C. Gerhardt GmbH & Co. KG, Bonn
BIACORE, Uppsala, Schweden

LKB Instrument GmbH, Gréfelfing

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA
Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA

Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

UniEquip, Martinsried

UV-Transilluminator TI3

Biometra, Gottingen

Varioklav® Typ 500

Vortex-Genie 2

H & P Labortechnik GmbH,
Oberschleilheim

Scientific Industries Inc., Bohemia, N.Y.,
USA

Waagen:
Micro m3p

PAG Oerlikon PJ Precisa junior 2000C

PAG Oerlikon Precisa 125 A
Wasserbéder:

Haake F6 / C25

Haake DC30 / K20

Julabo UC/ 5B

Sartorius GmbH, Gottingen
W. Wolfinger GmbH, Straubenhardt
W. Wolfinger GmbH, Straubenhardt

Thermo Haake, Karlsruhe
Thermo Haake, Karlsruhe

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach

Zentrifugen:
Sigma 4K10 und 4K 15

Sorvall RC 3B Plus mit Rotor H-
6000A / HBB-6

Sorvall RC 3B Plus mit Rotor

Sigma GmbH, Osterode

Kendro Laboratory Products GmbH,

Miinchen

Kendro Laboratory Products GmbH,
Miinchen
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Sorvall RC 5B, RC 5C Plus und Evolution
RC mit Rotoren SS-34, SLA-1500 und
SLA-3000

Eppendorf 5415 C

2.1.7 Sonstige Materialien

Dialyseschlduche:
Spectra/Por®, MWCO: 6—8 kDa

Typ 27, MWCO: 1216 kDa

Dispenser-Tips 2,5 und 5 ml

Dynabeads M-280 Streptavidin

Kendro Laboratory Products GmbH,

Miinchen

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg;
Gesellschaft fiir Laborbedarf mbH,
Wiirzburg; Carl Roth GmbH & Co.,

Karlsruhe

Dynal Biotech GmbH, Hamburg

Einweg-Spritzen 1, 5, 10, 20 und 60 ml

Elektroporationskiivetten (0,2 cm)

Braun Melsungen AG, Melsungen;
Dispomed Witt oHG, Gelnhausen; Henke-
Sass Wolf, Tuttlingen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Reaktionsgefi3e 0,5, 1,5 und 2 ml (safelock)
GrofBenausschlusschromatographie-Siulen:

Superdex 75 HR 10/30

Superdex 200 HR 10/30

Superdex 75 HiLoad 16/60 Prep Grade
Superdex 200 HiLoad 16/60 Prep Grade

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg

Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

Halb-Mikro-Kiivetten (Polystyrol)
Konzentratoren:

Amicon®Ultra 4, MWCO: 5 kDa
Amicon®Ultra 4, MWCO: 10 kDa
Amicon®Ultra 4, MWCO: 30 kDa

Mikrosep 10 K

Kunststoffrohrchen:

Kulturréhrchen, 13 ml
PP-Ré6hrchen, 15 ml und 50 ml

Cellstar®PP-R6hrchen, 15 ml und 50 ml
Membranfilter:

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Millipore GmbH, Eschborn

Pall GmbH, Dreieich

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen
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Immobilon”-P (0,45 pum)

GVWP (0,22 pm)

Nitrozellulose-Membranfilter
Mikrodialysiereinheiten (10 kDa MWCO)
Falcon Micro Test II1 Flexible Assay-Plates

Millipore GmbH, Eschborn

Schleicher & Schuell, Dassel
Perbio Science GmbH, Bonn

Becton Dickinson Labware, Oxnard, CA,
USA

Nunc-Immuno -Fliigelstifte

Nunc GmbH, Wiesbaden

PD-10-Gelfiltrationssdulen

Petrischalen aus Polystyrol
Pipetten-Spitzen:

blau (200 — 1000 pl)

gelb (5 —200 pl)

kristallklar (0,5 — 10 pl)
Polaroidfilm 667

Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Polaroid Deutschland, Offenbach

Quarzkiivetten:

Typ 101-QS (Fluoreszenz)

Typ 108-QS (Absorption)

Typ 108.002B-QS (Anisotropie)
Typ 110 QS (CD)

Hellma, Miillheim, Baden

Schwan-Stabilo®-Klarsichtfolie aus PP
Sterilfilter:

Filtropur (0,45 und 0,22 um)

Millex® HV (0,45 pum)

Spin-X Sterilfiltrationseinheit (0,45 pm)

Miiller & Nemecek GmbH, Frankfurt/Main

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Millipore GmbH, Eschborn
Costar, Corning, NY, USA

Whatman-Filterpapier 3SMM

Bender & Hobein AG, Miinchen

Zellschaber 3010

Zentrifugenbecher fiir Beckman-Rotoren JA-
10 und JA-20 sowie fiir Sorvall-Rotoren SS-
34, SLA-1500 und SLA-3000

Zubehor SDS-PAGE Glasplatten, Spacer,

Dichtungen und Kédmme

Costar, Corning, NY, USA
Nalgene Company, New York, USA

Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg;

Biometra, Gottingen
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2.1.8 Medien, Antibiotika, Puffer- und allgemeine Losungen

Alle Medien sowie Losungen fiir die Arbeit mit Bakterien, Bakteriophagen, Proteinen und
DNA wurden entweder im Autoklav sterilisiert oder liber 0,45 um-Filter sterilfiltriert. Mit
Ausnahme der Kulturmedien, die mit entionisiertem Wasser angesetzt wurden, wurden alle
Losungen unter Verwendung von Millipore®-Wasser hergestellt. Kulturplatten wurden bei
4°C und Losungen, sofern nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die

Antibiotika wurden den Fliissigmedien erst kurz vor der Verwendung zugesetzt.

Antibiotika-Stammldsungen:

Fir die Herstellung von Selektivmedien wurden folgende Antibiotika-Stammldsungen
verwendet; die Losungen wurden bei —20°C gelagert, wassrige Losungen wurden steril-
filtriert (0,45 uM).

Ampicillin (Amp) 100 mg/ml in H,O (1/1000 zum Medium)

Chloramphenicol (Cam) 30 mg/ml in 70 % (v/v) Ethanol (1/1000
zum Medium)

Kanamycin (Kan) 35 mg/ml in Wasser (1/500 zum Medium)

Tetrazyklin (Tet) 10 mg/ml in 70 % (v/v) Ethanol (1/1000

zum Medium)

Lagerung bei —20°C

Induktor-Stammldsungen:
Anhydrotetrazyklin (aTc) 2 mg/ml in DMF (1/10000 zum Medium)
oder 5 mg/ml in DMF (1/10000 zum
Medium)

Lagerung bei —20°C

LB-Medium:
Bacto Trypton 10 g/L
Bacto Hefe-Extrakt 5¢/L
NacCl 5¢/L
Bacto Agar 15g/L  (nur fiir Kulturplatten)

Mit 5 N NaOH auf pH 7,5 eingestellt und im Autoklav sterilisiert.

SOB- bzw. SOC-Medium:

Bacto Trypton 10 g/L
Bacto Hefe-Extrakt 5¢/L
NaCl 584 mg/L
KCl 149 mg/L

Mit 5 N NaOH auf pH 7,5 eingestellt und im Autoklav sterilisiert.
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Jeweils 1 ml 1 M MgCl, und 1 M MgSO4 und im Fall des SOC-Mediums zusétzlich noch
2ml Glucose zu 98 ml bzw. 96 ml Medium geben.

2YT-Medium:
Bacto Trypton 16 g/L
Bacto Hefe-Extrakt 10 g/L
NacCl 5¢g/L

Mit 5 N NaOH auf pH 7,5 eingestellt und im Autoklav sterilisiert.

Losungen fiir die Fermentation oder fiir Ndhrmedien:

Mineralsalzlosung:
31 mM Na,HPO4 x 2 H,0O 5,51 ¢g/L
19 mM KH,PO4 2,58 g/L
25 mM NH4Cl 1,33 g/L
5 mM Nas-Citrat x 2 H,O 0,47 g/L

Die Mineralsalzlosung hat nach dem Autoklavieren einen pH-Wert von 6,9.

Glukoseldsungen:
20% (w/v) Glukose (separat autoklavieren)
50% (w/v) Glukose (separat autoklavieren)

MgSO4-Stammldsung:
1 M MgSOy (separat autoklavieren)

MgCl,-Stammlosung:
1 M MgCl, (separat autoklavieren)

Thiamin-Stammldsung:
10,0 mg/ml Thiamin-Hydrochlorid (sterilfiltriert)

FeCl;-Stammlosung:
35,0 g/L FeCl; x 6 H,O (mit konzentierter HCI bis zur kréftigen Gelbfarbung angeséuert
und sterilfiltriert)

Zn-Acetat-Stammldsung:
8,0 g/L Zn-Acetat x 2 H,O (sterilfiltriert)

Spurenelement-Stammldsung (sterilfiltriert):

MnCl, x 4 H,0 3,0 g/L
CuCl, x 6 H,0 0,3 g/L
H3BO; 0,6 g/L

CoCl;, x 6 H,0O 0,5 g/L
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(NH4)6M07024 x 4 H20
EDTA

Weitere Losungen fiir die Fermentation:

1,2 g/L
4 mM

12,5% (w/v) NH3 zur pH-Regulierung

Antifoam A, 30 % wissrige Losung zur Unterdriickung von Schaumbildung

Puffer fiir die Agarose-Gelelektrophorese:

TAE-Puffer:
Tris
Essigséure
EDTA

TBE-Pufter:
Tris
Borsédure
EDTA

10-fach Auftragspuffer fiir Agarosegele:
Bromphenolblau
Xylencyanol
Glycerin

Puffer fiir die SDS-PAGE:

40 mM
20 mM
1 mM

89 mM
89 mM
2 mM

1,0 mg/ml
1,0 mg/ml
50% (v/v)

1-fach SDS-Laufpuffer nach Fling & Gregerson (1986):

Tris
Glycin
SDS

4-fach Lower-Tris:
Tris/HCI pH 8,85
SDS

4-fach Upper-Tris:
Tris/HCI pH 6,8
SDS

5-fach Auftragspuffer:
Tris/HCI pH 8,0
SDS
Glycerin

50 mM
190 mM
1,0 g/L

3IM
4,0 g/L

0,5 M
4,0 g/L

250 mM
7,5% (w/v)
25% (v/v)

pH 8,8 stellt sich ein.
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Bromphenolblau 0,25 mg/ml

2-Mercaptoethanol 12,5% (v/v) (in reduzierendem Puffer)
Férbelosung:

Essigsédure 10% (v/v)

Methanol 40% (v/v)

Coomassie Brillantblau R-250 0,25% (w/v)
Entfarbelosung:

wie Farbelosung, aber ohne Coomassie Brillantblau R-250

Aufbewahrungslosung:
Essigsédure 7% (v/v)
Glycerin 3% (v/Iv)
Wasser 90% (v/v)

Losungen fiir die Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA:

Chloroform/Isoamylalkohol:
Chloroform/Isoamylalkohol-Mischung im Verhiltnis 24/1

Phenol:
Kiristallines Phenol (Reinheit > 99 %; unter Schutzgas destilliert) wird bei 65°C im
Wasserbad geschmolzen, mit 0,5 Volumen Wasser gemischt und bei 4 °C lichtge-
schiitzt auftbewahrt.

Phenol/Chloroform:

Mit Wasser gesdttigtes Phenol (s. 0.) wird im Verhéltnis 1/1 mit Chloroform/Iso-
amylalkohol gemischt und bei 4 °C aufbewabhrt.

3 M Na-Acetat-Losung pH 4.,8:
3 M Na-Acetat wird mit Eisessig auf pH 4,8 eingestellt.

LMP-Puffer:
Tris 100 mM
NaCl 500 mM
EDTA 5 mM

pH 7,5 mit Essigséure einstellen.

Sonstige Puffer:

AP-Puffer:
Tris 100 mM
NaCl 100 mM
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MgClz

2 x BBS/E:
Na-Borat pH 8,0
NaCl
EDTA

Benzonase-Puffer:
Tris/HCI pH 8,0
MgClz

10-fach Formamid-Auftragungspuffer:
Formamid
0,5M EDTA

Bromphenolblau

PBS:
KH,PO,
Na,HPO4
NaCl

PBS/E:
PBS mit 1 mM EDTA

PBS/T:
PBS mit 0,1 % (v/v) Tween 20

PBS/T 0,5:
PBS mit 0,5% (v/v) Tween 20

Periplasma-Aufschlusspuffer:
Saccharose
Tris/HCI pH 8,0
EDTA pH 8,0

5 mM
pH 8,8 mit HCI einstellen.

400 mM
320 mM
8 mM

100 mM
5mM

98% (v/v)
2% (v/v)
2% (w/v)

4 mM
16 mM
115 mM
pH 7,4 stellt sich ein.

500 mM
100 mM
1 mM

Puffer fiir die Streptavidin-Affinitdtschromatographie (SA-Puffer):

Tris/HCI pH 8,0
NaCl
EDTA pH 8,0

TE-Puffer:
Tris/HCI pH 8,0
EDTA pH 8,0

100 mM
50 mM
1 mM

10 mM
1 mM
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2.2 Mikro- und molekularbiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung und Konservierung von E. coli-Stimmen
(nach Schlehuber, 2001)

Zur Vereinzelung der Bakterienkolonien eines E. coli-Stamms wurde ein "Drei-Osen"-
Ausstrich der entsprechenden Glycerinkultur auf LB-Agar-Kulturplatten durchgefiihrt und die
Platten {iber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Selektion auf genomische Marker,
Episome oder Plasmide erfolgte durch den Zusatz entsprechender Antibiotika zum Nihr-
medium. Die Platten mit den Bakterienkolonien wurden bei 4 °C aufbewahrt und bis zu vier

Wochen zum Animpfen neuer Kulturen verwendet.

Fliissigkulturen wurden, sofern nicht anders angegeben, in LB-Medium unter Zusatz geeigne-
ter Antibiotika angesetzt. Fiir 4 ml Kulturen wurden dabei 13 ml-Kulturréhrchen verwendet.
Kulturen groBeren Maf3stabs wurden in Erlenmeyer-Kolben mit dem 2,5-fachen Gefaf3volu-
men kultiviert. Bis zu einem Volumen von 50 ml wurden die Kulturen, sofern nicht anders
angegeben, direkt mit einer Bakterienkolonie von der Agarplatte angeimpft. Kulturen mit
einem Volumen von 2 L wurden im Verhiltnis 1/50 mit einer stationiren Ubernachtkultur
inokuliert. Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Inkubation bei 37°C und 180 rpm im
Schiittelinkubator. Die Zelldichte wurde optisch bei 550 nm (ODssp) mittels des Ultrospec
2000- oder Ultrospec 3000-UV/Vis-Spektralphotometers im linearen Messbereich bestimmt.

Die Messung wurde jeweils gegen das verwendete Medium abgeglichen.

Zur Aufbewahrung wurden stationdre Fliissigkulturen in 1/80-Volumen des urspriinglichen
Kulturmediums in Selektivmedium einschlieBlich 20% (v/v) Glycerin eingefroren; bei —20 °C
fiir eine mittelfristige Lagerung, und nach Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff bei —80°C

fiir die langfristige Lagerung.

2.2.2 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterienzellen

Um Plasmid-DNA aufnehmen zu konnen, mussten die E. coli-Zellen zuvor in eine transfor-
mations-kompetente Form {iberfithrt werden. Dazu wurde neben der klassischen CaCl,-
Methode (Cohen et al., 1972), der Methode nach Inoue (1990) auch die Methode der Elektro-
poration (Dower et al., 1988) eingesetzt. Die chemisch-kompetenten E. coli-Zellen wiesen
eine Transformationseffizienz zwischen 10° bis 10° ¢fit pro pg Plasmid-DNA auf. Zur Her-
stellung einer Zufallsbibliothek moglichst groer Diversitdt waren dagegen hohere Transfor-
mationsausbeuten erforderlich, die durch das leistungsfidhigere Verfahren der Elektroporation
erreicht wurden. Diese Methode besaf eine Transformationseffizienz von bis zu 10" cfu pro
pg Plasmid-DNA.

2.2.2.1 Herstellung CaCl,-kompetenter Zellen
(nach Schlehuber, 2001)

50 ml LB-Medium wurden im Verhaltnis 1/100 mit einer stationdren Ubernachtkultur des zu

transformierenden E. coli-Stamms angeimpft und bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte von
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ODss50 = 0,5 inkubiert. Die Kultur wurde in ein 50 ml-Falcon-R6hrchen iiberfithrt und die
Zellen durch Zentrifugieren (Sigma 4K10, 4400 x g, 4°C, 10 min) sedimentiert. Das Zellsedi-
ment wurde in 40 ml eiskalter 0,1 M MgCl,-Ldsung resuspendiert, die Suspension wie zuvor
zentrifugiert und das erhaltene Sediment in 20 ml eiskalter 50 mM CaCl,-Losung resuspen-
diert und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden die
Zellen in 2 ml 50 mM CacCl,; inklusive 15% (v/v) Glycerin resuspendiert und in Aliquots von
200 ul entweder direkt fiir die Transformation verwendet oder nach Schockgefrieren in
fliissigem Stickstoff bei —80°C gelagert.

2.2.2.2 Herstellung ultra-kompetenter Zellen nach Inoue
(nach Inoue, 1990)

100 ml SOB-Medium wurden im Verhiltnis 1/100 mit einer stationiren Ubernachtkultur des
zu transformierenden E. coli-Stamms angeimpft und bei 22 °C bis zu einer optischen Dichte
von ODgg = 0,6 inkubiert. Danach wurde der Kolben fiir 10 min unter gelegentlichem
Schwenken auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 10 min bei 2500 x g, 4°C in 50 ml-
Falcon-Réhrchen zentrifugiert (Sigma 4K10) und der Uberstand vollstindig dekantiert. Die
Zellen wurden in insgesamt 30 ml TB-Puffer (TBE-Puffer ohne EDTA) resuspendiert und fiir
weitere 10 min auf Eis inkubiert. Nach nochmaligem Zentrifugieren (10 min, 2500 x g, 4°C)
wurden die Zellen in insgesamt 8 ml sterilem TB-Puffer mit 7% (v/v) DMSO resuspendiert
und nach vorsichtigem Durchmischen fiir weitere 10 min auf Eis inkubiert und anschlie3end
aliquotiert. Die Lagerung der Zellen erfolgte nach Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff bei
-80°C.

2.2.2.3 Transformation chemisch-kompetenter Zellen
(nach Schlehuber, 2001)

Zur Transformation wurden 200 ul der Zellsuspension mit 5 pl der DNA-L&sung versetzt und
fur 30 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde fir 45 s auf 42°C erwarmt. Die CaCl,-
kompetenten Zellen wurden darauthin in 2 ml LB-Medium, die ultra-kompetenten Zellen in
2 ml SOC-Medium iiberfiihrt und fiir 45 min bei 37°C und 200 rpm geschiittelt. Abhingig
von der erwarteten Zahl an Transformanden wurden 50—200 pl der Zellsuspension auf LB-
Agar, welcher mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt war, ausplattiert und iiber Nacht
bei 37 °C inkubiert.

2.2.2.4 Herstellung elektro-kompetenter Zellen und Elektroporation
(nach Schlehuber, 2001)

Die Préparation elektro-kompetenter Zellen des E. coli Stamms XL1-Blue fiir die Herstellung
von Phagemid-Bibliotheken wurde in Anlehnung an die Vorschriften von Tung & Chow
(1995) bzw. Hengen (1996) durchgefiihrt.

Von einer am Vortag frisch ausgestrichenen XL1-Blue-LB/Tet-Agarplatte wurde eine 5 ml
Vorkultur in LB-Fliissigmedium inokuliert. Nach 12 h Inkubation bei 37°C, 200 rpm wurde
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eine 50 ml LB-Kultur im Verhéltnis 1/1000 mit der stationdren Vorkultur angeimpft und fiir
weitere 12 h bei 30°C und 200 rpm inkubiert. Anschlieend wurden 1,5 L LB-Medium mit
dieser 50 ml-Kultur angeimpft und bei 26 °C und 160 rpm bis zu einer ODgp = 0,6 inkubiert.
Ab diesem Zeitpunkt wurden alle Arbeiten im Kiihlraum unter Verwendung gekiihlter Rea-
genzien und Materialien durchgefiihrt. Der Kulturkolben wurde zunichst fiir 30 min auf Eis-
wasser gekiihlt und anschliefend fiir 15 min bei 2700 x g, 4 °C zentrifugiert (SLA 3000). Das
nach Dekantieren des Uberstandes erhaltene Zellsediment wurde vorsichtig in insgesamt
800 ml bidestilliertem Wasser inklusive 10% (v/v) Glycerin resuspendiert und erneut zen-
trifugiert (SLA 3000; 15 min, 4000 x g, 4°C). Das resultierende Zellsediment wurde an-
schlieBend nochmals wie beschrieben resuspendiert und zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand dekantiert, die Fliissigkeitsreste vorsichtig mit der Pipette abgezogen und die
Zellen in insgesamt 600 pl bidestilliertem Wasser inklusive 10 % (v/v) Glycerin (autoklaviert)
resuspendiert und letztendlich das Volumen mit obiger Wasser/Glycerin-Losung auf 2 ml
aufgefiillt. Fiir die anschlieBende Elektroporation wurden die erhaltenen Zellen zu jeweils

100 pl auf Eis aliquotiert und sofort eingesetzt.

Die Elektroporation wurde mit einem MicroPulser" (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) unter
Verwendung bei —20°C gekiihlter Bio-Rad-Kiivetten mit einem Elektrodenabstand von
0,2 cm im Kiihlraum durchgefiihrt. Fiir die Transformation wurden je 100 pl der elektro-kom-
petenten XL1-Blue-Zellen und je 10,0 pul entsprechend 2,0 pg entweder der ligierten und
durch Fillung entsalzten (zur Herstellung der Phagemid-Bibliothek; sieche Abschnitt 2.2.6.2)
oder lediglich ligierter (siche Abschnitt 2.2.4.3) bzw. in vivo amplifizierter Plasmid-DNA
(siche Abschnitt 2.2.3) eingesetzt. Die Zellen und die Plasmid-DNA wurden zunéchst auf Eis
gemischt und fiir eine Minute inkubiert, bevor die Transformation durch Anlegen eines Pulses
von 12,5 kVem™ fiir 6 ms (MicroPulser” -Programm Ec2 fiir Bakterienzellen) erfolgte. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Elektroden frei von Kondenswasser waren, um eine mit Ther-
moemission verbundene Lichtbogenbildung und einen daraus resultierenden Zelltod zu ver-
meiden. Um die Zellvitalitdt nach der Transformation zu erhalten, wurde der Elektropora-
tionsansatz umgehend mit 2 x 1 ml SOC-Medium gespiilt und das gesamte Volumen in einen
bei 37°C im Wasserbad vorinkubierten Schiittelkolben iiberfiihrt. Nach Beendigung aller
Transformationen wurde der gesamte Ansatz fiir weitere 45 min bei 37°C bei 180 rpm
inkubiert.

Im Anschluss wurden die Elektroporationsansitze entweder zur Herstellung von Phagemid-
Bibliotheken (siehe Abschnitt 2.3.2) oder seltener fiir den Einsatz im Kolonie-Filterstapeltest
(siehe Abschnitt 2.4) verwendet.

Die Elektroporationskiivetten wurden fiir den Einsatz in Testransformationen oder die fiir den

Kolonie-Filterstapeltest bestimmten Elektroporationsansitze regeneriert. Dazu wurden sie fiir

10—15 min in 10 mM HCI pH 2,0 unter Rithren gewaschen und mindestens sechsmal einzeln
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mit H,O gespiilt. Nach dem Spiilen mit 70 % Isopropanol wurden die Kiivetten 2—3 Tage im
Trockenschrank bei 80 °C vollstindig getrocknet.

2.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA mittels alkalischer Zelllyse

2.2.3.1 Plasmid-Minipriparation
(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Zur Analyse einzelner Transformanden, die aus der Infektion mit den Phagemiden der Affini-
titsanreicherung resultierten oder nach Umklonierungen bzw. Mutagenesen erhalten wurden,
wurde zunéchst die Plasmid-DNA im analytischen MalBstab isoliert. Die DNA wurde dazu
aus stationiren 4 ml-Ubernachtkulturen unter Verwendung der Plasmid-Isolierungs-Kits JET-
QUICK Plasmid Miniprep Spin Kit (GENOMED GmbH, Loéhne) oder Wizard“Plus SV
Miniprep Kits (Promega Corp., Madison, WI, USA) nach Herstellerangaben prépariert und fiir
Transformationen bzw. Restriktions- und Sequenzanalysen eingesetzt. Bei der Priparation
wurden typischerweise 10 bis 20 ug DNA in 50 ul TE/10-Puffer erhalten. Die Plasmid-DNA
wurde bei —20 °C gelagert.

2.2.3.2 Plasmid-Midipriparation
(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Um DNA-Mengen fiir praparative Restriktionsansdtze sowie zur Konservierung der BBP-
Zufallsbibliotheken (siehe Abschnitt 2.3.2) zu gewinnen, wurde die Plasmid-DNA ausgehend
von stationdren E. coli-Kulturen im 50 ml-MaBstab isoliert. Dazu wurde die DNA mittels des
Plasmid Midiprep Kits (Qiagen GmbH, Hilden) gemiB3 Herstellerangaben pripariert. Die
DNA-Ausbeute betrug in der Regel etwa 100 ug in 100 ul TE-Puffer. Zur vollstindigen
Entfernung von Exonukleasen und anderer inhibitorischer Biomakromolekiile wurde im An-
schluss eine Phenol/Chloroform-Extraktion mit nachfolgender Ethanol-Féllung durchgefiihrt
(siche Abschnitt 2.2.6.1). Bis zur Verwendung wurde die DNA bei —20 °C aufbewahrt.

2.2.4 Invitro Modifizierung von DNA

2.2.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fiir die konzertierte Mutagenese aller sechzehn Aminosédurepositionen wurde eine zweistufige
PCR-Strategie verwendet (Beste, 1998) (Abbildung 4). Diese beruht auf dem Einsatz von vier
degenerierten Oligodesoxynukleotiden von denen ein jedes jeweils eine der vier zu mutieren-
den Peptidschleifen liberspannt. Je ein Primer-Paar diente in der ersten Stufe der PCR zur
Erzeugung zweier Fragmente A und B mit den mutierten Loop-Regionen 1 und 2 sowie 3 und
4. Im zweiten PCR-Schritt wurde das Strukturgen der BBP-Varianten voller Lange mittels
eines Primer-Paares, das die Fragmente A und B flankiert, und eines vermittelnden Oligo-

desoxynukleotides assembliert.
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Standard-PCR (nach Schlehuber, 2001):

Zur Herstellung der Fragmente A und B (siche oben) wurden jeweils 10 ng Plasmid-
Matrizen-DNA des BBP-Strukturgens in einem Gesamtvolumen von 50 pl mit 4 pl dNTP-
Mix (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) sowie jeweils 50 pmol der beiden zusitzlich
gereinigten (siehe Abschnitte 2.2.5.2 und 3.3.2) degenerierten Oligodesoxynukleotide-Paare
versetzt. Der Reaktionsansatz enthielt aulerdem 10 pl 10-fach Tag-Puffer (Fermentas; 0,75 M
Tris/HCl pH 8,8, 200 mM (NH4)2SO4, 0,1% (v/v) Tween 20, 20 mM MgCl,) und 2 pl
(5 U/ul) Tag-Polymerase (Fermentas). Die PCR wurde in aufeinanderfolgenden Thermo-
zyklen durchgefiihrt, die aus je drei Schritten bestanden: 1. Denaturierung doppelstringiger
DNA fiir 1 min bei 94°C; 2. Hybridisierung der Primer an die komplementiren DNA-
Sequenzen fiir 1 min bei 60°C; 3. "Hot Start"-Synthese der DNA fiir 1,5 min bei 72°C.
Dieser Zyklus wurde 19-mal wiederholt bevor der Ansatz zur Vervollstindigung der Poly-
merisationsprodukte fiir 5 min bei 60°C inkubiert wurde. Um DNA-Kontaminationen

auszuschlieen, wurde ein Kontrollansatz ohne Matrizen-DNA mitgefiihrt.

PCR-Ansatz zur Herstellung einer nativen BBP-Zufallsbibliothek (nach Beste, 1998)

Fiir die nachfolgende Ligierung der Zufallsbibliothek im 30 pmol-Mallstab wurde die
Assemblierungs-PCR (sieche oben) in einem 2 ml-Mallstab durchgefiihrt. Dieser bestand aus
200 ul 10-fach Reaktionspuffer (Promega; 500 mM KCI, 100 mM Tris/HCI pH 9,0, 15 mM
MgCl,, 1% (v/v) Triton X), 40 ul dANTP-Mischung (10 mM-Stammldsung), je 100 ul der
flankierenden Oligodesoxynukleotide (10 uM), je 1 pmol der gereinigten (siche Abschnitt
2.2.6.4) PCR-Fragmente A und B, 20 pmol des zusitzlich gereinigten (siche Abschnitt 2.2.5.2
und 3.3.2) vermittelnden Primers, 20 ul (5 U/ul) Tag-Polymerase (Promega) und wurde mit
dem entsprechenden Volumen an bidestilliertem Wasser auf 2,0 ml aufgefiillt. Die Synthese
wurde mit den gleichen Parametern wie die Standard-PCR (siehe oben) mit Ausnahme der auf

55°C gesenkten Hybridisierungstemperatur durchgefiihrt.

Die PCR-Produkte wurden durch préparative Agarose-Gelelektrophorese getrennt, die ge-
wiinschten Reaktionsprodukte isoliert (siche Abschnitt 2.2.5.1) und anschlieBend gereinigt
(siche Abschnitte 2.2.6.1 und 2.2.6.5).

Error Prone-PCR (nach Lazar, 2007)

Um statistisch verteilt Mutationen in die Gensequenz verschiedener BBP-Varianten ein-
zufiihren, wurde eine fehlererzeugende PCR nach dem Protokoll von Zaccolo et al. (1996)
durchgefiihrt. Dazu wurden die Nukleotidanaloga 2'-Desoxy-P-nukleosid-5'-triphosphat
(dPTP) und 8-Oxo0-2'-desoxyguanosin-5'-triphosphat (8-oxo-dGTP) (Abbildung 6) zusitzlich
zu den natilirlichen Desoxynukleotiden eingesetzt. Das dPTP erzeugt, aufgrund seiner
ausgepragten Imino/Amino-Tautomerie (Zaccolo et al., 1996) in Verbindung mit der Stabili-

tit des anti-Isomers des bizyklischen Ringsystems (Lin & Brown, 1989), Transitionen durch
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Basenpaarung mit A und G. Der empirische Wert der vier erzeugten Transitionen liegt bei
jeweils 40 % fiir A—G und T—C bzw. jeweils 10% fiir G—A und C—T. Eines der wenigen
bekannten Nukleotidanaloga, das Transversionen verursacht, ist 8-oxo-dGTP (Pavlov et al.,
1994; Purmal et al., 1994). Gepaart mit C liegt das Analogon als anti-Isomer vor (Oda et al.,
1991). Bei Paarung mit Adenin liegt das 8-oxo-dGTP als syn-Isomer vor (Kouchakdjian et al.,
1991), und bewirkt so A—C und T—G Transversionen bei einem empirischen Verhéltnis von
1:1,5.

N y
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Abbildung 6: Die Strukturformeln der bei der Error Prone-PCR verwendeten Nukleotidanaloga dPTP (2'-
Deoxy-P-nukleosid-5'-triphosphat) und 8-0xo-dGTP (8-Oxo-2'-deoxyguanosin-5'-triphosphat) sowie ihren Mog-
lichkeiten zur Basenpaarung — aus (Zaccolo ef al., 1996).

In einem Ansatzvolumen von insgesamt 20 pul wurden 5—10 fmol Plasmid-DNA als Matrize
sowie je 10 pmol der beiden Oligodesoxynukleotide GB-1 und GB-2 mit 2 ul 10-fach Tag-
Puffer (Promega; 500 mM KCI, 100 mM Tris/HCI pH 9,0, 15 mM MgCl,, 1% (v/v) Tri-
ton X), 1,6 ul 25 mM MgCl,, 4 ul ANTP-Mischung (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
und den Nukleotidanaloga mit einer Endkonzentration von 60 uM eingesetzt. Nach initialer
Denaturierung der Matrizen-DNA fiir 1 min bei 94 °C wurde die Amplifizierung der DNA in
20 Zyklen, bestehend aus 1. Denaturierung doppelstrangiger DNA fiir 1 min bei 94°C;
2. Hybridisierung der Primer an die komplementidren DNA-Sequenzen fiir 1,5 min bei 60 °C;
3. Synthese der DNA fiir 1,5 min bei 72 °C durch einmaligen "Hot-Start" mit 1,0 pl (5 U/ul)
Tag-Polymerase (Promega) durchgefiihrt. Die nachfolgende Vervielfiltigung der Synthese-
produkte wurde mit 5 pl des Error Prone-PCR-Ansatzes als Matrize in Abwesenheit der
Nukleotidanaloga durchgefiihrt, um noch vorhandene Basenfehlpaarungen zu reparieren und
die eingebauten synthetischen Basen zu entfernen. Sonstige Reaktionsbedingungen waren
identisch.
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Die PCR-Produkte wurden durch priparative Agarose-Gelelektrophorese getrennt, die ge-
wiinschten Reaktionsprodukte isoliert (siche Abschnitt 2.2.5.1) und anschlieBend gereinigt
(siehe Abschnitte 2.2.6.1 und 2.2.6.5).

2.2.4.2 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen
(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Fir die Restriktionsanalyse von Plasmiden sowie die Préparation von DNA-Fragmenten
wurde die entsprechende DNA mit Restriktionsendonukleasen gespalten. Die enzymatische
Reaktion erfolgte dabei jeweils in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer bei der ange-
gebenen Temperatur. Sollte eine Spaltung mit mehreren Restriktionsenzymen bei gleicher
Temperatur erfolgen, wurde entweder derjenige Puffer gewidhlt, in dem alle Enzyme die
maximale Aktivitdt besalen oder die Reaktionen wurden — bei sehr unterschiedlichen Puffern

— nacheinander unter stufenweise Erhhung der Salzkonzentration durchgefiihrt.

Bei analytischen Spaltungen wurden typischerweise etwa 0,5 pg Plasmid-DNA mit 5 U der
Restriktionsendonuklease in einem Endvolumen von 10 pl fiir 1 h inkubiert. Préparative Spal-
tungen wurden in einem Reaktionsvolumen von 50—100 ul fiir 1 h durchgefiihrt. Priparativ
wurden dabei 2—10 ug DNA und 10—60 U des Restriktionsenzyms eingesetzt. Isolierte und
gereinigte PCR-Fragmente wurden mit 60 U pro ug-DNA gespalten. Fiir die Ligierung der
mutierten BBP-Strukturgene mit dem Riickgrat des Phage Display-Vektors pBBP38 wurden
das assemblierte Fragment (siche Abschnitt 2.2.4.1) und pBBP38 im praparativen Mal3stab
mit dem Restriktionsenzym BstXI (10 U/ul) (Promega) geschnitten. Das Volumen des
Ansatzes betrug 10 pl pro pg-DNA bei einer enzymatischen Aktivitidt von 5 U pro ug-DNA.
Ferner wurde darauf geachtet eine konstante Temperatur von 50 °C bei exakter Inkubations-
zeit von 60 min einzuhalten, um eine effiziente Restriktion zu gewéhrleisten und unspezifi-

sches Restriktionsverhalten zu vermeiden (siehe Abschnitt 3.3.1.2).

Vor der weiteren Umsetzung mit DNA-modifizierenden Enzymen wurden die DNA-
Fragmente zunédchst durch préaparative Agarose-Gelelektrophorese getrennt und isoliert (siche
Abschnitt 2.2.5.1) sowie gereinigt (siche Abschnitt 2.2.6.1 und 2.2.6.5).

2.2.4.3 Ligierung von DNA-Fragmenten
(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Die nach der Spaltung mit Restriktionsendonukleasen isolierten DNA-Fragmente wurden zur
Konstruktion neuer Plasmide mit Hilfe der T4-DNA-Ligase kovalent verkniipft. In einem
Standardansatz, z.B. bei Umklonierungen, wurden dazu 50-200 fmol der zu ligierenden
DNA-Fragmente in einem Gesamtvolumen von 20 pul in Gegenwart von 1/10 Volumen 10-
fach T4-DNA-Ligase Puffer (Fermentas; 40 mM Tris/HCI pH 7,8, 100 mM MgCl,, 100 mM
DTT, 5 mM ATP) und 1,5 Weiss Units (1 U/ul) T4-DNA-Ligase (Fermentas) eingesetzt. Der
Ansatz wurde fiir 2—20 h bei 16 °C im Wasserbad inkubiert. Fiir den Kolonie-Filterstapeltest

war eine hohere Ligierungseffizienz notwendig, weshalb das Enzymsystem der Firma
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Promega verwendet wurde (siche Abschnitte 2.3.2 und 3.5.3). Nach Inaktivierung der Ligase
bei 65°C (Fermentas) respektive 70°C (Promega) fiir 10 min wurden jeweils 5 ul des Ligie-
rungsansatzes fiir die Transformation eines chemisch-kompetenten E. coli-Stamms (siche
Abschnitt 2.2.2) verwendet.

Fiir die Herstellung der BBP-Zufallsbibliothek wurden die beiden DNA-Fragmente, d.h. das
Vektor-Fragment und das PCR-Fragment, welches den der Zufallsmutagenese unterworfenen
Teil der BBP-Genssequenz enthielt, in dquimolarem Verhéltnis eingesetzt. Die Ligierung er-
folgte bei einer DNA-Konzentration von 10 ng/pul und einer Konzentration der T4-DNA-
Ligase (3 U/ul) (Promega) von 0,1 U/ul unter Zusatz von 1/10 Volumen 10-fach T4-DNA-
Ligase-Puffer (Promega; 300 mM Tris/HCI pH 7,8, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 10 mM
ATP). Der Ansatz wurde fiir 72 h bei 16°C im Wasserbad inkubiert, durch Ethanol-Féllung
(siche Abschnitt 2.2.6.1) entsalzt und zur Transformation des E. coli-Stamms XL1-Blue
mittels Elektroporation (sieche Abschnitt 2.2.2.4) verwendet.

2.2.5 Gelelektrophorese von DNA

2.2.5.1 Agarose-Gelelektrophorese
(nach Schlapschy, 2004)

Die Auftrennung doppelstrangiger DNA-Fragmente in Abhdngigkeit ihrer GroBle erfolgte in
horizontalen Agarosegelen (Sambrook & Russell, 2006) und wurde sowohl zur analytischen
Restriktionsanalyse von Plasmiden als auch zur priparativen Isolierung von DNA-Frag-

menten eingesetzt.

Fiir die analytische Agarose-Gelelektrophorese wurde je nach GroBe der DNA-Fragmente
eine 1% oder 1,5% (w/v) Agarose-Suspension in TBE- oder TAE-Puffer in der Siedehitze
homogenisiert, mit 1/10000 Volumen einer 1% (w/v) Ethidiumbromidldsung versetzt, und in
eine horizontale Gelkammer mit Geltaschenformer gegossen. Das auspolymerisierte Gel wur-
de anschlieend in eine mit demselben Puffer gefiillte Elektrophoresekammer gelegt und pro
Probentasche mit 10 ul DNA-Losung, die vorher mit 1/10 Volumen 10-fach Auftragungs-
puffer versetzt worden war, beladen. Die Elektrophoresedauer betrug 60 min bei einer Span-
nung von 90 V. Durch Bestrahlen mit UV-Licht der Wellenldnge 312 nm wurden die DNA-
Fragmente mittels der interkalierten Ethidiumbromidmolekiile sichtbar gemacht und konnten
unter Verwendung eines Rotfilters photographisch dokumentiert werden. Die DNA-Kon-
zentration wurde unter Verwendung eines DNA-Grofenstandards bekannter Konzentration

abgeschitzt.

Die Herstellung von Agarosegelen zur priparativen Auftrennung und anschlieBenden Iso-
lierung von DNA-Fragmenten erfolgte unter Verwendung von Low Melting Point (LMP)-
Agarose und TAE-Puffer. Hierbei wurden entsprechende Probentaschen mit einer Kapazitit
von maximal 50 pg DNA verwendet und die Elektrophorese fiir 90 min bei 70 V betrieben.
Die DNA-Banden wurden unter UV-Licht reduzierter Intensitit bei 365 nm sichtbar gemacht
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und aus dem Gel ausgeschnitten sowie anschlieBend die DNA gereinigt (siche Abschnitt
2.2.6.5). Die DNA-Konzentration wurde anschlieBend durch eine analytische Agarose-Gel-
elektrophorese unter Verwendung eines DNA-Grofenstandards bekannter Konzentration
abgeschitzt.

2.2.5.2 Polyacrylamid/Harnstoff-Gelelektrophorese
(nach Skerra, 1989 und Schlapschy, 2004)

Die Reinigung der fiir die Herstellung der Phagemidbibliothek notwendigen Oligodesoxy-
nukleotide (siche Abschnitt 2.1.2 und 3.3.2) wurde mittels vertikaler, denaturierender Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese in 1,5 mm starken Gelen durchgefiihrt. Dazu wurde zunéchst
aus zwei Glasplatten (20 x 40 cm) mit Abstandhaltern eine mittels Klammern fixierte Kam-
mer zusammengesetzt. Ausgehend von einer Fertiglosung mit 8,3 M Harnstoff, 25% (w/v)
Acrylamid-Bisacrylamid im Mischungsverhiltnis 19/1 (Sequagel Concentrate), einer 8,3 M
Harnstoff-Fertiglosung (Sequagel Diluent) sowie 10-fach TBE-Puffer wurden 12% (w/v)
Acrylamid, 7,5 M Harnstoff und 40 pl TEMED pro 100 ml der vorher genannten Reagenzien
in TBE-Puffer gemischt. Durch Zugabe von 1,0 ml 10% (w/v) APS pro 100 ml dieser Losung
wurde die Polymerisation gestartet. AnschlieBend wurde die oben genannte Gelkammer mit

der polymerisierenden Gelldsung ziigig befiillt und ein Geltaschenformer eingebracht.

Die Reinigung erfolgte ausgehend von dem lyophilisierten Endprodukt eines 40 nmol-Synthe-
seansatzes gemall dem von Skerra (1989) ausgearbeiteten Protokoll. Die Hélfte des lyophili-
sierten Rohproduktes wurde in 20 ul H,O geldst, mit 20 ul Formamid-Auftragungspuffer
(98% (v/v) Formamid (entionisiert), 10 mM EDTA pH 8,0, 0,2% (w/v) Bromphenolblau)
versetzt, fiir 5 min auf 80°C erhitzt und auf Eis gestellt. Zwei Taschen des fertig poly-
merisierten Polyacrylamid-Harnstoffgels wurden dann mit jeweils 20 pl der Probe in Form
einer moglichst dichten Zone beladen und die Elektrophorese gestartet. Diese wurde bei kon-
stanter Leistung von 40 W fiir etwa 4 h mit TBE als Laufpuffer durchgefiihrt, bis der

Bromphenolblau-Marker das Gelende erreicht hatte.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel auf eine UV-durchlissige Klarsichtfolie
iiberfiihrt und diese auf eine DC-Kieselgelplatte mit Fluoreszenzindikator (Kieselgel 60 Fs4)
gelegt. Durch Bestrahlung mit einer UV-Handlampe bei einer Wellenlédnge von 254 nm wur-
den die Oligodesoxynukleotide als dunkle Banden vor fluoreszierendem Hintergrund sichtbar
gemacht (UV-Shadowing). Die Hauptproduktbande wurde mdglichst exakt mit einem Skal-
pell ausgeschnitten. Zur Zerkleinerung des Gelstiicks wurde es in eine 1 ml-Einwegspritze
iiberfiihrt, deren Spitze vorher {iber einer Flamme zugeschmolzen und nach Erkalten mit einer
diinnen Kaniile durchbohrt worden war (Atrazhev & Elliott, 1996). Unter Zugabe von
insgesamt 1,0 ml TE-Puffer wurde das Gelstiick durch die Bohrung gepresst und die erhaltene
Suspension iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt.
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Die Gelmasse wurde mit Hilfe einer Spin-X Filtrationseinheit (Porendurchmesser 0,45 uM)
abgetrennt (Sorvall RMC 14, 18500 x g, RT, 5 min) und das Filtrat (circa 0,9 ml) dreimal mit
je 1,0 ml 1-Butanol extrahiert, wobei die wéassrige Phase auf etwa 400 ul eingeengt wurde.
Nach Zugabe von 40 pul 3 M NaOAc pH 4,8, 4,0 ul 1 M MgCl, und 1,0 ml Ethanol wurde die
DNA fiir mindestens 1 h bei —20 °C gefallt. Der Ansatz wurde zentrifugiert (Sorvall RMC 14,
18500 x g, 4°C, 30min), das Prézipitat mit 500ul 70% (v/v) Ethanol gewaschen und
anschliefend im Vakuum fiir 2 min getrocknet bevor es in 50 ul sterilem H,O bidest. gelost

wurde. Die Lagerung erfolgte bei —20 °C.

Zur Bestimmung der molaren Konzentration wurden 2,0 pl der Losung mit 398 ul TE-Puffer
verdiinnt (1/200) und die Absorption bei 260 nm gegen TE-Puffer gemessen. Der Extink-
tionskoeffizient ergab sich ndherungsweise aus der Summe der Absorptionsbeitrige der Basen
wie vom Hersteller der Oligodesoxynukleotide angegeben (A = 15,0 mM'em™; C = 7,4 mM™
cm'l; G=11,8 mM'lcm'l; T=28,8 mM'lcm'l).

2.2.6 Reinigung in vitro modifizierter und/oder gelektrophoretisch getrennter DNA

2.2.6.1 Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanol-Fillung
(nach Schlehuber, 2001)

Um die nach einer Plasmid-Praparation noch verbliebenen Exonukleasen wirksam zu entfer-
nen oder DNA, die nachfolgend enzymatisch verdndert werden sollte (sieche Abschnitt 2.2.4),
von inhibitorischen Biomakromolekiilen zu befreien, wurde eine Phenol/Chloroform-Extrak-
tion mit abschlieBender Ethanol-Féllung durchgefiihrt. Dazu wurde die DNA-L&sung mit
40 ul 3 M NaOAc pH 4,8 versetzt und das Volumen mit sterilem H,O bidest. auf 400 pl
eingestellt. Nach Zugabe von 400 pl Phenol/Chloroform wurde das Gemisch ausgeschiittelt
und bis zur Phasentrennung zentrifugiert (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, RT, 4 min). Die
obere wissrige Phase wurde vorsichtig in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefdll {iberfiihrt, mit
400 pl  Chloroform/Isoamylalkohol ausgeschiittelt und durch erneutes Zentrifugieren
abgetrennt. Die wéssrige Phase wurde mit 1,0 ml eiskaltem Ethanol p.a. gemischt und fiir
mindestens 1 h bei —20°C inkubiert. Das nach Zentrifugieren (18500 x g, 4°C, 30 min)
erhaltene Prézipitat wurde mit 500 pl 70 % (v/v) Ethanol p.a. gewaschen und erneut fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstéindig abgezogen und verworfen. Das Prizipitat
wurde fiir ~10 min bei 50°C im Thermoblock bei offenem Deckel des Reaktionsgefd3es
inkubiert. Das auf diese Weise schonend getrocknete Prézipitat wurde im Anschluss in 10—
500 ul TE/10 resuspendiert und die DNA entweder langfristig bei —20°C oder wie im Falle
der fiir die Herstellung der Phagemidbibliothek bestimmten DNA (siehe Abschnitt 2.3.2)
kurzzeitig bei 4 °C gelagert.
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2.2.6.2 Fillung des Ligierungsansatzes der BBP-Zufallsbibliothek
(nach Beste, 1998)

Zur Herstellung der BBP-Zufallsbibliothek (sieche Abschnitt 2.3.2) wurde der Ligierungsan-
satz von Vektorriickgrat und PCR-Insert vor der Elektroporation entsalzt. Dazu wurden
jeweils 14,25 ng DNA entsprechend 1425 ul des Ligierungsansatzes auf 15 ml-Polycarbonat-
Roéhrchen verteilt und mit 1 Vol 5M NH4OAc, 1/40 Volumen tRNA aus S. cerevisiae
(Stammlosung 10 mg/ml in TE-Puffer) sowie 4 Volumen Ethanol p.a. versetzt. Die Féllung
erfolgte bei RT fiir 1 h. Die Ansdtze wurden zentrifugiert (Sorvall SS-34 mit Hartgummi-
adaptern fiir die Polycarbonat-Réhrchen, 23400 x g, 4°C, 30 min) und das Prazipitat mit
jeweils 2,0 ml 70% (v/v) Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vollstindig abgezogen und verworfen. Das Prézipitat wurde bei 50°C im Wasserbad bei
geoffnetem Deckel getrocknet. Das auf diese Weise schonend getrocknete Prézipitat wurde
im Anschluss auf eine Endkonzentration von 0,2 pg/ul in sterilem H,0 bidest. resuspendiert

und kurzzeitig bei 4 °C gelagert.

2.2.6.3 Reinigung von DNA mittels des JETSORB Gel Extraction Kit

Die bei Standardklonierungen enzymatisch verdauten und elektrophoretisch getrennten DNA-
Fragmente, die Syntheseprodukte des ersten PCR-Schrittes der Herstellung nativer BBP-
Zufallsbibliotheken und die im Zusammenhang mit der Affinitditsmaturierung durch den
Einsatz der Nukleotidanaloga zufillig mutierten BBP-DNA-Sequenzen (siche Abschnitt
2.2.4.1 und 2.2.4.2), wurden mittels des JETSORB Gel Extraction Kit gereinigt. Nach der
Auftrennung wurden die DNA-Fragmente zur Vermeidung von Strahlenschdden mit UV-
Licht geringer Intensitdt bei 365 nm sichtbar gemacht, und die gewlinschten Fragmente mit
einem Skalpell ausgeschnitten. Die Riickgewinnung aus dem Gelstiick erfolgte mit dem JET-
SORB Gel Extraction Kit nach Vorschrift des Herstellers. Die DNA wurde letztlich in 10—
20 pl TE/10-Puffer aufgenommen.

2.2.6.4 Reinigung von PCR-Produkten mittels des E.Z.N.A.®Cycle-Pure Kit
Um die Syntheseprodukte von PCR-Reaktionen (sieche Abschnitt 2.2.4.1) nachfolgenden en-

zymkatalysierten Prozessen, wie Sequenzierungen und der Restriktion durch Endonukleasen,
direkt zufithren zu konnen, mussten inhibitorisch wirkende Biomakromolekiile wirksam ent-
fernt werden. Dies geschah auch im Falle des fiir die Herstellung der BBP-Zufallsbibliothek
bestimmten, PCR-assemblierten BBP-Strukturgens mittels des E.Z.N.A.®Cycle-Pure Kits
nach den Angaben des Herstellers. Die Elution der reinen DNA erfolgte mit 30—50 pl TE/10-
Puffer.

2.2.6.5 Priparative DNA-Reinigung aus der LMP-Agarose
(nach Skerra, 1998 und Mayer, 2013)

Die nach der Elektrophorese (siche Abschnitt 2.2.5.1) ausgeschnittene DNA wurde zunéchst
in Portionen von je 200 mg pro Gelstiick auf 1,5 ml Reaktionsgefdfle aufgeteilt und mit 200 pl
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LMP-Puffer (0,1 M Tris-Acetat pH 7,5, 0,5M NaCl, 5mM EDTA pH 8,0) versetzt. Das
Gemisch wurde unter gelegentlichem Schiitteln fiir 10 min bei 65°C bis zum Zustand der
Schmelze inkubiert. Auf RT abgekiihlt, wurde 400 pl Phenol zugegeben und griindlich ge-
schiittelt. Nach Zentrifugieren (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, 4°C, 5 min) wurde die klare
obere Phase in ein frisches Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. Diese Extraktionsprozedur wurde mit
400 pl Phenol/Chloroform und anschlieend 400 pl Chloroform/Isoamylalkohol wiederholt.
Dann wurde die abgenommene wéssrige Phase mit 1,0 ml Ethanol p.a. versetzt und minde-
stens 30 min auf —80°C abgekiihlt. Das nach Zentrifugieren (16000 x g, 4°C, 30 min)
erhaltene Prézipitat wurde mit 500 pul 70% (v/v) Ethanol gewaschen und getrocknet. Das
DNA-Fragment wurde in 20 pul TE/10 gelost.

Die Konzentration der DNA wurde in einer analytischen Gelelektrophorese (sieche Abschnitt
2.2.5.1) durch Abgleich mit einem internen GroBenstandard bekannter Konzentration er-
mittelt.

2.2.7 Sequenzierung doppelstringiger DNA
(nach Schlehuber, 2001 und Schlapschy, 2004)

Die Analyse der Sequenzintegritit PCR-amplifizierter oder mutagenisierter DNA erfolgte mit
dem Didesoxy-Kettenabbruchverfahren nach Sanger et al. (1977). Ausgehend von doppel-
strangiger zirkuldrer Plasmid-DNA wurde bei diesem Verfahren mittels des ABI PRISM®
BigDye" Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit und eines fiir die Sequenzierungs-
PCR geeigneten Oligodesoxynukleotides (siche Abschnitt 2.1.2) die DNA-Matrize einzel-
strangig neu synthetisiert. Das Substrat der im Kit enthaltenen, modifizierten 7ag-DNA-
Polymerase (AmpliZTag®) (Tabor & Richardson, 1995) bestand neben den natiirlichen dNTPs
aus, mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markierten, Didesoxynukleosidtriphos-
phaten, den sogenannten Terminatornukleotiden (BigDye Terminators), die statistisch zu
einem Abbruch der Polymerisation bei gleichzeitiger 3'-terminaler Fluoreszenzmarkierung
des Syntheseprodukts fiihrten (Rosenblum et al., 1997). Die so entstandenen DNA-Fragmente
unterschiedlicher Linge wurden anschliefend mit dem ABIPRISM® 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City; CA, USA) untersucht. Dazu wurden die Syntheseprodukte
im Sequenzierautomaten durch Kapillar-Elektrophorese in einem geeigneten Polymer
(Performance Optimizied Polymer 6, POP-6", Applied Biosystems) aufgetrennt, und die
fluoreszenten Gruppen am Ende der Laufstrecke durch einen Argonionen-Laser angeregt. Die
emittierte Fluoreszenz wurde von einer CCD (Charge-Coupled Device)-Kamera bei vier
verschiedenen Wellenldngen detektiert und als digitales Signal an einen Rechner weiter-
geleitet. Die erhaltenen Rohdaten wurden mittels einer geeigneten Software (DNA-Se-
quencing Analysis 3.3, Applied Biosystems) interpretiert und als Elektropherogramm bzw. in

Form einer Textdatei ausgegeben.

Die PCR-Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 10,0 pl durchgefiihrt, wobei 4,0 ul
des BigDye" Ready Reaction Mix mit je 1,0-2,0 ul Plasmid-DNA (~200 ng), 2,0 ul
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Sequenzier-Primer (1,6 uM) und 2,0—-3,0 pl H,O gemischt wurden. Der BigDye Ready
Reaction Mix enthielt den Puffer, die DNA-Polymerase, die Desoxynukleotide sowie die
fluoreszenzmarkierten mit jeweils unterschiedlichen Dichlorrhodamin-Molekiilen gekoppel-
ten Didesoxynukleotide (Rosenblum et al., 1997) geeigneter Konzentration. Nach Uber-
schichtung mit Mineral6l und erfolgter initialer Denaturierung bei 95°C fiir 5 min wurde
folgender PCR-Zyklus 25-mal durchlaufen: 95°C, 30s; 50°C, 30s; 60°C, 4 min. Nicht
umgesetzte Komponenten wurden danach entfernt. Dazu wurden die Syntheseprodukte durch
Zugabe von 2,5 ul 125 mM EDTA und 30 pl Ethanol p.a. fiir 15 min bei Raumtemperatur
gefillt. Nach Zentrifugieren (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, RT, 30 min) wurde das Prizipitat
mit 125 pl 70% (v/v) Ethanol p.a. vorsichtig gewaschen und bei RT getrocknet. Das Préizipi-
tat wurde in 14 ul Template Suppressor Reagent (TSR)-Puffer resuspendiert. Die Sequenz-
analyse wurde dann mittels des Programms (ABI PRISM®310 Data Collection) gestartet.

2.3 Herstellung von Phagemid-Bibliotheken und Phage Display-Anreicherung
Zellen des E. coli-Stamms XL1-Blue wurden durch Elektroporation mit der Bibliothek der

Phasmidvektoren, die fiir die Varianten des BBP-Fusionsproteins kodierten, transformiert
(sieche Abschnitt 2.2.2.4). Durch anschlieBende Infektion der transformierten Zellen mit
Helferphagen wurden Phagemide erzeugt, die die Varianten des BBP-Fusionsproteins auf

ihrer Oberflache prasentierten.

2.3.1 Propagation von Helferphagen
(nach Schlehuber, 2001)

50 ml 2YT/Tet-Medium wurden im Verhiltnis 1/100 mit einer stationéiren Ubernachtkultur
von E. coli XL1-Blue in 2YT/Tet angeimpft und bei 37°C und 200 rpm bis zu einer Zell-
dichte von ODssp = 0,3 inkubiert. 10 ml dieser Kultur wurden in einen auf 37 °C temperierten,
sterilen 50 ml-Erlenmeyer-Kolben iiberfiihrt und die Zellen mit 2 x 10" pfu VCS-M13
Helferphagen (Stratagene, 10" pfis/ml), entsprechend einer moi (Multiplicity of Infection) von
10, infiziert. Nach 30 min bei 37°C und 200 rpm wurde die Kultur auf eine Kanamycinend-
konzentration von 25 pg/ml eingestellt und fiir weitere 8 h bei 37°C und 200 rpm inkubiert.
Um die Bakterienzellen abzutdten, wurde die Kultur anschlieBend im Wasserbad fiir 10 min
auf 65°C erhitzt, auf Eis abgekiihlt und in einen hitzesterilisierten Zentrifugenbecher tiber-
fiihrt und zentrifugiert (SS-34, 12000 x g, 4°C, 15 min). Der Uberstand mit den Phagen
wurde nach der Filtration (Porendurchmesser 45 pm) bei 4 °C lichtgeschiitzt gelagert.

Fiir die Titerbestimmung der hergestellten Helferphagen wurden 50 ml 2YT/Tet-Medium im
Verhiltnis 1/100 mit einer stationdren XL1-Blue E. coli-Kultur in 2YT/Tet angeimpft und bei
37°C und 200 rpm bis zu einer ODsso = 0,5 inkubiert. Dann wurde 2YT-Weichagar durch
Erhitzen verfliissigt und zu je 3 ml in 13 ml-Kunststoff-Kulturréhrchen abgefiillt und im
Wasserbad auf 48°C temperiert. Jeweils 100 pul der exponentiell wachsenden XL1-Blue-

Kultur sowie 100 ul der Helferphagenlosung zweier unabhéngiger Verdiinnungsreihen in
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2YT-Medium in den Verdiinnungsstufen 107, 10™, 10 und 10"° wurden zu dem Weichagar
gegeben, vorsichtig gemischt und ziigig auf 37 °C temperierte 2 YT/ Tet-Agarplatten gegossen.
Durch Schwenken der Platte in Form einer 8 wurde die Zellsuspension gleichmifig verteilt,
um einen einheitlichen Zellrasen zu erhalten. Nach Erstarren des Weichagars bei RT, wurden
die Platten fiir 8 h bei 37°C und vor dem Auszdhlen noch bis zu weiteren 12 h bei RT
inkubiert. Der Titer der erhaltenen Helferphagenldsung lag zwischen 10" und 10" pfis/ml.

2.3.2 Herstellung von Phagemid-Bibliotheken
(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Rekombinante Phagemide wurden ausgehend von dem Phasmidvektor pBBP38 (siche Ab-
schnitt 1.5.1) hergestellt. Der Vektor besitzt die fiir die Replikation und Verpackung einzel-
strangiger Phasmid-DNA erforderliche intergenische Region des filamentdsen Phagen f1 und
kodiert unter Kontrolle des Tetrazyklin-Promotor/Operators fiir ein Fusionsprotein der je-
weiligen BBP-Variante und einer verkiirzten Form des Phagenhiillproteins pIII (AS 217-406;
AApIID).

Phagemid-Bibliotheken auf Grundlage des Phasmidvektors pBBP38:

Der XL1-Blue-Elektroporationsansatz (siche Abschnitt 2.2.2.4) — transformiert mit dem das
mutierte BBP-Strukturgen tragenden Plasmid pBBP38 — mit einem Gesamtvolumen von etwa
50 ml (bei 23 Transformationsansétzen) wurde zunéchst fiir 45 min bei 37 °C inkubiert. Dann
wurde diese Zellsuspension in 4 L 2YT/Amp-Medium bis zu einer ODsso = 0,1-0,2 ver-
diinnt.

Zur Ermittlung der Diversitidt der Zufallsbibliothek wurde ein Aliquot (100 pl) der Zell-
suspension vor Verdiinnung und nach Verdiinnung (siche oben) abgenommen und jeweils
100 pl der Verdiinnungsstufen 10*—10° zweier unabhingiger Verdiinnungsreihen in LB-
Medium auf LB/Amp-Agarplatten, die auf 37°C temperiert waren, ausplattiert. Die Platten
wurden fiir etwa 12 h bei 37°C inkubiert und anschlieend die erhaltenen Bakterienkolonien

ausgezihlt.

Wihrendessen wurde die verdiinnte Bibliothek von 2x 2 L in 5 L Erlenmeyer-Kolben bei
37°C bis zu einer ODssp = 0,5 (Dauer etwa 6—8 h) weiter inkubiert. Anschliefend wurden die
4 L vereinigt und auf 2 x 1 L in zwei 5 L Erlenmeyer-Kolben aufgeteilt (die restliche Kultur
wurde verworfen). Jeweils 1 L der Kultur wurde entweder zur Herstellung einer Glycerin-
Stammlosung einschlieBlich einer Plasmid-Midipréparation der Bibliothek oder zur Her-

stellung von Phagemiden der Bibliothek verwendet (siehe unten).

Herstellung einer Glycerin-Stammlosung der Bibliothek und Herstellung einer Plasmid-

Midipriparation:

1 L der Kultur (siche oben) wurde bei 37°C und 180 rpm bis zu einer ODsso = 2,0 weiter

geschiittelt. Dann wurden 20 ml entnommen und in einem 500 ml Schiittelkolben mit 180 ml
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LB/Amp-Medium fiir 12 h bei 37°C bei 180 rpm inkubiert. Nach Abzentrifugieren (SLA-
3000, 5000 x g, 4°C, 15 min) wurde der Uberstand verworfen und die Zellen bei —20°C
gelagert oder die Plasmid-DNA isoliert (siche Abschnitt 2.2.3.2).

Die restliche Kultur von 980 ml (siehe oben) wurde zentrifugiert (SLA-3000, 5000 x g, 4°C,
15 min) und das Zellsediment in 12 ml 2YT inklusive 20% (v/v) Glycerin resuspendiert. Die
im Anschluf} auf 12 sterile Kryo-Réhrchen aliquotierte Bibliothek wurde in Fliissigstickstoff
schockgefroren und bei —80°C gelagert.

Aufarbeiten der Phagemide:

1 L der Kultur (siche oben) wurde mit insgesamt 3,0 x 10'? VCS-M13-Helferphagen (siche
Abschnitt 2.3.1) infiziert (moi = 10) und bei 37 °C fiir 45 min und 180 »pm inkubiert. Danach
wurden 2,0 ml Kanamycin (Stammldsung 35 mg/ml) zugegeben und fiir weitere 10 min bei
26 °C und 160 rpm inkubiert. Die Proteinbiosynthese der Fusionsproteine wurde durch Zuga-
be von 12,5 ul aTc¢ (Stammlosung 2 mg/ml in DMF) pro 1 L-Kultur induziert und fiir 7—14 h
bei 26°C und 160 rpm durchgefiihrt. Dann wurde die Kultur in drei sterile 500 ml-
Zentrifugenbecher tiiberfithrt und zentrifugiert (SLA-3000, 18000 x g, 4°C, 30 min). Der
Uberstand wurde filtriert und auf drei 500 ml-Zentrifugenbecher verteilt. Es wurde 1/4 Volu-
men 20% (w/v) PEG 8000 mit 15% (w/v) NaCl (sterile, eisgekiihlte Losung) zugegeben und
vorsichtig gemischt. Die Féllung der Phagemide erfolgte auf Eiswasser liber Nacht min-
destens jedoch fiir 2 h. Nach neuerlichem Zentrifugieren (SLA-3000, 18000 x g, 4°C,
30 min) wurde das Prézipitat in insgesamt 30 ml BBS/E-Puffer mit Benzamidin (Endkon-
zentration 50 mM = 7,83 mg/ml) gelost und in sterile SS-34 Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt.
Die resuspendierten Phagemide wurden 1 h auf Eiswasser inkubiert und kurz durchmischt,
bevor dann zentrifugiert wurde (SS-34-Rotor, 40000 x g, 4°C, 10 min). Vom Uberstand
wurden 100 pl fiir die Titerbestimmung der Phagemide (sieche Abschnitt 2.3.5) enthnommen
und der Rest in ein steriles 50 ml Falcon-Réhrchen iiberfiihrt. Der Uberstand mit den Phagen
wurde nach der Keimarmfiltration (Porendurchmesser 45 pum) erneut mit 1/4 Volumen 20%
(w/v) PEG 8000 mit 15% (w/v) NaCl (sterile, eisgekiihlte Losung) versetzt und 1 h auf
Eiswasser gefdllt. 1,8 ml wurden auf FEis belassen und fiir die anschlieBende
Affinititsanreicherung (siehe Abschnitt 2.3.3) aufbereitet. Das restliche Volumen wurde als

2,0 ml Aliquots in Kryo-Ro6hrchen schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

Die 1,8 ml-Losung der geféllten Phagemide wurde zentrifugiert (18000 x g, 4°C, 30 min).
Das Prézipitat in 300—600 ul PBS resuspendiert und bei 4°C fiir 30 min inkubiert. Nach
erneutem Zentrifugieren (18000 x g, 4°C, 5 min) wurde der, die Phagemide enthaltende
Uberstand abgenommen und bis zur Verwendung im Phage Display lichtgeschiitzt auf Eis-

wasser gelagert.
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Reamplifizierung der BBP-Bibliothek auf Grundlage des Phasmidvektors pBBP38:

Die aufgearbeiteten und bei —80°C aufbewahrten Phagemide wurden nach mehrmonatiger
Lagerung nicht mehr unmittelbar fiir die Affinititsanreicherung eingesetzt, da die Funktion-
alitdt der BBP-Fusionsproteine durch die enzymatische Aktivitét eventuell vorhandener bakte-
rieller Proteasen beeintrachtigt sein konnte. Deshalb wurde zundchst ein Aliquot der einge-
frorenen Phagemide gefillt, nach Zentrifugieren in PBS geldst (siehe vorheriger Absatz) und

schlieBlich zur Reinfektion von E. coli XL1-Blue verwendet.

Um dabei die urspriingliche Komplexitidt der Zufallsbibliothek zu erhalten, wurde fiir die
Reinfektion ein 20-facher Uberschuss an Phagemiden verglichen mit der Diversitit der
Bibliothek eingesetzt. Gleichzeitig war ein 10-facher Uberschuss an XL1-Blue-Zellen ver-
glichen mit der Phagemidanzahl notwendig, um eine nahezu hundertprozentige Infektions-
effizienz zu gewéhrleisten Das Kulturvolumen in 2YT-Medium wurde so gewéhlt, dass die
bendtigte Zellzahl bei einer ODssy = 0,5 — entsprechend einer exponentiell wachsenden Kultur

— erreicht wurde.

Die XL1-Blue-Zellen wurden in 2YT-Medium bei einer ODssp = 0,5 mit den Phagemiden
reinfiziert und bei 37°C und 180 rpm fiir weitere 30 min inkubiert. Dann wurde Ampicillin
(Stammlésung 100 mg/ml) zu einer Endkonzentration von 100 mg/L zugegeben und erneut
bei 37°C und 180 rpm fiir 30 min inkubiert. Die Zellen wurden anschlieend mit 10-fachem
Uberschuss des Helferphagen VCS-M13 infiziert und fiir 30 min bei 37°C und 180 rpm
geschiittelt. Darauthin wurde die Kultur auf eine Kanamycinendkonzentration (Stammldsung
35 mg/ml) von 70 mg/L eingestellt, fiir 10 min bei 26 °C und 160 rpm inkubiert und schlieB3-
lich die Biosynthese der BBP-Fusionsproteine durch Zugabe von Anhydrotetrazyklin
(Stammlésung 2 mg/ml in DMF) mit einer Endkonzentration von 25 pg/L induziert und fiir
7—14h bei 26 °C und 160 rpm weiter inkubiert. Die restlichen Schritte der Aufarbeitung der

Phagemide entsprachen denjenigen in diesem Kapitel bereits beschriebenen.

Grundsétzlich war die Reamplifizierung der BBP-Bibliothek auf Grundlage des Phasmid-
vektors pBBP38 auch mittels der konservierten Glycerin-Stammlosung (sieche oben) des

transformierten XL1-Bl/ue-Stamms moglich.
2.3.3 Affinititsanreicherung rekombinanter Phagemide

2.3.3.1 Festphasen-Anreicherung
(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Adsorption von Doxorubicin an funktionalisierte Polystyrolfligelstifte fiir die initialen
Panning-Runden mit der nativen Zufallsbibliothek des BBP:

Die Adsorption des Zielmolekiils Doxorubicin erfolgte dabei in Form eines Biotin-Konjugats
(siche Abschnitt 2.8.1) durch Ausbildung eines Streptavidin/Biotin-Komplexes. Der Strepta-
vidin/Biotin-Doxorubicin-Komplex wurde zundchst durch lichtgeschiitzte Inkubation von
800 ul Streptavidin (100 pg/ml) mit 6,0 pl Doxo-Biotin (1,5 mM Stammlésung in DMF,
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bezogen auf die Biotingruppe; siche Abschnitt 2.8.1) unter Riihren fiir 1 h bei RT ausgebildet.
AnschlieBend wurden die Nunc-Immuno " -Fliigelstifte fiir 2 h lichtgeschiitzt und unter Riihren
bei RT mit dem Streptavidin/Biotin-Doxorubicin-Komplex beschichtet. Unbelegte
Bindungsstellen wurden mit 1,2 ml Blockierungspuffer entsprechend 2% (w/v) RNase A
(Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz; ~70 U/mg nach Kunitz; Proteasen nicht nachweisbar) in
PBS/T fiir 1 h bei RT abgesittigt und dreimal fiir 2 min mit jeweils 1,2 ml PBS/T gewaschen.
Die beschichteten Polystyrolstifte wurden anschlieBend mit einer Mischung aus 250 pl
Phagemidlésung (zwischen 5,0 x 10" und 5,0 x 10'? ¢fi/ml) und 500 ul Blockierungspuffer
fiir 1 h lichtgeschiitzt und unter Riithren bei RT inkubiert. Dabei bildete sich der Komplex
bindungsaktiver Phagemide mit dem prisentierten Liganden Doxorubicin aus. Dann wurde
achtmal mit jeweils 950 ul PBS/T fiir 2 min lichtgeschiitzt und unter Riihren bei RT
gewaschen. Die Elution der mit dem Zielmolekiil Doxorubicin komplexierten Phagemide
erfolgte in diesem Fall durch Kompetition mit dem ldslichen Streptavidin/ Biotin-Doxo-
rubicin-Komplex (sieche Abschnitte 2.3.3.3 und 2.8.4).

Adsorption von Doxorubicin an gegen Digoxigenin gerichtete paramagnetische Partikel —

Anreicherungszyklen 1 und 2 der Affinitdtsmaturierung bzw. bei der Affinititsmaturierung

mit basischer und denaturierender Elution

Die Adsorption des Zielmolekiils Doxorubicin erfolgte dabei in Form eines Digoxigenin-
Konjugats (siche Abschnitt 2.8.1). Zundchst wurden 50 ul der MagaCell -Anti-Dig-
Partikelsuspension (Europa Bioproducts Ltd., Cambridge, England) entsprechend 100 pmol
zuginglicher Digoxigenin-Bindungsstellen dreimal flir 2 min unter Rotation bei RT mit je
400 pl PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die unspezifischen Bindungsstellen der Partikel
mit 400 ul PBS/T inklusive 2% (w/v) RNase A (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz;
~70 U/mg nach Kunitz; Proteasen nicht nachweisbar) fiir 1 h unter Rotation bei RT blockiert.
Nach erneutem dreimaligen Waschen mit jeweils 400 ul PBS/T wurden die Partikel in den
ersten beiden Zyklen der Affinititsmaturierung (siehe Abschnitt 3.7.2) mit einer Endkonzen-
tration von 600 nM Doxorubicin in Form der Doxo-Dig-Konjugate (siche Abschnitt 2.8.1) in
400 pl PBS inkubiert. Im Falle der Affinitdtsmaturierung mit basischer respektive denaturie-
render Elution (sieche Abschnitt 3.7.2) wurde die Doxorubicinendkonzentration derselben
Konjugate von Zyklus 1 mit 150 nM bis Zyklus 4 mit 1,2 nM um jeweils den Faktor 5
gesenkt. Die Immobilisierung des Zielmolekiils erfolgte jeweils fiir 30 min lichtgeschiitzt und
unter Rithren bei RT. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit jeweils 400 ul PBS/T wurden
die Partikel in Gegenwart von 300pl der Phagemidlésung (zwischen 5,0 x 10" und
5,0 x 10" ¢fi/ml) mit 100 ul PBS/T0.4 inklusive 8% (w/v) RNase A (Fluka Chemie AG,
Buchs, Schweiz; ~70 U/mg nach Kunitz; Proteasen nicht nachweisbar) fiir 30 min lichtge-
schiitzt bei RT rotiert. Dabei wurde der Komplex zwischen bindungsaktiven Phagemiden und
dem Zielmolekiil Doxorubicin ausgebildet. Nicht-gebundene respektive niedrigaffine oder

unspezifisch gebundene Phagemide wurden in acht Waschschritten zu je 2 min mit jeweils
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I ml PBS/T abgetrennt. Bevor die Elution der mit dem Doxorubicin komplexierten
Phagemide mittels saurer, basischer oder denaturierender Elution erfolgte (siche Abschnitt
2.3.3.3), wurden die paramagnetischen Partikel im Zuge des achten Waschschrittes in ein
frisches 1,5 ml Reaktionsgefal liberfiihrt, um etwaige unspezifische, gegentiber der Plastik-

oberfliche des Reaktionsgefalles bindungsaktive Phagemide abzutrennen.

2.3.3.2 Anreicherung in Losung
(nach Schlehuber, 2001)

Adsorption von Doxorubicin an gegen Digoxigenin gerichtete paramagnetische Partikel —

Anreicherungszyklen 3 und 4 der Affinitdtsmaturierung (vegl. Abschnitt 2.3.3.1):

Die Adsorption des Zielmolekiils Doxorubicin erfolgte dabei in Form eines Digoxigenin-
Konjugats (siche Abschnitt 2.8.1). 50 pl der MagaCell -Anti-Dig-Partikelsuspension (Europa
Bioproducts Ltd., Cambridge, England) wurden zunédchst — wie in Abschnitt 2.3.3.1
beschrieben — &dquilibriert, gewaschen, blockiert und nochmals gewaschen. Wéhrenddessen
wurden 260 pul der Phagemidsuspension in PBS (zwischen 5,0 x 10" und 5,0 x 10" ¢fi/ml)
mit 40 pl entsprechender Verdiinnungen der 1,5-2,5 mM Stammlésung der Dig-Doxo-
Konjugate (Doxorubicinkonzentration in Anreicherungszyklus 3 = 120 nM und in 4 = 12 nM)
in PBS fiir 1 h bei RT (lichtgeschiitzt unter Rotation) inkubiert. Diese Mischung wurde im
Anschluss mit 100 pl PBS/T0,4 inklusive 8% (w/v) RNase A (Fluka Chemie AG, Buchs,
Schweiz; ~70 U/mg nach Kunitz; Proteasen nicht nachweisbar) versetzt und zur Resuspen-
sion der gewaschenen, gesammelten Partikel verwendet. Dann wurden die Phagemid/Doxo-
Komplexe iiber den Digoxigeninrest durch 15 min lichtgeschiitzte Inkubation unter Rotation
bei RT an den Partikeln immobilisiert. Nicht-gebundene respektive niedrigaffine oder
unspezifisch gebundene Phagemide wurden in acht Waschschritten zu je 2 min mit jeweils
1 ml PBS/T abgetrennt, bevor dann die Elution an den Liganden Doxorubicin komplexierter
Phagemide mittels saurer Elution erfolgte (siche Abschnitt 2.3.3.3), wurden die
paramagnetischen Partikel im Zuge des achten Waschschritts in ein frisches 1,5 ml
Reaktionsgefa3 iiberfiihrt, um etwaige unspezifische, gegeniiber der Plastikoberfliche des

ReaktionsgefiaBes bindungsaktive Phagemide abzutrennen.

2.3.3.3 Ubersicht verwendeter Elutionsmethoden
(nach Kay et al., 1996 und Schlehuber, 2001)

Saure Elution:
Inkubation fiir 15 min mit 900 pl 0,1 M Glycin/HCI pH 2,2 unter Rotation bei RT; anschlies-
send wurde das Eluat umgehend mit 210 ul 0,5 M Tris neutralisiert, wobei sich ein pH-Wert

von 7,4 einstellte. Die Reinfektion des E. coli-Stamms XL1-Blue erfolgte wie in Abschnitt
2.3.4 beschrieben.
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Basische Elution:

Inkubation fiir 30 min mit 900 ul 0,1 M Triethylamin pH 12,0 unter Rotation bei RT;

anschlieBend wurde das Eluat umgehend mit 250 pul 1 M Tris neutralisiert, wobei sich ein pH-

Wert von 8,0 einstellte. Bei Verwendung paramagnetischer Partikel wéhrend der Affinitéts-
maturierung wurden diese nach der basischen Elution mit 1,0 ml der Reinfektionskultur von
XL1-Blue in 2YT-Medium bei einer Zelldichte von ODssy = 0,5 resuspendiert und fiir 30 min
bei 37°C und 200 rpm geschiittelt. Die erhaltene Zellsuspension wurde mit den 3,0 ml XL1-
Blue-Zellen, die mit der korrespondierenden Elutionsfraktion reinfiziert worden war, vor
Ausplattierung auf den groflen LB-Amp-Platten (siche Abschnitt 2.3.4) vereinigt, so dass eine

quantitative Riickgewinnung der Phagemide gewéhrleistet war.

Denaturierende Elution:

Inkubation fiir 30 min mit 1,0 ml 4 M Harnstoff in PBS unter Rotation bei RT; die Reinfekti-
on von 3,0 ml XL1-Blue-Zellen mit der Elutionsfraktion erfolgte in 2YT-Medium bei einer
Zelldichte von ODsso = 0,5 und wurde bei 37°C, 200 rpm fiir 30 min vollzogen. Die Harn-
stoffendkonzentration betrug wihrend dieses Reinfektionsschrittes 1,0 M, wodurch weder die
Infektiositit noch die Uberlebensfihigkeit der Zellen beeintrichtigt wurde. Bei Verwendung
paramagnetischer Partikel wéhrend der Affinitdtsmaturierung wurden diese nach der
denaturierenden Elution mit 1,0 ml der Reinfektionskultur von XL1-Blue in 2YT-Medium bei
einer Zelldichte von ODsso = 0,5 resuspendiert und fiir 30 min bei 37°C und 200 rpm ge-
schiittelt. Die erhaltene Zellsuspension wurde mit den 3,0 ml XL1-Blue-Zellen, die mit der
korrespondierenden Elutionsfraktion reinfiziert worden war, vor Ausplattierung auf den
groflen LB-Amp-Platten (sieche Abschnitt 2.3.4) vereinigt, so dass eine quantitative Riickge-

winnung der Phagemide gewihrleistet war.

Kompetitive Elution:

Die Verdringung spezifisch mit dem Zielmolekiil Doxorubicin komplexierter Phagemide
wurde mittels Inkubation mit 900 pl einer 120 uM Losung bezogen auf das Streptavidin-
tetramer im Komplex mit Doxo-Biotin (siehe Abschnitt 2.8.4) fiir 30 min bei RT unter Rota-
tion durchgefiihrt. Diese Elutionsmethode wurde zur Vermeidung des toxischen Effekts des
freien niedermolekularen Doxorubicins auf E. coli (siehe Abschnitt 3.5.1.2) gewihlt. Die
Reinfektion des E. coli-Stamms XL1-Blue erfolgte wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben.

Reduktive Elution:

Bei Vorliegen eines Doxorubicin-SS-Biotin-Konjugats (sieche Abschnitt 2.8.1) wurde die
Disulfidbriicke durch 15 min Inkubation mit 1,0 ml PBS/T inklusive 50 mM DTT unter
Rotation bei RT gespalten. Die Reinfektion des E. coli-Stamms XL1-Blue erfolgte wie in
Abschnitt 2.3.4 beschrieben.
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2.3.4 Amplifizierung selektierter Phagemide
(nach Schlehuber, 2001)

Das Repertoire derjenigen Phagemide, die bei der Elution wéhrend der Affinitdtsanreicherung
erhalten wurden (siche Abschnitt 2.3.3) — typischerweise 10° bis 10° ¢fu — wurde vor dem
darauf folgenden Anreicherungszyklus amplifiziert, wobei in der Regel Phagemidlosungen

mit einem Titer von etwa 5,0 x 10" bis 5,0x 10" cfu/ml in 0,3—1,0 ml PBS erhalten wurden.

Aus einer stationdren Ubernachtkultur von E. coli XL1-Blue in 5 ml LB-Medium, die bei
30°C und 180 rpm inkubiert worden war, wurden 50 ml 2YT-Medium zu einer resultierenden
ODssp zwischen 0,03 und 0,05 angeimpft und bei 37°C und 180 rpm geschiittelt. Bei
ODssp = 0,5 wurden 3 ml der exponentiell wachsenden Kultur mit der Elutionsfraktion infi-
ziert und bei 37 °C und 180 rpm fiir 30 min inkubiert. Die Zellen wurden sedimentiert (Sigma
4K 10, 4420 g, 4°C, 2 min), in 600 pl 2YT/Amp-Medium resuspendiert und in Aliquots zu je
200 pl auf Agarplatten (@ = 14 cm) mit LB/Amp-Medium ausplattiert. Die Inkubation der
Platten erfolgte bei 32°C fiir 12—14 h. Die Kultivierung auf Platten hatte im Vergleich zu
Fliissigkulturen den Vorteil eines geringeren durch Wachstumsvorziige bedingten Selektions-
drucks (Willats, 2002). Die Zellen der drei groBen Elutionsplatten wurden anschlie3end resus-
pendiert. Dazu wurden die Zellen vorsichtig mit einem Zellschaber mit jeweils 10 ml 2YT
von der Platte gelost und in einem sterilen 50 ml Falcon-Rohrchen vereinigt. Die Platten wur-
den anschlieend mit 10 ml 2YT gespiilt, wobei die 10 ml der Suspension von einer Platte auf
die néchste tiberfiihrt wurden. Die resultierenden 40 ml der Zellsuspension wurden griindlich
homogenisiert und fiir das Animpfen von 50 ml 2YT/Amp-Medium zu einer ODsso = 0,08
verwendet. Diese Kultur wurde bei 37°C, 180 rpm bis zu einer ODsso = 0,5 inkubiert. Die
Infektion mit Helferphagen und die weiteren Schritte der Herstellung, Reinigung und Kon-

servierung der Phagemide erfolgten wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben.

2.3.5 Titerbestimmung von Phagemidlosungen
(nach Schlehuber, 2001)

Nach jedem Anreicherungszyklus wurde die Phagemidkonzentration ausgewidhlter Wasch-

l6sungen sowie der Elutionslosung bestimmt, um den Verlauf der Selektion zu beurteilen.

Hierzu wurden Verdiinnungsreihen der Phagemidlosungen in sterilem PBS bis zu einer
maximalen Verdiinnungsstufe von 10, das heiBt mit einem typischen Phagemidgehalt von
10° bis 10* ¢fi/ml hergestellt. 90 pl der exponentiell wachsenden Zellkultur, die auch zur
Amplifizierung eluierter Phagemide benutzt wurde (Abschnitt 2.3.4), wurden mit 10 ul der
kurz zuvor auf 37°C temperierten Phagemidverdiinnung gemischt und fiir 30 min bei 37°C
und 180 rpm inkubiert. Zur Kontrolle der verwendeten Bakterienkultur auf Kontaminationen
wurde zusidtzlich ein Ansatz nur mit PBS hergestellt. Die Zellen wurden anschlieBend kurz
auf Eis gestellt und die gesamte Suspension von 100 pl auf LB/ Amp-Agarplatten ausplattiert.
Nach Inkubation der Platten iiber Nacht bei 37 °C wurde der Phagemidtiter durch Auszéhlen

der Klone als cfu/ml bestimmt und um den Verdiinnungsfaktor korrigiert. Nach Normalisi-
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erung der erhaltenen Phagentiter gegen den Ausgangstiter der eingesetzten Phagemide, dessen
Wert auf 1 gesetzt wurde, wurde der Verlauf der Selektion mittels des Computerprogramms
KaleidaGraph® V 3.6 (siche Abschnitt 2.9) graphisch dargestellt.

2.4 Kolonie-Filterstapeltest
(nach Schlehuber, 2001)

Nach der Affinititsanreicherung wurde ein Filter Sandwich Colony Screening Assay (Skerra
et al., 1991) zur Identifizierung bindungsaktiver BBP-Varianten durchgefiihrt. Die ange-
reicherten BBP-Varianten wurden dazu als Fusionsproteine mit der Albumin-Bindungs-
doméne (ABD) hergestellt. Diese Domine diente der gerichteten Immobilisierung der Varian-
ten auf einer mit humanem Serum Albumin (HSA) beschichteten Oberfliche (Konig &
Skerra, 1998).

Das Fusionsgen wurde ausgehend von der gereinigten Plasmid-DNA der angereicherten BBP-
Varianten (siche Abschnitt 2.2.3.1) durch Restriktion der BstXI-Genkassette (siche Abschnitt
2.2.4.2) und anschlieBender Subklonierung (siche Abschnitte 2.2.4.3, 2.2.5.1 und 2.2.6.3) auf
das analog verdaute Riickgrat der Vektoren pBBP22 oder pBBP61 (sieche Abschnitt 2.1.1
bzw. Abbildung 5) hergestellt. Der Vektor pBBP61 trdgt zur Verbesserung der Loslichkeit
des Fusionsproteins zwischen dem Strukturgen des BBP und der AB-Domine den natiirlichen
Linker des Protein G. Der Ligierungsansatz wurde entweder zur Transformation ultra-kom-
petenter und chemisch-kompetenter (siche Abschnitt 2.2.2.2 und 2.2.2.3) oder elektro-
kompetenter (siche Abschnitt 2.2.2.4) E. coli TG1-F Zellen verwendet.

Die Transformanden wurden anschlieBend auf die Produktion von BBP-Varianten mit Bin-
dungsaktivitit fiir das Zielmolekiil Doxorubicin durchmustert. Dazu wurde auf eine LB/Amp-
Agarplatte eine hydrophile PVDF-Membran (Millipore, Typ GVWP oder GVPP, Poren-
durchmesser 0,22 um) aufgelegt. Zur Herstellung von Primdrmembranen wurden 100—200 pul
der Zellsuspension des Transformationsansatzes gleichméfig ausplattiert. Auf die Sekundar-
membran wurden die positiven Kolonien des Primirfilters als Doppelproben aufgetragen. Die
Primérplatten wurden fiir 7,5 h und die Sekundérplatten fiir 5—6 h bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert, bis die Kolonien auf einen Durchmesser von etwa 0,5—1,0 mm angewachsen

waren.

In der Zwischenzeit wurde eine hydrophobe Membran (Millipore, Immobilon"-P, Poren-
durchmesser 0,45 um) nach Angaben des Herstellers mit PBS angefeuchtet, das heit nach-
einander fiir je 5 min in 20 ml Methanol, Wasser und PBS geschwenkt. Anschliefend wurde
sie flir 4 h bei RT in 12,5 ml einer Losung von 10 mg/ml HSA in PBS geschwenkt. Ver-
bliebene Bindungsstellen auf der Membran wurden durch Inkubation mit dem gleichen Volu-
men 3% (w/v) BSA, 0,5% (v/v) Tween 20 in PBS fiir 2 h bei RT abgesittigt. Die Membran
wurde zweimal flir jeweils 10 min mit 20 ml PBS gewaschen und danach fiir 10 min in 10 ml
LB/Amp-Medium, dem 200 pg/L Anhydrotetrazyklin (Stammlésung 2 mg/ml in DMF)
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zugesetzt worden war, geschwenkt. Anschliefend wurde sie auf eine LB/ Amp-Agarplatte, die

zusétzlich 200 pg/L Anhydrotetrazyklin enthielt, gelegt.

Die vorbereitete, mit den Kolonien bewachsene, hydrophile Membran wurde deckungsgleich
auf die hydrophobe Membran aufgelegt. Die Kulturplatten mit den beiden Primédrmembranen
wurden bei 22°C fiir 12 h inkubiert. Demgegeniiber lag die Inkubationszeit der sekundiren
Membranen bei 9—10 h. Wéhrend dieser Phase wurden die jeweiligen BBP-Varianten als
Fusionsproteine von den Kolonien sekretiert und durch die Komplexbildung zwischen der

Albumin-Bindungsdomine und dem HSA auf der unteren Membran immobilisiert.

Danach wurde die obere Membran mit den Kolonien auf eine frische LB/Amp-Agarplatte
transferiert und bei 4 °C aufbewahrt. Die hydrophobe Membran wurde abgenommen, dreimal
fiir jeweils 10 min mit 20 ml PBS/T gewaschen und anschlieBend lichtgeschiitzt fiir 1 h mit
10 ml einer Doxorubicin-Konjugat-Ldsung inkubiert. Die Primirfilter wurden mit dem identi-
schen monovalenten Konjugat des Doxorubicins entsprechend der Konjugateverwendung
wiéhrend der Phage Display-Anreicherung der BBP-Varianten inkubiert. Das bedeutet, dass
fiir die Primiérfilter der Anreicherung aus der nativen BBP-Zufallsbibliothek (sieche Abschnitt
3.5.2) ein Doxo-Biotin-Konjugat (siche Abschnitt 2.8.1) mit einer Endkonzentration von
1,0 uM verwendet wurde. Zugehorige sekundére Positivfilter wurden in Gegenwart von 0,1 —
1,0 uM Doxo-Biotin geschiittelt. Als Negativkontrolle diente in diesen Fillen ein identisch
hergestellter Filter, der nicht mit dem Konjugat des Zielmolekiils inkubiert jedoch derselben
chromogenen Nachweisreaktion (siche unten) unterzogen wurde. Um die spezifische Kom-
plexierung des Zielmolekiils in der Bindungstasche der Varianten zu iiberpriifen, wurden
identische sekundére Filter mit 0,1 uM Doxo-Biotin und zusédtzlich einem tausendfachen
Uberschuss entsprechend 0,1 mM ANS als kompetitivem Liganden inkubiert (siche Abschnitt
3.5.3).

Die Komplexbildung zwischen immobilisierter BBP-Variante und Zielmolekiil-Konjugat
wurde mittels einer chromogenen Nachweisreaktion (Stuyver et al., 2003) gefiihrt. Dazu
wurden die Membran nach zweimaligem Waschen fiir 5 min in 20 ml PBS/T zunéchst 1 h mit
10 ml ExtrAvidin®-Alkalische Phosphatase-Konjugat (1/10000 in PBS/T verdiinnt) oder
Anti-Digoxigenin-Fab-Alkalische Phosphatase-Konjugat (1/2000 in PBS/T verdiinnt) inku-
biert. AnschlieBend wurde fiir jeweils 5 min mit 20 ml PBS/T und zweimal mit 20 ml PBS
gewaschen und schlieflich kurz in AP-Puffer geschwenkt. Die Anfarbung erfolgte durch
Inkubation der Membran mit 10 ml AP-Puffer inklusive 30 pl 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-
phosphat, p-Toluidin-Salz (BCIP; 50 mg/ml in DMF) und 5 pl Nitro Blue Tetrazolium (NBT;
75 mg/ml in 70% (v/v) DMF) bis an den Positionen bindungsaktiver Kolonien deutliche
Farbsignale zu erkennen waren. Auf diese Weise wurde die Bindungsaktivitit, der von diesen

Kolonien produzierten BBP-Varianten fiir das Zielmolekiil nachgewiesen.

Kolonien der Primérfilter, die starke Farbsignale zeigten, wurden ausgewdhlt und von der

Primdrmembran doppelt auf eine Elternplatte iibertragen. Diese wurde zundchst 12 h bei
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37°C inkubiert und dann bei 4°C gelagert wurde. Die Elternplatte diente als Ausgangspunkt
fiir die Erstellung der Sekundaérfilter.

2.5 Rekombinante Herstellung von BBP-Varianten in E. coli

2.5.1 2 L-Mabfstab
(nach Schlehuber, 2001)

Zur Produktion rekombinanter BBP-Varianten in E. coli wurde das Expressionsplasmid
pBBP21 (Abbildung 28) verwendet. 50 ml LB/ Amp-Medium wurden mit einer entsprechend
transformierten Kolonie der E. coli-Stamme JM83 oder TG1-F (siehe Abschnitt 2.1.1), die
zur Herstellung 16slicher BBP-Varianten mit internen Amber-Stoppkodons geeignet waren,
angeimpft und bei 30°C und 200 rpm iiber Nacht im Schiittelinkubator kultiviert. Danach
wurden 2 L LB/Amp-Medium im Verhiltnis 1/50 mit der stationdiren Ubernachtkultur ange-
impft. Nach Erreichen einer Zelldichte von ODssp = 0,5 durch Inkubation der Kultur bei 22 °C
und 180 rpm wurde die Biosynthese der rekombinanten Proteine durch Zugabe von Anhydro-
tetrazyklin (Stammlosung 2 mg/ml in DMF) mit einer Endkonzentration von 200 pg/L

induziert und in Abhangigkeit des herzustellenden Proteins fiir weitere 2,5—3 h inkubiert.

Die Zellen wurden durch Zentrifugieren (SLA-3000, 4200 g, 4°C, 15 min) geerntet. An-
schlieBend wurde das Medium vollstindig dekantiert und das Zellsediment in insgesamt
1/100 des Kulturvolumens (20 ml) eiskaltem Periplasma-Aufschlusspuffer (100 mM
Tris/HCl pH 8,0, 500 mM Saccharose, 1 mM EDTA) resuspendiert. Die geldsten Zellen
wurden in einem 50 ml Falcon-Roéhrchen vereinigt und fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Anschliefend wurden die Sphidroplasten in zwei aufeinander folgenden Zentrifugations-
schritten abgetrennt (Sigma 4K 10, 4420 g, 4°C, 20 min sowie SS-34, 27200 g, 4°C, 15 min).
Der erhaltene periplasmatische Extrakt wurde sterilfiltriert (Porendurchmesser 0,45 um) und
iiber Nacht gegen 2 L. SA-Chromatographie-Puffer (sieche Abschnitt 2.6.1.1) dialysiert.

Zur spiteren SDS-PAGE-Analyse (sieche Abschnitt 2.6.2) der Proteinpridparation wurden
Proben des Gesamtzellaufschlusses bereitgestellt. Dazu wurde 1 ml der Kultur vor Beginn der
Proteinbiosynthese der rekombinanten Proteine und am Ende der Synthese entnommen,
zentrifugiert (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, 4°C, 2 min) und der Uberstand abgezogen. Das
erhaltene Zellsediment wurden in 80 ul Benzonase-Losung (12,5 U/ml in Benzonase-Puffer)
resuspendiert und mit 20 pul 5-fach Auftragungspuffer (reduzierend) fiir die SDS-PAGE
gemischt. Nach Inkubation fiir 1 h auf Eis und nachfolgender Hitzebehandlung im Thermo-
block (5 min, 95°C) wurde das Gesamtzellprotein bei —20°C eingefroren oder direkt fiir die
SDS-PAGE verwendet.
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2.5.2 Laborfermenter
(nach Schlapschy, 2004 und Breustedt, 2008)

Fir die physikochemische/biophysikalische Charakterisierung der BBP-Varianten (siche
Abschnitt 2.7) wurden teilweise groBere Mengen der rekombinanten Proteine benétigt und
nach einem von Schiweck & Skerra (1995) etablierten diskontinuierlichen Fermentations-

verfahren in E. coli produziert.

Die Bakterienzellen wurden dazu in einem 10 L Fermenter in 8 L synthetischem Mineralsalz-
medium kultiviert, dem bei Bedarf Ammoniak als Stickstoff- und Glukose als Kohlenstoff-
quelle zugefiihrt wurde. Durch Kontroll- und Regeleinheiten fiir die Temperatur, den pH-Wert
(iber die Ammoniakldsung) und den Sauerstoffpartialdruck wurden homdostatische

Bedingungen iiber den gesamten Verlauf der Fermentation gewéhrleistet.

Fiir die Expression wurden die E coli-K12-Stimme JM83proAskp, MC4100Askp und W3110
(siche Abschnitt 2.1.1) mit dem Expressionsplasmid pBBP21 bzw. dessen BBP-Varianten
kodierenden Plasmidderivaten transformiert (siche Abschnitt 2.2.2). In einigen Fillen wurden
die Zellen zusdtzlich mit einem zweiten Plasmid pTUM4 (Schlapschy et al., 2006)
kotransformiert. Dieses Plasmid kodierte fiir die Faltungshelferproteine DsbA, DsbC, FkpA
und SurA und verbesserte durch erhohte, zelluldre Loslichkeit der rekombinanten Proteine die
Uberlebensfihigkeit der Wirtszellen wihrend der Proteinbiosynthese der Fremdproteine. Da
die Selektion auf das Plasmid pTUM4 durch Chloramphenicol-Resistenz vermittelt war,
wurde in diesem Fall das entsprechende Kulturmedium zusétzlich mit 30 mg/L dieses

Antibiotikums versetzt.

Als Initialkultur wurden 2 ml LB-Selektivmedium mit einer frisch transformierten Einzel-
kolonie angeimpft und fiir 10—12 h bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Die Anzucht der Vor-
kultur erfolgte in 360 ml Mineralsalzlosung, der 40 ml 20% (w/v) Glukose, 4,0 ml 1 M
MgSO., jeweils 400 pul Antibiotika-Stammldsung (Ampicillin-Stammldésung 100 mg/ml;
Chloramphenicol-Stammldésung 30 mg/ml in 70 % EtOH) und 400 pl Thiamin-Hydrochlorid-
Stammldsung zugesetzt worden waren. Die Vorkultur wurde im Verhéltnis 1/1000 mit der
Initialkultur angeimpft und fiir etwa 26 h bei 30 °C und 200 rpm inkubiert.

Die Zelldichte der stationdren Vorkultur betrug typischerweise ODsso = 1,5—2,0. Die optische
Dichte wurde mittels einer entnommenen Probe bestimmt, die entsprechend mit der Mineral-
salzlosung verdiinnt wurde. Der 10 L Fermenter wurde mit 7 L Mineralsalzlosung befiillt,
sterilisiert und auf der Magnetriihreinheit fixiert. Vor dem Animpfen wurde auf 30°C tem-
periert und iiber einen Trichter folgende sterile Losungen zugegeben: 800 ml 20% (w/v)
Glukose, 80 ml 1 M MgSOy4, je 8,0 ml entsprechende Antibiotika- und Thiamin-Hydro-
chlorid-Stammlosung, je 4,0 ml FeCls;- und Zn(OAc),-Lésung, 10 ml Spurenelement-Losung
und 200 pl 30%-ige Antifoam A-Fertiglosung. Die Beliiftung fand zu Beginn mit Druckluft
statt, woraufhin dem im begasten Medium herrschenden Sauerstoffpartialdruck der relative

Wert "100%" zugewiesen wurde. Wéhrend der Fermentation wurde der Sauerstoff-
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partialdruck auf einem Wert >30% des urspriinglichen Sattigungsdrucks durch gesteuerte
Begasung mit Druckluft bzw. spéter reinem Sauerstoff gehalten. Gleichzeitig wurde der pH-
Wert durch Titration mit 12,5% (w/v) Ammoniak bei pH 7,0 konstant gehalten. Die Riihr-
geschwindigkeit betrug 470 rpm (entsprechend 40% der Maximalleistung des Gerites). Das
Medium wurde mit der gesamten stationdren Vorkultur angeimpft und fiir 2 h bei 30°C
inkubiert. Dann wurde die Temperatur auf 25°C erniedrigt und erneut 600 pul Antifoam A-
Fertiglosung zugegeben. Die Bakterienkultur konnte nun bis zum Erreichen einer Zelldichte
von ODssp =~ 5,0 am nédchsten Morgen, maximal jedoch fiir acht Stunden unbeaufsichtigt
gelassen werden. Um die Bakterienkultur wéhrend der exponentiellen Wachstumsphase aus-
reichend mit Kohlenstoff zu versorgen, wurde 50 % (w/v) Glukose nach folgendem Protokoll
zudosiert:

Ab einer Zelldichte von ODssy = 7,5 Zugabe von 28 ml/h
= 12,5 Zugabe von 40 ml/h
= 18,5 Zugabe von 60 ml/h
= 22,5 Zugabe von 80 ml/h

Des Weiteren wurden der Kultur bei ODsso = 13 nochmals je 4,0 ml FeCl;- und Zn(OAc);,-
Stammlosung sowie 10 ml der Spurenelement-Losung zugesetzt. Die Genexpression wurde
bei einer Zelldichte von ODssp =20 durch Zugabe von 0,5 mg aTc/L Kultur (Stammldsung
5 mg/ml in DMF) induziert, die Kultivierung fiir weitere 1,75—2,5 h fortgesetzt und die
Zellen dann ziigig durch Zentrifugieren (Sorvall RC 3B plus-Zentrifuge, H-6000 A-Rotor,
7300 x g, 4°C, 20 min) in 4 °C kiihlen Zentrifugenbechern geerntet.

Die sedimentierten Zellen wurden mittels eines Spatels vorsichtig abgeschabt und in ein
eiskaltes 1000 ml-Becherglas tiberfiihrt und in gekiihltem Periplasma-Aufschlusspuffer (siche
Abschnitt 2.5.1) fiir 10 min auf einem Magnetriihrer (300 rpm) resuspendiert. Das eingesetzte
Puffervolumen betrug 2,0 mIL" OD™ der Kultur. Um einen quantitativen Periplasma-Auf-
schluss zu gewéhrleisten wurde die Zellsuspension anschlieBend auf 15 mM EDTA (0,5 M
EDTA-Stammlosung pH 8,0) und 250 ug/ml Lysozym (Stammldsung 20 mg/ml in Auf-
schlusspuffer, frisch angesetzt) eingestellt und fiir 20 min auf Eis geriihrt. Der periplas-
matische Proteinextrakt wurde in einem ersten Zentrifugationsschritt (SLA-1500 Rotor,
20000 x g, 4°C, 20 min) von den Sphéroplasten grob getrennt und in einem nachfolgenden
zweiten (40 min, unter sonst gleichen Bedingungen) von Zellresten geklért. AnschlieBend
wurde der periplasmatische Proteinextrakt gegen SA-Puffer dialysiert (dreimal gegen 10 L).
Ausgefallene Komponenten wurden durch Zentrifugieren (SLA-1500-Rotor, 20000 x g, 4°C,
30min) und anschlieBendes Filtrieren (Porendurchmesser 0,45 um) abgetrennt. Die erhaltene
Proteinlosung wurde entweder sofort affinitdtschromatographisch (siehe Abschnitt 2.6.1.1)
gereinigt oder portioniert bei —20 °C gelagert.
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2.6 Proteinchemische Methoden
2.6.1 Chromatographische Verfahren

2.6.1.1 Streptavidin-Affinititschromatographie
(nach Schlehuber, 2001)

Die in dieser Arbeit beschriebenen, eigenstindig produzierten Proteine lagen allesamt als
Fusionsproteine mit dem Strep-tag 11 Affinitidtsanhéngsel (Skerra & Schmidt, 2000) vor und
wurden daher mittels Streptavidin-Affinititschromatographie aus der periplasmatischen Zell-
fraktion von E. coli (siche Abschnitt 2.5) gereinigt. Dazu wurde die extrahierte Periplasma-
fraktion einer 2 L-Schiittelkultur {iber Nacht bei 4°C gegen das hundertfache Volumen SA-
Puffer dialysiert; demgegeniiber wurde bei den Fermentationen dreimal gegen das zehnfache
Volumen an SA-Puffer umgepuffert. Danach wurden die Proteinlosungen zur Entfernung von
Proteinaggregaten filtriert (Porendurchmesser 0,45 uM). Es wurden abhingig von der erwar-
teten Menge an rekombinantem Protein Streptavidin-Sepharose-Séulen mit kovalent immobi-
lisierter Streptavidin-Mutante Nr. 1, dem so genanten Strep-Tactin (Voss & Skerra, 1997),
entsprechend einer Beladung an Streptavidin von 5 mg/ml mit Bettvolumina von 2 ml, 4 ml,
8 ml oder 16 ml bei Flussraten von 10 SV/h betrieben. Zunichst wurden die Sdulen mit SA-
Puffer bis zum Erreichen einer konstanten Basislinie, die anhand der Absorption bei 280 nm
bestimmt wurde, dquilibriert. Nach dem Auftragen der Periplasmafraktion auf die Séule
wurde diese mit SA-Puffer gespiilt, bis die Absorption des Eluats anndhernd den Ausgangs-
wert erreicht hatte. Das iliber das Strep-tag Il gebundene rekombinante Protein wurde an-
schlieBend mit einer 2,5 mM Losung von D-Desthiobiotin in SA-Puffer kompetitiv eluiert.
Zur Regenerierung wurde das D-Desthiobiotin durch Spiilen mit 5 mM HABA in SA-Puffer
verdrangt, bis das Sdulenmaterial eine intensive Orangefiarbung aufwies. Das gebundene
HABA wurde schlielich durch Waschen mit SA-Puffer bis zur vollstindigen Entfarbung der
Sdule und Einstellung der Basislinie entfernt. Fraktionen, die das gereinigte Protein ent-
hielten, wurden durch SDS-PAGE ermittelt, vereinigt und bei 4 °C gelagert.

2.6.1.2 Groflenausschluss-Chromatographie
(nach Schlehuber, 2001)

Die GroBenausschluss-Chromatographie (Gelfiltration) ermoglicht die Trennung von Pro-
teinen aufgrund ihrer unterschiedlichen molaren Masse und Form. In der vorliegenden Arbeit
wurde das Verfahren im analytischen Malistab zur Untersuchung der Integritdt und des mono-
meren Charakters des rekombinant hergestellten Wt-BBP und seiner Varianten verwendet
(siche Abschnitt 3.6.2 und 3.6.3). Ferner wurde das Verfahren préparativ als "Polishing"-
Schritt zur Abtrennung von Aggregatanteilen und zur Feinreinigung des Wt-Streptavidin/
Biotin-Doxorubicin-Komplexes (siche Abschnitt 3.4.2), des AGP und des Wt-BBP sowie der

im Zuge dieser Arbeit selektierten BBP-Varianten genutzt.
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Alle verwendeten Chromatographie-Puffer wurden vor Verwendung sterilfiltriert (Poren-
durchmesser 0,45 uM) und durch Anlegen eines Vakuums fiir 30 min unter Riihren entgast.
Fiir die analytischen Liufe wurde eine Superdex 75 HR 10/30-Séule mit einem Bettvolumen
von 24 ml und einen Auflésungsbereich von 3—75 kDa verwendet. Die Sdule wurde an einem
Akta"Purifier-HPLC-System mit einer konstanten Flussrate von 0,5 ml/min bei einem maxi-
malen Druck von 1,8 MPa betrieben. Zundchst wurde die Sdule mit 2 SV des Chroma-
tographiepuffers (in der Regel PBS/E) équilibriert, bevor die Probe durch Injektion mittels
einer Probenschleife von 200 pl oder 500 ul auf die Sdule aufgetragen wurde. Die Elution
erfolgte mit 1 SV des Chromatographiepuffers, wobei die gewiinschten, das Protein enthalten-

den Eluatfraktionen mittels eines Fraktionskollektors zu je 0,1—1,0 ml gesammelt wurden.

Die priparative Reinigung des Wt-BBP und seiner Varianten wurde — sofern nicht wie bei
kleineren Ansdtzen im analytischen Mafstab wie oben beschrieben vorgegangen wurde — an
einer Superdex’ 75 HiLoad 16/60 Prep Grade-Siule durchgefiihrt. Diese besitzt ein Bettvolu-
men von 120 ml bei einem Aufldsungsbereich von 3—75 kDa. Vor der Trennung der Proteine
wurde die Sdule mit einer Flussrate von 1 ml/min bei einem maximalen Druck von 0,3 MPa
mit 2 SV des Chromatographiepuffers (in der Regel PBS/E) an einer Akta Explorer
dquilibriert. Die Proteinlosung wurde mittels einer 2 ml Probenschleife auf die Sdule
appliziert und mit 1 Sdulenvolumen des Chromatographiepuffers eluiert, wobei mit einem

Kollektor Fraktionen von jeweils 1,0—2,0 ml aufgefangen wurden.

Die Reinigung des Wt-Streptavidin/Biotin-Doxorubicin-Komplexes zum Zweck der kom-
petitiven Elution wihrend des Phage Display (sieche Abschnitt 3.4.2) wurde mit einer
priparativen HiPrep' 16/60 Sephacryl S-300 HR-Séule an einem Akta" Explorer-HPLC-
System durchgefiihrt. Die Sdule besitzt ein Bettvolumen von 120 ml bei einem Trennungs-
bereich von 10—150 kDa. Vor der Trennung der Proteine wurde die Sdule mit einer Flussrate
von 1 ml/min bei einem maximalen Druck von 0,3 MPa mit 2 SV PBS pH 7,4 4quilibriert.
Die Proteinlosung wurde mittels einer 5 ml Probenschleife auf die Sdule aufgetragen und der
Komplex anschlieBend mit 1,5 SV des Chromatographiepuffers eluiert, wobei mit einem
Kollektor Fraktionen von jeweils 2,0 ml aufgefangen wurden. Die Sdule wurde in diesem Fall
mit Alufolie umwickelt, um eine mogliche lichtinduzierte Degradation des Doxorubicins

durch die lange Expositionszeit zu verhindern!

Alle Saulen wurden mit Proteinen bekannter Molekularmasse kalibriert, um die erhaltenen
Ergebnisse zu verifizieren. Der Verlauf der Chromatographie und die Retentionszeiten bzw.
Retentionsvolumina wurden anhand der Absorption des Eluats bei 280 nm beobachtet.
Anschlieend wurde die Reinheit bzw. der Proteingehalt ausgewihlter, gesammelter
Fraktionen mittels SDS-PAGE (siche Abschnitt 2.6.2) bzw. Absorptionsmessung (siche
Abschnitt 2.6.3) analysiert.

Die Sédulen wurden durch Spiilen mit 1 SV 0,5 M NaOH regeneriert und anschlieBend mit

mindestens 2 SV bidestilliertem Wasser bis zum Erreichen eines neutralen pH-Werts gespiilt.
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Darauthin wurde die Sdule entweder fiir einen neuerlichen Lauf dquilibriert oder in 1 SV 20%
Ethanol tiberfiihrt und bei RT gelagert.

2.6.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
(nach Schlehuber, 2001)

Die Untersuchung der Homogenitdt und Integritit gereinigter Proteinlésungen (sieche Ab-
schnitt 2.6.1) wurde unter denaturierenden Bedingungen mittels diskontinuierlicher Natrium-
dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese SDS-PAGE (Laemmli, 1970) mit dem Puf-
fersystem von Fling & Gregerson (1986) durchgefiihrt. Durch Anlagerung der aliphatischen
SDS-Molekiile an das Peptidriickgrat des Proteins erhélt das Biomakromolekiil eine negative
Nettoladung. Bedingt durch den Molekularsiebeffekt des Polyacrylamid-Gels verhélt sich die
elektrophoretische Mobilitdt des Proteins anndhernd umgekehrt proportional zum Logarith-
mus seiner Molmasse. Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die getrennten Proteine

durch Anférben mit Coomassie-Brillantblau R250 sichtbar gemacht.

Die Gele wurden in ein sorgfiltig gesdubertes, liber einen Abstandshalter getrenntes Paar
Glasplatten (10x8 cm) gegossen. Dazu wurden die Platten iibereinander gelegt, mit einer
Silikondichtung versehen und mit Metallklammern befestigt. Die so entstandene Gelkammer
wurde anschliefend mit 4,5 ml des Trenngelgemisches mit einem Polyacrylamidgehalt von
15% ziigig befiillt. Diese Gelmischung bestand aus 5,0 ml 30% (w/v) Acrylamid/Bisacryl-
amid-Stammlosung, 2,5 ml 4-fach Lower Tris, 2,5 ml Wasser und 2,5 ul TEMED. Die
Polymerisation wurde durch Zugabe von 50 pul einer 10% (w/v) Losung des Radikalstarters
APS initiiert. Anschlieend wurde das Gel mit 1,0—2,0 ml Isopropanol iiberschichtet. Diese
Schutzschicht wurde nach etwa 45 min vom entstandenen Polymer abgegossen. Das Sammel-
gel setzte sich aus 1,0 ml 30% (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid-Stammldsung, 1,5 ml 4-fach
Upper Tris, 3,5 ml Wasser und 3,0 ul TEMED zusammen. Durch Zugabe von 36 ul 10%
(w/v) APS-Losung wurde die Polymerisation gestartet und die Sammelgellosung auf das
Trenngel pipettiert. Dann wurde der Taschenformer luftblasenfrei eingesetzt. Nach Erstarren
wurde das Gel in eine vertikale Elektrophoreseapparatur, deren Pufferreservoirs mit Lauf-
puffer gefiillt wurden, eingespannt. Die Proteinproben wurden in einem Volumen von 20 ul
angesetzt, mit 5 ul 5-fach Auftragungspuffer (reduzierend oder nicht-reduzierend) versetzt
und fiir 5 min bei 95°C im Thermoblock denaturiert. Die Proben wurden nach Herausziehen
des Taschenformers und Spiilen der Taschen mit Puffer zu jeweils 20 pl aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde bei einer maximalen Spannung von 120 V und einer maximalen Strom-
starke von 30 mA fiir eine Dauer von 160 min oder bis zum Austreten des Bromphenolblau-
Markers aus dem Trenngel vollzogen. Das Gel wurde anschlieend aus den Glasplatten gelost
und nach Abtrennung des Sammelgels angefarbt. Dafiir wurde das Gel komplett mit
Coomassie-Brillantblau R250-Farbelosung bedeckt und fiir 20 min geschwenkt. Dann wurde
das Gel mit Entfarbelosung bis zum Verblassen des Hintergrunds inkubiert. Die Entférbe-

16sung wurde dabei einige Male erneuert. Die Lagerung des Gels erfolgte in Aufbewahrungs-
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16sung bei 4 °C. Zur dauerhaften Lagerung wurden die Proteingele auf Whatman-Papier 3MM
im Geltrockner bei 80 °C fiir 1 h unter Vakuum getrocknet. Um sie zu dokumentieren, wurden

die Gele entweder fotografiert oder gescannt.

2.6.3 Western-Blotting
(nach Schlehuber, 2001)

Fiir den immunochemischen Nachweis eines bestimmten Proteins in einem Proteingemisch
wurde die Methode des Western-Blotting angewandt. Das mittels SDS-PAGE (siche Abschnitt
2.6.2) getrennte Proteingemisch wurde durch Elektrotransfer auf eine hydrophobe Membran
iibertragen und das gesuchte Protein in einem nachfolgenden immunochemischen Nachweis-

verfahren selektiv angeférbt.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das erhaltene Trenngel fiir 20 min in Transfer-
puffer (20% (v/v) Methanol in 1-fach SDS-Laufpuffer) eingelegt. Der Elektrotransfer erfolgte
auf eine Nitrozellulose- oder Immobilon"-P-Membran. Fiir den Elektrotransfer wurden 8
Blatt Whatman-Filterpapier 3MM und die zu verwendende Membran entsprechend der Grof3e
des Trenngels passend zurechtgeschnitten und in Transferpuffer getrinkt. Die Immobilon’ -P-
Membran wurde dafiir nach Herstellerangaben (Millipore, Eschborn) vorbereitet.
AnschlieBend wurden 4 dieser Filterpapiere luftblasenfrei {ibereinander auf die Edelstahl-
Kathode der Elektroblotapparatur gelegt. Darauf wurde das Trenngel, die mit Transferpuffer
benetzte Membran sowie weitere 4 Blatt Filterpapier gestapelt. Nach Aufsetzen der Graphit-
Anodenplatte wurde der Elektrotransfer fiir 1 h bei einer konstanten Stromstdrke von 50 mA
(~1 mA/cm®) vollzogen. Die Membran wurde anschlieBend dreimal fiir jeweils 15 min in
20 ml PBS/T geschwenkt.

Der immunochemische Nachweis des Wt-BBP bzw. seiner angereicherten Varianten erfolgte
iiber das C-terminale Strep-tag II Affinitdtsanhingsel der rekombinant hergestellten Proteine
mit einem Alkalische Phosphatase-Konjugat der Streptavidinmutante Strep-Tactin (Voss &
Skerra, 1997). Dazu wurde die Membran 1 h mit 10 ml Strep-Tactin-Alkalische Phosphatase-
Konjugat (1/1000 in PBS/T verdiinnt) inkubiert. Die Membran wurde danach dreimal fiir
jeweils 5 min mit 20 ml PBS/T und einmal mit AP-Puffer gewaschen. Fiir die anschlieende
chromogene Nachweisreaktion (Stuyver et al., 2003) wurde die Membran in 20 ml AP-Puffer,
mit 60 pul 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat, p-Toluidin-Salz (BCIP, 50 mg/ml in DMF)
und 10 pl Nitro Blue Tetrazolium (NBT, 75 mg/ml in 70% (v/v) DMF) inkubiert (siche
Abschnitt 2.4), bis die Proteinbanden deutlich sichtbar waren. Nach Erreichen der
gewlinschten Farbintensitit wurde die Reaktion durch mehrmaliges Waschen mit

bidestilliertem Wasser gestoppt und die Membran zwischen zwei Filterpapieren getrocknet.
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2.6.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen
(nach Schlehuber, 2001 und Schlapschy, 2004)

Die Konzentration ¢ von Proteinlésungen wurde durch Messung der Absorption bei 280 nm
(A2g0) in einer Quarzkiivette der Schichtdicke d (1 cm) und unter Korrektur der Eigenab-

sorption des verwendeten Puffers mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes berechnet:
A280:8XCXd (1)

Der Extinktionskoeffizient ¢ des jeweiligen Proteins wurde — sofern nicht direkt aus
Literaturquellen entnommen — nach der Methode von Edelhoch (1967) mittels des auf dem
ExPASy-Server (siehe Abschnitt 2.9) frei zuginglichen Computerprogramms ProtParam
(Wilkins et al., 1999) ermittelt (Tabelle 2). Dabei werden die Absorptionsbeitrige der
Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Cystein fiir eine vollstindig entfaltete Polypeptidkette
(Gill & von Hippel, 1989) addiert. Bei der Berechnung wurde beriicksichtigt, ob es sich um
freie oder verbriickte Cysteinreste handelte. Ferner wurden fiir die Trp- und Tyr-Aminosiuren

die von Pace (1995) ermittelten Extinktionskoeffizienten zugrunde gelegt.

Tabelle 2: Molare Extinktionskoeffizienten (280 nm) der in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Proteine

Protein €250 [M'em™]
Wt-BBP-Strep-tag 11 54150
F1K18-Strep-tag 11 53860
F1K27-Strep-tag 11 55350
FluA-Strep-tag 11 59755
DigA16-Strep-tag 11 53580
AGP-Strep-tag 11 36960
NGAL-Strep-tag 11 29930
RBP-Strep-tag 11 38870
Tlc-Strep-tag 11 17960
Core Streptavidin (pro UE) 35600

2.6.5 Konzentrierung von Proteinen
(nach Schlapschy, 2004)

Die verschiedenen physikochemischen/biophysikalischen Experimente (siehe Abschnitt 2.7)
bendtigten zum Teil konzentrierte Proteinlésungen. Dazu wurde die gereinigte Proteinlosung
(siche Abschnitt 2.6.1) zunéchst dreimal gegen den gewlinschten Puffer dialysiert. Anschlies-
send wurde das Volumen der Proteinlésung unter Verwendung einer Amicon®-Konzentrier-
einheit mit einer AusschlussgroBe von 10 kDa durch Zentrifugieren (Sigma 4K10, 4°C,
3000 g) entsprechend eingeengt. Etwaige Proteinaggregate wurde durch Zentrifugieren
(Eppendorf 5415 C, 16000 x g, 4°C, 1 min) der Proteinlosung durch eine Spin-X Filtrations-
einheit (Porendurchmesser 0,45 uM) entfernt. Die Konzentration einer geniigend verdiinnten
Probe der Losung wurde schlieBlich durch Messung der Absorption bei 280 nm bestimmt,
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und die Proteinldsung bei 4 °C gelagert. Das Permeat wurde in der Regel mittels Absorptions-

messung und Anwendung von Gleichung (1) auf Proteindurchbruch kontrolliert.

2.7 Physikochemische / biophysikalische Methoden

2.7.1 Gleichgewichtsdialyse

Diese Methode beruht auf der Einstellung des Konzentrationsgleichgewichts des untersuchten
Analyten — in diesem Fall des Haptenliganden Doxorubicin — zwischen zwei voneinander
durch eine semipermeable Membran getrennten Kompartimenten. In der sogenannten Protein-
kammer befand sich das den Liganden komplexierende Biomakromolekiil, dessen Grof3e
oberhalb der gewdhlten molekularen Ausschlussgrofle der Dialysemembran war und somit
nicht auf die Pufferkammerseite diffundieren konnte. Um wéhrend der Einstellung des
Gleichgewichts eine Anderung des Volumens bedingt durch Osmose zu verhindern (Lima et
al., 1983), wurden beide Kammern mit der analogen Konzentration der Ligandenldsung
befiillt. Nach Komplexierung des Liganden durch das Protein und Einstellung des
Gleichgewichts war die Konzentration des ungebundenen Haptens auf beiden Kammerseiten
identisch. Die Konzentration des spektroskopisch aktiven Liganden wurde anschlieend auf
der Seite der Proteinkammer (gebundener und ungebundener Ligand) und der zugehdrigen
Pufferkammer (unkomplexiertes Hapten) durch Absorptionsmessung bestimmt. Aus der
Differenz der gemessenen Konzentrationen der beiden Kammerseiten einer
Mikrodialyseeinheit wurde die Konzentration des komplexierten Liganden errechnet. Mittels
der erhaltenen Wertepaare unterschiedlicher Ligandenausgangskonzentration wurde die
Bindungskonstante des Proteins fiir Doxorubicin durch nicht-lineare Regression ermittelt. Die
lineare Auftragung nach Scatchard (1949a) legte iiberdies die Anzahl der Bindungsstellen des
Proteins fiir den Liganden offen. Die Gleichgewichtsdialyse wurde angewandt, um die
Affinitét des in E. coli exprimierten und iiber SA-Chromatographie gereinigten AGP (siche
Abschnitt 2.5.1 und 2.6.1.1) fiir Doxorubicin zu bestimmen (siche Abschnitt 3.2.2).

Die DispoEquilibrium Dialyzer -Einheiten (Harvard Apparatus GmbH; March-Hugstetten)
mit einem Fiillvolumen von 25—75 pl pro Kammer und einer molekularen Ausschlussgrof3e
der Zellulosemembran von 10 kDa wurden auf Seite der Proteinkammer zunichst mit jeweils
100 uM an loslichem, monomeren AGP in PBS/E pH 7,4 (sterilfiltriert; Porendurchmesser
0,45 um) und variierenden Doxorubicinkonzentrationen (Stammldsung 2 mg/ml in H,O) im
Bereich von 5-200 uM in einem Gesamtvolumen von 75 pl versehen. Die korrespon-
dierenden Pufferkammern wurden jeweils mit der analogen Konzentration der Liganden-
16sung in demselben Gesamtvolumen befiillt. Die Gleichgewichtseinstellung erfolgte lichtge-
schiitzt bei 25°C im Wasserbad fiir 24 h. Danach wurden die Proben durch Zentrifugieren
(Eppendorf 5415 C, 20 x g, RT, 5 s) in ein 500 ul Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und jeweils die
Konzentration des Doxorubicins auf der Proteinseite und der korrespondieren Pufferkammer-

seite durch Absorptionsmessung bestimmt. Dazu wurden jeweils 50 ul Probenlésung mit
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100 ul PBS/E versetzt und mittels eines Ultrospec2000-UV/Vis-Spektralphotometers die
Absorption im Bereich von 200—600 nm bei einer Geschwindigkeit von 250 nm/min unter
Abzug des PBS/E Leerwerts abgegriffen. Die jeweilige Konzentration des spektroskopisch
aktiven Liganden Doxorubicin wurde iiber den Absorptionswert bei 472 nm unter Beriick-
sichtigung des Extinktionskoeffizienten, der vereinfacht als €iyern des indefiniten Polyme-
risationsmodells (siche Abschnitt 3.1.2.1) mit 7920 M'cm™ angesehen wurde, und der

Verdiinnung bestimmt.

Die Dissoziationskonstante (Kp) wurde durch graphische Auftragung der erhaltenen Werte-
paare der Konzentration [L]gcpunden = [PeL] des im Komplex mit dem Biomakromolekiil
befindlichen Liganden gegen die jeweilige Konzentration [L] des unkomplexierten Liganden

gemil des Massenwirkungsgesetzes wie folgt ermittelt:

0= [fl)]g]] @

bzw. nach Umformung:

- P[]

A iy

3)

Hierbei bezeichnet [P] die Konzentration des unbeladenen Proteins, [P]r die Proteingesamt-
konzentration und [PeL] die Konzentration des Protein/Liganden-Komplexes. Setzt man —
anhand der Bilanzgleichungen fiir die bimolekulare Komplexbildung — die Konzentrationen
[P]=[P]t — [PeL] in Gleichung (2) ein, so ergibt sich Gleichung (3). Die nicht-lineare
Regressionsanalyse wurde mit dem Programm KaleidaGraph® V 3.6 (siche Abschnitt 2.9)

durch Varianz von [P]r unter Minimierung der Fehlerquadrate durchgefiihrt.

Bei Auswertung der Wertepaare durch lineare Regression nach Scatchard (1949a) wurde r/c
gegen 1 (r entspricht dem Bruchteil des komplexierten Proteins; ¢ ist die Konzentration des

freien Haptens) aufgetragen, woraus sich nach
rfc=Kpxr  —Kjxr 4)

die Bindungskonstante (KA) als negative Steigung und die Anzahl der Ligandenbindungs-
stellen des Proteins als Wert des Abzissenschnittpunkts ergibt.

2.7.2 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

Die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) ist ein effizientes Messverfahren die entstehende
Wirmeédnderung (AQ) molekularer Wechselwirkungen direkt in Losung zu bestimmen.
Solche Interaktionen erzeugen oder absorbieren Wirme aus deren Anderung in der Regel ein
komplettes thermodynamisches Profil der vorliegenden Reaktion, bestehend aus Assozia-
tionskonstante (Kj), Bindungsstochiometrie (n), Enthalpiednderung (AH), freier Enthalpie-

(AG) und Entropiednderung (AS) abgeleitet werden kann. Das hier verwendete Kalorimeter
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VP"-ITC (MicroCalW Inc., Northampton, MA, USA) besitzt zwei identische Messzellen, die
aufgrund ihrer Nickel-Molybdin-Chrom-Legierung (Hastelloy®Alloy C-276) eine hohe
thermische Leitfdhigkeit aufweisen. Die Messzellen sind von einer temperierbaren,
adiabatischen Kammer umschlossen. Ausgangspunkt der kalorimetrischen Messung ist eine
vom Gerit erzeugte Temperaturdifferenz (AT) zwischen der Referenzzelle, die mit Wasser
oder dem verwendeten Probenpuffer befiillt ist, und der Probenzelle. AT wird mit einer
maximalen Abweichung von 10” K laufend aufgezeichnet. Zur Aufrechterhaltung dieser
Temperaturdifferenz wird der Referenzzelle permanent ein konstanter Strom zugefiihrt. Zur
Mikrokalorimetereinheit gehort weiterhin die automatische, in die Probenzelle einfiihrbare
Titrationsspritze zur Injektion und Durchmischung des Liganden. Das regelbare
Gesamtinjektionsvolumen betrdgt 250 ul. Nach Einspritzung eines Liganden oder Rezeptors
bzw. Bindeproteins in die Messzelle erfolgt dort die intermolekulare Wechselwirkung mit
dem Bindungspartner, die sich in der angesprochenen Warmeédnderung manifestiert. Um die
thermische Differenz zwischen den beiden Zellen wieder herzustellen und das System somit
isotherm zu halten, wird der Probenzelle ein zu AT proportionaler Regelstrom (differential
power, AP) zugefiihrt (endotherme Reaktion) oder dieser Regelstrom ausgesetzt (exotherme
Reaktion). Befindet sich das Gerdt im thermischen Gleichgewicht so ist AP konstant,
gleichbedeutend mit der Basislinie einer Messung. Die Regelleistung wird zeitabhingig
gemessen und als AP in pcal/s angegeben. Integriert man das erhaltene Signal einer
Einspritzung in die Probenzelle erhdlt man den Gesamtbetrag der durch die Injektion
verursachten Warmeédnderung in kcal/mol des eingespritzten Liganden unter gleichzeitiger
Kenntnis der Temperatur sowie der vorliegenden Konzentrationen bzw. Stochiometrie der

beteiligten Komplexierungspartner (MicroCal, 2003; Tellgmann, 1998).

Im Falle des Doxorubicins wurde mittels ITC die Verdiinnungswiarme bei Titration einer
hochkonzentrierten, polymerisierten Losung des Haptens in die Puffer enthaltende Proben-
zelle aufgezeichnet und dadurch die Dissoziationskonstante (Kp) der Selbstassoziation des
Haptenliganden Doxorubicin ermittelt (siche Abschnitt 3.1.2.3). Dazu wurde die Probenzelle
vor dem Experiment nach Herstellerangaben (MicroCal, 2003) gespiilt und die Messzelle mit
1,41 ml 50 mM Hepes/NaOH pH 7,4 luftblasenfrei befiillt. Auch die korrespondierende Refe-
renzzelle wurde vor der Messung analog mit 1,41 ml H,O (Millipore) frisch befiillt.
Samtliche Puffer und die Referenz- bzw. Probenldsungen waren entgast und mit Ausnahme
der Doxorubicinldsung sterilfiltriert (Porendurchmesser 0,45 um). Im Fall des Doxorubicins
waren in eigenen Versuchen hohe Ausbeuteverluste durch Wechselwirkung des hydrophoben
Analyten mit der Filtermembran beobachtet worden. Die automatisierte Titrationsspritze
wurde ebenfalls nach Herstellerangaben mit 300 pl 3,75 mM Doxorubicin in H,O (Millipore)
aufgezogen und in die Probenzelle eingefiihrt. Die Zellen wurden anschlieend auf 25°C
dquilibriert und die Parameter der kalorimetrischen Titration iiber die elektronische, an einen

Computer angeschlossene Steuereinheit des Gerits festgelegt. Das System befand sich im
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Ausgangsgleichgewicht sobald das AP-Signal einen stabilen, positiven Wert erreicht hatte,
der maximal £ 1 pcal/s vom eingestellten Regelstrom der Referenzzelle abwich. Gleichzeitig
musste die Temperaturdifferenz zwischen adiabatischer Kammer und den Zellen stabil
0,0 + 0,05 °C betragen. Uber die ITC-Aquilibrierungsoption "Auto" wurde die Einstellung des
thermischen Gleichgewichts zwischen den Zellen (Basislinie) — unter Durchmischung der
Messzelle bei 310 rpm — automatisch vorgenommen. Die Antwortzeit des AP auf die Ein-
spritzung des Liganden wurde abhéngig von der zu erwartenden Signalstirke durch die Aus-
wahl eines der Modi "hoch", "niedrig" oder "passiv" festgelegt (MicroCal, 2003). Standard-
malig wurde die vom Hersteller empfohlene Einstellung "hoch" verwendet, wohingegen eine
Verwendung der beiden anderen Modi lediglich im Falle langsam ablaufender thermischer
Prozesse angezeigt ist. AnschlieBend wurde die Titration des Liganden in die Probenzelle
gestartet, wobei die erste Injektion 60 s nach Beginn der Aufzeichnung erfolgte. In der Regel
wurde der erste Titrationsschritt mit dem Minimalvolumen von 0,5 pl durchgefiihrt, gefolgt
von 25 Titrationsschritten von je 7 ul. Die Dauer der Einspritzung in Sekunden betrug
standardmiBig das Doppelte des Wertes des zugegebenen Volumens des Liganden in
Mikroliter. Im vorliegenden Fall 14s. Die Zeit zwischen zwei aufeinander folgenden
Injektionen wurde mit 300 s angesetzt, um die Einstellung des thermischen Gleichgewichts zu

gewihrleisten.

Die erhaltenen Verdiinnungswirmen der Titration des Doxorubicins in Puffer wurden zu-
ndchst um die Werte einer analog durchgefiihrten Referenzmessung durch Titration mit Was-
ser bereinigt. AnschlieBend wurden die Dissoziationskonstante Kp und AHpisso; = —(AHpim)
mittels des im Datenanalyseprogramm Origin" enthaltenen Moduls VP"-ITC Version 7.0
(siche Abschnitt 2.9) graphisch durch nicht-lineare Regression bestimmt (MicroCal, 2004).
Hierfiir wurde das integrierte Dimer-Dissoziationsmodell des Programms mit den Gleichung-
en (7)—(10) zugrunde gelegt. Abgesehen von einem Faktor 2 ist es mit dem der indefiniten
isodesmischen Polymerisierung identisch (sieche Gleichung (40) und Abschnitt 3.1.2.3). Das
Modell basiert auf der reversiblen Dimerisierung eines Liganden der Monomerkonzentration
[L] und der Dimerkonzentration [L,]; Kp bezeichnet dabei die Dissoziationskonstante und

AHpjsso; die Enthalpiednderung der Dissoziation:

Al-lDim

LiL = L, (5)
AH oz
L2

Kp =1 ©

Die dquivalente Monomerkonzentration [L] im Gleichgewicht ist demnach gegeben durch
(McPhail & Cooper, 1997; Remeta et al., 1991):

_ J1+8%[Cl /Ky, -1

(L] 4/Kp

(7
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mit [C]t = totale Konzentration des Liganden zum jeweiligen Zeitpunkt der Titration:
[Cly =[L]+2x%[L,] (8)

Wihrend eines ITC-Verdiinnungsexperimentes wird die Warmeédnderung (AQ) bei Injektion
eines kleinen Volumens (AV) der konzentrierten Ligandenldsung mit der Konzentration [C]y
in die Zelle des Kalorimeters (Volumen V) gemessen. Fiir die i-te Einspritzung der Titra-

tionsreihe ist die beobachtete Warmednderung gegeben durch:

AQ = AHp;, x {Vy x ([L, ]; = [L, Iiy) —AV x ([L, ] —[L, 1)} )]

mit [L;]o,[L2]; und [L;]i.; als Dimerkonzentration in der urspriinglichen Losung (Titrations-
spritze) und in der Zelle des Kalorimeters nach der i-ten bzw. (i-1)-ten Injektion. Die
korrespondierenden totalen Konzentrationen des Liganden (ausgedriickt als Monomer) sind
entsprechend [C]o, [C]; und [C]i.;. Der letzte Term der Gleichung (9) stellt einen Korrektur-
faktor dar, der die Volumenédnderung wihrend der Titration bzw. die daraus resultierende

Konzentrationsédnderung beriicksichtigt.

Aus Griinden der einheitlichen graphischen Darstellung in dieser Arbeit, wurden die
Messwerte in das Datenanalyseprogramm KaleidaGraph® V 3.6 (siche Abschnitt 2.9) iiber-

fiihrt, wobei die freie Warmeadnderung in den SI-Einheiten kJ/mol angegeben wurde.

Die Anderung der freien Enthalpie AG und der Entropie AS des Selbstassoziationsprozesses
wurde unter Berlicksichtigung der Gaskonstante (R) und der Temperatur (T) aus folgender
Beziehung — Gibbs-Helmholtz-Gleichung — abgeleitet (Cooper et al., 2001):

AG =-RTInK = AH-TAS (10)

2.7.3 UV/Vis-Spektroskopie

Die Methode der UV/Vis-Spektroskopie wurde angewandt, um das konzentrationsabhéngige
Selbstassoziationsverhalten des chromophoren Liganden Doxorubicin in Losung zu unter-
suchen (siehe Abschnitt 3.1.2.1). Der Nachweis der Absorption erfolgte bei der durch dreidi-
mensionale Fluoreszenzabtastung bestimmten maximalen Anregungswellenlinge des Doxo-
rubicins von 472 nm (sieche Abschnitt 3.1.1). Ausgehend von einer 2,0 mM Stammldsung des
Chromophors in DMF wurde die Absorption des Doxorubicins durch Verdiinnung in PBS/E
pH 7,4 (filtriert; Porendurchmesser 0,45 um) in einem Konzentrationsbereich von 1,0—
300 uM bestimmt. Dazu wurde eine Quarzkiivette der Schichtdicke 1,0 cm mit 500 pl der je-
weiligen Doxorubicinverdiinnung befiillt und nach Abzug des Pufferwerts die spezifische
Absorption des Chromophors bei einer konstanten Temperatur von 25°C ermittelt. Die Ab-
sorption der monomeren Spezies des Chromophors im Gleichgewicht mit der dimeren Form
ist beschrieben durch die Gleichung (Chaires ef al., 1982; Menozzi et al., 1984):

A =gy x[C]y +2xep x[C]p (11)
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wobei A der experimentell bestimmten Absorption bei 472 nm geteilt durch die Schichtdicke
d [cm] der Kiivette entspricht; ey und ep sind die molaren Extinktionskoeffizienten der
monomeren respektive dimeren Form des Doxorubicins (berechnet mittels der molaren Masse
des Monomers) und [C]y bzw. [C]p stellen die korrespondierenden molaren Konzentrationen
dar.

Aus der Bilanzerhaltung der Masse ergibt sich die totale molare Konzentration des Doxoru-

bicins [C]t als Ausdruck monomerer Einheiten wie folgt:
[Cly =[Cly +2x[C]p (12)

Lost man die Gleichungen (6), (7), (11) und (12) unter Einsetzen von [C]t nach A/[C]t = &kaik

auf, erhilt man mit Ae = gy — €p:

(y1+8x[Cly /K —1)
4x[Cly /Ky,

€k = Ep +AeX (13)
Die unbekannten Parameter Kp, €y und ep der Gleichung (13) wurden parallel durch nicht-
lineare Regressionsanalyse mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siche

Abschnitt 2.9) unter Minimierung der Fehlerquadrate bestimmt.

Die Erweiterung des Modells der Selbstassoziation des Doxorubicins hin zur indefiniten iso-
desmischen Polymerisation wurde bei Untersuchung mittels Absorptionsspektroskopie nach
Rodriguez (1995) vollzogen (siehe Abschnitt 3.1.2.2). gxax entsprach in diesem Fall:

Eralk = Oy X Epp F oy X €y T+ Oljpyy X €y

(14)

ext

mit o als molarem Anteil der einzelnen Spezies des Chromophors an der Gesamtkonzentration
ausgedriickt in der monomeren Form; Dabei entsprach M dem Monomer, ext der dufleren
Form aufeinander gestapelter Molekiile und int der in dem Stapel befindlichen Form des

Doxorubicins. Die jeweilige molare Fraktion ist definiert durch:

1 +1—\/4><[C]T/KD+1

_ 15
MTCL /K, | 2¢[CE/KS (>
0‘ext:2><(1_0LM_0‘1\/1><[C]T/KD) (16)
aint:l_aM_aext:aMx(1+2X[C]T/KD)_1 (17)

Durch Einsetzen von oy aus (15) in die Gleichungen (16) und (17) wurde oex und aiy als
Ausdruck der monomeren Fraktion erhalten. AnschlieBend wurden die unbekannten Para-
meter Kp, €um, €ext Uund &jpy wiederum durch nicht-lineare Regressionsanalyse mittels des
Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (sieche Abschnitt 2.9) durch iterative Minimierung
der Fehlerquadrate bestimmt (siche Abschnitt 3.1.2.2). Als Niherung wurde dafiir zunéchst
der mittels des Monomer-Dimer-Modells fiir ey ermittelte Wert angenommen (siche
Abschnitt weiter oben).
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2.7.4 Fluoreszenzspektroskopie

2.7.4.1 Dreidimensionale Fluoreszenzabtastung

Die dreidimensionale Fluoreszenzabtastung des spekroskopisch aktiven Liganden diente
verschiedenen Zwecken. Einerseits wurde dadurch die strukturelle Integritit des Haptens
iberpriift. Andererseits wurde die maximale Anregungs- bzw. Emissionswellenlinge des
Fluorophors bestimmt, um den nachfolgenden biophysikalischen Nachweis der Komplexbil-
dung des Doxorubicins mit natiirlichen Lipocalinen wie dem Wt-BBP, den angereicherten
BBP-Varianten, dem AGP sowie die Identifizierung geeigneter Blockierungsreagenzien fiir
den Einsatz im Phage Display unter optimalen Versuchsbedingungen mittels Liganden-
Fluoreszenztitration (siche Abschnitt 2.7.4.3) oder Fluoreszenzanisotropie (siche Abschnitt
2.7.4.5) zu fihren. Auch fiir die Untersuchung des Selbstassoziationsverhaltens des Doxoru-
bicins mittels UV/Vis-Spektroskopie (siche Abschnitt 2.7.3) oder Fluoreszenzspektroskopie
(sieche Abschnitt 2.7.4.3) wurden die aus den Fluoreszenzspektren erhaltenen Informationen

bendtigt.

Eine frisch hergestellte 1,0 mM Stamml6sung von Doxorubicin in wasserfreiem DMF (liber
Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) wurde in PBS/E pH 7,4 auf 5,0 uM verdiinnt.
2,0 ml der Losung des Fluorophors wurden in einer Quarzkiivette (Schichtdicke d =1 cm) mit
Riihrfisch vorgelegt und im Probenhalter des Fluoreszenzphotometers des Typs LS-50B
(Perkin-Elmer) lichtgeschiitzt fiir 10 min auf 25°C temperiert. Aufgrund der Temperaturab-
héngigkeit der Fluoreszenzemission wurde die Temperatur mit 25°C konstant gehalten
(Demchenko & Ladokhin, 1988). Die dreidimensionale Abtastung der Fluoreszenzemission
erfolgte durch schrittweise Erhohung der Anregungswellenldnge um 1,0 nm in einem Bereich
von 400—490 nm. Dabei wurde fiir jede Anregungswellenldnge die korrespondierende Emis-
sion in einem Bereich von 510—710 nm alle 0,5 nm abgetastet und aufgezeichnet. Die
Geschwindigkeit der Abtastung der Fluoreszenzemission betrug 500 nm/min. Die Schlitz-
weite der Anregung und Emission entsprach jeweils 10 nm. Die gesammelten Spektren
wurden mittels des FL WinLab 4.0" Computerprogramms (siche Abschnitt 2.9) graphisch zu

einem dreidimensionalen Spektrum zusammengefiihrt (sieche Abschnitt 3.1.1).

2.7.4.2 Protein-Fluoreszenztitration
(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Die Komplexbildung zwischen Protein und Ligand wurde in Losung durch Verdnderung der
Fluoreszenzeigenschaften eines der Komplexpartner verfolgt. Die intrinsische Fluoreszenz
von Proteinen ist vor allem auf die Anregung der aromatischen Aminosduren Tryptophan und
Tyrosin zuriickzufiihren. Phenylalanin trdgt nur in geringem Malle zur Fluoreszenz bei. Eine
Abnahme der messbaren Fluoreszenzintensitit (Quenching) geschieht durch direkte Wechsel-
wirkungen des Liganden mit Tryptophanseitenketten in der Bindungstasche oder durch bin-

dungsinduzierte Konformationsédnderungen innerhalb des Proteins, die zu verdnderter Pola-
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ritdt der Umgebung nicht direkt mit dem Liganden wechselwirkender Trp- oder Tyr-Reste
fiihrt. Abhédngig von den Fluoreszenzeigenschaften des Liganden wird dessen Fluoreszenz
ebenso beinflusst. Die Dissoziationskonstanten wurden durch Messung der Fluoreszenz des

einen Bindungspartners bei Titration mit dem anderen ermittelt.

Die Bindungseigenschaften der natiirlichen Lipocaline, der BBP-Varianten sowie potentieller
Blockierungsreagenzien gegeniiber Doxorubicin (siche Abschnitt 3.2, 3.6.4.1 und 3.5.1.3) und
anderer niedermolekularer Liganden wurden mittels Titration der jeweiligen Proteinlosung
mit dem Liganden untersucht. Im Falle des Haptens Doxorubicin wurde im Wesentlichen die
Abnahme der intrinsischen Tryptophan-Fluoreszenz des Proteins bei Komplexbildung mit
dem Liganden nachgewiesen. Die Dissoziationskonstante des jeweiligen Protein/Liganden-

Komplexes wurde aus der erhaltenen Titrationskurve durch nicht-lineare Regression ermittelt.

Die Konzentration der eingesetzten, filtrierten (Porendurchmesser 0,45 pm) Proteinldsungen
in PBS/E pH 7,4 betrug in der Regel 1,0 uM in einem Volumen von 2,0 ml. Die Protein-
16sung wurde in einer Quarzkiivette (Schichtdicke d = 1 cm) mit Riihrfisch vorgelegt und im
thermostatisierbaren Probenhalter des Fluoreszenzphotometers (LS-50B; Perkin-Elmer) fiir
10 min auf 25°C inkubiert. Die anschlieBende Titration mit dem Liganden Doxorubicin
erfolgte ausgehend von einer 0,5—1,0 mM Stammlosung des Haptens in wasserfreiem DMF
(iiber Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) oder einer frisch hergestellten Doxoru-
bicinlosung identischer Konzentration in H,O (Millipore; sterilfiltriert). Die intrinsische Fluo-
reszenz der Tryptophan-Seitenketten der Proteine wurde bei 295 nm und einer Schlitzweite
von 4 oder 5 nm — in Abhdngigkeit von der gemessenen Ausgangsintensitit der Fluoreszenz —
angeregt. Der Nachweis der Fluoreszenzemission erfolgte bei 345 nm und Schlitzweiten von
5 oder 6 nm. Die Titration erfolgte durch portionsweise Zugabe der Ligandenlosung in Volu-
mina von 1,0—8,0 ul zur Proteinlosung. Die Endkonzentration betrug dabei 5,0—30,0 uM.
Zur Einstellung des Gleichgewichts wurde die Losung nach jeder Zugabe unter Riihren 1 min
im Dunkeln inkubiert. Das Fluoreszenzsignal wurde dann iiber 10 s integriert gemessen. Die
geringe Volumenzunahme im Verlauf der Titration (bis zu 60 pl entsprechend 3 %) wurde bei
der Auswertung vernachldssigt. Die nach Einstellung des Gleichgewichts der Komplex-
bildung gemessenen apparenten Fluoreszenzintensititen der Proteine wurden bei der Titration
um den Pufferwert und den Einfluss des Losungsmittels korrigiert. Die berechneten relativen
Intensitdten der Proteinfluoreszenz 1/1y wurden auf einen Anfangswert von 100% skaliert,
und um den inneren Filtereffekt (siehe unten), entsprechend der Eigenabsorption des Doxoru-

bicins bei der Anregungswellenldnge der Proteinfluoreszenz von 295 nm, korrigiert.

Korrektur des inneren Filtereffekts mit N-Acetyl-L-Tryptophanamid:

Aufgrund der nicht vernachldssigbaren Eigenabsorption des Doxorubicins bei der Anregungs-
wellenldnge der Proteinfluoreszenz von 295 nm wurden die Messwerte um diesen inneren
Filtereffekt berichtigt (Samworth et al., 1988). Die Korrektur der Eigenabsorption bei der
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Emissionswellenldnge von 345 nm wurde nicht beriicksichtigt, da der Effekt hier gering war.
Die von der Doxorubicinkonzentration abhidngige Verringerung der messbaren Fluoreszenz-
intensitdt wurde mittels Titration einer 1,0 uM N-Acetyl-L-Tryptophanamid-Losung mit
Doxorubicin in der oben beschriebenen Weise ermittelt. Da der Ligand nicht mit dem N-
Acetyl-L-Tryptophanamid durch Komplexbildung wechselwirkte, war die Abnahme der
Fluoreszenzintensitét bei der Titration vornehmlich auf die Eigenabsorption des Doxorubicins

zurickzufiihren.

Fiir die Fluoreszenz F eines Proteins P gilt allgemein (Beste, 1998):
F = £, X[P1% I} oqune (18)

mit fp = molarer Fluoreszenzkoeffizient des Proteins, [P]= Proteinkonzentration und

1 Anregung = Ausgangsintensitit des nicht abgeschwichten Anregungslichts.

Abhéngig von der Konzentration des Liganden in Losung verringerte dessen Eigenabsorption
die als Produkt der Intensitdt des Anregungslichtes nachweisbare Emission in unterschied-

lichem AusmaB. Fiir die apparente Fluoreszenz F,,, gilt daher mit Ianregung < I° Anregung’

Fapp = fP x [P] X IAnregung (1 9)

Unter Anwendung des Lambert-Beerschen-Gesetzes 1dBt sich das Verhéltnis von Ianregung ZU

10 Anregung DeSchreiben:

0
Anregung

log =g xc, xd (20)

Anregung
mit g = Extinktionskoeffizient des Liganden bei der ausgewédhlten Anregungswellenlinge,
cp = Ligandenkonzentration, d = Distanz des Anregungslichtes vom Kiivettenrand bis zum

Ort des Fokus der Emission.

Durch Umformen von Gleichung (20) erhilt man:

=1°

Anregung

I % lo—sLxchd (21)

Anregung

Damit ergibt sich aus Gleichung (19):
Fapp = fP x [P] X IO

Anregung

« lO—sLxchd (22)
bzw. unter Verwendung von Gleichung (18):
Fp = Fx 10775 (23)

Bei halblogarithmischer Auftragung der bei der Titration von N-Acetyl-L-Tryptophanamid
mit dem Liganden erhaltenen (auf einen Anfangswert von 100% skalierten) Fluoreszenzsi-
gnale wird der apparente Extinktionskoeffizient €.y, =€ x d durch lineare Regression als

Steigung der Regressionsgeraden bestimmt:

logF

app

=logF-¢,, xc_ (24)
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Die Korrektur der bei der Titration der Proteinlosungen gemessenen Fluoreszenzintensitdten
erfolgt dann geméf Gleichung (25):

F= Fapp X107 (25)

Bestimmung der Dissoziationskonstante:

Bei jedem Schritt der Fluoreszenztitration stehen die Bindungspartner miteinander im Asso-
ziations/Dissoziations-Gleichgewicht. Nach dem Massenwirkungsgesetz ist das Gleichge-
wicht durch die Dissoziationskonstante Kp in Gleichung (2) beschrieben. Die dabei nicht
direkt erfassbaren Konzentrationen der nicht komplexierten Bindungspartner sind durch
folgende Bilanzgleichungen definierbar [P]=[P]t —[PeL] und [L]=[L]r—[PeL] (mit
[P]r = Proteingesamtkonzentration; [L]t = Ligandengesamtkonzentration). Durch
Substitution von [P] und [L] in Gleichung (2) erhilt man:

([Pl —[Pe L)< ([L]; —[PeL])
[PeL]

K, = (26)

Auflosen dieser Gleichung nach [PeL] ergibt folgende gemischt quadratische Gleichung, die

die einzig physikalisch sinnvolle von zwei mathematisch moglichen Losungen darstellt:

[PeL]= - [P]T x [L]T (27)

[P, +[L], +K, \/ ([P]; +[L]; +K,)°
2 4

unter Berlicksichtigung genannter Bilanzgleichungen ergibt sich analog:

[Pl ~[Lk =Ky \/ ([Pl; +[L}; +Kp)’

: ) —[P]r x[Ly (28)
2
1= WK \/ (Pl = [Lh Ko ) py, sy, (29)

Die gemessene Fluoreszenz ist die Summe der Fluoreszenzbeitrdge der im Gleichgewicht
vorliegenden Molekiilspezies. Fiir ein durch Gleichung (2) charakterisiertes System mit drei
Komponenten 148t sich die gemessene Fluoreszenz F mit dem molaren Fluoreszenzkoefti-

zienten f und der jeweiligen Konzentration des Molekiils wie folgt beschreiben:
F=f, x[P]+f, x[L]+f,. x[PeL] (30)

Nach Substitution von [PeL], [P] und [L] gemiB Gleichung (27), (28) und (29) ergibt sich
schlieBlich:

F=([P]; ~[Ll; —KD)x%’+ ([P]y +[L]; +Kp)x f*‘; +([L; ~[P); —KD)x%

(€19

2
([Pl + [LjT +Kp) —[P]; x[L];

+(fp +1, _fP-L)X\/
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Als anzupassende Parameter verbleiben die molaren Fluoreszenzkoeffizienten fp, fi und fp..
sowie die gesuchte Dissoziationskonstante Kp. Die Anpassung der Titrationskurven an die
gemessene Fluoreszenz in Anbhéngigkeit von [L]t erfolgte durch nicht-lineare Regressions-
analyse mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siche Abschnitt 2.9) durch
iterative Minimierung der Fehlerquadrate. Unter den gegebenen Bedingungen der Protein-
Fluoreszenztitration zeigten die Liganden selbst vernachléssigbare Eigenfluoreszenz (fp = 0),

wodurch sich Gleichung (31) vereinfachte.

Um bei der Abnahme der intrinsischen Proteinfluoreszenz zwischen den Phinomenen der
dynamischen und statischen Fluoreszenzldschung bzw. ihrer Mischform zu unterscheiden,
wurden die erhaltenen Werte falls erforderlich mittels eines modifizierten Stern-Volmer-
Diagrammes ausgewertet (Samworth er al., 1988). Von statischer Fluoreszenzloschung
spricht man, wenn der beobachtete Effekt ausschlieBlich auf eine Komplexbildung des Pro-
teins mit dem Liganden zuriickzufiihren ist. Im Gegensatz dazu wird die dynamische
Loschung durch Kollisionsereignisse der in Losung befindlichen Molekiile verursacht (siche
Abschnitt 3.5.1.3). Der allgemeine Ausdruck der Stern-Volmer-Gleichung lautet:

F
FO:I+K><[L]T (32)

mit Fo und F als Ausdruck der Fluoreszenzintensitit der Tryptophanreste in Abwesenheit
bzw. Gegenwart des Quenchers, dessen Konzentration jeweils der Gesamtkonzentration [L]t
des Liganden beim jeweiligen Titrationsschritt entspricht; K ist eine Konstante, die in Ab-
héngigkeit des zugrunde liegenden Ldschungsmechanismus verschieden interpretiert werden
kann. Aus Gleichung (32) ergibt sich fiir den Fall der Anregung der Tryptophanseitenketten
eines gefalteten Proteins eine heterogene Fluorophorpopulation unterschiedlicher Zuging-
lichkeit. Die Fluoreszenzemission der gesamten Fluorophorpopulation ist wie folgt definiert:

F, 1 1

—= +— (33)
AF  f, xK, x[L]; f,

mit AF =F, —F, fa als Anteil der zugénglichen Fluorophore und K, als Assoziationskon-

stante.

Resultiert die beobachtete Fluoreszenzloschung ausschlieSlich aus einer Komplexbildung
zwischen dem Protein und dem Liganden erhilt man bei graphischer Darstellung von Fy/AF
gegen 1/[L]t unabhingig von der Population unzugénglicher Fluorophorreste einen linearen
Zusammenhang, wobei sich der Anteil zuginglicher Fluorophore durch den Kehrwert des
Schnittpunkts der Ordinate und der Wert der Dissoziationskonstante Kp aus dem Quotienten
der Steigung durch den Ordinatenschnittpunkt ergibt. Die Auswertung der Titrationskurven
wurde durch lineare Regression mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siche
Abschnitt 2.9) durchgefiihrt.
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2.7.4.3 Liganden-Fluoreszenztitration
(nach Breustedt, 2008)

Klassische Liganden-Fluoreszenztitration:

Die Bindungsaktivititen von Blockierungsreagenzien gegeniiber Doxorubicin (sieche Ab-
schnitt 3.5.1.3) wurden durch Titration der Ligandenlosung mit diesen Reagenzien untersucht.
Dabei wurde in allen Fillen die Abnahme der Fluoreszenzintensitdt des Liganden bei Kom-

plexbildung mit den Proteinen nachgewiesen.

Die Messungen wurden mit einem thermostatisierbaren Kiivettenhalter ausgestatteten LS-50B
Fluoreszenzphotometer (Perkin-Elmer) durchgefiihrt. Die Konzentration der eingesetzten,
Doxorubicinlésung in PBS/E pH 7,4 betrug 10,0 uM und war ausgehend von einer 1 mM
Stammlosung des Liganden in wasserfreiem DMF (iiber Molekularsieb 0,4 nm Perlform
dehydratisiert) hergestellt worden. Das eingesetzte Volumen der verdiinnten Doxorubicin-
16sung entsprach 2,0 ml. Diese Ligandenlosung wurde zunidchst in einer Quarzkiivette
(Schichtdicke d = 1 cm) mit Riihrfisch vorgelegt und im Probenhalter des Fluoreszenzphoto-
meters fiir 10 min auf 25 °C temperiert. Die anschlieBende Titration mit den Proteinldsungen
erfolgte ausgehend von frisch hergestellten, filtrierten (Porendurchmesser 0,45 um) 2,0 mM
Stammldsungen der entsprechenden Reagenzien in PBS/E pH 7,4. Die Fluoreszenz des
Doxorubicins wurde selektiv bei 470 nm und 5 nm Schlitzweite angeregt. Der Nachweis der
Fluoreszenzemission erfolgte bei 585 nm mit einer Schlitzweite von 10 nm. Die Titration
erfolgte durch portionsweise Zugabe der Reagenzienlosung in Volumina von 1,0—10,0 pl zur
Doxorubicinldsung. Die Endkonzentration betrug dabei 100 uM. Zur Einstellung des Gleich-
gewichts wurde die Losung nach jeder Zugabe unter Riithren 1 min im Dunkeln inkubiert. Das
Fluoreszenzsignal wurde dann iiber 10 s integriert gemessen. Die geringe Volumenzunahme
im Verlauf der Titration (bis zu 100 ul entsprechend 5%) wurde bei der Auswertung
vernachléssigt. Nach Abzug des Fluoreszenzbeitrages des Puffers wurden die erhaltenen
Fluoreszenzintensitidten auf einen Anfangswert von 100% skaliert. Die Anpassung der
Titrationskurven an die Wertepaare F/[P]r erfolgte durch nicht-lineare Regression mittels
Gleichung (31) mit dem Computerprogramm KaleidaGraph® V 3.6 (siche Abschnitt 2.9)
durch iterative Minimierung der Fehlerquadrate. Unter den gegebenen Bedingungen der
Liganden-Fluoreszenztitration (sieche oben) zeigten die Blockierungsreagenzien selbst keine
Fluoreszenz. Die Bestimmung der Dissoziationskonstante sowie der molaren Fluoreszenz-

koeffizienten f1 und fp.; erfolgte daher unter Verwendung von Gleichung (31) mit fp = 0.

Untersuchung der Selbstassoziation des Doxorubicins mittels Fluoreszenzspektroskopie:

Die Fluoreszenzemission des Doxorubicins zeigte bei Titration des Fluorophors in den Puffer
PBS/E pH 7,4 (Versuchsdurchfiihrung wie vorheriger Absatz in Abwesenheit von Protein)
mit zunehmender Konzentration ein nicht-lineares Verhalten, das als Selbstassoziation des

Haptens (siche Abschnitt 3.1.2.2) interpretiert wurde. Unabhéngig vom zugrunde gelegten
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Modell der Selbstassoziation sind die entstehenden Polymere als nicht fluoreszent be-
schrieben (Rizzo et al., 1989), weshalb das Produkt aus der molaren Fluoreszenz fi des
monomeren Fluorophors und seiner jeweils in Losung befindlichen Monomerkonzentration

[L] die apparente Fluoreszenz F einfach beschreibt:
F=1f x[L] (34)

Mit [L]=[L]; aus Gleichung (7) als Ausdruck der Monomerkonzentration des Monomer-
Dimer-Modells der Selbstassoziation des Liganden 148t sich die graphische Darstellung der
Fluoreszenz F gegen die eingesetzte absolute Doxorubicinkonzentration [L]t wie folgt durch

nicht-lineare Regression auswerten:

J1+8x[L]; /Ky, -1
X

F=f
. 4/Kp

(35)

wobei als anzupassende Parameter die Dissoziationskonstante Kp und die molare Fluoreszenz

f1 verbleiben.

Demgegeniiber ist das klassische Modell der indefiniten isodesmischen (isos = gleich; des-
mos = Bindung) Selbstassoziation (Chaires et al., 1982; Ishida et al., 1988; Martin, 1996;
Rodriguez et al., 1995) definiert als:

L+LoL, Kp, =[LI*/[L,] (36)
L,+Le Ly Kips =[L, X [L]/[Ls]=Kp, x[LT /[Ls] (37)
Li+Le L, Ky =[L3Ix[LI/[Ly]=Kpy xKps x[L]* /L] (38)

\ \
L, +Le L K =[Ai IXILI/IA 1= (K p, x-+-x K )x[L] /L] 39)
wobei Kpjso = Kpy = Kps = Kpg = -+ = Kp;; Im Gleichgewicht ergibt sich deshalb nach dem

Massenwirkungsgesetz analog zu Gleichung (7) folgender Term fiir [L] =[L]; als Ausdruck
der Monomerkonzentration des Modells der indefiniten isodesmischen Selbstassoziation des
Liganden (Evstigneev et al., 2012; Ishida et al., 1988):

2><[L]T/I(Dlso +1_\/4X[L]T/KDISO +1
2x[L]; /Ko

[Ll]:

(40)

Durch Kombination von Gleichung (34) und (40) wurde die Auftragung der relativen Fluo-
reszenzintensititen gegen die eingesetzte absolute Doxorubicinkonzentration [L]r mittels des
Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siche Abschnitt 2.9) durch nicht-lineare Regres-
sion unter Anpassung der Dissoziationskonstante Kp;s, und des relativen molaren Fluores-

zenzkoeffizienten fy graphisch ausgewertet.
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2.7.4.4 Kompetitive Fluoreszenztitration
(nach Breustedt, 2008)

Der spektroskopisch aktive Ligand 8-Anilino-1-Naphthalin-Sulfonsdure (ANS) wurde als
Komplexierungspartner fiir das Wt-BBP, FluA und die angereicherten BBP-Varianten ver-
wendet, um mittels Verdringung aus der Bindungstasche dieser Proteine durch das Doxo-
rubicin die Affinitdt fiir den letztgenannten Liganden zu ermitteln (siche Abschnitt 3.6.4.2).
Dazu wurde zunichst die Affinitdt der Proteine fiir das ANS mittels Liganden-Fluoreszenz-
messung bei Titration der Proteinldsung (sieche Abschnitt 2.7.4.3 und 3.6.4.2) bestimmt. Im
Fall des ANS zeigte die Titrationskurve in Abhédngigkeit von der Konzentration des Liganden
eine Zunahme der Fluoreszenz. Fiir die Messung wurden 2,0 ml der 1,0 uM Proteinldsung in
einer Quarzkiivette vorgelegt und fiir 10 min auf 25°C temperiert bevor die Fluoreszenz-
emission bei 370 nm (Schlitzweite jeweils 10— 15 nm) angeregt und bei 475 nm (Schlitzweite
jeweils 10—15 nm) detektiert wurde. Die Ligandenlosung (1,0 mM ANS in wasserfreiem
DMF; iiber Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) wurde der Proteinlésung in
Portionen von 1,0—10,0 ul bis zu einer Endkonzentration von 20,0 uM zugesetzt und
nachfolgend bis zur Einstellung des Gleichgewichts jeweils fiir 1 min unter Riihren im
Dunkeln bei 25°C inkubiert. Das Fluoreszenzsignal wurde anschlieBend tiber 10 s integriert
gemessen. Die geringe Volumenzunahme im Verlauf der Titration (40 pl, entsprechend 2 %)
wurde bei der Auswertung vernachléssigt. Nach Abzug des Fluoreszenzbeitrages des nicht
komplexierten Liganden (durch Titration der ANS-Losung in den verwendeten Puffer)
wurden die erhaltenen relativen Fluoreszenzintensititen gegen die zutitrierte Ligandenkon-
zentration aufgetragen. Gleichung (31) vereinfachte sich wegen der molaren Fluoreszenz-
koeffizienten fp =0 und fp =0, so dass die erhaltenen Daten unter Anpassung der
Dissoziationskonstante Kp und des relativen molaren Fluoreszenzkoeffizienten fp.; mittels
des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch nicht-lineare

Regression untersucht wurden.

Das anschliefende Verdringungsexperiment wurde ausgehend von jeweils 2,0 ml der 1,0 uM
Proteinlosung durchgefiihrt (sieche Abschnitt 3.6.4.2). Zur Ausbildung des Protein/ANS-
Komplexes enthielt die Proteinlosung zusétzlich jeweils 9,0 uM ANS (aus der 1,0 mM
Stammldsung des ANS in wasserfreiem DMF; iiber Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydra-
tisiert), entsprechend der Konzentration halbmaximaler Sattigung der Ligandenbindungs-
stellen der Proteine, wie durch die Bestimmung der Dissoziationskonstanten (siche oben)
bestimmt. Diese Losung wurde zunéchst in einer Quarzkiivette (Schichtdicke d =1 cm) mit
Riihrfisch vorgelegt und im Probenhalter des Fluoreszenzphotometers fiir 10 min auf 25°C
temperiert und so die Gleichgewichtseinstellung des Komplexes vollzogen. Die Titration
erfolgte durch portionsweise Zugabe einer 1,0 mM Doxorubicinldsung (in wasserfreiem
DMF) in Volumina von 1,0—-20,0 ul zur Losung des Protein/ ANS-Komplexes. Die End-
konzentration betrug dabei 40,0 uM. Zur Einstellung des Gleichgewichts wurde jeweils fiir
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I min unter Rithren im Dunkeln bei 25 °C inkubiert. Durch die kompetitive Verdrangung des
ANS mit Doxorubicin aus der Bindungstasche der Proteine wurde eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitédt bei spezifischem Nachweis des komplexierten ANS beobachtet. Dazu
wurde die Fluoreszenz bei 370 nm (Schlitzweite 15 nm) angeregt und die Emission bei
475 nm (Schlitzweite 15 nm) beobachtet. Das Fluoreszenzsignal wurde iiber 10 s integriert
nachgewiesen. Die geringe Volumenzunahme im Verlauf der Titration (80 ul, entsprechend
4%) wurde bei der Auswertung vernachldssigt. Aufgrund der nicht vernachldssigbaren
Eigenabsorption des Doxorubicins bei der Anregungswellenldnge von 370 nm wurden die
Messwerte hinsichtlich dieses inneren Filtereffektes durch Titration einer 9,0 uM ANS-
Losung mit Doxorubicin in Abwesenheit des Proteins korrigiert (sieche Abschnitt 2.7.4.2 und
2.7.4.3). Da das Doxorubicin nicht mit dem ANS wechselwirkte, war die Abnahme der Fluo-
reszenzintensitit bei der Titration vornehmlich auf die Eigenabsorption des Doxorubicins
zuriickzufiihren. Des Weiteren wurden die Rohdaten noch um den Fluoreszenzbeitrag des
Puffers bereinigt. Die Auftragung der Titrationskurve erfolgte in Form der apparenten
Fluoreszenz des ANS in Prozent der Ausgangsintensitit gegen die zugegebene Kompetitor-

konzentration [D]t des Doxorubicins.

Bestimmung der Dissoziationskonstante:

In einem kompetitiven Experiment ist das Protein prinzipiell in der Lage einen Komplex mit
beiden in Losung befindlichen Liganden A und B einzugehen (Kuzmi¢ ef al., 1992; Lindahl et
al., 1991; Wang, 1995):

_ [PIx[A]

P+AsPeA pA = (41)
[PeA]

P+B<PeB KDBzM (42)
[PeB]

Unter Erhaltung der Massenbilanz folgt daraus:

[Al, =[A]+[P e A] (43)

[Bl, =[B]+[P+B] (44)

[P], =[P]+[PeA]+[PeB] (45)

mit Kpy und Kpp als Dissoziationskonstanten des Proteins P fiir die Liganden A und B;
[P] = Konzentration des Proteins; [A] und [B] = Konzentration des Liganden A und B; [PeA]
und [PeB] = Konzentration des jeweiligen Protein/Liganden-Komplexes; T kennzeichnet
dabei die jeweilige Gesamtkonzentration. Aus den Gleichungen (41)—(44) folgt fiir die Kon-
zentration der Komplexe [PeA] und [PeB]:

_[PIx[Aly

Pe A
[ ] Kpa +[P]

(46)



Material und Methoden 79

[P]x[Blt

[PeB]=———- (47)
Kpg +[P]
setzt man Gleichung (46) und (47) in (45) ein ergibt sich ein kubischer Ausdruck der Form:
[P]’ +ax[P]* +bx[P]+c=0 (48)
mit a=Kp,s +Kpp +[A]lr +[B]r —[P];

b=Kpp x([A]r =[P]3) +Kpa x([B]r =[P]1) +Kpy xKpp
¢ =—Kpa xKpg x[P];

Unter der Annahme einer 1:1-Bindung sowohl zwischen ANS als auch Doxorubicin mit dem
Wt-BBP, FluA und den BBP-Varianten und unter Beriicksichtigung der im vorliegenden Ver-
such gegebenen Konzentrationsverhiltnisse [ANS]t >>[P]r und [Doxo]r >> [P]r, konnte
statt dieses kubischen Ausdrucks der Cheng-Prusoff-Formalismus (Cheng & Prusoff, 1973)
aus Gleichung (49) und (50) angewendet werden (Horovitz & Levitzki, 1987). Dabei ist die
erhaltene Titrationskurve der apparanten Fluoreszenz in Prozent der Ausgangsintensitit gegen

die zugegebene Doxorubicinkonzentration [D]r durch folgende Gleichung beschrieben:

Fmax B Fmin
Fopp = Finin + IJJT (49)

mit Fp,x = oberer Plateauwert, der dem Ausganswert (100%) der Fluoreszintensitdt des je-
weiligen Protein/ ANS-Komplexes entspricht; F, = unterer Plateauwert, der der maximalen
durch den Liganden Doxorubicin hervorgerufenen Verdringung des ANS aus dem Komplex
mit dem jeweiligen Protein entspricht; ICsy = halbmaximale inhibitorische Konzentration des
Liganden Doxorubicin. F,;, und ICsy wurden als frei anzupassende Parameter mittels des
Computerprogramms KaleidaGraph®™ V 3.6 (siche Abschnitt 2.9) durch nicht-lineare Regres-
sion ermittelt. Aus dem ICso-Wert und der Kenntnis sowohl der eingesetzten ANS-
Konzentration [A]r wie auch der zuvor in einem eigenen Experiment selbst bestimmten
Kpa = Dissoziationskonstante des ANS/Protein-Komplexes (siehe Abschnitt weiter oben
bzw. 2.7.4.2) konnte dann die Kpp = Dissoziationskonstante des Doxorubicin/Protein-

Komplexes iiber die Cheng-Prusoff-Gleichung berechnet werden:

DD — A]/
14 Ak
I<DA

2.7.4.5 Fluoreszenzanisotropie
(nach Holla 2012)

Grundlage der Fluoreszenzanisotropie ist das bei Anregung mit linear polarisiertem Licht von

K (50)

fluoreszierenden Molekiilen emittierte, polarisierte Licht. Im Fall kleiner Molekiile geht diese

Polarisierung bedingt durch die schnelle ungerichtete Rotation vor der Fluoreszenzemission
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weitgehend verloren. Die Komplexierung eines fluoreszierenden Liganden durch ein
Makromolekiil verringert diese Depolarisation durch Einschrankung der Rotationsfreiheit des
Fluorophors und kann deshalb als erhdhter Anisotropiewert nachgewiesen werden (Burke et
al., 1989). In der Praxis wird zur Messung dieses Effekts eine Probe mit vertikal polarisiertem
Licht angeregt und die resultierenden Emissionsintensititen I, bzw. I, werden mit vertikal
und horizontal ausgerichteten Polarisationsfiltern gemessen. Daraus wird die Fluoreszenz-

anisotropie » wie folgt berechnet:

I, -1
- Vv vh (5 1)
I, +2xI,
Vor Beginn der Anisotropiemessung wird zundchst noch der gerdtespezifische Korrektur-
faktor G (Granting Factor) bestimmt, indem die Ausgangsprobe des Haptens mit horizontal
polarisiertem Licht angeregt und die Intensititen der horizontal und vertikal polarisierten

Komponenten Iy, und Iy, des emittierten Lichts gemessen werden.

— (52)

Im Idealfall sind die hier erhaltenen Messwerte nahezu identisch. In der Realitét weichen die
Intensititen vor allem als Konsequenz der verschiedenen Transmissionseffizienzen von
Monochromatoren fiir vertikal und horizontal polarisiertes Licht mehr oder minder stark
voneinander ab. Entsprechend ergibt sich deshalb unter Beriicksichtigung des G-Werts fiir die
Anisotropie 7:

I, -Gx1y

r= (53)
I, +2xGxIy

Die Messung der Anisotropie des niedermolekularen Fluorophors Doxorubicin bei Kom-
plexierung mit dem Biomakromolekiill AGP erfolgte mit 1,0 uM Doxorubicin in PBS/E
pH 7,4 (1,0 mM Stammlosung des Haptens in wasserfreiem DMF; iiber Molekularsieb 0,4 nm
Perlform dehydratisiert) mit unterschiedlichen Konzentrationen 0—50 uM des Proteins in
einem Gesamtvolumen von 200 pl. Die Proben wurden zur Gleichgewichtseinstellung des
Komplexes fiir jeweils 15 min bei 25°C lichtgeschiitzt inkubiert und anschlieend in der
Fluoreszenzquarzkiivette (Typ Hellma 108.002B-QS, Mindestvolumen 150 pl) im Proben-
halter des Fluoreszenzphotometers LS-50B (Perkin-Elmer) fiir weitere 5 min bei derselben
Temperatur dquilibriert. Die Messung wurde bei einer Anregungswellenldnge von 472 nm
(Schlitzweite 15 nm) und einer Emissionswellenldnge von 585 nm (Schlitzweite 20 nm)

durchgefiihrt. Die Anisotropie wurde iiber 10 s integriert gemessen.

Es wurden jeweils drei Messwerte derselben Probe aufgenommen und der Mittelwert gebil-

det. Zur Auswertung wurde die aus den Messwerten nach Gleichung (53) — unter Beriick-
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sichtigung des Korrekturfaktors G — berechnete Anisotropie » gegen die AGP-Konzentration

aufgetragen.

Bestimmung der Dissoziationskonstante:

Da die Komplexierung durch das AGP weder die Fluoreszenzlebensdauer des Doxorubicins
verdndert noch die Fluoreszenzquantenausbeute des Fluorophors dadurch wesentlich beein-
flusst wird (Husain et al., 1993), ldsst sich die Anisotropie r bei der Komplexbildung aus
Protein und Ligand addquat durch das Massenwirkungsgesetz beschreiben (siehe Abschnitt
2.7.4.2). Die Auflosung der gemischt quadratischen Gleichung (26) nach [PeL] ergibt dabei
Gleichung (27). Bei Einsetzen von [PeL] aus Gleichung (27) folgt wegen [L] =[L]r — [PeL]
fir [L]:

[L]= —[Plp > [L]r (54)

Lk - [Pl ~Kp \/ (Pl +[L}; +Kp)’
2 4

Die gemessene Gesamtanisotropie ergibt (55) sich anteilig aus der Anisotropie des freien
Liganden und der des Komplexes:

pop L [PeL]
fL]+[PeL] "K[L]+[PoL]

Durch Einsetzen von Gleichung (27) und (54) in (55) ergibt sich fiir die gemessene Anisotro-

(35)

pie folgender Zusammenhang:

[ LI =[Plr —Kp [Py +[L]y +Kp)® "r
r= > +\/ 4 [P]TX[L]T}X[L]T
[P]r +[L]t +Kp ([P]p +[L]y +KD)2 "k
+ 5 —\/ s =[Pl x[L]r ] X 1Ll (56)

mit 7, ¥y und 7 als Ausdruck der gemessenen Anisotropie und der Anisotropie des freien
Liganden bzw. des vollstindig mit dem AGP komplexierten Liganden; [L]_ und [P]_ ist die
Gesamtkonzentration des Liganden bzw. des Proteins. Sowohl die Dissoziationskonstante K,
des Doxorubicin/Protein-Komplexes als auch 7, und r; wurden als frei anzupassende Para-
meter mittels des Computerprogramms KaleidaGraph®V 3.6 (siche Abschnitt 2.9) durch

nicht-lineare Regression ermittelt.

2.7.5 CD-Spektroskopie
(nach Schlehuber, 2001)

Man spricht von Zirkulardichroismus (CD), wenn rechts- und linkshéndig zirkular polari-
siertes Licht beim Durchgang durch ein optisch aktives, absorbierendes Medium unterschied-
lich stark abgeschwécht wird. Die resultierenden molaren Extinktionskoeffizienten eg und €,

der beiden Komponenten sind daher voneinander verschieden (Berova et al., 2000). Bei
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Proteinen sind einerseits die Peptidbindungen durch Absorption im fernen UV-Bereich (180—
250 nm) oder die aromatischen Seitenketten im nahen UV-Bereich (250—350 nm) mittels
Zirkulardichroismus nachweisbar. Die CD-Analyse im Absorptionsbereich der Peptidbin-
dungen gibt Aufschluss iiber den Sekundérstrukturgehalt eines Proteins, wohingegen die
Messung im Absorptionsbereich der aromatischen Seitenketten Aussagen iiber ihre moleku-
lare Umgebung erlaubt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die CD-Spektroskopie eingesetzt, um
die Integritdt des B-Barrel als grundlegendes Faltungsmuster der aus der BBP-Zufallsbiblio-

thek angereicherten BBP-Proteinvarianten zu verifizieren (siche Abschnitt 3.5.1.1).

Die mittels Streptavidin-Affinitdtschromatographie und Gelfiltration gereinigten Proteine
(siche Abschnitt 2.6.1) wurden zweimal gegen filtrierten (Porendurchmesser 0,45 pm) und
entgasten CD-Puffer (20 mM Kaliumphosphat, 50 mM Kaliumsulfat, pH 7,4) dialysiert. Die
Proteinlosung mit einer Konzentration von ~50 uM wurde in eine Quarzkiivette mit einer
Schichtdicke von 1,0 mm gefiillt, und luftdicht verschlossen fiir 20 min bei 20°C im
Probenhalter des Spektropolarimeters (Jasco J-810) temperiert. Die CD-Spektren wurden in
einem Wellenldngenbereich von 190—260 nm bei 22 °C aufgenommen (Gerédteeinstellungen:
response =2 s; band width =2 nm; data pitch =0,2 nm; scan speed =100 nm/min). Um
valide Ergebnisse zu erzielen, wurden insgesamt bis zu 10 Spektren akkumuliert. Die beob-
achteten Elliptizititswerte in Grad (®q,s) wurden fiir die BBP-Varianten auf die molare
Elliptizitdt pro Aminosdure ® g (MRW = mean residue weight) mittels folgender Gleichung

umgerechnet:

O 1w = —om R (57)

My ist dabei die Molmasse des untersuchten Proteins, ¢ dessen Konzentration [mg/ml], d die
Schichtdicke [cm] sowie Ny die Anzahl der Aminosduren.

2.8 Chemische Synthese und Affinitatskopplung von Zielmolekiil-Konjugaten

2.8.1 Herstellung von Doxo-Biotin, Doxo-SS-Biotin sowie Doxo-Digoxigenin
(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Die kovalente Kopplung von Doxorubicin an Biotin und Digoxigenin wurde mit reaktiven
Karbonsiureesterderivaten der beiden Markermolekiile durchgefiihrt. Als solches wurden
Biotin-X-NHS (D-Biotinoyl-e-Aminocapronsidure-N-Hydroxysuccinimidester; Roche Dia-
gnostics GmbH, Mannheim) mit einer Reinheit von > 97 %, EZ-Link ®Sulfo-NHS-SS-Biotin
(Sulfosuccinimidyl-2-Biotinamido-Ethyl-1,3-Dithiopropionat; Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rockford IL, USA) und Dig-NHS (Digoxigenin-3-O-Methylcarbonyl-¢e-Aminocapronsiure-
N-Hydroxysuccinimidester; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) mit >90% Reinheit
verwendet (siehe Abschnitt 3.4.1).
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Fir die Kopplung wurden jeweils 2,0 ml der Doxorubicin-Stammlésung in wasserfreiem
DMF (iiber Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) entsprechend 2,0 pmol in minde-
stens dquivalenter Stochiometrie bis zu einem 50-fachen Uberschuss mit der Hiinig-Base N-
Ethyldiisopropylamin (Reinheit > 98 %; Merck KGaA, Darmstadt) vorinkubiert. Dazu wurde
die 5,8 M Stammlosung des N-Ethyldiisopropylamins zundchst im Verhéltnis 1/10 in
wasserfreiem DMF verdiinnt und anschlieend 3,4 pl dieser Verdiinnung oder im Falle des
50-fachen Uberschusses 17,0 ul der unverdiinnten N-Ethyldiisopropylaminlésung der
Doxorubicinlésung zugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 15 min lichtgeschiitzt bei RT auf
einem Rollenmischer. Die auf RT temperierten Markermolekiilderivate wurden zu je einem
Molaquivalent frisch eingewogen (0,91 mg Biotin-X-NHS, 1,21 mg Sulfo-NHS-SS-Biotin
und 1,32 mg Dig-NHS). Die Zugabe der reaktiven Karbonsiureesterderivate zu der Doxo-
rubicinldsung wurde portionsweise vorgenommen, um einen Uberschuss der primiren
Aminogruppen des Doxorubicins zu simulieren und dadurch eine effiziente Umsetzung zu
gewihrleisten. Nach 2—3 h Inkubation bei RT und Dunkelheit auf einem Rollenmischer
wurden die Syntheseprodukte mittels Diinnschichtchromatographie nachgewiesen (siche
Abschnitt 2.8.2). Im Falle nicht anndhernd quantitativer Umsetzung des Doxorubicins wurden
schrittweise weitere 0,5—2 Moldquivalente der reaktiven Markermolekiilderivate zugegeben
(sieche oben) und das Ergebnis nach der jeweiligen Inkubation diinnschichtchromatographisch
iiberpriift (siche Abschnitt 2.8.2).

Herstellung von Negativkontrollreagenzien:

Fiir den Einsatz z.B. im Kolonie-Filterstapeltest (siche Abschnitt 2.4) wurden dem Doxo-
Biotin bzw. Doxo-Dig entsprechende Negativkontrollen benétigt. Dazu wurden 0,91 mg Bio-
tin-X-NHS, 1,21 mg Sulfo-NHS-SS-Biotin sowie 1,32 mg Dig-NHS in Gegenwart von 1 ml
50 mM Tris/HCI bei einem pH-Wert 8,0—-9,0 fiir 12 h bei RT inkubiert. Wegen der drasti-
schen Reaktionsbedingungen war hier kein chromatographischer Nachweis des Tris-Biotins,

Tris-SS-Biotins sowie des Tris-Digs erforderlich.

2.8.2 Nachweis der Doxo-Marker-Konjugate mittels Diinnschichtchromatographie

Der Nachweis der Syntheseprodukte Doxo-Biotin, -SS-Biotin und -Dig (siche Abschnitt
2.8.1) erfolgte durch analytische Diinnschichtchromatographie (DC). Die polare, stationére
Phase bestand aus DC Aluminiumoxid 60 F,s4-Platten (20 x 20 cm;  MerckKGaA,
Darmstadt), die vor der Verwendung der Grofle der Analysekammern entsprechend auf eine
Lénge von 10,0 cm und je nach Anzahl aufzutragender Proben auf eine maximale Breite von
10,0 cm passend zurechtgeschnitten wurden. Zur Analyse wurden jeweils 0,5—1,0 pul der
Konjugate (siche Abschnitt 2.8.1), des freien Liganden Doxorubicin sowie der reaktiven
Karbonsdureesterderivate und des N-Ethyldiisopropylamin 1—-1,5 cm oberhalb des unteren

Randes der Diinnschichtfolie punktformig aufgetragen. AnschlieBend wurden die Proben-
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punkte durch Auflegen der Aluminiumplatte auf eine 50°C temperierte Heizplatte fiir 10—

20 s getrocknet, um restliches Losungsmittel der Synthesereaktion zu verdampfen.

Als mobile, vergleichsweise apolare Losungsmittelphase dienten 12 ml eines 3/1 (v/v) Chlo-
roform/Methanol-Gemisches, mit dem die Analysekammer vor dem Lauf gesittigt wurde.
Dazu wurde an den beiden schmalen Seiten der Kammer ein zurechtgeschnittenes Whatman-
Filterpapier 3MM (Bender & Hobein AG, Miinchen) senkrecht eingepasst und nach Befiillen
der Kammer mit dem FlieBmittel die komplette Benetzung der Filter bei geschlossenem
Deckel abgewartet. Dann wurde die Diinnschichtfolie in die mit dem Losungsmittel gesittigte
Kammer gestellt und die kapillarkraftbedingte Wanderung des FlieBmittels entlang der DC-
Platte bis etwa 1,5—2,0 cm unterhalb des oberen Plattenrandes abgewartet (circa 5 min).
Anschliefend wurde die Platte erneut getrocknet. Das Doxorubicin und seine biotinylierten
bzw. digoxigenierten Konjugate konnten direkt durch die Rotfirbung im sichtbaren Bereich
identifiziert werden. Auch die nicht farbigen Synthesekomponenten DMF, N-Ethyldiiso-
propylamin und Biotin-X-NHS, Sulfo-NHS-SS-Biotin sowie Dig-NHS und deren Lauf-
strecken konnten durch teilweise blockierte Fluoreszenzanregung — dem sogenannten UV-
Shadowing — bei Bestrahlung mit UV-Licht von 254 nm nachgewiesen werden. Die
Kopplungseffizienz der Umsetzung des freien Doxorubicins zum gewiinschten Konjugat
wurde anhand der Farbintensitdt der erhaltenen Probenpunkte im Vergleich zum

unkonjugierten Doxorubicin abgeschétzt.

Zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit der chemischen Synthese wurde der Retentionsfaktor
R¢ bestimmt. Dieser entspricht dem Verhiltnis der Wanderungsstrecke des Probenfleckes (P)

zur Wanderungsstrecke des Losungsmittelgemisches (L):

R, =— (58)

Der Re-Wert einer chemischen Verbindung stellt unter identischen Versuchsbedingungen —

Diinnschichtchromatographieplatten und Laufmittel — eine Stoffkonstante dar.

2.8.3 Kovalente Kopplung von Doxorubicin an Trigerproteine
(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Doxorubicin-NHS-Synthese und -Kopplung an Trigerproteine:

Fir die Immobilisierung auf der Oberfliche der Polystyrol-Fliigelstifte (siche Abschnitt
2.3.3.1 und 3.5.1.1) wurde Doxorubicin mit BSA bzw. RNase A als Tragermolekiil konju-
giert. Dazu wurde zunédchst 0,9 mg (1,6 umol) Doxorubicin in 97,3 ul DMF (iiber Molekular-
sieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) gelost und mit einem Moldquivalent der sterisch gehin-
derten Base N-Ethyldiisopropylamin (entsprechend 2,7 pl einer 1/10-Verdiinnung der 5,8 M
Stammldsung in wasserfreiem DMF) fiir 15 min lichtgeschiitzt bei RT auf einem Rollen-
mischer vorinkubiert. Die Synthese des Glutarylamido-Doxorubicin erfolgte durch portions-
weise Zugabe von 0,175 mg (1,6 pmol) Glutarsdureanhydrid (MerckKGaA, Darmstadt) und
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lichtgeschiitzte Inkubation bei RT auf einem Rollenmischer fiir insgesamt 3 h. Der Nachweis
der Umsetzung erfolgte per Diinnschichtchromatographie (siche Abschnitt 2.8.2) unter
Verwendung eines 1/1 (v/v) CHCl3/MeOH-Losungsmittelgemisches. Bei nicht quantitativer
Umsetzung mit dem Anhydrid wurden gegebenenfalls weitere Portionen des Reagens
zugegeben; bis zur vollstdndigen Produktbildung nach erfolgter Inkubation (siehe oben). Die
weitere Umsetzung wurde mittels Inkubation (siehe oben) mit zunéchst 0,2 mg (1,6 pmol) N-
(3-Dimethylaminopropyl)-N'-Ethylcarbodiimid (EDC) (MerckKGaA, Darmstadt) und an-
schlieBend 0,125 mg (1,6 pmol) N-Hydroxysuccinimid durchgefiihrt. Das erhaltene reaktive
Doxorubicin-Derivat wurde dann direkt fiir die Kopplungsreaktion mit den Tragerproteinen
eingesetzt. Dazu wurden ~ 10,0 mg (0,16 pumol) BSA (entsprechend einer 10/1-Stochiometrie
Doxo-NHS/BSA) und 5,0 mg (0,4 umol) RNase A (entsprechend einer 4/1-Stochiometrie
Doxo-NHS/RNase A) in 1,0ml 5% (w/v) NaHCO; pH 8,1 gelost und die Losung der
reaktiven Doxorubicin-Konjugate langsam unter Riithren zupipettiert. Nach 3 h Inkubation bei
RT lichtgeschiitzt auf dem Rollenmischer wurde der Reaktionsansatz zur Abtrennung {iiber-
schiissiger Reaktanden auf eine mit PBS &dquilibrierte PD-10-Gelfiltrationssdule aufgetragen.
Die Sdule wurde mit 1,5 ml PBS gespiilt, das Konjugat mit 3 ml PBS eluiert und bei 4°C
lichtgeschiitzt aufbewahrt. Anhand der Absorption der Doxorubicingruppe bei 495 nm
(EDoxos0s = 8030 M'em™) wurde der Beladungsgrad B unter Beriicksichtigung der Absorption
A des Doxorubicins bei 280 nm (&poxo2s0 = 5814 M'lcm'l) und des resultierenden Korrek-
turfaktors Q = €pox0280/€Doxod9s = 0,724 bestimmt (sieche Abschnitt 3.4.2). Der Beladungsgrad
B ist definiert als das Verhiltnis der Konzentrationen des Doxorubicins [D] und des

jeweiligen Tragerproteins [P]:

B- % (59)

mit [D] = —haos

8Doxo495 x d

[A g — (A s x Q)]

Epygo X d

(60)

und [P]=

(61)

wobel eprgg = Extinktionskoeffizient [M"lcm'l] des jeweiligen Tragerproteins und d = Schicht-
dicke [cm] der Kiivette. Es wurde typischerweise ein Beladungsgrad von 4,0 Doxorubicin-
gruppen pro BSA-Molekiil (66,3 kDa; epygo =43824 M'em™ (Putnam, 1975)) bzw. 1,2
Doxorubicingruppen pro RNase A-Molekiil (13,7 kDa; epago = 9500 M'em™ (Gill & von
Hippel, 1989)) erhalten.

2.8.4 Indirekte Kopplung von Doxorubicin an Streptavidin mittels Doxo-Biotin

Fiir den Einsatz als immobilisierbare Doxorubicin-Konjugate auf der Oberfliche der Poly-
styrol-Fliigelstifte (sieche Abschnitt 2.3.3.1 und 3.5.2) wurde alternativ ein Komplex aus

Doxo-Biotin/Streptavidin verwendet.
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Das benotigte Streptavidin lag fiir die vorliegende Arbeit bereits gereinigt als 10sliches,
tetrameres Core-Protein mit einer molaren Masse von 13,3 kDa pro Untereinheit in PBS
Puffer vor (siche Abschnitt 3.4.2; freundlicherweise von M. Gebauer zur Verfligung gestellt).
Die Herstellung erfolgte cytoplasmatisch in E. coli durch Expression des natiirlichen, die

Aminosiuren Glu'* bis Ser'*’

kodierenden Strukturgens aus S. avidinii (Schmidt & Skerra,
1994b). Vorteile dieser verkiirzten Version gegeniiber dem natiirlicherweise vorkommenden
Protein waren erhohte Loslichkeit, verringerte Oligomerisierungstendenz und verbesserte
Proteolyseresistenz (Schmidt & Skerra, 1994b). Das tetramere Protein wurde durch Riick-
faltung aus Einschlusskorpern mit Ausbeuten von bis zu 140 mg/L-Kultur gewonnen. Die
Bindungskapazitét fiir Biotin betrug dabei 0,88 Molekiile pro Untereinheit und zeigte damit
die gute sterische Zugénglichkeit der Bindungstasche des rekombinanten Core-Proteins

(Schmidt & Skerra, 1994b).

Das eingesetzte Streptavidin wurde vor Inkubation mit dem Biotin-Konjugat filtriert
(Porendurchmesser 0,45 um), um Aggregate abzutrennen. Im Anschluss wurde die Konzen-
tration des rekombinanten Streptavidins durch spektroskopische Messung der Absorption bei
280 nm (siche Abschnitt 2.6.3) mittels des Extinktionskoeffizienten € = 35600 M'ecm™ be-
stimmt (Schmidt & Skerra, 1994b; Scopes, 1974). Die Bildung des Komplexes wurde durch
lichtgeschiitzte Inkubation bei RT von 84,0 mg (6,3 umol) Streptavidin (bezogen auf das
Monomer des Proteins) mit einem Moldquivalent Doxo-Biotin (siche Abschnitt 2.8.1) in
einem Gesamtvolumen von 10,0 ml wéihrend eines Zeitraumes von 1 h auf dem Rollen-
mischer ausgebildet. Das Molédquivalent wurde in diesem Fall auf die Zahl in Losung

befindlicher, bindungsaktiver Biotingruppen gerechnet.

Die Abtrennung iiberschiissigen, nicht gebundenen Doxo-Biotins erfolgte mittels GroBen-
ausschlusschromatographie iiber eine Sephacryl -300 HR Séule (siche Abschnitt 2.6.1.2 und
3.4.2). Anhand der Absorption wurde, wie in Abschnitt 2.8.3 beschrieben, der Beladungsgrad
bestimmt. Vor dem Einsatz als Kompetitor gebundener Phagemide wihrend der Phage
Display-Selektion wurde der Streptavidin/Biotin-Doxorubicin-Komplex entsprechend der ge-

wiinschten Doxorubicinkonzentration konzentriert (siche Abschnitt 2.6.5, 2.3.3.1 und 2.3.3.3).

2.9 Computerprogramme und Datenbanken

Zur Analyse und Bearbeitung von DNA-Sequenzdateien wurde das Programmpaket GCG®
V 9.0 (Genetics Computer Group, Madison, WI, USA) unter dem Betriebssystem UNIX ver-
wendet (Devereux et al., 1984). Die graphische Darstellung von Sequenzdateien wurde ferner
mittels des Programms GeneDoc V 2.6.02 (Free Software Foundation Inc., Boston, MA,
USA) durchgefiihrt.

Die Auswertung von Messdaten physikochemisch/biophysikalischer Analysen erfolgte mit

den Programmen KaleidaGraph® V 3.6 (Synergy Software, Reading, USA) oder Microsoft”™
Excel 2002 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) unter Verwendung des Zusatz-
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moduls Solver (Brown, 2006). Die Daten der isothermen Titrationskalorimetrie wurden direkt
mit dem im Datenanalyseprogramm Origin" integrierten Modul VP"-ITC Version 7.0383
(OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) ausgewertet und anschlieend graphisch
mit KaleidaGraph® V 3.6 (siche oben) aufbereitet. Die Daten der dreidimensionalen Fluores-
zenzabtastung des Doxorubicins wurde mit dem Programm FL WinLab 4.0 (Perkin-Elmer,
Norwalk, CT, USA) durchgefiihrt.

SDS-PAGE-Gele und Western-Blots wurden mit Hilfe eines Scanners und des Programms
Adobe™Photoshop® (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA) digitalisiert und das erhaltene
Bild hinsichtlich Helligkeit und Kontrast optimiert.

Die Sequenz- und Strukturdaten von Proteinen wurden mit der Protein Data Bank (Berman et
al., 2000) und den iiber den ExPASy-Molecular Biology Server (Gasteiger et al., 2005) frei

zugéanglichen Analyseprogrammen, wie z.B. ProtParam untersucht.
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3 Ergebnisse

3.1 Der Ligand Doxorubicin
3.1.1 Die Fluoreszenz des Doxorubicins

Die Fluoreszenzeigenschaften des in dieser Arbeit als Ligand dienenden Anthrazyklin-
Chemotherapeutikums  Doxorubicin  (Doxo)

(Agx =470 nm,  Agy =~560nm  and
AEm2 = 585-590 nm) hédngen erheblich von der Polaritit seiner molekularen Umgebung ab

Der Chromophor unterliegt einer inversen Solvatochromie, bei der mit abnehmender
Dielektrizititskonstante € des Losungsmittels bis zu einem Schwellenwert von 12, das

Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen Agyn; und Agme auf ein Minimum sinkt, bevor mit

weiter abnehmender Dielektrizititskonstante der gegenteilige Effekt eintritt (Karukstis et a/
1998).

Deshalb wurden nachweisbare Auswirkungen auf die Fluoreszenzemission des Liganden bei
einer Komplexierung innerhalb der hydrophoben Bindungstasche eines dafiir kiinstlich
geschaffenen Anticalins erwartet (Pietrzak et al., 2003). In dem ndherungsweise physiologi-
schen Puffer PBS/E pH 7,4 bei konstanter Temperatur von 25°C wurde aus dem Spektrum
der Fluoreszenzemission bei variierender Anregungswellenldnge ein Optimum der Anregung

bei 472 nm und der Emission bei etwa 590 nm beobachtet, wie schon von Andreoni (1992) in
Phosphatpuffer mit pH 7,4 beschrieben (Abbildung 7)
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Abbildung 7: Dreidimensionales Fluoreszenzspektrum von Doxorubicin; das Anregungs-/Emissions-Fluores-
zenzspektrum des Doxorubicins wurde bei einer Konzentration von 5,0 uM des Fluorophors in PBS/E pH 7,4

aufgenommen (siche Abschnitt 2.7.4.1).



90 Ergebnisse

3.1.2 Die Selbstassoziation des Doxorubicins

Einen limitierenden Faktor fiir den direkten Einsatz als Fluoreszenzprobe stellt jedoch die
Tendenz des Anthrazyklins zur Selbstassoziation in wassriger Losung dar. Dieses Phanomen
beruht auf der Stapelung der planaren, aromatischen Anthrachinonringe zweier Doxorubicin-
molekiile und wird im Wesentlichen durch intermolekulare Wechselwirkungen der beteiligten
n-Elektronensysteme vermittelt (Hayakawa et al., 1991). Das Selbstassoziationsverhalten des
Doxorubicins wurde mittels Absorptions- und Fluoreszenzmessung sowie isothermer Titra-

tionskalorimetrie (ITC) untersucht.

3.1.2.1 Selbstassoziation von Doxorubicin — Absorptionsspektroskopie

Die Absorptionsmessung des Doxorubicins wurde im Konzentrationsbereich 1,0—300 uM
nach Verdiinnung einer frisch hergestellten 2,0 mM Stammlosung des Chromophors (in
DMF) in PBS/E pH 7,4 durchgefiihrt. Bei hoheren Konzentrationen wurde in diesem Puffer
eine Prizipitation des Doxorubicins beobachtet. Zur Absorptionsmessung wurde sowohl die
Wellenldnge mit 472 nm als auch die Temperatur bei 25 °C konstant gehalten. Die halbloga-
rithmische Auftragung des, aus der apparenten Absorption bei der jeweiligen Doxorubicin-
konzentration berechneten, molaren Extinktionskoeffizienten gegen die Doxorubicinkonzen-
tration zeigte ausgehend von einem oberen Plateau-Wert bei niedriger Chromophorkonzen-
tration mit zunehmender Konzentration eine Abnahme des Koeffizienten bis hin zu einem

unteren Plateau-Wert (Abbildung 8). Dies deutete auf ein Assoziationsgleichgewicht hin.

Durch nicht-lineare Regression nach Gleichung (13) wurde fiir ein Monomer-Dimer-Modell
der Selbstassoziation im Gleichgewicht eine Dissoziationskonstante von 14,8 0,3 uM
erhalten. Der Extinktionskoeffizient des Monomers gleichbedeutend der Asymptote bei un-
endlicher Verdiinnung entsprach ey = 13,10+ 0,09 x 10° M'em™. Der Wert des Dimers
entsprechend der Asymptote bei hohen Doxorubicinkonzentrationen hatte einen Wert von
7,91 +0,02x 10° M'em™. Von Menozzi (1984) wurde durch Absorptionsmessung eine
Dissoziationskonstante von 43,9 + 4,6 uM fiir das Dimer mit Extinktionskoeffizienten von
em = 13,08+ 0,08 x 10° M'em™ und ep = 8,15+ 0,15 x 10’ M'em™ fiir die monomere bzw.
dimere Spezies beobachtet. Die in dieser Arbeit bestimmten Extinktionskoeffizienten waren
mit dem Literaturwert also nahezu identisch, wohingegen die hier erhaltene Dissoziations-

konstante um den Faktor 3 niedriger lag.

'H-NMR-Experimente (Evstigneev et al, 2006) und Gleichgewichts-Sedimentations-
messungen (Eksborg, 1978) legen fiir Anthrazykline hohere Aggregationsgrade als Dimere
nahe. Tatsédchlich sollte die Selbstassoziation der Doxorubicinmolekiile sterisch nicht limitiert
sein, da fiir die Daunosaminzuckerreste eine helikale Anordnung in der Peripherie der {iber-
einander liegenden Ringsysteme angenommen werden kann (Bouma et al., 1986; Chaires et

al., 1982; Li et al., 1998). Die Wechselwirkung der ungeladenen aromatischen Ringe zweier
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Molarer Extinktionskoeffizient bei 472 nm [M™'em™]
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Abbildung 8: Untersuchung der Selbstassoziation des Doxorubicins mittels Absorptionsspektroskopie; die
Absorption des Doxorubicins wurde bei einer Wellenlédnge von 472 nm durch Verdiinnung in PBS/E pH 7,4 in
einem Konzentrationsbereich von 1,0—300 pM bestimmt. Aus den, um den Leerwert des Puffers bereinigten
Absorptionswerten, wurde der Extinktionskoeffizient der Doxorubicinldsung bei der jeweiligen Konzentration
nach dem Lambert-Beerschen Gesetz Gleichung (1) berechnet. Nach halblogarithmischer Auftragung des
Extinktionskoeffizienten gegen die Doxorubicinkonzentration wurden durch nicht-lineare Regressionsanalyse
die Dissoziationskonstante K sowie die Extinktionskoeffizienten ¢ der Selbstassoziationsprodukte ermittelt
(siche Abschnitt 2.7.3). Die mittels des (- -) Monomer-Dimer-Modells der Selbstassoziation nach Gleichung (13)
und des (—) isodesmischen Modells nach Gleichung (40) erhaltenen Kurvenanpassungen waren nahezu
deckungsgleich.

Doxorubicinmolekiile ist im Wesentlichen auf Very Short-Range Forces zurlickzufiihren,
weshalb ein indefinites Bindungsmodell mit isodesmischer Konstante physikalisch sinnvoll
erscheint (Evstigneev et al., 2006; Ishida et al., 1988; Martin, 1996; Rodriguez et al., 1995).
Aus Gleichung (40) ist ersichtlich, dass die Kettenverldngerung des Polymers dabei unbe-
grenzt mit gleicher Bindungskonstante fiir jedes neu an das bereits vorhandene Polymer
assoziierende Monomer voranschreitet. Die Auswertung der Absorptionsmessung
(Abbildung 8) mittels dieses isodesmischen Modells (Rodriguez et al., 1995) offenbarte in
Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der Fluoreszenzmessung (sieche Abschnitt 3.1.2.2) eine
niedrigere Dissoziationskonstante von 7,92 + 0,02 pM. Der berechnete Extinktionskoeffizient
des Monomers betrug praktisch unverindert 13,10 + 0,06 x 10° M"'cm™. Die im Inneren des
Polymerstapels liegenden Doxorubicinmolekiile zeigten mit gi,; = 7,92 + 0,04 x 10° M 'em’™
(Gleichung (14), (15) und (17)) erwartungsgemill einen niedrigeren Koeffizienten als die
Molekiile an den Rindern gey = 10,04 £0,20 x 10° M'em™ (Gleichung (14), (15) und (16)).
Wegen der Additivitdt von gk nach Gleichung (14) und der Nearest Neighbour-Annahme,
wonach jeglicher Kontakt zwischen zwei in einem Stapel befindlichen, benachbarten
Molekiilen — unabhidngig vom angenommen Assoziationsmodell — einen Beitrag zu gyax

leistet, konnen die beiden untersuchten Selbstassoziationsmodelle nicht aufgrund der Qualitét
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der Kurvenanpassung mittels Absorptionsspektroskopie erhaltener Messwerte unterschieden
werden (Evstigneev et al., 2012; Martin, 1996). Vielmehr fiihrt diese Tatsache zur
beobachteten Deckungsgleichheit bei der Kurvenanpassung beider Modelle (Abbildung 8).
Aus Gleichung (7) und (40) geht zudem hervor, dass beide Selbstassoziationsmodelle
abgesehen von einem Faktor 2 algebraisch identisch sind und daher wie auch hier beobachtet
fiir die resultierende Dissoziationskonstante Kppim = 2Kpiso bzw. fliir Ae = ey —ep = 2(em —
€ext) gilt (Evstigneev ef al., 2012).

3.1.2.2 Selbstassoziation von Doxorubicin — Fluoreszenzspektroskopie

Die relative Intensitit der Fluoreszenzemission des bei 472 nm monochromatisch angeregten
Doxorubicins in PBS/E pH 7,4 wurde bei 585 nm erfat (siehe Abschnitt 2.7.4.3). Die
graphische Darstellung der bei konstanter Temperatur von 25°C gemessenen Fluoreszenz-
emission ist selbst im niedrigen Konzentrationsbereich von 0—10 uM Doxorubicin nicht-
linear und zeigt extrapoliert eine Sattigungskurve (Abbildung 9). Die apparente Fluoreszenz-
intensitit wich in Ubereinstimmung mit den Befunden von Karukstis (1998) bei 10 uM
Doxorubicin bereits um mehr als 50% von der Linearitit ab. Der im Verlauf des Titrations-
experiments auf eine Endkonzentration von 1% zunehmende DMF-Gehalt wurde dabei
vernachlédssigt und hétte allenfalls die Loslichkeit des Doxorubicins in der Pufferlosung
erhoht. Rapoport & Pitina (1998) fanden eine Linearitdtsabweichung dieses Ausmales erst ab
~70 uM. Demgegeniiber wurde die Abnahme der Fluoreszenzintensitit des C14-Dehydroxy-
Derivats Daunorubicin ebenso bereits in dem Konzentrationsbereich um 10 uM beobachtet
und als Ergebnis nicht-fluoreszenter Selbstassoziationsprodukte interpretiert (Chaires et al.,
1982; Karukstis et al., 1998; Martin, 1980). Auch die Selbstassoziation des Doxorubicins
wurde einem nicht-fluoreszente Polymere bildenden Prozess zugeschrieben (Karukstis ef al.,
1998; Rizzo et al., 1989), wodurch die Nearest Neighbour-Pramisse (sieche Abschnitt 3.1.2.1)

fiir die hier durchgefiihrte Fluoreszenzmessung nicht zutrifft.

Die nicht-lineare Regressionsanalyse mittels des Monomer-Dimer-Modells in Gleichung (35)
(Abbildung 9; gestrichelte Kurve) zeigte im Vergleich zum isodesmischen Modell der Poly-
merisation nach Gleichung (34) und (40) (Abbildung 9; durchgezogene Kurve) eine stirkere
Abweichung von den gemessenen relativen Fluoreszenzintensititen. In der Tat war in beiden
Féllen eine physikalisch sinnvolle Kurvenanpassung nur bei Interpretation der monomeren
Spezies als einzig fluoreszierendem Molekiil in Losung moglich, weshalb Dimerisierung als
oberster Assoziationsgrad wegen der hoheren Signifikanz der isodesmischen Kurvenan-
passung unwahrscheinlich war. Die resultierende Dissoziationskonstante des Monomer-
Dimer-Modells betrug 2,54 + 0,72 uM und wich damit um den Faktor 6 von dem bei der
Absorptionsmessung — unter identischen Pufferbedingungen — erhaltenen Wert ab. Dagegen
war die Dissoziationskonstante der isodesmischen Anpassung mit 11,0 + 0,4 uM dem Wert
der Absorptionsmessung vergleichbar. Die von Rizzo (1989) mittels Fluoreszenzspektrosko-

pie nachgewiesene Selbstassoziation des Doxorubicins folgte — unter anderen Pufferbedin-
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gungen — im Einklang mit vorliegender Arbeit ebenso einer isodesmischen Polymerisation
mit einer Dissoziationskonstante von 22,7 uM, wohingegen die dort bestimmte Dissoziations-
konstante fiir die Dimerisierung bei 13,7 uM lag.
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Abbildung 9: Untersuchung der Selbstassoziation des Doxorubicins mittels Fluoreszenzspektroskopie; die
konzentrationsbedingte Abnahme der bei 472 nm angeregten intrinsischen Fluoreszenz des Doxorubicins wurde
durch Titration des Fluorophors in den Puffer PBS/E pH 7,4 bis zu einer Endkonzentration von 10,0 uM bei
585 nm verfolgt. Nach Abzug des Fluoreszenzbeitrags des Puffers wurden die erhaltenen relativen Fluoreszenz-
intensitdten gegen die Gesamtkonzentration des Doxorubicins aufgetragen und durch nicht-lineare Regressions-
analyse die Dissoziationskonstante K der Selbstassoziation und die molare Fluoreszenz f; des monomeren
Doxorubicins ermittelt (siche Abschnitt 2.7.4.3). (- -) Monomer-Dimer-Modell der Selbstassoziation nach
Gleichung (35), (—) isodesmisches Modell nach Gleichung (34) und (40).

Als Konsequenz dieses ausgeprigten Selbstassoziationsverhaltens wurde, soweit experi-
mentell moglich, bei den spiteren Untersuchungen der Komplexierung des Doxorubicins
durch Biomakromolekiile eine Liganden-Endkonzentration von 5,0—10,0 uM nicht iiber-
schritten (Husain et al., 1993). Bei entsprechend hochaffiner Bindungsaktivitdt des makro-
molekularen Partners gegeniiber Doxorubicin sollte das Selbstassoziationsverhalten in diesem

Konzentrationsbereich vernachlissigbar sein.

3.1.2.3 Selbstassoziation von Doxorubicin — isotherme Titrationskalorimetrie

Ausgehend von einer hochkonzentrierten 3,75 mM Stammldsung des polymerisiert
vorliegenden Doxorubicins in deionisiertem Wasser wurde das Dissoziationsverhalten des
Haptens mittels isothermer Titration in die den Puffer (50 mM Hepes/NaOH-Puffer pH 7,4)
enthaltende Messzelle des Kalorimeters bei 25 °C bestimmt (siche Abschnitt 2.7.2).

Die Auftragung der Warmeéanderung pro Mol injiziertem Doxorubicin gegen die Doxorubi-
cinkonzentration in der Messzelle wies im Einklang mit der angenommenen indefiniten

1sodesmischen Selbstassoziation einen hyperbolischen Verlauf auf (Abbildung 10). Die bei
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einem solchen Titrationsexperiment beobachteten endothermen Verdiinnungswirmen sind
charakteristisch flir Dissoziationsreaktionen (McPhail & Cooper, 1997). Wie bereits fiir die
UV-/Vis-Spektroskopie (siche Abschnitt 3.1.2.1) gezeigt wurde, ist auch mittels kalorimet-
risch bestimmter Messwerte, die einen Selbstassoziationsprozess beschreiben, keine Unter-
scheidung zwischen Dimerisierung und isodesmischer Polymerisation anhand der Kurven-
anpassung moglich (Buurma & Haq, 2007; Martin, 1996; McPhail & Cooper, 1997; Stoesser
& Gill, 1967). Deshalb wurde fiir die nicht-lineare Regressionsanalyse das in der VP' -
ITC Version 7.0 des Datenanalyseprogramms Origin" integrierte Monomer-Dimer-Modell
nach Gleichung (7), (8) und (9) benutzt und die so erhaltenen Werte fiir die Enthalpie-
anderung AH und die Dissoziationskonstante Kp dem isodesmischen Modell angepasst (siche
Abschnitt 2.7.2 und 2.9). Die Enthalpieinderung der exothermen Assoziationsreaktion

entspricht dabei AHjs, = AHpinm/2 und die Dissoziationskonstante Kpiso = Kppim/2.
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Abbildung 10: Untersuchung der Selbstassoziation des Doxorubicins mittels isothermer Titrationskalorimetrie
(ITC); Messung der Wiarmeédnderung AQ [kJ/mol] bei Verdiinnung einer konzentrierten Losung des Doxoru-
bicins in die mit Puffer (50 mM Hepes/NaOH pH 7,4) gefiillte Probenzelle bei 25 °C. Die Titration wurde aus-
gehend von 3,75 mM Doxorubicin in H,O (Millipore) in Schritten von je 7,0 pl bei einer Durchmischung der
Probenzelle mit 310 rpm durchgefiihrt. Die dabei erhaltenen Verdiinnungswiarmen wurden zundchst um die
Werte einer analog durchgefiihrten Referenzmessung durch Titration von H,O (Millipore) in den Puffer be-
reinigt. AnschlieBend wurden die Dissoziationskonstante Kp und AHpsso, = —(AHpim) graphisch durch nicht-
lineare Regression bestimmt (siche Abschnitte 2.7.2 und 2.9).

Die  Enthalpiedinderung  AHpy,  betrug —38,16 £0,33 kJ/mol und AHjy,=-
19,08 = 0,17 kJ/mol bei einer Kppi, von 246 +9 uM und Kpj, von 123+ 5 uM. Mit den
experimentell bestimmten Werten der Enthalpie und der Assoziationskonstante wurden die
freie Enthalpie AG und die Entropiednderung AS des Assoziationsprozesses unter den
vorliegenden Standardbedingungen berechnet (Gleichung (10)). AGpin betrug dabei —
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20,60 kJ/mol und ASpim =—58,82 J mol'K"'. AGy, entsprach —22,32 kJ/mol bei einer
Entropieanderung von ASy, = +10,86 J mol'K'. Die Selbstassoziation des Doxorubicins ist
folglich unter den vorliegenden Versuchsbedingungen aufgrund des negativen AH-Werts ein
enthalpiegetriebener Prozess, der bedingt durch den negativen Wert der freien Enthalpie
exergon ist und somit einer freiwillig ablaufenden Reaktion entspricht (Atkins & De Paula,
2005). Die assoziative Stapelung planarer, aromatischer Ringsysteme ist vielfach als
enthalpiegetriebener Prozess beschriecben (Bouma et al., 1986; Chaires et al, 1982;
Evstigneev et al., 2006; Martin, 1996). Zur thermodynamischen Stabilitit des
Assoziationskomplexes tragt grundsitzlich auch ein positiver Wert der Entropie bei. Jedoch
erhoht sich im Verlauf der Selbstassoziation und damit verbundener Einschrankung der Frei-
heitsgrade der einzelnen Doxorubicinmolekiile die Ordnung, wodurch sich AS erniedrigt
(Jelesarov & Bosshard, 1999). Dieser Effekt ist erkennbar am negativen Entropiewert der
Dimerisierung. Durch einen anzunehmenden hoheren Desolvatisierungsgrad bei
isodesmischer Polymerisation konnte es hier zu einer Uberkompensation der negativen
Entropie kommen und dazu fiihren, dass die Komplexbildung hier insgesamt auch entropisch
begiinstigt ist (Jelesarov & Bosshard, 1999; Rether, 2010).

In Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit erhaltenen thermodynamischen Daten wurde
zuvor von McLennan (1985) mittels NMR allerdings fiir ein Dimerisierungsmodell die freie
Enthalpie AH zu —14,44 kJ/mol bei einer Entropieinderung AS von +12,56 J mol'K™" des
Doxorubicins bestimmt. Der im Vergleich zur Absorptions- und Fluoreszenzmessung um
mehr als den Faktor 10 hohere Wert der isodesmischen Dissoziationskonstante der Doxoru-
bicin-Polymerisation 148t sich mit den geringeren kosmotropen Eigenschaften des Hepes-
Puffers im Vergleich zu PBS/E erkldren (Salay & Schreier, 2004). Zur eindeutigen Klidrung
bedarf es jedoch einer analog durchzufiihrenden kalorimetrischen Bestimmung in PBS/E-
Puffer. Diese wurde hier nicht vorgenommen, da die kalorimetrische Bestimmung der
Selbstassoziation im Wesentlichen zur Vorbereitung auf die ITC-Messung der Komplexie-
rung des Doxorubicins durch die selektierte BBP-Variante F1K27 (sieche Abschnitt 3.6) — die
jedoch ergebnislos blieb — diente. Kalorimetrische Bindungsstudien erfordern in der Regel
hohe Konzentrationen beider Komplexierungspartner in Losung (Turnbull & Daranas, 2003);
sowohl die Loslichkeit der Proteine in ihrer nativen Tertidrstruktur als auch die monomere
Form des Liganden muss dabei gewéhrleistet sein. AuBerdem darf der Puffer nur eine
niedrige Protonierungswiarme aufweisen (Baker & Murphy, 1996), weshalb 50 mM
Hepes/NaOH-Puffer pH 7,4 verwendet wurde. Andererseits konnte dieser Puffer nicht durch-
gingig verwendet werden, da die Laborroutine zeigte, dass er fiir eine stabile, langerfristige

Lagerung der BBP-Varianten bei 2—8°C nicht geeignet war.
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3.2 Lipocaline — Ein Faltungsmuster fiir kiinstliche Bindeproteine zur Komplexierung
des Liganden Doxorubicin

Die Proteinfamilie der Lipocaline ist weit verbreitet und dient in vielen Organismen dem
Transport und der Speicherung schlecht 16slicher oder chemisch labiler Vitamine, Hormone
und Sekundirmetaboliten (Akerstrdm et al., 2000). Doxorubicin zeigt hinsichtlich seiner ge-
ringen Grofe, mit einer molaren Masse von 543,52 g/mol, und wegen seines hydrophoben
Charakters dhnliche Eigenschaften wie die nativen Lipocalinliganden und sollte deshalb,
wenn auch mit moderater Affinitét, bereits durch natiirliche Lipocaline komplexiert werden
konnen. Das Bindungsverhalten einer Reihe natiirlicher Lipocaline gegeniiber Doxorubicin
wurde durch Protein-Fluoreszenztitration (sieche Abschnitt 2.7.4.2) untersucht. Fiinf Lipo-
caline, AGP, BBP, NGAL, RBP und TLC, wurden mit Doxorubicin bis zu einer
Endkonzentration von 10,0 uM titriert. Alle Proteine zeigten ein geringes Quenching ihrer
Primérfluoreszenz im Bereich von etwa 3—9 %, wobei das TLC den geringsten und das AGP
den starksten Quenching-Effekt erfuhren (Abbildung 11A). Dies deutete insgesamt auf eine

niedrige, aber signifikante Bindungsaffinitdt der Lipocaline fiir diesen Liganden hin.
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Abbildung 11: Fluoreszenztitration der Lipocaline AGP, BBP, NGAL, RBP und Tlc mit Doxorubicin; die
Proteine wurden in E. coli produziert und durch Streptavidin-Affinititschromatographie und Gelfiltration
gereinigt (freundlicherweise von D. Breustedt und D. Schonfeld in homogener Form zur Verfligung gestellt;
(Breustedt ef al., 2006)). Eine 1,0 uM Losung (A) jedes der Lipocaline in PBS/E pH 7,4 wurde mit Doxorubicin
bis zu einer Endkonzentration von 10 uM titriert. Dabei wurde die Abnahme der Proteinfluoreszenz bei der Trp-
Anregungswellenldnge von 295 nm und der Emissionswellenlédnge 345 nm in Abhdngigkeit von der Liganden-
konzentration verfolgt. Die Anpassung der um den Puffer-Leerwert bereinigten und auf eine Anfangsfluoreszenz
von 100 % skalierten Messwerte erfolgte nach Korrektur des inneren Filtereffekts des Doxorubicins — in (B) am
Beispiel des AGP als Einfluss der Eigenabsorption des Doxorubicins bei 295 nm gezeigt — durch nicht-lineare
Regression mittels Gleichung (31).

Die stirkste Fluoreszenzldschung mit einer Asymptote von 25,2 +2,0% wurde fiir das a;-
Acid Glycoprotein (AGP) (Hochepied et al., 2003) beobachtet. Die dabei ermittelte Dissozia-
tionskonstante fiir Doxorubicin betrug 8,05 + 0,95 uM. Damit war das AGP mit seiner im
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Vergleich hochsten intrinsischen Bindungsaktivitit gegeniiber Doxorubicin das interessante-
ste der getesteten Lipocaline. Literaturwerte der Dissoziationskonstante des AGP/Doxoru-
bicin-Komplexes variieren im Bereich von 10,8—108 uM (Chassany et al., 1996; Finlay &
Baguley, 2000; Husain et al., 1993). Deshalb wurde die Bindung des Doxorubicins an AGP

mittels Fluoreszenzanisotropie und Gleichgewichtsdialyse genauer untersucht.

3.2.1 Nachweis des AGP/Doxorubicin-Komplexes: Fluoreszenzanisotropie

AGP wurde aus dem Periplasmaextrakt mit den Plasmiden pAGP1 und pTUM4 transformier-
ter MC4100Askp-Zellen (freundlicherweise von D. Schonfeld zur Verfiigung gestellt) durch
Reinigung mittels SA-Affinitdtschromatographie (siche Abschnitt 2.6.1.1) und nachfolgender
Gelfiltration (siche Abschnitt 2.6.1.2) mit hoher Reinheit (Abbildung 29) erhalten. Als
Ausgangswert diente die nach Gleichung (53) berechnete Anisotropie 7y von 0,066 + 0,001
einer 1,0 uM Losung des freien Doxorubicins in PBS/E pH 7,4 bei 25°C. Anschlieend
wurde die AGP/Doxorubicin-Komplexbildung nach Einstellung des Gleichgewichts in
Mischungen bestehend aus 1,0 uM Doxorubicin mit zunehmenden AGP-Konzentrationen von
0—50 uM verfolgt. Die Anisotropie stieg dabei auf einen Wert » von 0,094 + 0,020. Bei
Auftragen der Anisotropie gegen die eingesetzte AGP-Konzentration wurde eine
Séttigungskurve fiir die Bildung des AGP/Doxo-Komplexes erhalten (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Fluoreszenzanisotropie zum Nachweis der AGP/Doxorubicin-Komplexbildung; Die Messung
der Anisotropie des Hapten-Fluorophors Doxorubicin bei Komplexierung mit dem Protein erfolgte ausgehend
von 1,0 uM Doxorubicin in PBS/E pH 7,4 mit unterschiedlichen Konzentrationen des Proteins von 0—50 uM in
einem Gesamtvolumen von 150 pl. Das Ausmall der Komplexbildung im Gleichgewicht als Ausdruck des
Anisotropiewertes » wurde bei 25°C bei einer Anregungswellenldnge von 472 nm und einer Wellenldnge der
Emission von 585 nm nachgewiesen. Die mittels Gleichung (53) berechnete Anisotropie » wurde gegen die
AGP-Konzentration aufgetragen und durch nicht-lineare Regression mittels Gleichung (56) die Dissoziations-
konstante Kp, die Anisotropie des freien Liganden r, und die maximale Anisotropie fiir den vollstindig
gebunden Liganden r; ermittelt (siche Abschnitt 2.7.4.5).
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Der durch Kurvenanpassung mittels Gleichung (56) extrapolierte obere Plateau-Wert »; der
Anisotropie von 0,109 + 0,005 entspricht dabei dem Wert fiir den vollstindig komplexierten
Liganden. Die erhaltenen Ergebnisse stimmten mit den von Husain (1993) mittels
Fluoreszenzanisotropie ermittelten Werten von r,= 0,07 und r; = 0,12 fiir den Komplex aus
glykosyliertem AGP mit Doxorubicin weitestgehend iiberein. Die in vorliegender Arbeit
beobachtete starke Abweichung des r,-Werts vom theoretischen Maximalwert von 0,40 der
fundamentalen Anisotropie, die die Abwesenheit von Depolarisationseffekten und somit den
in seiner Rotationsdiffusion komplett eingeschrankten Liganden beschreibt (Burke & Tritton,
1985), bedeutete vermutlich eine schwache Komplexierung des Doxorubicins in der Bin-
dungstasche des AGP (Husain ef al., 1993). Dazu passte auch die hier mittels Gleichung (56)
bestimmte moderate Affinitdt des AGP gegeniiber Doxorubicin mit einer Dissoziations-
konstante von 26,3 £ 5,8 uM, die um den Faktor 3 hoher als bei der Proteinfluoreszenz-
titration (sieche Abschnitt 3.2) war.

3.2.2 Nachweis des AGP/Doxorubicin-Komplexes: Gleichgewichtsdialyse

Die Gleichgewichtsdialyse wurde mit jeweils 100 uM AGP und variierenden Doxorubicin-
konzentrationen im Bereich von 5,0-200 uM in einem Gesamtvolumen von 75 ul durch-
gefiihrt (sieche Abschnitt 2.7.1). Nach Gleichgewichtseinstellung bei 25°C fiir 24 h erfolgte
eine Absorptionsmessung bei 472 nm, wodurch unter Anwendung des Lambert-Beerschen
Gesetzes nach Gleichung (1) jeweils die Konzentration des Doxorubicins auf der Proteinseite
(AGP-ligandenbeladen und unbeladen) und der korrespondierenden Pufferkammerseite
(unkomplexierter Ligand) bestimmt wurde. Zur Berechnung wurde als Extinktionskoeffizient
vereinfacht der Wert fiir €jpem des indefiniten Polymerisationsmodells aus Abschnitt 3.1.2.1
mit 7920 M'em™ verwendet. Dies erschien wegen der eingesetzten Ligandenkonzentration
von bis zu 200 uM sinnvoll, um den Effekt der Selbstassoziation des Doxorubicins (siche
Abschnitt 3.1.2.1) zu beriicksichtigen.

Bei Auftragen der Konzentration des mit dem AGP komplexierten Doxorubicins — ausge-
driickt als Sattigungsgrad des Proteins mit dem Liganden in Prozent — gegen die Konzentra-
tion an frei in Losung befindlichem Liganden wurde die erwartete Séttigungskurve
(Abbildung 13A) mit einer Dissoziationskonstante von 68,4+ 74 uM (Gleichung (3))
erhalten. Im Einklang mit einer einzelnen Bindungsstelle innerhalb des AGP (100 uM)
ndherte sich die Konzentration des gebundenen Liganden asymptotisch einem Wert von
93,0+ 5,1 uM. Die eingesetzte Konzentration des Proteins betrug 100 uM. Deutlich
erkennbar wurde die 1/1-Stochiometrie des AGP/Doxo-Komplexes bei doppelt reziproker
Auftragung, dem sogenannten Scatchard-Plo¢ (Scatchard, 1949b), dessen Ausgleichsgerade
einen Abszissenschnittpunkt von 0,96 (Gleichung (4)) — bei einer Dissoziationskonstante von
73,2+ 0,4 uM — aufwies, was nur geringfiigig von dem theoretischen Wert 1,0 fiir eine
einzige Bindungsstelle abwich (Abbildung 13B).
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Die Interpretation einer einzigen Bindungsstelle des AGP fiir Doxorubicin wird durch friithere
Absorptions- und Fluoreszenzstudien von Husain (1993) gestiitzt. Auch hat wohl die 24-
stiindige Inkubationsdauer des Doxorubicins bei Raumtemperatur — wéhrend der Einstellung
des Gleichgewichts — keine partielle Degradation des Chromophors und somit keine Ver-
falschung der Ergebnisse bewirkt (Eksborg et al., 1982).
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Abbildung 13: Gleichgewichtsdialyse zum Nachweis der AGP/Doxorubicin-Komplexbildung; (A) nicht-
lineare Regression gemdl Gleichung (3) und (B) lineare Regression gemifl Gleichung (4) (r entspricht dem
Bruchteil des komplexierten Proteins; ¢ ist die Konzentration des freien Haptens).

Um Doxorubicin fiir bioanalytische, biophysikalische oder medizinische Zwecke hochaffin
komplexieren zu konnen, waren die genannten Lipocaline trotz nachgewiesener spezifischer
Bindungsaktivitdt noch ungeeignet. Abhilfe verspricht das Protein-Engineering von Ligan-
den-Bindungsproteinen, wie mit den sogenannten Anticalinen schon im Fall der Lipocaline
erfolgreich demonstriert worden ist (Beste, 1998; Schlehuber, 2001). Die In-vitro-Evolution
von Proteinen mit maB3geschneiderten Eigenschaften erfahrt durch die Verkniipfung kombina-
torischer biochemischer Methoden wie dem Phage Display mit dem rationalen Proteindesign
hohe Effizienz. Eine sinnvolle Substitution der fiir die Bindung des Zielmolekiils verantwort-
lichen Aminoséduren innerhalb der Bindungstasche eines Proteins setzt die Kenntnis seiner
dreidimensionalen Struktur voraus. Fiir das als Gertiststruktur (Protein-Scaffold) geeignet er-
scheinende AGP fehlten diese Strukturdaten zum Zeitpunkt des Projektbeginns. Im Gegensatz
dazu ermoglichte das Bilin-Bindungsprotein (BBP) mit seiner bekannten Kristallstruktur
(Huber et al., 1987) eine sinnvolle Auswahl der zu mutierenden Aminosdurepositionen und
besall deshalb vielversprechende Ausgangsbedingungen fiir die Komplexierung des Hapten-
liganden Doxorubicin durch ein mafigeschneidertes Anticalin.
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3.3 Herstellung einer nativen BBP-Zufallsbiblothek

Da die durch kombinatorische Selektion, z.B. mit Phage Display, maximal erreichbare Affini-
tat mit der Komplexitét der eingesetzten molekularen Bibliothek korreliert (Perelson & Oster,
1979; Waterhouse et al., 1993), wurde das hinsichtlich vieler Parameter bereits etablierte und
optimierte BBP-Selektionssystem (Beste ef al., 1999; Schlehuber et al., 2000) einer weiteren

Feinjustierung unterzogen.

Um die bestehende, auf dem Strukturgen des Bilin-Bindungsproteins basierende Zufalls-
bibliothek in hochstmoglicher Komplexitit zu préparieren, wurde durch Restriktionsverdau
(siehe Abschnitt 2.2.4.2) von 200 pg entsprechend 72,0 pmol des Phasmidvektors pBBP38
(Abbildung 3) mit BstXI das natiirliche BBP-Strukturgen ausgeschnitten, und das Vektorriick-
grat isoliert. Gleichzeitig wurden durch zweistufige Polymerasekettenreaktion (PCR) die ge-
wiinschten Zufallsmutationen (Beste et al., 1999) in die bbp-Sequenz eingefiihrt (siche
Abschnitt 1.5.1). 18,0 pug entsprechend 77,0 pmol des assemblierten PCR-Produktes wurden
ebenfalls mit BstXI geschnitten, um kompatible Enden zur gerichteten Inserierung in den
Phasmidvektor pBBP38 zu erzeugen. Durch gelelektrophoretische Trennung und nach-
folgende Phenol/Chloroform-Extraktion wurde das beidseitig verdaute Insert bei hoher
Reinheit mit einer Ausbeute von 20% isoliert. Die priparierten DNA-Fragmente fiir Insert
und Vektorriickgrat wurden anschlieend in einem 15,0 pmol Ansatz im molaren Verhiltnis
1:1 ligiert und anschlieBend gefallt (siche Abschnitt 2.2.4.3 und 2.2.6.2). Die Transformation
des fiir das Phage Display geeigneten E. coli-Stamms XL1-Blue mit der ligierten BBP-
Zufallsbibliothek erfolgte mittels 23 Elektroporationsansitzen mit jeweils 2,0 ng DNA. Die
mit 100 ng Phasmidvektor pBBP38 getestete Transformationseffizienz der Zellen betrug
8,2 x 10° pro ug DNA. Die erhaltene Bibliothek zeigte mit einer Komplexitit von 2,5 x 10"
unabhingigen Transformanden eine Verbesserung um nahezu den Faktor 70 im Vergleich zu
der BBP-Zufallsbibliothek von Beste et al. (1999).

3.3.1 Optimierung der Komplexitit der BBP-Zufallsbibliothek
Diese erhebliche Steigerung der Komplexitit war einerseits auf Erhohung der DNA-Stoff-

menge um den Faktor 3,6 von 4,2 pmol auf 15,0 pmol bei der Herstellung des Ligierungs-
ansatzes zuriickzufiihren. Anderseits resultiert sie wesentlich (nahezu um den Faktor 20) aus
der Optimierung experimenteller Ablaufe, wie erhohter Transformationseffizienz der elektro-

kompetenten Zellen des E. coli-Stamms XL1-Blue und verbesserter Ligierungseffizienz.

3.3.1.1 Optimierung der Transformation des E. coli-Wirtsstamms XL1-Blue

Die Effizienz der hier priparierten elektro-kompetenten Zellen betrug 8,2 x 10° pro png DNA
fiir den Phasmidvektor pBBP38, was einer Steigerung um den Faktor ~14 im Vergleich zu
6,0 x 10® pro pg DNA des Phasmidvektors pBBP20 bei (Beste, 1998) entspricht. Zusitzlich
wurde die Anzahl der bendtigten Elektroporationsansidtze minimiert, um die bereits

transformierten Ansitze schnellstmdglich weiter zu verarbeiten. Deshalb wurde pro Elektro-



Ergebnisse 101

porationsansatz eine DNA-Menge von 2,0 ng verwendet. Diese lag iiber der maximalen
Menge von 1,3 ug DNA pro Ansatz bis zu der die Zahl der erhaltenen Transformanden nach
friiheren Erkenntnissen proportional steigt (Stibora, Beste & Skerra, unveroffentlicht).
Allerdings bezieht sich diese Proportionalitit auf Testtransformationsansitze mit zirkuldrem
Vektor. Dessen Anteil lag in den durchgefiihrten Ansédtzen wegen der Obergrenze der
Ligierungseffizienz von etwa 10% (siche Abschnitt 3.3.1.2) bei etwa 200 ng. Aus diesem
Grund war auch die mit der Positivkontrolle von 100 ng Phasmidvektor pBBP38 ermittelte
Transformationseffizienz nur als Richtwert fiir die Eignung der elektro-kompetenten Zellen

zur Herstellung einer hochkomplexen BBP-Zufallsbibliothek zu verstehen.

Im Vorfeld wurde pro Elektroporationsansatz lediglich ein dreifacher Uberschuss eingesetzter
Zellen zur Molekiilanzahl des ligierten, zirkuldren Vektors errechnet. Um trotzdem eine
maximale Effektivitidt der Transformation sicher zu stellen, wurden die elektro-kompetenten
Zellen unmittelbar vor der Transformation frisch hergestellt (Noren & Noren, 2001). Bei
fritheren Versuchen war pro Einfrier-Auftau-Zyklus der Zellen ein Abfall der Transforma-

tionseffizienz um bis zu einem Faktor 10 beobachtet worden.

Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Elektroporation war die Vermeidung von Lichtbogen-
bildung, was die Uberlebensfihigkeit der Zellen drastisch senkt. Die Thermoemission kann
durch Herabsetzung der Leitfdhigkeit der Elektroporationsansitze verringert werden. Deshalb
wurde die, fiir die Elektroporation bestimmte, ligierte DNA nach der Fallung in H,O bidest.
gelost (siehe Abschnitt 2.2.6.2). Auch die elektro-kompetenten Zellen wurden entgegen der
bisherigen Vorschrift nicht mit GYT-Medium (Beste, 1998; Dower et al., 1988) sondern
lediglich in H,O bidest. gewaschen und darin letztlich resuspendiert (siche Abschnitt 2.2.2.4),
um sdmtliche ionischen Riickstinde zu entfernen.

3.3.1.2 Mafinahmen zur Optimierung der Ligierungseffizienz

Zur gerichteten Klonierung der mutierten Zufallsvarianten der bbp-Gensequenz auf den Phas-
midvektor pBBP38 (Abbildung 3) mit hoher Ausbeute war zunédchst quantitativer Verdau mit
der Endonuklease BstXI entscheidend (siche Abschnitt 2.2.4.2). Insbesondere galt dies fiir das
durch PCR erzeugte Insert, auf dem sich die Erkennungssequenzen der Endonuklease nur
wenige Basenpaare entfernt vom 5'- bzw. 3'-Ende des linearen DNA-Fragments befanden.
Aufgrund der sehr geringen Gré3enunterschiede ist bei der elektrophoretischen Trennung eine
eindeutige Abtrennung des doppelt verdauten Inserts, von unverdauten Produkten erschwert.
Zudem ist bekannt, da3 Restriktionsenzyme nah am Ende eines DNA-Doppelstrangs mit
verminderter Effizienz schneiden (Kaufman & Evans, 1990). Durch die Verunreinigung mit

nur einfach geschnittenem Insert wére es deshalb zu ineffizienter Ligierung gekommen.

Die Produkte des ersten PCR-Schritts, Fragment A und Fragment B (Abbildung 4), wurden
deshalb iiber ein 2,0% Low Melting Point-Agarosegel hoher Reinheit getrennt (siche
Abschnitt 2.2.5.1), bei einer Wellenldnge von 365 nm im langwelligen UV-Bereich sichtbar
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gemacht, und ziligig unter Verzicht eines dokumentarischen Photos ausgeschnitten, um eine
UV-Schéddigung der DNA zu vermeiden (Duro ef al., 1993). Die Isolierung der DNA erfolgte
mit JETSORB-Partikeln (sieche Abschnitt 2.2.6.3). Bei der Reinigung des im Anschluss
erzeugten assemblierten PCR-Produkts wurde auf eine elektrophoretische Trennung zugun-
sten der Reinigung des PCR-Produkts mittels des E.Z.N.A.® Cycle-Pure Kits (siche Abschnitt
2.2.6.4) verzichtet. Diese Prozedur entfernte die 7ag-DNA-Polymerase, die Oligodesoxy-
nukleotide sowie die Desoxynukleotidtriphosphate quantitativ. Nicht abgetrennte Agaro-
seriickstinde und an diesen anhaftende Verunreinigungen, wie andere Polysaccharide hitten
andernfalls zusétzlich inhibitorisch auf die Restriktionsendonukleasen wirken kénnen (Duro
et al., 1993; Roberts & Murray, 1976).

Als weitere Ursachen fiir einen ineffizienten oder unspezifischen DNA-Verdau waren die
relaxierte Erkennungssequenzspezifitit des Restriktionsenzyms, die als Star-Aktivitdt be-
zeichnet wird (Nakamura et al., 2001), wie auch eine Kontamination der Restriktionsenzyme
mit bakteriellen Exonukleasen, in Betracht zu ziehen (Hashimoto-Gotoh, 1995). Star-Akti-
vitit bedingende Faktoren wie extensive Inkubationszeit, hohe Enzymkonzentration und sub-
optimale Pufferbedingungen — aufgrund zu geringer lonenstdrke oder falschen pH-Werts
sowie durch Spuren organischer Losungsmittel verursacht — waren durch die vorliegende
Arbeitsvorschrift bereits weitgehend minimiert (siche Abschnitt 2.2.4.2). Die BstXI-Restrik-
tionsendonuklease des Herstellers Promega zeigte im Vergleich zu Enzymen anderer Her-

steller eine hohere Effizienz und Spezifitéit der Spaltung.

Das mit dem Enzym Bs¢XI geschnittene Vektorriickgrat bzw. Insert wurde anschlieBend tiber
ein 0,8% respektive 1,5% LMP-Agarosegel elektrophoretisch getrennt (sieche Abschnitt
2.2.5.1), bei 365 nm illuminiert, und wiederum ziigig ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA
aus den Gelstiicken erfolgte mittels quantitativer Phenol/Chloroform-Extraktion (siche Ab-
schnitt 2.2.6.5). Dieses von Wieslander (1979) etablierte Verfahren lieferte bei nachfolgender
Ethanolfdllung DNA hoher Reinheit. Nicht nur erlaubte es die riickstandslose Abtrennung des
Restriktionsenzyms und des BSA aus dem Restriktionsansatz sondern in Verbindung mit der
bei niedrigen Temperaturen schmelzenden LMP-Agarose eine, die DNA schonende, quanti-
tative Beseitigung der Matrix. Die durch diese Vorgehensweise erzielte hohe Reinheit der
DNA war neben der Verwendung der T4-DNA-Ligase des Herstellers Promega, die im
Vergleich zu Ligasen anderer Hersteller — nach personlicher Erfahrung — effektiver arbeitete,

entscheidend fiir eine hohe Ligierungseffizienz (Fransen et al., 1998).

3.3.2 Verbesserung der Integritit der BBP-Zufallsbibliothek

In insgesamt fiinf Selektionszyklen wurden die aus einer nativen BBP-Zufallsbibliothek mit
einer Diversitit von 1,26 x 10° unabhingigen Transformanden bei 50 % Integritit — die eigens
vor den Optimierungsarbeiten zur Komplexititssteigerung (siche Abschnitt 3.3.1) nach dem

Protokoll von Beste (1998) hergestellt worden war — angereicherten, mit Doxorubicin-SS-
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Biotin/Streptavidin komplexierten Phagemide jeweils unter den potentiell milden Bedingun-
gen der reduktiven Spaltung der Disulfidbriicke innerhalb des Linkers mit 50 mM DTT eluiert
(Chames et al., 2000). Das in diesem Fall komplexiert bleibende Hapten beeintridchtigt die
Infektivitdt der Phagemide normalerweise nicht (Kobayashi et al., 2005). Die Analyse fiinf
zufillig gepickter Klone aus der Selektionsrunde 3 (Abbildung 14) offenbarte mit nur einer
einzigen funktionellen BBP-Sequenzvariante einen niedrigen Anteil funktioneller Fusions-
proteine kodierender Phasmide. Die iibrigen vier Sequenzen zeigten einzelne Nukleotid-
Deletionen bzw. -Insertionen. Die beobachteten Insertionen und Deletionen fithren zur Ver-
schiebung des natiirlichen Leserahmens und in der weiteren Sequenzabfolge zur Auspragung
von TAA (Ochre)- und TGA (Opal)-Stoppkodons, die in dem E. coli-Amber-Suppressor-
stamm XL1-Blue nicht tiberlesen werden. Folglich bewirken die Stoppkodons bei der Protein-
biosynthese einen Kettenabbruch und fiihren letztlich dazu, dass gar kein pllI-Fusionsprotein
in der Phagemidhiille verankert wird. Fiir eine erfolgreiche Affinitdtsanreicherung ist es
jedoch erforderlich, den Prozentsatz der Fusionsgene mit Stopkodons oder im Leserahmen

verschobener Mutanten so gering wie moglich zu halten (Carcamo ef al., 1998).

Das Auftauchen dieser Klone in Anreicherungszyklus 3 wurde durch Vorteile bei der Repli-
kation dieser Phagemide begriindet. Die beobachteten Mutationen wurden, da sie im Bereich
der synthetischen Oligodesoxynukleotide lagen, auf die Verwendung nicht gereinigter Primer
bei der Herstellung der fiir das Phage Display eingesetzten Genbibliothek zuriickgefiihrt
(siche Abschnitt 2.2.4.1). Aullerdem konnen innerhalb des Wirtsstamms auch Rekombi-
nationsereignisse stattfinden, die evolutiv dazu dienen toxische Genprodukte unschidlich zu
machen (Brown & Campbell, 1993; Skerra, 1994). Eine einzige der erhaltenen Mutanten
besall ein zusdtzliches, inseriertes Basenpaar auBlerhalb der beschriebenen Primer-Regionen
und war vermutlich durch die natiirliche Mutationsrate (etwa 10™ pro bp) der Tag-DNA-
Polymerase (Bracho ef al., 1998; Eckert & Kunkel, 1990; Ling ef al., 1991) verursacht, da sie

keine Korrekturaktivitit besitzt.

Im Gegensatz zu den wirtseigenen Prozessen liel sich die Herstellung der BBP-Gensequen-
zen beeinflussen. Neben der Einstellung optimaler Pufferbedingungen, um die Einbaurate fal-
scher Basen durch die verwendete 7ag-DNA-Polymerase so gering wie mdglich zu halten,
erwies sich dabei die korrekte Sequenz der synthetischen, degenerierten Oligodesoxynukleo-

tide als entscheidend.

Deshalb wurden die bei einem kommerziellen Hersteller synthetisierten Oligodesoxynukleo-
tide (siche Abschnitt 2.1.2) vor dem Einsatz in der PCR priparativ durch eine Polyacryl-
amid/Harnstoff-Gelelektrophorese gereinigt (sieche Abschnitt 2.2.5.2; Abbildung 15). Dabei
wurden Oligodesoxynukleotide kiirzerer Sequenz, die wihrend der PCR Deletionsmutanten
erzeugt hitten, als Nebenprodukte der DNA-Synthese abgetrennt. Eine Sequenzanalyse
zufdllig ausgewdhlter Klone zeigte einen hohen Prozentsatz funktioneller BBP-Gensequenzen

mit 80 % bei Verwendung der gereinigten Oligodesoxynukleotide.
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Bstxt Zoopl Zoop2
20 30 40 50 60
SerGlnTyrHisGlyLysTrpTrpGluValAlalysTyrProAsnSerValGluLysTyrGlyLysCysGlyTrpAlaGluTyrThrProGluGlyLysSerVallysValSerAsnTyrHisVallle
Wt-bbp: TCCCAGTACCATGGTAAATGGTGGGAAGTCGCCAAATACCCCAACTCAGTTGAGAAGTACGGAAAGTGCGGATGGGCTGAGTACACTCCTGAAGGCAAGAGTGTCARAGTTTCGAACTACCACGTAATC

=5 NNKNMSNNSNNK. . . o ttttteiiitennnennnneenaseeennesnnaseenaseannessannsennns NNS NNK......
=234 i i i 07 V5 Y G...ATT......
PheHisPhe Lys Ile
=234 i i 15 0 PP G....GTGG-.....
PheValPheTyr AspGlnTrp End
=2 )4 T CCG.AC.CGCT........... S C....ATT......
ProTyrAlaleu Ser AlaAspGlyLeuSerThrLeuLeuLysAlaArgValSerLysPheArgProThrLeuEnd
=203 i i i T 0 P C.C..-CG......
PheSerProTyr ThrHis ArgEnd
=234 L -0 0 P PP CG....T.G......
HisGlnProAsp Arg...Gln
Loop3
70 80 90 100

HisGlyLysGluTyrPhelleGluGlyThrAlaTyrProValGlyAspSerLysIleGlyLysIleTyrHisSerLeuThrTyrGlyGlyValThrLysGluAsnValPheAsnValleuSerThrAsp
Wt-bbp: CACGGCAAGGAATACTTTATTGAAGGAACTIGCCTACCCAGTTGGTGACTCCAAGAT TGGAAAGATCTACCACAGCCTGACTTACGGAGGTGTCACCAAGGAGARACGTATTCAACGTACTCTCCACTGAC

=5 NNS..... PP NNS...NNK...... NNS...VVS...NNK.......oovvirnennnnnnnn
=2 TCG..... PP TACC...CCG...... CC....GGC....TG.....iiiiiiiiiinnnannns

Ser Thr Pro Pro Gly Met
P3K3 @ ... ... G.C..... PP TAC....TT........ G....CC...TTG. ... iiiieiiiiinnnnnnnn
P3KS © ....iiiiiiiiinnnnn CCG..... B P GGC....TT............. GC...C.G..iii e iie i
P3K6 : ......oiiniiniiininn. Cccc..... PP G...... TT....... CG...CCC...CGG. ... vviiiiniiinnnnnnns
=2 0 L L P GAC...G.T......C.G...GC....TGG. ... ..cviirrrrnnnrnnnnn

Ser Asp Asp Asp Leu Ala Trp

Loop 4 BstXI
110 120 130

Asn LysAsnTyrIleIleGlyTyrTyrCysLysTyrAspGluAspLysLysGlyHisGlnAspPheVal TrpValLeuSerArgSerMetVal
Wt-bbp: AAC~AAGAACTACATCATCGGATACTACTGCAAATACGACGAGGACAAGAAGGGACACCAAGACTTCGT~CTGGGTGCTCTCCAGAAGCATGGTC

Bib. : LM NNK...NNS.......oiviiiinnennnnnnn NNS. .. R
P3KL @ ..M.t AG....GG.....iviiiiii i ACC....CG. .M. ittt i
Lys Arg Thr Ser
P3K3 @ .M TG...CTC....... Cortii i GGC...CAT. .A. ... . ittt
P3KS & ..M T..... Gt AC...C.G..A. ...ttt
P3K6 : ... ™. it CAG...CTC.....oiiiiiiiiiiiinnnnenn G....CG..A. ... e
P3K7 : ... 0. .. i TG....CG. ottt it A.C...GET. .A. ... ittt
End

Abbildung 14: DNA- und korrespondierende Aminosdure-Sequenzen, der aus der ersten nativen Bibliothek
selektierten BBP-Varianten im Vergleich zum Wildtyp-BBP; zufillig ausgewdhlte Klone aus dem 3 Anreiche-
rungszyklus. Der hier gezeigte Ausschnitt aus der Sequenz des Wt-BBP umfasst die Aminoséurepositionen 20
bis 136. Das mit den degenerierten Primer-Paaren GB-3/FS-15 bzw. GB-11/GB-4 in einer zweistufigen PCR-
Reaktion randomisierte Gensegment besitzt flankierende Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsendonuklease
BstXI (CCAN¢TGG, grau hinterlegt). Die variablen Loop-Regionen des Wt-BBP sind unterstrichen. Die Amino-
sdurepositionen innerhalb des Wt-BBP, die fiir die Konstruktion der Bibliothek einer gerichteten Zufallsmuta-
genese unterzogen worden waren, sind griin hervorgehoben (34 bis 37, 58, 60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 116,
125 und 127). Dazugehorige Nukleotide, die zur Herstellung der Bibliothek randomisiert wurden, sind unterhalb
der Sequenz des BBP ebenfalls in griin angegeben. Die zugelassenen Zufallskodons in der Nomenklatur
entsprechend NC-IUB (1986) sind rot markiert. Ebenso wie Basensubstitutionen innerhalb der Varianten, die
nicht auf die gerichtete Zufallsmutagenese zuriickzufiihren sind. Die gednderte Basensequenz im Bereich der
Kodon-Positionen 71/72 (leicht lila hinterlegt) ist auf die Einfiihrung der Kpnl-Erkennungssequenz zu
analytischen Zwecken bei der Assemblierung des BBP-Genfragmentes im Verlauf der PCR-Mutagenese
zuriickzufiihren (Beste, 1998). Fiir die selektierten Varianten sind nur die von der Sequenz des Wt-bbp bzw. Wt-
BBP verschiedenen Basen bzw. Aminosduren angegeben. Deletionen innerhalb der DNA-Sequenz sind
gestrichelt dargestellt und gelb hinterlegt. Insertionen auf DNA-Ebene sind magentafarben hinterlegt. Die durch
genannte Deletionen und Insertionen erzeugten Ochre(TAA)- und Opal(TGA)-Stoppkodons sind auf
Aminosdureebene als End beschriftet und in orange hervorgehoben. Das teilweise supprimierte Amber-
Stoppkodon TAG ist in den DNA-Sequenzen der BBP-Varianten blau hinterlegt.



Ergebnisse 105

}«—— GB-4

--------- StoR zwischen 2 DC-Platten

Abbildung 15: Reinigung des degenerierten Oligodesoxynukleotids GB-4 mittels Polyacrylamid/Harnstoff-
Gelelektrophorese zur Herstellung der BBP-basierten Molekiilbibliothek; durch Bestrahlung mit einer UV-
Handlampe bei einer Wellenldnge von 254 nm wurden die Oligodesoxynukleotide als dunkle Banden vor
fluoreszierendem Hintergrund auf DC-Kieselgelplatten mit Fluoreszenzindikator (Kieselgel 60 F,s4) sichtbar
gemacht (UV-Shadowing; siche Abschnitt 2.2.5.2).

3.4 Herstellung immobilisierbarer Konjugate des Liganden Doxorubicin

Die Affinititsanreicherung bindungsaktiver Phagemide gegeniiber einem Zielmolekiil mittels
Phage Display setzt die funktionelle Immobilisierung des Liganden voraus (siche Abschnitt
2.3.3). Kovalente Konjugate von Doxorubicin sowohl mit Biotin als auch mit Digoxigenin
boten in Verbindung mit gegen Biotin bzw. Dig gerichteten paramagnetischen Partikeln den
Vorteil, dass diese die Komplexbildung der Phagemid-présentierten Proteinvarianten mit dem
Liganden sowohl an einer Festphase wie auch in Losung erlaubten. Die Doxo-Biotin-
Konjugate ermoglichten iiberdies die Immobilisierung an Streptavidin als quasi-Festphase
adsorptiv auf Nunc-Immuno' -Fliigelstiften. Zusitzlich dienten beide Konjugate spiter als
sensitive Nachweisreagenzien fiir die Bindungsaktivitit der selektierten Proteinvarianten im
Kolonie-Filterstapeltest (siche Abschnitt 1.5.2 und 2.4).

3.4.1 Synthese von Doxorubicin-Biotin und -Digoxigenin

Zur kovalenten Kopplung von Doxorubicin mit Biotin bzw. Digoxigenin (siche Abschnitt
2.8.1) standen beide Markermolekiile als aktivierte Carbonsdureester-Derivate in Form des
NHS-X-Biotin und des Dig-NHS (= NHS-X-Digoxigenin) zur Verfiigung (Abbildung 16).
Die bei beiden Derivaten inserierte e-Aminocapronsdure diente als molekularer Abstands-
halter, um gleichzeitig eine Komplexierung von Biotin bzw. Dig mit entsprechenden Bio-
makromolekiilen zu erlauben und die sterische Zugénglichkeit des Doxorubicins fiir die tiefe

Bindungstasche der Anticalin-Varianten sicherzustellen.
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Primére, nukleophile Amine bilden mit NHS-Estern bereits unter milden leicht basischen
Bedingungen in wissrigem Puffer bei pH 7,0—9,0 — durch Angriff am Carbonyl-Kohlenstoff-
Atom und unter Abgang der Hydroxysuccinimidgruppe — stabile Amidbindungen aus. Da der
aktivierte Ester grundsatzlich hydrolyseempfindlich und das Doxorubicin in wéssrigem Puffer
schlecht loslich war, wurde die Kopplung demnach in wasserfreiem Dimethylformamid
(DMF) durchgefiihrt. Durch Vorinkubation von Doxorubicin mit stochiometrischen Mengen
der Hiinig-Base N-Ethyldiisopropylamin wurde der nukleophil reaktive deprotonierte Zustand
der 3'-Aminogruppe des Daunosaminrings gewahrleistet (Chen et al., 2003). Dabei zeigte sich
im Verlauf der Experimente, dass ein deutlicher Uberschuss (50-fach) an N-Ethyldiiso-
propylamin die Kopplungseftfizienz nochmal deutlich steigerte und die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse wesentlich verbesserte. Bei der schwach nukleophilen Hiinig-Base handelt es sich
um ein tertidres Amin, dessen Stickstoffatom durch die Substituenten sterisch dermallen abge-
schirmt ist, dass lediglich ein Wasserstoffatom Zugang hat (Sorgi, 2001). Eine Inkubationszeit
von 2—3 Stunden bei Raumtemperatur und Dunkelheit, um die lichtinduzierte Dekomposition
des Chromophors zu vermeiden, fiihrte zu Ausbeuten von schitzungsweise 80—90%
(bestimmt durch Sichtpriifung; siehe Abbildung 17 und Tabelle 3). Fiir die quantitative
Produktbildung war eine 1,5—2-fache Stochiometrie des Biotin-Derivates bzw. 3-fache des

Dig-Derivates gegeniiber Doxorubicin notwendig.

Der Nachweis der Produkte Doxorubicin-Biotin und -Dig erfolgte durch analytische
Diinnschichtchromatographie (sieche Abschnitt 2.8.2). Die polare, stationdre Phase bestand aus
Aluminiumplatten, die mit Mn®"-aktiviertem Zinkkieselgel beschichtet waren und dadurch bei
254 nm die Anregung griiner Fluoreszenzemission erlaubten (Chen ef al., 2003). Das Doxoru-
bicin selbst sowie seine biotinylierten bzw. digoxigenierten Konjugate wurden direkt durch
die Rotfarbung im sichtbaren Bereich identifiziert. Die nicht farbigen Reaktionskomponenten
N-Ethyldiisopropylamin und NHS-X-Biotin und Dig-NHS konnten teilweise durch Loschen
der Fluoreszenz ebenfalls nachgewiesen werden. Als Losungsmittel diente ein Chloro-
form/Methanol-Gemisch (3/1; v/v), wobei Doxorubicin am Punkt der Probenauftragung im-
mobilisiert blieb.

Unter vorliegenden Bedingungen war der Retentionsfaktor R (Gleichung (58)) von
Doxorubicin nahezu 0,0 (Abbildung 17). Fiir ein 2/1 (v/v) CHCl3/ MeOH-Losungsmittel-
gemisch wurde ein Re-Wert von 0,15 beschrieben (Demant et al., 1991). Der Unterschied in
der Retention ldsst sich durch die geringere Polaritdit des hier verwendeten
Losungsmittelgemisches erkldren. Im Vergleich zum freien Doxorubicin zeigten die
Konjugate, die als einzige Produktbande sichtbar waren, ein deutlich verdndertes
Laufverhalten mit einem Rg-Wert von 0,45 fiir das mit NHS-X-Biotin hergestellte
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Abbildung 16: Kopplungsschema von Doxorubicin mit den Markermolekiillen Biotin und Digoxigenin in
Form aktivierter N-Hydroxysuccinimidester-Derivate; die lichtgeschiitzt in wasserfreiem DMF und Gegenwart
von Hiinig-Base stattfindende Reaktion fiihrt zur kovalenten Verkniipfung beider Molekiile unter Abspaltung der
N-Hydroxysuccinimidgruppe (siche Abschnitt 2.8.1).
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Doxo-Biotin bzw. von 0,82 fiir das mit Dig-NHS hergestellte Doxo-Dig (Abbildung 17). Fiir
ein identisches, gereinigtes Doxo-Biotin-Konjugat wurde von Allart et al. (2003) ein R¢-Wert
von 0,15 bei einem Chloroform / Methanol-Gemisch (4 /1; v/ v) gefunden. Das verstirkte
lipohile Verhalten der Konjugate im Vergleich zum Doxorubicin ist dem Einfluss des
aliphatischen Linkers zuzuschreiben (King et al., 2002). Zudem spiegelten die gezeigten
Unterschiede der Retentionsfaktoren der beiden in dieser Arbeit hauptsidchlich verwendeten

Konjugate, die geringere Hydrophilie des Digoxigenins im Vergleich zum Biotin wider.

1 2 3 4
o < Lésungsmittelfront
4——— Doxo-Dig-Konjugat
# 4——— Doxo-Biotin-Konjugat
. e 4——— Startlinie
- |

Abbildung 17: Nachweis der chemischen Kopplung von Doxorubicin mit Biotin bzw. Digoxigenin mittels
Diinnschichtchromatographie; an der Startlinie der Diinnschichtplatte wurden die Proben der Konjugate wie
auch von Doxorubicin aufgetragen. Die chromatographische Trennung wurde anschlieend vertikal in einer mit
dem Losungsmittelgemisch CHCl/MeOH (3/1; v/v) gesittigten Kammer durchgefiihrt. Der Retentionsfaktor R
wurde aus der Laufstrecke der jeweiligen Substanz im Verhiltnis zur Losungsmittelfront bestimmt (siche
Abschnitt 2.8.2).

Tabelle 3: Ubersicht der hergestellten niedermolekularen Konjugate des Liganden Doxorubicin

Molekiil l}ea!(tlons-. Ri-Wert® Ausbeute [%] R¢-Wert (Literatur)
stochiometrie

Doxorubicin - 0,00 - 0,15
Doxo-Biotin 1/1,5-2 0,45 80-90 0,15¢
Doxo-SS-Biotin 1/2 0,49 80-90 —
Doxo-Dig 1/3 0,82 80-90 -
*Chloroform/ Methanol-Gemisch 3/1 (v/v); "2/1 (v/v) CHCl;/MeOH (Demant et al., 1991) und 4/1 (v/v)
CHCIl;/MeOH (Allart et al., 2003)

In analoger Weise wurde auch das Doxo-SS-Biotin-Konjugat unter Verwendung von Sulfo-
NHS-SS-Biotin (Abbildung 16) hergestellt (siche Abschnitt 2.8.1), um spéter gebundene
Phagemide durch reduktive Spaltung der Disulfidbriicke eluieren zu koénnen (siehe

Abschnittee 2.3.3.3 und 3.3.2). Die Diinnschichtchromatographie zeigte wiederum Ausbeuten
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von 80-90%. Der beobachtete Retentionsfaktor von 0,49 fiir das einzig nachweisbare

Produkt lag geringfiigig iber dem des Doxo-Biotin-Konjugats.

Herstellung von Kontrollreagenzien:

Fiir den Einsatz z.B. im Kolonie-Filterstapeltest (siche Abschnitt 3.5.3) wurden gegeniiber
dem Doxo-Biotin bzw. Doxo-Dig entsprechende Negativkontrollen benétigt (siehe Abschnitt
2.8.1). Dazu wurde sowohl NHS-X-Biotin als auch Dig-NHS in Gegenwart von 50 mM
Tris/HCI pH 8,0—9,0 inkubiert. Neben der Hauptreaktion der Amidbildung mit dem priméren
Amin des Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan wurde als Nebenreaktion eine einfache Hydro-
lyse des aktivierten Carbonsdureesters erwartet (Abbildung 16). Der Einsatz einer sterisch
gehinderten Base war in diesem Fall wegen des basischen Milieus der Puffersubstanz nicht
erforderlich. Wegen der sehr forderlichen Reaktionsbedingungen war hier kein chromato-

graphischer Nachweis der Produkte erforderlich.

Um Restspuren reaktiver N-Hydroxysuccinimidester in den fiir die Affinitdtsanreicherung und
den Kolonie-Filterstapeltest bestimmten Ansédtzen der Doxorubicin-Konjugate (siehe Ab-
schnitt 2.8.1, 3.5.2 und 3.5.3) auszuschlieBen, wurde fiir 15—30 min in dem Puffer PBS
respektive PBS/T bei einem pH-Wert von 7,4 inkubiert. Bei Raumtemperatur sollte diese
Inkubation zu einer ausreichend effizienten hydrolytischen Abspaltung der verbliebenen,
reaktiven NHS-Gruppen gefiihrt haben (Hermanson, 1996).

3.4.2 Reinigung und Charakterisierung des Wt-Streptavidin/Biotin-Doxo-Komplexes

Der initiale Selektionsprozess ausgehend von der nativen Zufallsbibliothek ist entscheidend
fiir die erfolgreiche Anreicherung bindungsaktiver Proteinvarianten. In diesem Zusammen-
hang wurde die kompetitive Elution gebundener Phagemide gegeniiber unspezifischen Metho-
den bevorzugt (Schlehuber et al., 2000; Skerra, 2001). Um dabei die ausgeprigte toxische
Wirkung des niedermolekularem Doxorubicins fiir den bakteriellen Wirtsorganismus E. coli
zu umgehen (Anderson et al., 1993), wurde das Doxo-Biotin-Konjugat nach vorheriger Kom-
plexierung mit I6slichem Streptavidin als Kompetitor eingesetzt (siche Abschnitt 2.3.3.3 und
3.5.2).

Da die nicht-kovalente Interaktion des Streptavidins mit Biotin mit einer Dissoziations-
konstante von 10"° M extrem stabil ist (Weber et al., 1992), wurden fiir die Bildung des
Komplexes aus Doxo-Biotin und Streptavidin beide Komponenten in einer 1:1-Stochiometrie
eingesetzt (siche Abschnitt 2.8.4). Fiir den spéteren Einsatz musste etwaiges nicht gebundenes
Doxo-Biotin-Konjugat abgetrennt werden. Vorversuche, um das l6sliche Streptavidintetramer
mittels Gelfiltration (siehe Abschnitt 2.6.1.2) iiber eine Superdex 75 HiLoad 16/60-Séule zu
reinigen, scheiterten aufgrund der Aggregation und Adhésion des Proteins auf der Séaule. Das
Streptavidin konnte lediglich unter harschen Bedingungen mit 0,5 M NaOH eluiert werden.

Im Gegensatz dazu zeigte die Reinigung iiber die aus einer hydrophileren Matrix bestehende
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HiPrep"'16/60 Sephacryl S-300 HR-Séule das erwartete Laufverhalten des tetrameren Pro-
teins (Kurzban ef al., 1991; Sano & Cantor, 1991).

Auf diese Weise konnte der Komplex aus Streptavidin und Doxo-Biotin durch Elution mit
PBS gereinigt werden. Dazu wurde die Sdule mit einem Bettvolumen von 120 ml mit 4% SV
an Probe bei einer Proteinkonzentration von 8,4 mg/ml beladen. Die Chromatogramme der
Absorptionsmessung bei 280 nm zeigten jeweils ein einziges breites Elutionsmaximum
(Abbildung 18) mit einem Elutionsvolumen zwischen 60-80 ml. Fiir den tetrameren
Proteinkomplex mit Doxo-Biotin wurde ein leicht retardiertes Laufverhalten im Vergleich
zum unbeladenen Protein beobachtet. Die durch den gebundenen Chromophor Doxorubicin
sichtbar rot gefdrbten Proteinfraktionen wurden vereinigt und einer weiteren Analyse unter-
zogen. Ebenso konnten durch Rotfiarbung Reste ungebundenen Doxo-Biotin-Konjugats iden-
tifiziert werden, die ein stark retardiertes Laufverhalten mit etwa 170 ml Elutionsvolumen
(1,4 SV) zeigten.
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Abbildung 18: Chromatogramm der Gelfiltration des Doxo-Biotin/Streptavidin-Komplexes zur Abtrennung
freien Doxo-Biotins; der Doxo-Biotin/Streptavidin-Komplex wurde iiber eine HiPrep 16/60 Sephacryl S-
300 HR-S&ule durch Elution mit PBS Puffer vom freien Doxo-Biotin abgetrennt und durch Absorptionsmessung
bei 280 nm identifiziert (siehe Abschnitt 2.6.1.2 und 2.8.4). Die durch den gebundenen Chromophor
Doxorubicin sichtbar rot gefarbten Proteinfraktionen 13— 18 wurden vereinigt.

Die Bestimmung der Konzentrationen der iiber die Biotin/Streptavidin-Wechselwirkung ver-
bundenen Partner Doxorubicin und Streptavidin erfolgte spektroskopisch. Aus den fiir die
aromatischen Aminoséduren des Streptavidins spezifischen Absorptionswerten bei 280 nm und
den fiir das Doxorubicinchromophor spezifischen Absorptionswerten bei 495 nm wurden die
Konzentrationen nach Gleichung (59)—(61) berechnet (siche Abschnitt 2.8.3 und 2.8.4).

Dabei wurde der Absorptionsbeitrag des aromatischen Ringsystems des Doxorubicins bei der
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Wellenldnge von 280 nm durch Einfiihrung des Korrekturfaktors Q = €pox0280/€Dox0495
beriick—sichtigt (siche Abschnitt 2.8.3). Aus den bekannten Extinktionskoeffizienten
£Doxo280 = 3814 M_lcm_1 und €poxoa9s = 8030 M_lcm_1 des Doxorubicins (Dreher et al., 2003;
Willner et al., 1993) ergab sich ein Wert fiir Q von 0,724. Der Extinktinktionskoeffizient
einer monomeren Untereinheit des Core-Streptavidins betrug €50 = 35600 M_lcm_l. Fir zwei
unabhingige Komplexbildungsansitze wurde ein Beladungsgrad von 0,46 bzw. 0,59 erhalten,
gleichbedeutend mit etwa einem Doxorubicinmolekiil je zwei Untereinheiten Streptavidin.
Der Unterschied zu dem frither beobachteten Wert von 0,88 gebundenen Biotinmolekiilen je
Unterheit (Schmidt & Skerra, 1994b) erklért sich durch den vor Komplexbildung mit Strept-
avidin nicht abgetrennten Uberschuss von 0,5—1,0 Moldquivalenten des Biotin-Reagens
gegeniliber dem Doxorubicin aus dem Doxo-Biotin-Kopplungsansatz (sieche Abschnitt 2.8.1

und 3.4.1), wodurch die restlichen Biotinbindungsstellen abgesattigt wurden.

3.5 Selektion von Anticalinen mit Bindungsaktivitit fiir Doxorubicin aus der BBP-
Zufallsbibliothek

Die Erzeugung einer maB3geschneiderten BBP-Anticalin-Variante mit Bindungseigenschaften
gegeniliber Doxorubicin mittels einer kombinatorischen Zufallsbibliothek durch Phage Dis-
play erforderte geeignete Bedingungen zur selektiven Anreicherung bindungsaktiver Protein-
varianten. Zudem wurde ein evaluierbarer Assay, wie der Kolonie-Filterstapeltest (siche
Abschnitt 1.5.2), zur Identifizierung einzelner, bindungsaktiver Varianten aus dem Repertoire

der Kandidaten, die aus dem Anreicherungsprozesses resultierten, benotigt.

3.5.1 Optimierung der Versuchsbedingungen fiir die Affinititsanreicherung

Um selektiv Proteinvarianten anzureichern, die Haptenliganden komplexieren, war eine Opti-
mierung hinsichtlich der Art der immobilisierten Doxorubicin-Konjugate unter Beriicksichti-
gung sterischer Zugénglichkeit, Loslichkeit und unspezifischer Interaktionen mit Trégerpro-
teinen oder Blockierungsreagenzien erforderlich (Skerra, 2001). Zudem musste die Stringenz
der Waschschritte, zum Zweck der Abtrennung nicht oder unspezifisch gebundener Phage-
mide, und die Wahl der Elutionsmethode fiir spezifisch mit dem Zielmolekiil komplexierter

Phagemide geeignet eingestellt werden.

Aus einer nativen BBP-Zufallsbibliothek mit einer Diversitit von 1,26 x 10’ unabhéngigen
Transformanden bei 50 % Integritét, die eigens vor den Optimierungsarbeiten zur Komplexi-
titssteigerung (siche Abschnitt 3.3.1) nach dem Protokoll von Beste (1998) hergestellt wor-
den war, konnten keine Proteinvarianten mit ausgeprigter Bindungsaktivitét fiir Doxorubicin
angereichert werden. Allerdings konnten aus diesen vorangegangen Experimenten entschei-

dende Parameter fiir eine erfolgreiche Selektion gegen diesen Liganden abgeleitet werden.
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3.5.1.1 Verbesserung der Immobilisierung von Doxorubicin

Die initiale Phage Display-Selektion aus der nativen BBP-Zufallsbibliothek erschien in Lo-
sung unter Verwendung paramagnetischer Streptavidinpartikel zur Immobilisierung des Li-
ganden sinnvoll (Parmley & Smith, 1988). Grundsétzlich ist hier eine selektive Anreicherung
vergleichsweise hochaffiner Varianten moglich (Kobayashi et al., 2005), wobei eine Ligan-
den-Konzentration bei der Einstellung des Bindungsgleichgewichts gewéhlt werden sollte, die
unterhalb der gewiinschten Dissoziationskonstante fiir den Komplex aus Protein und Hapten-

antigen liegt (Hawkins et al., 1992).

Durch Vorinkubation der Phagemide mit dem biotinylierten Liganden Doxorubicin in Gegen-
wart eines Blockierungsreagens wurde unspezifisches Bindungsverhalten der Phagemide
minimiert. Der Komplex wurde anschlieBend durch das Streptavidin wéhrend kurzer Inkuba-
tion eingefangen, die Partikel gewaschen, und gebundene Phagemide schlielich sauer eluiert
(sieche Abschnitt 2.3.3.3). Im Zuge dieser Vorgehensweise wurde jedoch keine spezifische
Anreicherung bindungsaktiver Proteinvarianten festgestellt, was an der hohen Stringenz der
Selektion in Losung gelegen haben kann (Kobayashi et al., 2005). Zusitzlich kann die Bil-
dung eines Metall/Doxorubicin-Chelatkomplexes durch Freisetzung von Fe’'-Metallionen
aus den paramagnetischen Partikeln nicht ausgeschlossen werden. Dies kann eine Modifi-
zierung des Hydroxyanthrachinonrestes (Muindi ef al., 1984) oder eine Metall-induzierte Zer-
setzung des Doxorubicins bewirkt haben (Fiallo ef al., 1998; Tomlinson & Malspeis, 1982).
Allerdings sprach die niedrige eingesetzte Doxorubicin-Stoffmenge von 40—100 pmol (je
nach Anreicherungszyklus) in Gegenwart der paramagnetischen Partikel gegen einen solchen
Mechanismus (Gelvan & Samuni, 1988).

Alternativ wurde eine Festphasenimmobilisierung des Doxorubicins iiber kovalente Kopplung
an die Trigerproteine BSA und RNase A (siche Abschnitt 2.8.3) getestet. Durch nukleophilen
Angriff der Aminogruppe des Daunosaminzuckerrestes des Doxorubicins wurde unter Ring-
offnung des Glutarsdureanhydrides Glutarylamido-Doxorubicin synthetisiert, welches eine
aliphatische Carbonsduregruppe trigt. Im Anschluss wurde das Glutarylamido-Doxorubicin
mittels EDC/NHS zu einem reaktiven Carbonsdureester umgesetzt, und der so modifizierte
Ligand an die e-Aminogruppen von Lysinseitenketten der Tréagerproteine gekoppelt
(Abbildung 19). Dabei wurde durch photometrische Absorptionsmessung bei 280 nm und
495 nm (siche Abschnitt 2.8.3) bei einer Stochiometrie von 10:1 Doxorubicin-NHS/BSA
oder 4:1 Doxorubicin-NHS/RNase A ein Beladungsgrad von 4,0 bzw. 1,2 erhalten (Balsari et
al., 1988; Beste, 1998; Hurwitz et al., 1975).

Die beiden oben genannten, iiber PD-10-Sdulen gereinigten Doxorubicin-Trégerprotein-
Konjugate wurden zum Zweck der Affinititsanreicherung zunédchst bei &dquimolarer
Konzentration in Mischung an der Polystyroloberflache der Fliigelstifte adsorbiert und dann
mit der Phagemid-Bibliothek inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen der Fliigelstifte, wurden
die gebundenen Phagemide schlieBlich sauer eluiert (siche Abschnitt 2.3.3.3). Die
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Sequenzanalyse (sieche Abschnitt 2.2.7) der Selektionsrunde 4 zeigte bei den 6, mittels Kolo-
nie-Filterstapeltest (siche Abschnitt 2.4) ausgewidhlten Klonen eine Leserahmenverschiebung
ab Loop 2 oder 3 innerhalb der fiir die BBP-Varianten kodierenden Sequenzen, die nach
Loop 4 wieder in den eigentlichen Leserahmen zurilickfielen (Abbildung 20), so dass letztlich
Fusionsproteine mit durchgingigem Leseraster, wenn auch defektem Proteingeriist,
prasentiert wurden. Die Herstellung der Variante K4.2.1 als 16sliches Protein (sieche Abschnitt
2.5.1) ergab dementsprechend eine dullerst geringe Ausbeute von 43,8 ng/L-Medienkultur,
was in der Regel auf schlechte Faltungseffizienz und zelltoxische Wirkung schlieBen 148t.
Eine nachfolgende analytische Gelfiltration (siche Abschnitt 2.6.1.2) bestdtigte diese Vermu-
tung, da Trimere und hohermolekulare Oligomere (Proteinaggregate) oberhalb des Aus-
schlussvolumens nachgewiesen wurden. Die CD-Messung (siche Abschnitt 2.7.5) der
Variante ergab einen im Vergleich zum Wt-BBP &dhnlich hohen B-Faltblattanteil. Diese
Ergebnisse deuteten auf eine gefaltete, aber durch exponierte hydrophobe Bereiche adhésive
Proteinvariante hin, deren Anreicherung vermutlich unspezifisch durch Bindung an Plastik
oder hydrophobe Kontaktflichen der Tragerproteine und nicht durch Bindung an das nieder-
molekulare Doxorubicin vermittelt worden war.

Ursdchlich flir die unspezifische Anreicherung kann auf den gewdhlten Trigerproteinen
schlecht zuginglich préisentiertes Doxorubicin sein. BSA ist fiir seine Bindungskapazitit
gegeniiber einer ganzen Reihe hydropher Molekiile bekannt (Kragh-Hansen, 1981). Eine
Komplexierung des Doxorubicins in Kavititen des BSA war durch Gleichgewichtsdialyse
(Eksborg et al., 1982) und Gelfiltrationsexperimente (Demant & Friche, 1998a) gezeigt wor-
den. Demgegeniiber war fiir das kleine hydrophile Tragerprotein RNase A bei kovalenter
Kopplung eine effiziente Oberflichenpréisentation des Doxorubicins erwartet worden. Hier
kann die Ausbildung von Doxorubicin-RNase A Oligomeren zu sterisch bedingter Mas-
kierung des Liganden gefiihrt haben und somit fiir die fehlende spezifische Anreicherung
bindungsaktiver Proteinvarianten verantwortlich sein. Solche Aggregationskomplexe wurden
von Demant et al. (1991) bei der Kopplung des Doxorubicins mittels des homobifunk-
tionellen Reagens DSS (Disuccinimidylsuberat) an das — ebenso wie die RNase A — hydro-

phile Tragerprotein Transferrin beobachtet.

In einem weiteren Versuch wurde daher fiir die Présentation des Doxorubicins eine quasi-
Festphasenimmobilisierung mittels des nicht-kovalenten Komplexes aus Doxo-Biotin/Strep-
tavidin eingesetzt (siche Abschnitt 3.4.2 und Abschnitt 3.5.2). Die Vorteile dieses Systems
lagen in der reproduzierbaren Herstellung des Doxo-Biotin-Konjugats mit hoher Ausbeute
und Reinheit (sieche Abschnitt 2.8.1 und 3.4.1) verbunden mit der Tatsache, dass der starre

molekulare Abstandshalter das Doxorubicin vom Tréigerprotein Streptavidin abschirmt.
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Abbildung 19: Kopplungsschema von Doxorubicin an RNase A iiber Glutarsdureanhydrid und EDC/NHS;
nach Umwandlung der primdren Aminogruppe des Daunosaminzuckers des Doxorubicins mittels Glutarsiure-
anhydrid in eine endstindige Carboxylgruppe erfolgt die Umsetzung mit EDC zu einem ortho-Acyl-
Isoharnstoff-Zwischenprodukt, das anschlieBend mit N-Hydroxysuccinimid aktiviert wird. Die kovalente
Verkniipfung des Doxorubicins mit der RNase A erfolgt im letzten Schritt an den primiren Aminogruppen der
Lysinseitenketten des Proteins unter Abspaltung der N-Hydroxysuccinimidgruppe (siehe Abschnitt 2.8.3).
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BstXI Loop 1 Loop 2
20 30 40 50 60

SerGlnTyrHisGlyLysTrpTrpGluValAlalysTyrProAsnSerValGluLysTyrGlyLysCysGlyTrpAlaGluTyrThrProGluGlyLysSerVallysValSerAsnTyrHisVallle
Wt-bbp : TCCCAGTACCATGGTAAATGGTGGGAAGTCGCCAAATACCCCAACTCAGTTGAGAAGTACGGAAAGTGCGGATGGGCTGAGTACACTCCTGAAGGCAAGAGTGTCARAGTTTCGAACTACCACGTAATC

Bib. PP NNKNMSNNSNNK. . . ot itttitiitennnennnneenaneeenneenananeenasennnsesennsennns NNS...NNK......
K4.2.1 : SerTyrPheCys Pro Arg
K4.6.0 : PheAlaLeuGln Gln  Pro
K4.7.1 : ArgProLeuTrp Asp Pro
K4.12.5: PheLysSerLeu Pro Ser
K4.14.5: Phe — Lys Pro
K4.30.5: LysThrCysAl Asn Gln Pro
Loop 3
70 80 920 100

HisGlyLysGluTyrPhelleGluGlyThrAlaTyrProValGlyAspSerLysIleGlyLysIleTyrHisSerLeuThrTyrGlyGlyValThrlysGluAsnValPheAsnValLeuSerThrAsp
Wt-bbp : CACGGCAAGGAATACTTTATTGAAGGAACIGCCTACCCAGTTGGTGACTCCAAGATTGGAAAGATCTACCACAGCCTGACTTACGGAGGTGTCACCAAGGAGAACGTATTCAACGTACTCTCCACTGAC

Bib. D e NNS..... T R NNS...NNK...... NNS...VVS...NNK.......oovirinnnnennnnnn
K4.2.1 : His Ser TyrSerThrTyrSerProLeuThr
K4.6.0 : ArgGly GlnLeuValThrProArgLeuGluArgSerThrThrAlaGlyLeuGlyGluValGlyProAlaSerTrpTyrSerThrTyrSerProLeuThr
K4.7.1 : Asp GlnLeuValThrLeuGluArgSerThrThrAlaSerLeuleuGluValSerProArg------. SerTrpTyrSerThrTyrSerProleuThr
K4.12.5: ---  ProLysValProProThrGlnLeuValThrProArgLeuGluArgSerThrThrAlaProLeuMetGluValArgProThrArgArgTyrSerThrTyrSerProLeuThr
K4.14.5: Ser Val TyrSerThrTyrSerProLeuThr
K4.30.5: Ser GlnLeuValThrProArgLeuGluArgSerThrThrAlaArgLeuTrpGluValAlaProArgArgLeuTyrSerThrTyrSerProLeuThr
Loop 4 BstXT
110 120 130

AsnLysAsnTyrIleIleGlyTyrTyrCysLysTyrAspGluAspLysLysGlyHisGlnAspPheValTrpValLeuSerArgSerMetVal
Wt-bbp : AACAAGAACTACATCATCGGATACTACTGCAAATACGACGAGGACAAGAAGGGACACCAAGACTTCGTCTGGGTGCTCTCCAGAAGCATGGTC
Bib. PP NNK...NNS.......oiiiiienennnnnnns NNS...NNK......ooitirennennnnnnnnnnn
K4.2.1 : ThrArgThrThrSerSerAspThrPheAlaArgThrThrArgThrArg Asp Ser

K4.6.0 : ThrArgThrThrSerSerAspLysValGlnLeuArgArgGlyGlnGluGlyThrProArgGlnCysLeu---
K4.7.1 : ThrArgThrThrSerSerAspThrSerAlaProThrThrArgThrArgArgAspThrProThrLeuSerGlyLeu-—--

K4.12.5: ThrArgThrThrSerArg--- Leu Trp Leu Arg
K4.14.5: ThrArgThrThrSerSerAspThrCysAlaCysThrThrArgThrArg--- Trp Pro
K4.30.5: ThrArgThrThrSerSerAspThrPheAlaArgThrThr--- Arg Gln

Abbildung 20: Aminosiure-Sequenzen, der aus der ersten nativen Bibliothek selektierten BBP-Varianten (aus
Anreicherungszyklus 4) im Vergleich zum Wildtyp-BBP (DNA-Sequenz mit angegebenen); der hier gezeigte
Ausschnitt aus der Sequenz des Wt-BBP umfasst die Aminosédurepositionen 20 bis 136. Das mit den degene-
rierten Primer-Paaren GB-3/FS-15 bzw. GB-11/GB-4 in einer zweistufigen PCR-Reaktion randomisierte
Gensegment besitzt flankierende Erkennungssequenzen filir die Restriktionsendonuklease BstXI (CCAN4TGG,
grau hinterlegt). Die variablen Loop-Regionen des Wt-BBP sind unterstrichen. Die Aminosdurepositionen
innerhalb des Wt-BBP, die fiir die Konstruktion der Bibliothek einer gerichteten Zufallsmutagenese unterzogen
worden waren, sind griin hervorgehoben (34 bis 37, 58, 60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 116, 125 und 127).
Dazugehorige Nukleotide, die zur Herstellung der Bibliothek randomisiert wurden, sind unterhalb der Sequenz
des BBP ebenfalls in griin angegeben. Die zugelassenen Zufallskodons in der Nomenklatur entsprechend NC-
IUB (1986) sind rot hervorgehoben. Die gednderte Basensequenz im Bereich der Kodon-Positionen 71/72
(leicht lila hinterlegt) ist auf die Einfithrung der Kpnl-Erkennungssequenz zu analytischen Zwecken bei der
Assemblierung des BBP-Genfragmentes im Verlauf der PCR-Mutagenese zuriickzufiihren (Beste, 1998). Fiir die
selektierten Varianten sind nur die von der Sequenz des Wt-BBP verschiedenen Aminoséuren angegeben. Die
zusammenhdngenden Frameshift-Bereiche innerhalb der Varianten sind blau hervorgehoben; mit einem
Konsensusbereich, der blau hinterlegt ist. Deletionsbereiche sind gestrichelt dargestellt und gelb hinterlegt.
Zusétzliche Aminoséureaustausche, die weder der gerichteten Zufallsmutagenese noch der Sequenzverschiebung
geschuldet sind, sind braun hervorgehoben.

3.5.1.2 Wabhl der Elutionsmethode fiir spezifisch gebundene Phagemide

Fiir die Anreicherung von Proteinen mit der gewiinschten Bindungseigenschaft aus der
nativen BBP-Zufallsbibliothek, die erwartungsgemal allenfalls wenige, moderat affine Bin-
dungsproteine fiir den unnatiirlichen Liganden enthielt, war es wichtig, unabhédngig von ihren

thermodynamischen oder kinetischen Bindungseigenschaften quantitativ zu eluieren.

Als effiziente Elutionsmethode zur Auflésung des Protein/Liganden-Komplexes werden
iiblicherweise extreme pH-Bedingungen eingesetzt (Kay, 1996). Die im Zuge dieser Arbeit
mit sauerer Elution mit 0,1 M Glycin/HCI pH 2,2 (Beste et al., 1999) wie auch mit basischer
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Elution mit 0,1 M Triethylamin pH 12,0 (de Bruin et al.,, 1999; Marks et al., 1991)
durchgefiihrten Selektionsexperimente, zeigten keine selektive Anreicherung. Dieses hier er-
zielte negative Ergebnis spiegelte den friiheren Befund von Schlehuber (2000) bei der Erzeu-
gung gegen Digoxigenin gerichteter Anticaline erhaltene wider, deren Anreicherung aus einer
analogen BBP-Bibliothek mittels Dissoziation bei niedrigem pH-Wert ebenfalls nicht gelang.
Als Ursache wurde der Replikationsvorteil einer Phagemid-Population angesehen, die aus
dem hohen Anteil unspezifisch bindender und bei den extremen pH-Bedingungen koeluierter
Phagemide stammten. Die bereits erwdhnte Elution der an Doxo-SS-Biotin/Streptavidin
komplexierten Phagemide durch reduktive Spaltung der Disulfidbriicke innerhalb des Linkers
(siehe Abschnitt 3.3.2 und 3.4.1) stellte somit eine alternative Methode zur spezifischen An-
reicherung bindungsaktiver Proteinvarianten dar. Das komplexiert verbleibende Hapten
beeintrachtigt die Infektivitdt der Phagemide normalerweise nicht (Kobayashi et al., 2005).
Die Sequenzauswertung zufillig ausgewihlter Klone aus den Anreicherungszyklen 4 und 5
zeigte ausschlieflich Varianten mit Deletionen von 100—300 bp im 5'-Bereich der Genkas-
sette (Abbildung 21), die den Promotor und die OmpA-Sequenz umfassten. Diese Deletionen
konnten durch den toxischen Effekt des durch die reduktive Spaltung komplexiert bleibenden
Doxorubicins auf die Wirtszelle wahrend der Infektion begriindet sein, was unter anderem den
SOS-Reparaturschutzmechanismus induziert (Anderson et al., 1993; Battista et al., 1990,
DeMarini & Lawrence, 1992; Gelvan & Samuni, 1986; Kacinski & Rupp, 1984; Ripley et al.,
1988). Es wurde angenommen, dass eine fiir die Uberlebensfihigkeit der Zellen kritische,
Rekombinationsereignisse auslosende Konzentration des Doxorubicins in dem Eluat erst bei
Anreicherung hinreichend hochaffiner Proteinvarianten nach Zyklus 3 erreicht war. Als Indiz
fiir diese Annahme wurde die Zunahme des Phagemid-Titers bis Zyklus 3 angesehen (von
1/700 der eingesetzten Phagemide in Runde 1 auf 1/100 in Runde 3).

Als Alternative zu den genannten Elutionsmethoden, besonders fiir die ersten Selektions-
runden, wurde die Kompetition mit einem der Liganden betrachtet. Der Vorteil lag dabei in
der erwartungsgemif hohen Spezifitit der Anreicherung, die vom strukturellen Kontext des
Tragerproteins und des molekularen Abstandshalter unabhédngig sein sollte (Charlton ef al.,
2001; Schlehuber et al., 2000; Sheedy et al., 2007; Skerra, 2001). Gleichzeitig versprach eine
kompetitive Elution die Verminderung des Hintergrunds an Phagemiden ohne présentiertes
Fusionsprotein oder im Leserahmen verschobener bzw. schlecht exprimierbarer BBP-Varian-
ten (de Bruin et al., 1999; Goletz et al., 2002). Angesichts der angesprochenen Toxizitit des
niedermolekularen Doxorubicins fiir E. coli konnte die kompetitive Elution jedoch nicht mit
dem freien Liganden durchgefiihrt werden. Stattdessen wurde der zur Présentation des Ligan-
den auf der Festphase immobilisierte Doxo-Biotin/Streptavidin-Komplex (siehe Abschnitte
2.8.4 und 3.4.2) nun ebenfalls fiir die Elution eingesetzt. Durch Isolierung dieses Komplexes
mittels préparativer Gelfiltration (siche Abschnitte 2.6.1.2 und 3.4.2), war sichergestellt, dal3

kein iiberschiissiges Doxorubicin eingetragen wurde.
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4240 4260 1 20 40 60
+ + + + * + + + + + +
PBBP38: TGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGACCCGACACCATCGAATGGCCAGATGATTAATTCCTAATTTTTGTTGACACTCTATCATTGATAGAGT

=23 - N
PAK 2 e ===
PAK 1 e e

PS5K1 @ ... e
P5K2 R
=257 T i e T

BstXI Loop 1
260 280 300 320
+ + + + + + + + +
PBBP38: ~~~~GACAACTTCGACTGGTCCCAGTACCATGGTAAATGGTGGGAAGTCGCCAAATACCCCAACTCAGTTGAGAAGTACGGAAAGTGCGGA
NNKNMSNNSNNK
P4K1l : QR -~ m e e mm e mmmmmmmmmmmmmmm——— ... TTTC.CC.CTG. ... ..ot vvieinennnn
PAK 2 1 MmN e e et e G.ACT.CTTT........onivuuunnnn
PAK 1 M e e e e e e e TTTA.GA.CT.......civiinnnnnn
P5K1 : QR —— -~~~ st o e mm e mmmm e TTT.AGC.CT.......coivinnnnnn
POK2 @ M e e e e TTG.AGCCGACT. .........0invunnnn
PO I MmN e e e e e e e TTTC.GTCG.T.........iviennnn

Abbildung 21: DNA-Sequenzen der aus der ersten nativen Bibliothek selektierten nicht-funktionellen BBP-
Varianten im Vergleich zum Wildtyp-BBP; zufillig ausgewéhlte Klone aus dem 4 und 5 Anreicherungszyklus.
Gezeigt ist ein verkiirzter Ausschnitt im Bereich der Nukleotide 4220 bis 330 aus dem zirkuldren Phasmidvektor
pBBP38 mit insgesamt 4276 bp. Das mit den degenerierten Primer-Paaren GB-3/FS-15 randomisierte
Gensegment besitzt die Erkennungssequenz fiir die Restriktionsendonuklease BstXI (CCAN¢TGG, grau
hinterlegt). Die hier gezeigte variable Loop-Region 1 des Wt-BBP ist unterstrichen. Die Nukleotide innerhalb
des ersten Loops des Wt-BBP, die fiir die Konstruktion der Bibliothek einer gerichteten Zufallsmutagenese
unterzogen worden waren, sind griin hervorgehoben. Die dabei zugelassenen Zufallskodons in der Nomenklatur
entsprechend NC-IUB (1986) sind rot markiert. Fiir die selektierten Klone sind nur die von der DNA-Sequenz
des Wt-BBP verschiedenen Nukleotide angegeben. Die ausgeprigten Deletionsbereiche innerhalb der Varianten,
die sowohl deren Promotor- als auch die OmpA-Sequenz umfassten — durch Ausparung im Bereich der
Nukleotide 61 bis 243 verkiirzt abgebildet (blau hinterlegt) —, sind gestrichelt dargestellt und gelb hinterlegt.

3.5.1.3 Auswabhl eines geeigneten Blockierungsreagens

Die Identifizierung eines Biomakromolekiils mit selbst schwacher Wechselwirkung mit
Doxorubicin, das sich als Blockierungreagens fiir nicht geséttigte Bindungsstellen der Poly-
styroloberfliche der verwendeten Nunc-Immuno' -Fliigelstifte eignete und das auBerdem in
hoher Reinheit im Milligrammbereich verfiigbar war, bedurfte besonderer Uberlegung. Des-
halb wurde neben den gingigen Blockierungsreagenzien wie dem bovinen Serumalbumin
(BSA) (Trigatti & Gerber, 1995) und dem Ovalbumin (Huntington & Stein, 2001) das
seltener verwendete B-Casein (Livney et al., 2004) getestet. Das relativ hydrophobe Casein
besall den Vorteil fehlender Tertidrstruktur und damit potentieller Bindungstaschen filir das
hydrophobe Doxorubicin. Die Affinititen des BSA, des B-Caseins und des Ovalbumins
gegeniiber Doxorubicin wurden zundchst durch Protein-Fluoreszenztitration einer jeweils
1,0 uM Proteinlésung in PBS/E bis zu einer Endkonzentration von 30,0 uM Doxorubicin
bestimmt (siche Abschnitt 2.7.4.2). Die gegen die eingesetzte Doxorubicinkonzentration
aufgetragene Proteinfluoreszenz zeigte jeweils ein Loschen der Fluoreszenzintensitit mit
zunehmender Doxorubicinkonzentration (Abbildung 22). BSA wies unter Annahme einer
generellen  1/1-Stochiometrie der Bindung die hochste Affinitdt mit einer
Dissoziationkonstante von Kp = 26,2 £+ 1,4 uM (Gleichung (31)) bei einem Quenching-Effekt

der intrinsischen Proteinfluoreszenz durch das komplexierte Doxorubicin von 64,6 + 1,8 %
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auf. Fiir Ovalbumin wurde die Dissoziationskonstante zu 30,5 £ 2,1 uM bei Quenching-Effekt
von 73,9 + 2,7 % bestimmt. Das B-Casein zeigte das stirkste Fluoreszenz-Quenching von
85,4 + 4,9 % bei einer Kp von 41,6 + 3,4 uM. Die nachgewiesenen Affinitdten waren in allen
drei Fillen hoher als erwartet, da fiir BSA mittels Wachstumsinhibitionstests und Gelfiltration
in fritheren Untersuchungen die Dissoziationskonstante im Bereich von 161 —943 uM
bestimmt worden war (Demant & Friche, 1998a; Demant & Friche, 1998b; Finlay & Baguley,
2000). Wegen der bekannten Interaktion des Doxorubicins mit der Sdulenmatrix
Sephadex G200 bei der Gelfiltration ist die tatsdchliche Dissoziationskonstante vermutlich
jedoch niedriger als dort beobachtet (Demant & Friche, 1998a).
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Abbildung 22: Protein-Fluoreszenztitration verschiedener Blockierungsreagenzien mit Doxorubicin; eine
1,0 uM Losung des jeweiligen Proteins in PBS/E pH 7,4 wurde mit Doxorubicin bis zu einer Endkonzentration
von 30 pM titriert. Dabei wurde die Abnahme der Proteinfluoreszenz bei der Anregungswellenlinge von 295 nm
und der Emissionswellenldnge 345 nm in Abhédngigkeit von der Ligandenkonzentration verfolgt. Die erhaltenen
Messwerte wurden um den Puffer-Leerwert bereinigt, auf eine Anfangsfluoreszenz von 100% skaliert und um
den inneren Filtereffekt des Doxorubicins korrigiert (Abschnitt 2.7.4.2). Die Kurvenanpassung erfolgte durch
nicht-lineare Regression (Gleichung (31)).

Um diesen Befund zu {iberpriifen und auch die Affinitdt, der im Vergleich zu den bisher hier
getesteten Proteinen, hydrophileren RNase A (Kartha et al., 1967) gegeniiber Doxorubicin zu
bestimmen, wurde die Fluoreszenzemission einer 10,0 uM Doxorubicinlésung in PBS/E bei
Titration mit den potentiellen Blockierungsreagenzien bis zu einer Endkonzentration von
100 uM bei einer Anregungswellenldnge von 472 nm und einer Emissionswellenldnge von
585 nm verfolgt (siche Abschnitt 2.7.4.3; Abbildung 23). Die Titration mit RNase A resultier-
te im gemessenen Bereich in einem lediglich geringen linearen Abfall der Fluoreszenz um
~6%, was die Bestimmung einer Dissoziationskonstante nicht ermoglichte. Die in diesem

Fall allenfalls schwach affine Wechselwirkung mit Doxorubicin sprach fiir den Einsatz als
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Blockierungsreagenz wihrend des Phage Display. Die analogen Titrationsexperimente mit
den zuvor analysierten Proteinen zeigten eine wesentlich stirkere Fluoreszenzldschung des
Doxorubicins. Die hochste Affinitdt fiir Doxorubicin besall das Ovalbumin mit einer Disso-
ziationskonstante von 25,9 + 2,4 uM (Gleichung (31)), gefolgt von BSA mit 34,5 + 2.4 uM
und Casein mit 45,9 £ 5,5 uM. Die hier bestimmten niedrigen bis moderaten Affinititen fiir
die Komplexbildung der Blockierungsproteine mit dem Doxorubicin stimmten mit den zuvor
mittels Protein-Fluoreszenztitration erhaltenen Werten sehr gut liberein. Wegen dieser beim
BSA, Casein und Ovalbumin im Vergleich zur RNase A deutlich erkennbaren Bindungs-
aktivitat fiir den niedermolekularen Liganden (Abbildung 23) schien lediglich die RNase A

als Blockierungsreagens geeignet.

100

95

90

Fluoreszenzintensitat [%]

s5b| BSA
| [ --®--Qvalbumin
- | —=— Casein
----&--- RNaseA

so b ]
0 10 20 30 40 5 60 70 80 90 100

Protein-Konzentration [uM]

Abbildung 23: Fluoreszenztitration von Doxorubicin mit moglichen Blockierungsreagenzien; eine 10,0 uM
Losung des Doxorubicins in PBS/E pH 7,4 wurde mit dem jeweiligen potentiellen Blockierungsreagens bis zu
einer Endkonzentration von 100 uM titriert. Dabei wurde die Abnahme der intrinsischen Fluoreszenz des
Doxorubicins bei der Anregungswellenlinge von 472 nm und der Emissionswellenlédnge 585 nm in Abhéngig-
keit der Proteinkonzentration verfolgt. Die erhaltenen Messwerte wurden um den Puffer-Leerwert bereinigt, auf
eine Anfangsfluoreszenz von 100% skaliert und durch nicht-lineare Regression (Gleichung (31)) ausgewertet
(Abschnitt 2.7.4.3).

Ferner wurde das nichtionische Tensid Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat (Tween 20) in
den Selektionszyklen des Phage Display (siehe Abschnitt 2.3.3, 3.5.2 und 3.7) und beim Ko-

lonie-Filterstapeltest (sieche Abschnitt 2.4 und 3.5.3) zur Blockierung unspezifischer Wechsel-
wirkungen (Bradbury & Marks, 2004) eingesetzt.
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Tabelle 4: Mittels Fluoreszenztitration ermittelte Dissoziationskonstanten (Kp) fiir die Komplexbildung mog-
licher Blockierungsreagenzien mit Doxorubicin fiir den Einsatz im Phage Display

Protein-Fluoreszenztitration Liganden-Fluoreszenztitration
Reagens

I(D [“M] Qmax [%] I(D [“M] Qmax [%]
BSA 262+ 1,4 54,6 £ 1.8 345+24 62,2+3,5
B-Casein 41,6 £3,4 85,4+4,9 45,9+5,5 100
Ovalbumin 30,5+ 2,1 63,9+2.7 259+24 36,427
RNase A - — n.d. n.d.
Angabe des Quenching-Effekts (Quax = 100% — Asymptotenwert ); "n.d.": ohne Angabe, da Nachweis nicht
moglich

3.5.2 Affinitiatsanreicherung an immobilisierten Doxorubicingruppen

Ausgehend von der auf dem Bilin-Bindungsprotein (BBP) basierenden Genbibliothek erh6h-
ter Diversitét mit 2,53 x 10'° unabhingigen Transformanden (siche Abschnitt 2.3.2 und 3.3.1)
erfolgte die Phage Display-Selektion in Zyklen (siehe Abschnitt 2.3.3), die sich aus den fol-
genden sechs Schritten zusammensetzten:

I.  Immobilisierung des Zielmolekiils in Form eines Streptavidin/Biotin-Doxorubicin-
Komplexes (siche Abschnitt 2.3.3.1) an der Polystyrolfestphase der Nunc-Immuno -
Fliigelstifte mit hoher Proteinbindungskapazitét;

II.  Absittigung freier Bindungsstellen der Polystyroloberfliche mit RNase A, um
unspezifische Adsorption der Phagemide zu verhindern,;

III. Inkubation der beladenen Fliigelstifte mit der Phagemidbibliothek;
IV. Entfernung nicht bindender Phagemide in acht Waschschritten mit PBS/T;

V. spezifische Elution gebundener Phagemide durch Kompetition mit dem Streptavi-
din/Biotin-Doxo-Komplex (sieche Abschnitt 2.3.3.3);

VI. Amplifizierung der eluierten Phagemide nach Infektion von E. coli XLL1-Blue (siehe
Abschnitt 2.3.4).

Es wurden insgesamt fiinf Selektionszyklen durchgefiihrt. Zur Beurteilung der Anreicherung
wurden die Titer der eingesetzten Phagemide sowie ausgewéhlter Wasch- und der Elutions-
fraktionen bestimmt (siche Abschnitt 2.3.5). Daraus wurde der relative Anteil bezogen auf die
fiir den Selektionsprozess insgesamt eingesetzten Phagemide errechnet und ein Anreiche-
rungsprofil erstellt (Abbildung 24).

Die fiir die Adsorption eingesetzten Phagemidzahlen lagen dabei zwischen 1,93 x 10" ¢fu
und 1,80 x 10" ¢fir. Alle fiinf Anreicherungszyklen zeigten einen steten Abfall des Phagemid-
titers im Verlauf der Waschfraktionen. Der Phagemidtiter der Elutionsfraktion war im Ver-
gleich zu dem des Waschschritts 8 in Runde 1 um den Faktor 2,38 hoher. Dieses Verhéltnis
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sank bis Runde 3 auf 0,76 und stieg in den beiden folgenden Zyklen wieder auf 1,48 bzw.
2,34 an.

100 ~ | | | | | | | | E
A N —— Selektionszyklus 1 | ]
i ----®--- Selektionszyklus 2 | |
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Abbildung 24: Uberlagerung der Elutionsprofile aus den Selektionszyklen 15 im Verlauf der Anreicherung
Doxorubicin bindender BBP-Varianten aus der Zufallsbibliothek mittels Phage Display; nach Inkubation eines
mit Doxo-Biotin/Streptavidin beschichteten Fliigelstifts mit 1,93—18,0 x 10" Phagemiden fiir 1 h wurden nicht
bindende Phagemide durch wiederholtes Waschen des Fliigelstifts mit PBS/T entfernt. Nach acht Wasch-
schritten wurden die gebundenen Phagemide mit einer 300 uM L&sung von mit Doxo-Biotin/Streptavidin
eluiert. Der Phagemidtiter ausgewihlter Waschfraktionen sowie der Elutionsfraktion wurden bestimmt und als
Bruchteil der jeweils insgesamt im Selektionszyklus eingesetzten Phagemide halblogarithmisch aufgetragen.

3.5.3 Kolonie-Filterstapeltest zur Identifizierung von BBP-Varianten mit Bindungs-

aktivitiit gegeniiber Doxorubicin

Aus dem préparierten Phasmid-DNA-Genpool des Anreicherungszyklus 5 wurde die mittels
BstXI-Verdau isolierte Genkassette der BBP-Varianten und das entsprechend verdaute Plas-
mid pBBP22 (Abbildung 5) subkloniert (siche Abschnitt 2.2.4.2 und 2.2.4.3) und E. coli TG1-
F~ mit dem Ligierungsansatz transformiert (siche Abschnitt 2.2.2.3). Die BBP-Varianten mit
Affinitdt fiir Doxorubicin wurden in einem Kolonie-Filterstapeltest (siche Abschnitte 1.5.2
und 2.4) auf Komplexbildung mit einer 1,0 uM Losung des Doxo-Biotin-Konjugats (siche
Abschnitt 2.8.1) bei nachfolgender Inkubation mit ExtrAvidin®-Alkalische Phosphatase-
Konjugat in einer chromogenen Nachweisreaktion gepriift (Abbildung 25). ExtrAvidin® wur-
de verwendet, da es im Gegensatz zu Streptavidin-Reagenzien nicht mit dem Strep-tag Il-
Affinitatsanhdngsel innerhalb des Fusionsproteins kreuzreagiert (Gaj et al., 2007; Skerra &
Schmidt, 2000). Zudem erlaubte es eine vom makromolekularen Einfluss des Streptavidins,
das wihrend der Selektion im Komplex mit Doxorubicin-Biotin eingesetzt wurde (siche Ab-
schnitt 3.5.2), unabhidngige Beurteilung der spezifischen Bindungsaktivitit der BBP-Varian-

ten gegeniiber Doxorubicin. Die einzelnen Kolonien entsprechenden, punktformigen Farb-
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signale (circa 90 % der untersuchten Transformanden) wiesen sehr dhnliche Morphologie und
Intensitdt auf. Es wurden insgesamt 91 Kolonien zweier auf analoge Weise hergestellter
Primaérfilter 1 (F1K1-41) und 2 (F2K1-50) (Abbildung 25) auf eine neue Agarplatte {iber-
fiihrt, um mit diesen Klonen nachfolgend einen sekundiren Kolonie-Filterstapeltest durchzu-
fiihren. Das Hintergrundsignal — durch eine leichte, aber deutlich sichtbare Rotfiarbung der
Membran ausgewiesen — war auf den mit dem Doxo-Biotin-Konjugat inkubierten Filtern wie
erwartet vergleichsweise hoch, da fiir HSA niedrige intrinsische Affinitdt fiir Doxorubicin mit
einer Kp = 161-385 uM (Chassany et al., 1996; Demant & Friche, 1998a; Finlay & Baguley,
2000) ebenso wie fiir das als zusétzliches Blockierungsreagens verwendete BSA (siche Ab-
schnitt 3.5.1.3) beschrieben ist.

F1

41

Abbildung 25: Ergebnis des primédren Kolonie-Filterstapeltests zur Auswahl von BBP-Varianten mit Affinitét
fiir Doxorubicin im Anschluf3 an das Phage Display; die Phasmid-DNA der gepoolten Phagemide aus dem Elu-
tionsschritt des Anreicherungszyklus 5 (Abbildung 24) wurde prépariert und auf dem Vektor pBBP22
(Abbildung 5) subkloniert. BBP-Varianten mit Affinitdt zu Doxorubicin wurden nach Sekretion in E. coli TG1-
F in dem Kolonie-Filterstapeltest anhand ihrer Komplexbildung mit einer 1,0 pM Ldsung des Doxo-Biotin-
Konjugats (siche Abschnitt 2.8.1) bei nachfolgender Inkubation mit ExtrAvidin®-Alkalische Phosphatase-
Konjugat in einer chromogenen Nachweisreaktion identifiziert (siche Abschnitt 2.4). Es wurden insgesamt 91
dazugehorige Kolonien der Filter 1 (F1K1—-41) und 2 (F2K1-50) auf eine neue Agarplatte iiberfithrt und einem
sekunddren Kolonie-Filterstapeltest (Abbildung 26) unterzogen.

Die ausgewihlten und erfolgreich kultivierten Kolonien der Filter F1 und F2 (62 der 91 Klo-
ne) wurden auf den Sekundirfilter doppelt aufgetragen. Als Kontrolle wurde parallel das Wt-
BBP-Fusionsprotein verwendet. Eine mit den identischen Kolonien versehene Negativkon-
trollmembran, bei der jedoch keine Inkubation mit dem Doxo-Biotin-Konjugat durchgefiihrt
wurde, zeigte keine nennenswerten Farbsignale, was auf spezifische Erkennung des Ziel-
molekiils durch die BBP-Varianten deutete. Das intrinsische Bindungsaktivitit fiir Doxoru-
bicin aufweisende Bilin-Bindungsprotein (siche Abschnitt 3.6.4.1) zeigte auf dem sekundiren

Positivfilter wie erwartet eine schwache Fiarbung. Eine Reihe der analysierten BBP-Varianten
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wies unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Koloniengrofle demgegeniiber eine
stiarkere Farbintensitét als das Wt-BBP auf (Abbildung 26).

Der gingige biophysikalische Sensorfarbstoff ANS (8-Anilino-1-Naphtalin-Sulfonsdure)
weist generelle Affinitit fiir hydrophobe Oberfldchen von Makromolekiilen auf und wird in
der Bindungstasche des Wt-BBP — wie auch in Abschnitt 3.6.4.2 selbst nachgewiesen — mit
einer Kp = 9,0 uM komplexiert (Breustedt et al., 2006). Zur Analyse der Bindung von Doxo-
rubicin in der Bindungstasche der selektierten BBP-Varianten wurde daher ein Verdrangungs-
experiment durchgefiihrt. Es wurden zwei Filter mit identischen Koloniedoppelproben herge-
stellt und mit einer 100 nM Losung des Doxo-Biotin-Konjugats inkubiert. Einer der Filter
wurde zeitgleich mit einem tausendfachen Uberschuss entsprechend 100 uM an freiem ANS
inkubiert. Nach der Detektion des sekundiren Konjugats anhand der Biotingruppe zeigte sich
bei allen Klonen eine im Ausmal variierende Verdrangung des Doxorubicins durch den ANS-
Liganden, resultierend in verminderter Signalstérke im Vergleich zu dem nur mit Doxo-Biotin
inkubierten Filter (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Sekundairfilter zur Verifizierung der im priméren Filter positiv getesteten Klone auf Bindungs-
aktivitit gegeniiber Doxorubicin; auf die sekundiren Filter wurden sémtliche erfolgreich gepickten Kolonien (K)
der Primarfilter 1 (F1) und 2 (F2) (Abbildung 25) sowie Kolonien, die das Wt-BBP-Fusionsprotein sezernieren,
jeweils doppelt aufgetragen. Die BBP-Varianten mit Affinitdit zu Doxorubicin wurden anhand ihrer
Komplexbildung mit einer 1,0 uM (A) oder 100 nM (B) Losung des Doxo-Biotin-Konjugats nachgewiesen. Die
rechte Seite des Filters A entspricht der linken Seite in Abwesenheit des Doxo-Biotin-Konjugats. Die rechte
Seite des Filters B zeigt die Verdridngung des biotinylierten Doxorubicin-Konjugats in Gegenwart eines tausend-
fachen Uberschusses an ANS (100 uM). Die chromogene Nachweisreaktion erfolgte jeweils nach Inkubation mit
dem Biotin-spezifischen ExtrAvidin®-Alkalische Phosphatase-Konjugat (siche Abschnitt 2.4). Es wurden insge-
samt 11 Kolonien (F1K9, K18, K19, K22, K27, K32, K35 und K38 sowie F2K25, K32 und K41) mit intensiven
Farbsignalen sowie maximalem Verdringungseffekt ausgewéhlt, und einer Sequenzanalyse unterzogen (siche
Abschnitt 2.2.7 und 3.6.1).

Die Ursache der nicht absolut quantitativen Verdrangung durch den Kompetitor ANS — sicht-

bar auf der rechten Seite des Filters B in Abbildung 26 — war vermutlich zum einen die
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sterische Umgestaltung der Bindungstasche der BBP-Varianten und zum anderen war es
wahrscheinlich, da3 die ANS-Konzentration in Losung wegen hoher Affinitdt des Liganden
gegeniiber HSA, mit dem die Filtermembranen beschichtet waren, stark vermindert war.
Beschrieben sind zwei Bindungsstellen fiir HSA. Eine Hauptbindungsstelle in der die Loops 7
und 8 umfassenden Subdomine IIIA (Bagatolli et al., 1996b;, He & Carter, 1992) mit
Kp=091-1,32x 10°M und eine zweite in der Subdomine IIA mit Kp= 12,66 uM
(Bagatolli et al., 1996a; Essassi et al., 1990). Die Bindungskapazitit des verwendeten
humanen Serumalbumins fiir ANS war durch Riickstinde gebundener Fettsduren allerdings
vermutlich leicht erniedrigt. Da die innerhalb des HSA zwischen Doméne II und III gelegene
Bindungsstelle fiir die Albumin-Bindungsdoméne des Fusionsproteins ebenfalls den Bereich
der Loops 6—8 umfasste (Falkenberg et al., 1992; Lejon et al., 2004), war auch hier ein
Kompetitionseffekt denkbar, der ebenfalls geringere Signalstirke im Vergleich zum

Positivfilter verursachen konnte.

Acht Klone des ersten Primaérfilters und drei des zweiten Filters, die im sekundéren Filter-
stapeltest im Vergleich zum Wt-BBP die intensivsten Farbsignale zeigten, und zudem im
kompetitiven Test die deutlichsten Signalunterschiede aufwiesen, wurden nachfolgend einer

Sequenzanalyse unterzogen.

3.6 Charakterisierung aus der nativen BBP-Zufallsbibliothek selektierter Varianten

3.6.1 DNA-Sequenzanalyse

Von den elf im Filterstapeltest ausgewéhlten E. coli-Kolonien wurde die isolierte Plasmid-
DNA (siehe Abschnitt 2.2.3.1) im Bereich des mutierten BBP-Strukturgens sequenziert (siche
Abschnitt 2.2.7). Dabei wurden im Gegensatz zur Anreicherung von gegen Fluorescein
(Beste, 1998) und Digoxigenin (Schlehuber, 2001) gerichteten BBP-Varianten keine mehr-
fach auftretenden Aminosduresequenzen erhalten (Abbildung 27). Dies liel sich auf die
erhohte Diversitit der nativen BBP-Zufallsbibliothek und zugleich geringere Anzahl an
Selektionsrunden zuriickfiihren. Innerhalb des Abschnittes der randomisierten BstXI-Gen-
kassette zeigten alle Klone einen Leserahmen, der fiir funktionelle BBP-Varianten und somit
auf dem Phagemid prisentierte Fusionsproteine kodierte (Abbildung 27 und Tabelle 5).
Allerdings besallen drei der Varianten jeweils ein zusitzliches freies Cystein; bei F1K19 in
der ersten und bei F1K22 bzw. F2K32 in der zweiten Loop-Region. Eine unerwiinschte
kovalente Dimerisierung durch Bildung einer Disulfidbriicke konnte fiir diese Varianten nicht

ausgeschlossen werden.

F2K32 wies zudem ein Amber-Stoppkodon und damit vermutlich Wachstumsvorteile auf-
grund der geringeren Gendosis auf (sieche Abschnitt 1.5.1). Bei den selektierten Varianten
wurden vereinzelt auch Aminosduresubstitutionen auflerhalb der eigentlichen Mutations-

positionen, jedoch innerhalb der durch die Oligodesoxynukleotide definierten Bereiche
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BstXI Loop 1 Loop 2
20 30 40 50 60
SerGlnTyrHisGlyLysTrpTrpGluValAlaLysTyrProAsnSerValGluLysTyrGlyLysCysGlyTrpAlaGluTyrThrProGluGlyLysSerValLysValSerAsnTyrHisValIle
Wt-bbp TCCCAGTACCATGGTAAATGGTGGGAAGTCGCCARATACCCCAACTCAGTTGAGAAGTACGGARAGTGCGGATGGGCTGAGTACACTCCTGAAGGCAAGAGTGTCAAAGTTTCGAACTACCACGTAATC

FLKO & oottt i i e, e N V. Vo o U G..... G......
MetGluAsnSer Lys Gln

F1K18 111 S CT....AG......
ValIleAla Leu Lys

F1K19 TCTCTGC. GO . . o vttt ittt ettt tat e e eneeanseenanaeenaeenanseennnnnn C..... TGT......
SerLeuLeuPro His Cys

FlK22 @ ittt e e e 0 O N P CG...G.T......
SerProIleLeu Thr Asp

FlR27 & it i i e e 0 V5 . PP GC....GCG......
Alaiyz‘PheGly Ala Ala

2 i oV . O S G..... GG......
IleLeuGln Ser Arg

2 PPN ¢ © S CG......
GlnGlu Met Gly Pro

FLIK38 & ...ttt ittt it iiie it iieaannns B o Vs o c U CG...T..

SerHisTyrSerTrp Pro Phe

F2K25 & i e e [ 10 N . PP CT....A.T......
ValAlaIle Leu Asn

270 - K € € 0 PP CG...T.G......
MetTrpHis Thr End

F2KAL @ . e € o T o\ PP GC..... CG......
TrpProAlaleu Ala Pro

Loop 3

70 80 100
HisGlyLysGluTyrPheIleGluGlyThrAlaTyrProValGlyAspSerLysIleGlyLysIleTyrHisSerLeuThrTyrGlyGlyValThrlLysGluAsnValPheAsnValLeuSerThrAsp
Wt-bbp CACGGCAAGGAATACTTTATTGAAGGAACTGCCTACCCAGTTGGTGACTCCAAGATTGGAAAGATCTACCACAGCCTGACT TACGGAGGTGTCACCAAGGAGAACGTATTCAACGTACTCTCCACTGAC

Bib. : ...l NNS..... T NNS...NNK...... NNS...VVS...NNK.......coiiurrrnnnnnnnnn
FIK9 : .............oo... CGC..... T Y ACC...GTT...... TCG...G.C....TT. ...ttt i iiiiieannn
Thr Ser Val Asp Ile
FIK18 : .................. CCG..... T P GC..... TG...ovvvnnnn. o GTG.
Pro Ala Leu Ala Ile
FIK1O : ............ciuin.. GC..... T Y T.o..... CT...... CG....GGC...CTG......oiiviiinnnnnnnnns
Ser Ser Arg Gly Leu
FIK22 @ ........cotniinnnnnnn C..... e T..... GCT....... GG. . O
Ala Gly Arg
FIK27 @ ... ..oiiiiinnann. GGC..... T..C........ B PP GGC...GCT...... ...GC 0
Gly Arg Gly Ala Ser Ala Ser
FIK32 : ..........cviiennn. CC..... P C....ARC....CG...... CGG...GCC..... PP
Thr Pro Asn Ser Arg Ala
FIK35 @ ..........cocnunn. CAC..... T Y TG ATG...... CcC. cG GTG. ... iiiiiiiiiiiinnennns
His Trp Met Pro Val
FIK38 : ............coou.. C.C..... P CG......AG.... C.C..... P
Leu Ser Ser His Lys
F2K25 @ ... ..iiiniiinnnn.. AG..... T Y GC GCT...... T..... GGC TCG. ottt i i
Lys Ala Ala Phe Gly Ser
F2K32 @ ........iiiiinnnnn. AG..... e T.C....TT....... A..... CC...TCT. .ttt ietiieeiieeiannn
Lys Phe  Phe Asp Thr Ser
F2K4Al @ ........civnnnnnnn GAC..... e TG GGT...... C..... G..... 0
Asp Trp Gly Leu Glu Ser
Loop 4 BstXI
110 120 130

Wt-bbp: AACAAGAACTACA

Abbildung 27: DNA- und korrespondierende Aminoséure-Sequenzen, der aus der nativen Bibliothek mit
erhohter Diversitit (2,53 x 10" unabhingige Transformanden) selektierten BBP-Varianten mit Affinitat fiir
Doxorubicin aus dem Anreicherungszyklus 5 (sieche Abschnitt 3.5.2) im Vergleich zum Wildtyp-BBP; der hier
gezeigte Ausschnitt aus der Sequenz des Wt-BBP umfasst die Aminosédurepositionen 20 bis 136. Das mit den
degenerierten Primer-Paaren GB-3/FS-15 bzw. GB-11/GB-4 in einer zweistufigen PCR-Reaktion randomisierte
Gensegment besitzt flankierende Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsendonuklease BstXI (CCAN(TGG,
grau hinterlegt). Die variablen Loop-Regionen des Wt-BBP sind unterstrichen. Die Aminoséurepositionen inner-
halb des Wt-BBP, die fiir die Konstruktion der Bibliothek einer gerichteten Zufallsmutagenese unterzogen
worden waren, sind griin hervorgehoben (34 bis 37, 58, 60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 116, 125 und 127).
Dazugehorigen Nukleotide, die zur Herstellung der Bibliothek randomisiert wurden, sind unterhalb der Sequenz
des BBP ebenfalls in griin angegeben. Die zugelassenen Zufallskodons in der Nomenklatur entsprechend NC-
IUB (1986) sind rot hervorgehoben. Fiir die selektierten Varianten sind nur die von der Sequenz des Wt-BBP
verschiedenen Basen und die gegebenenfalls verschieden kodierten Aminoséuren angegeben. Identische Basen
hingegen sind durch Punkte markiert. Die geénderte Basensequenz im Bereich der Kodon-Positionen 71/72
(blau hinterlegt) ist auf die Einfiihrung der Kpnl-Erkennungssequenz zu analytischen Zwecken bei der Assem-
blierung des BBP-Genfragments im Verlauf der PCR-Mutagenese zuriickzufiihren (Beste, 1998).
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gefunden. Sie waren offenbar bedingt durch Fehler bei der Synthese der Oligodesoxynukleo-
tide oder entstanden im Verlauf der PCR (siehe Abschnitt 3.3.2).

Die Sequenzanalyse der angereicherten BBP-Varianten zeigte im Vergleich zum Wt-BBP im
Einklang mit dem hydrophoben Charakter des neuen Liganden eine Vielzahl apolarer
Aminoséduresubstitutionen innerhalb der Bindungstasche. Drei selektierte Varianten, F1K18,
F1K27 und F2K25, besalen mit 11, 10 und 9 neuen hydrophoben Resten einen deutlich
erhohten Anteil gegeniiber der durchschnittlichen Anzahl von 6,2 neuen hydrophoben Resten
fiir alle sequenzierten Varianten (Tabelle 5). Diese drei Varianten zeigten bei der spiteren
Titration mit Doxorubicin auch die deutlichste Loschung der intrinsischen Proteinfluoreszenz
(siche Abschnitt 3.6.4.1). Ferner deutete der Einbau kleinerer aliphatischer Aminosiuren —
vor allem im Fall der hinsichtlich der spektroskopischen Eigenschaften interessantesten
Mutanten F1K18 und F1K27 (Abbildung 30) — auf einen raumschaffenden Effekt innerhalb
der Bindungstasche. Der Einbau jeweils zweier Prolinreste im vierten Loop dieser Varianten
konnte eine strukturelle Umorientierung dieses Bereiches induziert haben. Eine Weitung der
Bindungstasche wurde von Brown (2000) auch fiir Antikorper aus der spiten Phase der

Immunantwort mit erhohter Affinitét gegeniiber prasentiertem Haptenantigen gefunden.

3.6.2 Bakterielle Produktion der BBP-Varianten F1K18 und F1K27 in loslicher Form

Im Folgenden werden lediglich die nachtréiglich spektroskopisch am interessantesten erschei-
nenden Varianten F1K18 und F1K27 (Abbildung 30) behandelt. Analysiert wurden jedoch
auch die Klone 9, 19, 22 und 32 des ersten Filters sowie die Klone 25 und 41 des zweiten Fil-
ters (Abbildung 26 und Tabelle 5). Um das Bindungsverhalten der erhaltenen BBP-Varianten
gegeniiber Doxorubicin unabhingig vom Einfluss der fusionierten Albumin-Bindungsdoméne
oder der Konjugatpartner fiir den Liganden zu untersuchen und mit dem Wt-BBP als Aus-
gangspunkt der Selektion zu vergleichen, waren Interaktionsmessungen in Losung notwendig.
Dazu wurden die selektierten BBP-Varianten F1K18 und F1K27 neben den als Kontrollen
fungierenden Proteinen Wt-BBP, FluA (Beste, 1998) und DigA16 (Schlehuber, 2001)
gentechnisch in dem Expressionsplasmid pBBP21 (Beste, 1998) (Abbildung 28) in dem
E. coli-Stamm JM83 produziert (siche Abschnitt 2.5.1). Die fiir die jeweilige Variante kodie-
rende bbp-Genkassette wurde durch Verdau mit dem Restriktionsenzym Bs¢XI aus dem Plas-
mid pBBP22 herausgeschnitten (siche Abschnitt 2.2.4.2 und 3.5.3; Abbildung 5). Nach
Isolierung des Inserts folgte die Subklonierung durch Ligierung mit analog préparierten
Vektorriickgrat von pBBP21 (siehe Abschnitt 2.2.4.2 und 2.2.4.3). Mit dem Ligierungsansatz
wurden chemisch kompetente Zellen des Expressionsstamms JM83 transformiert, gefolgt von
Plasmidisolierung und analytischem Restriktionsverdau (siche Abschnitt 2.2.2.3, 2.2.3.1 und
2.2.4.2).

Die Herstellung der 16slichen Proteine mit den beiden korrekt ausgebildeten Disulfidbriicken

bedurfte der Sekretion in das oxidierende Milieu des Periplasmas, weshalb N-terminal eine
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OmpA-Signalsequenz an die BBP-Varianten angehingt wurde. Unterstiitzt wurde die korrekte
Faltung des rekombinanten Proteins durch dicistronische Uberexpression des fiir eine endo-
gene E. coli Protein-Disulfidisomerase kodierenden dsbC Gens (Schmidt et al., 1998). Die
effiziente Repression des Tetrazyklin-Promotors gewihrleistete eine hohe Zelldichte vor
Induktion der Proteinbiosynthese (Skerra, 1994).

Xbal  pex|
—

tet” ompA

bbp _ BstXl
ori
strep Il
P BBP21 dsbC
4476 bp t
P ~ Hindlll
tefR f1-1G

Abbildung 28: Schematische Darstellung des Expressionsplasmides pBBP21; das Strukturgen fiir ein Fusions-
protein aus OmpA-Signalpeptid, BBP und dem Strep-tag Il steht unter Kontrolle des Tetrazyklin-Promo-
tor/Operators (tet”’®). Der Leserahmen wird zur Steigerung der Ausbeute korrekt gefalteten Proteins von der
Gensequenz fiir die Protein-Disulfidisomerase DsbC einschlieBlich deren ribosomaler Bindungsstelle gefolgt,
und die Disulfidisomerase somit iiberexprimiert (Beste et al., 1999). Xbal, BstXI, und HindIll bezeichnen die
Erkennungsstellen der entsprechenden Restriktionsendonukleasen. Die restlichen Abkiirzungen entsprechen
denen in Abbildung 3.

3.6.3 Reinigung der rekombinanten BBP-Varianten

Das C-terminale Strep-tag Il der Fusionsproteine diente der Einstufenreinigung des rekombi-
nanten Proteins aus der periplasmatischen Proteinfraktion durch Streptavidin-Affinitdtschro-
matographie (Schmidt et al., 1996; Schmidt & Skerra, 2007). Dazu wurde der periplasma-
tische Proteinextrakt nach Dialyse gegen Chromatographiepuffer iiber eine mit der Wt-
Streptavidinmutante Nr. 1 (Voss & Skerra, 1997) beladene, édquilibrierte Sdule geschickt.
Nach Entfernung ungebundener E. coli Proteine durch Waschen der Saule mit SA-Puffer
wurde das rekombinante Protein unter milden Bedingungen kompetitiv mit D-Desthiobiotin
in 16slicher, nativer Form von der Séule eluiert (siche Abschnitt 2.6.1.1).

Im AnschluBl an die Affinitdtschromatographie erfolgte in Abhédngigkeit der Proteinreinheit
bestimmt durch HPLC-Analytik an Superdex 75 HR 10/30 gegebenenfalls noch eine
Gelfiltrationsreinigung der monomeren Proteinpopulation an einer priparativen Superdex 75
HiLoad 16/60 Prep Grade-Saule (siehe Abschnitt 2.6.1.2).
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Abbildung 29: Analyse der durch Streptavidin-Affinitdtschromatographie und Gelfiltrations-Chromatographie
(siche Abschnitt 2.6.1) gereinigten Lipocaline Wt-BBP, AGP sowie der BBP-Varianten DigA16, FluA, F1K18
und F1K27 mittels SDS-PAGE; die Proteinproben wurden mit und ohne Reduktion der Disulfidbriicken durch 3-
Mercaptoethanol auf ein 15% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Proteinbanden wurden mit Coomassie-
Brillantblau R250 angeférbt (siehe Abschnitt 2.6.2). (A) Spur M: Protein-GroBenstandard (kDa); Spur 1 und 5 —
Wt-BBP; Spur 2 und 6 — AGP; Spur 3 und 7 — DigA16; Spur 4 und 8 — FluA (jeweils unter reduzierenden bzw.
nicht-reduzierenden Bedingungen); (B) Spur M: Protein-Gréfenstandard (kDa); Spur | und 3 — BBP-Variante
F1K18; Spur 2 und 4 — BBP-Variante F1K27 (jeweils unter reduzierenden bzw. nicht-reduzierenden Bedin-
gungen).

Mit den kalkulierten Extinktionskoeffizienten des Wt-BBP sowie seiner Varianten wurden die
Proteinkonzentrationen durch Messung der Absorption bei 280 nm nach Gleichung (1) be-
stimmt (siche Abschnitt 2.6.4 und Tabelle 2). Die hergestellten Proteine wiesen untereinander
sehr unterschiedliche Ausbeuten auf (Tabelle 6). Die gegen Doxorubicin selektierten BBP-
Varianten F1K18 und F1K27 besalen mit 175 pg bzw. 70 pg je Liter E. coli-Kultur die
geringsten Ausbeuten, gefolgt von 0,4 mg/L fiir die gegen Digoxigenin gerichtete Variante
DigA16 (Schlehuber, 2001). Die gegen Fluorescein gerichtete Variante FluA (Beste, 1998)
offenbarte ein dhnliches Expressionsniveau wie das Wildtypprotein mit Ausbeuten von etwa
0,8 mg/L. Die SDS-PAGE-Analyse des gereinigten Wt-BBP sowie der Varianten FluA und
DigA16 zeigte im reduzierten Zustand homogene Proteinfraktionen ohne nachweisbare
Verunreinigungen (sieche Abschnitt 2.6.2; Abbildung 29). Die nicht-reduzierten Proteinproben
wiesen eine einzige diskrete Proteinbande mit erhdhter Mobilitit auf, was mit einer

kompakteren Form bedingt durch die korrekte Ausbildung der beiden Disulfidbriicken
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zusammenhéngt (Beste, 1998; Breustedt et al., 2006; Schlehuber, 2001). Die Proteinfrak-
tionen der BBP-Varianten F1K18 und F1K27 enthielten je nach Prdparation eine geringe
Kontamination mit einem ~17,0 kDa gro3en Protein. Bei diesem handelte es sich vermutlich
um das Chaperonprotein Skp (sieche Abschnitt 3.8.1), das moglicherweise mit dem Fremdpro-
tein im Periplasma des Bakterienstamms JMS83 assoziiert (Hayhurst & Harris, 1999;
Korndorfer ef al., 2004; Schifer et al., 1999). Beide Varianten zeigten in der SDS-PAGE unter
reduzierten wie auch nicht-reduzierten Bedingungen diskrete Banden, wobei die Variante
F1K27 im Vergleich zu F1K18 entgegen der berechneten molaren Masse (Tabelle 6) eine
etwas geringere elektrophoretische Mobilitdt aufwies. Die beiden Disulfidbriicken schienen
auch hier aufgrund des schnelleren Laufverhaltens unter nicht-reduzierenden Bedingungen

und des Fehlens weiterer Banden fiir Disulfidisomere korrekt gekniipft.

Tabelle 6: Proteinchemische Eigenschaften der in E. coli produzierten Lipo- und Anticaline

. . Ausbeute/
Protein Expressions- E. coli- pTUM4* AS pl Mw Liter-
vektor Stamm [Da]
Kultur
;Y:;Effg_ I pBBP21 JMB&3 - 184 5,97 21006 0,8 mg
‘I;tl,,ljpl_f;g I pBBP21 JM83 - 184 5,67 20653 175 ng
F1K27 TM83 - 70 pg
Strep-tag 11 pBBP21 MC4100 N 184 5,86 20502 6,25 rngb
Askp

g}:é;__tag I pBBP21 JM83 - 184 7,19 20999 0,8 mg
?;i?_ltgé G pBBP21 JM83 - 184 5,65 20806 0,4 mg
AGP- MC4100 .
Strep-tag TI° pAGP1 Ashp + 192 4,97 22669 2,0 mg
* Kotransformation mit pTUM4: "+" = ja; "-" = nein; " Ausbeute bei Fermentation im 8 L-MaBstab (siche

Abschnitt 2.5.2 und 3.8.1); nach Beste (1998); “nach Schlehuber (2001); ¢ nach (Breustedt et al., 2006);
T Ausbeute bei Fermentation im 8 L-Mafstab nach (Schénfeld, 2010)
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3.6.4 Bestimmung der Dissoziationskonstanten fiir die Doxorubicinkomplexierung
durch Fluoreszenztitration

3.6.4.1 Vergleich der Varianten F1K18 und F1K27 mit dem Wt-BBP sowie den
Anticalinen FluA und DigA16 mittels Proteinfluoreszenzmessung

Die jeweils sechs Trp-Reste der Varianten F1K18 und F1K27, des Wt-BBP und des
Anticalins DigA16 (Schlehuber, 2001) sowie die sieben des Anticalins FluA (Beste, 1998)
wurden selektiv mit monochromatischem Licht der Wellenlédnge 295 nm angeregt (Laws &
Shore, 1978). Die Emissionswellenldnge der maximalen Proteinfluoreszenz wurde bei 345 nm
beobachtet. Die korrigierten Prozentwerte der Fluoreszenzintensitit einer Titrationsreihe
wurden gegen die Doxorubicinkonzentration aufgetragen (Abbildung 30A). Dabei zeigte sich
eine zunechmende Loschung der Proteinfluoreszenz mit steigender Doxorubicinkonzentration.
Durch nicht-lineare Regression geméll Gleichung (31) wurde die Dissoziationskonstante

sowie der Asymptotenwert der maximalen Fluoreszenzloschung ermittelt (siche Abschnitt
2.74.2).
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Abbildung 30: Fluoreszenztitration der rekombinanten BBP-Varianten F1K18, F1K27, DigA16 und FluA mit
Doxorubicin im Vergleich zum Wildtypprotein; eine 1,0 uM Losung der gereinigten Proteine (siche Abschnitt
2.6.1) wurde in PBS/E pH 7,4 mit Doxorubicin bis zu einer Endkonzentration von 5,0 uM titriert. Dabei wurde
die Abnahme der Proteinfluoreszenz bei einer Anregungswellenlinge von 295 nm und einer Emissions-
wellenldnge von 345 nm verfolgt. Die erhaltenen Messwerte wurden um den Puffer-Leerwert bereinigt, auf eine
Anfangsfluoreszenz von 100 % skaliert, und um den inneren Filtereffekt des Doxorubicins korrigiert (Abschnitt
2.7.4.2). (A) nicht-lineare Regression gemdfB Gleichung (31); (B) lineare Auftragung des Quotienten F,/AF
gegen den reziproken Wert der Doxorubicinkonzentration in einem nach Samworth et al. (1988) modifizierten
Stern-Volmer-Diagramm (siche Abschnitt 2.7.4.2 und Gleichung (33)).

Die beiden als Negativkontrolle dienenden Anticaline FluA und DigA16 wiesen im Einklang
mit ihrer fiir das Zielmolekiil Fluorescein bzw. Digoxigenin maligeschneiderten Bindungs-
tasche die geringsten Absolutwerte des Fluoreszenz-Quenching mit ~11% auf, so dass

genauso wie beim Wt-BBP keine verldssliche Dissoziationskonstante ermittelt werden
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konnte. Jedoch zeigte das Wt-BBP ein etwas stirker ausgepragtes Bindungsverhalten gegen-
iiber Doxorubicin mit einem maximalen Quenching von 17,4+ 0,4%. Die vom Wt-BBP
abstammenden hier selektierten Varianten zeigten demgegentiber wesentlich hohere Werte fiir
das maximale Fluoreszenz-Quenching von 47,9 +£3,8% fiir FIK18 und 57,7 £1,7% fiir
F1K27. Die Bindungsaffinititen der Varianten F1K18 und F1K27 gegeniiber Doxorubicin
wurden mit Kp =5,95+0,75 uM bzw. 4,69 £ 0,24 uM ermittelt (Tabelle 7). Damit war
relevante Bindungsaktivitit der beiden ausgewihlten BBP-Varianten gegeniiber dem vorge-

gebenen Liganden Doxorubicin nachgewiesen.

3.6.4.2 Vergleich der Variante F1K27 mit dem Wt-BBP sowie dem Anticalin FluA

mittels kompetitiver Fluoreszenzmessung

Das bereits in Abschnitt 3.5.3 als kompetitiver Ligand des Doxorubicins fiir die hydrophobe
Bindungstasche des Wt-BBP und seiner selektierten Varianten verwendete ANS wurde hier in
Losung als spektroskopisch aktiver, kompetitiver Komplexierungspartner eingesetzt. Bei
Bindung in hydrophober Umgebung zeigt die bei 370 nm angeregte Fluoreszenz des ANS
eine drastisch erhohte Fluoreszenz-Quantenausbeute sowie eine hypsochrome Verschiebung
von 512 nm auf 475 nm (Gasymov & Glasgow, 2007). Die Senkung der Fluoreszenzintensitét
des ANS bei Verdriangung durch Doxorubicin aus einer solchen lipophilen Umgebung kann
somit zur Bestimmung der Affinitit der Variante F1K27, des Wt-BBP und des Anticalins
FluA fiir das Doxorubicin genutzt werden. Die Bestimmung der Affinitdt fiir ANS selbst
wurde zundchst gemidl Breustedt (2006) durch Titration einer physiologisch gepufferten
1,0 uM Losung des jeweiligen Proteins mit ANS und Messung der relativen Intensitit der
Fluoreszenzemission des ANS durchgefiihrt (siche Abschnitt 2.7.4.4; Abbildung 31). Fiir das
Wt-BBP und FluA wurde durch nicht-lineare Regression gemal3 Gleichung (31) eine Disso-
ziationskonstante von 9,19 £0,28 uM bzw. 9,19 £0,37 uM erhalten. Das Ergebnis der
Affinitdt des natiirlichen BBP fiir ANS stimmte sehr gut mit dem von Breustedt (2006) erhal-
tenen Wert von ~ 9,0 uM iiberein. Die Variante F1K27 zeigte demgegeniiber eine geringfiigig
hohere Affinitdt mit Kp =8,55+ 0,37 uM bei deutlich erniedrigter Quantenausbeute. Die
kompetitive Verdringung des ANS aus dem Komplex mit dem jeweiligen Protein wurde nach
Gleichgewichtseinstellung in Losung fiir 10 min bei 25°C durch Titration mit Doxorubicin
durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration betrug jeweils 1,0 uM; die Konzentration des ANS
lag bei jeweils 9,0 uM. Die Variante F1K27 und das Wt-BBP lagen in PBS/E pH 7,4 vor; das
Anticalin FluA in 50 mM Hepes/NaOH pH 7,4. Der Nachweis des Protein/ ANS-Komplexes
erfolgte bei Anregung bei 370 nm durch Messung der Fluoreszenzemission bei 475 nm (siehe
Abschnitt 2.7.4.4). Die gemessenen apparenten Fluoreszenzintensitdten wurden um den inne-
ren Filtereffekt (sieche Abschnitt 2.7.4.2) des Doxorubicins bei der Anregungswellenldnge von
370 nm und den Fluoreszenzbeitrag des unkomplexierten ANS bei der Emissionswellenlédnge

475 nm bereinigt.



Ergebnisse 133

W7 T T T T T

450 || —— F1K27 / ANS _
---¢-- Wt-BBP / ANS PR
400 | —v— FIUA/ANS -

350

300

250

200

150

Fluoreszenzintensitat [RFE]

100

50

16 18 20

o]~ I P NP R R R
0 2 4 6 8 10 12 14

ANS-Konzentration [uM]

Abbildung 31: Fluoreszenztitration der rekombinanten Lipocaline Wt-BBP, und FluA sowie der BBP-Varian-
te F1IK27 mit ANS; eine 1,0 uM Losung der gereingten (siche Abschnitt 2.6.1) Proteine Wt-BBP und F1K27 in
PBS/E pH 7,4 sowie von FluA in 50 mM Hepes/NaOH pH 7,4 wurde mit einer ANS bis zu einer Endkonzen-
tration von 20,0 puM titriert. Die bei 370 nm angeregte Fluoreszenz des Liganden wurde bei 475 nm verfolgt und
die erhaltenen Messwerte um die intrinsische Fluoreszenz von ANS in Abwesenheit von Protein korrigiert.
AnschlieBend wurden die Datenpunkte durch nicht-lineare Regression geméfl dem Massenwirkungsgesetz nach
Gleichung (31) angepasst (siche Abschnitt 2.7.4.2, 2.7.4.3 und 2.7.4.4).

Bei Auftragung der korrigierten, apparenten Fluoreszenz des ANS in Prozent der Ausgangs-
intensitdt gegen die Konzentration des eingesetzten Kompetitors Doxorubicin zeigte sich eine
hyperbolische Sittigungskurve flir die Ausbildung des Protein/Doxorubicin-Komplexes, ent-
sprechend einer Verringerung der Konzentration des Protein/ANS-Komplexes
(Abbildung 32). Durch nicht-lineare Regression mittels Gleichung (49) wurde die Dissozia-
tionskonstante des jeweiligen Proteins fiir Doxorubicin anschlieBend nach Gleichung (50)
ermittelt. Die Doxorubicin-Dissoziationskonstante fiir FIK27 lag bei 6,61 + 0,37 uM und die
fiir das Wt-BBP bei 6,67 + 0,15 uM (Tabelle 7). Im Gegensatz zur Protein-Fluoreszenz-
titration, bei der lediglich die beiden selektierten F1K18 und F1K27 signifikante
Bindungsaktivitdt gegeniiber Doxorubicin zeigten, ist dieser Effekt hier ebenso fiir das
rekombinante BBP nachweisbar und mit der Dissoziationskonstanten der Variante F1K27
nahezu identisch. Demgegeniiber besall das fiir Fluorescein spezifische Anticalin FluA eine
wesentlich niedrigere Affinitdt mit Kp =24,8 + 0,7 uM.
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Abbildung 32: Nachweis kompetitiver Verdrdngung des spektroskopisch aktiven Ligand ANS durch Doxoru-
bicin fiir das rekombinante Wt-BBP, FluA und die BBP-Variante F1K27 mittels Fluoreszenztitration; ausgehend
von jeweils einer 1,0 pM Losung der gereinigten (siche Abschnitt 2.6.1) Proteine Wt-BBP und F1K27 in PBS/E
pH 7,4 sowie von FluA in 50 mM Hepes/NaOH pH 7,4 wurde zunéchst der Protein/ ANS-Komplex durch Zuga-
be von 9,0 uM ANS ausgebildet — entsprechend der Konzentration halbmaximaler Séttigung der Liganden-
bindungsstellen der Proteine, wie anhand der Dissoziationskonstante fiir ANS (Abbildung 31) zuvor bestimmt.
Die kompetitive Verdrangung des ANS aus der Bindungstasche erfolgte durch Zugabe von Doxo bis zu einer
Endkonzentration von 40,0 uM. Die Verdringung wurde durch die Abnahme der Fluoreszenzintensitit bei
spezifischem Nachweis des komplexierten ANS bei einer Anregung von 370 nm und einer Emission von 475 nm
verfolgt. Die um den inneren Filtereffekt des Doxorubicins und den Pufferleerwert korrigierten Messwerte
wurden durch nicht-lineare Regression geméll dem Massenwirkungsgesetz nach Gleichung (49) angepasst (siche
Abschnitt 2.7.4.4).

Tabelle 7: Mittels Fluoreszenztitration ermittelte Dissoziationskonstanten (Kp) fiir die Komplexbildung
rekombinanter Lipocaline bzw. Anticaline mit Doxorubicin

Protein Protein-Fluoreszenztitration kompetitive Fluoreszenztitration
Kp [pM] Qumax [%0] Kp [pM]

Wt-BBP n.d. 17,4+ 0,4 6,67+ 0,15

F1K18 5,95+0,75 47,9 +3,8 -

F1K27 4,69 + 0,24 57,7+ 1,7 6,61 +0,37

DigAl6 n.d. 11,3+0,8 -

FluA n.d. 11,0+ 0,7 248 +0,7

Angabe des Quenching-Effekts (Qn.x = 100 % — Asymptotenwert ); "n.d.": ohne Angabe, da Nachweis nicht
moglich
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3.7 Affinitatsmaturierung der Variante F1K27

Bei der Reifung von B-Zellen im adaptiven Immunsystem dient die somatische Hyper-
mutation von Antikorpergenen der Erzeugung und Auswahl derjenigen Antikorper, die
erhohte Affinitét fiir ein Antigen besitzen. Der Austausch einiger weniger Aminosiuren ist in
vivo oft ausreichend, um erhebliche Affinititsveranderungen zu induzieren und gleichzeitig
die Proteinfaltung nicht zu beeinflussen (Berek & Milstein, 1987; Sharon, 1990).

Es erschien sinnvoll, den evolutiven Prozess der somatischen Hypermutation zur Verbesse-
rung der Affinitdt der Variante F1K27 fiir Doxorubicin in vitro nachzuahmen. Dabei wurde
eine moderate Mutationsrate von 2—5 Aminosdureaustauschen angestrebt, um eine Affinitéts-
steigerung zu erzielen, ohne die Proteinarchitektur in Form der vorliegenden Lipocalinfaltung

zu beeintrachtigen (Drummond ef al., 2005).

3.7.1 Einfithrung von Punktmutationen in die DNA-Sequenz des Strukturgens der
BBP-Variante F1K27 und Herstellung der Phagemid-Bibliothek

Die PCR-Vervielfiltigung einer DNA-Sequenz in Gegenwart von dNTP-Analoga, deren
Basenpaarung promiskuitiv ist, bietet eine etablierte Methode zur zufilligen Einfiihrung von
Punktmutationen in das Strukturgen der Variante F1K27. Als tolerierte Substrate der Tag-
DNA-Polymerase eigneten sich die beiden Analoga dPTP (2'-Deoxy-P-Nukleosid-5'-Triphos-
phat) und 8-0x0-dGTP (8-Oxo0-2'-Deoxyguanosin-5'-Triphosphat) (Abbildung 6), da diese
stabil und stark mutagen sind und sowohl Transitionen als auch Transversionen erlaubten
(Zaccolo et al., 1996).

Zufallsmutationen wurden in die Genkassette der BBP-Variante F1K27 — ausgehend von der
kodierenden DNA auf dem Expressionsplasmid pBBP21 (Abbildung 28) als Matrize — in
einem ersten PCR-Schritt (siche Abschnitt 2.2.4.1) mit den flankierenden Oligodesoxynukleo-
tiden GBI und GB2 (siehe Abschnitt 2.1.2) in Gegenwart dquimolarer Konzentrationen der
dNTPs und je 60 uM der beiden Nukleotidanaloga eingefiihrt. Der von den Oligodesoxy-
nukleotiden eingeschlossene innere Sequenzbereich innerhalb der BstXI-Kassette umfasste
die Aminosdurepositionen 28 bis 127 und beinhaltete alle vier Loop-Regionen (Abbildung 4).
In einem darauffolgenden zweiten PCR-Schritt (sieche Abschnitt 2.2.4.1) wurde das primére
PCR-Produkt in Abwesenheit der beiden Nukleotidanaloga vervielfiltigt. Die mittels Se-
quenzanalyse ermittelte Mutationsfrequenz lag bei 0—7 Basenpaaren entsprechend 0-5
Aminosduresubstitutionen.

Die hergestellte Zufallsbibliothek (siehe Abschnitt 2.3.2 und 3.3) flir die Affinitdtsmaturie-
rung beruhte auf einem Ligierungsansatz von 15,0 pmol. Dies entsprach 36,0 ug an mit Bs¢XI
verdautem Vektorriickgrat des Plasmids pBBP38 (Abbildung 3) und 4,0 ug der BstXI-Kas-
sette des mutierten Strukturgens der Variante F1K27 (siche Abschnitt 2.2.4.2). Die ligierte

DNA wurde in neunzehn Elektroporationsansitzen zur Transformation elektrokompetenter
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XL-Blue Zellen eingesetzt (siche Abschnitt 2.2.2.4). Die resultierende Zufallsbibliothek der

Variante F1K27 besaB mit 1,05 x 10'° unabhingigen Transformanden hohe Diversitit.

3.7.2 Affinititsanreicherung an immobilisierten Doxorubicingruppen

Ausgehend von der auf der BBP Variante F1K27 basierenden partiell randomisierten Gen-
bibliothek erfolgte die Phage Display-Anreicherung in vier Selektionszyklen (sieche Abschnitt
3.5.2) unter variierenden Bedingungen. Als Target wurde das Doxo-Dig-Konjugat (siche
Abschnitt 3.4.1) an mit Anti-Dig-IgG beladenen, magnetischen Zellulose-Eisenoxid-Partikeln
verwendet. In den beiden ersten Runden wurde die Doxorubicin-Konzentration mit 600 nM
konstant gehalten. In Runde 3 und 4 wurde die Stringenz durch Senkung der Ligandenkon-
zentration um den Faktor 5 bzw. 10 sowie durch Inkubation der Phagemide mit dem Doxo-
Dig-Konjugat in Losung — vor dem Abfangen mit den magnetischen Partikeln — erhoht. Zur
Elution wurden saure pH-Bedingungen gewihlt (siche Abschnitte 2.3.3.3 und 3.5.1.2). Die
Titer der eingesetzten Phagemide sowie ausgewéhlter Wasch- und der Elutionsfraktionen

wurden wie zuvor bestimmt (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Uberlagerung der Elutionsprofile aus den Selektionszyklen 1-4 im Verlauf der Affinitits-
anreicherung Doxorubicin bindender BBP-Varianten aus der auf der BBP Variante F1K27 basierenden zufillig
randomisierten Genbibliothek mittels Phage Display; das Doxo-Dig-Konjugat (siehe Abschnitt 3.4.1) wurde an
mit Anti-Dig-IgG beschichteten, magnetisierbaren Zellulose-Eisenoxid-Partikeln immobilisiert. In den beiden
ersten Runden wurde die Doxorubicin-Konzentration mit 600 nM konstant gehalten wurde. In Runde 3 und 4
wurde die Stringenz der Selektion durch Senkung der Ligandenkonzentration um den Faktor 5 bzw. 10 und
Prdinkubation der Phagemide mit dem Doxo-Dig-Konjugat in Losung erhoht. Nicht bindende Phagemide
wurden in acht Waschschritten mit PBS/T abgetrennt. Der Phagemidtiter ausgewéhlter Waschfraktionen sowie
der unter sauren Bedingungen eluierten Phagemid-Fraktion (sieche Abschnitt 2.3.3.3) wurde bestimmt und als
Bruchteil der jeweils insgesamt im Selektionszyklus eingesetzten Phagemide halblogarithmisch aufgetragen. Der
Ausgangstiter der eingesetzten Phagemide wurde auf den Wert 1,0 normalisiert.
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Die fiir die Adsorption eingesetzten Phagemidzahlen lagen zwischen 2,92 x 10" ¢fi und
1,23 x 10" ¢fu. Alle vier Anreicherungszyklen zeigten jeweils einen steten Abfall des Phage-
midtiters im Verlauf der Waschfraktionen. Der Anreicherungsfaktor des Elutionstiters im
Vergleich zum Titer des Waschschrittes 8 stieg von Runde 1 mit 2,46 auf 10,28 in Runde 4.

Besonders auffillig war zudem die Anreicherung durch Selektion in Lésung ab Runde 3.

Die Identifizierung gegeniiber Doxorubicin bindungsaktiver Varianten wurde nach der
Anreicherung mit dem Kolonie-Filterstapeltest durchgefiihrt (sieche Abschnitt 2.4). Die
erhaltenen Signale zeigten im Vergleich zur Ausgangsvariante F1K27 keine deutlich erhohte
Intensitdt (Daten nicht gezeigt). Acht Klone der Selektionszyklen 3 und 4 mit den stirksten
Intensitéten wurden einer Sequenzanalyse unterzogen (siche Abschnitt 2.2.7). Sie wiesen 1 -6
Aminosédureaustausche verteilt {iber den gesamten kodierenden DNA-Sequenzbereich der
BstXI1-Kassette auf (Abbildung 34). Die prominenteste vertretene Substitution war der Aus-
tausch der positiv geladenen Lysinseitenkette (AAA oder AAG) gegen das negativ geladene
Glutamat (GAA oder GAG), vermutlich in Folge dPTP vermittelter A—G Transition. Ein
solcher Glutamat-Austausch wurde sowohl an der Offnung der Bindungstasche im Bereich
der variablen Peptidschleife 1 am Ende des B-Faltblatts A an Position 31, am Beginn des (-
Faltblatts B an Position 41 und an Position 65 in der Peptidschleife 2 am Beginn des B-
Faltblatts D beobachtet (Abbildung 4). Auch die an der Offnung der Bindungstasche gelegene
Region des Loops 4 wies an Position 121 und 123, also dem Beginn des p-Faltblatts H, zwei
Substitutionen zu Glu auf. Demgegeniiber wurde am geschlossenen Ende der kelchférmigen
Lipocalinstruktur lediglich ein Glutamateinbau in Position 83 am Beginn des B-Faltblatts E
gefunden. Weitere hdufige durch A—G Transition entstandene Aminosduresubstitutionen
waren Lys—Arg, Glu—Gly und Asp—Gly. Am Boden der Bindungstasche wurde zudem

zweimal eine Substitution Lys—Gln an Position 107 beobachtet.

Das verstéirkte Auftreten des Austausches Lys—Glu im Bereich der fiir die Bindungsspezifitit
verantwortlichen Loop-Bereiche war nicht nur auf die gwéhlte Mutagenesemethode zuriick-
zufiihren sondern deutete auch darauf hin, dass bei der Elution unter sauren Bedingungen eine

Anderung des Ladungszustands durch Protonierung der Glutamatreste eine Rolle spielte.

Deshalb wurde nachfolgend eine erneute Anreicherung von Varianten aus der Zufallsbiblio-
thek basierend auf F1K27 mittels Elution unter basischen Bedingungen (de Bruin et al., 1999;
Marks et al., 1991) mit 0,1 M Triethylamin pH 12,0 oder unter denaturierenden Bedingungen
(Jacobsson et al., 2003) mit 4,0 M Harnstoff in PBS durchgefiihrt (sieche Abschnitt 2.3.3.3).
Nach jeweils vier Zyklen der Selektion in Losung (siehe Abschnitt 3.5.2) wurde jedoch keine
signifikante Anreicherung beobachtet (Daten nicht gezeigt). Die Erhéhung der Stringenz
durch Herabsetzung der Konzentration von Doxorubicin auf 156 nM in der initialen Runde
der Selektion im Vergleich zum Anreicherungsexperiment mit saurer Elution (600 nM) fiihrte
vermutlich zum friihzeitigen Verlust der in geringer Kopienzahl vorhandenen hoher affinen

Varianten.
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BstXI Loop 1 Loop 2
20 30 40 50 60
SerGlnTyrHisGlyLysTrpTrpGluValAlalysTyrProAlaTyrPheGlyLysTyrGlyLysCysGlyTrpAlaGluTyrThrProGluGlyLysSerValLysValSerAlaTyrAlaVallle
F1K27: TCCCAGTACCATGGTAAATGGTGGGAAGTCGCCAAATACCCCGCTTACTTCGGTAAGTACGGAAAGTGCGGATGGGCTGAGTACACTCCTGAAGGCAAGAGTGTCAAAGTTTCGGCATACGCGGTAATC
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HisGlyLysGluTyrPheGlyGluGlyThrAlaTyrProValArgAspSerLysIleGlyLysIleTyrHisSerGlyThrAlaGlyGlySerThrAlaGluSerValPheAsnValleuSerThrAsp
F1K27: CACGGCAAGGAATACTTTGGCGAAGGTACCGCCTACCCTGTTCGTGACTCCAAGATTGGARAGATCTACCACAGCGGCACTGCTGGAGGTTCGACCGCGGAGTCTGTATTCAACGTACTCTCCACTGAC
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AsnLysAsnTyrIleIleGlyTyrProCysValTyrAspGluAspLysLysGlyHisAlaAspProValTrpValleuSerArgSerMetVal
F1K27: AACAAGAACTACATCATCGGATACCCGTGCGTGTACGACGAGGACAAGAAGGGACACGCGGACCCTGTCTGGGTGCTCTCCAGAAGCATGGTC

=2 PP
Gln

P3K8 @ ... LY
Cys

P3K56: .G.G.....vvvtiiinieiiiniaannaan ettt i e e
SerGlu His

= Gt et

arg
PAK3D: .. N
Gly
PAR4l: .............. U Y
Glu
=N B i
Glu
PAKSS: ...ttt Lo

Abbildung 34: DNA- und korrespondierende Aminoséure-Sequenz der aus den Selektionszyklen 3 und 4 der
Affinitdtsmaturierung der Variante F1K27 hervorgegangenen Varianten; der hier gezeigte Ausschnitt, der
beiderseits von der Erkennungssequenz fiir die Restriktionsendonuklease BstXI (CCANTGG, grau hinterlegt)
flankiert ist, umfasst die Aminoséurepositionen 20 bis 136. Die variablen Loop-Regionen der Variante F1K27
sind unterstrichen. Die Aminosédureaustausche der Variante F1K27 im Vergleich zum Wt-BBP, die bewul3t auf
die Zufallsmutagenese zuriickzufithren sind, sind in der Sequenz der Variante F1K27 griin dargestellt.
Zusitzliche Aminosduresubstitutionen in F1K27 sind gelb hinterlegt. Sédmtliche substituierte Aminosédure-
positionen (orange hinterlegt) der Ausgangsvariante F1K27 sind zusammen mit den korrespondierenden
mutierten Nukleotiden (rot) gekennzeichnet. Fiir die selektierten Varianten sind nur die von der Sequenz der
Variante F1K27 unterschiedlichen Basen und gegebenenfalls die verschieden kodierten Aminoséuren
angegeben. Identische Basen hingegen sind durch Punkte markiert. Die geinderte Basensequenz im Bereich der
Kodon-Positionen 71/72 (blau hinterlegt) ist auf die Einfithrung der Kpnl-Erkennungssequenz zu analytischen
Zwecken bei der Assemblierung des BBP-Genfragmentes im Verlauf der PCR-Mutagenese zuriickzufiihren
(Beste, 1998).

3.8 Versuche zur Proteinkristallisation

Um Einblicke in den Bindungsmechanismus der vom Bilin-Bindungsprotein abgeleiteten

Variante F1K27 mit dem unnatiirlichen Liganden Doxorubicin zu erhalten, wurden Versuche



Ergebnisse 139

zur Kokristallisation geplant. Die anhand der Rontgenkristallstrukturanalyse mogliche Identi-
fizierung fiir die Komplexierung relevanter Aminoséurereste kann der Affinititsverbesserung

durch rationales Proteindesign dienen.

3.8.1 Fermentation der Variante F1K27

Da sich die Variante F1K27 in 16slicher Form im Schiittelkolben lediglich mit einer Ausbeute
von 175 ng/L E. coli-Kultur herstellen lieB3 (siche Abschnitt 3.6.2 und 3.6.3), fiir die Kristalli-
sationsansidtze jedoch Milligrammmengen erforderlich waren, wurde das Protein im Fe-
rmenter produziert. Die Fermentation wurde im 8 L Mafistab in dem E. coli-Wirtsstamm
W3110 (Soares et al., 2003) (siche Abschnitt 2.1.1 und 2.5.2) ausgehend von dem auf dem
Expressionsplasmid pBBP 21 (Abbildung 28) kodierten Strukturgen der Variante F1K27
durchgefiihrt. Nach Reinigung des Proteins aus dem periplasmatischen Extrakt mittels
Streptavidin-Affinitidtschromatographie wurde lediglich eine moderate Proteinausbeute von
5,8 mg/8 L-Fermenterkultur erhalten. Problematischer als die ineffiziente Expression war je-
doch die Mitreinigung eines etwa 17,0 kDa groflen Proteins, mit etwa 50% Gesamtanteil
(Abbildung 35). Bei diesem handelte es sich vermutlich um das Chaperonprotein Skp (siehe
Abschnitt 3.6.3), das mit dem Fremdprotein im Periplasma des Bakterienstamms assoziiert
war (Hayhurst & Harris, 1999; Schéfer ef al., 1999; Schlapschy et al., 2004). Der Versuch bei
der SA-Chromatographie, durch Erh6hung der Salzkonzentration auf 500 mM NaCl unspe-
zifische Wechselwirkungen zu vermindern und damit das Skp abzutrennen, zeigte nicht den

gewiinschten Erfolg.
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Abbildung 35: SDS-PAGE Analyse der l6slichen Herstellung der BBP-Variante FIK27 im 8 L-Laborfermen-
ter; die Proteinproduktion erfolgte ausgehend von der auf dem Vektor pPBBP21 subklonierten BstXI-Genkassette
fiir die Variante F1K27 nach Transformation des E. coli-Stamms W3110 (sieche Abschnitt 2.1.1 und 2.5.2). Nach
Streptavidin-Affinititschromatographie (sieche Abschnitt 2.6.1.1) wurden die Proteinproben auf ein 12% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Anfdrbung der Proteinbanden erfolgte mit Coomassie-Brillantblau R250
(siehe Abschnitt 2.6.2). Spur M: Protein-GroBenstandard (kDa); Spur 1: Periplasmaextrakt; Spur 2: Durchfluss-
fraktion der Streptavidin-Affinitdtschromatographie; Spur 3: Elutionsfraktion der Streptavidin-Affinitéts-
chromatographie der Variante F1K27 verunreinigt mit Skp.
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Eine alternative Herstellung der Variante FIK27 in den Skp-defizienten E. coli-Stimmen
IM83proABASkp (Fiedler & Skerra, 2001) und MC4100ASkp (Oliver & Beckwith, 1982;
Peters et al., 2003; Schifer et al., 1999) verlief ohne Erfolg, da das inkorrekt gefaltete
rekombinante Protein in hohem Malle toxisch fiir den Wirtsorganismus war. So wurde eine
ausgepragte Lyse der transformierten Wirtszellen nicht nur unter den Standardbedingungen
der Fermentation sondern auch bei reduzierter Temperatur der Bakterienanzucht von 22 °C
statt 25 °C und verminderter Induktionszeit von 2 statt 2,5 h beobachtet.

Die konstitutive Koexpression der auf dem kotransformierbaren Plasmid pTUM4 (Schlapschy
et al., 2006) kodierten Faltungshelfer, nimlich der Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen DsbA and
DsbC, die die Bildung bzw. Isomerisierung von Disulfidbriicken katalysieren, und der Pepti-
dyl-Prolyl cis/trans-Isomerasen mit Chaperonaktivitit FkpA and SurA, konnte die ange-
sprochene Zelltoxizitét fiir den Bakterienstamm MC4100Askp reduzieren. Die Fermentation
wurde nach erfolgter Kotransformation dieses Stamms (siehe Abschnitt 2.2.2.1 und 2.2.2.3)
mit pPBBP21-F1K27 und pTUM4 (siche Abschnitt 2.1.1) nach dem Standardprotokoll (siche
Abschnitt 2.5.2) in Gegenwart der Antibiotika Chloramphenicol und Ampicillin durchgefiihrt.
Lediglich die Induktionszeit wurde nach Initialisierung der rekombinanten Proteinbiosynthese
auf 1 h 45 min gesenkt. Die optische Dichte der Kultur bei 550 nm betrug zum Zeitpunkt der
Zellernte 28,0. Durch préparative SA-Chromatographie (sieche Abschnitt 2.6.1.1) wurde die
Variante F1K27 in hoher Reinheit mit einer Ausbeute von etwa 50 mg/8 L eluiert. Mittels des
Helferplasmids pTUM4 wurde also eine Verbesserung der Ausbeute im Vergleich zu dem ini-

tialen Fermentationsversuch um den Faktor 20 erzielt.

Die im Anschluf3 durchgefiihrte préparative S75-Gelfiltration (siche Abschnitt 2.6.1.2) der
Variante F1IK27 in 50 mM Hepes/NaOH pH 7,4 diente der Abtrennung der dimeren und
aggregierten Proteinfraktionen. Der Anteil dieser Proteinspezies war im Vergleich zum
16slichen Monomer der Variante F1K27 allerdings gering (Abbildung 36A). Die Analyse der
vereinigten Monomerfraktionen mittels SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.6.2) zeigte eine
homogene Proteinpriparation ohne Verunreinigungen (Abbildung 36B). Dass es sich bei dem
gereinigten Protein um die rekombinant hergestellte Variante F1K27 handelte, belegte der
Western-Blot Nachweis des C-terminalen Strep-tag II-Affinitdtsanhidngsels (siehe Abschnitt
2.6.3; Abbildung 36C).
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Abbildung 36: Gelfiltrationsreinigung, SDS-PAGE und Western-Blot der im 8 L-Laborfermenter hergestellten
BBP-Variante F1K27 nach Reinigung iiber Streptavidin-Affinititschromatographie; (A) Chromatogramm der
préiparativen Superdex 75 HiLoad 16/60 Prep Grade-Gelfiltration — 1,5 ml der ~800 uM Proteinldsung ent-
sprechend circa 25 mg an 16slicher Variante F1K27 wurden tiber die Sédule gereinigt (siche Abschnitt 2.6.1.2).
Dabei wurde die Absorption der eluierten Losung bei 280 nm in einem Durchflussphotometer gemessen. 1.
Aggregatfraktion; 2: Dimerfraktion der BBP-Variante F1K27; 3: Monomerfraktion der BBP-Variante F1K27.
(B) Die Proteinproben aus der Gelfiltration wurden auf ein 12% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die
Anfarbung der Proteinbanden erfolgte mit Coomassie-Brillantblau (siche Abschnitt 2.6.2). Spur M: Protein-
GroBenstandard (kDa); Spur 1: Gesamtzellaufschluss vor Induktion; Spur2: Gesamtzellaufschluss nach
Induktion (1 h45 min); Spur 3: Uberstand der zentrifugierten Fermenterkultur; Spur4: Periplasmaextrakt;
Spur 5: Elutionsfraktion 3 der Gelfiltration; In Spur 2 und 4 sind die vier periplasmatischen Faltungshelfer-
proteine DsbA, DsbC, FkpA und SurA aus E. coli, die mittels des Helferplasmids pTUM4 {iberexprimiert
wurden, zusammen mit der BBP-Variante F1K27 als prominente Banden sichtbar. (C) Das mittels SDS-PAGE
getrennte Proteingemisch eines zweiten Gels wurde durch Elektrotransfer auf eine hydrophobe Membran
iibertragen und die BBP-Variante F1K27 iiber das C-terminale Strep-tag II Affinitdtsanhdngsel mittels des Strep-
Tactin-Alkalische Phosphatase-Konjugats durch Katalyse einer chromogenen Reaktion nachgewiesen (siche
Abschnitt 2.6.3). Spur M: vorgefirbter Protein-Grofenstandard (kDa); Spur 1: Variante F1K27 aus der
Gelfiltration.
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4 Diskussion

4.1 Der hydrophobe chromophore Haptenligand Doxorubicin

Doxorubicin wurde in dieser Arbeit als Ligand eingesetzt, wobei die Konzentration, der
verwendete Puffer und die Priasentationsform als immobilisiertes oder 16sliches Konjugat wie
auch freies Molekiil variiert wurden. Wegen seines hydrophoben Charakters neigt das Doxo-
rubicin zur Selbstassoziation und generell zu unspezifischer Adsorption. Zudem weist es
empfindliche physikochemische Eigenschaften auf wie z.B. Photolabilitit — eine umfang-
reiche Ubersicht hierzu findet sich bei (Bouma et al., 1986) und Bosanquet (1986). Eine
erfolgreiche Anreicherung und Identifizierung spezifischer, gegen das Doxorubicin
gerichteter Anticaline setzte deshalb eine sorgsame Methodenauswahl voraus. Zudem war es
zwecks Bestimmung der kinetischen oder thermodynamischen Daten besonders fiir BBP-
Varianten mit moderater Affinitét fiir das Zielmolekiil erforderlich, auch die Selbstassoziation

des Doxorubicins (Bouma et al., 1986) zu beriicksichtigen.

4.1.1 Die Fluoreszenz des Doxorubicins

Die Fluoreszenz des Doxorubicins dient nicht nur der Uberpriifung der strukturellen Integritit
des Fluorophors sondern kann auch fiir den biophysikalischen Nachweis der Interaktion mit
Biomakromolekiilen genutzt werden. Das in dieser Arbeit in PBS/E mit einem
Anregungsmaximum bei ~470 nm und Emissionsmaxima von ~560 nm bzw. ~590 nm
gemessene Fluoreszenzspektrum des Doxorubicins (sieche Abschnitt 3.1.1) stimmt mit
bisherigen Studien iiberein (Andreoni et al., 1992; Karukstis et al., 1998; Sturgeon &
Schulman, 1977) und lésst auch bei pH 7,4 in PBS/E die Anwesenheit vor allem der mono-
kationischen Form des Fluorophors mit protonierter 3'-Aminogruppe des Daunosaminringes
vermuten. Dabei trdgt das tetrazyklische, fiir die Fluoreszenzemission verantwortliche
Ringsystem des Liganden selbst keine Ladung (Abbildung 37). Daneben diirften aber bei
pH 7,4 auch geringe Anteile der anionischen sowie der neutralen Form vorliegen (Sturgeon &
Schulman, 1977).

Die Wellenldnge des Emissionsmaximums im Bereich von 590 nm wird in wéssriger Losung
weder von der Konzentration des Fluorophors noch dem pH-Wert beeinflusst (Karukstis et
al., 1998) und eignet sich deshalb als bioanalytisch nutzbare spektroskopische Signatur.
Lediglich die Fluoreszenzintensitit nimmt mit steigendem pH-Wert deutlich ab. Nur in
organischen Losungsmitteln tritt bei niedriger Dielektrizititskonstante eine geringfiigige Ver-
schiebung des Emissionsmaximums um etwa 5 nm in den blauen Wellenldngenbereich auf
(Karukstis et al., 1998). Demgegeniiber sind die spektroskopischen Eigenschaften im Bereich
des zweiten Maximums bei 560 nm abhingig von der Dissoziation der Wasserstoffionen der
Phenolgruppen (Abbildung 37) und damit vom pH-Wert (Sturgeon & Schulman, 1977) sowie



144 Diskussion

OH

Di-Kation (DK) Kyz Zwitterion (Z)

OH OH

Kation (K) KNFA Anion (A)

H,N H,N
OH OH

neutrale Form (NF) Di-Anion (DA)

Abbildung 37: Protonierungsschema des Doxorubicins mit den zugehdrigen Dissoziationskonstanten (K) fiir
den Dissoziationsprozess vom Di-Kation zum Di-Anion (nach (Sturgeon & Schulman, 1977)); Kpgkx (Ubergang
vom Di-Kation zum Kation), Kxnr (Ubergang vom Kation in die neutrale Form) bzw. K, (Ubergang vom
Kation zum Zwitterion), K, (Ubergang vom Zwitterion zum Anion), Knga (Ubergang von der neutralen Form
zum Anion), Kxpa (Ubergang vom Anion zum Di-Anion).
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dariiber hinaus vom Selbstassoziationsgrad des Doxorubicins, da dieses Phdnomen die pKs-
Werte des Molekiils beeinflusst (Arcamone, 1981; Eksborg, 1978).

4.1.2 Das Selbstassoziationsverhalten des Doxorubicins

Die in der Literatur mittels UV/VIS-Spektroskopie (Eksborg, 1978; Menozzi et al., 1984;
Stutter ef al., 1982), Fluoreszenzspektroskopie (Rizzo et al., 1989), "H-NMR (Evstigneev et
al., 2006; McLennan et al., 1985), Cirkulardichroismus (CD) (Gallois et al., 1998) sowie
durch Berechnung aus Partitions- und Plot-Koeffizienten (Eksborg, 1978) bestimmten
Dissoziationskonstanten flir die Selbstassoziation des Doxorubicins variieren signifikant mit
2,5 bis 526 uM. Dies spiegelt die grundsitzliche Abhingigkeit dieses Prozesses von der
Temperatur (McLennan et al., 1985) und der Zusammensetzung des Puffers einschlielich
seiner lonenstirke (Menozzi et al., 1984) und des pH-Werts (Sturgeon & Schulman, 1977)
wider. Zur Berechnung der Konstanten wurden auflerdem unterschiedliche Assoziationsgrade
von Dimer- und Tetramerbildung bis hin zu Polymeren angenommen (Bouma et al., 1986).
Auch beeinfluBBt die Sensitivitdt der analytischen Methode gegeniiber den unterschiedlichen,
im Gleichgewicht der Selbstassoziation vorliegenden Molekiilpopulationen des Doxorubicins
das Ergebnis (Martin, 1996).

Vergleichbare Abhédngigkeiten der Selbstassoziation wurden zum Teil auch in dieser Arbeit
beobachtet, wobei die Dissoziationskonstante im Bereich von 2,5 bis 246 uM variierte (siche
Abschnitt 3.1.2 und Tabelle 8). Die sowohl in PBS/E als auch in Hepes/NaOH bei pH 7,4
nachgewiesene Selbstassoziation des Doxorubicins, also des hier hauptsichlich in der mono-
kationischen Form (siche Abschnitt 4.1.1) vorliegenden Molekiils, wurde so auch von
(Menozzi et al., 1984) beobachtet, steht aber im Widerspruch mit anderen Quellen, wonach
nur die an der 3'-Aminogruppe deprotonierte Form des Doxorubicins selbstassoziiert
(Eksborg, 1978; McLennan et al., 1985). Allerdings flihrt (Martin, 1996) diesen Befund auf in
den genannten Studien falsch angenommene Aziditdtskonstanten zuriick. Die pKs-Werte aus
der Literatur fiir die Protonierung der glykosidischen Aminogruppe liegen zwischen 7,2
(Righetti et al., 1979) und 8,2 (Eksborg, 1978; McLennan et al., 1985). Die in dieser Arbeit
gefundenen verhéltnismédBig niedrigen Dissoziationskonstanten stiitzen die Vermutung
zumindest einer Beteiligung der monokationischen Form des Doxorubicins am
Assoziationsprozess, die auch von (Fiilop et al., 2013) gezeigt werden konnte. Ob der bei
pH 7,4 in geringem Ausmal} vorhandene Anteil an Phenolatanionen — pKs-Wert zwischen 8,5
(Kano et al., 1985) und 10,2 (Sturgeon & Schulman, 1977) — aufgrund der negativen Ladung
des Tetrazyklus und damit verbundener elektrostatischer AbstoBung zweier Doxoru-
bicinmolekiile, wie von Eksborg (1978) proklamiert, tatsdchlich keine Dimerisierungstendenz
aufweist, bleibt unklar.

Der deutliche Unterschied der Dissoziationskonstanten (Tabelle 8), die in den hier durchge-

fiihrten spektroskopischen und kalorimetrischen Messungen — bei Verwendung
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desselbenAssoziationsmodells und identischer Temperatur — beobachtete wurde, ist im
Wesentlichen auf die unterschiedliche Pufferzusammensetzung zuriickzufithren (Margalit et
al., 1983; Martin, 1980; McLennan ef al., 1985). So hat Menzozzi (1984) durch die Anderung
der Ionenstdrke eines Tris/HCIl-Puffers pH 7,0 von 50 auf 200 mM durch Zugabe von
150 mM NacCl eine Erniedrigung der Dissoziationskonstante des Doxorubicins um den Faktor
2 beobachtet. Ein Vergleich der in dieser Arbeit verwendeten Puffer PBS/E und
Hepes/NaOH zeigt, dass sowohl die im PBS/E vorhandenen Phosphat- als auch Chlorid-
Ionen als kosmotrope Ionen der Hofmeister-Reihe im Gegensatz zu den Ionen des Hepes-
Puffer flir eine verringerte Loslichkeit des Doxorubicins in wéssriger Losung verantwortlich
sind (Al-Maaieh & Flanagan, 2002; Salay & Schreier, 2004). Die bei hoherer Ionenstirke
gleichzeitig gegebene stdrkere Abschirmung elektrostatischer AbstoBung verstirkt so die
Tendenz zur hydrophoben Wechselwirkung zwischen den Doxorubicinmolekiilen (Li et al.,
1998), auch wenn Buurma & Haq (2008) diesen Zusammenhang bei &dhnlichen
Untersuchungen im Falle des Bis-Benzimidazol-Farbstoffs Hoechst 33258 nicht nachweisen

konnten.

Die durch Fluoreszenzmessung erhaltenen Daten deuten auf ein "indefinites, isodesmisches
Polymerisationsmodell" (Martin, 1996) statt eines "Monomer-Dimer-Modells" (Menozzi et
al., 1984) zur Beschreibung der Selbstassoziation des Doxorubicins angesichts der besseren
Kurvenanpassung bei der nicht-linearen Regression (siche Abschnitt 3.1.2.2) und der Konsi-
stenz mit dem Ergebnis der Absorptionsmessung (siche Abschnitt 3.1.2.1). In der Tat wurde
von (Filop et al, 2013) mittels Elektronenmikroskopie gezeigt, dass Doxorubicin mit
steigender Konzentration (eingesetzte Endkonzentration ~1 mM) in wéssriger Losung schritt-
weise selbstassoziiert und so hochmolekulare sphérische Polymere mit einem Durchmesser
von bis zu ~4 nm ausbildet. Da neben dem isodesmischen Modell dhnliche Polymerisations-
modelle bekannt sind, die ebenso zur Beschreibung der Selbstassoziation des Doxorubicins in
Frage kommen (Beckerdite et al., 1980; Fiilop et al., 2013; Martin, 1996), erscheinen weitere
Untersuchungen zur genauen Aufkldrung bei dann identisch zu wahlenden Temperatur- und
Pufferbedingungen sinnvoll. Geeignete Methoden hierfiir sind Sedimentations-, NMR-,
Partitions- und osmotische Messungen. Ferner stellt eine bei unterschiedlichen Temperaturen
und in Verbindung mit einem Van't Hoff-Plot durchgefiihrte isotherme Kalorimetriemessung
ein probates Mittel zum Studium des Mechanismus der Selbstassoziation des Doxorubicins
dar (Buurma & Haq, 2008; Evstigneev et al., 2012).
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4.2 Selektion von Doxorubicin-bindenden Anticalinen

Das in dieser Arbeit verwendete stabil gefaltete Bilin-Bindungsprotein (BBP) mit seinem
rigiden B-Barrel war bereits erfolgreich zur Erzeugung kiinstlicher Bindungsproteine fiir die
Haptenliganden Fluorescein (Beste, 1998) und Digoxigenin (Schlehuber, 2001) eingesetzt
worden. Die vier Peptidschleifen, die den Eingang der Bindungstasche des BBP fiir seinen
natiirlichen Liganden Biliverdin IXy bilden, sind dafiir an insgesamt sechzehn Amino-
sdurepositionen randomisiert worden (Beste et al., 1999). In silico ist fiir diese Molekiil-
bibliothek ein hoher Prozentsatz stabiler Varianten mit 67% (Wiederstein & Sippl, 2005)
bestimmt worden, was aus theoretischer Sicht die geeignete Auswahl der Mutationsstellen
bestitigte. Alle anderen in der Studie von (Wiederstein & Sippl, 2005) behandelten Scaffold-
Proteine, wie z.B. Fibronectin, Knottin und die Kunitz Protease-Inhibitoren, zeigten dabei

zum Teil deutlich geringere Stabilitdtswerte fiir ihre Varianten.

Aus der in dieser Arbeit hergestellten und fiir die Affinitétsanreicherung eingesetzten naiven
Proteinbibliothek mit einer Komplexitit von 2,5 x 10" unabhédngigen Transformanden (und
Integritdt des Leserahmens fiir das zu préisentierende BBP-Fusionsprotein von 80%) wurde
mit der Variante F1K27 ein moderat affines, kiinstliches Bindungsprotein fiir Doxorubicin mit
einer Dissoziationskonstante von ~5 uM selektiert (sieche Abschnitt 0). Die so erhaltene
Variante F1K27 bildete in der Bindungstasche vermutlich suboptimale Seitenketteninterak-
tionen mit dem Liganden aus (siche Abschnitt 3.6.1). Die Dissoziationskonstante ist aber in
der gleichen GrdéBenordnung, wie sie auch bei der Selektion von anderen kiinstlichen
Bindungsproteinen gegen neuartige Liganden aus naiven Molekiilbibliotheken erzielt wurden
(Hosse et al., 2006). Im Fall von Haptenliganden sind Affinitdten in diesem Bereich auch bei
Selektion aus naiven Antikorperbibliotheken beschrieben worden (Irving et al., 1996). Die
Affinitdt des auf der molekularen Architektur des BBP basierenden Anticalins lieB sich im
Zuge von nachfolgend durchgefiihrten Affinitdtsmaturierungsexperimenten bislang noch nicht

weiter verbessern.

4.2.1 Die Anticalin-Bibliothek

Im Vergleich zu dem Selektionsexperiment, aus dem die Variante F1K27 resultierte, konnte
aus einer neu hergestellten naiven Bibliothek geringerer Diversitit mit 1,3 x 10° unab-
héngigen Transformanden und etwas niedrigerer Qualitdt (50% Kodierung fiir funktionelle
Fusionsproteine) keine Anreicherung bindungsaktiver BBP-Varianten festgestellt werden.
Vielmehr wurden hier zahlreiche Frameshift- und Deletionsmutanten ohne funktionell
prasentiertes Fusionsprotein beobachtet. Dies stand im Einklang mit der allgemein
postulierten Abhingigkeit einer ligandenspezifischen Anreicherung von der Qualitit (Reetz &
Carballeira, 2007; Tuck Seng et al., 2007) und Diversitidt (Firth & Patrick, 2005) der

verwendeten randomisierten Molekiilbibliothek.
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Trotz der hohen Komplexitét der Bibliothek, die zur BBP-Variante F1K27 gefiihrt hatte, war
darin immer noch lediglich ein geringer Teil des mutierbaren Sequenzraums abgebildet, da
theoretisch 3,4 x 10 verschiedene DNA-Sequenzvarianten bzw. unter Beriicksichtigung der
Triplettkodierung fiir die Aminosduren, die eine gewisse Redundanz aufweist, 2,2 x 10%
Proteinvarianten moglich waren (Firth & Patrick, 2008). Damit entsprach die Anreicherung
aus der naiven Bibliothek mit 2,5x 10" unabhingigen Transformanden einem Sparse
Sampling (Olsen et al., 2000; Smith & Petrenko, 1997). Zudem ist die Einflihrung der
Zufallsmutationen mittels degenerierter Oligodesoxynukleotide kodonbedingt mit einer

unausgewogenen Aminosauresubstitution verbunden (Neylon, 2004).

Die eingesetzte Bibliothek begiinstigte demnach die fiir das Doxorubicin ligandenspezifische
Anreicherung der Variante F1K27, erklirte aber gleichzeitig die bislang noch moderate
Affinitdt des Anticalins flir den neuen Liganden (siche Abschnitt 0).

4.2.2 Der Selektionsprozess

Der Einbau vornehmlich kleiner aliphatischer Aminoséuren an den randomisierten Positionen
lieB vermuten, dass tatsdchlich ein Selektionsdruck hinsichtlich des Liganden Doxorubicin
erzeugt worden war. Diese Umstrukturierung in der Bindungstasche der BBP-Variante schuf
vermutlich Raum fiir den Liganden im FEinklang mit den unpolaren Eigenschaften des
Doxorubicins, dessen Komplexierung hydrophober Wechselwirkungen bedarf. Die
Anhéufung apolarer Aminosduren wurde ebenso beim Majority Sampling aus einer speziell
fiir die Bindung von Haptenen konstruierten scFv-Bibliothek gegen verschiedene hydrophobe
Target-Molekiile beobachtet (Persson ef al., 2000).

Um die wenigen fiir Doxorubicin affinen BBP-Varianten anzureichern und somit eine
Identifizierung im nachfolgenden Kolonie-Filterstapeltest wahrscheinlich zu machen, wéren
vermutlich zusétzliche Selektionszyklen notwendig gewesen. So wurde sowohl das auf dem
Lipocalin 2 basierende Anticalin Tb7 mit hoher Affinitdt (~75 nM) fiir einen Lanthanid(III)-
Chelatkomplex nach 7 Anreicherungszyklen (Kim et al., 2009), als auch das BBP-Anticalin
DigA mit hoher Affinitédt (~300 nM) fiir Digoxigenin nach 9 Anreicherungszyklen jeweils aus
einer naiven Bibliothek isoliert (Schlehuber et al., 2000). Das Hamoglobin komplexierende
Anticalin HbgA, das nach Runde 5 der Anreicherung aus einer naiven Bibliothek des ApoD
erhalten wurde, weist eine der Variante F1K27 vergleichbare Dissoziationskonstante fiir
seinen Liganden mit knapp iliber 2 uM auf (Vogt & Skerra, 2004). Demgegeniiber konnte das
BBP-Anticalin PhtB mit vergleichbarer Affinitét fiir den hydrophoben Liganden Benzylbutyl-
phthalat (Kp ~6 uM) erst aus der Panning-Runde 7 isoliert werden (Mercader & Skerra,
2002).

Der Vergleich der Variante F1K27 mit der Variante PhtB deutet auf den positiven Einfluss,
den die hohere Diversitit der hier verwendeten naiven Bibliothek auf die Anreicherung hatte
— bei dhnlich hohem Selektionsdruck. Die Anreicherung des BBP-Anticalins FluA mit hoher
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Affinitdt fir Fluorescein und einer Dissoziationskonstante von ~35 nM (Beste et al., 1999)
aus einer naiven BBP-Bibliothek schon nach Anreicherungszyklus 5 ist daher als besonders
gilinstiger Fall anzusehen. Die beobachtete Anhdufung positiv geladener Reste — vor allem
Arginin — in der Bindungstasche von FluA war fiir die Bindung des Liganden mit seinen
negativ geladenen Gruppen vorteilhaft und auch bereits bei der Anreicherung von Antikorper-
fragmenten gegen Fluorescein beobachtet worden (Barbas et al., 1992). Solche Arginin-
mutationen waren wahrscheinlich wegen des Kodon-Bias in der Bibliothek {iberproportional
vertreten, was die Selektion erleichterte, auch wenn der SecY-abhédngige Sekretionsweg
solche Argininvarianten bei der Phagenassemblierung in E. coli benachteiligen sollte (Noren
& Noren, 2001).

Mit zunehmender Anzahl an Selektionszyklen nimmt allerdings auch die Gefahr der
Anreicherung unspezifisch oder gar nicht bindender Phagemide zu, die bei der Reinfektion
des Wirtsstamms wegen geringerer Toxizitit oder anderer biologischer Effekte
Wachstumsvorteile besitzen (Carcamo et al., 1998; Kramer et al, 2003). Besonders
ausgepragt ist dieses Problem bei dem hier angewendeten Phagemid/ Helferphagen-System
(Skerra, 2001), das einen Hintergrund von iiber 90 % infektioser Phagemide aufweisen kann,
die statt eines Fusionsproteins blo das native plll-Hiillprotein auf ihrer Oberfliche
prasentieren. Zum Hintergrund tragen zudem aus der Randomisierung resultierende
Fusionsgene mit nicht translatierbaren Stopkodons wie UGA (Opal) und UAA (Ochre) bei
(auch wenn durch die NNS-Mutagenese eigentlich vermieden) oder im Leserahmen
verschobene Insertions- und Deletionsvarianten, die fiir kein funktionelles Fusionsprotein

kodieren.

Ahnlich verhilt es sich bei Mutanten mit doppelt verschobenem Leserahmen, d.h. deren Lese-
rahmen nach dem Translationsstartkodon im bbp-Gen verschoben ist, was aber stromabwarts
vor Beginn des fiir das pllI-Hiillprotein kodierenden DNA-Abschnitts durch geeignete Muta-
tionen wieder korrigiert wird. Ist dabei ein lingerer DNA-Abschnitt betroffen, weist das
resultierende Fusionsprotein vermutlich nicht mehr das typische B-Barrel Faltungsmuster der
Lipocaline auf sondern eine fehlgefaltete Tertidrstruktur. Solch gestorte Proteinstrukturen
weisen oft exponierte, hydrophobe Oberflichen auf, die eine Bindung an das lipophile Ziel-
molekiil begiinstigen. Ferner sind sie aggregationsanfillig und konnen sogar mit korrekt
prasentierten BBP-Varianten gemischte Aggregate ausbilden, was diese dem Selek-

tionsprozess entzieht.

Durch Erhdhung der Stringenz bei der Anreicherung kann man die genannten Probleme
teilweise umgehen, aber ein zu hoch gewihlter Selektionsdruck kann wegen der geringen
Kopienzahl der einzelnen spezifisch bindenden BBP-Varianten ebenfalls diskriminierend
wirken. Mdglichkeiten, den Hintergrund unspezifisch bindender Phagemide zu verringern,
bestehen in der Verbesserung der Integritit der Bibliothek (sieche auch 3.3.2) sowie in

Anderungen des Display-Systems und der Anreicherungsstrategie.
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4.2.3 Weiteres Verbesserungspotential zur Erzeugung hochaffiner Anticalin-Varianten

fiir Doxorubicin mittels Phage Display

4.2.3.1 Optimierung der eingesetzten Zufallsbibliothek

Wie am Beispiel der Fab-Bibliothek HuCAL GOLD®™ mit synthetisch erzeugten CDRs und
hochfunktioneller Proteindiversitit gezeigt (Rothe et al., 2008), kann die Verwendung von
Trinukleotidphosphoramiditen (Kayushin et al.,, 2000; Yagodkin et al., 2007) bei der
Synthese der degenerierten Oligodesoxynukeotide die Qualitdt der resultierenden DNA-
Bibliothek wesentlich verbessern (Neylon, 2004).

Dariiber hinaus kann der oben beschriebene Phagemid-Hintergrund durch Einsatz "echter"
Phagen reduziert werden. Dies geht jedoch auf Kosten der Vorteile des dualen Phagemid/Hel-
ferphagen-Systems, wie einfacherer Handhabung und DNA-Préparation, besserer Propaga-
tion, hoherer genetischer Stabilitdt und hoherer Transformationseffizienz des entsprechenden
Phasmid-Vektors (Amersdorfer & Marks, 2000; O'Connell et al., 2002), was letztlich zu
grofBerer Diversitét der Proteinbibliothek flihrt. Ferner sorgen die "echten" Phagen mit bis zu
fiinf Kopien des présentierten Fusionsproteins fiir Avidititseffekte wihrend der Affinitdts-
anreicherung (Bradbury & Marks, 2004), was die Selektion auf hohe Affinitdt erschwert.
Beim Sparse Sampling aus naiven Bibliotheken wird diese Polyvalenz allerdings gelegentlich

gezielt eingesetzt, um moderataffine Varianten nicht zu diskriminieren (Hoess, 2001)

Alternativ kann der Helferphage so modifiziert werden, dass reine plll-Wildtyp-Phagemide
umgangen werden (Bradbury & Marks, 2004). So wurden zahlreiche fakultativ oder konsti-
tutiv plll-defiziente Helferphagen, wie Hyperphage (Rondot et al., 2001), Ex-Phage (Baek et
al., 2002), Phaberge (Soltes et al., 2003) und weitere Abkommlinge (Marta & Carl, 1995;
Rakonjac et al., 1997) konstruiert, die ansonsten alle fiir die Verpackung des Phagemids
notwendigen Proteine besitzen. Dadurch wird unter Inkaufnahme entstehender Multivalenz
die virale Oberflichenpriasentation des Fusionsproteins unter Beibehaltung der Vorteile des

Phagemid/Helferphagen-Systems gesteigert.
Dagegen erlauben CT-Helferphagen (Kramer et al., 2003), Helferphagen mit Kodierung fiir

ein plll-Protein mit Proteaseschnittstelle (Jestin et al., 2001) und selektiv infektiose Phagen
(SIP) (Krebber et al., 1997) unter Nutzung der Vorteile des Phagemid/Helferphagen-Systems
die Herstellung bevorzugt univalenter Phagemide bei gleichzeitiger Abreicherung von nicht-
funktionellen und Wildtyp-Phagemiden. Die Reinfektion des Wirtsstamms bleibt somit
denjenigen Phagemiden vorbehalten, die funktionelles rekombinantes Fusionsprotein
prasentieren. Deshalb wurden dabei verbesserte spezifische Anreicherungsraten beobachtet
(Kirsch et al,, 2005). Ein Nachteil dieser verdnderten Helferphagen ist die zum Teil
wesentlich schlechtere Propagation (Paschke, 2006).
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4.2.3.2 Optimierung der Anreicherungsstrategie

Eine weitere Moglichkeit, den Hintergrund zu reduzieren, stellen zwei unterschiedliche C-
und N-terminal gegeniiber dem Scaffold-Protein in das plll-Fusionsprotein eingefligte
Affinitdtsanhingsel dar (Cho et al., 2000). Sie ermdglichen auf Proteinebene eine Vorselek-
tion der Gesamtphagemidpopulation auf Integritit des inserierten Strukturgens. Derartige
Variationen des Phage Display-Prinzips bieten Moglichkeiten, um sowohl den natiirlichen
Hintergrund der Wildtyp-Phagemide als auch nicht-funktionelle Deletionsvarianten aus dem
Anreicherungsprozess auszuklammern. Der in dieser Arbeit angewandte Selektionsprozess
auf gegen Doxorubicin gerichtete Phagemide umfafite neben dem Zielmolekiil allerdings auch
weitere Komponenten und potentielle Ziel-Strukturen, wie den Biotin-Linker-Rest, Blockie-

rungsmolekiile, Plastikoberflachen und Streptavidin.

Daran wird ersichtlich, wie komplex eine Anreicherungsstrategie nach dem Prinzip ,,You get
what you select for” (You & Arnold, 1996) gestaltet ist. Neben dem Einsatz von Blockie-
rungsreagentien sowie Tensiden in den Waschschritten, um unspezische Bindungsereignisse
zu verringern (siehe 3.5.1.3), erscheint zukiinftig eine gezielte subtraktive Vorselektion
sinnvoll, um unspezifisch bindende Varianten, die einen moglichen Selektionsvorteil
gegeniiber den Doxorubicin-komplexierenden Phagemiden besitzen, bereits vorab aus der
Bibliothek zu entfernen (Barbas et al., 1993; Bradbury & Marks, 2004; Cortese et al., 1996;
Sheedy et al., 2007).

Dazu wird die hergestellte Phagemidbibliothek vor dem ersten, optional auch vor jedem
weiteren Selektionszyklus, mit den im Prozess enthaltenen Reagenzien in Abwesenheit des
Zielmolekiils vorinkubiert und dann nur der Uberstand zur eigentlichen Anreicherung weiter
verwendet. Bei Elution unter sauren, basischen oder denaturierenden Bedingungen sollte
daraus eine Erhohung des Selektionsdrucks fiir den Zielliganden resultieren. Bei der Selektion
ist in der Regel die Mehrheit der unspezifischen Bindungsproteine gegen die Plastik-
oberfliche gerichtet (Adey et al., 1995), aber auch die Anreicherung von Phagemiden gegen
die Komponenten des Komplexes aus Streptavidin und Biotin ist bereits hdufig beobachtet
worden (Barrett et al., 1992; Bradbury & Marks, 2004; D'Mello & Howard, 2001). Damit
verbunden ist das Problem der bevorzugten Selektion des Haptens im strukturellen Kontext
mit dem Tragermolekiil oder Linker (Moghaddam et al., 2001), die auf der hier groBeren
Anzahl moglicher Wechselwirkungen zwischen Phagemid und Zielstrukturen beruht (Persson
et al., 2006).

Weitere Verbesserung bei der Anreicherung von Phagemiden aus einer naiven Bibliothek
kann neben der erwédhnten Vorselektion die kompetitive Elution mit dem freien Liganden
bringen (Sheedy et al., 2007). Dies war im vorliegenden Fall wegen des zytotoxizischen
Effekts des niedermolekularen Targets auf E. coli nicht mdglich. Daher bot sich als
Alternative der alternierende Einsatz unterschiedlicher Tragermolekiile in aufeinanderfolgen-

den Selektionszyklen an. So kann Streptavidin gegen das strukturell unterschiedliche Avidin
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unter Beibehaltung des Doxo-Biotin-Konjugats substituiert werden (Bradbury & Marks,
2004), wobei die Elution dann mit einem anderen Doxo-Trigermolekiil-Konjugat
durchgefiihrt werden sollte; also z.B. dem Streptavidin als Tridgermolekiil. Im Prinzip kann
auch mit dem freien Liganden eluiert werden, wenn dieser vor Reinfektion des Wirtsstamms
aus der Losung der Phagemide entfernt wird. Eine einfache Reinigung filamentoser
Phagemide mittels Gelfiltration auf Sephacryl S-500 wurde von Zakharova et al. (2005)
beschrieben. Kritisch dabei bleibt jedoch das unspezifische Adsorptionsverhalten des

Doxorubicins, das eine Optimierung der chromatographischen Pufferbedingungen erfordert.

Eine Schwierigkeit, die sich aus der Kopplung des Zielmolekiils mit Biotin ergibt, ist die
Neutralisierung der unter physiologischen Bedingungen vorhandenen positiven Ladung an der
3'-Aminogruppe des Daunosaminzuckerrestes des freien Doxorubicins (sieche Abschnitt
4.1.1). Der wihrend der Phagemid-Affinitdtsanreicherung und bei der Selektion mittels
Kolonie-Filterstapeltest eingesetzte Ligand war daher nicht identisch mit der freien
Verbindung, die zur funktionellen Charakterisierung der erhaltenen BBP-Varianten verwendet
wurde. Demnach ist die Identifizierung lediglich moderataffiner Bindungsmolekiile
moglicherweise nicht ausschlieBlich der Bibliothek bzw. den Anreicherungsbedingungen

sondern auch dieser zusétzlichen positiven Ladung geschuldet (Persson ef al., 2000).

Eine alternative Kopplungschemie, um zumindest in unmittelbarer rdumlicher Néhe zur
urspriinglichen positiven Ladung des Doxorubicins eine positive Ladung innerhalb des
immobilisierbaren Konjugats einzufiihren, bieten Linker mit reaktiven Imidoestern. Diese
bilden mit primdren Aminen bei pH 8—10 stabile, reversible Amidinbindungen aus. Das
Amidin ist unter physiologischen pH-Bedingungen protoniert und weist deshalb ebenso eine
positive Ladung auf (Hermanson, 1996). Dadurch kann die Ladungseigenschaft des freien
Liganden wéhrend der Affinitdtsanreicherung simuliert werden. Zur Herstellung eines Doxo-
Biotin-Konjugats konnte Doxorubicin dafiir zundchst mit 2-Iminothiolan (Traut Reagens)
unter Ausbildung einer freien Sulthydrylgruppe umgesetzt werden (Tolan & Traut, 1981). Im
ndchsten Schritt wiirde dann die Kopplung an Biotin mittels kommerziell erhéltlicher Biotin-
Maleimid-Derivate (Saurin et al., 2004; Tarasov et al., 2007) oder mit Biotin-HPDP-
Derivaten (Lee et al., 2008) erfolgen. Die Kopplung des Doxorubicins an Tragerproteine
konnte ebenso in gerichteter Weise in einer Zweischritt-Reaktion iiber die Maleimid-
Sulthydrylchemie oder direkt mittels anderer homobifunktioneller Imidoester-Reagenzien

vorgenommen werden (Hermanson, 1996).

4.3 Das al-Acid Glycoprotein (AGP) — ein interessantes Protein-Scaffold

Das in Sidugetieren verbreitete Plasmaprotein AGP spielt bei der Immunantwort und
entziindlichen Prozessen eine bedeutende Rolle. Deshalb wird es in die Immunocaline, eine
Unterfamilie der Lipocalinproteine eingereiht (Logdberg & Wester, 2000). Es besitzt bei 183
Aminosduren eine erhohte Molmasse von 41-43 kDa, da es stark glykosyliert (~45%)
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vorliegt, wobei die Art und der Grad der Glykosylierung seine physiologische Funktion mit
bestimmt. Ferner sorgt die posttranslationale Sialysierung fiir eine stark negative Nettoladung
des Proteins (pl =2,7-3,1). Primérer Ort der Synthese sind die Hepatozyten, aber auch in
nicht-hepatozytirem Gewebe wurde die Biosynthese nachgewiesen (Hochepied et al., 2003).
Das in E. coli hergestellte Protein bestand wegen des zusédtzlich fiir die affinitétschro-
matographische Reinigung angehéngten Strep-tag II aus 192 Aminosduren. Unter Beibehal-
tung der zwei nativen Disulfidbriicken resultierte daraus angesichts fehlender Glykosylierung
und Sialysierung eine Molmasse von 22,7 kDa. Der berechnete pI-Wert lag bei 5,0 (Breustedt
et al., 2006).

Interessant als Protein-Scaffold macht AGP vor allem seine hohe Plasmakonzentration von
I mg/mL im gesunden Menschen (Kremer et al., 1988), die ausgelost durch Entziindungen
sogar bis auf das Fiinffache ansteigen kann (Petersen et al, 2004). Zudem sollte dieser
humane Vertreter der Lipocaline — im Vergleich zum BBP - vermutlich geringe
Immunogenitdt auch nach Restrukturierung der Bindungstasche hinsichtlich neuer
Bindungsspezifititen zeigen. Demnach konnten davon abgeleitete Anticaline auch von

therapeutischem Nutzen sein (Skerra, 2008).

Die hier durchgefiihrte Bestimmung der Bindungsaffinitit des rekombinanten AGP fiir
Doxorubicin (Tabelle 9) zeigte abhidngig von der gewéhlten Analysemethode deutlich
variierende Werte — mit bis zu einem Faktor 8. Die hochste Affinitdt wurde hier mittels
Protein-Fluoreszenztitration nachgewiesen, gefolgt von der Anisotropiemessung, wohingegen
die niedrigste Affinitdt bei der Gleichgewichtsdialyse ermittelt wurde (Tabelle 9). Das letztge-
nannte Verfahren hat den potentiellen Nachteil der Verringerung der effektiven Doxorubicin-
konzentration durch Adsorption des hydrophoben Molekiils an die zur Dialyse verwendete
Zellulosemembran (Desoye, 1988). In der Tat lieB sich mittels Absorptionsmessung eine
durchschnittliche Adsorption von 18,6 % des Doxorubicins an die Zellulosemembran der Dia-
lyseeinheit feststellen, was mit dem in der Literatur beschriebenen Wert von 22,7 % (Eksborg
et al., 1982) nahezu iibereinstimmte. Dieses Phidnomen wurde bei der Bestimmung der
Dissoziationskonstante des AGP/Doxo-Komplexes durch Messung der freien Anthrazyklin-
konzentration in beiden Dialysekammern explizit beriicksichtigt, kann aber dennoch das
Resultat beeinflusst haben. Angesichts der erforderlichen hohen Doxorubicinkonzentration
kam hier auch noch der storende Einfluss des Selbstassoziationsverhaltens des

niedermolekularen Haptenliganden hinzu (sieche Abschnitt 4.1.2).

Der Unterschied zwischen der mittels Protein-Fluoreszenztitration und Anisotropiemessung
ermittelten Dissoziationskonstante fiir den AGP/Doxo-Komplex erklirt sich weder durch
mehrfache Bindungsstellen fiir den niedermolekularen Liganden innerhalb des AGP noch
durch unspezifische Bindungsereignisse des Doxorubicins inklusive seiner Selbstassoziation
oder gar durch eine Anderung der Fluoreszenzlebensdauer des mit dem AGP komplexierten

Doxorubicins im Vergleich zum unkomplexierten Liganden (Husain et al., 1993). Auch spielt
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bei der Protein-Fluoreszenztitration eine dynamische Fluoreszenzloschung (Mukherjee ef al.,
2012) keine wesentliche Rolle, wie eine Auswertung der Messwerte in einem modifizierten
Stern-Volmer-Plot nach Gleichung (33) (Samworth et al, 1988) durch den linearen
Kurvenverlauf gezeigt hat (Graph nicht gezeigt).

Tabelle 9: In dieser Arbeit mittels verschiedener Messmethoden bestimmte Dissoziationskonstanten (Kp) fiir
den Komplex des AGP mit Doxorubicin im Vergleich zur Literatur

Methode Kp [pM]
nicht-lineare Regression Scatchard-Plot
Protein-Fluoresz'enztitrationa 8.05 4 0.95 B
Auswertung nach Gleichung (31) ’ ’
. . a

oot e okt 56 26,3258 -

. . . a
ot lidhne ) nd 68474 73204
Liganden-Fluoreszenztitrationb 56,3 +£6,3 10,8 £5,8
Absorptionsmessungb 245+ 1,8 21,8+1,0
Ultrafiltration® 108 +13 -
Wachstumsinhibition® 34,5 -
*selbst durchgefiihrte Messungen; Literaturwerte aus ” (Husain ef al., 1993), ¢ (Chassany et al., 1996) und
¢ (Finlay & Baguley, 2000)

Die hier nachgewiesene schwache Bindungsaftinitit des rekombinanten AGP fiir Doxorubicin
belegt, dass die Wechselwirkungen des Chromophors mit den Aminoséureseitenketten in der
Bindungstasche des Lipocalins suboptimal ausgeprigt sind (Tabelle 9). Die Substitution
ausgewdhlter fiir die Bindung des Zielmolekiils verantwortlicher Aminosiduren in der
Bindungstasche eines Proteins-Scaffold zum Zweck der Erh6hung der Ligandenaffinitdt durch
rationales Protein-Engineering setzt die Kenntnis seiner dreidimensionalen Struktur voraus.
Fiir das grundlegend geeignet erscheinende al-Acid Glycoprotein fehlten diese Strukturdaten
zum Zeitpunkt des Projektbeginns. Durch Bindungsstudien mit Arzneimitteln war lediglich
bekannt, dass die Aminosduren 21—-31 bei der Komplexierung basischer Liganden eine
entscheidende Rolle spielen (Husain et al., 1993). Tatsdchlich legten experimentelle Studien
sogar nahe, dass die Bindungstasche des AGP drei teilweise iiberlappende Bindungsstellen fiir
neutrale, basische und saure Liganden sowie fiir Steroidhormonliganden besitzt (Israili &
Dayton, 2001; Matsumoto ef al., 2002).

Die inzwischen aufgeklirte Kristallstruktur (Schonfeld er al., 2008) ermdglicht nun unter
Zuhilfenahme von in silico Methoden eine rationale Auswahl der zu mutierenden Amino-
sduren innerhalb der Bindungstasche, um eine maBgeschneiderte Molekiilbibliothek fiir das

Phage Display gegen Doxorubicin herzustellen. Der insgesamt unpolare Charakter der natiir-
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lichen Bindungstasche bietet gute Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche Umstrukturierung.
Dabei konnte das planare tetrazyklische Ringsystem des Doxorubicins in der relativ gro3en
Kavitét des Proteins Platz finden und der Daunosaminzuckerrest gegebenenfalls in einer der

beiden benachbarten kleineren, negativ geladenen Kavitédten zu liegen kommen.

Aufgrund der vorhandenen moderaten Bindungsaffinitit des rekombinanten AGP fiir Doxo-
rubicin bietet sich auch eine Kokristallisation mit dem Ligand zwecks Strukturaufkldrung des
labilen Komplexes an. Dazu ist allerdings eine Modifikation der ersten vier N-terminalen
Aminosduren notwendig, da diese Peptidsequenz in der bisherigen Kristallstruktur in die
Bindungstasche hineinragt und deren Beladung blockiert (Schonfeld ez al., 2008). Mittels der
erhaltenen Komplexstruktur konnen dann gezielt suboptimal ausgepriagte Seitenkettenkontak-
te innerhalb der Bindungstasche sowie eventuell sterisch hinderliche Aminosdurereste

1dentifiziert werden.

Das amphiphile Progesteron zeigte bei simuliertem Docking seines hydrophoben planaren
Ringsystems in die Bindungstasche des AGP (Schonfeld ef al., 2008) einen dhnlichen Mecha-
nismus wie es ein Kokristall des humanen Lipocalin Apolipoprotein D mit diesem Liganden
offenbarte (Eichinger et al., 2007). Durch systematische Substitution exponierter hydrophober
Seitenketten wurde eine gut losliche Variante des ApoD erhalten (Nasreen et al., 2006), die
sich aufgrund des humanen Ursprungs und des unpolaren Charakters und der engen
Geometrie der Bindungstasche (Eichinger et al., 2007) ebenfalls als Ausgangspunkt zur

Erzeugung eines therapeutisch nutzbaren Anticalins gegen Doxorubicin eignen sollte.
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5 Zusammenfassung

Durch kombinierten Ansatz des rationalen (Molecular Modelling) und evolutiven (Phage
Display) Protein-Designs wurde das Lipocalin BBP aus Insekten als Protein-Scaffold zur
Konstruktion eines sogenannten Anticalins fiir den Hapten-Liganden Doxorubicin eingesetzt.
Die Lipocaline sind den Antikérpern der humoralen Immunantwort, die als prototypische
Bindeproteine gelten, strukturell verwandt, besitzen aber den Vorteil des Aufbaus aus einer
einzigen Polypeptidkette. Zudem konnen sie gentechnisch in bakteriellen Expressionsystemen
wie E. coli einfach produziert werden. Das zu den Anthrazyklinen gehérende fluoreszierende
Doxorubicin ist ein klinisch erprobtes und verbreitet eingesetztes Zytostatikum. Wegen seiner
Kardiotoxizitit weist es allerdings geringe therapeutische Breite auf. Ein gegen diese
Verbindung gerichtetes Anticalin erscheint deshalb aus biomedizinischer wie auch
biophysikalisch-analytischer Sicht von Interesse und kdnnte zudem als Antidot oder Delivery
Agent in der Onkologie Anwendung finden. Die vergleichende Protein-Fluoreszenztitration
von fiinf Lipocalinen, ndmlich des AGP, BBP, NGAL, RBP und Tlc mit Doxorubicin, deutete
bereits auf eine intrinsische Bindungsaktivitit dieser Proteine. Die hdochste Affinitit wies
dabei das AGP mit 8,05 + 0,95 uM auf.

Zu Beginn dieser Arbeit lag die Kristallstruktur des AGP nicht vor, wohingegen diese
Strukturinformation fiir das BBP bekannt war. Dessen Faltung ist charakterisiert durch ein
unter den Lipocalinen konserviertes achtstrangiges anti-paralleles [B-Barre/ mit vier
exponierten Peptidschleifen, die den Eingang zur Ligandenbindungstasche bilden und die
Bindungsspezifitit des Proteins vermitteln. Das BBP wurde deshalb hier als Ausgangspunkt
fiir das rationale Protein-Design verwendet. Zudem war das BBP friiher bereits erfolgreich zur
Selektion von Anticalinen gegen die Haptenliganden Fluorescein und Digoxigenin eingesetzt

worden.

Die Anreicherung von gegen Doxorubicin gerichteten BBP-Varianten erfolgte ausgehend von
einer in dieser Arbeit hergestellten BBP-Zufallsbibliothek mit hoher Komplexitit (2,53 x 10"
Transformanden) mittels Phage Display an einer mit dem Liganden funktionalisierten Poly-
styroloberfliche. Aufgrund der Zelltoxizitit des freien Doxorubicins fiir den bakteriellen
Wirtsstamm erfolgte die Elution der gebundenen Phagemide wihrend der Anreicherungs-
zyklen mit einem zuvor hergestellten Komplex bestehend aus Streptavidin und Biotin-

Doxorubicin.

Die mittels Phage Display angereicherten Anticaline wurden anschlieend mit einem Kolo-
nie-Filterstapeltest auf Bindungsaktivitit gegeniiber dem Liganden Doxorubicin durch-
mustert. Dazu wurden die BBP-Varianten C-terminal mit einer bakteriellen Albuminbin-
dungsdoméne fusioniert. Nach Transformation von FE. coli mit entsprechenden
Genkonstrukten wurden die sekretierten Fusionsproteine auf einer mit humanem Serum-
Albumin beschichteten Membran lokal immobilisiert und nach Inkubation mit dem

funktionalisierten Liganden mit Hilfe einer chromogenen Reaktion auf ihre Affinitdt fiir
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Doxorubicin untersucht. Auf diese Weise wurde das Anticalin F1K27 identifiziert, das im
Vergleich zum wt-BBP eine Vielzahl apolarer Aminosduresubstitutionen innerhalb der

Bindungstasche aufwies.

Der gehdufte Einbau kleiner aliphatischer Aminosduren deutete dabei im Einklang mit dem
hydrophoben Charakter des relativ groen Liganden auf einen raumschaffenden Effekt in der
Bindungstasche hin. Nach Herstellung in E. coli und chromatographischer Reinigung des
Anticalins F1K27 in 16slicher Form wurde deutliche Affinitit des Proteins fiir Doxorubicin
nachgewiesen. Die Dissoziationskonstante wurde mittels Protein-Fluoreszenztitration zu
4,7+ 0,2 uM bestimmt; im Fall kompetitiver Verdrangung der Fluoreszenzprobe 8-Anilino-1-
Naphtalin-Sulfonsdure durch Doxorubicin wurde eine inhibitorische Konzentration von
6,6 = 0,4 uM ermittelt.

Der Nachweis der Komplexbildung wurde dabei durch die ausgepriagte Neigung des Liganden
zur Selbstassoziation erschwert. Dieses bekannte, auf Stacking-Wechselwirkungen beruhende
Verhalten folgt sehr wahrscheinlich dem bei hydrophoben aromatischen Molekiilen hiufig
beobachteten Mechanismus der indefiniten isodesmischen Polymerisation. Die hier bestimmte
isodesmische Dissoziationskonstante variierte in einem Bereich von 2,5 bis 246 uM —
vermutlich bedingt durch unterschiedliche Ionenstirke und Zusammensetzung der

verwendeten Puffer.

Versuche, das Anticalin F1IK27 durch Affinitdtsmaturierung mittels Error-Prone-PCR und
erneuter Selektion hinsichtlich seiner Affinitdt fiir Doxorubicin zu verbessern, schlugen fehl.
Daher wurde ein Verfahren zur Fermentation der Variante F1K27 etabliert, um eine
zukiinftige Kokristallisation des Anticalins im Komplex mit dem Liganden Doxorubicin zum
Zweck der Strukturanalyse vorzubereiten. Zur Fermentation im 8 L-Mallstab wurde der
Bakterienstamm MC4100Askp mit dem Expressionsplasmid pBBP21-F1K27 sowie dem fiir
Faltungshelfer kodierenden Plasmid pTUM4 kotransformiert. Nach erfolgter Proteinbiosyn-
these wurde die Variante F1K27 aus der geernteten Kultur mittels Streptavidin-Affinitéts-
Chromatographie in hoher Reinheit mit einer Ausbeute von insgesamt etwa 50 mg gewonnen.
Der Einsatz des Helferplasmids pTUM4 steigerte die Ausbeute gegeniiber zunichst ohne den

Vektor durchgefiihrten Fermentationsversuchen um den Faktor 20.

Das im Rahmen dieser Arbeit mittels Protein-Engineering aus dem natiirlichen Lipocalin
BBP erzeugte Anticalin F1IK27 komplexiert das Anthrazyklin Doxorubicin spezifisch mit
einer Dissoziationskonstante im niedrigen mikromolaren Bereich, was die Eignung der
Anticalin-Technologie zur Erzeugung kiinstlicher Bindeproteine mit neuen Bindungs-

spezifititen insbesondere fiir Hapten-Liganden bestétigt.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

ABD
ADC
A
AGP
Amp
ANS
AP
ApoD
APS
AS
aTc
BBP
BCIP
bidest.
Biotin-HPDP
bla
bp
BSA
c
Cam
cCch
CD
CDR
cfu
DC
Dig
DMF
DMSO
Doxo
dPTP
DsbA
DsbC
DSS
DTT

EDC
EDTA

Albumin-Bindedoméne
Antibody Drug Conjugate
Absorption bei Wellenldnge A
al-Acid Glycoprotein
Ampicillin
8-Anilino-1-Naphtalin-Sulfonsdure
Alkalische Phosphatase
Apolipoprotein D
Ammoniumperoxodisulfat
Aminoséure
Anhydro-Tetrazyklin

Bilin-Bindungsprotein

5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-4-Toluidinsalz

bidestilliert

N-[6-(Biotinamido)Hexyl]-3'-(2'-Pyridyldithio)Propionamid

B-Lactamasegen

Basenpaar

Bovines Serum Albumin
Konzentration
Chloramphenicol
Charge-Coupled Device
Cirkulardichroismus
Complementarity Determining Region
Colony Forming Unit
Diinnschichtchromatographie
Digoxigenin
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

Doxorubicin (Adriamycin)
2'-Deoxy-P-Nukleosid-5'-Triphosphat
Bakterielle Disulfidisomerase A
Bakterielle Disulfidisomerase C
Disuccinimidylsuberat
Dithiotreitol

Extinktion

Ethylcarbodiimid

Ethylendiamintetraessigséure
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€ Dielektrizititskonstante

€5 Molarer Extinktionskoeffizient bei Wellenldnge A

€x Molarer Extinktionskoeffizient einer bestimmten Molekiilpopulation X
F Fluoreszenzintensitét

Fab Antigen-bindendes Antikorperfragment (Fragment antigen binding)
Fc Konstante Region des Antikorpers (Fragment crystallizing)

FkpA FKBP-Typ Peptidyl-Prolyl cis/trans-Isomerase

FT Fluoreszenztitration

Fv Antigen-bindendes Antikorperfragment (Fragment variable)

fx molarer Fluoreszenzkoeffizient eines Molekiils oder Komplexes X
g Erdbeschleunigung

AG Anderung der Freien Reaktionsenthalpie

AH Anderung der Enthalpie

HABA Hydroxyl-Azophenyl-Benzoesédure

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N'-2-Ethansulfonséure

Her?2 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

HSA Humanes Serum Albumin

I Lichtintensitat

Ig Immunglobulin

Ka Assoziationskonstante

Kan Kanamycin

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

Kp Dissoziationskonstante

MEm Emissionswellenldnge

MEx Anregungswellenldange

LMP Low Melting Point

moi Multiplicity of Infection

MW Molmasse (Molecular Weight)

MWCO molekulare Ausschlussgroe (Molecular Weight Cut-Off)

NGAL Neutrophiles Gelatinase-assoziiertes Lipocalin

NBT Nitro Blue Tetrazolium

NHS N-Hydroxysuccinimid

NMR Kernspinresonanz (Nuclear Magnetic Resonance)

OD Optische Dichte

OmpA Outer Membrane Protein A

p.a. pro analysi

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese



Abkiirzungsverzeichnis

161

PCR
PDB
PEG
pfu

pl
pNPP
PVDF
Qunax

r
RBP

R¢

RFE
RNase A
rpm

RT

AS

scFv
SDS

Skp
SurA

SV

Taq
TEMED
Tet

Tlc

Tris

U

UE

Vol

v/v

Wt

w/v

ZNS
8-0x0-dGTP

Polymerase Chain Reaction
Protein Data Bank
Polyethylenglykol

Plaque Forming Unit
isoektrischer Punkt
p-Nitrophenylphosphat
Polyvinylidenfluorid
Fluoreszenz-Quenching
Fluoreszenzanisotropie
Retinol-Bindungsprotein
Retentionsfaktor

Relative Fluoreszenz-Einheit

Ribonuclease A

Rounds per Minute (Umdrehungen pro Minute)

Raumtemperatur

Anderung der Entropie

single chain variable antibody fragment
Natriumdodecylsulfat
Siebzehn-Kilodalton-Protein
Peptidyl-Prolyl cis/trans-Isomerase
Sdulenvolumen

Thermus aquaticus
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tetrazyklin

Trénenlipocalin
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
Unit (Einheit der Enzymaktivitit)
Untereinheit

Volumenteil(e)

Volume per Volume (Volumen pro Volumen)
Wildtyp

Weight per Volume (Masse pro Volumen)
Zentrales Nervensystem

8-0x0-2'-Deoxyguanosin-5'-Triphosphat
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	Einleitung
	1.1 Krebs

	Laut des World Cancer Report 2008 gehörte Krebs mit rund 7,6 Millionen Opfern zu den zehn häufigsten krankheitsbedingten Todesursachen weltweit. Die Zahl neu diagnostizierter Erkrankungen betrug etwa 12,4 Millionen pro Jahr bei insgesamt geschätzten 25 Millionen Erkrankten (Boyle & Levin, 2008). Vor dem Hintergrund der wachsenden Weltbevölkerung und zunehmender Lebenserwartung ist der Trend weiter steigend. Brustkrebs ist mit einer Morbiditätsrate von 23 % die häufigste Krebserkrankung bei Frauen (Stewart et al., 2003) und führt jährlich zu etwa 400 000 Todesopfern.
	Neben der immensen Bedeutung flächendeckender Vorsorge, die die Diagnose einer Vielzahl der Neuerkrankungen bereits im Frühstadium erlaubt und damit erhöhte Chancen auf Heilung bei konventioneller Behandlung bietet (Hortobagyi, 1998), zeigt die Kombination klassischer Chemotherapie – z.B. mit dem aus der Klasse der antibiotisch wirkenden Anthrazykline stammenden Doxorubicin (Arcamone, 1985) – mit neuen, innovativen Therapieansätzen – z.B. dem gegen den humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor HER2 gerichteten monoklonalen Antikörper Trastuzumab (Gianni, 2002) – viel versprechende klinische Erfolge (Slamon et al., 2001).
	Um in strukturschwachen Gebieten der Bevölkerung von Seiten der Gesundheitssysteme eine wirksame Tumorbekämpfung zur Verfügung stellen zu können, müssen die Therapeutika einfach herzustellen oder kostengünstig zu beziehen sein und unkompliziert verabreicht werden können. Diese Kriterien erfüllen vor allem konventionelle Zytostatika, wie das Doxorubicin (Sikora et al., 1999), wohingegen Biopharmazeutika häufig noch zu teuer oder zu instabil sind.
	1.2 Das Zytostatikum Doxorubicin

	Doxorubicin wurde erstmals im Jahre 1969 aus dem Bakterium Streptomyces peucetius subsp. caesius ATCC 27952, dem bis heute einzig bekannten Produzenten isoliert (Arcamone et al., 2000). Es entsteht durch Hydroxylierung des Ausgangsmoleküls Daunorubicin am Kohlenstoffatom C-14 (Abbildung 1).
	Aus klinischer Sicht gehört Doxorubicin zu den effektivsten Therapeutika gegen HER2-positiven Brustkrebs. Eine Überexpression des Proto-Onkogens HER2 / neu, einer transmembranen Rezeptor-Tyrosin-Kinase aus der ErbB-Familie, kann in 25 – 30 % aller Brustkrebsfälle nachgewiesen werden (Slamon et al., 1987; Slamon et al., 1989). Das breite Wirkspektrum ermöglicht aber auch die Behandlung anderer solider Tumore, wie z.B. Sarkomen der Weichteile und von non-Hodgkin-Lymphomen, weshalb pro Jahr etwa 225 Kilogramm des Wirkstoffs pharmazeutisch hergestellt werden (Arcamone et al., 1997; Weiss, 1992).
	Abbildung 1: Chemische Struktur des Doxorubicins – Links: 2D-Ansicht; Rechts: 3D-Ansicht in Richtung der Ebene des planaren, chromophoren Tetrazyklus
	Im Zeitalter zielgerichteter Behandlungsstrategien, sogenannter Targeted Therapies zeigt sich, dass das Anthrazyklin ein hervorragender Partner für andere Wirkstoffe wie Taxane und Trastuzumab darstellt und den antitumoralen Effekt mehr als additiv verstärkt (Cortes-Funes & Coronado, 2007; Esteva et al., 2001; Gianni et al., 1995). Es ist deshalb ein bevorzugtes Adjuvans bei der Bekämpfung HER2-positiver Tumore (Pritchard et al., 2006). Als Komplikation der Kombination mit Trastuzumab (Markenname Herceptin®; Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen) sind jedoch hohe Kardiotoxizitätsraten beschrieben (Slamon et al., 2001), weshalb z.B die amerikanische Zulassungsbehörde FDA dieser sehr effizienten Behandlungsmethode für die klinischen Routine erst in 2006 die Erlaubnis erteilt hat (Slamon et al., 2011).
	Die dem Antikörper Trastuzumab eigene, vom ErbB / Neuregulin-System vermittelte Kardiotoxizität verschlechtert gleichzeitig den Schutzmechanismus des Myokards gegenüber der noch stärker ausgeprägten Kardiotoxizität des Doxorubicins (Rayson et al., 2008). Diese äußert sich in dilativer Kardiomyopathie und kongestiver Herzinsuffizienz. Die Wirkmechanismen, die sowohl für das Absterben der Tumorzellen als auch die Schädigung der kardialen Myozyten verantwortlich sind, konnten bisher nicht eindeutig identifiziert werden. Aufgrund experimenteller Daten gibt es hauptsächlich vier Hypothesen, die meist den programmierten Zelltod, die Apoptose zum Gegenstand haben (Minotti et al., 2004; Thorburn & Frankel, 2006): (I.) Doxorubicin stabilisiert ein Reaktionszwischenprodukt zwischen Topoisomerase II und DNA, resultierend in DNA-Strangbrüchen und p53-vermittelter Apoptose (Fornari et al., 1996; Fornari et al., 1994; Gewirtz, 1999; Jensen et al., 1993; Siu et al., 2004); (II.) Doxorubicin bindet an allosterische Stellen des 20S Proteasoms, was zu einer Anhäufung nicht abgebauten Proteins und somit dem programmierten Zelltod führt (Kiyomiya et al., 2002a; Kiyomiya et al., 2001; Kiyomiya et al., 2002b); (III.) Doxorubicin erzeugt in Redox-Zyklen freie Radikale, die direkt Lipid- und DNA-Schäden hervorrufen oder darauf folgend durch Modifikation anderer Biomoleküle, z.B. apoptotischer Regulationsproteine (Fas, Fax, BclXL) zum Zelltod führen (Griffin-Green et al., 1988; Kim et al., 2002; Sinha et al., 1989); (IV.) Alkoholderivate des Doxorubicins können zur Freisetzung von Eisen aus dem Enzym Aconitase und dadurch zur Erzeugung freier Radikale und nachfolgend zur Apoptose führen (Minotti et al., 1998; Minotti et al., 2001).
	Allerdings konnten bis dato keine pharmakologischen Wechselwirkungen zwischen Doxorubicin und Herceptin® nachgewiesen werden, so dass eine Kombination beider Wirkstoffe bei Verwendung eines Doxorubicin-Derivats, eines -Konjugats oder einer -Formulierung mit verringerter Toxizität interessant bleibt (Gianni et al., 2001). Ein vielversprechender Ansatz zur Reduktion der Kardiotoxizität des Doxorubicins, der bereits zu marktreifen Produkten geführt hat, ist die Einbettung des Wirkstoffes in liposomale Trägerformulierungen (Sparano & Winer, 2001; Verma et al., 2008). Entsprechende Präparate sind das Myocet® (Zeneus Pharma Ltd.; Oxford, UK und Sopherion Therapeutics LLC; Princeton, NJ, USA) wie auch die PEGylierten Vertreter Caelyx® (Schering-Plough AG; Kenilworth, NJ, USA) und Doxil® (Ortho Biotech Products L.P., Horsham, PA, USA) (Ewer et al., 2004; Rayson et al., 2008), die über PEGylierung der Außenseite der liposomalen Lipid-Doppelmembran zusätzlich eine verlängerte Plasmahalbwertszeit aufweisen. Solche Trägersysteme besitzen großes Potential, da sie einen passiven Targeting-Effekt aufweisen, der am Ort des Tumors, der Infektion oder Entzündung eine lokale Erhöhung der Wirkstoffkonzentration hervorrufen kann. Außerdem vermeiden sie die Notwendigkeit der Entwicklung neuer Wirkstoffe mit noch unbekanntem therapeutischen Profil und Nebenwirkungen zugunsten der Beibehaltung des eigentlich gut erforschten Wirkstoffs Doxorubicin (Allen & Cullis, 2004).
	Der schlechte Einbau in die liposomale Matrix und die schnelle Freisetzung des Wirkstoffs in Gegenwart von Plasmaproteinen und Zellmembranbestandteilen ist ein Problem (Chowdhary et al., 2003), welches durch chemische oder pH-Gradienten bei der Beladung der Liposomen gelöst wurde (Abraham et al., 2004; Cullis et al., 1997). Die Adressierung und Anreicherung liposomaler Trägermoleküle in mononukleären Zellen des phagozytotischen Systems der Leber, der Milz, der Nieren und des Knochenmarks stellt in diesen Geweben ein erhebliches Risiko ungewünschter toxischer Nebeneffekte dar (Allen & Cullis, 2004). Des Weiteren sind derart gekoppelte Arzneimittel nicht zur Behandlung von Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) geeignet, da die liposomalen Träger normalerweise die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren können (Kreuter, 2001).
	Ähnlich dem Doxorubicin (Back et al., 1995; Curran, 1991) besitzt das bei Herzinsuffizienz verabreichte Arzneimittel Digitalis – ein Pflanzensteroid – eine geringe therapeutische Breite. Eine Überdosierung führt zu Vergiftungserscheinungen, die sich als schwere bis hin zu letalen Herzrhythmusstörungen manifestieren. Deshalb wurden Fab-Fragmente wie Digibind® (Glaxo Smith Kline; Brentford, London, England, UK) und DigiFab( (BTG; London, UK), die aus Digitalis spezifischen polyklonalen Schafsantikörpern durch enzymatische Spaltung gewonnen werden, als Gegenmittel – sogenannte Antidote – entwickelt, welche einen Überschuss des Wirkstoffs stabil komplexieren und renal aus dem Körper abführen (Assez et al., 2009; Flanagan & Jones, 2001). In klinischen Studien wurde ihre therapeutische Eignung in Bezug auf die pharmakokinetischen Eigenschaften und Ligandenaffinität bereits nachgewiesen (Ward et al., 2000). 
	Ein ähnlicher Komplexpartner für das Doxorubicin könnte sowohl als Gegenmittel bei klinischer Überdosierung des Chemotherapeutikums fungieren wie auch die bestehenden Probleme der bereits genannten liposomalen Trägersysteme umgehen und somit als effizienter alternativer Wirkstoff dienen. Im ersten Fall müsste das Biomakromolekül mit Doxorubicin vorbeladen und für das zweite Szenario unbeladen verabreicht werden. Dies wurde bereits am Beispiel eines gegen Doxorubicin gerichteten monoklonalen Antikörpers im Tiermodell gezeigt (Balsari et al., 1991; Balsari et al., 1994; Sardini et al., 1992), wobei auch die nicht letalen Nebeneffekte des Zytostatikums, wie ausgeprägte Mukositis, Myelotoxizität, gastrointestinale Toxizität und Alopezie gemildert wurden (Balsari et al., 2001; Balsari et al., 1994; Morelli et al., 1997; Morelli et al., 1996). 
	Funktionelle Gruppen innerhalb der eben skizzierten, das Doxorubicin bindenden Biomakromoleküle, wie z.B. die reaktiven, modifizierbaren Aminosäureseitenketten entsprechender Antikörper, erlauben zudem durch gezielte chemische Konjugation mit anderen Biomakromolekülen eine Funktionserweiterung. Interessant erscheint hier vor allem eine kovalente Kopplung an Trastuzumab und damit einhergehend die Möglichkeit der gezielten Tumorzelladressierung und -internalisierung des Doxorubicins (Morelli et al., 1994a; Morelli et al., 1994b). Gezeigt wurde die klinische Wirksamkeit eines solchen Adressierungseffekt bereits am Beispiel des Antikörper-Wirkstoff-Konjugats (Antibody-Drug Conjugate; ADC) T-DM1 (Boyraz et al., 2013), welches den Handelsnamen Kadcyla® (Roche Pharma AG; Grenzach, Deutschland) trägt. Es setzt sich aus dem bereits erwähnten monoklonalen Antikörper Trastuzumab und einem kovalent daran gebundenen Mikrotubuli-Hemmer, nämlich dem Maytansin-Derivat DM1, zusammen (Junttila et al., 2011).
	1.3 Anticaline: Künstliche Bindungsproteine auf Grundlage der Lipocalin-Faltung
	1.3.1 Antikörper – Paradigma eines Bindungsproteins


	Antikörper (Abbildung 2) sind aufgrund ihrer hohen strukturellen Plastizität basierend auf ihrer hypervariablen Loop-Region, die die Antigenbindungsstelle bildet, und in Verbindung mit einem stabilen Grundgerüst der Proteinfaltung Prototypen von Bindungsproteinen hoher Ligandenaffinität und -spezifität. Diese besonderen Eigenschaften der Antikörper sind evolutiv durch deren natürliche Aufgabe als adaptiver Bestandteil der Immunabwehr höherer Lebewesen erklärbar. Diese humorale Immunität dient vor allem der Erkennung in den Körper eingedrungener Mikroorganismen, wie Bakterien, Viren und Parasiten. Dabei wird nahezu jedes Protein-, aber auch Polysaccharid- oder Nukleinsäureantigen durch Bindung unschädlich gemacht und zusätzlich werden diverse Zelltypen des Immunsystems nebst dem Komplementsystem aktiviert (Janeway, 2001). Deshalb finden die Immunglobuline wie auch ihre Fragmente in der biochemischen und biophysikalischen Forschung und Analytik, der medizinischen Diagnostik und der humanen Therapie breite Anwendung (Meulenberg, 2012).
	Es gibt jedoch auch zahlreiche Nachteile bei der Verwendung von Antikörpern sowie ihren Fragmenten für genannte Anwendungen. So setzen sich Antikörper aus zwei unterschiedlichen Polypeptidketten komplexer Architektur zusammen, die gerade bei den kleinen Fv-Fragmenten zu instabiler Domänenassoziation führt. Bei der biotechnologischen Herstellung sind komplizierte Klonierungsschritte notwendig, da zwei Strukturgene gleichzeitig exprimiert werden müssen; außerdem lassen sich intakte Antikörper nur kostspielig in Zellkultur produzieren (Skerra, 1993). Die Antigen-Bindungsstelle, die durch die sechs hypervariablen Loop-Regionen bestimmt wird, verlangt eine komplizierte, konzertierte Manipulation im Fall der Erzeugung synthetischer Molekülbibliotheken, wie bei der HuCAL®(Human Combinatorial Antibody Library)-Technologie (Morphosys; Martinsried, Deutschland) erfolgreich umgesetzt (Rothe et al., 2008). Zudem sind Antikörper ausgesprochen große Moleküle mit eingeschränkter Gewebepenetration und nicht in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden (Christiansen & Rajasekaran, 2004). Dies sind jedoch für viele therapeutische Zwecke unerlässliche Eigenschaften. Daraus ergibt sich ein Interesse an alternativen Proteinstrukturen mit ähnlicher Topologie, die als künstliche Rezeptormoleküle dienen können. Als Alternativen kommen Proteine mit exponierten Strukturbereichen in Frage, die Aminosäureaustausche ohne signifikante Veränderung der Faltungseigenschaften zulassen (Nygren & Skerra, 2004).
	Abbildung 2: Typischer Aufbau eines humanen IgG1-Antikörpers – aus (Holla, 2012)
	; der Antikörper besteht aus zwei schweren Ketten (schwarz) und zwei leichten Ketten (blau). Insgesamt 16 Disulfidbrücken stabilisieren die Tertiär- und Quartärstruktur des Immunglobulins. Die konstante Fc-Region reguliert die Effektorfunktionen. Das Paratop ist die Antigenbindungsstelle, die aus den sechs Complementary Determining Regions (CDRs) gebildet wird und innerhalb der Fv- und Fab-Fragmente liegt. Diese können gentechnisch in E. coli hergestellt werden.
	1.3.2 Vom Antikörper zum Anticalin

	Ein Vergleich der Antigen-Bindungsdömanen von Antikörpern mit der Bindungstasche der Lipocaline offenbart, dass bei letztgenannter Proteinfamilie ein einfacheres aber analoges Strukturprinzip realisiert ist (Skerra, 2000; Skerra, 2003). Das starre Proteingerüst in Form des konservierten, achtsträngig parallelen β-Barrel, das den Lipocalinen hohe thermische Stabilität verleiht (Schlehuber & Skerra, 2002), trägt vier exponierte Peptidschleifen hoher Plastizität, die den Eingang zur Bindungstasche bilden und sich in Länge, Zusammensetzung und Konformation zwischen den einzelnen Lipocalinen erheblich unterscheiden (Skerra, 2000). Die Lipocaline bestehen aus einer einzigen Polypeptidkette und sind mit einer Molmasse von etwa 20 kDa kleiner als das kleinste Antigen-komplexierende Antikörperfragment Fv (25 – 30 kDa). Da die meisten Lipocaline natürlicherweise unglykosyliert sind, lassen sie sich effizient auf sekretorischem Weg – zur Ausbildung vorhandener Disulfidbrücken – auch in mikrobiellen Systemen wie E. coli produzieren (Breustedt et al., 2006; Müller & Skerra, 1993; Skerra, 2008).
	Der Lipocalinfamilie fehlen die physiologischen Mechanismen der somatischen Genrekombination und Hypermutation zur Variation ihrer Funktionalität, die für das immense Spektrum der Ligandenspezifitäten von Antikörpern verantwortlich sind (Schlehuber & Skerra, 2005). Um sie deshalb als künstliche Rezeptorproteine, sogenannte "Anticaline" (Beste et al., 1999) nutzen zu können, sind Methoden des Protein-Engineering und der kombinatorischen Biochemie notwendig (Skerra, 2008). Wie anhand des Bilin-Bindungsproteins (BBP) aus Pieris brassicae (Schmidt & Skerra, 1994a) mit den Hapten-Targets Digoxigenin (Schlehuber, 2001; Schlehuber et al., 2000) und Fluorescein (Beste, 1998; Beste et al., 1999) gezeigt werden konnte, ist es möglich die Bindungstasche des natürlichen Lipocalins so zu verändern, dass neue Liganden komplexiert werden können.
	Bindungsaffinität für einen ausgewählten Liganden kann grundsätzlich auf zwei Wegen erzeugt werden. Das rationale Design verwendet theoretische Vorhersagen und Berechnungen mittels Molecular Modelling (Essen & Skerra, 1994). Das evolutive Design hingegen, welches das Immunsystem imitiert (Skerra, 2003), basiert auf einer Bibliothek von Proteinvarianten, die durch gerichtete, konzertierte Zufallsmutagenese innerhalb der für die Bindungstasche kodierenden Bereiche hergestellt wird (Weiss & Lowman, 2000). In einem kombinierten Ansatz werden zunächst mittels Molecular Modelling die für die Komplexierung des Liganden essentiellen Aminosäureseitenketten bestimmt, um so die Wahrscheinlichkeit der Selektion von Proteinvarianten mit gewünschter Ligandenaktivität zu erhöhen. Dabei können die für die korrekte Faltung verantwortlichen Aminosäurereste anhand einer vorhandenen Kristallstruktur in der Regel zuverlässig vorhergesagt und von der Mutagenese ausgenommen werden. Um Varianten mit gewünschter Bindungsspezifität zu isolieren, muss die Molekülbibliothek schließlich einem geeigneten Selektionsprozess, wie z.B. dem Phage Display unterzogen werden (Hoess, 2001; Persson et al., 2008; Sheedy et al., 2007; Skerra, 2008).
	1.4 Anwendungsgebiete für Anticaline

	Die natürlichen humanen Lipocaline liegen in löslicher Form in hohen Konzentrationen – bis zu 1,0 mg / ml – im Plasma und anderen Gewebsflüssigkeiten vor (Skerra, 2008). Sie üben zudem keine zusätzlichen immunologischen Effektorfunktionen aus, wie sie z.B. durch die konstante Fc-Region der Antikörper vermittelt werden. Bei therapeutischen Antikörpern kann diese natürliche Funktion Nebenwirkungen bis hin zu anaphylaktischen Schockreaktionen erzeugen (Schlehuber & Skerra, 2005). Auch das Problem der Immunogenität kann bei Anticalinen durch Verwendung humaner Lipocalin-Grundgerüste, von denen bis dato zwölf identifiziert sind (Breustedt et al., 2006), minimiert werden. Die durch die geringe Größe bedingte kurze Halbwertszeit in vivo lässt sich durch Fusion z.B. mit humanem Serumalbumin oder der entsprechenden Albuminbindungsdomäne, Peptiden – wie das Beispiel der PASylierung® (XL-protein GmbH; Freising, Deutschland) zeigt (Schlapschy et al., 2013) – oder durch PEGylierung verlängern (Skerra, 2008).
	Diese Faktoren machen die Anticaline, zusammen mit der nachgewiesenen funktionellen Modifizierbarkeit des den Antikörpern analogen Strukturprinzips, interessant als Trägermoleküle für pharmazeutische Agentien und targetspezifische, therapeutische Biomoleküle per se. Ihr manipulierbares Ligandenrepertoire umfasst gegenüber anderen künstlichen Rezeptorproteinen neben den üblichen Proteinen sogar Haptenzielmoleküle, die in der kelchförmigen Bindungstasche gut aufgenommen werden können (Nygren & Uhlen, 1997; Skerra, 2007).
	1.4.1 Pharmazeutisches Potential eines gegen Doxorubicin gerichteten Anticalins

	Die Wirksamkeit des auch "Digical" genannten Anticalins DigA16 als Gegengift konnte bei einer Digoxin-Überdosierung im Meerschweinchen-Modell, unter Verwendung eines moderaten stöchiometrischen Überschusses des Anticalins, nachgewiesen werden (Schlehuber & Skerra, 2005). Ein "Doxocal" könnte entsprechend bei einer akuten Doxorubicin-Vergiftung von Nutzen sein. Bei Konjugation mit einem gegen einen gewebsspezifischen Zelloberflächenrezeptor gerichteten Antikörper – oder einem entsprechenden Anticalin, wodurch ein Duocalin entsteht (Schlehuber & Skerra, 2001) – erscheint sogar eine zielgerichtete Tumoradressierung des Wirkstoffs möglich.
	1.4.2 Diagnostisches und analytisches Potential

	Das Anticalin FluA vermag die intrinsische Fluoreszenz von Fluorescein bei Komplexierung dieses Liganden nahezu vollständig zu löschen (Beste et al., 1999). Der dem Phänomen zugrunde liegende ultraschnelle Elektronentransfer zwischen Anticalin und Ligand eröffnet besonders in der Zellfluoreszenzmikroskopie interessante biophysikalische Anwendungen (Skerra, 2008). So könnte auch ein Doxocal dazu verwendet werden das Hintergrundsignal beim Nachweis der Aufnahme des fluoreszierenden Doxorubicins in Tumorzellen zu senken (Bontenbal et al., 1998). 
	Außerdem hängen die Fluoreszenzeigenschaften des Doxorubicins – sowie von verwandten Anthrazyklinen – erheblich von der Polarität der molekularen Umgebung ab, was zum Studium seiner Wechselwirkungen mit Lipid-Doppelschichten, Liposomen, Nukleinsäuren sowie Proteinen ausgenutzt werden kann, wobei mitunter starke Fluoreszenz-Quenchingeffekte zu erwarten sind (Pietrzak et al., 2003).
	1.5 Phagemid-Präsentation der BBP-Zufallsbibliothek und Kolonie-Filterstapeltest

	Ein System zur Selektion von Lipocalinproteinen mit neuen Bindungseigenschaften, den sogenannten Anticalinen, setzte eine Kopplung von Genotyp und Phänotyp voraus. Ein dafür geeigneter Vektor musste sowohl die Erzeugung einer Zufallsbibliothek von BBP-Varianten als auch das Durchmustern dieser Bibliothek nach Varianten mit neuen Bindungseigenschaften unter Anwendung des Phage Display ermöglichen. Ein entsprechend etabliertes System lag zu Beginn dieser Arbeit bereits vor und war bei der Selektion gegenüber den Haptenliganden Fluorescein (Beste et al., 1999) und Digoxigenin (Schlehuber et al., 2000) erfolgreich eingesetzt worden.
	1.5.1 Der Phasmidvektor pBBP38

	Der in dieser Arbeit verwendete Phasmidvektor pBBP38 (Abbildung 3) trägt die für das lösliche Monomer der Isoform II des Bilin-Bindungsproteins kodierende cDNA. Dabei ist das N-terminale Kodon der Aminosäure Asparagin (AAC) der Isoform I gegen ein Aspartat-Kodon (GAC) ausgetauscht (Schmidt & Skerra, 1994a). Innerhalb der Bindungstasche des Proteins wurden 16 für die Interaktion mit dem natürlichen Liganden verantwortliche Aminosäuren (Beste et al., 1999) zur Herstellung einer Proteinbibliothek randomisiert (Abbildung 4, Tabelle 1 und Abschnit 2.3.2). Dies geschah in einer zweistufigen Polymerasekettenreaktion (siehe Abschnitt 2.2.4.1), bei deren erstem Schritt degenerierte Oligodesoxynukleotide der zielgerichteten Einführung der gewünschten Zufallsmutationen dienten (Abbildung 4).
	Zur anschließenden effizienten und gerichteten Ligierung wurden im Vorfeld am 5'- bzw. 3'-Ende des zu mutierenden cDNA-Bereiches zwei nicht-kompatible BstXI-Schnittstellen eingeführt. Dazu geeignet waren die Aminosäuresubstitutionen Asn21 ( Gln und Lys135 ( Met, die innerhalb des β-Barrels liegen, da sie keinen erkennbaren Einfluss auf die Faltung und die korrekte Ausbildung der beiden Disulfidbrücken im BBP haben. Zudem erlauben diese Schnittstellen die spätere Subklonierung selektierter BBP-Varianten in geeignete Vektoren für den Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 2.4) sowie für die präparative Produktion in E. coli. Ein zusätzlicher Lys ( Ser Aminosäureaustausch an Position 87 eliminiert zudem eine vermutete Proteaseerkennungssequenz. Die Sequenz mit diesen insgesamt vier Aminosäure-Substitutionen entspricht dem in dieser Arbeit verwendeten "Wildtyp"-BBP.
	Zur Verankerung der zu präsentierenden BBP-Varianten in der Phagenhülle des filamentösen Phagen M13 wurde das BBP-Strukturgen mit einer verkürzten Version des für das Hüllprotein pIII kodierenden Gens fusioniert, das die C-terminale Domäne der Aminosäuren 217 – 406 umfasst. Im Vergleich zur häufig eingesetzten Deletionsvariante (AS 198 – 406) (Bass et al., 1990; Lowman et al., 1991) zeigt diese nochmalig verkürzte Version eine verbesserte Biosynthese des Fusionsproteins (Skerra, 2001). Dieser beobachtete Effekt ist vermutlich durch die Deletion des ungepaarten Cysteinrestes an Position 201 bedingt. Die auf dem Plasmid enthaltene intergenische Region des Phagen f1 (f1-IG) sorgt durch Verpackung der einzelsträngigen DNA – in Gegenwart eines Helferphagen – in das Phagemidpartikel für die Kopplung mit dem Genotyp (Skerra, 2001).
	Abbildung 3: Schematische Darstellung des Phasmidvektors pBBP38
	; der Vektor wurde zur Herstellung der Phagemidbibliothek verwendet und kodiert unter der Transkriptionskontrolle des Tetrazyklin-Promotor / Operators (tetp / o) für ein Fusionsprotein aus der bakteriellen OmpA-Signalsequenz, dem BBP und einem C-terminalen Fragment des Phagenhüllproteins pIII (ΔpIII, Aminosäuren 217 – 406). Die Abkürzungen tlpp, f1-IG, bla, tetR und ori bezeichnen den Lipoprotein-Transkriptionsterminator, die intergenische Region des Phagen f1, das β-Lactamasegen, das Strukturgen des Tetrazyklin-Repressors sowie den Replikationsursprung. XbaI, BstXI und HindIII bezeichnen die Erkennungsstellen der entsprechenden Restriktionsendonukleasen. Der Austausch der mutierten Genkassette des BBP erfolgte über die beiden BstXI-Schnittstellen.
	Der E. coli-Stamm XL1-Blue wurde für die Herstellung der Phagemide verwendet, da er die entscheidenden Kriterien hoher Transformationskompetenz, Produktion hoher Phagemidtiter bei relativ kurzen Generationszeiten sowie eine effiziente Synthese des BBP-ΔΔpIII-Fusionsproteins gewährleistete (Schmidt, 1995). Um eine hohe Überlebensfähigkeit des Bakterienstamms und damit effiziente Expression des Fusionsgens zu ermöglichen, reguliert der stringente tet-Promotor die Transkription (Skerra, 1994). Ein innerhalb des Fusionsgens zwischen der für das BBP und der für das trunkierte pIII-Hüllprotein kodierenden Region befindliches Amber-Stoppkodon sollte ursprünglich der alternativen Produktion sowohl der löslichen BBP-Varianten als auch des Fusionsproteins – unter Verwendung eines Amber-Suppressorstamms wie E. coli XL1-Blue – dienen (Schmidt, 1995). In einem supE-Amber-Suppressorstamm wird nämlich die Translationstermination am Stoppkodon zu etwa 10–20 % durch den Einbau eines Glutamin-Restes in die wachsende Polypeptidkette umgangen (Miller, 1992).
	Da selbst das dichte Tetrazyklin-Promotor / Operator-System keine absolute Repression in Abwesenheit des Induktors aufweist, führt eine Substitution dieses Stoppkodons durch Glutamin für die infizierten Zellen zu toxischen Niveaus an Fusionsprotein. Das heißt, dass durch die Anwesenheit des Amber-Stoppkodons die Bildung einer für die Wirtszelle tolerablen Konzentration des BBP-ΔΔpIII-Fusionsproteins nicht überschritten wird. Durch die Einführung zweier weiterer Stoppkodons (Ochre und Opal) an den Positionen 42 und 43 innerhalb des BBP-Strukturgens wird verhindert, dass der BBP-Wildtyp durch Religierung von unvollständig mit Restriktionsenzym geschnittenem Vektor die resultierende Bibliothek verunreinigt (Beste, 1998).
	Abbildung 4: BBP-Faltungsmuster und Bibliotheksentwurf
	 – Oben: Röntgenstruktur des kelchförmigen Wt-BBP; Unten: Schema der Assemblierungs-PCR zur Herstellung der bbp-Bibliothek (in orange sind die vier randomisierten Schleifen hervorgehoben, die den Zugang zur Bindungstasche des Lipocalins definieren; mit freundlicher Genehmigung von A. Skerra)
	Werden die mit den Phasmiden transformierten E. coli Zellen anschließend zusätzlich mit einem M13-Helferphagen infiziert, führt dies zur Verpackung der Phasmid-DNA in einzelsträngiger Form zusammen mit dem kodierten Fusionsprotein in Form sogenannter Phagemide. Das BBP-ΔΔpIII-Fusionsprotein trägt N-terminal eine bakterielle OmpA-Signalsequenz, welche die Translokation des N-terminalen Segmentes des Fusionsproteins in das bakterielle Periplasma vermittelt (Movva et al., 1980). Zusammen mit den nativen Phagenproteinen gelangt das C-terminale Fragment des Phagenhüllproteins, das die innere E. coli-Membran durchspannt, danach zur Assemblierungsstelle der naszierenden Phagemidpartikel und wird in das Phagemid eingebaut (Kay, 1996).
	Da bei Koinfektion mit dem Helferphagen VCS-M13 dessen native Hüllproteine im Überschuss produziert werden, wird bei optimierter Genregulation lediglich bei etwa 10 % der Phagemide eine der fünf Kopien des Hüllproteins pIII durch ein rekombinantes Fusionsprotein ersetzt. Zudem tragen nur circa 1 % der Phagemide zwei oder mehr Kopien des Fusionsproteins auf ihrer Oberfläche (Bradbury et al., 1993; Kretzschmar et al., 1995; Lowman et al., 1991), weshalb man in diesem Fall von monovalenter Oberflächenpräsentation spricht.
	Tabelle 1: Die innerhalb der Wt-bbp-Sequenz randomisierten Aminosäure-Positionen zur Erzeugung der BBP-Molekülbibliothek (Beste, 1998)
	Position
	Zufallskodona
	erlaubte Substitutionen
	Asn34
	NNK
	Xaa
	Ser35
	NMS
	Xaa ohne Arg, Cys, Gly, Ile, Leu, Met, Phe, Trp, Val
	Val36
	NNS
	Xaa
	Glu37
	NNK
	Xaa
	Asn58
	NNS
	Xaa
	His60
	NNK
	Xaa
	Ile69
	NNS
	Xaa
	Leu88
	NNS
	Xaa
	Tyr90
	NNK
	Xaa
	Val93
	NNS
	Xaa
	Lys95
	VVS
	Xaa ohne Cys, Ile, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr, Val
	Asn97
	NNK
	Xaa
	Tyr114
	NNK
	Xaa
	Lys116
	NNS
	Xaa
	Gln125
	NNS
	Xaa
	Phe127
	NNK
	Xaa
	aDie Nomenklatur der Zufallskodons folgt der NC-IUB (1986), wobei Xaa für alle 20 Aminosäuren steht.
	1.5.2 Kolonie-Filterstapeltest zur Identifizierung target-affiner BBP-Varianten

	Theoretisch erhöht jeder zusätzliche Selektionszyklus beim Phage Display den Gehalt bindungsaktiver BBP-Varianten ausgehend von der nativen Zufallsbibliothek. Ein gegenläufiger Effekt dabei ist jedoch die parallele Tendenz zur Anreicherung von Phagemiden, die während der Vervielfältigung in E. coli aufgrund hoher Infektiosität oder schneller Assemblierung einen biologischen Selektionsvorteil bieten (Levitan, 1998). Deshalb wurde der Kolonie-Filterstapeltest (Skerra et al., 1991) eingesetzt (siehe Abschnitt 2.4), um bereits nach wenigen Runden eine größere Anzahl der angereicherten BBP-Varianten effizient zu durchmustern. Der dafür verwendete Vektor pBBP22 (Abbildung 5) kodiert für ein Fusionsprotein aus der bakteriellen OmpA-Signalsequenz, dem rekombinanten BBP (bzw. einer seiner Varianten), dem Strep-tag II-Affinitätsanhängsel (Schmidt et al., 1996; Skerra & Schmidt, 2000), einem Pro-Ser-Ala-Peptid-Linker und der bakteriellen Albumin-Bindungsdomäne (ABD) (König & Skerra, 1998). Die ABD des Protein G von Streptococcus G148 weist eine hohe Affinität KD = 1 – 100 nM (Nilsson et al., 1997; Nilsson et al., 1994) für humanes Serumalbumin (HSA) auf und umfasst 46 Aminosäurereste (Åkerström et al., 1987; Guss et al., 1986; Olsson et al., 1987).
	Abbildung 5: Schematische Darstellung des Plasmids pBBP22 für den Kolonie-Filterstapeltest
	; der Vektor kodiert unter der Transkriptionskontrolle des Tetrazyklin-Promotor / Operators (tetp / o) für ein Fusionsprotein aus der bakteriellen OmpA-Signalsequenz, dem rekombinanten Wt-BBP, dem Strep-tag II, einem Pro-Ser-Ala-Peptid-Linker und der Albumin-Bindungsdomäne (ABD). XbaI, BstXI, NheI und HindIII bezeichnen die Erkennungsstellen der entsprechenden Restriktionsendonukleasen. Für alle anderen Sequenzabschnitte siehe die Legende zu Abbildung 3.
	Der Amber-Suppressorstamm E. coli TG1-F– dient dabei vorzugsweise zur Herstellung funktioneller Fusionsproteine auch derjenigen Varianten, die aufgrund der Mutagenesestrategie interne Amber-Stoppkodons aufweisen. Sein F–-Phänotyp verhindert gleichzeitig eine Phagenkontamination. Die Suspension der transformierten Zellen wird auf einer hydrophilen Membran ausplattiert und bis zur Bildung kleiner Kolonien inkubiert. Danach wird diese Membran auf eine frische Agarplatte mit einer hydrophoben Membran umgesetzt, welche zuvor mit HSA beschichtet worden war. Die Zugabe von Anhydrotetrazyklin zum Agarmedium regt die Proteinbiosynthese des Fusionsproteins und den Export des rekombinanten Proteins in das Periplasma an (Ghrayeb et al., 1984; Skerra & Plückthun, 1988). Dies führt zu einer partiellen Permeabilisierung der äußeren Membran (Plückthun & Skerra, 1989) und ermöglicht, verbunden mit der Diffusion durch die Poren der hydrophilen Filtermembran, die Freisetzung des kompakten Fusionsproteins aus den Kolonien der Bakterien. Mittels der ABD wird es auf der darunter liegenden zweiten Membran durch Komplexbildung mit dem HSA verankert und in gerichteter Weise präsentiert. Dadurch entsteht ein Abbild der Kolonien in Form der funktionell adsorbierten BBP-Varianten. Nach der Induktionsperiode werden die beiden Membranfilter voneinander getrennt, und die Bindungsaktivität der einzelnen BBP-Varianten kann durch Zugabe des markierten Targets in Verbindung mit einem geeigneten Nachweisreagens detektiert werden. 
	Mittels des monovalenten Phage Displays in Verbindung mit dem Kolonie-Filterstapeltest kann aus einer Proteinbibliothek einfach und effizient auf die Bindungsaktivität einzelner Varianten für einen vorgegebenen Liganden selektiert werden (Schlehuber et al., 2000).
	1.6 Zielsetzung der Arbeit

	Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte mittels des rational basierten evolutiven Protein-Designs ein Anticalin mit Bindungsaffinität für das Anthrazyklin Doxorubicin hergestellt werden. Dazu musste zunächst ein geeignetes Lipocalin-Scaffold identifiziert und die korrespondierende Proteinbibiliothek mit einem Phagemid / Helferphagen-System erzeugt werden. Mit Hilfe der Phage Display-Technologie sollten anschließend solche Anticaline selektiert werden, die den Liganden spezifisch und mit hoher Affinität komplexieren. Außerdem sollten die entsprechenden in E. coli produzierten Proteinvarianten hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften charakterisiert werden. Zusätzlich sollte die praktische Eignung eines solchen Anticalins als Reagens in der biophysikalischen Analytik sowie der Diagnostik geprüft werden.
	2 Material & Methoden
	2.1 Materialien
	2.1.1 Bakterienstämme, Plasmide und Bakteriophagen


	E. coli K12-Stämme
	Phage Display:
	XL1-Blue
	endA1, hsdR17(rk-, mk+), supE44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1, Δ(lacZYA-argF)U169 [F': proAB, lacIqZΔ15, Tn10(TetR)] (Bullock et al., 1987)von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising
	Kolonie-Filterstapeltest:
	TG1-F–
	supE, hsdD5, thi, D(lac-proAB)von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising
	Expression:
	JM83
	F-, ara, ((lac-proAB), rpsL (= strA), (80, lacZ(M15 (Yanisch-Perron et al., 1985)von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising
	JM83proAB∆skp
	JM83 proAB+von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising
	MC4100∆skp
	F-, araD139, Δ (argF-lac)U169, prsL150, relA1, deoC1, rbsR, fthD5301, fruA25, (-(Peters et al., 2003)von Professor Dr. M. Müller, Universität Freiburg
	W3110
	F-, mcrA mcrB IN(rrnD-rrnE)l, (- (Hayashi et al., 2006)von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising
	Plasmide
	Phage Display:
	pBBP38
	ori, tetp / o (XbaI), OmpA, bbp-K87S, K41N; C42ochre, G43opal (BstXI)-ΔΔpIII (217 – 406), blavon Pieris AG, Freising
	Kolonie-Filterstapeltest:
	pBBP22
	ori, tetp / o, OmpA, bbp-K87S (BstXI)-strepII-abd, bla (Schlehuber, 2001)von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising
	pBBP61
	ori, tetp / o, OmpA, T7-tag-DigA16H86N-K87S (BstXI)-GGAVDANS-abd-strepII, blavon Pieris AG; Freising
	Expression:
	pBBP21
	ori, tetp / o, OmpA, bbp-K87S (BstXI)-strepII, dsbC, bla (Beste, 1998)von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising
	pBBP21-F1K18
	wie bbp21 jedoch mit Substitution der bbp-Genkassette durch BstXI Verdau und Klonierung der in dieser Arbeit auf Bindungsaktivität gegenüber Doxorubicin selektierten Variante F1K18 (Abbildung 27)
	pBBP21-F1K27
	wie bbp21 jedoch mit Substitution der bbp-Genkassette durch BstXI Verdau und Klonierung der in dieser Arbeit auf Bindungsaktivität gegenüber Doxorubicin selektierten Variante F1K27 (Abbildung 27)
	pBBP21-FluA
	ori, tetp / o, OmpA, fluA-K87S (BstXI)-strepII, dsbC, bla (Beste, 1998)von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising
	pBBP21DigA16
	ori, tetp / o, OmpA, digA16-K87S (BstXI)-strepII, dsbC, bla (Schlehuber, 2001)von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising
	pTUM4
	ori, pfkpA fkpA surA, pdsbA dsbA dsbC, pcat cat (Schlapschy et al., 2006)von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising
	Bakteriophagen
	VCS-M13
	Helferphage; Stratagene GmbH, Heidelberg
	2.1.2 Oligodesoxynukleotide

	Alle Oligodesoxynukleotide wurden in HPLC-gereinigter Qualität von der Firma IBA GmbH (Göttingen) bezogen. Die Nomenklatur der Kodons folgt der NC-IUB (1986).
	Oligodesoxynukleotide für die Mutagenese:
	Die Oligodesoxynukleotide FS-15, GB-3, GB-4 und GB-11 wurden vor Verwendung zusätzlich mittels Polyacrylamid-Harnstoff-Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.2.5.2 und 3.3.2) gereinigt.
	FS-15:
	5'- GGG TAG GCG GTA CCT TCS NNA AAG TAT TCC TTG CCG TGG ATT ACM NNG TAS NNC GAA ACT TTG ACA CTC TT -3'
	GB-3:
	5'- CCA TGG TAA ATG GTG GGA AGT CGC CAA ATA CCC CNN KNM SNN SNN KAA GTA CGG AAA GTG CGG A -3'
	GB-4:
	5'- TCT GGA GAG CAC CCA GAC MNN GTC SNN GTG TCC CTT CTT GTC CTC GTC GTA SNN GCA MNN GTA TCC GAT GAT GTA GTT -3'
	GB-11:
	5'- CCA AGA TTG GAA AGA TCT ACC ACA GCN NSA CTN NKG GAG GTN NSA CCV VSG AGN NKG TAT TCA ACG TAC TCT CC -3' 
	Oligodesoxynukleotide der Assemblierungs- und Amplifizierungs-PCR:
	Das Oligodesoxynukleotid FS-18 wurde vor der Verwendung zusätzlich mittels Polyacrylamid-Harnstoff-Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.2.5.2 und 3.3.2) gereinigt.
	FS-18:
	5'- AGA TCT TTC CAA TCT TGG AGT CAC CAA CTG GGT AGG CGG TAC CTT C -3'
	GB-1:
	5'- CTT CGA CTG GTC CCA GTA CCA TGG TAA ATG GTG GGA -3'
	GB-2:
	5'- CAC CAG TAA GGA CCA TGC TTC TGG AGA GCA CCC AGA C -3'
	Oligodesoxynukleotide für die Sequenzierung:
	GB-7:
	5'- GAC GGT GCC TGT CCC GA -3' 
	GB-8:
	5'- GAC TAC TGG GGA GCC GA -3' 
	2.1.3 Enzyme und sonstige Proteine

	Anti-Digoxigenin-Fab-Alkalische Phosphatase Konjugat
	Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
	Aprotinin
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Benzonase®, Reinheitsgrad I (25 U / µl)
	Merck KGaA, Darmstadt
	Bovines Serum Albumin (BSA)
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Bovines Serum Albumin (BSA), Frak. V
	Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg;Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Carboanhydrase
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	ExtrAvidin®-Alkalische-Phosphatase-Konjugat
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Humanes Serum Albumin (HSA), Frak. V
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Lysozym aus Hühnereiweiß, 95 % Protein
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Ovalbumin
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Restriktionsendonukleasen
	New England Biolabs GmbH, Schwalbach;MBI Fermentas, St. Leon-Roth;Promega Deutschland GmbH, Mannheim
	RNase A (~ 90 U / mg und ~ 70 U / mg)aus Rinderpankreas
	Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
	Strep-Tactin-Alkalische Phosphatase-Konjugat
	IBA GmbH, Göttingen
	Taq DNA-Polymerase (5 U / µl)
	Promega Deutschland GmbH, Mannheim
	Transferrin
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	T4-DNA-Ligase (3 Weiss U / µl)
	Promega Deutschland GmbH, Mannheim
	T4-DNA-Ligase (1 Weiss U / µl)
	MBI Fermentas, St. Leon-Rot
	T4-DNA-Ligase (6 Weiss U / µl)
	New England Biolabs GmbH, Schwalbach
	2.1.4 Chemikalien

	Aceton
	Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
	N-Acetyl-L-Tryptophanamid
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Acrylamid-Fertiglösungen für Harnstoff-Gele (Sequagel Concentrate & Diluent)
	National Diagnostics, Atlanta, USA 
	Acrylamid-Stammlösung 30 % mit 0,8 % Bisacrylamid (Rotiphorese Gel 30)
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Adenosin-5'-triphosphat, Na2-Salz (ATP)
	Serva Feinbiochemica, Heidelberg
	Agarose (Electrophoresis Grade)
	GIBCO BRL, Life Technologies GmbH, Eggenstein;Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
	Agarose (Low Melting Point)
	GIBCO BRL, Life Technologies GmbH, Eggenstein
	4-Aminofluorescein, Reinheit ≥ 97 %
	4-(Fluoresceinamin, Isomer I)
	Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 
	Ammoniumacetat
	Merck KGaA, Darmstadt;AppliChem, Darmstadt
	Ammoniummolybdat, Tetrahydrat
	Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
	Ammoniumperoxodisulfat (APS)
	Merck KGaA, Darmstadt
	Ampicillin, Natriumsalz (Amp)
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Anhydrotetrazyklin, Hydrochlorid (aTc)
	Acros Organics, Geel, Belgien
	8-Anilino-1-Naphtalin-Sulfonsäure (ANS)
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Antifoam A-Stammlösung
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Bacto Agar
	Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
	Bacto Trypton
	Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
	Bacto Hefe-Extrakt
	Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
	D-Biotinoyl-ε-Aminocapronsäure-N-Hydroxysuccinimidester (Biotin-X-NHS)
	Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
	Blue Dextran
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Borsäure
	Merck KGaA, Darmstadt
	5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-4-Toluidinsalz (BCIP)
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Bromphenolblau
	Merck KGaA, Darmstadt
	Calciumchlorid, Dihydrat
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	ChemiBLOCKER(
	Chemicon Inter. Inc., Temecula, CA, USA
	Chloramphenicol (Cam)
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Chloroform
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Coomassie Brilliantblau R-250
	Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg
	dNTP-Satz (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
	Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
	2'-Deoxy-P-nukleosid-5'-triphosphat (dPTP)
	TriLink BioTechnologies Inc., San Diego, CA, USA
	D-Desthiobiotin
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Digoxigenin (Dig)
	Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
	Digoxigenin-3-O-Methylcarbonyl-(-Aminocapronsäure-N-Hydroxy-succinimidester (NHS) (Dig-NHS)
	Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
	N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'- Ethylcarbodiimid (EDC)
	Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
	Dimethylformamid (DMF)
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Dimethylsulfoxid (DMSO)
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Disuccinimidylsuberat (DSS)
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	1,4-Dithiothreitol (DTT)
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Essigsäure, technisch
	AppliChem, Darmstadt
	Ethanol p.a., 99,9 %
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Ethanol, technisch 
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Ethanolamin
	Merck KGaA, Darmstadt
	Ethidiumbromid (1 % (w/v) in Wasser)
	Merck KGaA, Darmstadt;Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Ethylacetat
	Merck KGaA, Darmstadt
	N-Ethyldiisopropylamin
	Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
	Ethylendinitrilo-tetraessigsäure-Na2-Dihydrat (EDTA)
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe;AppliChem, Darmstadt
	Ethylenglykol
	Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
	D(+)-Glucose, Monohydrat
	Merck KGaA, Darmstadt
	Glutarsäureanhydrid
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Glycerin
	Merck KGaA, Darmstadt
	Glycin
	Merck KGaA, Darmstadt
	N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N'-2- Ethansulfonsäure (HEPES)
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	2'-(4-Hydroxyphenylazo)-Benzoesäure(HABA)
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	N-Hydroxysuccinimid (NHS)
	Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
	Imidazol
	Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
	Isoamylalkohol
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Isopropanol
	Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
	Kaliumchlorid
	Merck KGaA, Darmstadt
	Kaliumdihydrogenphosphat
	Merck KGaA, Darmstadt
	Kanamycin A, Monosulfat (Kan)
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Kobaltchlorid, Hexahydrat
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Kupferchlorid, Hexahydrat
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Kupfersulfat
	Merck KGaA, Darmstadt
	Magnesiumchlorid, Hexahydrat
	Merck KGaA, Darmstadt
	Magnesiumsulfat, Hydrat
	Merck KGaA, Darmstadt
	Manganchlorid, Tetrahydrat
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	2-Mercaptoethanol
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Methanol p.a., 99,9 %
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Mineralöl (Heavy White Oil) für die PCR
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Natriumacetat
	Merck KGaA, Darmstadt
	Natriumazid
	Merck KGaA, Darmstadt
	Natriumchlorid
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Natriumcitrat
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Natriumdihydrogenphosphat, Dihydrat
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Natriumdodecylsulfat (SDS)
	Merck KGaA, Darmstadt
	Natriumhydrogencarbonat
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Di-Natriumhydrogenphosphat, Dihydrat
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Natriumhydroxid
	Merck KGaA, Darmstadt;
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Nitro Blue Tetrazolium (NBT)
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	p-Nitrophenylphosphat (pNPP)
	Amresco, Solon, Ohio, USA
	8-Oxo-2'-Deoxyguanosin-5'-Triphosphat(8-oxo-dGTP)
	TriLink BioTechnologies Inc., San Diego, CA, USA
	P-20 Surfactant 
	BIACORE, Uppsala, Schweden
	Phenol, Reinheit ( 99 %, redestilliert
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Polyethylenglykol 8000 (PEG 8000)
	Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
	Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat(Tween 20)
	Schuchardt & Co., Hohenbrunn
	Ponceau S
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Puffer-Standardlösungen für pH-Meter
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	D(+)-Saccharose
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Salzsäure konz. (HCl)
	Merck KGaA, Darmstadt
	Sauerstoffgas, Reinheitsgrad IV
	Linde, Weiterstadt
	Stickstoffgas, Reinheitsgrad IV
	Linde, Weiterstadt
	Tetrazyklin, Hydrochlorid (Tet)
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin(TEMED)
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Thiaminhydrochlorid
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Triethanolamin
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan, Ultra-Qualität (Tris)
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	tRNA (S. cerevisiae)
	Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
	Xylencyanol FF
	Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
	Zinksulfat
	Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
	2.1.5 Standards und Kits

	DNA-Größenstandards:
	100 bp DNA Leiter
	New England Biolabs GmbH, Schwalbach
	1 kb DNA Leiter
	New England Biolabs GmbH, Schwalbach
	1 kb DNA Leiter
	New England Biolabs GmbH, Schwalbach
	Protein Größenstandards:
	SDS-PAGE Standard (Low Range)
	Bio-Rad Laboratories GmbH, München
	Protein Molecular Weight Marker
	MBI Fermentas, St. Leon-Rot
	Prestained Protein Marker (Broad Range)
	New England Biolabs GmbH, Schwalbach
	PageRuler Prestained Protein Ladder
	MBI Fermentas, St. Leon-Rot
	Kits zur DNA-Isolierung:
	E.Z.N.A.®Cycle-Pure Kit
	PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
	JETSORB Gel Extraction Kit
	GENOMED GmbH, Bad Oeynhausen
	JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit
	GENOMED GmbH, Bad Oeynhausen
	QIAprep Spin Plasmid Miniprep Kit
	Qiagen GmbH, Hilden
	QIAprep Plasmid Midiprep Kit
	Qiagen GmbH, Hilden
	Kits zur DNA-Sequenzierung:
	DNA-Sequencing Kit, Big Dye( Terminator Cycle Sequencing
	Perkin Elmer, Applied Biosystems, Weiterstadt
	2.1.6 Geräte

	ABI-Prism( 310 Genetic Analyzer
	Perkin Elmer, Applied Biosystems, Weiterstadt
	BIACORE-X System
	BIACORE, Uppsala, Schweden
	Bio-Mag 10 Magnetrührer
	BCC Spezialgeräte, Göttingen
	Brutschränke:
	BM800
	Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
	Friocell
	Medcenter Einrichtungen GmbH, Planegg
	Drehtisch zum Ausplattieren
	Gesellschaft für Laborbedarf mbH, Würzburg
	Durchflussdetektoren:
	2138 Uvicord S
	LKB Instrument GmbH, Gräfelfing
	2138 Uvicord SII
	Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
	Elektroblotapparatur
	Eigenbau; Biometra, Göttingen
	Elektrophoresekammern:
	Eigenbau
	G42
	Biometra, Göttingen
	Hoefer HE33
	Amersham Biosciences, San Francisco, USA
	Elektroporator MicroPulser(
	Bio-Rad Laboratories GmbH, München
	Fermenter:
	5 und 10 L-Fermentersystem mit Umwurfzylinder
	Schütt Labortechnik, Göttingen
	C Flow Durchfluss-Regelmodul
	BCC Spezialgeräte, Göttingen
	C pH Mess- und Regelmodul
	BCC Spezialgeräte, Göttingen
	C pO2 Mess- und Regelmodul
	BCC Spezialgeräte, Göttingen
	C Pump D Schlauchpumpen-Modul
	BCC Spezialgeräte, Göttingen
	O2-Sensor (12 / 320 A-Typ)
	Mettler-Toledo, Steinbach
	pH-Elektrode (Typ 465)
	Ingold Messtechnik, Steinbach
	Fraktionssammler:
	Gradi Frac
	Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
	Redi Frac
	Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
	Multirac 2111
	LKB Instrument GmbH, Gräfelfing
	Superrac 2211
	LKB Instrument GmbH, Gräfelfing
	17000 Minirac
	LKB Instrument GmbH, Gräfelfing
	Geldokumentationssystem
	LTF-Labortechnik, Wasserburg
	Geltrockner D62
	Biometra, Göttingen
	Glasspritze 50 µl
	Hamilton Company, Reno, USA
	Heizrührer:
	IKA-Combimag
	Janke & Kunkel KG, Staufen im Breisgau
	IKAMAG(RCT
	Janke & Kunkel KG, Staufen im Breisgau
	IKAMAG(RET
	Janke & Kunkel KG, Staufen im Breisgau
	Variomag Monotherm
	H & P Labortechnik GmbH, München
	HPLC:
	ÄKTA( Purifier System
	Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
	ÄKTA( Explorer System
	Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
	Metallblockthermostate:
	Techne Dri-Block DB-2A
	Thermodux GmbH, Wertheim
	Metallblockthermostat 2116
	Gebrüder Liebisch, Bielefeld
	Millipore Synergy 185 Reinstwasser-Anlage
	Millipore GmbH, Eschborn
	Netzgeräte:
	Power Pack P25 und P30
	Biometra, Göttingen
	500/500
	Renner GmbH, Dannstadt
	PCR-Cycler:
	UNO-Thermoblock
	Biometra, Göttingen
	Mastercycler Gradient
	Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
	Peristaltische Pumpen:
	Miniplus 2
	Gilson, Villiers le Bel, Frankreich
	P1
	Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
	pH-Meter:
	CG810
	Schott-Geräte GmbH, Hofheim
	pH526 und pH531
	Wissenschaftlich-Technische Werkstätten GmbH, Weilheim
	pH27
	Knick, Berlin
	Pipettierhilfen:
	Pipettus akku
	Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt
	accu-jet(
	Brand GmbH & Co., Wertheim
	Pipetten:
	Gilson P10, P20, P100, P200 und P1000
	Abimed Analysen-Technik GmbH, Langenfeld
	Multipette 4780
	Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
	Polaroid-Kamera MP4
	Polaroid Corporation, Cambridge, MA, USA
	Rollenmischer IDL TRM-V
	Kühn & Bayer, Nidderau-Heldenbergen
	Signalschreiber:
	REC 112 
	Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
	SE 120
	ABB Goerz AG, Wien, Österreich
	BD 40
	Kipp & Zonen, Delft, Niederlande
	Schüttelapparate Typ 3012 und 3017
	Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel
	Schüttelinkubatoren:
	Modell TR-125 / ITE-K
	Infors AG, Bottmingen, Schweiz
	Modell G25
	New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, New Jersey, USA
	Multitron II
	Infors AG, Bottmingen, Schweiz
	Thermoshake THO 5
	C. Gerhardt GmbH & Co. KG, Bonn
	CM5-Sensorchips 
	BIACORE, Uppsala, Schweden
	2003 Slab Gel Dryer
	LKB Instrument GmbH, Gräfelfing
	Spektrophotometer:
	ELISA-Photometer SpectraMax 250
	Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA
	Fluoreszenzphotometer LS 50B
	Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA
	Ultrospec 2000-UV / Vis- Spektralphotometer
	Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
	Ultrospec 3000-UV / Vis- Spektralphotometer
	Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
	Speed-Vac-Konzentrator Univapo UVC 150H
	UniEquip, Martinsried
	UV-Transilluminator TI3
	Biometra, Göttingen
	Varioklav( Typ 500
	H & P Labortechnik GmbH, Oberschleißheim
	Vortex-Genie 2
	Scientific Industries Inc., Bohemia, N.Y., USA
	Waagen:
	Micro m3p
	Sartorius GmbH, Göttingen
	PAG Oerlikon PJ Precisa junior 2000C
	W. Wolfinger GmbH, Straubenhardt
	PAG Oerlikon Precisa 125 A
	W. Wolfinger GmbH, Straubenhardt
	Wasserbäder:
	Haake F6 / C25
	Thermo Haake, Karlsruhe
	Haake DC30 / K20
	Thermo Haake, Karlsruhe
	Julabo UC / 5B
	Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach
	Zentrifugen:
	Sigma 4K10 und 4K15
	Sigma GmbH, Osterode
	Sorvall RC 3B Plus mit Rotor H-6000A / HBB-6
	Kendro Laboratory Products GmbH, München
	Sorvall RC 3B Plus mit Rotor
	Kendro Laboratory Products GmbH, München
	Sorvall RC 5B, RC 5C Plus und Evolution RC mit Rotoren SS-34, SLA-1500 und SLA-3000
	Kendro Laboratory Products GmbH, München
	Eppendorf 5415 C
	Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
	2.1.7 Sonstige Materialien

	Dialyseschläuche:
	Spectra / Por(, MWCO: 6 – 8 kDa
	Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Typ 27, MWCO: 12 – 16 kDa
	Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg
	Dispenser-Tips 2,5 und 5 ml
	Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg; Gesellschaft für Laborbedarf mbH, Würzburg; Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
	Dynabeads M-280 Streptavidin
	Dynal Biotech GmbH, Hamburg
	Einweg-Spritzen 1, 5, 10, 20 und 60 ml
	Braun Melsungen AG, Melsungen; Dispomed Witt oHG, Gelnhausen; Henke-Sass Wolf, Tuttlingen
	Elektroporationsküvetten (0,2 cm)
	Bio-Rad Laboratories GmbH, München
	Reaktionsgefäße 0,5, 1,5 und 2 ml (safelock)
	Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
	Größenausschlusschromatographie-Säulen:
	Superdex 75 HR 10 / 30
	Superdex 200 HR 10 / 30
	Superdex 75 HiLoad 16 / 60 Prep Grade
	Superdex 200 HiLoad 16 / 60 Prep Grade
	Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
	Halb-Mikro-Küvetten (Polystyrol)
	Sarstedt AG & Co., Nümbrecht
	Konzentratoren:
	Amicon®Ultra 4, MWCO: 5 kDa
	Amicon®Ultra 4, MWCO: 10 kDa
	Amicon®Ultra 4, MWCO: 30 kDa
	Millipore GmbH, Eschborn
	Mikrosep(10 K
	Pall GmbH, Dreieich
	Kunststoffröhrchen:
	Kulturröhrchen, 13 ml 
	PP-Röhrchen, 15 ml und 50 ml
	Sarstedt AG & Co., Nümbrecht
	Cellstar(PP-Röhrchen, 15 ml und 50 ml
	Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen
	Membranfilter:
	Immobilon(-P (0,45 µm)
	GVWP (0,22 µm)
	Millipore GmbH, Eschborn
	Nitrozellulose-Membranfilter
	Schleicher & Schuell, Dassel
	Mikrodialysiereinheiten (10 kDa MWCO)
	Perbio Science GmbH, Bonn
	Falcon Micro Test III Flexible Assay-Plates
	Becton Dickinson Labware, Oxnard, CA, USA
	Nunc-Immuno(-Flügelstifte
	Nunc GmbH, Wiesbaden
	PD-10-Gelfiltrationssäulen
	Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
	Petrischalen aus Polystyrol
	Sarstedt AG & Co., Nümbrecht
	Pipetten-Spitzen:
	blau (200 – 1000 µl)
	gelb (5 – 200 µl)
	kristallklar (0,5 – 10 µl)
	Sarstedt AG & Co., Nümbrecht
	Polaroidfilm 667
	Polaroid Deutschland, Offenbach
	Quarzküvetten:
	Typ 101-QS (Fluoreszenz)
	Typ 108-QS (Absorption)
	Typ 108.002B-QS (Anisotropie)
	Typ 110 QS (CD)
	Hellma, Müllheim, Baden
	Schwan-Stabilo(-Klarsichtfolie aus PP
	Müller & Nemecek GmbH, Frankfurt/Main
	Sterilfilter:
	Filtropur (0,45 und 0,22 µm)
	Sarstedt AG & Co., Nümbrecht
	Millex( HV (0,45 µm)
	Millipore GmbH, Eschborn
	Spin-X Sterilfiltrationseinheit (0,45 µm)
	Costar, Corning, NY, USA
	Whatman-Filterpapier 3MM
	Bender & Hobein AG, München
	Zellschaber 3010
	Costar, Corning, NY, USA
	Zentrifugenbecher für Beckman-Rotoren JA-10 und JA-20 sowie für Sorvall-Rotoren SS-34, SLA-1500 und SLA-3000
	Nalgene Company, New York, USA
	Zubehör SDS-PAGE Glasplatten, Spacer, Dichtungen und Kämme
	Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg;
	Biometra, Göttingen
	2.1.8 Medien, Antibiotika, Puffer- und allgemeine Lösungen

	Alle Medien sowie Lösungen für die Arbeit mit Bakterien, Bakteriophagen, Proteinen und DNA wurden entweder im Autoklav sterilisiert oder über 0,45 µm-Filter sterilfiltriert. Mit Ausnahme der Kulturmedien, die mit entionisiertem Wasser angesetzt wurden, wurden alle Lösungen unter Verwendung von Millipore®-Wasser hergestellt. Kulturplatten wurden bei 4 °C und Lösungen, sofern nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Antibiotika wurden den Flüssigmedien erst kurz vor der Verwendung zugesetzt.
	Antibiotika-Stammlösungen:
	Für die Herstellung von Selektivmedien wurden folgende Antibiotika-Stammlösungen verwendet; die Lösungen wurden bei – 20 °C gelagert, wässrige Lösungen wurden steril-filtriert (0,45 µM).
	Ampicillin (Amp)
	100 mg / ml in H2O (1 / 1 000 zum Medium)
	Chloramphenicol (Cam)
	30 mg / ml in 70 % (v / v) Ethanol (1 / 1 000 zum Medium)
	Kanamycin (Kan)
	35 mg / ml in Wasser (1 / 500 zum Medium)
	Tetrazyklin (Tet)
	10 mg / ml in 70 % (v / v) Ethanol (1 / 1 000 zum Medium)
	Lagerung bei – 20 °C
	Induktor-Stammlösungen:
	Anhydrotetrazyklin (aTc)
	2 mg / ml in DMF (1 / 10 000 zum Medium)oder 5 mg / ml in DMF (1 / 10 000 zum Medium)
	Lagerung bei – 20 °C
	LB-Medium:
	Bacto Trypton
	Bacto Hefe-Extrakt
	NaCl
	Bacto Agar
	10 g / L
	5 g / L
	5 g / L
	15 g / L (nur für Kulturplatten)
	Mit 5 N NaOH auf pH 7,5 eingestellt und im Autoklav sterilisiert.
	SOB- bzw. SOC-Medium:
	Bacto Trypton
	Bacto Hefe-Extrakt
	NaCl
	KCl
	10 g / L
	5 g / L
	584 mg / L
	149 mg / L
	Mit 5 N NaOH auf pH 7,5 eingestellt und im Autoklav sterilisiert.
	Jeweils 1 ml 1 M MgCl2 und 1 M MgSO4 und im Fall des SOC-Mediums zusätzlich noch 2ml Glucose zu 98 ml bzw. 96 ml Medium geben.
	2 YT-Medium:
	Bacto Trypton
	Bacto Hefe-Extrakt
	NaCl
	16 g / L
	10 g / L
	5 g / L
	Mit 5 N NaOH auf pH 7,5 eingestellt und im Autoklav sterilisiert.
	Lösungen für die Fermentation oder für Nährmedien:
	Mineralsalzlösung:
	31 mM Na2HPO4 x 2 H2O
	19 mM KH2PO4
	25 mM NH4Cl
	5 mM Na3-Citrat x 2 H2O
	5,51 g / L
	2,58 g / L
	1,33 g / L
	0,47 g / L
	Die Mineralsalzlösung hat nach dem Autoklavieren einen pH-Wert von 6,9.
	Glukoselösungen:
	20 % (w / v) Glukose (separat autoklavieren)
	50 % (w / v) Glukose (separat autoklavieren)
	MgSO4-Stammlösung:
	1 M MgSO4 (separat autoklavieren)
	MgCl2-Stammlösung:
	1 M MgCl2 (separat autoklavieren)
	Thiamin-Stammlösung:
	10,0 mg / ml Thiamin-Hydrochlorid (sterilfiltriert)
	FeCl3-Stammlösung:
	35,0 g / L FeCl3 x 6 H2O (mit konzentierter HCl bis zur kräftigen Gelbfärbung angesäuert und sterilfiltriert)
	Zn-Acetat-Stammlösung:
	8,0 g / L Zn-Acetat x 2 H2O (sterilfiltriert)
	Spurenelement-Stammlösung (sterilfiltriert):
	MnCl2 x 4 H2O
	CuCl2 x 6 H2O
	H3BO3
	CoCl2 x 6 H2O
	(NH4)6Mo7O24 x 4 H2O
	EDTA
	3,0 g / L
	0,3 g / L
	0,6 g / L
	0,5 g / L
	1,2 g / L
	4 mM
	Weitere Lösungen für die Fermentation:
	12,5 % (w / v) NH3 zur pH-Regulierung
	Antifoam A, 30 % wässrige Lösung zur Unterdrückung von Schaumbildung
	Puffer für die Agarose-Gelelektrophorese:
	TAE-Puffer:
	Tris
	Essigsäure
	EDTA
	40 mM
	20 mM
	1 mM
	TBE-Puffer:
	Tris
	Borsäure
	EDTA
	89 mM
	89 mM
	2 mM
	10-fach Auftragspuffer für Agarosegele:
	Bromphenolblau
	Xylencyanol
	Glycerin
	1,0 mg / ml
	1,0 mg / ml
	50 % (v / v)
	Puffer für die SDS-PAGE:
	1-fach SDS-Laufpuffer nach Fling & Gregerson (1986):
	Tris
	Glycin
	SDS
	50 mM
	190 mM
	1,0 g / L
	pH 8,8 stellt sich ein.
	4-fach Lower-Tris:
	Tris / HCl pH 8,85
	SDS
	3 M
	4,0 g / L
	4-fach Upper-Tris:
	Tris / HCl pH 6,8
	SDS
	0,5 M
	4,0 g / L
	5-fach Auftragspuffer:
	Tris / HCl pH 8,0
	SDS
	Glycerin
	Bromphenolblau
	2-Mercaptoethanol
	250 mM
	7,5 % (w / v)
	25 % (v / v)
	0,25 mg / ml
	12,5 % (v / v) (in reduzierendem Puffer)
	Färbelösung:
	Essigsäure
	Methanol
	Coomassie Brillantblau R-250
	10 % (v / v)
	40 % (v / v)
	0,25 % (w / v)
	Entfärbelösung:
	wie Färbelösung, aber ohne Coomassie Brillantblau R-250
	Aufbewahrungslösung:
	Essigsäure
	Glycerin
	Wasser
	7 % (v / v)
	3 % (v / )v)
	90 % (v / v)
	Lösungen für die Phenol / Chloroform-Extraktion von DNA:
	Chloroform / Isoamylalkohol:
	Chloroform / Isoamylalkohol-Mischung im Verhältnis 24 / 1
	Phenol:
	Kristallines Phenol (Reinheit ( 99 %; unter Schutzgas destilliert) wird bei 65 °C im Wasserbad geschmolzen, mit 0,5 Volumen Wasser gemischt und bei 4 °C lichtgeschützt aufbewahrt.
	Phenol / Chloroform:
	Mit Wasser gesättigtes Phenol (s. o.) wird im Verhältnis 1 / 1 mit Chloroform / Isoamylalkohol gemischt und bei 4 °C aufbewahrt.
	3 M Na-Acetat-Lösung pH 4,8:
	3 M Na-Acetat wird mit Eisessig auf pH 4,8 eingestellt.
	LMP-Puffer:
	Tris
	NaCl
	EDTA
	100 mM
	500 mM
	5 mM
	pH 7,5 mit Essigsäure einstellen.
	Sonstige Puffer:
	AP-Puffer:
	Tris
	NaCl
	MgCl2
	100 mM
	100 mM
	5 mM
	pH 8,8 mit HCl einstellen.
	2 x BBS / E:
	Na-Borat pH 8,0
	NaCl
	EDTA
	400 mM
	320 mM
	8 mM
	Benzonase-Puffer:
	Tris / HCl pH 8,0
	MgCl2
	100 mM
	5 mM
	10-fach Formamid-Auftragungspuffer:
	Formamid
	0,5 M EDTA
	Bromphenolblau
	98 % (v / v)
	2 % (v / v)
	2 % (w / v)
	PBS:
	KH2PO4
	Na2HPO4
	NaCl
	4 mM
	16 mM
	115 mM
	pH 7,4 stellt sich ein.
	PBS / E:
	PBS mit 1 mM EDTA
	PBS / T:
	PBS mit 0,1 % (v / v) Tween 20
	PBS / T 0,5:
	PBS mit 0,5 % (v / v) Tween 20
	Periplasma-Aufschlusspuffer:
	Saccharose
	Tris / HCl pH 8,0
	EDTA pH 8,0
	500 mM
	100 mM
	1 mM
	Puffer für die Streptavidin-Affinitätschromatographie (SA-Puffer):
	Tris / HCl pH 8,0
	NaCl
	EDTA pH 8,0
	100 mM
	50 mM
	1 mM
	TE-Puffer:
	Tris / HCl pH 8,0
	EDTA pH 8,0
	10 mM
	1 mM
	2.2 Mikro- und molekularbiologische Methoden
	2.2.1 Kultivierung und Konservierung von E. coli-Stämmen


	(nach Schlehuber, 2001)    
	Zur Vereinzelung der Bakterienkolonien eines E. coli-Stamms wurde ein "Drei-Ösen"-Ausstrich der entsprechenden Glycerinkultur auf LB-Agar-Kulturplatten durchgeführt und die Platten über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Selektion auf genomische Marker, Episome oder Plasmide erfolgte durch den Zusatz entsprechender Antibiotika zum Nährmedium. Die Platten mit den Bakterienkolonien wurden bei 4 °C aufbewahrt und bis zu vier Wochen zum Animpfen neuer Kulturen verwendet.
	Flüssigkulturen wurden, sofern nicht anders angegeben, in LB-Medium unter Zusatz geeigneter Antibiotika angesetzt. Für 4 ml Kulturen wurden dabei 13 ml-Kulturröhrchen verwendet. Kulturen größeren Maßstabs wurden in Erlenmeyer-Kolben mit dem 2,5-fachen Gefäßvolumen kultiviert. Bis zu einem Volumen von 50 ml wurden die Kulturen, sofern nicht anders angegeben, direkt mit einer Bakterienkolonie von der Agarplatte angeimpft. Kulturen mit einem Volumen von 2 L wurden im Verhältnis 1 / 50 mit einer stationären Übernachtkultur inokuliert. Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Inkubation bei 37 °C und 180 rpm im Schüttelinkubator. Die Zelldichte wurde optisch bei 550 nm (OD550) mittels des Ultrospec 2000- oder Ultrospec 3000-UV / Vis-Spektralphotometers im linearen Messbereich bestimmt. Die Messung wurde jeweils gegen das verwendete Medium abgeglichen.
	Zur Aufbewahrung wurden stationäre Flüssigkulturen in 1 / 80-Volumen des ursprünglichen Kulturmediums in Selektivmedium einschließlich 20 % (v / v) Glycerin eingefroren; bei – 20 °C für eine mittelfristige Lagerung, und nach Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bei – 80 °C für die langfristige Lagerung.
	2.2.2 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterienzellen

	Um Plasmid-DNA aufnehmen zu können, mussten die E. coli-Zellen zuvor in eine transformations-kompetente Form überführt werden. Dazu wurde neben der klassischen CaCl2-Methode (Cohen et al., 1972), der Methode nach Inoue (1990) auch die Methode der Elektroporation (Dower et al., 1988) eingesetzt. Die chemisch-kompetenten E. coli-Zellen wiesen eine Transformationseffizienz zwischen 105 bis 109 cfu pro µg Plasmid-DNA auf. Zur Herstellung einer Zufallsbibliothek möglichst großer Diversität waren dagegen höhere Transformationsausbeuten erforderlich, die durch das leistungsfähigere Verfahren der Elektroporation erreicht wurden. Diese Methode besaß eine Transformationseffizienz von bis zu 1010 cfu pro µg Plasmid-DNA.
	2.2.2.1 Herstellung CaCl2-kompetenter Zellen

	(nach Schlehuber, 2001)
	50 ml LB-Medium wurden im Verhältnis 1 / 100 mit einer stationären Übernachtkultur des zu transformierenden E. coli-Stamms angeimpft und bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte von OD550 = 0,5 inkubiert. Die Kultur wurde in ein 50 ml-Falcon-Röhrchen überführt und die Zellen durch Zentrifugieren (Sigma 4K10, 4400 x g, 4 °C, 10 min) sedimentiert. Das Zellsediment wurde in 40 ml eiskalter 0,1 M MgCl2-Lösung resuspendiert, die Suspension wie zuvor zentrifugiert und das erhaltene Sediment in 20 ml eiskalter 50 mM CaCl2-Lösung resuspendiert und für 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 2 ml 50 mM CaCl2 inklusive 15 % (v / v) Glycerin resuspendiert und in Aliquots von 200 µl entweder direkt für die Transformation verwendet oder nach Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bei – 80 °C gelagert.
	2.2.2.2 Herstellung ultra-kompetenter Zellen nach Inoue

	(nach Inoue, 1990)
	100 ml SOB-Medium wurden im Verhältnis 1 / 100 mit einer stationären Übernachtkultur des zu transformierenden E. coli-Stamms angeimpft und bei 22 °C bis zu einer optischen Dichte von OD600 = 0,6 inkubiert. Danach wurde der Kolben für 10 min unter gelegentlichem Schwenken auf Eis inkubiert. Anschließend wurde für 10 min bei 2500 x g, 4 °C in 50 ml-Falcon-Röhrchen zentrifugiert (Sigma 4K10) und der Überstand vollständig dekantiert. Die Zellen wurden in insgesamt 30 ml TB-Puffer (TBE-Puffer ohne EDTA) resuspendiert und für weitere 10 min auf Eis inkubiert. Nach nochmaligem Zentrifugieren (10 min, 2500 x g, 4 °C) wurden die Zellen in insgesamt 8 ml sterilem TB-Puffer mit 7 % (v / v) DMSO resuspendiert und nach vorsichtigem Durchmischen für weitere 10 min auf Eis inkubiert und anschließend aliquotiert. Die Lagerung der Zellen erfolgte nach Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bei – 80 °C.
	2.2.2.3 Transformation chemisch-kompetenter Zellen

	(nach Schlehuber, 2001)
	Zur Transformation wurden 200 µl der Zellsuspension mit 5 µl der DNA-Lösung versetzt und für 30 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde für 45 s auf 42 °C erwärmt. Die CaCl2-kompetenten Zellen wurden daraufhin in 2 ml LB-Medium, die ultra-kompetenten Zellen in 2 ml SOC-Medium überführt und für 45 min bei 37 °C und 200 rpm geschüttelt. Abhängig von der erwarteten Zahl an Transformanden wurden 50 – 200 µl der Zellsuspension auf LB-Agar, welcher mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt war, ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert.
	2.2.2.4 Herstellung elektro-kompetenter Zellen und Elektroporation

	(nach Schlehuber, 2001)
	Die Präparation elektro-kompetenter Zellen des E. coli Stamms XL1-Blue für die Herstellung von Phagemid-Bibliotheken wurde in Anlehnung an die Vorschriften von Tung & Chow (1995) bzw. Hengen (1996) durchgeführt.
	Von einer am Vortag frisch ausgestrichenen XL1-Blue-LB / Tet-Agarplatte wurde eine 5 ml Vorkultur in LB-Flüssigmedium inokuliert. Nach 12 h Inkubation bei 37 °C, 200 rpm wurde eine 50 ml LB-Kultur im Verhältnis 1 / 1000 mit der stationären Vorkultur angeimpft und für weitere 12 h bei 30 °C und 200 rpm inkubiert. Anschließend wurden 1,5 L LB-Medium mit dieser 50 ml-Kultur angeimpft und bei 26 °C und 160 rpm bis zu einer OD600 = 0,6 inkubiert. Ab diesem Zeitpunkt wurden alle Arbeiten im Kühlraum unter Verwendung gekühlter Reagenzien und Materialien durchgeführt. Der Kulturkolben wurde zunächst für 30 min auf Eiswasser gekühlt und anschließend für 15 min bei 2700 x g, 4 °C zentrifugiert (SLA 3000). Das nach Dekantieren des Überstandes erhaltene Zellsediment wurde vorsichtig in insgesamt 800 ml bidestilliertem Wasser inklusive 10 % (v / v) Glycerin resuspendiert und erneut zentrifugiert (SLA 3000; 15 min, 4000 x g, 4 °C). Das resultierende Zellsediment wurde anschließend nochmals wie beschrieben resuspendiert und zentrifugiert. Danach wurde der Überstand dekantiert, die Flüssigkeitsreste vorsichtig mit der Pipette abgezogen und die Zellen in insgesamt 600 µl bidestilliertem Wasser inklusive 10 % (v / v) Glycerin (autoklaviert) resuspendiert und letztendlich das Volumen mit obiger Wasser / Glycerin-Lösung auf 2 ml aufgefüllt. Für die anschließende Elektroporation wurden die erhaltenen Zellen zu jeweils 100 µl auf Eis aliquotiert und sofort eingesetzt.
	Die Elektroporation wurde mit einem MicroPulser( (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) unter Verwendung bei – 20 °C gekühlter Bio-Rad-Küvetten mit einem Elektrodenabstand von 0,2 cm im Kühlraum durchgeführt. Für die Transformation wurden je 100 µl der elektro-kompetenten XL1-Blue-Zellen und je 10,0 µl entsprechend 2,0 µg entweder der ligierten und durch Fällung entsalzten (zur Herstellung der Phagemid-Bibliothek; siehe Abschnitt 2.2.6.2) oder lediglich ligierter (siehe Abschnitt 2.2.4.3) bzw. in vivo amplifizierter Plasmid-DNA (siehe Abschnitt 2.2.3) eingesetzt. Die Zellen und die Plasmid-DNA wurden zunächst auf Eis gemischt und für eine Minute inkubiert, bevor die Transformation durch Anlegen eines Pulses von 12,5 kV cm-1 für 6 ms (MicroPulser(-Programm Ec2 für Bakterienzellen) erfolgte. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Elektroden frei von Kondenswasser waren, um eine mit Thermoemission verbundene Lichtbogenbildung und einen daraus resultierenden Zelltod zu vermeiden. Um die Zellvitalität nach der Transformation zu erhalten, wurde der Elektroporationsansatz umgehend mit 2 x 1 ml SOC-Medium gespült und das gesamte Volumen in einen bei 37 °C im Wasserbad vorinkubierten Schüttelkolben überführt. Nach Beendigung aller Transformationen wurde der gesamte Ansatz für weitere 45 min bei 37 °C bei 180 rpm inkubiert.
	Im Anschluss wurden die Elektroporationsansätze entweder zur Herstellung von Phagemid-Bibliotheken (siehe Abschnitt 2.3.2) oder seltener für den Einsatz im Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 2.4) verwendet.
	Die Elektroporationsküvetten wurden für den Einsatz in Testransformationen oder die für den Kolonie-Filterstapeltest bestimmten Elektroporationsansätze regeneriert. Dazu wurden sie für 10 – 15 min in 10 mM HCl pH 2,0 unter Rühren gewaschen und mindestens sechsmal einzeln mit H2O gespült. Nach dem Spülen mit 70 % Isopropanol wurden die Küvetten 2 – 3 Tage im Trockenschrank bei 80 °C vollständig getrocknet.
	2.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA mittels alkalischer Zelllyse
	2.2.3.1 Plasmid-Minipräparation


	(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)
	Zur Analyse einzelner Transformanden, die aus der Infektion mit den Phagemiden der Affinitätsanreicherung resultierten oder nach Umklonierungen bzw. Mutagenesen erhalten wurden, wurde zunächst die Plasmid-DNA im analytischen Maßstab isoliert. Die DNA wurde dazu aus stationären 4 ml-Übernachtkulturen unter Verwendung der Plasmid-Isolierungs-Kits JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit (GENOMED GmbH, Löhne) oder Wizard®Plus SV Miniprep Kits (Promega Corp., Madison, WI, USA) nach Herstellerangaben präpariert und für Transformationen bzw. Restriktions- und Sequenzanalysen eingesetzt. Bei der Präparation wurden typischerweise 10 bis 20 µg DNA in 50 µl TE / 10-Puffer erhalten. Die Plasmid-DNA wurde bei – 20 °C gelagert.
	2.2.3.2 Plasmid-Midipräparation

	(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)
	Um DNA-Mengen für präparative Restriktionsansätze sowie zur Konservierung der BBP-Zufallsbibliotheken (siehe Abschnitt 2.3.2) zu gewinnen, wurde die Plasmid-DNA ausgehend von stationären E. coli-Kulturen im 50 ml-Maßstab isoliert. Dazu wurde die DNA mittels des Plasmid Midiprep Kits (Qiagen GmbH, Hilden) gemäß Herstellerangaben präpariert. Die DNA-Ausbeute betrug in der Regel etwa 100 µg in 100 µl TE-Puffer. Zur vollständigen Entfernung von Exonukleasen und anderer inhibitorischer Biomakromoleküle wurde im Anschluss eine Phenol / Chloroform-Extraktion mit nachfolgender Ethanol-Fällung durchgeführt (siehe Abschnitt 2.2.6.1). Bis zur Verwendung wurde die DNA bei – 20 °C aufbewahrt.
	2.2.4 In vitro Modifizierung von DNA
	2.2.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)


	Für die konzertierte Mutagenese aller sechzehn Aminosäurepositionen wurde eine zweistufige PCR-Strategie verwendet (Beste, 1998) (Abbildung 4). Diese beruht auf dem Einsatz von vier degenerierten Oligodesoxynukleotiden von denen ein jedes jeweils eine der vier zu mutierenden Peptidschleifen überspannt. Je ein Primer-Paar diente in der ersten Stufe der PCR zur Erzeugung zweier Fragmente A und B mit den mutierten Loop-Regionen 1 und 2 sowie 3 und 4. Im zweiten PCR-Schritt wurde das Strukturgen der BBP-Varianten voller Länge mittels eines Primer-Paares, das die Fragmente A und B flankiert, und eines vermittelnden Oligodesoxynukleotides assembliert.
	Standard-PCR (nach Schlehuber, 2001):
	Zur Herstellung der Fragmente A und B (siehe oben) wurden jeweils 10 ng Plasmid-Matrizen-DNA des BBP-Strukturgens in einem Gesamtvolumen von 50 µl mit 4 μl dNTP-Mix (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) sowie jeweils 50 pmol der beiden zusätzlich gereinigten (siehe Abschnitte 2.2.5.2 und 3.3.2) degenerierten Oligodesoxynukleotide-Paare versetzt. Der Reaktionsansatz enthielt außerdem 10 µl 10-fach Taq-Puffer (Fermentas; 0,75 M Tris / HCl pH 8,8, 200 mM (NH4)2SO4, 0,1 % (v / v) Tween 20, 20 mM MgCl2) und 2 µl (5 U / µl) Taq-Polymerase (Fermentas). Die PCR wurde in aufeinanderfolgenden Thermozyklen durchgeführt, die aus je drei Schritten bestanden: 1. Denaturierung doppelsträngiger DNA für 1 min bei 94 °C; 2. Hybridisierung der Primer an die komplementären DNA-Sequenzen für 1 min bei 60 °C; 3. "Hot Start"-Synthese der DNA für 1,5 min bei 72 °C. Dieser Zyklus wurde 19-mal wiederholt bevor der Ansatz zur Vervollständigung der Polymerisationsprodukte für 5 min bei 60 °C inkubiert wurde. Um DNA-Kontaminationen auszuschließen, wurde ein Kontrollansatz ohne Matrizen-DNA mitgeführt.
	PCR-Ansatz zur Herstellung einer nativen BBP-Zufallsbibliothek (nach Beste, 1998)    :
	Für die nachfolgende Ligierung der Zufallsbibliothek im 30 pmol-Maßstab wurde die Assemblierungs-PCR (siehe oben) in einem 2 ml-Maßstab durchgeführt. Dieser bestand aus 200 µl 10-fach Reaktionspuffer (Promega; 500 mM KCl, 100 mM Tris / HCl pH 9,0, 15 mM MgCl2, 1 % (v / v) Triton X), 40 µl dNTP-Mischung (10 mM-Stammlösung), je 100 µl der flankierenden Oligodesoxynukleotide (10 µM), je 1 pmol der gereinigten (siehe Abschnitt 2.2.6.4) PCR-Fragmente A und B, 20 pmol des zusätzlich gereinigten (siehe Abschnitt 2.2.5.2 und 3.3.2) vermittelnden Primers, 20 µl (5 U / µl) Taq-Polymerase (Promega) und wurde mit dem entsprechenden Volumen an bidestilliertem Wasser auf 2,0 ml aufgefüllt. Die Synthese wurde mit den gleichen Parametern wie die Standard-PCR (siehe oben) mit Ausnahme der auf 55 °C gesenkten Hybridisierungstemperatur durchgeführt.
	Die PCR-Produkte wurden durch präparative Agarose-Gelelektrophorese getrennt, die gewünschten Reaktionsprodukte isoliert (siehe Abschnitt 2.2.5.1) und anschließend gereinigt (siehe Abschnitte 2.2.6.1 und 2.2.6.5).
	Error Prone-PCR (nach Lazar, 2007)    :
	Um statistisch verteilt Mutationen in die Gensequenz verschiedener BBP-Varianten einzuführen, wurde eine fehlererzeugende PCR nach dem Protokoll von Zaccolo et al. (1996) durchgeführt. Dazu wurden die Nukleotidanaloga 2'-Desoxy-P-nukleosid-5'-triphosphat (dPTP) und 8-Oxo-2'-desoxyguanosin-5'-triphosphat (8-oxo-dGTP) (Abbildung 6) zusätzlich zu den natürlichen Desoxynukleotiden eingesetzt. Das dPTP erzeugt, aufgrund seiner ausgeprägten Imino / Amino-Tautomerie (Zaccolo et al., 1996) in Verbindung mit der Stabilität des anti-Isomers des bizyklischen Ringsystems (Lin & Brown, 1989), Transitionen durch Basenpaarung mit A und G. Der empirische Wert der vier erzeugten Transitionen liegt bei jeweils 40 % für A → G und T → C bzw. jeweils 10 % für G → A und C → T. Eines der wenigen bekannten Nukleotidanaloga, das Transversionen verursacht, ist 8-oxo-dGTP (Pavlov et al., 1994; Purmal et al., 1994). Gepaart mit C liegt das Analogon als anti-Isomer vor (Oda et al., 1991). Bei Paarung mit Adenin liegt das 8-oxo-dGTP als syn-Isomer vor (Kouchakdjian et al., 1991), und bewirkt so A→C und T→G Transversionen bei einem empirischen Verhältnis von 1 : 1,5.
	Abbildung 6: Die Strukturformeln der bei der Error Prone-PCR verwendeten Nukleotidanaloga
	 dPTP (2'-Deoxy-P-nukleosid-5'-triphosphat) und 8-oxo-dGTP (8-Oxo-2'-deoxyguanosin-5'-triphosphat) sowie ihren Möglichkeiten zur Basenpaarung – aus (Zaccolo et al., 1996).
	In einem Ansatzvolumen von insgesamt 20 µl wurden 5 – 10 fmol Plasmid-DNA als Matrize sowie je 10 pmol der beiden Oligodesoxynukleotide GB-1 und GB-2 mit 2 µl 10-fach Taq-Puffer (Promega; 500 mM KCl, 100 mM Tris / HCl pH 9,0, 15 mM MgCl2, 1 % (v / v) Triton X), 1,6 µl 25 mM MgCl2, 4 µl dNTP-Mischung (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und den Nukleotidanaloga mit einer Endkonzentration von 60 µM eingesetzt. Nach initialer Denaturierung der Matrizen-DNA für 1 min bei 94 °C wurde die Amplifizierung der DNA in 20 Zyklen, bestehend aus 1. Denaturierung doppelsträngiger DNA für 1 min bei 94 °C; 2. Hybridisierung der Primer an die komplementären DNA-Sequenzen für 1,5 min bei 60 °C; 3. Synthese der DNA für 1,5 min bei 72 °C durch einmaligen "Hot-Start" mit 1,0 µl (5 U / µl) Taq-Polymerase (Promega) durchgeführt. Die nachfolgende Vervielfältigung der Syntheseprodukte wurde mit 5 µl des Error Prone-PCR-Ansatzes als Matrize in Abwesenheit der Nukleotidanaloga durchgeführt, um noch vorhandene Basenfehlpaarungen zu reparieren und die eingebauten synthetischen Basen zu entfernen. Sonstige Reaktionsbedingungen waren identisch.
	Die PCR-Produkte wurden durch präparative Agarose-Gelelektrophorese getrennt, die gewünschten Reaktionsprodukte isoliert (siehe Abschnitt 2.2.5.1) und anschließend gereinigt (siehe Abschnitte 2.2.6.1 und 2.2.6.5).
	2.2.4.2 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

	(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)
	Für die Restriktionsanalyse von Plasmiden sowie die Präparation von DNA-Fragmenten wurde die entsprechende DNA mit Restriktionsendonukleasen gespalten. Die enzymatische Reaktion erfolgte dabei jeweils in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer bei der angegebenen Temperatur. Sollte eine Spaltung mit mehreren Restriktionsenzymen bei gleicher Temperatur erfolgen, wurde entweder derjenige Puffer gewählt, in dem alle Enzyme die maximale Aktivität besaßen oder die Reaktionen wurden – bei sehr unterschiedlichen Puffern – nacheinander unter stufenweise Erhöhung der Salzkonzentration durchgeführt.
	Bei analytischen Spaltungen wurden typischerweise etwa 0,5 µg Plasmid-DNA mit 5 U der Restriktionsendonuklease in einem Endvolumen von 10 µl für 1 h inkubiert. Präparative Spaltungen wurden in einem Reaktionsvolumen von 50 – 100 µl für 1 h durchgeführt. Präparativ wurden dabei 2 – 10 µg DNA und 10 – 60 U des Restriktionsenzyms eingesetzt. Isolierte und gereinigte PCR-Fragmente wurden mit 60 U pro µg-DNA gespalten. Für die Ligierung der mutierten BBP-Strukturgene mit dem Rückgrat des Phage Display-Vektors pBBP38 wurden das assemblierte Fragment (siehe Abschnitt 2.2.4.1) und pBBP38 im präparativen Maßstab mit dem Restriktionsenzym BstXI (10 U / µl) (Promega) geschnitten. Das Volumen des Ansatzes betrug 10 µl pro µg-DNA bei einer enzymatischen Aktivität von 5 U pro µg-DNA. Ferner wurde darauf geachtet eine konstante Temperatur von 50 °C bei exakter Inkubationszeit von 60 min einzuhalten, um eine effiziente Restriktion zu gewährleisten und unspezifisches Restriktionsverhalten zu vermeiden (siehe Abschnitt 3.3.1.2). 
	Vor der weiteren Umsetzung mit DNA-modifizierenden Enzymen wurden die DNA-Fragmente zunächst durch präparative Agarose-Gelelektrophorese getrennt und isoliert (siehe Abschnitt 2.2.5.1) sowie gereinigt (siehe Abschnitt 2.2.6.1 und 2.2.6.5).
	2.2.4.3 Ligierung von DNA-Fragmenten

	(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)
	Die nach der Spaltung mit Restriktionsendonukleasen isolierten DNA-Fragmente wurden zur Konstruktion neuer Plasmide mit Hilfe der T4-DNA-Ligase kovalent verknüpft. In einem Standardansatz, z.B. bei Umklonierungen, wurden dazu 50 – 200 fmol der zu ligierenden DNA-Fragmente in einem Gesamtvolumen von 20 µl in Gegenwart von 1 / 10 Volumen 10-fach T4-DNA-Ligase Puffer (Fermentas; 40 mM Tris / HCl pH 7,8, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 5 mM ATP) und 1,5 Weiss Units (1 U / µl) T4-DNA-Ligase (Fermentas) eingesetzt. Der Ansatz wurde für 2 – 20 h bei 16 °C im Wasserbad inkubiert. Für den Kolonie-Filterstapeltest war eine höhere Ligierungseffizienz notwendig, weshalb das Enzymsystem der Firma Promega verwendet wurde (siehe Abschnitte 2.3.2 und 3.5.3). Nach Inaktivierung der Ligase bei 65 °C (Fermentas) respektive 70 °C (Promega) für 10 min wurden jeweils 5 µl des Ligierungsansatzes für die Transformation eines chemisch-kompetenten E. coli-Stamms (siehe Abschnitt 2.2.2) verwendet.
	Für die Herstellung der BBP-Zufallsbibliothek wurden die beiden DNA-Fragmente, d.h. das Vektor-Fragment und das PCR-Fragment, welches den der Zufallsmutagenese unterworfenen Teil der BBP-Genssequenz enthielt, in äquimolarem Verhältnis eingesetzt. Die Ligierung erfolgte bei einer DNA-Konzentration von 10 ng / µl und einer Konzentration der T4-DNA-Ligase (3 U / µl) (Promega) von 0,1 U / µl unter Zusatz von 1 / 10 Volumen 10-fach T4-DNA-Ligase-Puffer (Promega; 300 mM Tris / HCl pH 7,8, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 10 mM ATP). Der Ansatz wurde für 72 h bei 16 °C im Wasserbad inkubiert, durch Ethanol-Fällung (siehe Abschnitt 2.2.6.1) entsalzt und zur Transformation des E. coli-Stamms XL1-Blue mittels Elektroporation (siehe Abschnitt 2.2.2.4) verwendet.
	2.2.5 Gelelektrophorese von DNA
	2.2.5.1 Agarose-Gelelektrophorese


	(nach Schlapschy, 2004)
	Die Auftrennung doppelsträngiger DNA-Fragmente in Abhängigkeit ihrer Größe erfolgte in horizontalen Agarosegelen (Sambrook & Russell, 2006) und wurde sowohl zur analytischen Restriktionsanalyse von Plasmiden als auch zur präparativen Isolierung von DNA-Fragmenten eingesetzt.
	Für die analytische Agarose-Gelelektrophorese wurde je nach Größe der DNA-Fragmente eine 1 % oder 1,5 % (w / v) Agarose-Suspension in TBE- oder TAE-Puffer in der Siedehitze homogenisiert, mit 1 / 10 000 Volumen einer 1 % (w / v) Ethidiumbromidlösung versetzt, und in eine horizontale Gelkammer mit Geltaschenformer gegossen. Das auspolymerisierte Gel wurde anschließend in eine mit demselben Puffer gefüllte Elektrophoresekammer gelegt und pro Probentasche mit 10 µl DNA-Lösung, die vorher mit 1 / 10 Volumen 10-fach Auftragungspuffer versetzt worden war, beladen. Die Elektrophoresedauer betrug 60 min bei einer Spannung von 90 V. Durch Bestrahlen mit UV-Licht der Wellenlänge 312 nm wurden die DNA-Fragmente mittels der interkalierten Ethidiumbromidmoleküle sichtbar gemacht und konnten unter Verwendung eines Rotfilters photographisch dokumentiert werden. Die DNA-Konzentration wurde unter Verwendung eines DNA-Größenstandards bekannter Konzentration abgeschätzt.
	Die Herstellung von Agarosegelen zur präparativen Auftrennung und anschließenden Isolierung von DNA-Fragmenten erfolgte unter Verwendung von Low Melting Point (LMP)-Agarose und TAE-Puffer. Hierbei wurden entsprechende Probentaschen mit einer Kapazität von maximal 50 µg DNA verwendet und die Elektrophorese für 90 min bei 70 V betrieben. Die DNA-Banden wurden unter UV-Licht reduzierter Intensität bei 365 nm sichtbar gemacht und aus dem Gel ausgeschnitten sowie anschließend die DNA gereinigt (siehe Abschnitt 2.2.6.5). Die DNA-Konzentration wurde anschließend durch eine analytische Agarose-Gelelektrophorese unter Verwendung eines DNA-Größenstandards bekannter Konzentration abgeschätzt.
	2.2.5.2 Polyacrylamid / Harnstoff-Gelelektrophorese

	(nach Skerra, 1989 und Schlapschy, 2004)
	Die Reinigung der für die Herstellung der Phagemidbibliothek notwendigen Oligodesoxynukleotide (siehe Abschnitt 2.1.2 und 3.3.2) wurde mittels vertikaler, denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese in 1,5 mm starken Gelen durchgeführt. Dazu wurde zunächst aus zwei Glasplatten (20 ( 40 cm) mit Abstandhaltern eine mittels Klammern fixierte Kammer zusammengesetzt. Ausgehend von einer Fertiglösung mit 8,3 M Harnstoff, 25 % (w / v) Acrylamid-Bisacrylamid im Mischungsverhältnis 19 / 1 (Sequagel Concentrate), einer 8,3 M Harnstoff-Fertiglösung (Sequagel Diluent) sowie 10-fach TBE-Puffer wurden 12 % (w / v) Acrylamid, 7,5 M Harnstoff und 40 µl TEMED pro 100 ml der vorher genannten Reagenzien in TBE-Puffer gemischt. Durch Zugabe von 1,0 ml 10 % (w / v) APS pro 100 ml dieser Lösung wurde die Polymerisation gestartet. Anschließend wurde die oben genannte Gelkammer mit der polymerisierenden Gellösung zügig befüllt und ein Geltaschenformer eingebracht.
	Die Reinigung erfolgte ausgehend von dem lyophilisierten Endprodukt eines 40 nmol-Syntheseansatzes gemäß dem von Skerra (1989) ausgearbeiteten Protokoll. Die Hälfte des lyophilisierten Rohproduktes wurde in 20 µl H2O gelöst, mit 20 µl Formamid-Auftragungspuffer (98 % (v / v) Formamid (entionisiert), 10 mM EDTA pH 8,0, 0,2 % (w / v) Bromphenolblau) versetzt, für 5 min auf 80 °C erhitzt und auf Eis gestellt. Zwei Taschen des fertig polymerisierten Polyacrylamid-Harnstoffgels wurden dann mit jeweils 20 µl der Probe in Form einer möglichst dichten Zone beladen und die Elektrophorese gestartet. Diese wurde bei konstanter Leistung von 40 W für etwa 4 h mit TBE als Laufpuffer durchgeführt, bis der Bromphenolblau-Marker das Gelende erreicht hatte.
	Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel auf eine UV-durchlässige Klarsichtfolie überführt und diese auf eine DC-Kieselgelplatte mit Fluoreszenzindikator (Kieselgel 60 F254) gelegt. Durch Bestrahlung mit einer UV-Handlampe bei einer Wellenlänge von 254 nm wurden die Oligodesoxynukleotide als dunkle Banden vor fluoreszierendem Hintergrund sichtbar gemacht (UV-Shadowing). Die Hauptproduktbande wurde möglichst exakt mit einem Skalpell ausgeschnitten. Zur Zerkleinerung des Gelstücks wurde es in eine 1 ml-Einwegspritze überführt, deren Spitze vorher über einer Flamme zugeschmolzen und nach Erkalten mit einer dünnen Kanüle durchbohrt worden war (Atrazhev & Elliott, 1996). Unter Zugabe von insgesamt 1,0 ml TE-Puffer wurde das Gelstück durch die Bohrung gepresst und die erhaltene Suspension über Nacht bei 37 °C geschüttelt.
	Die Gelmasse wurde mit Hilfe einer Spin-X Filtrationseinheit (Porendurchmesser 0,45 µM) abgetrennt (Sorvall RMC 14, 18500 x g, RT, 5 min) und das Filtrat (circa 0,9 ml) dreimal mit je 1,0 ml 1-Butanol extrahiert, wobei die wässrige Phase auf etwa 400 µl eingeengt wurde. Nach Zugabe von 40 µl 3 M NaOAc pH 4,8, 4,0 µl 1 M MgCl2 und 1,0 ml Ethanol wurde die DNA für mindestens 1 h bei – 20 °C gefällt. Der Ansatz wurde zentrifugiert (Sorvall RMC 14, 18500 x g, 4 °C, 30 min), das Präzipitat mit 500 µl 70 % (v / v) Ethanol gewaschen und anschließend im Vakuum für 2 min getrocknet bevor es in 50 µl sterilem H2O bidest. gelöst wurde. Die Lagerung erfolgte bei – 20 °C.
	Zur Bestimmung der molaren Konzentration wurden 2,0 µl der Lösung mit 398 µl TE-Puffer verdünnt (1 / 200) und die Absorption bei 260 nm gegen TE-Puffer gemessen. Der Extinktionskoeffizient ergab sich näherungsweise aus der Summe der Absorptionsbeiträge der Basen wie vom Hersteller der Oligodesoxynukleotide angegeben (A = 15,0 mM-1cm-1; C = 7,4 mM-1 cm-1; G = 11,8 mM-1cm-1; T = 8,8 mM-1cm-1).
	2.2.6 Reinigung in vitro modifizierter und / oder gelektrophoretisch getrennter DNA
	2.2.6.1 Phenol / Chloroform-Extraktion und Ethanol-Fällung


	(nach Schlehuber, 2001)
	Um die nach einer Plasmid-Präparation noch verbliebenen Exonukleasen wirksam zu entfernen oder DNA, die nachfolgend enzymatisch verändert werden sollte (siehe Abschnitt 2.2.4), von inhibitorischen Biomakromolekülen zu befreien, wurde eine Phenol / Chloroform-Extraktion mit abschließender Ethanol-Fällung durchgeführt. Dazu wurde die DNA-Lösung mit 40 µl 3 M NaOAc pH 4,8 versetzt und das Volumen mit sterilem H2O bidest. auf 400 µl eingestellt. Nach Zugabe von 400 µl Phenol / Chloroform wurde das Gemisch ausgeschüttelt und bis zur Phasentrennung zentrifugiert (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, RT, 4 min). Die obere wässrige Phase wurde vorsichtig in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt, mit 400 µl Chloroform / Isoamylalkohol ausgeschüttelt und durch erneutes Zentrifugieren abgetrennt. Die wässrige Phase wurde mit 1,0 ml eiskaltem Ethanol p.a. gemischt und für mindestens 1 h bei – 20 °C inkubiert. Das nach Zentrifugieren (18500 x g, 4 °C, 30 min) erhaltene Präzipitat wurde mit 500 µl 70 % (v / v) Ethanol p.a. gewaschen und erneut für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde vollständig abgezogen und verworfen. Das Präzipitat wurde für ~ 10 min bei 50 °C im Thermoblock bei offenem Deckel des Reaktionsgefäßes inkubiert. Das auf diese Weise schonend getrocknete Präzipitat wurde im Anschluss in 10 – 500 µl TE / 10 resuspendiert und die DNA entweder langfristig bei – 20 °C oder wie im Falle der für die Herstellung der Phagemidbibliothek bestimmten DNA (siehe Abschnitt 2.3.2) kurzzeitig bei 4 °C gelagert.
	2.2.6.2 Fällung des Ligierungsansatzes der BBP-Zufallsbibliothek

	(nach Beste, 1998)
	Zur Herstellung der BBP-Zufallsbibliothek (siehe Abschnitt 2.3.2) wurde der Ligierungsansatz von Vektorrückgrat und PCR-Insert vor der Elektroporation entsalzt. Dazu wurden jeweils 14,25 µg DNA entsprechend 1425 µl des Ligierungsansatzes auf 15 ml-Polycarbonat-Röhrchen verteilt und mit 1 Vol 5 M NH4OAc, 1 / 40 Volumen tRNA aus S. cerevisiae (Stammlösung 10 mg / ml in TE-Puffer) sowie 4 Volumen Ethanol p.a. versetzt. Die Fällung erfolgte bei RT für 1 h. Die Ansätze wurden zentrifugiert (Sorvall SS-34 mit Hartgummiadaptern für die Polycarbonat-Röhrchen, 23400 x g, 4 °C, 30 min) und das Präzipitat mit jeweils 2,0 ml 70 % (v / v) Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde vollständig abgezogen und verworfen. Das Präzipitat wurde bei 50 °C im Wasserbad bei geöffnetem Deckel getrocknet. Das auf diese Weise schonend getrocknete Präzipitat wurde im Anschluss auf eine Endkonzentration von 0,2 µg / µl in sterilem H20 bidest. resuspendiert und kurzzeitig bei 4 °C gelagert.
	2.2.6.3 Reinigung von DNA mittels des JETSORB Gel Extraction Kit

	Die bei Standardklonierungen enzymatisch verdauten und elektrophoretisch getrennten DNA-Fragmente, die Syntheseprodukte des ersten PCR-Schrittes der Herstellung nativer BBP-Zufallsbibliotheken und die im Zusammenhang mit der Affinitätsmaturierung durch den Einsatz der Nukleotidanaloga zufällig mutierten BBP-DNA-Sequenzen (siehe Abschnitt 2.2.4.1 und 2.2.4.2), wurden mittels des JETSORB Gel Extraction Kit gereinigt. Nach der Auftrennung wurden die DNA-Fragmente zur Vermeidung von Strahlenschäden mit UV-Licht geringer Intensität bei 365 nm sichtbar gemacht, und die gewünschten Fragmente mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Rückgewinnung aus dem Gelstück erfolgte mit dem JETSORB Gel Extraction Kit nach Vorschrift des Herstellers. Die DNA wurde letztlich in 10 – 20 µl TE / 10-Puffer aufgenommen.
	2.2.6.4 Reinigung von PCR-Produkten mittels des E.Z.N.A.®Cycle-Pure Kit

	Um die Syntheseprodukte von PCR-Reaktionen (siehe Abschnitt 2.2.4.1) nachfolgenden enzymkatalysierten Prozessen, wie Sequenzierungen und der Restriktion durch Endonukleasen, direkt zuführen zu können, mussten inhibitorisch wirkende Biomakromoleküle wirksam entfernt werden. Dies geschah auch im Falle des für die Herstellung der BBP-Zufallsbibliothek bestimmten, PCR-assemblierten BBP-Strukturgens mittels des E.Z.N.A.®Cycle-Pure Kits nach den Angaben des Herstellers. Die Elution der reinen DNA erfolgte mit 30 – 50 µl TE / 10-Puffer.
	2.2.6.5 Präparative DNA-Reinigung aus der LMP-Agarose

	(nach Skerra, 1998 und Mayer, 2013)
	Die nach der Elektrophorese (siehe Abschnitt 2.2.5.1) ausgeschnittene DNA wurde zunächst in Portionen von je 200 mg pro Gelstück auf 1,5 ml Reaktionsgefäße aufgeteilt und mit 200 µl LMP-Puffer (0,1 M Tris-Acetat pH 7,5, 0,5 M NaCl, 5 mM EDTA pH 8,0) versetzt. Das Gemisch wurde unter gelegentlichem Schütteln für 10 min bei 65 °C bis zum Zustand der Schmelze inkubiert. Auf RT abgekühlt, wurde 400 µl Phenol zugegeben und gründlich geschüttelt. Nach Zentrifugieren (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, 4 °C, 5 min) wurde die klare obere Phase in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Diese Extraktionsprozedur wurde mit 400 µl Phenol / Chloroform und anschließend 400 µl Chloroform / Isoamylalkohol wiederholt. Dann wurde die abgenommene wässrige Phase mit 1,0 ml Ethanol p.a. versetzt und mindestens 30 min auf – 80 °C abgekühlt. Das nach Zentrifugieren (16000 x g, 4 °C, 30 min) erhaltene Präzipitat wurde mit 500 µl 70 % (v / v) Ethanol gewaschen und getrocknet. Das DNA-Fragment wurde in 20 µl TE / 10 gelöst.
	Die Konzentration der DNA wurde in einer analytischen Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.2.5.1) durch Abgleich mit einem internen Größenstandard bekannter Konzentration ermittelt.
	2.2.7 Sequenzierung doppelsträngiger DNA

	(nach Schlehuber, 2001 und Schlapschy, 2004)
	Die Analyse der Sequenzintegrität PCR-amplifizierter oder mutagenisierter DNA erfolgte mit dem Didesoxy-Kettenabbruchverfahren nach Sanger et al. (1977). Ausgehend von doppelsträngiger zirkulärer Plasmid-DNA wurde bei diesem Verfahren mittels des ABI PRISM® BigDye( Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit und eines für die Sequenzierungs-PCR geeigneten Oligodesoxynukleotides (siehe Abschnitt 2.1.2) die DNA-Matrize einzelsträngig neu synthetisiert. Das Substrat der im Kit enthaltenen, modifizierten Taq-DNA-Polymerase (AmpliTaq®) (Tabor & Richardson, 1995) bestand neben den natürlichen dNTPs aus, mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markierten, Didesoxynukleosidtriphosphaten, den sogenannten Terminatornukleotiden (BigDye( Terminators), die statistisch zu einem Abbruch der Polymerisation bei gleichzeitiger 3'-terminaler Fluoreszenzmarkierung des Syntheseprodukts führten (Rosenblum et al., 1997). Die so entstandenen DNA-Fragmente unterschiedlicher Länge wurden anschließend mit dem ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City; CA, USA) untersucht. Dazu wurden die Syntheseprodukte im Sequenzierautomaten durch Kapillar-Elektrophorese in einem geeigneten Polymer (Performance Optimizied Polymer 6, POP-6(, Applied Biosystems) aufgetrennt, und die fluoreszenten Gruppen am Ende der Laufstrecke durch einen Argonionen-Laser angeregt. Die emittierte Fluoreszenz wurde von einer CCD (Charge-Coupled Device)-Kamera bei vier verschiedenen Wellenlängen detektiert und als digitales Signal an einen Rechner weitergeleitet. Die erhaltenen Rohdaten wurden mittels einer geeigneten Software (DNA-Sequencing Analysis 3.3, Applied Biosystems) interpretiert und als Elektropherogramm bzw. in Form einer Textdatei ausgegeben.
	Die PCR-Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 10,0 µl durchgeführt, wobei 4,0 µl des BigDye( Ready Reaction Mix mit je 1,0 – 2,0 µl Plasmid-DNA (~ 200 ng), 2,0 µl Sequenzier-Primer (1,6 µM) und 2,0 – 3,0 µl H2O gemischt wurden. Der BigDye( Ready Reaction Mix enthielt den Puffer, die DNA-Polymerase, die Desoxynukleotide sowie die fluoreszenzmarkierten mit jeweils unterschiedlichen Dichlorrhodamin-Molekülen gekoppelten Didesoxynukleotide (Rosenblum et al., 1997) geeigneter Konzentration. Nach Überschichtung mit Mineralöl und erfolgter initialer Denaturierung bei 95 °C für 5 min wurde folgender PCR-Zyklus 25-mal durchlaufen: 95 °C, 30 s; 50 °C, 30 s; 60 °C, 4 min. Nicht umgesetzte Komponenten wurden danach entfernt. Dazu wurden die Syntheseprodukte durch Zugabe von 2,5 µl 125 mM EDTA und 30 µl Ethanol p.a. für 15 min bei Raumtemperatur gefällt. Nach Zentrifugieren (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, RT, 30 min) wurde das Präzipitat mit 125 µl 70 % (v / v) Ethanol p.a. vorsichtig gewaschen und bei RT getrocknet. Das Präzipitat wurde in 14 µl Template Suppressor Reagent (TSR)-Puffer resuspendiert. Die Sequenzanalyse wurde dann mittels des Programms (ABI PRISM®310 Data Collection) gestartet.
	2.3 Herstellung von Phagemid-Bibliotheken und Phage Display-Anreicherung

	Zellen des E. coli-Stamms XL1-Blue wurden durch Elektroporation mit der Bibliothek der Phasmidvektoren, die für die Varianten des BBP-Fusionsproteins kodierten, transformiert (siehe Abschnitt 2.2.2.4). Durch anschließende Infektion der transformierten Zellen mit Helferphagen wurden Phagemide erzeugt, die die Varianten des BBP-Fusionsproteins auf ihrer Oberfläche präsentierten.
	2.3.1 Propagation von Helferphagen

	(nach Schlehuber, 2001)
	50 ml 2 YT / Tet-Medium wurden im Verhältnis 1 / 100 mit einer stationären Übernachtkultur von E. coli XL1-Blue in 2 YT / Tet angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer Zelldichte von OD550 = 0,3 inkubiert. 10 ml dieser Kultur wurden in einen auf 37 °C temperierten, sterilen 50 ml-Erlenmeyer-Kolben überführt und die Zellen mit 2 x 1010 pfu VCS-M13 Helferphagen (Stratagene, 1011 pfu / ml), entsprechend einer moi (Multiplicity of Infection) von 10, infiziert. Nach 30 min bei 37 °C und 200 rpm wurde die Kultur auf eine Kanamycinendkonzentration von 25 µg / ml eingestellt und für weitere 8 h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Um die Bakterienzellen abzutöten, wurde die Kultur anschließend im Wasserbad für 10 min auf 65 °C erhitzt, auf Eis abgekühlt und in einen hitzesterilisierten Zentrifugenbecher überführt und zentrifugiert (SS-34, 12000 x g, 4 °C, 15 min). Der Überstand mit den Phagen wurde nach der Filtration (Porendurchmesser 45 µm) bei 4 °C lichtgeschützt gelagert.
	Für die Titerbestimmung der hergestellten Helferphagen wurden 50 ml 2 YT / Tet-Medium im Verhältnis 1 / 100 mit einer stationären XL1-Blue E. coli-Kultur in 2 YT / Tet angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer OD550 = 0,5 inkubiert. Dann wurde 2 YT-Weichagar durch Erhitzen verflüssigt und zu je 3 ml in 13 ml-Kunststoff-Kulturröhrchen abgefüllt und im Wasserbad auf 48 °C temperiert. Jeweils 100 µl der exponentiell wachsenden XL1-Blue-Kultur sowie 100 µl der Helferphagenlösung zweier unabhängiger Verdünnungsreihen in 2 YT-Medium in den Verdünnungsstufen 10-7, 10-8, 10-9 und 10-10 wurden zu dem Weichagar gegeben, vorsichtig gemischt und zügig auf 37 °C temperierte 2 YT / Tet-Agarplatten gegossen. Durch Schwenken der Platte in Form einer 8 wurde die Zellsuspension gleichmäßig verteilt, um einen einheitlichen Zellrasen zu erhalten. Nach Erstarren des Weichagars bei RT, wurden die Platten für 8 h bei 37 °C und vor dem Auszählen noch bis zu weiteren 12 h bei RT inkubiert. Der Titer der erhaltenen Helferphagenlösung lag zwischen 1011 und 1012 pfu / ml.
	2.3.2 Herstellung von Phagemid-Bibliotheken

	(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)
	Rekombinante Phagemide wurden ausgehend von dem Phasmidvektor pBBP38 (siehe Abschnitt 1.5.1) hergestellt. Der Vektor besitzt die für die Replikation und Verpackung einzelsträngiger Phasmid-DNA erforderliche intergenische Region des filamentösen Phagen f1 und kodiert unter Kontrolle des Tetrazyklin-Promotor / Operators für ein Fusionsprotein der jeweiligen BBP-Variante und einer verkürzten Form des Phagenhüllproteins pIII (AS 217 – 406; ΔΔpIII).
	Phagemid-Bibliotheken auf Grundlage des Phasmidvektors pBBP38:
	Der XL1-Blue-Elektroporationsansatz (siehe Abschnitt 2.2.2.4) – transformiert mit dem das mutierte BBP-Strukturgen tragenden Plasmid pBBP38 – mit einem Gesamtvolumen von etwa 50 ml (bei 23 Transformationsansätzen) wurde zunächst für 45 min bei 37 °C inkubiert. Dann wurde diese Zellsuspension in 4 L 2 YT / Amp-Medium bis zu einer OD550 = 0,1 – 0,2 verdünnt.
	Zur Ermittlung der Diversität der Zufallsbibliothek wurde ein Aliquot (100 µl) der Zellsuspension vor Verdünnung und nach Verdünnung (siehe oben) abgenommen und jeweils 100 µl der Verdünnungsstufen 10-4 – 10-6 zweier unabhängiger Verdünnungsreihen in LB-Medium auf LB / Amp-Agarplatten, die auf 37 °C temperiert waren, ausplattiert. Die Platten wurden für etwa 12 h bei 37 °C inkubiert und anschließend die erhaltenen Bakterienkolonien ausgezählt.
	Währendessen wurde die verdünnte Bibliothek von 2 x 2 L in 5 L Erlenmeyer-Kolben bei 37 °C bis zu einer OD550 = 0,5 (Dauer etwa 6 – 8 h) weiter inkubiert. Anschließend wurden die 4 L vereinigt und auf 2 x 1 L in zwei 5 L Erlenmeyer-Kolben aufgeteilt (die restliche Kultur wurde verworfen). Jeweils 1 L der Kultur wurde entweder zur Herstellung einer Glycerin-Stammlösung einschließlich einer Plasmid-Midipräparation der Bibliothek oder zur Herstellung von Phagemiden der Bibliothek verwendet (siehe unten).
	Herstellung einer Glycerin-Stammlösung der Bibliothek und Herstellung einer Plasmid-Midipräparation:
	1 L der Kultur (siehe oben) wurde bei 37 °C und 180 rpm bis zu einer OD550 = 2,0 weiter geschüttelt. Dann wurden 20 ml entnommen und in einem 500 ml Schüttelkolben mit 180 ml LB / Amp-Medium für 12 h bei 37 °C bei 180 rpm inkubiert. Nach Abzentrifugieren (SLA-3000, 5000 x g, 4 °C, 15 min) wurde der Überstand verworfen und die Zellen bei – 20 °C gelagert oder die Plasmid-DNA isoliert (siehe Abschnitt 2.2.3.2). 
	Die restliche Kultur von 980 ml (siehe oben) wurde zentrifugiert (SLA-3000, 5000 x g, 4 °C, 15 min) und das Zellsediment in 12 ml 2 YT inklusive 20 % (v / v) Glycerin resuspendiert. Die im Anschluß auf 12 sterile Kryo-Röhrchen aliquotierte Bibliothek wurde in Flüssigstickstoff schockgefroren und bei – 80 °C gelagert.
	Aufarbeiten der Phagemide:
	1 L der Kultur (siehe oben) wurde mit insgesamt 3,0 x 1012 VCS-M13-Helferphagen (siehe Abschnitt 2.3.1) infiziert (moi = 10) und bei 37 °C für 45 min und 180 rpm inkubiert. Danach wurden 2,0 ml Kanamycin (Stammlösung 35 mg / ml) zugegeben und für weitere 10 min bei 26 °C und 160 rpm inkubiert. Die Proteinbiosynthese der Fusionsproteine wurde durch Zugabe von 12,5 µl aTc (Stammlösung 2 mg / ml in DMF) pro 1 L-Kultur induziert und für 7 – 14 h bei 26 °C und 160 rpm durchgeführt. Dann wurde die Kultur in drei sterile 500 ml-Zentrifugenbecher überführt und zentrifugiert (SLA-3000, 18 000 x g, 4 °C, 30 min). Der Überstand wurde filtriert und auf drei 500 ml-Zentrifugenbecher verteilt. Es wurde 1 / 4 Volumen 20 % (w / v) PEG 8000 mit 15 % (w / v) NaCl (sterile, eisgekühlte Lösung) zugegeben und vorsichtig gemischt. Die Fällung der Phagemide erfolgte auf Eiswasser über Nacht mindestens jedoch für 2 h. Nach neuerlichem Zentrifugieren (SLA-3000, 18 000 x g, 4 °C, 30 min) wurde das Präzipitat in insgesamt 30 ml BBS / E-Puffer mit Benzamidin (Endkonzentration 50 mM = 7,83 mg / ml) gelöst und in sterile SS-34 Zentrifugenröhrchen überführt. Die resuspendierten Phagemide wurden 1 h auf Eiswasser inkubiert und kurz durchmischt, bevor dann zentrifugiert wurde (SS-34-Rotor, 40 000 x g, 4 °C, 10 min). Vom Überstand wurden 100 µl für die Titerbestimmung der Phagemide (siehe Abschnitt 2.3.5) entnommen und der Rest in ein steriles 50 ml Falcon-Röhrchen überführt. Der Überstand mit den Phagen wurde nach der Keimarmfiltration (Porendurchmesser 45 µm) erneut mit 1 / 4 Volumen 20 % (w / v) PEG 8000 mit 15 % (w / v) NaCl (sterile, eisgekühlte Lösung) versetzt und 1 h auf Eiswasser gefällt. 1,8 ml wurden auf Eis belassen und für die anschließende Affinitätsanreicherung (siehe Abschnitt 2.3.3) aufbereitet. Das restliche Volumen wurde als 2,0 ml Aliquots in Kryo-Röhrchen schockgefroren und bei – 80 °C gelagert.
	Die 1,8 ml-Lösung der gefällten Phagemide wurde zentrifugiert (18 000 x g, 4 °C, 30 min). Das Präzipitat in 300 – 600 µl PBS resuspendiert und bei 4 °C für 30 min inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren (18 000 x g, 4 °C, 5 min) wurde der, die Phagemide enthaltende Überstand abgenommen und bis zur Verwendung im Phage Display lichtgeschützt auf Eiswasser gelagert.
	Reamplifizierung der BBP-Bibliothek auf Grundlage des Phasmidvektors pBBP38:
	Die aufgearbeiteten und bei – 80 °C aufbewahrten Phagemide wurden nach mehrmonatiger Lagerung nicht mehr unmittelbar für die Affinitätsanreicherung eingesetzt, da die Funktionalität der BBP-Fusionsproteine durch die enzymatische Aktivität eventuell vorhandener bakterieller Proteasen beeinträchtigt sein konnte. Deshalb wurde zunächst ein Aliquot der eingefrorenen Phagemide gefällt, nach Zentrifugieren in PBS gelöst (siehe vorheriger Absatz) und schließlich zur Reinfektion von E. coli XL1-Blue verwendet.
	Um dabei die ursprüngliche Komplexität der Zufallsbibliothek zu erhalten, wurde für die Reinfektion ein 20-facher Überschuss an Phagemiden verglichen mit der Diversität der Bibliothek eingesetzt. Gleichzeitig war ein 10-facher Überschuss an XL1-Blue-Zellen verglichen mit der Phagemidanzahl notwendig, um eine nahezu hundertprozentige Infektionseffizienz zu gewährleisten Das Kulturvolumen in 2 YT-Medium wurde so gewählt, dass die benötigte Zellzahl bei einer OD550 = 0,5 – entsprechend einer exponentiell wachsenden Kultur – erreicht wurde.
	Die XL1-Blue-Zellen wurden in 2 YT-Medium bei einer OD550 = 0,5 mit den Phagemiden reinfiziert und bei 37 °C und 180 rpm für weitere 30 min inkubiert. Dann wurde Ampicillin (Stammlösung 100 mg / ml) zu einer Endkonzentration von 100 mg / L zugegeben und erneut bei 37 °C und 180 rpm für 30 min inkubiert. Die Zellen wurden anschließend mit 10-fachem Überschuss des Helferphagen VCS-M13 infiziert und für 30 min bei 37 °C und 180 rpm geschüttelt. Daraufhin wurde die Kultur auf eine Kanamycinendkonzentration (Stammlösung 35 mg / ml) von 70 mg / L eingestellt, für 10 min bei 26 °C und 160 rpm inkubiert und schließlich die Biosynthese der BBP-Fusionsproteine durch Zugabe von Anhydrotetrazyklin (Stammlösung 2 mg / ml in DMF) mit einer Endkonzentration von 25 µg / L induziert und für 7 – 14 h bei 26 °C und 160 rpm weiter inkubiert. Die restlichen Schritte der Aufarbeitung der Phagemide entsprachen denjenigen in diesem Kapitel bereits beschriebenen.
	Grundsätzlich war die Reamplifizierung der BBP-Bibliothek auf Grundlage des Phasmidvektors pBBP38 auch mittels der konservierten Glycerin-Stammlösung (siehe oben) des transformierten XL1-Blue-Stamms möglich.
	2.3.3 Affinitätsanreicherung rekombinanter Phagemide
	2.3.3.1 Festphasen-Anreicherung


	(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)
	Adsorption von Doxorubicin an funktionalisierte Polystyrolflügelstifte für die initialen Panning-Runden mit der nativen Zufallsbibliothek des BBP:
	Die Adsorption des Zielmoleküls Doxorubicin erfolgte dabei in Form eines Biotin-Konjugats (siehe Abschnitt 2.8.1) durch Ausbildung eines Streptavidin / Biotin-Komplexes. Der Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplex wurde zunächst durch lichtgeschützte Inkubation von 800 µl Streptavidin (100 µg / ml) mit 6,0 µl Doxo-Biotin (1,5 mM Stammlösung in DMF, bezogen auf die Biotingruppe; siehe Abschnitt 2.8.1) unter Rühren für 1 h bei RT ausgebildet. Anschließend wurden die Nunc-Immuno(-Flügelstifte für 2 h lichtgeschützt und unter Rühren bei RT mit dem Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplex beschichtet. Unbelegte Bindungsstellen wurden mit 1,2 ml Blockierungspuffer entsprechend 2 % (w / v) RNase A (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz; ~ 70 U / mg nach Kunitz; Proteasen nicht nachweisbar) in PBS / T für 1 h bei RT abgesättigt und dreimal für 2 min mit jeweils 1,2 ml PBS / T gewaschen. Die beschichteten Polystyrolstifte wurden anschließend mit einer Mischung aus 250 µl Phagemidlösung (zwischen 5,0 x 1011 und 5,0 x 1012 cfu / ml) und 500 µl Blockierungspuffer für 1 h lichtgeschützt und unter Rühren bei RT inkubiert. Dabei bildete sich der Komplex bindungsaktiver Phagemide mit dem präsentierten Liganden Doxorubicin aus. Dann wurde achtmal mit jeweils 950 µl PBS / T für 2 min lichtgeschützt und unter Rühren bei RT gewaschen. Die Elution der mit dem Zielmolekül Doxorubicin komplexierten Phagemide erfolgte in diesem Fall durch Kompetition mit dem löslichen Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplex (siehe Abschnitte 2.3.3.3 und 2.8.4).
	Adsorption von Doxorubicin an gegen Digoxigenin gerichtete paramagnetische Partikel – Anreicherungszyklen 1 und 2 der Affinitätsmaturierung bzw. bei der Affinitätsmaturierung mit basischer und denaturierender Elution
	Die Adsorption des Zielmoleküls Doxorubicin erfolgte dabei in Form eines Digoxigenin-Konjugats (siehe Abschnitt 2.8.1). Zunächst wurden 50 µl der MagaCell(-Anti-Dig-Partikelsuspension (Europa Bioproducts Ltd., Cambridge, England) entsprechend 100 pmol zugänglicher Digoxigenin-Bindungsstellen dreimal für 2 min unter Rotation bei RT mit je 400 µl PBS gewaschen. Anschließend wurden die unspezifischen Bindungsstellen der Partikel mit 400 µl PBS / T inklusive 2 % (w / v) RNase A (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz; ~ 70 U / mg nach Kunitz; Proteasen nicht nachweisbar) für 1 h unter Rotation bei RT blockiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit jeweils 400 µl PBS / T wurden die Partikel in den ersten beiden Zyklen der Affinitätsmaturierung (siehe Abschnitt 3.7.2) mit einer Endkonzentration von 600 nM Doxorubicin in Form der Doxo-Dig-Konjugate (siehe Abschnitt 2.8.1) in 400 µl PBS inkubiert. Im Falle der Affinitätsmaturierung mit basischer respektive denaturierender Elution (siehe Abschnitt 3.7.2) wurde die Doxorubicinendkonzentration derselben Konjugate von Zyklus 1 mit 150 nM bis Zyklus 4 mit 1,2 nM um jeweils den Faktor 5 gesenkt. Die Immobilisierung des Zielmoleküls erfolgte jeweils für 30 min lichtgeschützt und unter Rühren bei RT. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit jeweils 400 µl PBS / T wurden die Partikel in Gegenwart von 300 µl der Phagemidlösung (zwischen 5,0 x 1011 und 5,0 x 1012 cfu / ml) mit 100 µl PBS / T 0,4 inklusive 8 % (w / v) RNase A (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz; ~ 70 U / mg nach Kunitz; Proteasen nicht nachweisbar) für 30 min lichtgeschützt bei RT rotiert. Dabei wurde der Komplex zwischen bindungsaktiven Phagemiden und dem Zielmolekül Doxorubicin ausgebildet. Nicht-gebundene respektive niedrigaffine oder unspezifisch gebundene Phagemide wurden in acht Waschschritten zu je 2 min mit jeweils 1 ml PBS / T abgetrennt. Bevor die Elution der mit dem Doxorubicin komplexierten Phagemide mittels saurer, basischer oder denaturierender Elution erfolgte (siehe Abschnitt 2.3.3.3), wurden die paramagnetischen Partikel im Zuge des achten Waschschrittes in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, um etwaige unspezifische, gegenüber der Plastikoberfläche des Reaktionsgefäßes bindungsaktive Phagemide abzutrennen.
	2.3.3.2 Anreicherung in Lösung

	(nach Schlehuber, 2001)
	Adsorption von Doxorubicin an gegen Digoxigenin gerichtete paramagnetische Partikel – Anreicherungszyklen 3 und 4 der Affinitätsmaturierung (vgl. Abschnitt 2.3.3.1):
	Die Adsorption des Zielmoleküls Doxorubicin erfolgte dabei in Form eines Digoxigenin-Konjugats (siehe Abschnitt 2.8.1). 50 µl der MagaCell(-Anti-Dig-Partikelsuspension (Europa Bioproducts Ltd., Cambridge, England) wurden zunächst – wie in Abschnitt 2.3.3.1 beschrieben – äquilibriert, gewaschen, blockiert und nochmals gewaschen. Währenddessen wurden 260 µl der Phagemidsuspension in PBS (zwischen 5,0 x 1011 und 5,0 x 1012 cfu / ml) mit 40 µl entsprechender Verdünnungen der 1,5 – 2,5 mM Stammlösung der Dig-Doxo-Konjugate (Doxorubicinkonzentration in Anreicherungszyklus 3 = 120 nM und in 4 = 12 nM) in PBS für 1 h bei RT (lichtgeschützt unter Rotation) inkubiert. Diese Mischung wurde im Anschluss mit 100 µl PBS / T 0,4 inklusive 8 % (w / v) RNase A (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz; ~ 70 U / mg nach Kunitz; Proteasen nicht nachweisbar) versetzt und zur Resuspension der gewaschenen, gesammelten Partikel verwendet. Dann wurden die Phagemid / Doxo-Komplexe über den Digoxigeninrest durch 15 min lichtgeschützte Inkubation unter Rotation bei RT an den Partikeln immobilisiert. Nicht-gebundene respektive niedrigaffine oder unspezifisch gebundene Phagemide wurden in acht Waschschritten zu je 2 min mit jeweils 1 ml PBS / T abgetrennt, bevor dann die Elution an den Liganden Doxorubicin komplexierter Phagemide mittels saurer Elution erfolgte (siehe Abschnitt 2.3.3.3), wurden die paramagnetischen Partikel im Zuge des achten Waschschritts in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, um etwaige unspezifische, gegenüber der Plastikoberfläche des Reaktionsgefäßes bindungsaktive Phagemide abzutrennen.
	2.3.3.3 Übersicht verwendeter Elutionsmethoden

	(nach Kay et al., 1996 und Schlehuber, 2001)
	Saure Elution:
	Inkubation für 15 min mit 900 µl 0,1 M Glycin / HCl pH 2,2 unter Rotation bei RT; anschliessend wurde das Eluat umgehend mit 210 µl 0,5 M Tris  neutralisiert, wobei sich ein pH-Wert von 7,4 einstellte. Die Reinfektion des E. coli-Stamms XL1-Blue erfolgte wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben. 
	Basische Elution:
	Inkubation für 30 min mit 900 µl 0,1 M Triethylamin pH 12,0 unter Rotation bei RT; anschließend wurde das Eluat umgehend mit 250 µl 1 M Tris  neutralisiert, wobei sich ein pH-Wert von 8,0 einstellte. Bei Verwendung paramagnetischer Partikel während der Affinitätsmaturierung wurden diese nach der basischen Elution mit 1,0 ml der Reinfektionskultur von XL1-Blue in 2 YT-Medium bei einer Zelldichte von OD550 = 0,5 resuspendiert und für 30 min bei 37 °C und 200 rpm geschüttelt. Die erhaltene Zellsuspension wurde mit den 3,0 ml XL1-Blue-Zellen, die mit der korrespondierenden Elutionsfraktion reinfiziert worden war, vor Ausplattierung auf den großen LB-Amp-Platten (siehe Abschnitt 2.3.4) vereinigt, so dass eine quantitative Rückgewinnung der Phagemide gewährleistet war.
	Denaturierende Elution:
	Inkubation für 30 min mit 1,0 ml 4 M Harnstoff in PBS unter Rotation bei RT; die Reinfektion von 3,0 ml XL1-Blue-Zellen mit der Elutionsfraktion erfolgte in 2 YT-Medium bei einer Zelldichte von OD550 = 0,5 und wurde bei 37 °C, 200 rpm für 30 min vollzogen. Die Harnstoffendkonzentration betrug während dieses Reinfektionsschrittes 1,0 M, wodurch weder die Infektiosität noch die Überlebensfähigkeit der Zellen beeinträchtigt wurde. Bei Verwendung paramagnetischer Partikel während der Affinitätsmaturierung wurden diese nach der denaturierenden Elution mit 1,0 ml der Reinfektionskultur von XL1-Blue in 2 YT-Medium bei einer Zelldichte von OD550 = 0,5 resuspendiert und für 30 min bei 37 °C und 200 rpm geschüttelt. Die erhaltene Zellsuspension wurde mit den 3,0 ml XL1-Blue-Zellen, die mit der korrespondierenden Elutionsfraktion reinfiziert worden war, vor Ausplattierung auf den großen LB-Amp-Platten (siehe Abschnitt 2.3.4) vereinigt, so dass eine quantitative Rückgewinnung der Phagemide gewährleistet war.
	Kompetitive Elution:
	Die Verdrängung spezifisch mit dem Zielmolekül Doxorubicin komplexierter Phagemide wurde mittels Inkubation mit 900 µl einer 120 µM Lösung bezogen auf das Streptavidintetramer im Komplex mit Doxo-Biotin (siehe Abschnitt 2.8.4) für 30 min bei RT unter Rotation durchgeführt. Diese Elutionsmethode wurde zur Vermeidung des toxischen Effekts des freien niedermolekularen Doxorubicins auf E. coli (siehe Abschnitt 3.5.1.2) gewählt. Die Reinfektion des E. coli-Stamms XL1-Blue erfolgte wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben.
	Reduktive Elution:
	Bei Vorliegen eines Doxorubicin-SS-Biotin-Konjugats (siehe Abschnitt 2.8.1) wurde die Disulfidbrücke durch 15 min Inkubation mit 1,0 ml PBS / T inklusive 50 mM DTT unter Rotation bei RT gespalten. Die Reinfektion des E. coli-Stamms XL1-Blue erfolgte wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben.
	2.3.4 Amplifizierung selektierter Phagemide

	(nach Schlehuber, 2001)
	Das Repertoire derjenigen Phagemide, die bei der Elution während der Affinitätsanreicherung erhalten wurden (siehe Abschnitt 2.3.3) – typischerweise 105 bis 109 cfu – wurde vor dem darauf folgenden Anreicherungszyklus amplifiziert, wobei in der Regel Phagemidlösungen mit einem Titer von etwa 5,0 x 1011 bis 5,0 x 1012 cfu / ml in 0,3 – 1,0 ml PBS erhalten wurden.
	Aus einer stationären Übernachtkultur von E. coli XL1-Blue in 5 ml LB-Medium, die bei 30 °C und 180 rpm inkubiert worden war, wurden 50 ml 2 YT-Medium zu einer resultierenden OD550 zwischen 0,03 und 0,05 angeimpft und bei 37 °C und 180 rpm geschüttelt. Bei OD550 = 0,5 wurden 3 ml der exponentiell wachsenden Kultur mit der Elutionsfraktion infiziert und bei 37 °C und 180 rpm für 30 min inkubiert. Die Zellen wurden sedimentiert (Sigma 4K10, 4420 g, 4 °C, 2 min), in 600 µl 2 YT / Amp-Medium resuspendiert und in Aliquots zu je 200 µl auf Agarplatten (Ø = 14 cm) mit LB / Amp-Medium ausplattiert. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 32 °C für 12 – 14 h. Die Kultivierung auf Platten hatte im Vergleich zu Flüssigkulturen den Vorteil eines geringeren durch Wachstumsvorzüge bedingten Selektionsdrucks (Willats, 2002). Die Zellen der drei großen Elutionsplatten wurden anschließend resuspendiert. Dazu wurden die Zellen vorsichtig mit einem Zellschaber mit jeweils 10 ml 2 YT von der Platte gelöst und in einem sterilen 50 ml Falcon-Röhrchen vereinigt. Die Platten wurden anschließend mit 10 ml 2 YT gespült, wobei die 10 ml der Suspension von einer Platte auf die nächste überführt wurden. Die resultierenden 40 ml der Zellsuspension wurden gründlich homogenisiert und für das Animpfen von 50 ml 2 YT / Amp-Medium zu einer OD550 = 0,08 verwendet. Diese Kultur wurde bei 37 °C, 180 rpm bis zu einer OD550 = 0,5 inkubiert. Die Infektion mit Helferphagen und die weiteren Schritte der Herstellung, Reinigung und Konservierung der Phagemide erfolgten wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben.
	2.3.5 Titerbestimmung von Phagemidlösungen

	(nach Schlehuber, 2001)
	Nach jedem Anreicherungszyklus wurde die Phagemidkonzentration ausgewählter Waschlösungen sowie der Elutionslösung bestimmt, um den Verlauf der Selektion zu beurteilen.
	Hierzu wurden Verdünnungsreihen der Phagemidlösungen in sterilem PBS bis zu einer maximalen Verdünnungsstufe von 10-8, das heißt mit einem typischen Phagemidgehalt von 103 bis 104 cfu / ml hergestellt. 90 µl der exponentiell wachsenden Zellkultur, die auch zur Amplifizierung eluierter Phagemide benutzt wurde (Abschnitt 2.3.4), wurden mit 10 µl der kurz zuvor auf 37 °C temperierten Phagemidverdünnung gemischt und für 30 min bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Zur Kontrolle der verwendeten Bakterienkultur auf Kontaminationen wurde zusätzlich ein Ansatz nur mit PBS hergestellt. Die Zellen wurden anschließend kurz auf Eis gestellt und die gesamte Suspension von 100 µl auf LB / Amp-Agarplatten ausplattiert. Nach Inkubation der Platten über Nacht bei 37 °C wurde der Phagemidtiter durch Auszählen der Klone als cfu / ml bestimmt und um den Verdünnungsfaktor korrigiert. Nach Normalisierung der erhaltenen Phagentiter gegen den Ausgangstiter der eingesetzten Phagemide, dessen Wert auf 1 gesetzt wurde, wurde der Verlauf der Selektion mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) graphisch dargestellt.
	2.4 Kolonie-Filterstapeltest

	(nach Schlehuber, 2001)
	Nach der Affinitätsanreicherung wurde ein Filter Sandwich Colony Screening Assay (Skerra et al., 1991) zur Identifizierung bindungsaktiver BBP-Varianten durchgeführt. Die angereicherten BBP-Varianten wurden dazu als Fusionsproteine mit der Albumin-Bindungsdomäne (ABD) hergestellt. Diese Domäne diente der gerichteten Immobilisierung der Varianten auf einer mit humanem Serum Albumin (HSA) beschichteten Oberfläche (König & Skerra, 1998).
	Das Fusionsgen wurde ausgehend von der gereinigten Plasmid-DNA der angereicherten BBP-Varianten (siehe Abschnitt 2.2.3.1) durch Restriktion der BstXI-Genkassette (siehe Abschnitt 2.2.4.2) und anschließender Subklonierung (siehe Abschnitte 2.2.4.3, 2.2.5.1 und 2.2.6.3) auf das analog verdaute Rückgrat der Vektoren pBBP22 oder pBBP61 (siehe Abschnitt 2.1.1 bzw. Abbildung 5) hergestellt. Der Vektor pBBP61 trägt zur Verbesserung der Löslichkeit des Fusionsproteins zwischen dem Strukturgen des BBP und der AB-Domäne den natürlichen Linker des Protein G. Der Ligierungsansatz wurde entweder zur Transformation ultra-kompetenter und chemisch-kompetenter (siehe Abschnitt 2.2.2.2 und 2.2.2.3) oder elektro-kompetenter (siehe Abschnitt 2.2.2.4) E. coli TG1-F– Zellen verwendet.
	Die Transformanden wurden anschließend auf die Produktion von BBP-Varianten mit Bindungsaktivität für das Zielmolekül Doxorubicin durchmustert. Dazu wurde auf eine LB / Amp-Agarplatte eine hydrophile PVDF-Membran (Millipore, Typ GVWP oder GVPP, Porendurchmesser 0,22 µm) aufgelegt. Zur Herstellung von Primärmembranen wurden 100 – 200 µl der Zellsuspension des Transformationsansatzes gleichmäßig ausplattiert. Auf die Sekundärmembran wurden die positiven Kolonien des Primärfilters als Doppelproben aufgetragen. Die Primärplatten wurden für 7,5 h und die Sekundärplatten für 5 – 6 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, bis die Kolonien auf einen Durchmesser von etwa 0,5 – 1,0 mm angewachsen waren.
	In der Zwischenzeit wurde eine hydrophobe Membran (Millipore, Immobilon(-P, Porendurchmesser 0,45 µm) nach Angaben des Herstellers mit PBS angefeuchtet, das heißt nacheinander für je 5 min in 20 ml Methanol, Wasser und PBS geschwenkt. Anschließend wurde sie für 4 h bei RT in 12,5 ml einer Lösung von 10 mg / ml HSA in PBS geschwenkt. Verbliebene Bindungsstellen auf der Membran wurden durch Inkubation mit dem gleichen Volumen 3 % (w / v) BSA, 0,5 % (v / v) Tween 20 in PBS für 2 h bei RT abgesättigt. Die Membran wurde zweimal für jeweils 10 min mit 20 ml PBS gewaschen und danach für 10 min in 10 ml LB / Amp-Medium, dem 200 µg / L Anhydrotetrazyklin (Stammlösung 2 mg / ml in DMF) zugesetzt worden war, geschwenkt. Anschließend wurde sie auf eine LB / Amp-Agarplatte, die zusätzlich 200 µg / L Anhydrotetrazyklin enthielt, gelegt.
	Die vorbereitete, mit den Kolonien bewachsene, hydrophile Membran wurde deckungsgleich auf die hydrophobe Membran aufgelegt. Die Kulturplatten mit den beiden Primärmembranen wurden bei 22 °C für 12 h inkubiert. Demgegenüber lag die Inkubationszeit der sekundären Membranen bei 9 – 10 h. Während dieser Phase wurden die jeweiligen BBP-Varianten als Fusionsproteine von den Kolonien sekretiert und durch die Komplexbildung zwischen der Albumin-Bindungsdomäne und dem HSA auf der unteren Membran immobilisiert.
	Danach wurde die obere Membran mit den Kolonien auf eine frische LB / Amp-Agarplatte transferiert und bei 4 °C aufbewahrt. Die hydrophobe Membran wurde abgenommen, dreimal für jeweils 10 min mit 20 ml PBS / T gewaschen und anschließend lichtgeschützt für 1 h mit 10 ml einer Doxorubicin-Konjugat-Lösung inkubiert. Die Primärfilter wurden mit dem identischen monovalenten Konjugat des Doxorubicins entsprechend der Konjugateverwendung während der Phage Display-Anreicherung der BBP-Varianten inkubiert. Das bedeutet, dass für die Primärfilter der Anreicherung aus der nativen BBP-Zufallsbibliothek (siehe Abschnitt 3.5.2) ein Doxo-Biotin-Konjugat (siehe Abschnitt 2.8.1) mit einer Endkonzentration von 1,0 µM verwendet wurde. Zugehörige sekundäre Positivfilter wurden in Gegenwart von 0,1 – 1,0 µM Doxo-Biotin geschüttelt. Als Negativkontrolle diente in diesen Fällen ein identisch hergestellter Filter, der nicht mit dem Konjugat des Zielmoleküls inkubiert jedoch derselben chromogenen Nachweisreaktion (siehe unten) unterzogen wurde. Um die spezifische Komplexierung des Zielmoleküls in der Bindungstasche der Varianten zu überprüfen, wurden identische sekundäre Filter mit 0,1 µM Doxo-Biotin und zusätzlich einem tausendfachen Überschuss entsprechend 0,1 mM ANS als kompetitivem Liganden inkubiert (siehe Abschnitt 3.5.3).
	Die Komplexbildung zwischen immobilisierter BBP-Variante und Zielmolekül-Konjugat wurde mittels einer chromogenen Nachweisreaktion (Stuyver et al., 2003) geführt. Dazu wurden die Membran nach zweimaligem Waschen für 5 min in 20 ml PBS / T zunächst 1 h mit 10 ml ExtrAvidin®-Alkalische Phosphatase-Konjugat (1 / 10 000 in PBS / T verdünnt) oder Anti-Digoxigenin-Fab-Alkalische Phosphatase-Konjugat (1 / 2 000 in PBS / T verdünnt) inkubiert. Anschließend wurde für jeweils 5 min mit 20 ml PBS / T und zweimal mit 20 ml PBS gewaschen und schließlich kurz in AP-Puffer geschwenkt. Die Anfärbung erfolgte durch Inkubation der Membran mit 10 ml AP-Puffer inklusive 30 µl 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat, p-Toluidin-Salz (BCIP; 50 mg / ml in DMF) und 5 µl Nitro Blue Tetrazolium (NBT; 75 mg / ml in 70 % (v / v) DMF) bis an den Positionen bindungsaktiver Kolonien deutliche Farbsignale zu erkennen waren. Auf diese Weise wurde die Bindungsaktivität, der von diesen Kolonien produzierten BBP-Varianten für das Zielmolekül nachgewiesen.
	Kolonien der Primärfilter, die starke Farbsignale zeigten, wurden ausgewählt und von der Primärmembran doppelt auf eine Elternplatte übertragen. Diese wurde zunächst 12 h bei 37 °C inkubiert und dann bei 4 °C gelagert wurde. Die Elternplatte diente als Ausgangspunkt für die Erstellung der Sekundärfilter.
	2.5 Rekombinante Herstellung von BBP-Varianten in E. coli
	2.5.1 2 L-Maßstab


	(nach Schlehuber, 2001)
	Zur Produktion rekombinanter BBP-Varianten in E. coli wurde das Expressionsplasmid pBBP21 (Abbildung 28) verwendet. 50 ml LB / Amp-Medium wurden mit einer entsprechend transformierten Kolonie der E. coli-Stämme JM83 oder TG1-F– (siehe Abschnitt 2.1.1), die zur Herstellung löslicher BBP-Varianten mit internen Amber-Stoppkodons geeignet waren, angeimpft und bei 30 °C und 200 rpm über Nacht im Schüttelinkubator kultiviert. Danach wurden 2 L LB / Amp-Medium im Verhältnis 1 / 50 mit der stationären Übernachtkultur angeimpft. Nach Erreichen einer Zelldichte von OD550 = 0,5 durch Inkubation der Kultur bei 22 °C und 180 rpm wurde die Biosynthese der rekombinanten Proteine durch Zugabe von Anhydrotetrazyklin (Stammlösung 2 mg / ml in DMF) mit einer Endkonzentration von 200 µg / L induziert und in Abhängigkeit des herzustellenden Proteins für weitere 2,5 – 3 h inkubiert.
	Die Zellen wurden durch Zentrifugieren (SLA-3000, 4200 g, 4 °C, 15 min) geerntet. Anschließend wurde das Medium vollständig dekantiert und das Zellsediment in insgesamt 1 / 100 des Kulturvolumens (20 ml) eiskaltem Periplasma-Aufschlusspuffer (100 mM Tris / HCl pH 8,0, 500 mM Saccharose, 1 mM EDTA) resuspendiert. Die gelösten Zellen wurden in einem 50 ml Falcon-Röhrchen vereinigt und für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Sphäroplasten in zwei aufeinander folgenden Zentrifugationsschritten abgetrennt (Sigma 4K10, 4420 g, 4 °C, 20 min sowie SS-34, 27200 g, 4 °C, 15 min). Der erhaltene periplasmatische Extrakt wurde sterilfiltriert (Porendurchmesser 0,45 µm) und über Nacht gegen 2 L SA-Chromatographie-Puffer (siehe Abschnitt 2.6.1.1) dialysiert.
	Zur späteren SDS-PAGE-Analyse (siehe Abschnitt 2.6.2) der Proteinpräparation wurden Proben des Gesamtzellaufschlusses bereitgestellt. Dazu wurde 1 ml der Kultur vor Beginn der Proteinbiosynthese der rekombinanten Proteine und am Ende der Synthese entnommen, zentrifugiert (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, 4 °C, 2 min) und der Überstand abgezogen. Das erhaltene Zellsediment wurden in 80 µl Benzonase-Lösung (12,5 U / ml in Benzonase-Puffer) resuspendiert und mit 20 µl 5-fach Auftragungspuffer (reduzierend) für die SDS-PAGE gemischt. Nach Inkubation für 1 h auf Eis und nachfolgender Hitzebehandlung im Thermoblock (5 min, 95 °C) wurde das Gesamtzellprotein bei – 20 °C eingefroren oder direkt für die SDS-PAGE verwendet.
	2.5.2 Laborfermenter

	(nach Schlapschy, 2004 und Breustedt, 2008)
	Für die physikochemische / biophysikalische Charakterisierung der BBP-Varianten (siehe Abschnitt 2.7) wurden teilweise größere Mengen der rekombinanten Proteine benötigt und nach einem von Schiweck & Skerra (1995) etablierten diskontinuierlichen Fermentationsverfahren in E. coli produziert.
	Die Bakterienzellen wurden dazu in einem 10 L Fermenter in 8 L synthetischem Mineralsalzmedium kultiviert, dem bei Bedarf Ammoniak als Stickstoff- und Glukose als Kohlenstoffquelle zugeführt wurde. Durch Kontroll- und Regeleinheiten für die Temperatur, den pH-Wert (über die Ammoniaklösung) und den Sauerstoffpartialdruck wurden homöostatische Bedingungen über den gesamten Verlauf der Fermentation gewährleistet. 
	Für die Expression wurden die E coli-K12-Stämme JM83proΔskp, MC4100Δskp und W3110 (siehe Abschnitt 2.1.1) mit dem Expressionsplasmid pBBP21 bzw. dessen BBP-Varianten kodierenden Plasmidderivaten transformiert (siehe Abschnitt 2.2.2). In einigen Fällen wurden die Zellen zusätzlich mit einem zweiten Plasmid pTUM4 (Schlapschy et al., 2006) kotransformiert. Dieses Plasmid kodierte für die Faltungshelferproteine DsbA, DsbC, FkpA und SurA und verbesserte durch erhöhte, zelluläre Löslichkeit der rekombinanten Proteine die Überlebensfähigkeit der Wirtszellen während der Proteinbiosynthese der Fremdproteine. Da die Selektion auf das Plasmid pTUM4 durch Chloramphenicol-Resistenz vermittelt war, wurde in diesem Fall das entsprechende Kulturmedium zusätzlich mit 30 mg / L dieses Antibiotikums versetzt.
	Als Initialkultur wurden 2 ml LB-Selektivmedium mit einer frisch transformierten Einzelkolonie angeimpft und für 10 – 12 h bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Die Anzucht der Vorkultur erfolgte in 360 ml Mineralsalzlösung, der 40 ml 20 % (w / v) Glukose, 4,0 ml 1 M MgSO4, jeweils 400 µl Antibiotika-Stammlösung (Ampicillin-Stammlösung 100 mg / ml; Chloramphenicol-Stammlösung 30 mg / ml in 70 % EtOH) und 400 µl Thiamin-Hydrochlorid-Stammlösung zugesetzt worden waren. Die Vorkultur wurde im Verhältnis 1 / 1000 mit der Initialkultur angeimpft und für etwa 26 h bei 30 °C und 200 rpm inkubiert. 
	Die Zelldichte der stationären Vorkultur betrug typischerweise OD550 = 1,5 – 2,0. Die optische Dichte wurde mittels einer entnommenen Probe bestimmt, die entsprechend mit der Mineralsalzlösung verdünnt wurde. Der 10 L Fermenter wurde mit 7 L Mineralsalzlösung befüllt, sterilisiert und auf der Magnetrühreinheit fixiert. Vor dem Animpfen wurde auf 30 °C temperiert und über einen Trichter folgende sterile Lösungen zugegeben: 800 ml 20 % (w / v) Glukose, 80 ml 1 M MgSO4, je 8,0 ml entsprechende Antibiotika- und Thiamin-Hydrochlorid-Stammlösung, je 4,0 ml FeCl3- und Zn(OAc)2-Lösung, 10 ml Spurenelement-Lösung und 200 µl 30 %-ige Antifoam A-Fertiglösung. Die Belüftung fand zu Beginn mit Druckluft statt, woraufhin dem im begasten Medium herrschenden Sauerstoffpartialdruck der relative Wert "100 %" zugewiesen wurde. Während der Fermentation wurde der Sauerstoffpartialdruck auf einem Wert  30 % des ursprünglichen Sättigungsdrucks durch gesteuerte Begasung mit Druckluft bzw. später reinem Sauerstoff gehalten. Gleichzeitig wurde der pH-Wert durch Titration mit 12,5 % (w / v) Ammoniak bei pH 7,0 konstant gehalten. Die Rührgeschwindigkeit betrug 470 rpm (entsprechend 40 % der Maximalleistung des Gerätes). Das Medium wurde mit der gesamten stationären Vorkultur angeimpft und für 2 h bei 30 °C inkubiert. Dann wurde die Temperatur auf 25 °C erniedrigt und erneut 600 µl Antifoam A-Fertiglösung zugegeben. Die Bakterienkultur konnte nun bis zum Erreichen einer Zelldichte von OD550 ≈ 5,0 am nächsten Morgen, maximal jedoch für acht Stunden unbeaufsichtigt gelassen werden. Um die Bakterienkultur während der exponentiellen Wachstumsphase ausreichend mit Kohlenstoff zu versorgen, wurde 50 % (w / v) Glukose nach folgendem Protokoll zudosiert: 
	Ab einer Zelldichte von OD550 = 7,5 Zugabe von 28 ml / h= 12,5 Zugabe von 40 ml / h= 18,5 Zugabe von 60 ml / h= 22,5 Zugabe von 80 ml / h
	Des Weiteren wurden der Kultur bei OD550 = 13 nochmals je 4,0 ml FeCl3- und Zn(OAc)2- Stammlösung sowie 10 ml der Spurenelement-Lösung zugesetzt. Die Genexpression wurde bei einer Zelldichte von OD550 = 20 durch Zugabe von 0,5 mg aTc / L Kultur (Stammlösung 5 mg / ml in DMF) induziert, die Kultivierung für weitere 1,75 – 2,5 h fortgesetzt und die Zellen dann zügig durch Zentrifugieren (Sorvall RC 3B plus-Zentrifuge, H-6000 A-Rotor, 7300 x g, 4 °C, 20 min) in 4 °C kühlen Zentrifugenbechern geerntet.
	Die sedimentierten Zellen wurden mittels eines Spatels vorsichtig abgeschabt und in ein eiskaltes 1000 ml-Becherglas überführt und in gekühltem Periplasma-Aufschlusspuffer (siehe Abschnitt 2.5.1) für 10 min auf einem Magnetrührer (300 rpm) resuspendiert. Das eingesetzte Puffervolumen betrug 2,0 ml L-1 OD-1 der Kultur. Um einen quantitativen Periplasma-Aufschluss zu gewährleisten wurde die Zellsuspension anschließend auf 15 mM EDTA (0,5 M EDTA-Stammlösung pH 8,0) und 250 µg / ml Lysozym (Stammlösung 20 mg / ml in Aufschlusspuffer, frisch angesetzt) eingestellt und für 20 min auf Eis gerührt. Der periplasmatische Proteinextrakt wurde in einem ersten Zentrifugationsschritt (SLA-1500 Rotor, 20000 x g, 4 °C, 20 min) von den Sphäroplasten grob getrennt und in einem nachfolgenden zweiten (40 min, unter sonst gleichen Bedingungen) von Zellresten geklärt. Anschließend wurde der periplasmatische Proteinextrakt gegen SA-Puffer dialysiert (dreimal gegen 10 L). Ausgefallene Komponenten wurden durch Zentrifugieren (SLA-1500-Rotor, 20000 x g, 4 °C, 30 min) und anschließendes Filtrieren (Porendurchmesser 0,45 µm) abgetrennt. Die erhaltene Proteinlösung wurde entweder sofort affinitätschromatographisch (siehe Abschnitt 2.6.1.1) gereinigt oder portioniert bei – 20 °C gelagert.
	2.6 Proteinchemische Methoden
	2.6.1 Chromatographische Verfahren
	2.6.1.1 Streptavidin-Affinitätschromatographie



	(nach Schlehuber, 2001)
	Die in dieser Arbeit beschriebenen, eigenständig produzierten Proteine lagen allesamt als Fusionsproteine mit dem Strep-tag II Affinitätsanhängsel (Skerra & Schmidt, 2000) vor und wurden daher mittels Streptavidin-Affinitätschromatographie aus der periplasmatischen Zellfraktion von E. coli (siehe Abschnitt 2.5) gereinigt. Dazu wurde die extrahierte Periplasmafraktion einer 2 L-Schüttelkultur über Nacht bei 4 °C gegen das hundertfache Volumen SA-Puffer dialysiert; demgegenüber wurde bei den Fermentationen dreimal gegen das zehnfache Volumen an SA-Puffer umgepuffert. Danach wurden die Proteinlösungen zur Entfernung von Proteinaggregaten filtriert (Porendurchmesser 0,45 µM). Es wurden abhängig von der erwarteten Menge an rekombinantem Protein Streptavidin-Sepharose-Säulen mit kovalent immobilisierter Streptavidin-Mutante Nr. 1, dem so genanten Strep-Tactin (Voss & Skerra, 1997), entsprechend einer Beladung an Streptavidin von 5 mg / ml mit Bettvolumina von 2 ml, 4 ml, 8 ml oder 16 ml bei Flussraten von 10 SV / h betrieben. Zunächst wurden die Säulen mit SA-Puffer bis zum Erreichen einer konstanten Basislinie, die anhand der Absorption bei 280 nm bestimmt wurde, äquilibriert. Nach dem Auftragen der Periplasmafraktion auf die Säule wurde diese mit SA-Puffer gespült, bis die Absorption des Eluats annähernd den Ausgangswert erreicht hatte. Das über das Strep-tag II gebundene rekombinante Protein wurde anschließend mit einer 2,5 mM Lösung von D-Desthiobiotin in SA-Puffer kompetitiv eluiert. Zur Regenerierung wurde das D-Desthiobiotin durch Spülen mit 5 mM HABA in SA-Puffer verdrängt, bis das Säulenmaterial eine intensive Orangefärbung aufwies. Das gebundene HABA wurde schließlich durch Waschen mit SA-Puffer bis zur vollständigen Entfärbung der Säule und Einstellung der Basislinie entfernt. Fraktionen, die das gereinigte Protein enthielten, wurden durch SDS-PAGE ermittelt, vereinigt und bei 4 °C gelagert.
	2.6.1.2 Größenausschluss-Chromatographie

	(nach Schlehuber, 2001)
	Die Größenausschluss-Chromatographie (Gelfiltration) ermöglicht die Trennung von Proteinen aufgrund ihrer unterschiedlichen molaren Masse und Form. In der vorliegenden Arbeit wurde das Verfahren im analytischen Maßstab zur Untersuchung der Integrität und des monomeren Charakters des rekombinant hergestellten Wt-BBP und seiner Varianten verwendet (siehe Abschnitt 3.6.2 und 3.6.3). Ferner wurde das Verfahren präparativ als "Polishing"-Schritt zur Abtrennung von Aggregatanteilen und zur Feinreinigung des Wt-Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplexes (siehe Abschnitt 3.4.2), des AGP und des Wt-BBP sowie der im Zuge dieser Arbeit selektierten BBP-Varianten genutzt.
	Alle verwendeten Chromatographie-Puffer wurden vor Verwendung sterilfiltriert (Porendurchmesser 0,45 µM) und durch Anlegen eines Vakuums für 30 min unter Rühren entgast. Für die analytischen Läufe wurde eine Superdex(75 HR 10 / 30-Säule mit einem Bettvolumen von 24 ml und einen Auflösungsbereich von 3 – 75 kDa verwendet. Die Säule wurde an einem Äkta(Purifier-HPLC-System mit einer konstanten Flussrate von 0,5 ml / min bei einem maximalen Druck von 1,8 MPa betrieben. Zunächst wurde die Säule mit 2 SV des Chromatographiepuffers (in der Regel PBS / E) äquilibriert, bevor die Probe durch Injektion mittels einer Probenschleife von 200 µl oder 500 µl auf die Säule aufgetragen wurde. Die Elution erfolgte mit 1 SV des Chromatographiepuffers, wobei die gewünschten, das Protein enthaltenden Eluatfraktionen mittels eines Fraktionskollektors zu je 0,1 – 1,0 ml gesammelt wurden. 
	Die präparative Reinigung des Wt-BBP und seiner Varianten wurde – sofern nicht wie bei kleineren Ansätzen im analytischen Maßstab wie oben beschrieben vorgegangen wurde – an einer Superdex(75 HiLoad 16 / 60 Prep Grade-Säule durchgeführt. Diese besitzt ein Bettvolumen von 120 ml bei einem Auflösungsbereich von 3 – 75 kDa. Vor der Trennung der Proteine wurde die Säule mit einer Flussrate von 1 ml / min bei einem maximalen Druck von 0,3 MPa mit 2 SV des Chromatographiepuffers (in der Regel PBS / E) an einer Äkta(Explorer äquilibriert. Die Proteinlösung wurde mittels einer 2 ml Probenschleife auf die Säule appliziert und mit 1 Säulenvolumen des Chromatographiepuffers eluiert, wobei mit einem Kollektor Fraktionen von jeweils 1,0 – 2,0 ml aufgefangen wurden.
	Die Reinigung des Wt-Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplexes zum Zweck der kompetitiven Elution während des Phage Display (siehe Abschnitt 3.4.2) wurde mit einer präparativen HiPrep(16 / 60 Sephacryl S-300 HR-Säule an einem Äkta(Explorer-HPLC-System durchgeführt. Die Säule besitzt ein Bettvolumen von 120 ml bei einem Trennungsbereich von 10 – 150 kDa. Vor der Trennung der Proteine wurde die Säule mit einer Flussrate von 1 ml / min bei einem maximalen Druck von 0,3 MPa mit 2 SV PBS pH 7,4 äquilibriert. Die Proteinlösung wurde mittels einer 5 ml Probenschleife auf die Säule aufgetragen und der Komplex anschließend mit 1,5 SV des Chromatographiepuffers eluiert, wobei mit einem Kollektor Fraktionen von jeweils 2,0 ml aufgefangen wurden. Die Säule wurde in diesem Fall mit Alufolie umwickelt, um eine mögliche lichtinduzierte Degradation des Doxorubicins durch die lange Expositionszeit zu verhindern!
	Alle Säulen wurden mit Proteinen bekannter Molekularmasse kalibriert, um die erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren. Der Verlauf der Chromatographie und die Retentionszeiten bzw. Retentionsvolumina wurden anhand der Absorption des Eluats bei 280 nm beobachtet. Anschließend wurde die Reinheit bzw. der Proteingehalt ausgewählter, gesammelter Fraktionen mittels SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.6.2) bzw. Absorptionsmessung (siehe Abschnitt 2.6.3) analysiert.
	Die Säulen wurden durch Spülen mit 1 SV 0,5 M NaOH regeneriert und anschließend mit mindestens 2 SV bidestilliertem Wasser bis zum Erreichen eines neutralen pH-Werts gespült. Daraufhin wurde die Säule entweder für einen neuerlichen Lauf äquilibriert oder in 1 SV 20 % Ethanol überführt und bei RT gelagert.
	2.6.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

	(nach Schlehuber, 2001)
	Die Untersuchung der Homogenität und Integrität gereinigter Proteinlösungen (siehe Abschnitt 2.6.1) wurde unter denaturierenden Bedingungen mittels diskontinuierlicher Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese SDS-PAGE (Laemmli, 1970) mit dem Puffersystem von Fling & Gregerson (1986) durchgeführt. Durch Anlagerung der aliphatischen SDS-Moleküle an das Peptidrückgrat des Proteins erhält das Biomakromolekül eine negative Nettoladung. Bedingt durch den Molekularsiebeffekt des Polyacrylamid-Gels verhält sich die elektrophoretische Mobilität des Proteins annähernd umgekehrt proportional zum Logarithmus seiner Molmasse. Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die getrennten Proteine durch Anfärben mit Coomassie-Brillantblau R250 sichtbar gemacht. 
	Die Gele wurden in ein sorgfältig gesäubertes, über einen Abstandshalter getrenntes Paar Glasplatten (10 x 8 cm) gegossen. Dazu wurden die Platten übereinander gelegt, mit einer Silikondichtung versehen und mit Metallklammern befestigt. Die so entstandene Gelkammer wurde anschließend mit 4,5 ml des Trenngelgemisches mit einem Polyacrylamidgehalt von 15 % zügig befüllt. Diese Gelmischung bestand aus 5,0 ml 30 % (w / v) Acrylamid / Bisacrylamid-Stammlösung, 2,5 ml 4-fach Lower Tris, 2,5 ml Wasser und 2,5 µl TEMED. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 50 µl einer 10 % (w / v) Lösung des Radikalstarters APS initiiert. Anschließend wurde das Gel mit 1,0 – 2,0 ml Isopropanol überschichtet. Diese Schutzschicht wurde nach etwa 45 min vom entstandenen Polymer abgegossen. Das Sammelgel setzte sich aus 1,0 ml 30 % (w / v) Acrylamid / Bisacrylamid-Stammlösung, 1,5 ml 4-fach Upper Tris, 3,5 ml Wasser und 3,0 µl TEMED zusammen. Durch Zugabe von 36 µl 10 % (w / v) APS-Lösung wurde die Polymerisation gestartet und die Sammelgellösung auf das Trenngel pipettiert. Dann wurde der Taschenformer luftblasenfrei eingesetzt. Nach Erstarren wurde das Gel in eine vertikale Elektrophoreseapparatur, deren Pufferreservoirs mit Laufpuffer gefüllt wurden, eingespannt. Die Proteinproben wurden in einem Volumen von 20 µl angesetzt, mit 5 µl 5-fach Auftragungspuffer (reduzierend oder nicht-reduzierend) versetzt und für 5 min bei 95 °C im Thermoblock denaturiert. Die Proben wurden nach Herausziehen des Taschenformers und Spülen der Taschen mit Puffer zu jeweils 20 µl aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer maximalen Spannung von 120 V und einer maximalen Stromstärke von 30 mA für eine Dauer von 160 min oder bis zum Austreten des Bromphenolblau-Markers aus dem Trenngel vollzogen. Das Gel wurde anschließend aus den Glasplatten gelöst und nach Abtrennung des Sammelgels angefärbt. Dafür wurde das Gel komplett mit Coomassie-Brillantblau R250-Färbelösung bedeckt und für 20 min geschwenkt. Dann wurde das Gel mit Entfärbelösung bis zum Verblassen des Hintergrunds inkubiert. Die Entfärbelösung wurde dabei einige Male erneuert. Die Lagerung des Gels erfolgte in Aufbewahrungslösung bei 4 °C. Zur dauerhaften Lagerung wurden die Proteingele auf Whatman-Papier 3MM im Geltrockner bei 80 °C für 1 h unter Vakuum getrocknet. Um sie zu dokumentieren, wurden die Gele entweder fotografiert oder gescannt.
	2.6.3 Western-Blotting

	(nach Schlehuber, 2001)
	Für den immunochemischen Nachweis eines bestimmten Proteins in einem Proteingemisch wurde die Methode des Western-Blotting angewandt. Das mittels SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.6.2) getrennte Proteingemisch wurde durch Elektrotransfer auf eine hydrophobe Membran übertragen und das gesuchte Protein in einem nachfolgenden immunochemischen Nachweisverfahren selektiv angefärbt.
	Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das erhaltene Trenngel für 20 min in Transferpuffer (20 % (v / v) Methanol in 1-fach SDS-Laufpuffer) eingelegt. Der Elektrotransfer erfolgte auf eine Nitrozellulose- oder Immobilon(-P-Membran. Für den Elektrotransfer wurden 8 Blatt Whatman-Filterpapier 3MM und die zu verwendende Membran entsprechend der Größe des Trenngels passend zurechtgeschnitten und in Transferpuffer getränkt. Die Immobilon(-P-Membran wurde dafür nach Herstellerangaben (Millipore, Eschborn) vorbereitet. Anschließend wurden 4 dieser Filterpapiere luftblasenfrei übereinander auf die Edelstahl-Kathode der Elektroblotapparatur gelegt. Darauf wurde das Trenngel, die mit Transferpuffer benetzte Membran sowie weitere 4 Blatt Filterpapier gestapelt. Nach Aufsetzen der Graphit-Anodenplatte wurde der Elektrotransfer für 1 h bei einer konstanten Stromstärke von 50 mA (~ 1 mA / cm2) vollzogen. Die Membran wurde anschließend dreimal für jeweils 15 min in 20 ml PBS / T geschwenkt.
	Der immunochemische Nachweis des Wt-BBP bzw. seiner angereicherten Varianten erfolgte über das C-terminale Strep-tag II Affinitätsanhängsel der rekombinant hergestellten Proteine mit einem Alkalische Phosphatase-Konjugat der Streptavidinmutante Strep-Tactin (Voss & Skerra, 1997). Dazu wurde die Membran 1 h mit 10 ml Strep-Tactin-Alkalische Phosphatase-Konjugat (1 / 1000 in PBS / T verdünnt) inkubiert. Die Membran wurde danach dreimal für jeweils 5 min mit 20 ml PBS / T und einmal mit AP-Puffer gewaschen. Für die anschließende chromogene Nachweisreaktion (Stuyver et al., 2003) wurde die Membran in 20 ml AP-Puffer, mit 60 µl 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat, p-Toluidin-Salz (BCIP, 50 mg / ml in DMF) und 10 µl Nitro Blue Tetrazolium (NBT, 75 mg / ml in 70 % (v / v) DMF) inkubiert (siehe Abschnitt 2.4), bis die Proteinbanden deutlich sichtbar waren. Nach Erreichen der gewünschten Farbintensität wurde die Reaktion durch mehrmaliges Waschen mit bidestilliertem Wasser gestoppt und die Membran zwischen zwei Filterpapieren getrocknet.
	2.6.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

	(nach Schlehuber, 2001 und Schlapschy, 2004)
	Die Konzentration c von Proteinlösungen wurde durch Messung der Absorption bei 280 nm (A280) in einer Quarzküvette der Schichtdicke d (1 cm) und unter Korrektur der Eigenabsorption des verwendeten Puffers mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes berechnet:
	 (1)
	Der Extinktionskoeffizient ε des jeweiligen Proteins wurde – sofern nicht direkt aus Literaturquellen entnommen – nach der Methode von Edelhoch (1967) mittels des auf dem ExPASy-Server (siehe Abschnitt 2.9) frei zugänglichen Computerprogramms ProtParam (Wilkins et al., 1999) ermittelt (Tabelle 2). Dabei werden die Absorptionsbeiträge der Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin und Cystein für eine vollständig entfaltete Polypeptidkette (Gill & von Hippel, 1989) addiert. Bei der Berechnung wurde berücksichtigt, ob es sich um freie oder verbrückte Cysteinreste handelte. Ferner wurden für die Trp- und Tyr-Aminosäuren die von Pace (1995) ermittelten Extinktionskoeffizienten zugrunde gelegt.
	Tabelle 2: Molare Extinktionskoeffizienten (280 nm) der in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Proteine
	Protein
	(280 [M-1cm-1]
	Wt-BBP-Strep-tag II
	54 150
	F1K18-Strep-tag II
	53 860
	F1K27-Strep-tag II
	55 350
	FluA-Strep-tag II
	59 755
	DigA16-Strep-tag II
	53 580
	AGP-Strep-tag II
	36 960
	NGAL-Strep-tag II
	29 930
	RBP-Strep-tag II
	38 870
	Tlc-Strep-tag II
	17 960
	Core Streptavidin (pro UE)
	35 600
	2.6.5 Konzentrierung von Proteinen

	(nach Schlapschy, 2004)
	Die verschiedenen physikochemischen / biophysikalischen Experimente (siehe Abschnitt 2.7) benötigten zum Teil konzentrierte Proteinlösungen. Dazu wurde die gereinigte Proteinlösung (siehe Abschnitt 2.6.1) zunächst dreimal gegen den gewünschten Puffer dialysiert. Anschliessend wurde das Volumen der Proteinlösung unter Verwendung einer Amicon®-Konzentriereinheit mit einer Ausschlussgröße von 10 kDa durch Zentrifugieren (Sigma 4K10, 4 °C, 3000 g) entsprechend eingeengt. Etwaige Proteinaggregate wurde durch Zentrifugieren (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, 4 °C, 1 min) der Proteinlösung durch eine Spin-X Filtrationseinheit (Porendurchmesser 0,45 µM) entfernt. Die Konzentration einer genügend verdünnten Probe der Lösung wurde schließlich durch Messung der Absorption bei 280 nm bestimmt, und die Proteinlösung bei 4 °C gelagert. Das Permeat wurde in der Regel mittels Absorptionsmessung und Anwendung von Gleichung (1) auf Proteindurchbruch kontrolliert.
	2.7 Physikochemische / biophysikalische Methoden
	2.7.1 Gleichgewichtsdialyse


	Diese Methode beruht auf der Einstellung des Konzentrationsgleichgewichts des untersuchten Analyten – in diesem Fall des Haptenliganden Doxorubicin – zwischen zwei voneinander durch eine semipermeable Membran getrennten Kompartimenten. In der sogenannten Proteinkammer befand sich das den Liganden komplexierende Biomakromolekül, dessen Größe oberhalb der gewählten molekularen Ausschlussgröße der Dialysemembran war und somit nicht auf die Pufferkammerseite diffundieren konnte. Um während der Einstellung des Gleichgewichts eine Änderung des Volumens bedingt durch Osmose zu verhindern (Lima et al., 1983), wurden beide Kammern mit der analogen Konzentration der Ligandenlösung befüllt. Nach Komplexierung des Liganden durch das Protein und Einstellung des Gleichgewichts war die Konzentration des ungebundenen Haptens auf beiden Kammerseiten identisch. Die Konzentration des spektroskopisch aktiven Liganden wurde anschließend auf der Seite der Proteinkammer (gebundener und ungebundener Ligand) und der zugehörigen Pufferkammer (unkomplexiertes Hapten) durch Absorptionsmessung bestimmt. Aus der Differenz der gemessenen Konzentrationen der beiden Kammerseiten einer Mikrodialyseeinheit wurde die Konzentration des komplexierten Liganden errechnet. Mittels der erhaltenen Wertepaare unterschiedlicher Ligandenausgangskonzentration wurde die Bindungskonstante des Proteins für Doxorubicin durch nicht-lineare Regression ermittelt. Die lineare Auftragung nach Scatchard (1949a) legte überdies die Anzahl der Bindungsstellen des Proteins für den Liganden offen. Die Gleichgewichtsdialyse wurde angewandt, um die Affinität des in E. coli exprimierten und über SA-Chromatographie gereinigten AGP (siehe Abschnitt 2.5.1 und 2.6.1.1) für Doxorubicin zu bestimmen (siehe Abschnitt 3.2.2).
	Die DispoEquilibrium Dialyzer(-Einheiten (Harvard Apparatus GmbH; March-Hugstetten) mit einem Füllvolumen von 25 – 75 µl pro Kammer und einer molekularen Ausschlussgröße der Zellulosemembran von 10 kDa wurden auf Seite der Proteinkammer zunächst mit jeweils 100 µM an löslichem, monomeren AGP in PBS / E pH 7,4 (sterilfiltriert; Porendurchmesser 0,45 µm) und variierenden Doxorubicinkonzentrationen (Stammlösung 2 mg / ml in H2O) im Bereich von 5 – 200 µM in einem Gesamtvolumen von 75 µl versehen. Die korrespondierenden Pufferkammern wurden jeweils mit der analogen Konzentration der Ligandenlösung in demselben Gesamtvolumen befüllt. Die Gleichgewichtseinstellung erfolgte lichtgeschützt bei 25 °C im Wasserbad für 24 h. Danach wurden die Proben durch Zentrifugieren (Eppendorf 5415 C, 20 x g, RT, 5 s) in ein 500 µl Reaktionsgefäß überführt und jeweils die Konzentration des Doxorubicins auf der Proteinseite und der korrespondieren Pufferkammerseite durch Absorptionsmessung bestimmt. Dazu wurden jeweils 50 µl Probenlösung mit 100 µl PBS / E versetzt und mittels eines Ultrospec 2000-UV / Vis-Spektralphotometers die Absorption im Bereich von 200 – 600 nm bei einer Geschwindigkeit von 250 nm / min unter Abzug des PBS / E Leerwerts abgegriffen. Die jeweilige Konzentration des spektroskopisch aktiven Liganden Doxorubicin wurde über den Absorptionswert bei 472 nm unter Berücksichtigung des Extinktionskoeffizienten, der vereinfacht als εintern des indefiniten Polymerisationsmodells (siehe Abschnitt 3.1.2.1) mit 7920 M-1cm-1 angesehen wurde, und der Verdünnung bestimmt.
	Die Dissoziationskonstante (KD) wurde durch graphische Auftragung der erhaltenen Wertepaare der Konzentration [L]gebunden = [P ( L] des im Komplex mit dem Biomakromolekül befindlichen Liganden gegen die jeweilige Konzentration [L] des unkomplexierten Liganden gemäß des Massenwirkungsgesetzes wie folgt ermittelt:
	 (2)
	bzw. nach Umformung:
	 (3)
	Hierbei bezeichnet [P] die Konzentration des unbeladenen Proteins, [P]T die Proteingesamtkonzentration und [P ( L] die Konzentration des Protein / Liganden-Komplexes. Setzt man – anhand der Bilanzgleichungen für die bimolekulare Komplexbildung – die Konzentrationen [P] = [P]T – [P ( L] in Gleichung (2) ein, so ergibt sich Gleichung (3). Die nicht-lineare Regressionsanalyse wurde mit dem Programm KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch Varianz von [P]T unter Minimierung der Fehlerquadrate durchgeführt.
	Bei Auswertung der Wertepaare durch lineare Regression nach Scatchard (1949a) wurde r / c gegen r (r entspricht dem Bruchteil des komplexierten Proteins; c ist die Konzentration des freien Haptens) aufgetragen, woraus sich nach
	 (4)
	die Bindungskonstante (KA) als negative Steigung und die Anzahl der Ligandenbindungsstellen des Proteins als Wert des Abzissenschnittpunkts ergibt. 
	2.7.2 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

	Die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) ist ein effizientes Messverfahren die entstehende Wärmeänderung (ΔQ) molekularer Wechselwirkungen direkt in Lösung zu bestimmen. Solche Interaktionen erzeugen oder absorbieren Wärme aus deren Änderung in der Regel ein komplettes thermodynamisches Profil der vorliegenden Reaktion, bestehend aus Assoziationskonstante (KA), Bindungsstöchiometrie (n), Enthalpieänderung (ΔH), freier Enthalpie- (ΔG) und Entropieänderung (ΔS) abgeleitet werden kann. Das hier verwendete Kalorimeter VP(-ITC (MicroCal( Inc., Northampton, MA, USA) besitzt zwei identische Messzellen, die aufgrund ihrer Nickel-Molybdän-Chrom-Legierung (Hastelloy®Alloy C-276) eine hohe thermische Leitfähigkeit aufweisen. Die Messzellen sind von einer temperierbaren, adiabatischen Kammer umschlossen. Ausgangspunkt der kalorimetrischen Messung ist eine vom Gerät erzeugte Temperaturdifferenz (ΔT) zwischen der Referenzzelle, die mit Wasser oder dem verwendeten Probenpuffer befüllt ist, und der Probenzelle. ΔT wird mit einer maximalen Abweichung von 10-4 K laufend aufgezeichnet. Zur Aufrechterhaltung dieser Temperaturdifferenz wird der Referenzzelle permanent ein konstanter Strom zugeführt. Zur Mikrokalorimetereinheit gehört weiterhin die automatische, in die Probenzelle einführbare Titrationsspritze zur Injektion und Durchmischung des Liganden. Das regelbare Gesamtinjektionsvolumen beträgt 250 µl. Nach Einspritzung eines Liganden oder Rezeptors bzw. Bindeproteins in die Messzelle erfolgt dort die intermolekulare Wechselwirkung mit dem Bindungspartner, die sich in der angesprochenen Wärmeänderung manifestiert. Um die thermische Differenz zwischen den beiden Zellen wieder herzustellen und das System somit isotherm zu halten, wird der Probenzelle ein zu ΔT proportionaler Regelstrom (differential power, ΔP) zugeführt (endotherme Reaktion) oder dieser Regelstrom ausgesetzt (exotherme Reaktion). Befindet sich das Gerät im thermischen Gleichgewicht so ist ΔP konstant, gleichbedeutend mit der Basislinie einer Messung. Die Regelleistung wird zeitabhängig gemessen und als ΔP in µcal / s angegeben. Integriert man das erhaltene Signal einer Einspritzung in die Probenzelle erhält man den Gesamtbetrag der durch die Injektion verursachten Wärmeänderung in kcal / mol des eingespritzten Liganden unter gleichzeitiger Kenntnis der Temperatur sowie der vorliegenden Konzentrationen bzw. Stöchiometrie der beteiligten Komplexierungspartner (MicroCal, 2003; Tellgmann, 1998).
	Im Falle des Doxorubicins wurde mittels ITC die Verdünnungswärme bei Titration einer hochkonzentrierten, polymerisierten Lösung des Haptens in die Puffer enthaltende Probenzelle aufgezeichnet und dadurch die Dissoziationskonstante (KD) der Selbstassoziation des Haptenliganden Doxorubicin ermittelt (siehe Abschnitt 3.1.2.3). Dazu wurde die Probenzelle vor dem Experiment nach Herstellerangaben (MicroCal, 2003) gespült und die Messzelle mit 1,41 ml 50 mM Hepes / NaOH pH 7,4 luftblasenfrei befüllt. Auch die korrespondierende Referenzzelle wurde vor der Messung analog mit 1,41 ml H2O (Millipore) frisch befüllt. Sämtliche Puffer und die Referenz- bzw. Probenlösungen waren entgast und mit Ausnahme der Doxorubicinlösung sterilfiltriert (Porendurchmesser 0,45 µm). Im Fall des Doxorubicins waren in eigenen Versuchen hohe Ausbeuteverluste durch Wechselwirkung des hydrophoben Analyten mit der Filtermembran beobachtet worden. Die automatisierte Titrationsspritze wurde ebenfalls nach Herstellerangaben mit 300 µl 3,75 mM Doxorubicin in H2O (Millipore) aufgezogen und in die Probenzelle eingeführt. Die Zellen wurden anschließend auf 25°C äquilibriert und die Parameter der kalorimetrischen Titration über die elektronische, an einen Computer angeschlossene Steuereinheit des Geräts festgelegt. Das System befand sich im Ausgangsgleichgewicht sobald das ΔP-Signal einen stabilen, positiven Wert erreicht hatte, der maximal ± 1 µcal / s vom eingestellten Regelstrom der Referenzzelle abwich. Gleichzeitig musste die Temperaturdifferenz zwischen adiabatischer Kammer und den Zellen stabil 0,0 ± 0,05 °C betragen. Über die ITC-Äquilibrierungsoption "Auto" wurde die Einstellung des thermischen Gleichgewichts zwischen den Zellen (Basislinie) – unter Durchmischung der Messzelle bei 310 rpm – automatisch vorgenommen. Die Antwortzeit des ΔP auf die Einspritzung des Liganden wurde abhängig von der zu erwartenden Signalstärke durch die Auswahl eines der Modi "hoch", "niedrig" oder "passiv" festgelegt (MicroCal, 2003). Standardmäßig wurde die vom Hersteller empfohlene Einstellung "hoch" verwendet, wohingegen eine Verwendung der beiden anderen Modi lediglich im Falle langsam ablaufender thermischer Prozesse angezeigt ist. Anschließend wurde die Titration des Liganden in die Probenzelle gestartet, wobei die erste Injektion 60 s nach Beginn der Aufzeichnung erfolgte. In der Regel wurde der erste Titrationsschritt mit dem Minimalvolumen von 0,5 µl durchgeführt, gefolgt von 25 Titrationsschritten von je 7 µl. Die Dauer der Einspritzung in Sekunden betrug standardmäßig das Doppelte des Wertes des zugegebenen Volumens des Liganden in Mikroliter. Im vorliegenden Fall 14 s. Die Zeit zwischen zwei aufeinander folgenden Injektionen wurde mit 300 s angesetzt, um die Einstellung des thermischen Gleichgewichts zu gewährleisten.
	Die erhaltenen Verdünnungswärmen der Titration des Doxorubicins in Puffer wurden zunächst um die Werte einer analog durchgeführten Referenzmessung durch Titration mit Wasser bereinigt. Anschließend wurden die Dissoziationskonstante KD und ΔHDissoz = – (ΔHDim) mittels des im Datenanalyseprogramm Origin( enthaltenen Moduls VP(-ITC Version 7.0 (siehe Abschnitt 2.9) graphisch durch nicht-lineare Regression bestimmt (MicroCal, 2004). Hierfür wurde das integrierte Dimer-Dissoziationsmodell des Programms mit den Gleichungen (7) – (10) zugrunde gelegt. Abgesehen von einem Faktor 2 ist es mit dem der indefiniten isodesmischen Polymerisierung identisch (siehe Gleichung (40) und Abschnitt 3.1.2.3). Das Modell basiert auf der reversiblen Dimerisierung eines Liganden der Monomerkonzentration [L] und der Dimerkonzentration [L2]; KD bezeichnet dabei die Dissoziationskonstante und ΔHDissoz die Enthalpieänderung der Dissoziation:
	 (5)
	 (6)
	Die äquivalente Monomerkonzentration [L] im Gleichgewicht ist demnach gegeben durch (McPhail & Cooper, 1997; Remeta et al., 1991):
	 (7)
	mit [C]T = totale Konzentration des Liganden zum jeweiligen Zeitpunkt der Titration:
	 (8)
	Während eines ITC-Verdünnungsexperimentes wird die Wärmeänderung (ΔQ) bei Injektion eines kleinen Volumens (ΔV) der konzentrierten Ligandenlösung mit der Konzentration [C]0 in die Zelle des Kalorimeters (Volumen V0) gemessen. Für die i-te Einspritzung der Titrationsreihe ist die beobachtete Wärmeänderung gegeben durch:
	 (9)
	mit [L2]0,[L2]i und [L2]i-1 als Dimerkonzentration in der ursprünglichen Lösung (Titrations-spritze) und in der Zelle des Kalorimeters nach der i-ten bzw. (i - 1)-ten Injektion. Die korrespondierenden totalen Konzentrationen des Liganden (ausgedrückt als Monomer) sind entsprechend [C]0, [C]i und [C]i-1. Der letzte Term der Gleichung (9) stellt einen Korrekturfaktor dar, der die Volumenänderung während der Titration bzw. die daraus resultierende Konzentrationsänderung berücksichtigt.
	Aus Gründen der einheitlichen graphischen Darstellung in dieser Arbeit, wurden die Messwerte in das Datenanalyseprogramm KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) überführt, wobei die freie Wärmeänderung in den SI-Einheiten kJ / mol angegeben wurde.
	Die Änderung der freien Enthalpie ΔG und der Entropie ΔS des Selbstassoziationsprozesses wurde unter Berücksichtigung der Gaskonstante (R) und der Temperatur (T) aus folgender Beziehung – Gibbs-Helmholtz-Gleichung – abgeleitet (Cooper et al., 2001):
	 (10)
	2.7.3 UV / Vis-Spektroskopie

	Die Methode der UV / Vis-Spektroskopie wurde angewandt, um das konzentrationsabhängige Selbstassoziationsverhalten des chromophoren Liganden Doxorubicin in Lösung zu untersuchen (siehe Abschnitt 3.1.2.1). Der Nachweis der Absorption erfolgte bei der durch dreidimensionale Fluoreszenzabtastung bestimmten maximalen Anregungswellenlänge des Doxorubicins von 472 nm (siehe Abschnitt 3.1.1). Ausgehend von einer 2,0 mM Stammlösung des Chromophors in DMF wurde die Absorption des Doxorubicins durch Verdünnung in PBS / E pH 7,4 (filtriert; Porendurchmesser 0,45 µm) in einem Konzentrationsbereich von 1,0 – 300 µM bestimmt. Dazu wurde eine Quarzküvette der Schichtdicke 1,0 cm mit 500 µl der jeweiligen Doxorubicinverdünnung befüllt und nach Abzug des Pufferwerts die spezifische Absorption des Chromophors bei einer konstanten Temperatur von 25 °C ermittelt. Die Absorption der monomeren Spezies des Chromophors im Gleichgewicht mit der dimeren Form ist beschrieben durch die Gleichung (Chaires et al., 1982; Menozzi et al., 1984):
	 (11)
	wobei A der experimentell bestimmten Absorption bei 472 nm geteilt durch die Schichtdicke d [cm] der Küvette entspricht; (M und (D sind die molaren Extinktionskoeffizienten der monomeren respektive dimeren Form des Doxorubicins (berechnet mittels der molaren Masse des Monomers) und [C]M bzw. [C]D stellen die korrespondierenden molaren Konzentrationen dar.
	Aus der Bilanzerhaltung der Masse ergibt sich die totale molare Konzentration des Doxorubicins [C]T als Ausdruck monomerer Einheiten wie folgt:
	 (12)
	Löst man die Gleichungen (6), (7), (11) und (12) unter Einsetzen von [C]T nach A / [C]T = (kalk auf, erhält man mit Δ( = (M – (D:
	 (13)
	Die unbekannten Parameter KD, (M und (D der Gleichung (13) wurden parallel durch nicht-lineare Regressionsanalyse mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) unter Minimierung der Fehlerquadrate bestimmt.
	Die Erweiterung des Modells der Selbstassoziation des Doxorubicins hin zur indefiniten isodesmischen Polymerisation wurde bei Untersuchung mittels Absorptionsspektroskopie nach Rodriguez (1995) vollzogen (siehe Abschnitt 3.1.2.2). (kalk entsprach in diesem Fall:
	 (14)
	mit α als molarem Anteil der einzelnen Spezies des Chromophors an der Gesamtkonzentration ausgedrückt in der monomeren Form; Dabei entsprach M dem Monomer, ext der äußeren Form aufeinander gestapelter Moleküle und int der in dem Stapel befindlichen Form des Doxorubicins. Die jeweilige molare Fraktion ist definiert durch:
	 (15)
	 (16)
	 (17)
	Durch Einsetzen von αM aus (15) in die Gleichungen (16) und (17) wurde αext und αint als Ausdruck der monomeren Fraktion erhalten. Anschließend wurden die unbekannten Parameter KD, (M, (ext und (int wiederum durch nicht-lineare Regressionsanalyse mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch iterative Minimierung der Fehlerquadrate bestimmt (siehe Abschnitt 3.1.2.2). Als Näherung wurde dafür zunächst der mittels des Monomer-Dimer-Modells für (M ermittelte Wert angenommen (siehe Abschnitt weiter oben).
	2.7.4.1 Dreidimensionale Fluoreszenzabtastung

	Die dreidimensionale Fluoreszenzabtastung des spekroskopisch aktiven Liganden diente verschiedenen Zwecken. Einerseits wurde dadurch die strukturelle Integrität des Haptens überprüft. Andererseits wurde die maximale Anregungs- bzw. Emissionswellenlänge des Fluorophors bestimmt, um den nachfolgenden biophysikalischen Nachweis der Komplexbildung des Doxorubicins mit natürlichen Lipocalinen wie dem Wt-BBP, den angereicherten BBP-Varianten, dem AGP sowie die Identifizierung geeigneter Blockierungsreagenzien für den Einsatz im Phage Display unter optimalen Versuchsbedingungen mittels Liganden-Fluoreszenztitration (siehe Abschnitt 2.7.4.3) oder Fluoreszenzanisotropie (siehe Abschnitt 2.7.4.5) zu führen. Auch für die Untersuchung des Selbstassoziationsverhaltens des Doxorubicins mittels UV / Vis-Spektroskopie (siehe Abschnitt 2.7.3) oder Fluoreszenzspektroskopie (siehe Abschnitt 2.7.4.3) wurden die aus den Fluoreszenzspektren erhaltenen Informationen benötigt.
	Eine frisch hergestellte 1,0 mM Stammlösung von Doxorubicin in wasserfreiem DMF (über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) wurde in PBS / E pH 7,4 auf 5,0 µM verdünnt. 2,0 ml der Lösung des Fluorophors wurden in einer Quarzküvette (Schichtdicke d = 1 cm) mit Rührfisch vorgelegt und im Probenhalter des Fluoreszenzphotometers des Typs LS-50B (Perkin-Elmer) lichtgeschützt für 10 min auf 25 °C temperiert. Aufgrund der Temperaturabhängigkeit der Fluoreszenzemission wurde die Temperatur mit 25 °C konstant gehalten (Demchenko & Ladokhin, 1988). Die dreidimensionale Abtastung der Fluoreszenzemission erfolgte durch schrittweise Erhöhung der Anregungswellenlänge um 1,0 nm in einem Bereich von 400 – 490 nm. Dabei wurde für jede Anregungswellenlänge die korrespondierende Emission in einem Bereich von 510 – 710 nm alle 0,5 nm abgetastet und aufgezeichnet. Die Geschwindigkeit der Abtastung der Fluoreszenzemission betrug 500 nm / min. Die Schlitzweite der Anregung und Emission entsprach jeweils 10 nm. Die gesammelten Spektren wurden mittels des FL WinLab 4.0( Computerprogramms (siehe Abschnitt 2.9) graphisch zu einem dreidimensionalen Spektrum zusammengeführt (siehe Abschnitt 3.1.1).
	2.7.4.2 Protein-Fluoreszenztitration

	(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)
	Die Komplexbildung zwischen Protein und Ligand wurde in Lösung durch Veränderung der Fluoreszenzeigenschaften eines der Komplexpartner verfolgt. Die intrinsische Fluoreszenz von Proteinen ist vor allem auf die Anregung der aromatischen Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin zurückzuführen. Phenylalanin trägt nur in geringem Maße zur Fluoreszenz bei. Eine Abnahme der messbaren Fluoreszenzintensität (Quenching) geschieht durch direkte Wechselwirkungen des Liganden mit Tryptophanseitenketten in der Bindungstasche oder durch bindungsinduzierte Konformationsänderungen innerhalb des Proteins, die zu veränderter Polarität der Umgebung nicht direkt mit dem Liganden wechselwirkender Trp- oder Tyr-Reste führt. Abhängig von den Fluoreszenzeigenschaften des Liganden wird dessen Fluoreszenz ebenso beinflusst. Die Dissoziationskonstanten wurden durch Messung der Fluoreszenz des einen Bindungspartners bei Titration mit dem anderen ermittelt.
	Die Bindungseigenschaften der natürlichen Lipocaline, der BBP-Varianten sowie potentieller Blockierungsreagenzien gegenüber Doxorubicin (siehe Abschnitt 3.2, 3.6.4.1 und 3.5.1.3) und anderer niedermolekularer Liganden wurden mittels Titration der jeweiligen Proteinlösung mit dem Liganden untersucht. Im Falle des Haptens Doxorubicin wurde im Wesentlichen die Abnahme der intrinsischen Tryptophan-Fluoreszenz des Proteins bei Komplexbildung mit dem Liganden nachgewiesen. Die Dissoziationskonstante des jeweiligen Protein / Liganden-Komplexes wurde aus der erhaltenen Titrationskurve durch nicht-lineare Regression ermittelt.
	Die Konzentration der eingesetzten, filtrierten (Porendurchmesser 0,45 µm) Proteinlösungen in PBS / E pH 7,4 betrug in der Regel 1,0 µM in einem Volumen von 2,0 ml. Die Proteinlösung wurde in einer Quarzküvette (Schichtdicke d = 1 cm) mit Rührfisch vorgelegt und im thermostatisierbaren Probenhalter des Fluoreszenzphotometers (LS-50B; Perkin-Elmer) für 10 min auf 25 °C inkubiert. Die anschließende Titration mit dem Liganden Doxorubicin erfolgte ausgehend von einer 0,5 – 1,0 mM Stammlösung des Haptens in wasserfreiem DMF (über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) oder einer frisch hergestellten Doxorubicinlösung identischer Konzentration in H2O (Millipore; sterilfiltriert). Die intrinsische Fluoreszenz der Tryptophan-Seitenketten der Proteine wurde bei 295 nm und einer Schlitzweite von 4 oder 5 nm – in Abhängigkeit von der gemessenen Ausgangsintensität der Fluoreszenz – angeregt. Der Nachweis der Fluoreszenzemission erfolgte bei 345 nm und Schlitzweiten von 5 oder 6 nm. Die Titration erfolgte durch portionsweise Zugabe der Ligandenlösung in Volumina von 1,0 – 8,0 µl zur Proteinlösung. Die Endkonzentration betrug dabei 5,0 – 30,0 µM. Zur Einstellung des Gleichgewichts wurde die Lösung nach jeder Zugabe unter Rühren 1 min im Dunkeln inkubiert. Das Fluoreszenzsignal wurde dann über 10 s integriert gemessen. Die geringe Volumenzunahme im Verlauf der Titration (bis zu 60 µl entsprechend 3 %) wurde bei der Auswertung vernachlässigt. Die nach Einstellung des Gleichgewichts der Komplexbildung gemessenen apparenten Fluoreszenzintensitäten der Proteine wurden bei der Titration um den Pufferwert und den Einfluss des Lösungsmittels korrigiert. Die berechneten relativen Intensitäten der Proteinfluoreszenz I / I0 wurden auf einen Anfangswert von 100 % skaliert, und um den inneren Filtereffekt (siehe unten), entsprechend der Eigenabsorption des Doxorubicins bei der Anregungswellenlänge der Proteinfluoreszenz von 295 nm, korrigiert.
	Korrektur des inneren Filtereffekts mit N-Acetyl-L-Tryptophanamid:
	Aufgrund der nicht vernachlässigbaren Eigenabsorption des Doxorubicins bei der Anregungswellenlänge der Proteinfluoreszenz von 295 nm wurden die Messwerte um diesen inneren Filtereffekt berichtigt (Samworth et al., 1988). Die Korrektur der Eigenabsorption bei der Emissionswellenlänge von 345 nm wurde nicht berücksichtigt, da der Effekt hier gering war. Die von der Doxorubicinkonzentration abhängige Verringerung der messbaren Fluoreszenzintensität wurde mittels Titration einer 1,0 µM N-Acetyl-L-Tryptophanamid-Lösung mit Doxorubicin in der oben beschriebenen Weise ermittelt. Da der Ligand nicht mit dem N-Acetyl-L-Tryptophanamid durch Komplexbildung wechselwirkte, war die Abnahme der Fluoreszenzintensität bei der Titration vornehmlich auf die Eigenabsorption des Doxorubicins zurückzuführen.
	Für die Fluoreszenz F eines Proteins P gilt allgemein (Beste, 1998):
	 (18)
	mit fP = molarer Fluoreszenzkoeffizient des Proteins, [P] = Proteinkonzentration und I0Anregung = Ausgangsintensität des nicht abgeschwächten Anregungslichts.
	Abhängig von der Konzentration des Liganden in Lösung verringerte dessen Eigenabsorption die als Produkt der Intensität des Anregungslichtes nachweisbare Emission in unterschiedlichem Ausmaß. Für die apparente Fluoreszenz Fapp gilt daher mit IAnregung ( I0Anregung:
	 (19)
	Unter Anwendung des Lambert-Beerschen-Gesetzes läßt sich das Verhältnis von IAnregung zu I0Anregung beschreiben:
	 (20)
	mit (L = Extinktionskoeffizient des Liganden bei der ausgewählten Anregungswellenlänge, cL = Ligandenkonzentration, d = Distanz des Anregungslichtes vom Küvettenrand bis zum Ort des Fokus der Emission.
	Durch Umformen von Gleichung (20) erhält man:
	 (21)
	Damit ergibt sich aus Gleichung (19):
	 (22)
	bzw. unter Verwendung von Gleichung (18):
	 (23)
	Bei halblogarithmischer Auftragung der bei der Titration von N-Acetyl-L-Tryptophanamid mit dem Liganden erhaltenen (auf einen Anfangswert von 100 % skalierten) Fluoreszenzsignale wird der apparente Extinktionskoeffizient (app = (L x d durch lineare Regression als Steigung der Regressionsgeraden bestimmt:
	 (24)
	Die Korrektur der bei der Titration der Proteinlösungen gemessenen Fluoreszenzintensitäten erfolgt dann gemäß Gleichung (25):
	 (25)
	Bestimmung der Dissoziationskonstante:
	Bei jedem Schritt der Fluoreszenztitration stehen die Bindungspartner miteinander im Assoziations / Dissoziations-Gleichgewicht. Nach dem Massenwirkungsgesetz ist das Gleichgewicht durch die Dissoziationskonstante KD in Gleichung (2) beschrieben. Die dabei nicht direkt erfassbaren Konzentrationen der nicht komplexierten Bindungspartner sind durch folgende Bilanzgleichungen definierbar [P] = [P]T ( [P ( L] und [L] = [L]T ( [P ( L] (mit [P]T = Proteingesamtkonzentration; [L]T = Ligandengesamtkonzentration). Durch Substitution von [P] und [L] in Gleichung (2) erhält man:
	 (26)
	Auflösen dieser Gleichung nach [P ( L] ergibt folgende gemischt quadratische Gleichung, die die einzig physikalisch sinnvolle von zwei mathematisch möglichen Lösungen darstellt:
	 (27)
	unter Berücksichtigung genannter Bilanzgleichungen ergibt sich analog:
	 (28)
	 (29)
	Die gemessene Fluoreszenz ist die Summe der Fluoreszenzbeiträge der im Gleichgewicht vorliegenden Molekülspezies. Für ein durch Gleichung (2) charakterisiertes System mit drei Komponenten läßt sich die gemessene Fluoreszenz F mit dem molaren Fluoreszenzkoeffizienten f und der jeweiligen Konzentration des Moleküls wie folgt beschreiben:
	 (30)
	Nach Substitution von [P ( L], [P] und [L] gemäß Gleichung (27), (28) und (29) ergibt sich schließlich:
	 (31)
	Als anzupassende Parameter verbleiben die molaren Fluoreszenzkoeffizienten fP, fL und fP(L sowie die gesuchte Dissoziationskonstante KD. Die Anpassung der Titrationskurven an die gemessene Fluoreszenz in Anbhängigkeit von [L]T erfolgte durch nicht-lineare Regressionsanalyse mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch iterative Minimierung der Fehlerquadrate. Unter den gegebenen Bedingungen der Protein-Fluoreszenztitration zeigten die Liganden selbst vernachlässigbare Eigenfluoreszenz (fL = 0), wodurch sich Gleichung (31) vereinfachte.
	Um bei der Abnahme der intrinsischen Proteinfluoreszenz zwischen den Phänomenen der dynamischen und statischen Fluoreszenzlöschung bzw. ihrer Mischform zu unterscheiden, wurden die erhaltenen Werte falls erforderlich mittels eines modifizierten Stern-Volmer-Diagrammes ausgewertet (Samworth et al., 1988). Von statischer Fluoreszenzlöschung spricht man, wenn der beobachtete Effekt ausschließlich auf eine Komplexbildung des Proteins mit dem Liganden zurückzuführen ist. Im Gegensatz dazu wird die dynamische Löschung durch Kollisionsereignisse der in Lösung befindlichen Moleküle verursacht (siehe Abschnitt 3.5.1.3). Der allgemeine Ausdruck der Stern-Volmer-Gleichung lautet:
	 (32)
	mit F0 und F als Ausdruck der Fluoreszenzintensität der Tryptophanreste in Abwesenheit bzw. Gegenwart des Quenchers, dessen Konzentration jeweils der Gesamtkonzentration [L]T des Liganden beim jeweiligen Titrationsschritt entspricht; K ist eine Konstante, die in Abhängigkeit des zugrunde liegenden Löschungsmechanismus verschieden interpretiert werden kann. Aus Gleichung (32) ergibt sich für den Fall der Anregung der Tryptophanseitenketten eines gefalteten Proteins eine heterogene Fluorophorpopulation unterschiedlicher Zugänglichkeit. Die Fluoreszenzemission der gesamten Fluorophorpopulation ist wie folgt definiert:
	 (33)
	mit ΔF = F0 – F, fA als Anteil der zugänglichen Fluorophore und KA als Assoziationskonstante.
	Resultiert die beobachtete Fluoreszenzlöschung ausschließlich aus einer Komplexbildung zwischen dem Protein und dem Liganden erhält man bei graphischer Darstellung von F0 / ΔF gegen 1 / [L]T unabhängig von der Population unzugänglicher Fluorophorreste einen linearen Zusammenhang, wobei sich der Anteil zugänglicher Fluorophore durch den Kehrwert des Schnittpunkts der Ordinate und der Wert der Dissoziationskonstante KD aus dem Quotienten der Steigung durch den Ordinatenschnittpunkt ergibt. Die Auswertung der Titrationskurven wurde durch lineare Regression mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durchgeführt.
	2.7.4.3 Liganden-Fluoreszenztitration

	(nach Breustedt, 2008)
	Klassische Liganden-Fluoreszenztitration:
	Die Bindungsaktivitäten von Blockierungsreagenzien gegenüber Doxorubicin (siehe Abschnitt 3.5.1.3) wurden durch Titration der Ligandenlösung mit diesen Reagenzien untersucht. Dabei wurde in allen Fällen die Abnahme der Fluoreszenzintensität des Liganden bei Komplexbildung mit den Proteinen nachgewiesen.
	Die Messungen wurden mit einem thermostatisierbaren Küvettenhalter ausgestatteten LS-50B Fluoreszenzphotometer (Perkin-Elmer) durchgeführt. Die Konzentration der eingesetzten, Doxorubicinlösung in PBS / E pH 7,4 betrug 10,0 µM und war ausgehend von einer 1 mM Stammlösung des Liganden in wasserfreiem DMF (über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) hergestellt worden. Das eingesetzte Volumen der verdünnten Doxorubicinlösung entsprach 2,0 ml. Diese Ligandenlösung wurde zunächst in einer Quarzküvette (Schichtdicke d = 1 cm) mit Rührfisch vorgelegt und im Probenhalter des Fluoreszenzphotometers für 10 min auf 25 °C temperiert. Die anschließende Titration mit den Proteinlösungen erfolgte ausgehend von frisch hergestellten, filtrierten (Porendurchmesser 0,45 µm) 2,0 mM Stammlösungen der entsprechenden Reagenzien in PBS / E pH 7,4. Die Fluoreszenz des Doxorubicins wurde selektiv bei 470 nm und 5 nm Schlitzweite angeregt. Der Nachweis der Fluoreszenzemission erfolgte bei 585 nm mit einer Schlitzweite von 10 nm. Die Titration erfolgte durch portionsweise Zugabe der Reagenzienlösung in Volumina von 1,0 – 10,0 µl zur Doxorubicinlösung. Die Endkonzentration betrug dabei 100 µM. Zur Einstellung des Gleichgewichts wurde die Lösung nach jeder Zugabe unter Rühren 1 min im Dunkeln inkubiert. Das Fluoreszenzsignal wurde dann über 10 s integriert gemessen. Die geringe Volumenzunahme im Verlauf der Titration (bis zu 100 µl entsprechend 5 %) wurde bei der Auswertung vernachlässigt. Nach Abzug des Fluoreszenzbeitrages des Puffers wurden die erhaltenen Fluoreszenzintensitäten auf einen Anfangswert von 100 % skaliert. Die Anpassung der Titrationskurven an die Wertepaare F / [P]T erfolgte durch nicht-lineare Regression mittels Gleichung (31) mit dem Computerprogramm KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch iterative Minimierung der Fehlerquadrate. Unter den gegebenen Bedingungen der Liganden-Fluoreszenztitration (siehe oben) zeigten die Blockierungsreagenzien selbst keine Fluoreszenz. Die Bestimmung der Dissoziationskonstante sowie der molaren Fluoreszenzkoeffizienten fL und fP(L erfolgte daher unter Verwendung von Gleichung (31) mit fP = 0.
	Untersuchung der Selbstassoziation des Doxorubicins mittels Fluoreszenzspektroskopie:
	Die Fluoreszenzemission des Doxorubicins zeigte bei Titration des Fluorophors in den Puffer PBS / E pH 7,4 (Versuchsdurchführung wie vorheriger Absatz in Abwesenheit von Protein) mit zunehmender Konzentration ein nicht-lineares Verhalten, das als Selbstassoziation des Haptens (siehe Abschnitt 3.1.2.2) interpretiert wurde. Unabhängig vom zugrunde gelegten Modell der Selbstassoziation sind die entstehenden Polymere als nicht fluoreszent beschrieben (Rizzo et al., 1989), weshalb das Produkt aus der molaren Fluoreszenz fL des monomeren Fluorophors und seiner jeweils in Lösung befindlichen Monomerkonzentration [L] die apparente Fluoreszenz F einfach beschreibt:
	 (34)
	Mit [L] = [L]1 aus Gleichung (7) als Ausdruck der Monomerkonzentration des Monomer-Dimer-Modells der Selbstassoziation des Liganden läßt sich die graphische Darstellung der Fluoreszenz F gegen die eingesetzte absolute Doxorubicinkonzentration [L]T wie folgt durch nicht-lineare Regression auswerten:
	 (35)
	wobei als anzupassende Parameter die Dissoziationskonstante KD und die molare Fluoreszenz fL verbleiben.
	Demgegenüber ist das klassische Modell der indefiniten isodesmischen (isos = gleich; desmos = Bindung) Selbstassoziation (Chaires et al., 1982; Ishida et al., 1988; Martin, 1996; Rodriguez et al., 1995) definiert als:
	  (36)
	  (37)
	  (38)
	  (39)
	wobei KDIso = KD2 = KD3 = KD4 = ··· = KDi; Im Gleichgewicht ergibt sich deshalb nach dem Massenwirkungsgesetz analog zu Gleichung (7) folgender Term für [L] = [L]1 als Ausdruck der Monomerkonzentration des Modells der indefiniten isodesmischen Selbstassoziation des Liganden (Evstigneev et al., 2012; Ishida et al., 1988):
	 (40)
	Durch Kombination von Gleichung (34) und (40) wurde die Auftragung der relativen Fluoreszenzintensitäten gegen die eingesetzte absolute Doxorubicinkonzentration [L]T mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch nicht-lineare Regression unter Anpassung der Dissoziationskonstante KDiso und des relativen molaren Fluoreszenzkoeffizienten fL graphisch ausgewertet.
	2.7.4.4 Kompetitive Fluoreszenztitration

	(nach Breustedt, 2008)     
	Der spektroskopisch aktive Ligand 8-Anilino-1-Naphthalin-Sulfonsäure (ANS) wurde als Komplexierungspartner für das Wt-BBP, FluA und die angereicherten BBP-Varianten verwendet, um mittels Verdrängung aus der Bindungstasche dieser Proteine durch das Doxorubicin die Affinität für den letztgenannten Liganden zu ermitteln (siehe Abschnitt 3.6.4.2). Dazu wurde zunächst die Affinität der Proteine für das ANS mittels Liganden-Fluoreszenzmessung bei Titration der Proteinlösung (siehe Abschnitt 2.7.4.3 und 3.6.4.2) bestimmt. Im Fall des ANS zeigte die Titrationskurve in Abhängigkeit von der Konzentration des Liganden eine Zunahme der Fluoreszenz. Für die Messung wurden 2,0 ml der 1,0 µM Proteinlösung in einer Quarzküvette vorgelegt und für 10 min auf 25 °C temperiert bevor die Fluoreszenzemission bei 370 nm (Schlitzweite jeweils 10 – 15 nm) angeregt und bei 475 nm (Schlitzweite jeweils 10 – 15 nm) detektiert wurde. Die Ligandenlösung (1,0 mM ANS in wasserfreiem DMF; über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) wurde der Proteinlösung in Portionen von 1,0 – 10,0 µl bis zu einer Endkonzentration von 20,0 µM zugesetzt und nachfolgend bis zur Einstellung des Gleichgewichts jeweils für 1 min unter Rühren im Dunkeln bei 25 °C inkubiert. Das Fluoreszenzsignal wurde anschließend über 10 s integriert gemessen. Die geringe Volumenzunahme im Verlauf der Titration (40 µl, entsprechend 2 %) wurde bei der Auswertung vernachlässigt. Nach Abzug des Fluoreszenzbeitrages des nicht komplexierten Liganden (durch Titration der ANS-Lösung in den verwendeten Puffer) wurden die erhaltenen relativen Fluoreszenzintensitäten gegen die zutitrierte Ligandenkonzentration aufgetragen. Gleichung (31) vereinfachte sich wegen der molaren Fluoreszenzkoeffizienten fP = 0 und fL = 0, so dass die erhaltenen Daten unter Anpassung der Dissoziationskonstante KD und des relativen molaren Fluoreszenzkoeffizienten fP(L mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch nicht-lineare Regression untersucht wurden.
	Das anschließende Verdrängungsexperiment wurde ausgehend von jeweils 2,0 ml der 1,0 µM Proteinlösung durchgeführt (siehe Abschnitt 3.6.4.2). Zur Ausbildung des Protein / ANS-Komplexes enthielt die Proteinlösung zusätzlich jeweils 9,0 µM ANS (aus der 1,0 mM Stammlösung des ANS in wasserfreiem DMF; über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert), entsprechend der Konzentration halbmaximaler Sättigung der Ligandenbindungsstellen der Proteine, wie durch die Bestimmung der Dissoziationskonstanten (siehe oben) bestimmt. Diese Lösung wurde zunächst in einer Quarzküvette (Schichtdicke d = 1 cm) mit Rührfisch vorgelegt und im Probenhalter des Fluoreszenzphotometers für 10 min auf 25 °C temperiert und so die Gleichgewichtseinstellung des Komplexes vollzogen. Die Titration erfolgte durch portionsweise Zugabe einer 1,0 mM Doxorubicinlösung (in wasserfreiem DMF) in Volumina von 1,0 – 20,0 µl zur Lösung des Protein / ANS-Komplexes. Die Endkonzentration betrug dabei 40,0 µM. Zur Einstellung des Gleichgewichts wurde jeweils für 1 min unter Rühren im Dunkeln bei 25 °C inkubiert. Durch die kompetitive Verdrängung des ANS mit Doxorubicin aus der Bindungstasche der Proteine wurde eine Abnahme der Fluoreszenzintensität bei spezifischem Nachweis des komplexierten ANS beobachtet. Dazu wurde die Fluoreszenz bei 370 nm (Schlitzweite 15 nm) angeregt und die Emission bei 475 nm (Schlitzweite 15 nm) beobachtet. Das Fluoreszenzsignal wurde über 10 s integriert nachgewiesen. Die geringe Volumenzunahme im Verlauf der Titration (80 µl, entsprechend 4 %) wurde bei der Auswertung vernachlässigt. Aufgrund der nicht vernachlässigbaren Eigenabsorption des Doxorubicins bei der Anregungswellenlänge von 370 nm wurden die Messwerte hinsichtlich dieses inneren Filtereffektes durch Titration einer 9,0 µM ANS-Lösung mit Doxorubicin in Abwesenheit des Proteins korrigiert (siehe Abschnitt 2.7.4.2 und 2.7.4.3). Da das Doxorubicin nicht mit dem ANS wechselwirkte, war die Abnahme der Fluoreszenzintensität bei der Titration vornehmlich auf die Eigenabsorption des Doxorubicins zurückzuführen. Des Weiteren wurden die Rohdaten noch um den Fluoreszenzbeitrag des Puffers bereinigt. Die Auftragung der Titrationskurve erfolgte in Form der apparenten Fluoreszenz des ANS in Prozent der Ausgangsintensität gegen die zugegebene Kompetitorkonzentration [D]T des Doxorubicins.
	Bestimmung der Dissoziationskonstante:
	In einem kompetitiven Experiment ist das Protein prinzipiell in der Lage einen Komplex mit beiden in Lösung befindlichen Liganden A und B einzugehen (Kuzmič et al., 1992; Lindahl et al., 1991; Wang, 1995):
	  (41)
	  (42)
	Unter Erhaltung der Massenbilanz folgt daraus:
	 (43)
	 (44)
	 (45)
	mit KDA und KDB als Dissoziationskonstanten des Proteins P für die Liganden A und B; [P] = Konzentration des Proteins; [A] und [B] = Konzentration des Liganden A und B; [P ( A] und [P ( B] = Konzentration des jeweiligen Protein / Liganden-Komplexes; T kennzeichnet dabei die jeweilige Gesamtkonzentration. Aus den Gleichungen (41) – (44) folgt für die Konzentration der Komplexe [P ( A] und [P ( B]:
	 (46)
	 (47)
	setzt man Gleichung (46) und (47) in (45) ein ergibt sich ein kubischer Ausdruck der Form:
	 (48)
	mit 
	Unter der Annahme einer 1 : 1-Bindung sowohl zwischen ANS als auch Doxorubicin mit dem Wt-BBP, FluA und den BBP-Varianten und unter Berücksichtigung der im vorliegenden Versuch gegebenen Konzentrationsverhältnisse [ANS]T >> [P]T und [Doxo]T >> [P]T, konnte statt dieses kubischen Ausdrucks der Cheng-Prusoff-Formalismus (Cheng & Prusoff, 1973) aus Gleichung (49) und (50) angewendet werden (Horovitz & Levitzki, 1987). Dabei ist die erhaltene Titrationskurve der apparanten Fluoreszenz in Prozent der Ausgangsintensität gegen die zugegebene Doxorubicinkonzentration [D]T durch folgende Gleichung beschrieben:
	 (49)
	mit Fmax = oberer Plateauwert, der dem Ausganswert (100 %) der Fluoreszintensität des jeweiligen Protein / ANS-Komplexes entspricht; Fmin = unterer Plateauwert, der der maximalen durch den Liganden Doxorubicin hervorgerufenen Verdrängung des ANS aus dem Komplex mit dem jeweiligen Protein entspricht; IC50 = halbmaximale inhibitorische Konzentration des Liganden Doxorubicin. Fmin und IC50 wurden als frei anzupassende Parameter mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch nicht-lineare Regression ermittelt. Aus dem IC50-Wert und der Kenntnis sowohl der eingesetzten ANS-Konzentration [A]T wie auch der zuvor in einem eigenen Experiment selbst bestimmten KDA = Dissoziationskonstante des ANS / Protein-Komplexes (siehe Abschnitt weiter oben bzw. 2.7.4.2) konnte dann die KDD = Dissoziationskonstante des Doxorubicin / Protein-Komplexes über die Cheng-Prusoff-Gleichung berechnet werden:
	 (50)
	2.7.4.5 Fluoreszenzanisotropie

	(nach Holla 2012)
	Grundlage der Fluoreszenzanisotropie ist das bei Anregung mit linear polarisiertem Licht von fluoreszierenden Molekülen emittierte, polarisierte Licht. Im Fall kleiner Moleküle geht diese Polarisierung bedingt durch die schnelle ungerichtete Rotation vor der Fluoreszenzemission weitgehend verloren. Die Komplexierung eines fluoreszierenden Liganden durch ein Makromolekül verringert diese Depolarisation durch Einschränkung der Rotationsfreiheit des Fluorophors und kann deshalb als erhöhter Anisotropiewert nachgewiesen werden (Burke et al., 1989). In der Praxis wird zur Messung dieses Effekts eine Probe mit vertikal polarisiertem Licht angeregt und die resultierenden Emissionsintensitäten Ivv bzw. Ivh werden mit vertikal und horizontal ausgerichteten Polarisationsfiltern gemessen. Daraus wird die Fluoreszenzanisotropie r wie folgt berechnet:
	 (51)
	Vor Beginn der Anisotropiemessung wird zunächst noch der gerätespezifische Korrekturfaktor G (Granting Factor) bestimmt, indem die Ausgangsprobe des Haptens mit horizontal polarisiertem Licht angeregt und die Intensitäten der horizontal und vertikal polarisierten Komponenten Ihh und Ihv des emittierten Lichts gemessen werden.
	 (52)
	Im Idealfall sind die hier erhaltenen Messwerte nahezu identisch. In der Realität weichen die Intensitäten vor allem als Konsequenz der verschiedenen Transmissionseffizienzen von Monochromatoren für vertikal und horizontal polarisiertes Licht mehr oder minder stark voneinander ab. Entsprechend ergibt sich deshalb unter Berücksichtigung des G-Werts für die Anisotropie r:
	 (53)
	Die Messung der Anisotropie des niedermolekularen Fluorophors Doxorubicin bei Komplexierung mit dem Biomakromolekül AGP erfolgte mit 1,0 µM Doxorubicin in PBS / E pH 7,4 (1,0 mM Stammlösung des Haptens in wasserfreiem DMF; über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) mit unterschiedlichen Konzentrationen 0 – 50 µM des Proteins in einem Gesamtvolumen von 200 µl. Die Proben wurden zur Gleichgewichtseinstellung des Komplexes für jeweils 15 min bei 25 °C lichtgeschützt inkubiert und anschließend in der Fluoreszenzquarzküvette (Typ Hellma 108.002B-QS, Mindestvolumen 150 µl) im Probenhalter des Fluoreszenzphotometers LS-50B (Perkin-Elmer) für weitere 5 min bei derselben Temperatur äquilibriert. Die Messung wurde bei einer Anregungswellenlänge von 472 nm (Schlitzweite 15 nm) und einer Emissionswellenlänge von 585 nm (Schlitzweite 20 nm) durchgeführt. Die Anisotropie wurde über 10 s integriert gemessen.
	Es wurden jeweils drei Messwerte derselben Probe aufgenommen und der Mittelwert gebildet. Zur Auswertung wurde die aus den Messwerten nach Gleichung (53) – unter Berücksichtigung des Korrekturfaktors G – berechnete Anisotropie r gegen die AGP-Konzentration aufgetragen.
	Bestimmung der Dissoziationskonstante:
	Da die Komplexierung durch das AGP weder die Fluoreszenzlebensdauer des Doxorubicins verändert noch die Fluoreszenzquantenausbeute des Fluorophors dadurch wesentlich beeinflusst wird (Husain et al., 1993), lässt sich die Anisotropie r bei der Komplexbildung aus Protein und Ligand adäquat durch das Massenwirkungsgesetz beschreiben (siehe Abschnitt 2.7.4.2). Die Auflösung der gemischt quadratischen Gleichung (26) nach [P ( L] ergibt dabei Gleichung (27). Bei Einsetzen von [P ( L] aus Gleichung (27) folgt wegen [L] = [L]T ( [P ( L] für [L]:
	 (54)
	Die gemessene Gesamtanisotropie ergibt (55) sich anteilig aus der Anisotropie des freien Liganden und der des Komplexes:
	 (55)
	Durch Einsetzen von Gleichung (27) und (54) in (55) ergibt sich für die gemessene Anisotropie folgender Zusammenhang:
	 (56)
	mit r, rf und rk als Ausdruck der gemessenen Anisotropie und der Anisotropie des freien Liganden bzw. des vollständig mit dem AGP komplexierten Liganden; [L]T und [P]T ist die Gesamtkonzentration des Liganden bzw. des Proteins. Sowohl die Dissoziationskonstante KD des Doxorubicin / Protein-Komplexes als auch rf und rk wurden als frei anzupassende Parameter mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch nicht-lineare Regression ermittelt.
	2.7.5 CD-Spektroskopie

	(nach Schlehuber, 2001)
	Man spricht von Zirkulardichroismus (CD), wenn rechts- und linkshändig zirkular polarisiertes Licht beim Durchgang durch ein optisch aktives, absorbierendes Medium unterschiedlich stark abgeschwächt wird. Die resultierenden molaren Extinktionskoeffizienten εR und εL der beiden Komponenten sind daher voneinander verschieden (Berova et al., 2000). Bei Proteinen sind einerseits die Peptidbindungen durch Absorption im fernen UV-Bereich (180 – 250 nm) oder die aromatischen Seitenketten im nahen UV-Bereich (250 – 350 nm) mittels Zirkulardichroismus nachweisbar. Die CD-Analyse im Absorptionsbereich der Peptidbindungen gibt Aufschluss über den Sekundärstrukturgehalt eines Proteins, wohingegen die Messung im Absorptionsbereich der aromatischen Seitenketten Aussagen über ihre molekulare Umgebung erlaubt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die CD-Spektroskopie eingesetzt, um die Integrität des β-Barrel als grundlegendes Faltungsmuster der aus der BBP-Zufallsbibliothek angereicherten BBP-Proteinvarianten zu verifizieren (siehe Abschnitt 3.5.1.1).
	Die mittels Streptavidin-Affinitätschromatographie und Gelfiltration gereinigten Proteine (siehe Abschnitt 2.6.1) wurden zweimal gegen filtrierten (Porendurchmesser 0,45 µm) und entgasten CD-Puffer (20 mM Kaliumphosphat, 50 mM Kaliumsulfat, pH 7,4) dialysiert. Die Proteinlösung mit einer Konzentration von ~ 50 µM wurde in eine Quarzküvette mit einer Schichtdicke von 1,0 mm gefüllt, und luftdicht verschlossen für 20 min bei 20 °C im Probenhalter des Spektropolarimeters (Jasco J-810) temperiert. Die CD-Spektren wurden in einem Wellenlängenbereich von 190 – 260 nm bei 22 °C aufgenommen (Geräteeinstellungen: response = 2 s; band width = 2 nm; data pitch = 0,2 nm; scan speed = 100 nm / min). Um valide Ergebnisse zu erzielen, wurden insgesamt bis zu 10 Spektren akkumuliert. Die beobachteten Elliptizitätswerte in Grad ((obs) wurden für die BBP-Varianten auf die molare Elliptizität pro Aminosäure (MWR (MRW = mean residue weight) mittels folgender Gleichung umgerechnet:
	 (57)
	MR ist dabei die Molmasse des untersuchten Proteins, c dessen Konzentration [mg / ml], d die Schichtdicke [cm] sowie NA die Anzahl der Aminosäuren.
	2.8 Chemische Synthese und Affinitätskopplung von Zielmolekül-Konjugaten
	2.8.1 Herstellung von Doxo-Biotin, Doxo-SS-Biotin sowie Doxo-Digoxigenin


	(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)
	Die kovalente Kopplung von Doxorubicin an Biotin und Digoxigenin wurde mit reaktiven Karbonsäureesterderivaten der beiden Markermoleküle durchgeführt. Als solches wurden Biotin-X-NHS (D-Biotinoyl-ε-Aminocapronsäure-N-Hydroxysuccinimidester; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) mit einer Reinheit von > 97 %, EZ-Link®Sulfo-NHS-SS-Biotin (Sulfosuccinimidyl-2-Biotinamido-Ethyl-1,3-Dithiopropionat; Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford IL, USA) und Dig-NHS (Digoxigenin-3-O-Methylcarbonyl-ε-Aminocapronsäure-N-Hydroxysuccinimidester; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) mit > 90 % Reinheit verwendet (siehe Abschnitt 3.4.1).
	Für die Kopplung wurden jeweils 2,0 ml der Doxorubicin-Stammlösung in wasserfreiem DMF (über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) entsprechend 2,0 µmol in mindestens äquivalenter Stöchiometrie bis zu einem 50-fachen Überschuss mit der Hünig-Base N-Ethyldiisopropylamin (Reinheit ≥ 98 %; Merck KGaA, Darmstadt) vorinkubiert. Dazu wurde die 5,8 M Stammlösung des N-Ethyldiisopropylamins zunächst im Verhältnis 1 / 10 in wasserfreiem DMF verdünnt und anschließend 3,4 µl dieser Verdünnung oder im Falle des 50-fachen Überschusses 17,0 µl der unverdünnten N-Ethyldiisopropylaminlösung der Doxorubicinlösung zugegeben. Die Inkubation erfolgte für 15 min lichtgeschützt bei RT auf einem Rollenmischer. Die auf RT temperierten Markermolekülderivate wurden zu je einem Moläquivalent frisch eingewogen (0,91 mg Biotin-X-NHS, 1,21 mg Sulfo-NHS-SS-Biotin und 1,32 mg Dig-NHS). Die Zugabe der reaktiven Karbonsäureesterderivate zu der Doxorubicinlösung wurde portionsweise vorgenommen, um einen Überschuss der primären Aminogruppen des Doxorubicins zu simulieren und dadurch eine effiziente Umsetzung zu gewährleisten. Nach 2 – 3 h Inkubation bei RT und Dunkelheit auf einem Rollenmischer wurden die Syntheseprodukte mittels Dünnschichtchromatographie nachgewiesen (siehe Abschnitt 2.8.2). Im Falle nicht annähernd quantitativer Umsetzung des Doxorubicins wurden schrittweise weitere 0,5 – 2 Moläquivalente der reaktiven Markermolekülderivate zugegeben (siehe oben) und das Ergebnis nach der jeweiligen Inkubation dünnschichtchromatographisch überprüft (siehe Abschnitt 2.8.2). 
	Herstellung von Negativkontrollreagenzien:
	Für den Einsatz z.B. im Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 2.4) wurden dem Doxo-Biotin bzw. Doxo-Dig entsprechende Negativkontrollen benötigt. Dazu wurden 0,91 mg Biotin-X-NHS, 1,21 mg Sulfo-NHS-SS-Biotin sowie 1,32 mg Dig-NHS in Gegenwart von 1 ml 50 mM Tris / HCl bei einem pH-Wert 8,0 – 9,0 für 12 h bei RT inkubiert. Wegen der drastischen Reaktionsbedingungen war hier kein chromatographischer Nachweis des Tris-Biotins, Tris-SS-Biotins sowie des Tris-Digs erforderlich.
	2.8.2 Nachweis der Doxo-Marker-Konjugate mittels Dünnschichtchromatographie

	Der Nachweis der Syntheseprodukte Doxo-Biotin, -SS-Biotin und -Dig (siehe Abschnitt 2.8.1) erfolgte durch analytische Dünnschichtchromatographie (DC). Die polare, stationäre Phase bestand aus DC Aluminiumoxid 60 F254-Platten (20 ( 20 cm; MerckKGaA, Darmstadt), die vor der Verwendung der Größe der Analysekammern entsprechend auf eine Länge von 10,0 cm und je nach Anzahl aufzutragender Proben auf eine maximale Breite von 10,0 cm passend zurechtgeschnitten wurden. Zur Analyse wurden jeweils 0,5 – 1,0 µl der Konjugate (siehe Abschnitt 2.8.1), des freien Liganden Doxorubicin sowie der reaktiven Karbonsäureesterderivate und des N-Ethyldiisopropylamin 1 – 1,5 cm oberhalb des unteren Randes der Dünnschichtfolie punktförmig aufgetragen. Anschließend wurden die Probenpunkte durch Auflegen der Aluminiumplatte auf eine 50 °C temperierte Heizplatte für 10 – 20 s getrocknet, um restliches Lösungsmittel der Synthesereaktion zu verdampfen.
	Als mobile, vergleichsweise apolare Lösungsmittelphase dienten 12 ml eines 3 / 1 (v / v) Chloroform / Methanol-Gemisches, mit dem die Analysekammer vor dem Lauf gesättigt wurde. Dazu wurde an den beiden schmalen Seiten der Kammer ein zurechtgeschnittenes Whatman-Filterpapier 3MM (Bender & Hobein AG, München) senkrecht eingepasst und nach Befüllen der Kammer mit dem Fließmittel die komplette Benetzung der Filter bei geschlossenem Deckel abgewartet. Dann wurde die Dünnschichtfolie in die mit dem Lösungsmittel gesättigte Kammer gestellt und die kapillarkraftbedingte Wanderung des Fließmittels entlang der DC-Platte bis etwa 1,5 – 2,0 cm unterhalb des oberen Plattenrandes abgewartet (circa 5 min). Anschließend wurde die Platte erneut getrocknet. Das Doxorubicin und seine biotinylierten bzw. digoxigenierten Konjugate konnten direkt durch die Rotfärbung im sichtbaren Bereich identifiziert werden. Auch die nicht farbigen Synthesekomponenten DMF, N-Ethyldiisopropylamin und Biotin-X-NHS, Sulfo-NHS-SS-Biotin sowie Dig-NHS und deren Laufstrecken konnten durch teilweise blockierte Fluoreszenzanregung – dem sogenannten UV-Shadowing – bei Bestrahlung mit UV-Licht von 254 nm nachgewiesen werden. Die Kopplungseffizienz der Umsetzung des freien Doxorubicins zum gewünschten Konjugat wurde anhand der Farbintensität der erhaltenen Probenpunkte im Vergleich zum unkonjugierten Doxorubicin abgeschätzt. 
	Zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit der chemischen Synthese wurde der Retentionsfaktor Rf bestimmt. Dieser entspricht dem Verhältnis der Wanderungsstrecke des Probenfleckes (P) zur Wanderungsstrecke des Lösungsmittelgemisches (L):
	 (58)
	Der Rf-Wert einer chemischen Verbindung stellt unter identischen Versuchsbedingungen – Dünnschichtchromatographieplatten und Laufmittel – eine Stoffkonstante dar.
	2.8.3 Kovalente Kopplung von Doxorubicin an Trägerproteine

	(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)
	Doxorubicin-NHS-Synthese und -Kopplung an Trägerproteine:
	Für die Immobilisierung auf der Oberfläche der Polystyrol-Flügelstifte (siehe Abschnitt 2.3.3.1 und 3.5.1.1) wurde Doxorubicin mit BSA bzw. RNase A als Trägermolekül konjugiert. Dazu wurde zunächst 0,9 mg (1,6 µmol) Doxorubicin in 97,3 µl DMF (über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) gelöst und mit einem Moläquivalent der sterisch gehinderten Base N-Ethyldiisopropylamin (entsprechend 2,7 µl einer 1 / 10-Verdünnung der 5,8 M Stammlösung in wasserfreiem DMF) für 15 min lichtgeschützt bei RT auf einem Rollenmischer vorinkubiert. Die Synthese des Glutarylamido-Doxorubicin erfolgte durch portionsweise Zugabe von 0,175 mg (1,6 µmol) Glutarsäureanhydrid (MerckKGaA, Darmstadt) und lichtgeschützte Inkubation bei RT auf einem Rollenmischer für insgesamt 3 h. Der Nachweis der Umsetzung erfolgte per Dünnschichtchromatographie (siehe Abschnitt 2.8.2) unter Verwendung eines 1 / 1 (v / v) CHCl3 / MeOH-Lösungsmittelgemisches. Bei nicht quantitativer Umsetzung mit dem Anhydrid wurden gegebenenfalls weitere Portionen des Reagens zugegeben; bis zur vollständigen Produktbildung nach erfolgter Inkubation (siehe oben). Die weitere Umsetzung wurde mittels Inkubation (siehe oben) mit zunächst 0,2 mg (1,6 µmol) N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-Ethylcarbodiimid (EDC) (MerckKGaA, Darmstadt) und anschließend 0,125 mg (1,6 µmol) N-Hydroxysuccinimid durchgeführt. Das erhaltene reaktive Doxorubicin-Derivat wurde dann direkt für die Kopplungsreaktion mit den Trägerproteinen eingesetzt. Dazu wurden ~ 10,0 mg (0,16 µmol) BSA (entsprechend einer 10 /1 -Stöchiometrie Doxo-NHS / BSA) und 5,0 mg (0,4 µmol) RNase A (entsprechend einer 4 / 1-Stöchiometrie Doxo-NHS / RNase A) in 1,0 ml 5 % (w / v) NaHCO3 pH 8,1 gelöst und die Lösung der reaktiven Doxorubicin-Konjugate langsam unter Rühren zupipettiert. Nach 3 h Inkubation bei RT lichtgeschützt auf dem Rollenmischer wurde der Reaktionsansatz zur Abtrennung überschüssiger Reaktanden auf eine mit PBS äquilibrierte PD-10-Gelfiltrationssäule aufgetragen. Die Säule wurde mit 1,5 ml PBS gespült, das Konjugat mit 3 ml PBS eluiert und bei 4 °C lichtgeschützt aufbewahrt. Anhand der Absorption der Doxorubicingruppe bei 495 nm ((Doxo495 = 8030 M-1cm-1) wurde der Beladungsgrad B unter Berücksichtigung der Absorption A des Doxorubicins bei 280 nm ((Doxo280 = 5814 M-1cm-1) und des resultierenden Korrekturfaktors Q = (Doxo280 / (Doxo495 = 0,724 bestimmt (siehe Abschnitt 3.4.2). Der Beladungsgrad B ist definiert als das Verhältnis der Konzentrationen des Doxorubicins [D] und des jeweiligen Trägerproteins [P]:
	 (59)
	mit  (60)
	und  (61)
	wobei (P280 = Extinktionskoeffizient [M-1cm-1] des jeweiligen Trägerproteins und d = Schichtdicke [cm] der Küvette. Es wurde typischerweise ein Beladungsgrad von 4,0 Doxorubicingruppen pro BSA-Molekül (66,3 kDa; (P280 = 43 824 M-1cm-1 (Putnam, 1975)) bzw. 1,2 Doxorubicingruppen pro RNase A-Molekül (13,7 kDa; (P280 = 9 500 M-1cm-1 (Gill & von Hippel, 1989)) erhalten.
	2.8.4 Indirekte Kopplung von Doxorubicin an Streptavidin mittels Doxo-Biotin

	Für den Einsatz als immobilisierbare Doxorubicin-Konjugate auf der Oberfläche der Polystyrol-Flügelstifte (siehe Abschnitt 2.3.3.1 und 3.5.2) wurde alternativ ein Komplex aus Doxo-Biotin / Streptavidin verwendet.
	Das benötigte Streptavidin lag für die vorliegende Arbeit bereits gereinigt als lösliches, tetrameres Core-Protein mit einer molaren Masse von 13,3 kDa pro Untereinheit in PBS Puffer vor (siehe Abschnitt 3.4.2; freundlicherweise von M. Gebauer zur Verfügung gestellt). Die Herstellung erfolgte cytoplasmatisch in E. coli durch Expression des natürlichen, die Aminosäuren Glu14 bis Ser139 kodierenden Strukturgens aus S. avidinii (Schmidt & Skerra, 1994b). Vorteile dieser verkürzten Version gegenüber dem natürlicherweise vorkommenden Protein waren erhöhte Löslichkeit, verringerte Oligomerisierungstendenz und verbesserte Proteolyseresistenz (Schmidt & Skerra, 1994b). Das tetramere Protein wurde durch Rückfaltung aus Einschlusskörpern mit Ausbeuten von bis zu 140 mg / L-Kultur gewonnen. Die Bindungskapazität für Biotin betrug dabei 0,88 Moleküle pro Untereinheit und zeigte damit die gute sterische Zugänglichkeit der Bindungstasche des rekombinanten Core-Proteins (Schmidt & Skerra, 1994b).
	Das eingesetzte Streptavidin wurde vor Inkubation mit dem Biotin-Konjugat filtriert (Porendurchmesser 0,45 µm), um Aggregate abzutrennen. Im Anschluss wurde die Konzentration des rekombinanten Streptavidins durch spektroskopische Messung der Absorption bei 280 nm (siehe Abschnitt 2.6.3) mittels des Extinktionskoeffizienten ε = 35 600 M-1cm-1 bestimmt (Schmidt & Skerra, 1994b; Scopes, 1974). Die Bildung des Komplexes wurde durch lichtgeschützte Inkubation bei RT von 84,0 mg (6,3 µmol) Streptavidin (bezogen auf das Monomer des Proteins) mit einem Moläquivalent Doxo-Biotin (siehe Abschnitt 2.8.1) in einem Gesamtvolumen von 10,0 ml während eines Zeitraumes von 1 h auf dem Rollenmischer ausgebildet. Das Moläquivalent wurde in diesem Fall auf die Zahl in Lösung befindlicher, bindungsaktiver Biotingruppen gerechnet.
	Die Abtrennung überschüssigen, nicht gebundenen Doxo-Biotins erfolgte mittels Größenausschlusschromatographie über eine Sephacryl(-300 HR Säule (siehe Abschnitt 2.6.1.2 und 3.4.2). Anhand der Absorption wurde, wie in Abschnitt 2.8.3 beschrieben, der Beladungsgrad bestimmt. Vor dem Einsatz als Kompetitor gebundener Phagemide während der Phage Display-Selektion wurde der Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplex entsprechend der gewünschten Doxorubicinkonzentration konzentriert (siehe Abschnitt 2.6.5, 2.3.3.1 und 2.3.3.3).
	2.9 Computerprogramme und Datenbanken

	Zur Analyse und Bearbeitung von DNA-Sequenzdateien wurde das Programmpaket GCG® V 9.0 (Genetics Computer Group, Madison, WI, USA) unter dem Betriebssystem UNIX verwendet (Devereux et al., 1984). Die graphische Darstellung von Sequenzdateien wurde ferner mittels des Programms GeneDoc V 2.6.02 (Free Software Foundation Inc., Boston, MA, USA) durchgeführt. 
	Die Auswertung von Messdaten physikochemisch / biophysikalischer Analysen erfolgte mit den Programmen KaleidaGraph® V 3.6 (Synergy Software, Reading, USA) oder Microsoft® Excel 2002 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) unter Verwendung des Zusatzmoduls Solver (Brown, 2006). Die Daten der isothermen Titrationskalorimetrie wurden direkt mit dem im Datenanalyseprogramm Origin( integrierten Modul VP(-ITC Version 7.0383 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) ausgewertet und anschließend graphisch mit KaleidaGraph® V 3.6 (siehe oben) aufbereitet. Die Daten der dreidimensionalen Fluoreszenzabtastung des Doxorubicins wurde mit dem Programm FL WinLab 4.0( (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) durchgeführt.
	SDS-PAGE-Gele und Western-Blots wurden mit Hilfe eines Scanners und des Programms Adobe®Photoshop® (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA) digitalisiert und das erhaltene Bild hinsichtlich Helligkeit und Kontrast optimiert.
	Die Sequenz- und Strukturdaten von Proteinen wurden mit der Protein Data Bank (Berman et al., 2000) und den über den ExPASy-Molecular Biology Server (Gasteiger et al., 2005) frei zugänglichen Analyseprogrammen, wie z.B. ProtParam untersucht.
	3 Ergebnisse
	3.1 Der Ligand Doxorubicin
	3.1.1 Die Fluoreszenz des Doxorubicins


	Die Fluoreszenzeigenschaften des in dieser Arbeit als Ligand dienenden Anthrazyklin-Chemotherapeutikums Doxorubicin (Doxo) ((Ex = 470 nm, (Em1 = ~ 560 nm and (Em2 = 585 – 590 nm) hängen erheblich von der Polarität seiner molekularen Umgebung ab. Der Chromophor unterliegt einer inversen Solvatochromie, bei der mit abnehmender Dielektrizitätskonstante ( des Lösungsmittels bis zu einem Schwellenwert von 12, das Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten (Em1 und (Em2 auf ein Minimum sinkt, bevor mit weiter abnehmender Dielektrizitätskonstante der gegenteilige Effekt eintritt (Karukstis et al., 1998).
	Deshalb wurden nachweisbare Auswirkungen auf die Fluoreszenzemission des Liganden bei einer Komplexierung innerhalb der hydrophoben Bindungstasche eines dafür künstlich geschaffenen Anticalins erwartet (Pietrzak et al., 2003). In dem näherungsweise physiologischen Puffer PBS / E pH 7,4 bei konstanter Temperatur von 25 °C wurde aus dem Spektrum der Fluoreszenzemission bei variierender Anregungswellenlänge ein Optimum der Anregung bei 472 nm und der Emission bei etwa 590 nm beobachtet, wie schon von Andreoni (1992) in Phosphatpuffer mit pH 7,4 beschrieben (Abbildung 7).
	Abbildung 7: Dreidimensionales Fluoreszenzspektrum von Doxorubicin
	; das Anregungs-/Emissions-Fluoreszenzspektrum des Doxorubicins wurde bei einer Konzentration von 5,0 µM des Fluorophors in PBS / E pH 7,4 aufgenommen (siehe Abschnitt 2.7.4.1).
	3.1.2 Die Selbstassoziation des Doxorubicins

	Einen limitierenden Faktor für den direkten Einsatz als Fluoreszenzprobe stellt jedoch die Tendenz des Anthrazyklins zur Selbstassoziation in wässriger Lösung dar. Dieses Phänomen beruht auf der Stapelung der planaren, aromatischen Anthrachinonringe zweier Doxorubicinmoleküle und wird im Wesentlichen durch intermolekulare Wechselwirkungen der beteiligten π-Elektronensysteme vermittelt (Hayakawa et al., 1991). Das Selbstassoziationsverhalten des Doxorubicins wurde mittels Absorptions- und Fluoreszenzmessung sowie isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) untersucht.
	3.1.2.1 Selbstassoziation von Doxorubicin – Absorptionsspektroskopie

	Die Absorptionsmessung des Doxorubicins wurde im Konzentrationsbereich 1,0 – 300 µM nach Verdünnung einer frisch hergestellten 2,0 mM Stammlösung des Chromophors (in DMF) in PBS / E pH 7,4 durchgeführt. Bei höheren Konzentrationen wurde in diesem Puffer eine Präzipitation des Doxorubicins beobachtet. Zur Absorptionsmessung wurde sowohl die Wellenlänge mit 472 nm als auch die Temperatur bei 25 °C konstant gehalten. Die halblogarithmische Auftragung des, aus der apparenten Absorption bei der jeweiligen Doxorubicinkonzentration berechneten, molaren Extinktionskoeffizienten gegen die Doxorubicinkonzentration zeigte ausgehend von einem oberen Plateau-Wert bei niedriger Chromophorkonzentration mit zunehmender Konzentration eine Abnahme des Koeffizienten bis hin zu einem unteren Plateau-Wert (Abbildung 8). Dies deutete auf ein Assoziationsgleichgewicht hin.
	Durch nicht-lineare Regression nach Gleichung (13) wurde für ein Monomer-Dimer-Modell der Selbstassoziation im Gleichgewicht eine Dissoziationskonstante von 14,8 ± 0,3 µM erhalten. Der Extinktionskoeffizient des Monomers gleichbedeutend der Asymptote bei unendlicher Verdünnung entsprach εM = 13,10 ± 0,09 x 103 M-1cm-1. Der Wert des Dimers entsprechend der Asymptote bei hohen Doxorubicinkonzentrationen hatte einen Wert von 7,91 ± 0,02 x 103 M-1cm-1. Von Menozzi (1984) wurde durch Absorptionsmessung eine Dissoziationskonstante von 43,9 ± 4,6 µM für das Dimer mit Extinktionskoeffizienten von εM = 13,08 ± 0,08 x 103 M-1cm-1 und εD = 8,15 ± 0,15 x 103 M-1cm-1 für die monomere bzw. dimere Spezies beobachtet. Die in dieser Arbeit bestimmten Extinktionskoeffizienten waren mit dem Literaturwert also nahezu identisch, wohingegen die hier erhaltene Dissoziationskonstante um den Faktor 3 niedriger lag.
	1H-NMR-Experimente (Evstigneev et al., 2006) und Gleichgewichts-Sedimentationsmessungen (Eksborg, 1978) legen für Anthrazykline höhere Aggregationsgrade als Dimere nahe. Tatsächlich sollte die Selbstassoziation der Doxorubicinmoleküle sterisch nicht limitiert sein, da für die Daunosaminzuckerreste eine helikale Anordnung in der Peripherie der übereinander liegenden Ringsysteme angenommen werden kann (Bouma et al., 1986; Chaires et al., 1982; Li et al., 1998). Die Wechselwirkung der ungeladenen aromatischen Ringe zweier 
	Abbildung 8: Untersuchung der Selbstassoziation des Doxorubicins mittels Absorptionsspektroskopie
	; die Absorption des Doxorubicins wurde bei einer Wellenlänge von 472 nm durch Verdünnung in PBS / E pH 7,4 in einem Konzentrationsbereich von 1,0 – 300 µM bestimmt. Aus den, um den Leerwert des Puffers bereinigten Absorptionswerten, wurde der Extinktionskoeffizient der Doxorubicinlösung bei der jeweiligen Konzentration nach dem Lambert-Beerschen Gesetz Gleichung (1) berechnet. Nach halblogarithmischer Auftragung des Extinktionskoeffizienten gegen die Doxorubicinkonzentration wurden durch nicht-lineare Regressionsanalyse die Dissoziationskonstante KD sowie die Extinktionskoeffizienten ( der Selbstassoziationsprodukte ermittelt (siehe Abschnitt 2.7.3). Die mittels des (- -) Monomer-Dimer-Modells der Selbstassoziation nach Gleichung (13) und des (─) isodesmischen Modells nach Gleichung (40) erhaltenen Kurvenanpassungen waren nahezu deckungsgleich.
	Doxorubicinmoleküle ist im Wesentlichen auf Very Short-Range Forces zurückzuführen, weshalb ein indefinites Bindungsmodell mit isodesmischer Konstante physikalisch sinnvoll erscheint (Evstigneev et al., 2006; Ishida et al., 1988; Martin, 1996; Rodriguez et al., 1995). Aus Gleichung (40) ist ersichtlich, dass die Kettenverlängerung des Polymers dabei unbegrenzt mit gleicher Bindungskonstante für jedes neu an das bereits vorhandene Polymer assoziierende Monomer voranschreitet. Die Auswertung der Absorptionsmessung (Abbildung 8) mittels dieses isodesmischen Modells (Rodriguez et al., 1995) offenbarte in Übereinstimmung mit dem Ergebnis der Fluoreszenzmessung (siehe Abschnitt 3.1.2.2) eine niedrigere Dissoziationskonstante von 7,92 ± 0,02 µM. Der berechnete Extinktionskoeffizient des Monomers betrug praktisch unverändert 13,10 ± 0,06 x 103 M-1cm-1. Die im Inneren des Polymerstapels liegenden Doxorubicinmoleküle zeigten mit εint = 7,92 ± 0,04 x 103 M-1cm-1 (Gleichung (14), (15) und (17)) erwartungsgemäß einen niedrigeren Koeffizienten als die Moleküle an den Rändern εext = 10,04 ±0,20 x 103 M-1cm-1 (Gleichung (14), (15) und (16)). Wegen der Additivität von (kalk nach Gleichung (14) und der Nearest Neighbour-Annahme, wonach jeglicher Kontakt zwischen zwei in einem Stapel befindlichen, benachbarten Molekülen – unabhängig vom angenommen Assoziationsmodell – einen Beitrag zu (kalk leistet, können die beiden untersuchten Selbstassoziationsmodelle nicht aufgrund der Qualität der Kurvenanpassung mittels Absorptionsspektroskopie erhaltener Messwerte unterschieden werden (Evstigneev et al., 2012; Martin, 1996). Vielmehr führt diese Tatsache zur beobachteten Deckungsgleichheit bei der Kurvenanpassung beider Modelle (Abbildung 8). Aus Gleichung (7) und (40) geht zudem hervor, dass beide Selbstassoziationsmodelle abgesehen von einem Faktor 2 algebraisch identisch sind und daher wie auch hier beobachtet für die resultierende Dissoziationskonstante KDDim = 2 KDIso bzw. für Δ( = (M – (D = 2 ((M – (ext) gilt (Evstigneev et al., 2012).
	3.1.2.2 Selbstassoziation von Doxorubicin – Fluoreszenzspektroskopie

	Die relative Intensität der Fluoreszenzemission des bei 472 nm monochromatisch angeregten Doxorubicins in PBS / E pH 7,4 wurde bei 585 nm erfaßt (siehe Abschnitt 2.7.4.3). Die graphische Darstellung der bei konstanter Temperatur von 25 °C gemessenen Fluoreszenzemission ist selbst im niedrigen Konzentrationsbereich von 0 – 10 µM Doxorubicin nicht-linear und zeigt extrapoliert eine Sättigungskurve (Abbildung 9). Die apparente Fluoreszenzintensität wich in Übereinstimmung mit den Befunden von Karukstis (1998) bei 10 µM Doxorubicin bereits um mehr als 50 % von der Linearität ab. Der im Verlauf des Titrationsexperiments auf eine Endkonzentration von 1 % zunehmende DMF-Gehalt wurde dabei vernachlässigt und hätte allenfalls die Löslichkeit des Doxorubicins in der Pufferlösung erhöht. Rapoport & Pitina (1998) fanden eine Linearitätsabweichung dieses Ausmaßes erst ab ~ 70 µM. Demgegenüber wurde die Abnahme der Fluoreszenzintensität des C14-Dehydroxy-Derivats Daunorubicin ebenso bereits in dem Konzentrationsbereich um 10 µM beobachtet und als Ergebnis nicht-fluoreszenter Selbstassoziationsprodukte interpretiert (Chaires et al., 1982; Karukstis et al., 1998; Martin, 1980). Auch die Selbstassoziation des Doxorubicins wurde einem nicht-fluoreszente Polymere bildenden Prozess zugeschrieben (Karukstis et al., 1998; Rizzo et al., 1989), wodurch die Nearest Neighbour-Prämisse (siehe Abschnitt 3.1.2.1) für die hier durchgeführte Fluoreszenzmessung nicht zutrifft.
	Die nicht-lineare Regressionsanalyse mittels des Monomer-Dimer-Modells in Gleichung (35) (Abbildung 9; gestrichelte Kurve) zeigte im Vergleich zum isodesmischen Modell der Polymerisation nach Gleichung (34) und (40) (Abbildung 9; durchgezogene Kurve) eine stärkere Abweichung von den gemessenen relativen Fluoreszenzintensitäten. In der Tat war in beiden Fällen eine physikalisch sinnvolle Kurvenanpassung nur bei Interpretation der monomeren Spezies als einzig fluoreszierendem Molekül in Lösung möglich, weshalb Dimerisierung als oberster Assoziationsgrad wegen der höheren Signifikanz der isodesmischen Kurvenanpassung unwahrscheinlich war. Die resultierende Dissoziationskonstante des Monomer-Dimer-Modells betrug 2,54 ± 0,72 µM und wich damit um den Faktor 6 von dem bei der Absorptionsmessung – unter identischen Pufferbedingungen – erhaltenen Wert ab. Dagegen war die Dissoziationskonstante der isodesmischen Anpassung mit 11,0 ± 0,4 µM dem Wert der Absorptionsmessung vergleichbar. Die von Rizzo (1989) mittels Fluoreszenzspektroskopie nachgewiesene Selbstassoziation des Doxorubicins folgte – unter anderen Pufferbedingungen – im Einklang mit vorliegender Arbeit ebenso einer isodesmischen Polymerisation mit einer Dissoziationskonstante von 22,7 µM, wohingegen die dort bestimmte Dissoziationskonstante für die Dimerisierung bei 13,7 µM lag.
	Abbildung 9: Untersuchung der Selbstassoziation des Doxorubicins mittels Fluoreszenzspektroskopie
	; die konzentrationsbedingte Abnahme der bei 472 nm angeregten intrinsischen Fluoreszenz des Doxorubicins wurde durch Titration des Fluorophors in den Puffer PBS / E pH 7,4 bis zu einer Endkonzentration von 10,0 µM bei 585 nm verfolgt. Nach Abzug des Fluoreszenzbeitrags des Puffers wurden die erhaltenen relativen Fluoreszenzintensitäten gegen die Gesamtkonzentration des Doxorubicins aufgetragen und durch nicht-lineare Regressionsanalyse die Dissoziationskonstante KD der Selbstassoziation und die molare Fluoreszenz fL des monomeren Doxorubicins ermittelt (siehe Abschnitt 2.7.4.3). (- -) Monomer-Dimer-Modell der Selbstassoziation nach Gleichung (35), (─) isodesmisches Modell nach Gleichung (34) und (40).
	Als Konsequenz dieses ausgeprägten Selbstassoziationsverhaltens wurde, soweit experimentell möglich, bei den späteren Untersuchungen der Komplexierung des Doxorubicins durch Biomakromoleküle eine Liganden-Endkonzentration von 5,0 – 10,0 µM nicht überschritten (Husain et al., 1993). Bei entsprechend hochaffiner Bindungsaktivität des makromolekularen Partners gegenüber Doxorubicin sollte das Selbstassoziationsverhalten in diesem Konzentrationsbereich vernachlässigbar sein.
	3.1.2.3 Selbstassoziation von Doxorubicin – isotherme Titrationskalorimetrie

	Ausgehend von einer hochkonzentrierten 3,75 mM Stammlösung des polymerisiert vorliegenden Doxorubicins in deionisiertem Wasser wurde das Dissoziationsverhalten des Haptens mittels isothermer Titration in die den Puffer (50 mM Hepes / NaOH-Puffer pH 7,4) enthaltende Messzelle des Kalorimeters bei 25 °C bestimmt (siehe Abschnitt 2.7.2).
	Die Auftragung der Wärmeänderung pro Mol injiziertem Doxorubicin gegen die Doxorubicinkonzentration in der Messzelle wies im Einklang mit der angenommenen indefiniten isodesmischen Selbstassoziation einen hyperbolischen Verlauf auf (Abbildung 10). Die bei einem solchen Titrationsexperiment beobachteten endothermen Verdünnungswärmen sind charakteristisch für Dissoziationsreaktionen (McPhail & Cooper, 1997). Wie bereits für die UV- / Vis-Spektroskopie (siehe Abschnitt 3.1.2.1) gezeigt wurde, ist auch mittels kalorimetrisch bestimmter Messwerte, die einen Selbstassoziationsprozess beschreiben, keine Unterscheidung zwischen Dimerisierung und isodesmischer Polymerisation anhand der Kurvenanpassung möglich (Buurma & Haq, 2007; Martin, 1996; McPhail & Cooper, 1997; Stoesser & Gill, 1967). Deshalb wurde für die nicht-lineare Regressionsanalyse das in der VP(-ITC Version 7.0 des Datenanalyseprogramms Origin( integrierte Monomer-Dimer-Modell nach Gleichung (7), (8) und (9) benutzt und die so erhaltenen Werte für die Enthalpieänderung ΔH und die Dissoziationskonstante KD dem isodesmischen Modell angepasst (siehe Abschnitt 2.7.2 und 2.9). Die Enthalpieänderung der exothermen Assoziationsreaktion entspricht dabei ΔHIso = ΔHDim / 2 und die Dissoziationskonstante KDIso = KDDim / 2.
	Abbildung 10: Untersuchung der Selbstassoziation des Doxorubicins mittels isothermer Titrationskalorimetrie (ITC)
	; Messung der Wärmeänderung ΔQ [kJ / mol] bei Verdünnung einer konzentrierten Lösung des Doxorubicins in die mit Puffer (50 mM Hepes / NaOH pH 7,4) gefüllte Probenzelle bei 25 °C. Die Titration wurde ausgehend von 3,75 mM Doxorubicin in H2O (Millipore) in Schritten von je 7,0 µl bei einer Durchmischung der Probenzelle mit 310 rpm durchgeführt. Die dabei erhaltenen Verdünnungswärmen wurden zunächst um die Werte einer analog durchgeführten Referenzmessung durch Titration von H2O (Millipore) in den Puffer bereinigt. Anschließend wurden die Dissoziationskonstante KD und ΔHDissoz = – (ΔHDim) graphisch durch nicht-lineare Regression bestimmt (siehe Abschnitte 2.7.2 und 2.9).
	Die Enthalpieänderung ΔHDim betrug – 38,16 ± 0,33 kJ / mol und ΔHIso = – 19,08 ± 0,17 kJ / mol bei einer KDDim von 246 ± 9 µM und KDIso von 123± 5 µM. Mit den experimentell bestimmten Werten der Enthalpie und der Assoziationskonstante wurden die freie Enthalpie ΔG und die Entropieänderung ΔS des Assoziationsprozesses unter den vorliegenden Standardbedingungen berechnet (Gleichung (10)). ΔGDim betrug dabei – 20,60 kJ / mol und ΔSDim = – 58,82 J mol-1K-1. ΔGIso entsprach – 22,32 kJ / mol bei einer Entropieänderung von ΔSIso = + 10,86 J mol-1K-1. Die Selbstassoziation des Doxorubicins ist folglich unter den vorliegenden Versuchsbedingungen aufgrund des negativen ΔH-Werts ein enthalpiegetriebener Prozess, der bedingt durch den negativen Wert der freien Enthalpie exergon ist und somit einer freiwillig ablaufenden Reaktion entspricht (Atkins & De Paula, 2005). Die assoziative Stapelung planarer, aromatischer Ringsysteme ist vielfach als enthalpiegetriebener Prozess beschrieben (Bouma et al., 1986; Chaires et al., 1982; Evstigneev et al., 2006; Martin, 1996). Zur thermodynamischen Stabilität des Assoziationskomplexes trägt grundsätzlich auch ein positiver Wert der Entropie bei. Jedoch erhöht sich im Verlauf der Selbstassoziation und damit verbundener Einschränkung der Freiheitsgrade der einzelnen Doxorubicinmoleküle die Ordnung, wodurch sich ΔS erniedrigt (Jelesarov & Bosshard, 1999). Dieser Effekt ist erkennbar am negativen Entropiewert der Dimerisierung. Durch einen anzunehmenden höheren Desolvatisierungsgrad bei isodesmischer Polymerisation könnte es hier zu einer Überkompensation der negativen Entropie kommen und dazu führen, dass die Komplexbildung hier insgesamt auch entropisch begünstigt ist (Jelesarov & Bosshard, 1999; Rether, 2010). 
	In Übereinstimmung mit den in dieser Arbeit erhaltenen thermodynamischen Daten wurde zuvor von McLennan (1985) mittels NMR allerdings für ein Dimerisierungsmodell die freie Enthalpie ΔH zu – 14,44 kJ / mol bei einer Entropieänderung ΔS von + 12,56 J mol-1K-1 des Doxorubicins bestimmt. Der im Vergleich zur Absorptions- und Fluoreszenzmessung um mehr als den Faktor 10 höhere Wert der isodesmischen Dissoziationskonstante der Doxorubicin-Polymerisation läßt sich mit den geringeren kosmotropen Eigenschaften des Hepes-Puffers im Vergleich zu PBS / E erklären (Salay & Schreier, 2004). Zur eindeutigen Klärung bedarf es jedoch einer analog durchzuführenden kalorimetrischen Bestimmung in PBS / E-Puffer. Diese wurde hier nicht vorgenommen, da die kalorimetrische Bestimmung der Selbstassoziation im Wesentlichen zur Vorbereitung auf die ITC-Messung der Komplexierung des Doxorubicins durch die selektierte BBP-Variante F1K27 (siehe Abschnitt 3.6) – die jedoch ergebnislos blieb – diente. Kalorimetrische Bindungsstudien erfordern in der Regel hohe Konzentrationen beider Komplexierungspartner in Lösung (Turnbull & Daranas, 2003); sowohl die Löslichkeit der Proteine in ihrer nativen Tertiärstruktur als auch die monomere Form des Liganden muss dabei gewährleistet sein. Außerdem darf der Puffer nur eine niedrige Protonierungswärme aufweisen (Baker & Murphy, 1996), weshalb 50 mM Hepes / NaOH-Puffer pH 7,4 verwendet wurde. Andererseits konnte dieser Puffer nicht durchgängig verwendet werden, da die Laborroutine zeigte, dass er für eine stabile, längerfristige Lagerung der BBP-Varianten bei 2 – 8°C nicht geeignet war.
	3.2 Lipocaline – Ein Faltungsmuster für künstliche Bindeproteine zur Komplexierung des Liganden Doxorubicin

	Die Proteinfamilie der Lipocaline ist weit verbreitet und dient in vielen Organismen dem Transport und der Speicherung schlecht löslicher oder chemisch labiler Vitamine, Hormone und Sekundärmetaboliten (Åkerström et al., 2000). Doxorubicin zeigt hinsichtlich seiner geringen Größe, mit einer molaren Masse von 543,52 g / mol, und wegen seines hydrophoben Charakters ähnliche Eigenschaften wie die nativen Lipocalinliganden und sollte deshalb, wenn auch mit moderater Affinität, bereits durch natürliche Lipocaline komplexiert werden können. Das Bindungsverhalten einer Reihe natürlicher Lipocaline gegenüber Doxorubicin wurde durch Protein-Fluoreszenztitration (siehe Abschnitt 2.7.4.2) untersucht. Fünf Lipocaline, AGP, BBP, NGAL, RBP und TLC, wurden mit Doxorubicin bis zu einer Endkonzentration von 10,0 µM titriert. Alle Proteine zeigten ein geringes Quenching ihrer Primärfluoreszenz im Bereich von etwa 3 – 9 %, wobei das TLC den geringsten und das AGP den stärksten Quenching-Effekt erfuhren (Abbildung 11A). Dies deutete insgesamt auf eine niedrige, aber signifikante Bindungsaffinität der Lipocaline für diesen Liganden hin.
	Abbildung 11: Fluoreszenztitration der Lipocaline AGP, BBP, NGAL, RBP und Tlc mit Doxorubicin
	; die Proteine wurden in E. coli produziert und durch Streptavidin-Affinitätschromatographie und Gelfiltration gereinigt (freundlicherweise von D. Breustedt und D. Schönfeld in homogener Form zur Verfügung gestellt; (Breustedt et al., 2006)). Eine 1,0 µM Lösung (A) jedes der Lipocaline in PBS / E pH 7,4 wurde mit Doxorubicin bis zu einer Endkonzentration von 10 µM titriert. Dabei wurde die Abnahme der Proteinfluoreszenz bei der Trp-Anregungswellenlänge von 295 nm und der Emissionswellenlänge 345 nm in Abhängigkeit von der Ligandenkonzentration verfolgt. Die Anpassung der um den Puffer-Leerwert bereinigten und auf eine Anfangsfluoreszenz von 100 % skalierten Messwerte erfolgte nach Korrektur des inneren Filtereffekts des Doxorubicins – in (B) am Beispiel des AGP als Einfluss der Eigenabsorption des Doxorubicins bei 295 nm gezeigt – durch nicht-lineare Regression mittels Gleichung (31).
	Die stärkste Fluoreszenzlöschung mit einer Asymptote von 25,2 ± 2,0 % wurde für das α1-Acid Glycoprotein (AGP) (Hochepied et al., 2003) beobachtet. Die dabei ermittelte Dissoziationskonstante für Doxorubicin betrug 8,05 ± 0,95 µM. Damit war das AGP mit seiner im Vergleich höchsten intrinsischen Bindungsaktivität gegenüber Doxorubicin das interessanteste der getesteten Lipocaline. Literaturwerte der Dissoziationskonstante des AGP / Doxorubicin-Komplexes variieren im Bereich von 10,8 – 108 µM (Chassany et al., 1996; Finlay & Baguley, 2000; Husain et al., 1993). Deshalb wurde die Bindung des Doxorubicins an AGP mittels Fluoreszenzanisotropie und Gleichgewichtsdialyse genauer untersucht.
	3.2.1 Nachweis des AGP / Doxorubicin-Komplexes: Fluoreszenzanisotropie

	AGP wurde aus dem Periplasmaextrakt mit den Plasmiden pAGP1 und pTUM4 transformierter MC4100(skp-Zellen (freundlicherweise von D. Schönfeld zur Verfügung gestellt) durch Reinigung mittels SA-Affinitätschromatographie (siehe Abschnitt 2.6.1.1) und nachfolgender Gelfiltration (siehe Abschnitt 2.6.1.2) mit hoher Reinheit (Abbildung 29) erhalten. Als Ausgangswert diente die nach Gleichung (53) berechnete Anisotropie rf von 0,066 ± 0,001 einer 1,0 µM Lösung des freien Doxorubicins in PBS / E pH 7,4 bei 25 °C. Anschließend wurde die AGP / Doxorubicin-Komplexbildung nach Einstellung des Gleichgewichts in Mischungen bestehend aus 1,0 µM Doxorubicin mit zunehmenden AGP-Konzentrationen von 0 – 50 µM verfolgt. Die Anisotropie stieg dabei auf einen Wert r von 0,094 ± 0,020. Bei Auftragen der Anisotropie gegen die eingesetzte AGP-Konzentration wurde eine Sättigungskurve für die Bildung des AGP / Doxo-Komplexes erhalten (Abbildung 12).Abbildung 12: Fluoreszenzanisotropie zum Nachweis der AGP / Doxorubicin-Komplexbildung
	; Die Messung der Anisotropie des Hapten-Fluorophors Doxorubicin bei Komplexierung mit dem Protein erfolgte ausgehend von 1,0 µM Doxorubicin in PBS / E pH 7,4 mit unterschiedlichen Konzentrationen des Proteins von 0 – 50 µM in einem Gesamtvolumen von 150 µl. Das Ausmaß der Komplexbildung im Gleichgewicht als Ausdruck des Anisotropiewertes r wurde bei 25 °C bei einer Anregungswellenlänge von 472 nm und einer Wellenlänge der Emission von 585 nm nachgewiesen. Die mittels Gleichung (53) berechnete Anisotropie r wurde gegen die AGP-Konzentration aufgetragen und durch nicht-lineare Regression mittels Gleichung (56) die Dissoziationskonstante KD, die Anisotropie des freien Liganden rf und die maximale Anisotropie für den vollständig gebunden Liganden rk ermittelt (siehe Abschnitt 2.7.4.5).
	Der durch Kurvenanpassung mittels Gleichung (56) extrapolierte obere Plateau-Wert rk der Anisotropie von 0,109 ± 0,005 entspricht dabei dem Wert für den vollständig komplexierten Liganden. Die erhaltenen Ergebnisse stimmten mit den von Husain (1993) mittels Fluoreszenzanisotropie ermittelten Werten von rf = 0,07 und rk = 0,12 für den Komplex aus glykosyliertem AGP mit Doxorubicin weitestgehend überein. Die in vorliegender Arbeit beobachtete starke Abweichung des rk-Werts vom theoretischen Maximalwert von 0,40 der fundamentalen Anisotropie, die die Abwesenheit von Depolarisationseffekten und somit den in seiner Rotationsdiffusion komplett eingeschränkten Liganden beschreibt (Burke & Tritton, 1985), bedeutete vermutlich eine schwache Komplexierung des Doxorubicins in der Bindungstasche des AGP (Husain et al., 1993). Dazu passte auch die hier mittels Gleichung (56) bestimmte moderate Affinität des AGP gegenüber Doxorubicin mit einer Dissoziationskonstante von 26,3 ± 5,8 µM, die um den Faktor 3 höher als bei der Proteinfluoreszenztitration (siehe Abschnitt 3.2) war.
	3.2.2 Nachweis des AGP / Doxorubicin-Komplexes: Gleichgewichtsdialyse

	Die Gleichgewichtsdialyse wurde mit jeweils 100 µM AGP und variierenden Doxorubicinkonzentrationen im Bereich von 5,0 – 200 µM in einem Gesamtvolumen von 75 µl durchgeführt (siehe Abschnitt 2.7.1). Nach Gleichgewichtseinstellung bei 25 °C für 24 h erfolgte eine Absorptionsmessung bei 472 nm, wodurch unter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes nach Gleichung (1) jeweils die Konzentration des Doxorubicins auf der Proteinseite (AGP-ligandenbeladen und unbeladen) und der korrespondierenden Pufferkammerseite (unkomplexierter Ligand) bestimmt wurde. Zur Berechnung wurde als Extinktionskoeffizient vereinfacht der Wert für εintern des indefiniten Polymerisationsmodells aus Abschnitt 3.1.2.1 mit 7920 M-1cm-1 verwendet. Dies erschien wegen der eingesetzten Ligandenkonzentration von bis zu 200 µM sinnvoll, um den Effekt der Selbstassoziation des Doxorubicins (siehe Abschnitt 3.1.2.1) zu berücksichtigen.
	Bei Auftragen der Konzentration des mit dem AGP komplexierten Doxorubicins – ausgedrückt als Sättigungsgrad des Proteins mit dem Liganden in Prozent – gegen die Konzentration an frei in Lösung befindlichem Liganden wurde die erwartete Sättigungskurve (Abbildung 13A) mit einer Dissoziationskonstante von 68,4 ± 7,4 µM (Gleichung (3)) erhalten. Im Einklang mit einer einzelnen Bindungsstelle innerhalb des AGP (100 µM) näherte sich die Konzentration des gebundenen Liganden asymptotisch einem Wert von 93,0 ± 5,1 µM. Die eingesetzte Konzentration des Proteins betrug 100 µM. Deutlich erkennbar wurde die 1 / 1-Stöchiometrie des AGP / Doxo-Komplexes bei doppelt reziproker Auftragung, dem sogenannten Scatchard-Plot (Scatchard, 1949b), dessen Ausgleichsgerade einen Abszissenschnittpunkt von 0,96 (Gleichung (4)) – bei einer Dissoziationskonstante von 73,2 ± 0,4 µM – aufwies, was nur geringfügig von dem theoretischen Wert 1,0 für eine einzige Bindungsstelle abwich (Abbildung 13B).
	Die Interpretation einer einzigen Bindungsstelle des AGP für Doxorubicin wird durch frühere Absorptions- und Fluoreszenzstudien von Husain (1993) gestützt. Auch hat wohl die 24-stündige Inkubationsdauer des Doxorubicins bei Raumtemperatur – während der Einstellung des Gleichgewichts – keine partielle Degradation des Chromophors und somit keine Verfälschung der Ergebnisse bewirkt (Eksborg et al., 1982).
	Abbildung 13: Gleichgewichtsdialyse zum Nachweis der AGP / Doxorubicin-Komplexbildung
	; (A) nicht-lineare Regression gemäß Gleichung (3) und (B) lineare Regression gemäß Gleichung (4) (r entspricht dem Bruchteil des komplexierten Proteins; c ist die Konzentration des freien Haptens).
	Um Doxorubicin für bioanalytische, biophysikalische oder medizinische Zwecke hochaffin komplexieren zu können, waren die genannten Lipocaline trotz nachgewiesener spezifischer Bindungsaktivität noch ungeeignet. Abhilfe verspricht das Protein-Engineering von Liganden-Bindungsproteinen, wie mit den sogenannten Anticalinen schon im Fall der Lipocaline erfolgreich demonstriert worden ist (Beste, 1998; Schlehuber, 2001). Die In-vitro-Evolution von Proteinen mit maßgeschneiderten Eigenschaften erfährt durch die Verknüpfung kombinatorischer biochemischer Methoden wie dem Phage Display mit dem rationalen Proteindesign hohe Effizienz. Eine sinnvolle Substitution der für die Bindung des Zielmoleküls verantwortlichen Aminosäuren innerhalb der Bindungstasche eines Proteins setzt die Kenntnis seiner dreidimensionalen Struktur voraus. Für das als Gerüststruktur (Protein-Scaffold) geeignet erscheinende AGP fehlten diese Strukturdaten zum Zeitpunkt des Projektbeginns. Im Gegensatz dazu ermöglichte das Bilin-Bindungsprotein (BBP) mit seiner bekannten Kristallstruktur (Huber et al., 1987) eine sinnvolle Auswahl der zu mutierenden Aminosäurepositionen und besaß deshalb vielversprechende Ausgangsbedingungen für die Komplexierung des Haptenliganden Doxorubicin durch ein maßgeschneidertes Anticalin.
	3.3 Herstellung einer nativen BBP-Zufallsbiblothek

	Da die durch kombinatorische Selektion, z.B. mit Phage Display, maximal erreichbare Affinität mit der Komplexität der eingesetzten molekularen Bibliothek korreliert (Perelson & Oster, 1979; Waterhouse et al., 1993), wurde das hinsichtlich vieler Parameter bereits etablierte und optimierte BBP-Selektionssystem (Beste et al., 1999; Schlehuber et al., 2000) einer weiteren Feinjustierung unterzogen.
	Um die bestehende, auf dem Strukturgen des Bilin-Bindungsproteins basierende Zufallsbibliothek in höchstmöglicher Komplexität zu präparieren, wurde durch Restriktionsverdau (siehe Abschnitt 2.2.4.2) von 200 µg entsprechend 72,0 pmol des Phasmidvektors pBBP38 (Abbildung 3) mit BstXI das natürliche BBP-Strukturgen ausgeschnitten, und das Vektorrückgrat isoliert. Gleichzeitig wurden durch zweistufige Polymerasekettenreaktion (PCR) die gewünschten Zufallsmutationen (Beste et al., 1999) in die bbp-Sequenz eingeführt (siehe Abschnitt 1.5.1). 18,0 µg entsprechend 77,0 pmol des assemblierten PCR-Produktes wurden ebenfalls mit BstXI geschnitten, um kompatible Enden zur gerichteten Inserierung in den Phasmidvektor pBBP38 zu erzeugen. Durch gelelektrophoretische Trennung und nachfolgende Phenol / Chloroform-Extraktion wurde das beidseitig verdaute Insert bei hoher Reinheit mit einer Ausbeute von 20 % isoliert. Die präparierten DNA-Fragmente für Insert und Vektorrückgrat wurden anschließend in einem 15,0 pmol Ansatz im molaren Verhältnis 1:1 ligiert und anschließend gefällt (siehe Abschnitt 2.2.4.3 und 2.2.6.2). Die Transformation des für das Phage Display geeigneten E. coli-Stamms XL1-Blue mit der ligierten BBP-Zufallsbibliothek erfolgte mittels 23 Elektroporationsansätzen mit jeweils 2,0 µg DNA. Die mit 100 ng Phasmidvektor pBBP38 getestete Transformationseffizienz der Zellen betrug 8,2 x 109 pro µg DNA. Die erhaltene Bibliothek zeigte mit einer Komplexität von 2,5 x 1010 unabhängigen Transformanden eine Verbesserung um nahezu den Faktor 70 im Vergleich zu der BBP-Zufallsbibliothek von Beste et al. (1999).
	3.3.1 Optimierung der Komplexität der BBP-Zufallsbibliothek

	Diese erhebliche Steigerung der Komplexität war einerseits auf Erhöhung der DNA-Stoffmenge um den Faktor 3,6 von 4,2 pmol auf 15,0 pmol bei der Herstellung des Ligierungsansatzes zurückzuführen. Anderseits resultiert sie wesentlich (nahezu um den Faktor 20) aus der Optimierung experimenteller Abläufe, wie erhöhter Transformationseffizienz der elektro-kompetenten Zellen des E. coli-Stamms XL1-Blue und verbesserter Ligierungseffizienz.
	3.3.1.1 Optimierung der Transformation des E. coli-Wirtsstamms XL1-Blue

	Die Effizienz der hier präparierten elektro-kompetenten Zellen betrug 8,2 x 109 pro µg DNA für den Phasmidvektor pBBP38, was einer Steigerung um den Faktor ~ 14 im Vergleich zu 6,0 x 108 pro µg DNA des Phasmidvektors pBBP20 bei (Beste, 1998) entspricht. Zusätzlich wurde die Anzahl der benötigten Elektroporationsansätze minimiert, um die bereits transformierten Ansätze schnellstmöglich weiter zu verarbeiten. Deshalb wurde pro Elektroporationsansatz eine DNA-Menge von 2,0 µg verwendet. Diese lag über der maximalen Menge von 1,3 µg DNA pro Ansatz bis zu der die Zahl der erhaltenen Transformanden nach früheren Erkenntnissen proportional steigt (Stibora, Beste & Skerra, unveröffentlicht). Allerdings bezieht sich diese Proportionalität auf Testtransformationsansätze mit zirkulärem Vektor. Dessen Anteil lag in den durchgeführten Ansätzen wegen der Obergrenze der Ligierungseffizienz von etwa 10 % (siehe Abschnitt 3.3.1.2) bei etwa 200 ng. Aus diesem Grund war auch die mit der Positivkontrolle von 100 ng Phasmidvektor pBBP38 ermittelte Transformationseffizienz nur als Richtwert für die Eignung der elektro-kompetenten Zellen zur Herstellung einer hochkomplexen BBP-Zufallsbibliothek zu verstehen.
	Im Vorfeld wurde pro Elektroporationsansatz lediglich ein dreifacher Überschuss eingesetzter Zellen zur Molekülanzahl des ligierten, zirkulären Vektors errechnet. Um trotzdem eine maximale Effektivität der Transformation sicher zu stellen, wurden die elektro-kompetenten Zellen unmittelbar vor der Transformation frisch hergestellt (Noren & Noren, 2001). Bei früheren Versuchen war pro Einfrier-Auftau-Zyklus der Zellen ein Abfall der Transformationseffizienz um bis zu einem Faktor 10 beobachtet worden.
	Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Elektroporation war die Vermeidung von Lichtbogenbildung, was die Überlebensfähigkeit der Zellen drastisch senkt. Die Thermoemission kann durch Herabsetzung der Leitfähigkeit der Elektroporationsansätze verringert werden. Deshalb wurde die, für die Elektroporation bestimmte, ligierte DNA nach der Fällung in H2O bidest. gelöst (siehe Abschnitt 2.2.6.2). Auch die elektro-kompetenten Zellen wurden entgegen der bisherigen Vorschrift nicht mit GYT-Medium (Beste, 1998; Dower et al., 1988) sondern lediglich in H2O bidest. gewaschen und darin letztlich resuspendiert (siehe Abschnitt 2.2.2.4), um sämtliche ionischen Rückstände zu entfernen.
	3.3.1.2 Maßnahmen zur Optimierung der Ligierungseffizienz

	Zur gerichteten Klonierung der mutierten Zufallsvarianten der bbp-Gensequenz auf den Phasmidvektor pBBP38 (Abbildung 3) mit hoher Ausbeute war zunächst quantitativer Verdau mit der Endonuklease BstXI entscheidend (siehe Abschnitt 2.2.4.2). Insbesondere galt dies für das durch PCR erzeugte Insert, auf dem sich die Erkennungssequenzen der Endonuklease nur wenige Basenpaare entfernt vom 5'- bzw. 3'-Ende des linearen DNA-Fragments befanden. Aufgrund der sehr geringen Größenunterschiede ist bei der elektrophoretischen Trennung eine eindeutige Abtrennung des doppelt verdauten Inserts, von unverdauten Produkten erschwert. Zudem ist bekannt, daß Restriktionsenzyme nah am Ende eines DNA-Doppelstrangs mit verminderter Effizienz schneiden (Kaufman & Evans, 1990). Durch die Verunreinigung mit nur einfach geschnittenem Insert wäre es deshalb zu ineffizienter Ligierung gekommen.
	Die Produkte des ersten PCR-Schritts, Fragment A und Fragment B (Abbildung 4), wurden deshalb über ein 2,0 % Low Melting Point-Agarosegel hoher Reinheit getrennt (siehe Abschnitt 2.2.5.1), bei einer Wellenlänge von 365 nm im langwelligen UV-Bereich sichtbar gemacht, und zügig unter Verzicht eines dokumentarischen Photos ausgeschnitten, um eine UV-Schädigung der DNA zu vermeiden (Duro et al., 1993). Die Isolierung der DNA erfolgte mit JETSORB-Partikeln (siehe Abschnitt 2.2.6.3). Bei der Reinigung des im Anschluss erzeugten assemblierten PCR-Produkts wurde auf eine elektrophoretische Trennung zugunsten der Reinigung des PCR-Produkts mittels des E.Z.N.A.® Cycle-Pure Kits (siehe Abschnitt 2.2.6.4) verzichtet. Diese Prozedur entfernte die Taq-DNA-Polymerase, die Oligodesoxynukleotide sowie die Desoxynukleotidtriphosphate quantitativ. Nicht abgetrennte Agaroserückstände und an diesen anhaftende Verunreinigungen, wie andere Polysaccharide hätten andernfalls zusätzlich inhibitorisch auf die Restriktionsendonukleasen wirken können (Duro et al., 1993; Roberts & Murray, 1976). 
	Als weitere Ursachen für einen ineffizienten oder unspezifischen DNA-Verdau waren die relaxierte Erkennungssequenzspezifität des Restriktionsenzyms, die als Star-Aktivität bezeichnet wird (Nakamura et al., 2001), wie auch eine Kontamination der Restriktionsenzyme mit bakteriellen Exonukleasen, in Betracht zu ziehen (Hashimoto-Gotoh, 1995). Star-Aktivität bedingende Faktoren wie extensive Inkubationszeit, hohe Enzymkonzentration und suboptimale Pufferbedingungen – aufgrund zu geringer Ionenstärke oder falschen pH-Werts sowie durch Spuren organischer Lösungsmittel verursacht – waren durch die vorliegende Arbeitsvorschrift bereits weitgehend minimiert (siehe Abschnitt 2.2.4.2). Die BstXI-Restriktionsendonuklease des Herstellers Promega zeigte im Vergleich zu Enzymen anderer Hersteller eine höhere Effizienz und Spezifität der Spaltung.
	Das mit dem Enzym BstXI geschnittene Vektorrückgrat bzw. Insert wurde anschließend über ein 0,8 % respektive 1,5 % LMP-Agarosegel elektrophoretisch getrennt (siehe Abschnitt 2.2.5.1), bei 365 nm illuminiert, und wiederum zügig ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA aus den Gelstücken erfolgte mittels quantitativer Phenol / Chloroform-Extraktion (siehe Abschnitt 2.2.6.5). Dieses von Wieslander (1979) etablierte Verfahren lieferte bei nachfolgender Ethanolfällung DNA hoher Reinheit. Nicht nur erlaubte es die rückstandslose Abtrennung des Restriktionsenzyms und des BSA aus dem Restriktionsansatz sondern in Verbindung mit der bei niedrigen Temperaturen schmelzenden LMP-Agarose eine, die DNA schonende, quantitative Beseitigung der Matrix. Die durch diese Vorgehensweise erzielte hohe Reinheit der DNA war neben der Verwendung der T4-DNA-Ligase des Herstellers Promega, die im Vergleich zu Ligasen anderer Hersteller – nach persönlicher Erfahrung – effektiver arbeitete, entscheidend für eine hohe Ligierungseffizienz (Fransen et al., 1998).
	3.3.2 Verbesserung der Integrität der BBP-Zufallsbibliothek

	In insgesamt fünf Selektionszyklen wurden die aus einer nativen BBP-Zufallsbibliothek mit einer Diversität von 1,26 x 109 unabhängigen Transformanden bei 50 % Integrität – die eigens vor den Optimierungsarbeiten zur Komplexitätssteigerung (siehe Abschnitt 3.3.1) nach dem Protokoll von Beste (1998) hergestellt worden war – angereicherten, mit Doxorubicin-SS-Biotin / Streptavidin komplexierten Phagemide jeweils unter den potentiell milden Bedingungen der reduktiven Spaltung der Disulfidbrücke innerhalb des Linkers mit 50 mM DTT eluiert (Chames et al., 2000). Das in diesem Fall komplexiert bleibende Hapten beeinträchtigt die Infektivität der Phagemide normalerweise nicht (Kobayashi et al., 2005). Die Analyse fünf zufällig gepickter Klone aus der Selektionsrunde 3 (Abbildung 14) offenbarte mit nur einer einzigen funktionellen BBP-Sequenzvariante einen niedrigen Anteil funktioneller Fusionsproteine kodierender Phasmide. Die übrigen vier Sequenzen zeigten einzelne Nukleotid-Deletionen bzw. -Insertionen. Die beobachteten Insertionen und Deletionen führen zur Verschiebung des natürlichen Leserahmens und in der weiteren Sequenzabfolge zur Ausprägung von TAA (Ochre)- und TGA (Opal)-Stoppkodons, die in dem E. coli-Amber-Suppressorstamm XL1-Blue nicht überlesen werden. Folglich bewirken die Stoppkodons bei der Proteinbiosynthese einen Kettenabbruch und führen letztlich dazu, dass gar kein pIII-Fusionsprotein in der Phagemidhülle verankert wird. Für eine erfolgreiche Affinitätsanreicherung ist es jedoch erforderlich, den Prozentsatz der Fusionsgene mit Stopkodons oder im Leserahmen verschobener Mutanten so gering wie möglich zu halten (Carcamo et al., 1998).
	Das Auftauchen dieser Klone in Anreicherungszyklus 3 wurde durch Vorteile bei der Replikation dieser Phagemide begründet. Die beobachteten Mutationen wurden, da sie im Bereich der synthetischen Oligodesoxynukleotide lagen, auf die Verwendung nicht gereinigter Primer bei der Herstellung der für das Phage Display eingesetzten Genbibliothek zurückgeführt (siehe Abschnitt 2.2.4.1). Außerdem können innerhalb des Wirtsstamms auch Rekombinationsereignisse stattfinden, die evolutiv dazu dienen toxische Genprodukte unschädlich zu machen (Brown & Campbell, 1993; Skerra, 1994). Eine einzige der erhaltenen Mutanten besaß ein zusätzliches, inseriertes Basenpaar außerhalb der beschriebenen Primer-Regionen und war vermutlich durch die natürliche Mutationsrate (etwa 10-4 pro bp) der Taq-DNA-Polymerase (Bracho et al., 1998; Eckert & Kunkel, 1990; Ling et al., 1991) verursacht, da sie keine Korrekturaktivität besitzt. 
	Im Gegensatz zu den wirtseigenen Prozessen ließ sich die Herstellung der BBP-Gensequenzen beeinflussen. Neben der Einstellung optimaler Pufferbedingungen, um die Einbaurate falscher Basen durch die verwendete Taq-DNA-Polymerase so gering wie möglich zu halten, erwies sich dabei die korrekte Sequenz der synthetischen, degenerierten Oligodesoxynukleotide als entscheidend.
	Deshalb wurden die bei einem kommerziellen Hersteller synthetisierten Oligodesoxynukleotide (siehe Abschnitt 2.1.2) vor dem Einsatz in der PCR präparativ durch eine Polyacrylamid / Harnstoff-Gelelektrophorese gereinigt (siehe Abschnitt 2.2.5.2; Abbildung 15). Dabei wurden Oligodesoxynukleotide kürzerer Sequenz, die während der PCR Deletionsmutanten erzeugt hätten, als Nebenprodukte der DNA-Synthese abgetrennt. Eine Sequenzanalyse zufällig ausgewählter Klone zeigte einen hohen Prozentsatz funktioneller BBP-Gensequenzen mit 80 % bei Verwendung der gereinigten Oligodesoxynukleotide.
	Abbildung 14: DNA- und korrespondierende Aminosäure-Sequenzen, der aus der ersten nativen Bibliothek selektierten BBP-Varianten im Vergleich zum Wildtyp-BBP
	; zufällig ausgewählte Klone aus dem 3 Anreicherungszyklus. Der hier gezeigte Ausschnitt aus der Sequenz des Wt-BBP umfasst die Aminosäurepositionen 20 bis 136. Das mit den degenerierten Primer-Paaren GB-3 / FS-15 bzw. GB-11 / GB-4 in einer zweistufigen PCR-Reaktion randomisierte Gensegment besitzt flankierende Erkennungssequenzen für die Restriktionsendonuklease BstXI (CCAN6TGG, grau hinterlegt). Die variablen Loop-Regionen des Wt-BBP sind unterstrichen. Die Aminosäurepositionen innerhalb des Wt-BBP, die für die Konstruktion der Bibliothek einer gerichteten Zufallsmutagenese unterzogen worden waren, sind grün hervorgehoben (34 bis 37, 58, 60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 116, 125 und 127). Dazugehörige Nukleotide, die zur Herstellung der Bibliothek randomisiert wurden, sind unterhalb der Sequenz des BBP ebenfalls in grün angegeben. Die zugelassenen Zufallskodons in der Nomenklatur entsprechend NC-IUB (1986) sind rot markiert. Ebenso wie Basensubstitutionen innerhalb der Varianten, die nicht auf die gerichtete Zufallsmutagenese zurückzuführen sind. Die geänderte Basensequenz im Bereich der Kodon-Positionen 71 / 72 (leicht lila hinterlegt) ist auf die Einführung der KpnI-Erkennungssequenz zu analytischen Zwecken bei der Assemblierung des BBP-Genfragmentes im Verlauf der PCR-Mutagenese zurückzuführen (Beste, 1998). Für die selektierten Varianten sind nur die von der Sequenz des Wt-bbp bzw. Wt-BBP verschiedenen Basen bzw. Aminosäuren angegeben. Deletionen innerhalb der DNA-Sequenz sind gestrichelt dargestellt und gelb hinterlegt. Insertionen auf DNA-Ebene sind magentafarben hinterlegt. Die durch genannte Deletionen und Insertionen erzeugten Ochre(TAA)- und Opal(TGA)-Stoppkodons sind auf Aminosäureebene als End beschriftet und in orange hervorgehoben. Das teilweise supprimierte Amber-Stoppkodon TAG ist in den DNA-Sequenzen der BBP-Varianten blau hinterlegt.
	Abbildung 15: Reinigung des degenerierten Oligodesoxynukleotids GB-4 mittels Polyacrylamid / Harnstoff-Gelelektrophorese zur Herstellung der BBP-basierten Molekülbibliothek
	; durch Bestrahlung mit einer UV-Handlampe bei einer Wellenlänge von 254 nm wurden die Oligodesoxynukleotide als dunkle Banden vor fluoreszierendem Hintergrund auf DC-Kieselgelplatten mit Fluoreszenzindikator (Kieselgel 60 F254) sichtbar gemacht (UV-Shadowing; siehe Abschnitt 2.2.5.2).
	3.4 Herstellung immobilisierbarer Konjugate des Liganden Doxorubicin

	Die Affinitätsanreicherung bindungsaktiver Phagemide gegenüber einem Zielmolekül mittels Phage Display setzt die funktionelle Immobilisierung des Liganden voraus (siehe Abschnitt 2.3.3). Kovalente Konjugate von Doxorubicin sowohl mit Biotin als auch mit Digoxigenin boten in Verbindung mit gegen Biotin bzw. Dig gerichteten paramagnetischen Partikeln den Vorteil, dass diese die Komplexbildung der Phagemid-präsentierten Proteinvarianten mit dem Liganden sowohl an einer Festphase wie auch in Lösung erlaubten. Die Doxo-Biotin-Konjugate ermöglichten überdies die Immobilisierung an Streptavidin als quasi-Festphase adsorptiv auf Nunc-Immuno(-Flügelstiften. Zusätzlich dienten beide Konjugate später als sensitive Nachweisreagenzien für die Bindungsaktivität der selektierten Proteinvarianten im Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 1.5.2 und 2.4).
	3.4.1 Synthese von Doxorubicin-Biotin und -Digoxigenin

	Zur kovalenten Kopplung von Doxorubicin mit Biotin bzw. Digoxigenin (siehe Abschnitt 2.8.1) standen beide Markermoleküle als aktivierte Carbonsäureester-Derivate in Form des NHS-X-Biotin und des Dig-NHS (= NHS-X-Digoxigenin) zur Verfügung (Abbildung 16). Die bei beiden Derivaten inserierte ε-Aminocapronsäure diente als molekularer Abstandshalter, um gleichzeitig eine Komplexierung von Biotin bzw. Dig mit entsprechenden Biomakromolekülen zu erlauben und die sterische Zugänglichkeit des Doxorubicins für die tiefe Bindungstasche der Anticalin-Varianten sicherzustellen.
	Primäre, nukleophile Amine bilden mit NHS-Estern bereits unter milden leicht basischen Bedingungen in wässrigem Puffer bei pH 7,0 – 9,0 – durch Angriff am Carbonyl-Kohlenstoff-Atom und unter Abgang der Hydroxysuccinimidgruppe – stabile Amidbindungen aus. Da der aktivierte Ester grundsätzlich hydrolyseempfindlich und das Doxorubicin in wässrigem Puffer schlecht löslich war, wurde die Kopplung demnach in wasserfreiem Dimethylformamid (DMF) durchgeführt. Durch Vorinkubation von Doxorubicin mit stöchiometrischen Mengen der Hünig-Base N-Ethyldiisopropylamin wurde der nukleophil reaktive deprotonierte Zustand der 3'-Aminogruppe des Daunosaminrings gewährleistet (Chen et al., 2003). Dabei zeigte sich im Verlauf der Experimente, dass ein deutlicher Überschuss (50-fach) an N-Ethyldiisopropylamin die Kopplungseffizienz nochmal deutlich steigerte und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wesentlich verbesserte. Bei der schwach nukleophilen Hünig-Base handelt es sich um ein tertiäres Amin, dessen Stickstoffatom durch die Substituenten sterisch dermaßen abgeschirmt ist, dass lediglich ein Wasserstoffatom Zugang hat (Sorgi, 2001). Eine Inkubationszeit von 2 – 3 Stunden bei Raumtemperatur und Dunkelheit, um die lichtinduzierte Dekomposition des Chromophors zu vermeiden, führte zu Ausbeuten von schätzungsweise 80 – 90 % (bestimmt durch Sichtprüfung; siehe Abbildung 17 und Tabelle 3). Für die quantitative Produktbildung war eine 1,5 – 2-fache Stöchiometrie des Biotin-Derivates bzw. 3-fache des Dig-Derivates gegenüber Doxorubicin notwendig.
	Der Nachweis der Produkte Doxorubicin-Biotin und -Dig erfolgte durch analytische Dünnschichtchromatographie (siehe Abschnitt 2.8.2). Die polare, stationäre Phase bestand aus Aluminiumplatten, die mit Mn2+-aktiviertem Zinkkieselgel beschichtet waren und dadurch bei 254 nm die Anregung grüner Fluoreszenzemission erlaubten (Chen et al., 2003). Das Doxorubicin selbst sowie seine biotinylierten bzw. digoxigenierten Konjugate wurden direkt durch die Rotfärbung im sichtbaren Bereich identifiziert. Die nicht farbigen Reaktionskomponenten N-Ethyldiisopropylamin und NHS-X-Biotin und Dig-NHS konnten teilweise durch Löschen der Fluoreszenz ebenfalls nachgewiesen werden. Als Lösungsmittel diente ein Chloroform / Methanol-Gemisch (3 / 1; v / v), wobei Doxorubicin am Punkt der Probenauftragung immobilisiert blieb.
	Unter vorliegenden Bedingungen war der Retentionsfaktor Rf (Gleichung (58)) von Doxorubicin nahezu 0,0 (Abbildung 17). Für ein 2 / 1 (v / v) CHCl3 / MeOH-Lösungsmittelgemisch wurde ein Rf-Wert von 0,15 beschrieben (Demant et al., 1991). Der Unterschied in der Retention lässt sich durch die geringere Polarität des hier verwendeten Lösungsmittelgemisches erklären. Im Vergleich zum freien Doxorubicin zeigten die Konjugate, die als einzige Produktbande sichtbar waren, ein deutlich verändertes Laufverhalten mit einem Rf-Wert von 0,45 für das mit NHS-X-Biotin hergestellte
	Abbildung 16: Kopplungsschema von Doxorubicin mit den Markermolekülen Biotin und Digoxigenin in Form aktivierter N-Hydroxysuccinimidester-Derivate
	; die lichtgeschützt in wasserfreiem DMF und Gegenwart von Hünig-Base stattfindende Reaktion führt zur kovalenten Verknüpfung beider Moleküle unter Abspaltung der N-Hydroxysuccinimidgruppe (siehe Abschnitt 2.8.1).
	Doxo-Biotin bzw. von 0,82 für das mit Dig-NHS hergestellte Doxo-Dig (Abbildung 17). Für ein identisches, gereinigtes Doxo-Biotin-Konjugat wurde von Allart et al. (2003) ein Rf-Wert von 0,15 bei einem Chloroform / Methanol-Gemisch (4 / 1; v / v) gefunden. Das verstärkte lipohile Verhalten der Konjugate im Vergleich zum Doxorubicin ist dem Einfluss des aliphatischen Linkers zuzuschreiben (King et al., 2002). Zudem spiegelten die gezeigten Unterschiede der Retentionsfaktoren der beiden in dieser Arbeit hauptsächlich verwendeten Konjugate, die geringere Hydrophilie des Digoxigenins im Vergleich zum Biotin wider.
	Abbildung 17: Nachweis der chemischen Kopplung von Doxorubicin mit Biotin bzw. Digoxigenin mittels Dünnschichtchromatographie
	; an der Startlinie der Dünnschichtplatte wurden die Proben der Konjugate wie auch von Doxorubicin aufgetragen. Die chromatographische Trennung wurde anschließend vertikal in einer mit dem Lösungsmittelgemisch CHCl / MeOH (3 / 1; v / v) gesättigten Kammer durchgeführt. Der Retentionsfaktor Rf wurde aus der Laufstrecke der jeweiligen Substanz im Verhältnis zur Lösungsmittelfront bestimmt (siehe Abschnitt 2.8.2).
	Tabelle 3: Übersicht der hergestellten niedermolekularen Konjugate des Liganden Doxorubicin
	Molekül
	Reaktionsstöchiometrie
	Rf-Werta
	Ausbeute [%]
	Rf-Wert (Literatur)
	Doxorubicin
	–
	0,00
	–
	0,15b
	Doxo-Biotin
	1 / 1,5 – 2
	0,45
	80 – 90
	0,15c
	Doxo-SS-Biotin
	1 / 2
	0,49
	80 – 90
	–
	Doxo-Dig
	1 / 3
	0,82
	80 – 90
	–
	aChloroform / Methanol-Gemisch 3 / 1 (v / v); b2 / 1 (v / v) CHCl3 / MeOH (Demant et al., 1991) und c4 / 1 (v / v) CHCl3 / MeOH (Allart et al., 2003)
	In analoger Weise wurde auch das Doxo-SS-Biotin-Konjugat unter Verwendung von Sulfo-NHS-SS-Biotin (Abbildung 16) hergestellt (siehe Abschnitt 2.8.1), um später gebundene Phagemide durch reduktive Spaltung der Disulfidbrücke eluieren zu können (siehe Abschnittee 2.3.3.3 und 3.3.2). Die Dünnschichtchromatographie zeigte wiederum Ausbeuten von 80 – 90 %. Der beobachtete Retentionsfaktor von 0,49 für das einzig nachweisbare Produkt lag geringfügig über dem des Doxo-Biotin-Konjugats.
	Herstellung von Kontrollreagenzien:
	Für den Einsatz z.B. im Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 3.5.3) wurden gegenüber dem Doxo-Biotin bzw. Doxo-Dig entsprechende Negativkontrollen benötigt (siehe Abschnitt 2.8.1). Dazu wurde sowohl NHS-X-Biotin als auch Dig-NHS in Gegenwart von 50 mM Tris / HCl pH 8,0 – 9,0 inkubiert. Neben der Hauptreaktion der Amidbildung mit dem primären Amin des Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan wurde als Nebenreaktion eine einfache Hydrolyse des aktivierten Carbonsäureesters erwartet (Abbildung 16). Der Einsatz einer sterisch gehinderten Base war in diesem Fall wegen des basischen Milieus der Puffersubstanz nicht erforderlich. Wegen der sehr förderlichen Reaktionsbedingungen war hier kein chromatographischer Nachweis der Produkte erforderlich.
	Um Restspuren reaktiver N-Hydroxysuccinimidester in den für die Affinitätsanreicherung und den Kolonie-Filterstapeltest bestimmten Ansätzen der Doxorubicin-Konjugate (siehe Abschnitt 2.8.1, 3.5.2 und 3.5.3) auszuschließen, wurde für 15 – 30 min in dem Puffer PBS respektive PBS / T bei einem pH-Wert von 7,4 inkubiert. Bei Raumtemperatur sollte diese Inkubation zu einer ausreichend effizienten hydrolytischen Abspaltung der verbliebenen, reaktiven NHS-Gruppen geführt haben (Hermanson, 1996).
	3.4.2 Reinigung und Charakterisierung des Wt-Streptavidin / Biotin-Doxo-Komplexes

	Der initiale Selektionsprozess ausgehend von der nativen Zufallsbibliothek ist entscheidend für die erfolgreiche Anreicherung bindungsaktiver Proteinvarianten. In diesem Zusammenhang wurde die kompetitive Elution gebundener Phagemide gegenüber unspezifischen Methoden bevorzugt (Schlehuber et al., 2000; Skerra, 2001). Um dabei die ausgeprägte toxische Wirkung des niedermolekularem Doxorubicins für den bakteriellen Wirtsorganismus E. coli zu umgehen (Anderson et al., 1993), wurde das Doxo-Biotin-Konjugat nach vorheriger Komplexierung mit löslichem Streptavidin als Kompetitor eingesetzt (siehe Abschnitt 2.3.3.3 und 3.5.2).
	Da die nicht-kovalente Interaktion des Streptavidins mit Biotin mit einer Dissoziationskonstante von 10-13 M extrem stabil ist (Weber et al., 1992), wurden für die Bildung des Komplexes aus Doxo-Biotin und Streptavidin beide Komponenten in einer 1 : 1-Stöchiometrie eingesetzt (siehe Abschnitt 2.8.4). Für den späteren Einsatz musste etwaiges nicht gebundenes Doxo-Biotin-Konjugat abgetrennt werden. Vorversuche, um das lösliche Streptavidintetramer mittels Gelfiltration (siehe Abschnitt 2.6.1.2) über eine Superdex(75 HiLoad 16 / 60-Säule zu reinigen, scheiterten aufgrund der Aggregation und Adhäsion des Proteins auf der Säule. Das Streptavidin konnte lediglich unter harschen Bedingungen mit 0,5 M NaOH eluiert werden. Im Gegensatz dazu zeigte die Reinigung über die aus einer hydrophileren Matrix bestehende HiPrep(16 / 60 Sephacryl S-300 HR-Säule das erwartete Laufverhalten des tetrameren Proteins (Kurzban et al., 1991; Sano & Cantor, 1991).
	Auf diese Weise konnte der Komplex aus Streptavidin und Doxo-Biotin durch Elution mit PBS gereinigt werden. Dazu wurde die Säule mit einem Bettvolumen von 120 ml mit 4 % SV an Probe bei einer Proteinkonzentration von 8,4 mg / ml beladen. Die Chromatogramme der Absorptionsmessung bei 280 nm zeigten jeweils ein einziges breites Elutionsmaximum (Abbildung 18) mit einem Elutionsvolumen zwischen 60 – 80 ml. Für den tetrameren Proteinkomplex mit Doxo-Biotin wurde ein leicht retardiertes Laufverhalten im Vergleich zum unbeladenen Protein beobachtet. Die durch den gebundenen Chromophor Doxorubicin sichtbar rot gefärbten Proteinfraktionen wurden vereinigt und einer weiteren Analyse unterzogen. Ebenso konnten durch Rotfärbung Reste ungebundenen Doxo-Biotin-Konjugats identifiziert werden, die ein stark retardiertes Laufverhalten mit etwa 170 ml Elutionsvolumen (1,4 SV) zeigten.
	Abbildung 18: Chromatogramm der Gelfiltration des Doxo-Biotin / Streptavidin-Komplexes zur Abtrennung freien Doxo-Biotins
	; der Doxo-Biotin / Streptavidin-Komplex wurde über eine HiPrep(16 / 60 Sephacryl S-300 HR-Säule durch Elution mit PBS Puffer vom freien Doxo-Biotin abgetrennt und durch Absorptionsmessung bei 280 nm identifiziert (siehe Abschnitt 2.6.1.2 und 2.8.4). Die durch den gebundenen Chromophor Doxorubicin sichtbar rot gefärbten Proteinfraktionen 13 – 18 wurden vereinigt.
	Die Bestimmung der Konzentrationen der über die Biotin / Streptavidin-Wechselwirkung verbundenen Partner Doxorubicin und Streptavidin erfolgte spektroskopisch. Aus den für die aromatischen Aminosäuren des Streptavidins spezifischen Absorptionswerten bei 280 nm und den für das Doxorubicinchromophor spezifischen Absorptionswerten bei 495 nm wurden die Konzentrationen nach Gleichung (59) – (61) berechnet (siehe Abschnitt 2.8.3 und 2.8.4). Dabei wurde der Absorptionsbeitrag des aromatischen Ringsystems des Doxorubicins bei der Wellenlänge von 280 nm durch Einführung des Korrekturfaktors Q = (Doxo280 / (Doxo495 berück–sichtigt (siehe Abschnitt 2.8.3). Aus den bekannten Extinktionskoeffizienten εDoxo280 = 5814 M-1cm-1 und εDoxo495 = 8030 M-1cm-1 des Doxorubicins (Dreher et al., 2003; Willner et al., 1993) ergab sich ein Wert für Q von 0,724. Der Extinktinktionskoeffizient einer monomeren Untereinheit des Core-Streptavidins betrug ε280 = 35600 M-1cm-1. Für zwei unabhängige Komplexbildungsansätze wurde ein Beladungsgrad von 0,46 bzw. 0,59 erhalten, gleichbedeutend mit etwa einem Doxorubicinmolekül je zwei Untereinheiten Streptavidin. Der Unterschied zu dem früher beobachteten Wert von 0,88 gebundenen Biotinmolekülen je Unterheit (Schmidt & Skerra, 1994b) erklärt sich durch den vor Komplexbildung mit Streptavidin nicht abgetrennten Überschuss von 0,5 – 1,0 Moläquivalenten des Biotin-Reagens gegenüber dem Doxorubicin aus dem Doxo-Biotin-Kopplungsansatz (siehe Abschnitt 2.8.1 und 3.4.1), wodurch die restlichen Biotinbindungsstellen abgesättigt wurden.
	3.5 Selektion von Anticalinen mit Bindungsaktivität für Doxorubicin aus der BBP-Zufallsbibliothek

	Die Erzeugung einer maßgeschneiderten BBP-Anticalin-Variante mit Bindungseigenschaften gegenüber Doxorubicin mittels einer kombinatorischen Zufallsbibliothek durch Phage Display erforderte geeignete Bedingungen zur selektiven Anreicherung bindungsaktiver Proteinvarianten. Zudem wurde ein evaluierbarer Assay, wie der Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 1.5.2), zur Identifizierung einzelner, bindungsaktiver Varianten aus dem Repertoire der Kandidaten, die aus dem Anreicherungsprozesses resultierten, benötigt.
	3.5.1 Optimierung der Versuchsbedingungen für die Affinitätsanreicherung

	Um selektiv Proteinvarianten anzureichern, die Haptenliganden komplexieren, war eine Optimierung hinsichtlich der Art der immobilisierten Doxorubicin-Konjugate unter Berücksichtigung sterischer Zugänglichkeit, Löslichkeit und unspezifischer Interaktionen mit Trägerproteinen oder Blockierungsreagenzien erforderlich (Skerra, 2001). Zudem musste die Stringenz der Waschschritte, zum Zweck der Abtrennung nicht oder unspezifisch gebundener Phagemide, und die Wahl der Elutionsmethode für spezifisch mit dem Zielmolekül komplexierter Phagemide geeignet eingestellt werden.
	Aus einer nativen BBP-Zufallsbibliothek mit einer Diversität von 1,26 x 109 unabhängigen Transformanden bei 50 % Integrität, die eigens vor den Optimierungsarbeiten zur Komplexitätssteigerung (siehe Abschnitt 3.3.1) nach dem Protokoll von Beste (1998) hergestellt worden war, konnten keine Proteinvarianten mit ausgeprägter Bindungsaktivität für Doxorubicin angereichert werden. Allerdings konnten aus diesen vorangegangen Experimenten entscheidende Parameter für eine erfolgreiche Selektion gegen diesen Liganden abgeleitet werden.
	3.5.1.1 Verbesserung der Immobilisierung von Doxorubicin

	Die initiale Phage Display-Selektion aus der nativen BBP-Zufallsbibliothek erschien in Lösung unter Verwendung paramagnetischer Streptavidinpartikel zur Immobilisierung des Liganden sinnvoll (Parmley & Smith, 1988). Grundsätzlich ist hier eine selektive Anreicherung vergleichsweise hochaffiner Varianten möglich (Kobayashi et al., 2005), wobei eine Liganden-Konzentration bei der Einstellung des Bindungsgleichgewichts gewählt werden sollte, die unterhalb der gewünschten Dissoziationskonstante für den Komplex aus Protein und Haptenantigen liegt (Hawkins et al., 1992).
	Durch Vorinkubation der Phagemide mit dem biotinylierten Liganden Doxorubicin in Gegenwart eines Blockierungsreagens wurde unspezifisches Bindungsverhalten der Phagemide minimiert. Der Komplex wurde anschließend durch das Streptavidin während kurzer Inkubation eingefangen, die Partikel gewaschen, und gebundene Phagemide schließlich sauer eluiert (siehe Abschnitt 2.3.3.3). Im Zuge dieser Vorgehensweise wurde jedoch keine spezifische Anreicherung bindungsaktiver Proteinvarianten festgestellt, was an der hohen Stringenz der Selektion in Lösung gelegen haben kann (Kobayashi et al., 2005). Zusätzlich kann die Bildung eines Metall / Doxorubicin-Chelatkomplexes durch Freisetzung von Fe3+-Metallionen aus den paramagnetischen Partikeln nicht ausgeschlossen werden. Dies kann eine Modifizierung des Hydroxyanthrachinonrestes (Muindi et al., 1984) oder eine Metall-induzierte Zersetzung des Doxorubicins bewirkt haben (Fiallo et al., 1998; Tomlinson & Malspeis, 1982). Allerdings sprach die niedrige eingesetzte Doxorubicin-Stoffmenge von 40 – 100 pmol (je nach Anreicherungszyklus) in Gegenwart der paramagnetischen Partikel gegen einen solchen Mechanismus (Gelvan & Samuni, 1988).
	Alternativ wurde eine Festphasenimmobilisierung des Doxorubicins über kovalente Kopplung an die Trägerproteine BSA und RNase A (siehe Abschnitt 2.8.3) getestet. Durch nukleophilen Angriff der Aminogruppe des Daunosaminzuckerrestes des Doxorubicins wurde unter Ringöffnung des Glutarsäureanhydrides Glutarylamido-Doxorubicin synthetisiert, welches eine aliphatische Carbonsäuregruppe trägt. Im Anschluss wurde das Glutarylamido-Doxorubicin mittels EDC / NHS zu einem reaktiven Carbonsäureester umgesetzt, und der so modifizierte Ligand an die ε-Aminogruppen von Lysinseitenketten der Trägerproteine gekoppelt (Abbildung 19). Dabei wurde durch photometrische Absorptionsmessung bei 280 nm und 495 nm (siehe Abschnitt 2.8.3) bei einer Stöchiometrie von 10 : 1 Doxorubicin-NHS / BSA oder 4 : 1 Doxorubicin-NHS / RNase A ein Beladungsgrad von 4,0 bzw. 1,2 erhalten (Balsari et al., 1988; Beste, 1998; Hurwitz et al., 1975).
	Die beiden oben genannten, über PD-10-Säulen gereinigten Doxorubicin-Trägerprotein-Konjugate wurden zum Zweck der Affinitätsanreicherung zunächst bei äquimolarer Konzentration in Mischung an der Polystyroloberfläche der Flügelstifte adsorbiert und dann mit der Phagemid-Bibliothek inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen der Flügelstifte, wurden die gebundenen Phagemide schließlich sauer eluiert (siehe Abschnitt 2.3.3.3). Die Sequenzanalyse (siehe Abschnitt 2.2.7) der Selektionsrunde 4 zeigte bei den 6, mittels Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 2.4) ausgewählten Klonen eine Leserahmenverschiebung ab Loop 2 oder 3 innerhalb der für die BBP-Varianten kodierenden Sequenzen, die nach Loop 4 wieder in den eigentlichen Leserahmen zurückfielen (Abbildung 20), so dass letztlich Fusionsproteine mit durchgängigem Leseraster, wenn auch defektem Proteingerüst, präsentiert wurden. Die Herstellung der Variante K4.2.1 als lösliches Protein (siehe Abschnitt 2.5.1) ergab dementsprechend eine äußerst geringe Ausbeute von 43,8 µg / L-Medienkultur, was in der Regel auf schlechte Faltungseffizienz und zelltoxische Wirkung schließen läßt. Eine nachfolgende analytische Gelfiltration (siehe Abschnitt 2.6.1.2) bestätigte diese Vermutung, da Trimere und höhermolekulare Oligomere (Proteinaggregate) oberhalb des Ausschlussvolumens nachgewiesen wurden. Die CD-Messung (siehe Abschnitt 2.7.5) der Variante ergab einen im Vergleich zum Wt-BBP ähnlich hohen β-Faltblattanteil. Diese Ergebnisse deuteten auf eine gefaltete, aber durch exponierte hydrophobe Bereiche adhäsive Proteinvariante hin, deren Anreicherung vermutlich unspezifisch durch Bindung an Plastik oder hydrophobe Kontaktflächen der Trägerproteine und nicht durch Bindung an das niedermolekulare Doxorubicin vermittelt worden war.
	Ursächlich für die unspezifische Anreicherung kann auf den gewählten Trägerproteinen schlecht zugänglich präsentiertes Doxorubicin sein. BSA ist für seine Bindungskapazität gegenüber einer ganzen Reihe hydropher Moleküle bekannt (Kragh-Hansen, 1981). Eine Komplexierung des Doxorubicins in Kavitäten des BSA war durch Gleichgewichtsdialyse (Eksborg et al., 1982) und Gelfiltrationsexperimente (Demant & Friche, 1998a) gezeigt worden. Demgegenüber war für das kleine hydrophile Trägerprotein RNase A bei kovalenter Kopplung eine effiziente Oberflächenpräsentation des Doxorubicins erwartet worden. Hier kann die Ausbildung von Doxorubicin-RNase A Oligomeren zu sterisch bedingter Maskierung des Liganden geführt haben und somit für die fehlende spezifische Anreicherung bindungsaktiver Proteinvarianten verantwortlich sein. Solche Aggregationskomplexe wurden von Demant et al. (1991) bei der Kopplung des Doxorubicins mittels des homobifunktionellen Reagens DSS (Disuccinimidylsuberat) an das – ebenso wie die RNase A – hydrophile Trägerprotein Transferrin beobachtet.
	In einem weiteren Versuch wurde daher für die Präsentation des Doxorubicins eine quasi-Festphasenimmobilisierung mittels des nicht-kovalenten Komplexes aus Doxo-Biotin / Streptavidin eingesetzt (siehe Abschnitt 3.4.2 und Abschnitt 3.5.2). Die Vorteile dieses Systems lagen in der reproduzierbaren Herstellung des Doxo-Biotin-Konjugats mit hoher Ausbeute und Reinheit (siehe Abschnitt 2.8.1 und 3.4.1) verbunden mit der Tatsache, dass der starre molekulare Abstandshalter das Doxorubicin vom Trägerprotein Streptavidin abschirmt.
	Abbildung 19: Kopplungsschema von Doxorubicin an RNase A über Glutarsäureanhydrid und EDC / NHS
	; nach Umwandlung der primären Aminogruppe des Daunosaminzuckers des Doxorubicins mittels Glutarsäureanhydrid in eine endständige Carboxylgruppe erfolgt die Umsetzung mit EDC zu einem ortho-Acyl-Isoharnstoff-Zwischenprodukt, das anschließend mit N-Hydroxysuccinimid aktiviert wird. Die kovalente Verknüpfung des Doxorubicins mit der RNase A erfolgt im letzten Schritt an den primären Aminogruppen der Lysinseitenketten des Proteins unter Abspaltung der N-Hydroxysuccinimidgruppe (siehe Abschnitt 2.8.3).
	Abbildung 20: Aminosäure-Sequenzen, der aus der ersten nativen Bibliothek selektierten BBP-Varianten (aus Anreicherungszyklus 4) im Vergleich zum Wildtyp-BBP (DNA-Sequenz mit angegebenen)
	; der hier gezeigte Ausschnitt aus der Sequenz des Wt-BBP umfasst die Aminosäurepositionen 20 bis 136. Das mit den degenerierten Primer-Paaren GB-3 / FS-15 bzw. GB-11 / GB-4 in einer zweistufigen PCR-Reaktion randomisierte Gensegment besitzt flankierende Erkennungssequenzen für die Restriktionsendonuklease BstXI (CCAN6TGG, grau hinterlegt). Die variablen Loop-Regionen des Wt-BBP sind unterstrichen. Die Aminosäurepositionen innerhalb des Wt-BBP, die für die Konstruktion der Bibliothek einer gerichteten Zufallsmutagenese unterzogen worden waren, sind grün hervorgehoben (34 bis 37, 58, 60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 116, 125 und 127). Dazugehörige Nukleotide, die zur Herstellung der Bibliothek randomisiert wurden, sind unterhalb der Sequenz des BBP ebenfalls in grün angegeben. Die zugelassenen Zufallskodons in der Nomenklatur entsprechend NC-IUB (1986) sind rot hervorgehoben. Die geänderte Basensequenz im Bereich der Kodon-Positionen 71 / 72 (leicht lila hinterlegt) ist auf die Einführung der KpnI-Erkennungssequenz zu analytischen Zwecken bei der Assemblierung des BBP-Genfragmentes im Verlauf der PCR-Mutagenese zurückzuführen (Beste, 1998). Für die selektierten Varianten sind nur die von der Sequenz des Wt-BBP verschiedenen Aminosäuren angegeben. Die zusammenhängenden Frameshift-Bereiche innerhalb der Varianten sind blau hervorgehoben; mit einem Konsensusbereich, der blau hinterlegt ist. Deletionsbereiche sind gestrichelt dargestellt und gelb hinterlegt. Zusätzliche Aminosäureaustausche, die weder der gerichteten Zufallsmutagenese noch der Sequenzverschiebung geschuldet sind, sind braun hervorgehoben.
	3.5.1.2 Wahl der Elutionsmethode für spezifisch gebundene Phagemide

	Für die Anreicherung von Proteinen mit der gewünschten Bindungseigenschaft aus der nativen BBP-Zufallsbibliothek, die erwartungsgemäß allenfalls wenige, moderat affine Bindungsproteine für den unnatürlichen Liganden enthielt, war es wichtig, unabhängig von ihren thermodynamischen oder kinetischen Bindungseigenschaften quantitativ zu eluieren.
	Als effiziente Elutionsmethode zur Auflösung des Protein / Liganden-Komplexes werden üblicherweise extreme pH-Bedingungen eingesetzt (Kay, 1996). Die im Zuge dieser Arbeit mit sauerer Elution mit 0,1 M Glycin / HCl pH 2,2 (Beste et al., 1999) wie auch mit basischer Elution mit 0,1 M Triethylamin pH 12,0 (de Bruin et al., 1999; Marks et al., 1991) durchgeführten Selektionsexperimente, zeigten keine selektive Anreicherung. Dieses hier erzielte negative Ergebnis spiegelte den früheren Befund von Schlehuber (2000) bei der Erzeugung gegen Digoxigenin gerichteter Anticaline erhaltene wider, deren Anreicherung aus einer analogen BBP-Bibliothek mittels Dissoziation bei niedrigem pH-Wert ebenfalls nicht gelang. Als Ursache wurde der Replikationsvorteil einer Phagemid-Population angesehen, die aus dem hohen Anteil unspezifisch bindender und bei den extremen pH-Bedingungen koeluierter Phagemide stammten. Die bereits erwähnte Elution der an Doxo-SS-Biotin / Streptavidin komplexierten Phagemide durch reduktive Spaltung der Disulfidbrücke innerhalb des Linkers (siehe Abschnitt 3.3.2 und 3.4.1) stellte somit eine alternative Methode zur spezifischen Anreicherung bindungsaktiver Proteinvarianten dar. Das komplexiert verbleibende Hapten beeinträchtigt die Infektivität der Phagemide normalerweise nicht (Kobayashi et al., 2005). Die Sequenzauswertung zufällig ausgewählter Klone aus den Anreicherungszyklen 4 und 5 zeigte ausschließlich Varianten mit Deletionen von 100 – 300 bp im 5'-Bereich der Genkassette (Abbildung 21), die den Promotor und die OmpA-Sequenz umfassten. Diese Deletionen könnten durch den toxischen Effekt des durch die reduktive Spaltung komplexiert bleibenden Doxorubicins auf die Wirtszelle während der Infektion begründet sein, was unter anderem den SOS-Reparaturschutzmechanismus induziert (Anderson et al., 1993; Battista et al., 1990; DeMarini & Lawrence, 1992; Gelvan & Samuni, 1986; Kacinski & Rupp, 1984; Ripley et al., 1988). Es wurde angenommen, dass eine für die Überlebensfähigkeit der Zellen kritische, Rekombinationsereignisse auslösende Konzentration des Doxorubicins in dem Eluat erst bei Anreicherung hinreichend hochaffiner Proteinvarianten nach Zyklus 3 erreicht war. Als Indiz für diese Annahme wurde die Zunahme des Phagemid-Titers bis Zyklus 3 angesehen (von 1 / 700 der eingesetzten Phagemide in Runde 1 auf 1 / 100 in Runde 3).
	Als Alternative zu den genannten Elutionsmethoden, besonders für die ersten Selektionsrunden, wurde die Kompetition mit einem der Liganden betrachtet. Der Vorteil lag dabei in der erwartungsgemäß hohen Spezifität der Anreicherung, die vom strukturellen Kontext des Trägerproteins und des molekularen Abstandshalter unabhängig sein sollte (Charlton et al., 2001; Schlehuber et al., 2000; Sheedy et al., 2007; Skerra, 2001). Gleichzeitig versprach eine kompetitive Elution die Verminderung des Hintergrunds an Phagemiden ohne präsentiertes Fusionsprotein oder im Leserahmen verschobener bzw. schlecht exprimierbarer BBP-Varianten (de Bruin et al., 1999; Goletz et al., 2002). Angesichts der angesprochenen Toxizität des niedermolekularen Doxorubicins für E. coli konnte die kompetitive Elution jedoch nicht mit dem freien Liganden durchgeführt werden. Stattdessen wurde der zur Präsentation des Liganden auf der Festphase immobilisierte Doxo-Biotin / Streptavidin-Komplex (siehe Abschnitte 2.8.4 und 3.4.2) nun ebenfalls für die Elution eingesetzt. Durch Isolierung dieses Komplexes mittels präparativer Gelfiltration (siehe Abschnitte 2.6.1.2 und 3.4.2), war sichergestellt, daß kein überschüssiges Doxorubicin eingetragen wurde.
	Abbildung 21: DNA-Sequenzen der aus der ersten nativen Bibliothek selektierten nicht-funktionellen BBP-Varianten im Vergleich zum Wildtyp-BBP
	; zufällig ausgewählte Klone aus dem 4 und 5 Anreicherungszyklus. Gezeigt ist ein verkürzter Ausschnitt im Bereich der Nukleotide 4220 bis 330 aus dem zirkulären Phasmidvektor pBBP38 mit insgesamt 4276 bp. Das mit den degenerierten Primer-Paaren GB-3 / FS-15 randomisierte Gensegment besitzt die Erkennungssequenz für die Restriktionsendonuklease BstXI (CCAN6TGG, grau hinterlegt). Die hier gezeigte variable Loop-Region 1 des Wt-BBP ist unterstrichen. Die Nukleotide innerhalb des ersten Loops des Wt-BBP, die für die Konstruktion der Bibliothek einer gerichteten Zufallsmutagenese unterzogen worden waren, sind grün hervorgehoben. Die dabei zugelassenen Zufallskodons in der Nomenklatur entsprechend NC-IUB (1986) sind rot markiert. Für die selektierten Klone sind nur die von der DNA-Sequenz des Wt-BBP verschiedenen Nukleotide angegeben. Die ausgeprägten Deletionsbereiche innerhalb der Varianten, die sowohl deren Promotor- als auch die OmpA-Sequenz umfassten – durch Ausparung im Bereich der Nukleotide 61 bis 243 verkürzt abgebildet (blau hinterlegt) –, sind gestrichelt dargestellt und gelb hinterlegt.
	3.5.1.3 Auswahl eines geeigneten Blockierungsreagens

	Die Identifizierung eines Biomakromoleküls mit selbst schwacher Wechselwirkung mit Doxorubicin, das sich als Blockierungreagens für nicht gesättigte Bindungsstellen der Polystyroloberfläche der verwendeten Nunc-Immuno(-Flügelstifte eignete und das außerdem in hoher Reinheit im Milligrammbereich verfügbar war, bedurfte besonderer Überlegung. Deshalb wurde neben den gängigen Blockierungsreagenzien wie dem bovinen Serumalbumin (BSA) (Trigatti & Gerber, 1995) und dem Ovalbumin (Huntington & Stein, 2001) das seltener verwendete β-Casein (Livney et al., 2004) getestet. Das relativ hydrophobe Casein besaß den Vorteil fehlender Tertiärstruktur und damit potentieller Bindungstaschen für das hydrophobe Doxorubicin. Die Affinitäten des BSA, des β-Caseins und des Ovalbumins gegenüber Doxorubicin wurden zunächst durch Protein-Fluoreszenztitration einer jeweils 1,0 µM Proteinlösung in PBS / E bis zu einer Endkonzentration von 30,0 µM Doxorubicin bestimmt (siehe Abschnitt 2.7.4.2). Die gegen die eingesetzte Doxorubicinkonzentration aufgetragene Proteinfluoreszenz zeigte jeweils ein Löschen der Fluoreszenzintensität mit zunehmender Doxorubicinkonzentration (Abbildung 22). BSA wies unter Annahme einer generellen 1 / 1-Stöchiometrie der Bindung die höchste Affinität mit einer Dissoziationkonstante von KD = 26,2 ± 1,4 µM (Gleichung (31)) bei einem Quenching-Effekt der intrinsischen Proteinfluoreszenz durch das komplexierte Doxorubicin von 64,6 ± 1,8 % auf. Für Ovalbumin wurde die Dissoziationskonstante zu 30,5 ± 2,1 µM bei Quenching-Effekt von 73,9 ± 2,7 % bestimmt. Das β-Casein zeigte das stärkste Fluoreszenz-Quenching von 85,4 ± 4,9 % bei einer KD von 41,6 ± 3,4 µM. Die nachgewiesenen Affinitäten waren in allen drei Fällen höher als erwartet, da für BSA mittels Wachstumsinhibitionstests und Gelfiltration in früheren Untersuchungen die Dissoziationskonstante im Bereich von 161 – 943 µM bestimmt worden war (Demant & Friche, 1998a; Demant & Friche, 1998b; Finlay & Baguley, 2000). Wegen der bekannten Interaktion des Doxorubicins mit der Säulenmatrix Sephadex G200 bei der Gelfiltration ist die tatsächliche Dissoziationskonstante vermutlich jedoch niedriger als dort beobachtet (Demant & Friche, 1998a).
	Abbildung 22: Protein-Fluoreszenztitration verschiedener Blockierungsreagenzien mit Doxorubicin
	; eine 1,0 µM Lösung des jeweiligen Proteins in PBS / E pH 7,4 wurde mit Doxorubicin bis zu einer Endkonzentration von 30 µM titriert. Dabei wurde die Abnahme der Proteinfluoreszenz bei der Anregungswellenlänge von 295 nm und der Emissionswellenlänge 345 nm in Abhängigkeit von der Ligandenkonzentration verfolgt. Die erhaltenen Messwerte wurden um den Puffer-Leerwert bereinigt, auf eine Anfangsfluoreszenz von 100 % skaliert und um den inneren Filtereffekt des Doxorubicins korrigiert (Abschnitt 2.7.4.2). Die Kurvenanpassung erfolgte durch nicht-lineare Regression (Gleichung (31)).
	Um diesen Befund zu überprüfen und auch die Affinität, der im Vergleich zu den bisher hier getesteten Proteinen, hydrophileren RNase A (Kartha et al., 1967) gegenüber Doxorubicin zu bestimmen, wurde die Fluoreszenzemission einer 10,0 µM Doxorubicinlösung in PBS / E bei Titration mit den potentiellen Blockierungsreagenzien bis zu einer Endkonzentration von 100 µM bei einer Anregungswellenlänge von 472 nm und einer Emissionswellenlänge von 585 nm verfolgt (siehe Abschnitt 2.7.4.3; Abbildung 23). Die Titration mit RNase A resultierte im gemessenen Bereich in einem lediglich geringen linearen Abfall der Fluoreszenz um ~ 6 %, was die Bestimmung einer Dissoziationskonstante nicht ermöglichte. Die in diesem Fall allenfalls schwach affine Wechselwirkung mit Doxorubicin sprach für den Einsatz als Blockierungsreagenz während des Phage Display. Die analogen Titrationsexperimente mit den zuvor analysierten Proteinen zeigten eine wesentlich stärkere Fluoreszenzlöschung des Doxorubicins. Die höchste Affinität für Doxorubicin besaß das Ovalbumin mit einer Dissoziationskonstante von 25,9 ± 2,4 µM (Gleichung (31)), gefolgt von BSA mit 34,5 ± 2,4 µM und Casein mit 45,9 ± 5,5 µM. Die hier bestimmten niedrigen bis moderaten Affinitäten für die Komplexbildung der Blockierungsproteine mit dem Doxorubicin stimmten mit den zuvor mittels Protein-Fluoreszenztitration erhaltenen Werten sehr gut überein. Wegen dieser beim BSA, Casein und Ovalbumin im Vergleich zur RNase A deutlich erkennbaren Bindungsaktivität für den niedermolekularen Liganden (Abbildung 23) schien lediglich die RNase A als Blockierungsreagens geeignet.
	Abbildung 23: Fluoreszenztitration von Doxorubicin mit möglichen Blockierungsreagenzien
	; eine 10,0 µM Lösung des Doxorubicins in PBS / E pH 7,4 wurde mit dem jeweiligen potentiellen Blockierungsreagens bis zu einer Endkonzentration von 100 µM titriert. Dabei wurde die Abnahme der intrinsischen Fluoreszenz des Doxorubicins bei der Anregungswellenlänge von 472 nm und der Emissionswellenlänge 585 nm in Abhängigkeit der Proteinkonzentration verfolgt. Die erhaltenen Messwerte wurden um den Puffer-Leerwert bereinigt, auf eine Anfangsfluoreszenz von 100 % skaliert und durch nicht-lineare Regression (Gleichung (31)) ausgewertet (Abschnitt 2.7.4.3).
	Ferner wurde das nichtionische Tensid Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat (Tween 20) in den Selektionszyklen des Phage Display (siehe Abschnitt 2.3.3, 3.5.2 und 3.7) und beim Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 2.4 und 3.5.3) zur Blockierung unspezifischer Wechselwirkungen (Bradbury & Marks, 2004) eingesetzt.
	Tabelle 4: Mittels Fluoreszenztitration ermittelte Dissoziationskonstanten (KD) für die Komplexbildung möglicher Blockierungsreagenzien mit Doxorubicin für den Einsatz im Phage Display
	Reagens
	Protein-Fluoreszenztitration
	Liganden-Fluoreszenztitration
	KD [μM]
	Qmax [%]
	KD [μM]
	Qmax [%]
	BSA
	26,2 ± 1,4
	54,6 ± 1,8
	34,5 ± 2,4
	62,2 ± 3,5
	β-Casein
	41,6 ± 3,4
	85,4 ± 4,9
	45,9 ± 5,5
	100
	Ovalbumin
	30,5 ± 2,1
	63,9 ± 2,7
	25,9 ± 2,4
	36,4 ± 2,7
	RNase A
	(
	(
	n.d.
	n.d.
	Angabe des Quenching-Effekts (Qmax = 100 % – Asymptotenwert ); "n.d.": ohne Angabe, da Nachweis nicht möglich
	3.5.2 Affinitätsanreicherung an immobilisierten Doxorubicingruppen

	Ausgehend von der auf dem Bilin-Bindungsprotein (BBP) basierenden Genbibliothek erhöhter Diversität mit 2,53 x 1010 unabhängigen Transformanden (siehe Abschnitt 2.3.2 und 3.3.1) erfolgte die Phage Display-Selektion in Zyklen (siehe Abschnitt 2.3.3), die sich aus den folgenden sechs Schritten zusammensetzten:
	I. Immobilisierung des Zielmoleküls in Form eines Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplexes (siehe Abschnitt 2.3.3.1) an der Polystyrolfestphase der Nunc-Immuno(-Flügelstifte mit hoher Proteinbindungskapazität;
	II. Absättigung freier Bindungsstellen der Polystyroloberfläche mit RNase A, um unspezifische Adsorption der Phagemide zu verhindern;
	III. Inkubation der beladenen Flügelstifte mit der Phagemidbibliothek;
	IV. Entfernung nicht bindender Phagemide in acht Waschschritten mit PBS / T;
	V. spezifische Elution gebundener Phagemide durch Kompetition mit dem Streptavidin / Biotin-Doxo-Komplex (siehe Abschnitt 2.3.3.3);
	VI. Amplifizierung der eluierten Phagemide nach Infektion von E. coli XL1-Blue (siehe Abschnitt 2.3.4).
	Es wurden insgesamt fünf Selektionszyklen durchgeführt. Zur Beurteilung der Anreicherung wurden die Titer der eingesetzten Phagemide sowie ausgewählter Wasch- und der Elutionsfraktionen bestimmt (siehe Abschnitt 2.3.5). Daraus wurde der relative Anteil bezogen auf die für den Selektionsprozess insgesamt eingesetzten Phagemide errechnet und ein Anreicherungsprofil erstellt (Abbildung 24).
	Die für die Adsorption eingesetzten Phagemidzahlen lagen dabei zwischen 1,93 x 1011 cfu und 1,80 x 1012 cfu. Alle fünf Anreicherungszyklen zeigten einen steten Abfall des Phagemidtiters im Verlauf der Waschfraktionen. Der Phagemidtiter der Elutionsfraktion war im Vergleich zu dem des Waschschritts 8 in Runde 1 um den Faktor 2,38 höher. Dieses Verhältnis sank bis Runde 3 auf 0,76 und stieg in den beiden folgenden Zyklen wieder auf 1,48 bzw. 2,34 an.
	Abbildung 24: Überlagerung der Elutionsprofile aus den Selektionszyklen 1 – 5 im Verlauf der Anreicherung Doxorubicin bindender BBP-Varianten aus der Zufallsbibliothek mittels Phage Display
	; nach Inkubation eines mit Doxo-Biotin / Streptavidin beschichteten Flügelstifts mit 1,93 – 18,0 x 1011 Phagemiden für 1 h wurden nicht bindende Phagemide durch wiederholtes Waschen des Flügelstifts mit PBS / T entfernt. Nach acht Waschschritten wurden die gebundenen Phagemide mit einer 300 µM Lösung von mit Doxo-Biotin / Streptavidin eluiert. Der Phagemidtiter ausgewählter Waschfraktionen sowie der Elutionsfraktion wurden bestimmt und als Bruchteil der jeweils insgesamt im Selektionszyklus eingesetzten Phagemide halblogarithmisch aufgetragen.
	3.5.3 Kolonie-Filterstapeltest zur Identifizierung von BBP-Varianten mit Bindungsaktivität gegenüber Doxorubicin

	Aus dem präparierten Phasmid-DNA-Genpool des Anreicherungszyklus 5 wurde die mittels BstXI-Verdau isolierte Genkassette der BBP-Varianten und das entsprechend verdaute  Plasmid pBBP22 (Abbildung 5) subkloniert (siehe Abschnitt 2.2.4.2 und 2.2.4.3) und E. coli TG1-F– mit dem Ligierungsansatz transformiert (siehe Abschnitt 2.2.2.3). Die BBP-Varianten mit Affinität für Doxorubicin wurden in einem Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitte 1.5.2 und 2.4) auf Komplexbildung mit einer 1,0 µM Lösung des Doxo-Biotin-Konjugats (siehe Abschnitt 2.8.1) bei nachfolgender Inkubation mit ExtrAvidin®-Alkalische Phosphatase-Konjugat in einer chromogenen Nachweisreaktion geprüft (Abbildung 25). ExtrAvidin® wurde verwendet, da es im Gegensatz zu Streptavidin-Reagenzien nicht mit dem Strep-tag II-Affinitätsanhängsel innerhalb des Fusionsproteins kreuzreagiert (Gaj et al., 2007; Skerra & Schmidt, 2000). Zudem erlaubte es eine vom makromolekularen Einfluss des Streptavidins, das während der Selektion im Komplex mit Doxorubicin-Biotin eingesetzt wurde (siehe Abschnitt 3.5.2), unabhängige Beurteilung der spezifischen Bindungsaktivität der BBP-Varianten gegenüber Doxorubicin. Die einzelnen Kolonien entsprechenden, punktförmigen Farbsignale (circa 90 % der untersuchten Transformanden) wiesen sehr ähnliche Morphologie und Intensität auf. Es wurden insgesamt 91 Kolonien zweier auf analoge Weise hergestellter Primärfilter 1 (F1K1 – 41) und 2 (F2K1 – 50) (Abbildung 25) auf eine neue Agarplatte überführt, um mit diesen Klonen nachfolgend einen sekundären Kolonie-Filterstapeltest durchzuführen. Das Hintergrundsignal – durch eine leichte, aber deutlich sichtbare Rotfärbung der Membran ausgewiesen – war auf den mit dem Doxo-Biotin-Konjugat inkubierten Filtern wie erwartet vergleichsweise hoch, da für HSA niedrige intrinsische Affinität für Doxorubicin mit einer KD = 161 – 385 µM (Chassany et al., 1996; Demant & Friche, 1998a; Finlay & Baguley, 2000) ebenso wie für das als zusätzliches Blockierungsreagens verwendete BSA (siehe Abschnitt 3.5.1.3) beschrieben ist.
	Abbildung 25: Ergebnis des primären Kolonie-Filterstapeltests zur Auswahl von BBP-Varianten mit Affinität für Doxorubicin im Anschluß an das Phage Display
	; die Phasmid-DNA der gepoolten Phagemide aus dem Elutionsschritt des Anreicherungszyklus 5 (Abbildung 24) wurde präpariert und auf dem Vektor pBBP22 (Abbildung 5) subkloniert. BBP-Varianten mit Affinität zu Doxorubicin wurden nach Sekretion in E. coli TG1-F– in dem Kolonie-Filterstapeltest anhand ihrer Komplexbildung mit einer 1,0 µM Lösung des Doxo-Biotin-Konjugats (siehe Abschnitt 2.8.1) bei nachfolgender Inkubation mit ExtrAvidin®-Alkalische Phosphatase-Konjugat in einer chromogenen Nachweisreaktion identifiziert (siehe Abschnitt 2.4). Es wurden insgesamt 91 dazugehörige Kolonien der Filter 1 (F1K1 – 41) und 2 (F2K1 – 50) auf eine neue Agarplatte überführt und einem sekundären Kolonie-Filterstapeltest (Abbildung 26) unterzogen.
	Die ausgewählten und erfolgreich kultivierten Kolonien der Filter F1 und F2 (62 der 91 Klone) wurden auf den Sekundärfilter doppelt aufgetragen. Als Kontrolle wurde parallel das Wt-BBP-Fusionsprotein verwendet. Eine mit den identischen Kolonien versehene Negativkontrollmembran, bei der jedoch keine Inkubation mit dem Doxo-Biotin-Konjugat durchgeführt wurde, zeigte keine nennenswerten Farbsignale, was auf spezifische Erkennung des Zielmoleküls durch die BBP-Varianten deutete. Das intrinsische Bindungsaktivität für Doxorubicin aufweisende Bilin-Bindungsprotein (siehe Abschnitt 3.6.4.1) zeigte auf dem sekundären Positivfilter wie erwartet eine schwache Färbung. Eine Reihe der analysierten BBP-Varianten wies unter Berücksichtigung der unterschiedlichen Koloniengröße demgegenüber eine stärkere Farbintensität als das Wt-BBP auf (Abbildung 26).
	Der gängige biophysikalische Sensorfarbstoff ANS (8-Anilino-1-Naphtalin-Sulfonsäure) weist generelle Affinität für hydrophobe Oberflächen von Makromolekülen auf und wird in der Bindungstasche des Wt-BBP – wie auch in Abschnitt 3.6.4.2 selbst nachgewiesen – mit einer KD ≈ 9,0 µM komplexiert (Breustedt et al., 2006). Zur Analyse der Bindung von Doxorubicin in der Bindungstasche der selektierten BBP-Varianten wurde daher ein Verdrängungsexperiment durchgeführt. Es wurden zwei Filter mit identischen Koloniedoppelproben hergestellt und mit einer 100 nM Lösung des Doxo-Biotin-Konjugats inkubiert. Einer der Filter wurde zeitgleich mit einem tausendfachen Überschuss entsprechend 100 µM an freiem ANS inkubiert. Nach der Detektion des sekundären Konjugats anhand der Biotingruppe zeigte sich bei allen Klonen eine im Ausmaß variierende Verdrängung des Doxorubicins durch den ANS-Liganden, resultierend in verminderter Signalstärke im Vergleich zu dem nur mit Doxo-Biotin inkubierten Filter (Abbildung 26).
	Abbildung 26: Sekundärfilter zur Verifizierung der im primären Filter positiv getesteten Klone auf Bindungsaktivität gegenüber Doxorubicin
	; auf die sekundären Filter wurden sämtliche erfolgreich gepickten Kolonien (K) der Primärfilter 1 (F1) und 2 (F2) (Abbildung 25) sowie Kolonien, die das Wt-BBP-Fusionsprotein sezernieren, jeweils doppelt aufgetragen. Die BBP-Varianten mit Affinität zu Doxorubicin wurden anhand ihrer Komplexbildung mit einer 1,0 µM (A) oder 100 nM (B) Lösung des Doxo-Biotin-Konjugats nachgewiesen. Die rechte Seite des Filters A entspricht der linken Seite in Abwesenheit des Doxo-Biotin-Konjugats. Die rechte Seite des Filters B zeigt die Verdrängung des biotinylierten Doxorubicin-Konjugats in Gegenwart eines tausendfachen Überschusses an ANS (100 µM). Die chromogene Nachweisreaktion erfolgte jeweils nach Inkubation mit dem Biotin-spezifischen ExtrAvidin®-Alkalische Phosphatase-Konjugat (siehe Abschnitt 2.4). Es wurden insgesamt 11 Kolonien (F1K9, K18, K19, K22, K27, K32, K35 und K38 sowie F2K25, K32 und K41) mit intensiven Farbsignalen sowie maximalem Verdrängungseffekt ausgewählt, und einer Sequenzanalyse unterzogen (siehe Abschnitt 2.2.7 und 3.6.1).
	Die Ursache der nicht absolut quantitativen Verdrängung durch den Kompetitor ANS – sichtbar auf der rechten Seite des Filters B in Abbildung 26 – war vermutlich zum einen die sterische Umgestaltung der Bindungstasche der BBP-Varianten und zum anderen war es wahrscheinlich, daß die ANS-Konzentration in Lösung wegen hoher Affinität des Liganden gegenüber HSA, mit dem die Filtermembranen beschichtet waren, stark vermindert war. Beschrieben sind zwei Bindungsstellen für HSA. Eine Hauptbindungsstelle in der die Loops 7 und 8 umfassenden Subdomäne IIIA (Bagatolli et al., 1996b; He & Carter, 1992) mit KD = 0,91 – 1,32 x 10-6 M und eine zweite in der Subdomäne IIA mit KD = 12,66 µM (Bagatolli et al., 1996a; Essassi et al., 1990). Die Bindungskapazität des verwendeten humanen Serumalbumins für ANS war durch Rückstände gebundener Fettsäuren allerdings vermutlich leicht erniedrigt. Da die innerhalb des HSA zwischen Domäne II und III gelegene Bindungsstelle für die Albumin-Bindungsdomäne des Fusionsproteins ebenfalls den Bereich der Loops 6 – 8 umfasste (Falkenberg et al., 1992; Lejon et al., 2004), war auch hier ein Kompetitionseffekt denkbar, der ebenfalls geringere Signalstärke im Vergleich zum Positivfilter verursachen konnte.
	Acht Klone des ersten Primärfilters und drei des zweiten Filters, die im sekundären Filterstapeltest im Vergleich zum Wt-BBP die intensivsten Farbsignale zeigten, und zudem im kompetitiven Test die deutlichsten Signalunterschiede aufwiesen, wurden nachfolgend einer Sequenzanalyse unterzogen.
	3.6 Charakterisierung aus der nativen BBP-Zufallsbibliothek selektierter Varianten
	3.6.1 DNA-Sequenzanalyse


	Von den elf im Filterstapeltest ausgewählten E. coli-Kolonien wurde die isolierte Plasmid-DNA (siehe Abschnitt 2.2.3.1) im Bereich des mutierten BBP-Strukturgens sequenziert (siehe Abschnitt 2.2.7). Dabei wurden im Gegensatz zur Anreicherung von gegen Fluorescein (Beste, 1998) und Digoxigenin (Schlehuber, 2001) gerichteten BBP-Varianten keine mehrfach auftretenden Aminosäuresequenzen erhalten (Abbildung 27). Dies ließ sich auf die erhöhte Diversität der nativen BBP-Zufallsbibliothek und zugleich geringere Anzahl an Selektionsrunden zurückführen. Innerhalb des Abschnittes der randomisierten BstXI-Genkassette zeigten alle Klone einen Leserahmen, der für funktionelle BBP-Varianten und somit auf dem Phagemid präsentierte Fusionsproteine kodierte (Abbildung 27 und Tabelle 5). Allerdings besaßen drei der Varianten jeweils ein zusätzliches freies Cystein; bei F1K19 in der ersten und bei F1K22 bzw. F2K32 in der zweiten Loop-Region. Eine unerwünschte kovalente Dimerisierung durch Bildung einer Disulfidbrücke konnte für diese Varianten nicht ausgeschlossen werden.
	F2K32 wies zudem ein Amber-Stoppkodon und damit vermutlich Wachstumsvorteile aufgrund der geringeren Gendosis auf (siehe Abschnitt 1.5.1). Bei den selektierten Varianten wurden vereinzelt auch Aminosäuresubstitutionen außerhalb der eigentlichen Mutationspositionen, jedoch innerhalb der durch die Oligodesoxynukleotide definierten Bereiche
	Abbildung 27: DNA- und korrespondierende Aminosäure-Sequenzen, der aus der nativen Bibliothek mit erhöhter Diversität (2,53 x 1010 unabhängige Transformanden) selektierten BBP-Varianten mit Affinität für Doxorubicin aus dem Anreicherungszyklus 5 (siehe Abschnitt 3.5.2) im Vergleich zum Wildtyp-BBP
	; der hier gezeigte Ausschnitt aus der Sequenz des Wt-BBP umfasst die Aminosäurepositionen 20 bis 136. Das mit den degenerierten Primer-Paaren GB-3 / FS-15 bzw. GB-11 / GB-4 in einer zweistufigen PCR-Reaktion randomisierte Gensegment besitzt flankierende Erkennungssequenzen für die Restriktionsendonuklease BstXI (CCAN6TGG, grau hinterlegt). Die variablen Loop-Regionen des Wt-BBP sind unterstrichen. Die Aminosäurepositionen innerhalb des Wt-BBP, die für die Konstruktion der Bibliothek einer gerichteten Zufallsmutagenese unterzogen worden waren, sind grün hervorgehoben (34 bis 37, 58, 60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 116, 125 und 127). Dazugehörigen Nukleotide, die zur Herstellung der Bibliothek randomisiert wurden, sind unterhalb der Sequenz des BBP ebenfalls in grün angegeben. Die zugelassenen Zufallskodons in der Nomenklatur entsprechend NC-IUB (1986) sind rot hervorgehoben. Für die selektierten Varianten sind nur die von der Sequenz des Wt-BBP verschiedenen Basen und die gegebenenfalls verschieden kodierten Aminosäuren angegeben. Identische Basen hingegen sind durch Punkte markiert. Die geänderte Basensequenz im Bereich der Kodon-Positionen 71 / 72 (blau hinterlegt) ist auf die Einführung der KpnI-Erkennungssequenz zu analytischen Zwecken bei der Assemblierung des BBP-Genfragments im Verlauf der PCR-Mutagenese zurückzuführen (Beste, 1998).
	gefunden. Sie waren offenbar bedingt durch Fehler bei der Synthese der Oligodesoxynukleotide oder entstanden im Verlauf der PCR (siehe Abschnitt 3.3.2).
	Die Sequenzanalyse der angereicherten BBP-Varianten zeigte im Vergleich zum Wt-BBP im Einklang mit dem hydrophoben Charakter des neuen Liganden eine Vielzahl apolarer Aminosäuresubstitutionen innerhalb der Bindungstasche. Drei selektierte Varianten, F1K18, F1K27 und F2K25, besaßen mit 11, 10 und 9 neuen hydrophoben Resten einen deutlich erhöhten Anteil gegenüber der durchschnittlichen Anzahl von 6,2 neuen hydrophoben Resten für alle sequenzierten Varianten (Tabelle 5). Diese drei Varianten zeigten bei der späteren Titration mit Doxorubicin auch die deutlichste Löschung der intrinsischen Proteinfluoreszenz (siehe Abschnitt 3.6.4.1). Ferner deutete der Einbau kleinerer aliphatischer Aminosäuren – vor allem im Fall der hinsichtlich der spektroskopischen Eigenschaften interessantesten Mutanten F1K18 und F1K27 (Abbildung 30) – auf einen raumschaffenden Effekt innerhalb der Bindungstasche. Der Einbau jeweils zweier Prolinreste im vierten Loop dieser Varianten könnte eine strukturelle Umorientierung dieses Bereiches induziert haben. Eine Weitung der Bindungstasche wurde von Brown (2000) auch für Antikörper aus der späten Phase der Immunantwort mit erhöhter Affinität gegenüber präsentiertem Haptenantigen gefunden.
	3.6.2 Bakterielle Produktion der BBP-Varianten F1K18 und F1K27 in löslicher Form

	Im Folgenden werden lediglich die nachträglich spektroskopisch am interessantesten erscheinenden Varianten F1K18 und F1K27 (Abbildung 30) behandelt. Analysiert wurden jedoch auch die Klone 9, 19, 22 und 32 des ersten Filters sowie die Klone 25 und 41 des zweiten Filters (Abbildung 26 und Tabelle 5). Um das Bindungsverhalten der erhaltenen BBP-Varianten gegenüber Doxorubicin unabhängig vom Einfluss der fusionierten Albumin-Bindungsdomäne oder der Konjugatpartner für den Liganden zu untersuchen und mit dem Wt-BBP als Ausgangspunkt der Selektion zu vergleichen, waren Interaktionsmessungen in Lösung notwendig. Dazu wurden die selektierten BBP-Varianten F1K18 und F1K27 neben den als Kontrollen fungierenden Proteinen Wt-BBP, FluA (Beste, 1998) und DigA16 (Schlehuber, 2001) gentechnisch in dem Expressionsplasmid pBBP21 (Beste, 1998) (Abbildung 28) in dem E. coli-Stamm JM83 produziert (siehe Abschnitt 2.5.1). Die für die jeweilige Variante kodierende bbp-Genkassette wurde durch Verdau mit dem Restriktionsenzym BstXI aus dem Plasmid pBBP22 herausgeschnitten (siehe Abschnitt 2.2.4.2 und 3.5.3; Abbildung 5). Nach Isolierung des Inserts folgte die Subklonierung durch Ligierung mit analog präparierten Vektorrückgrat von pBBP21 (siehe Abschnitt 2.2.4.2 und 2.2.4.3). Mit dem Ligierungsansatz wurden chemisch kompetente Zellen des Expressionsstamms JM83 transformiert, gefolgt von Plasmidisolierung und analytischem Restriktionsverdau (siehe Abschnitt 2.2.2.3, 2.2.3.1 und 2.2.4.2).
	Die Herstellung der löslichen Proteine mit den beiden korrekt ausgebildeten Disulfidbrücken bedurfte der Sekretion in das oxidierende Milieu des Periplasmas, weshalb N-terminal eine OmpA-Signalsequenz an die BBP-Varianten angehängt wurde. Unterstützt wurde die korrekte Faltung des rekombinanten Proteins durch dicistronische Überexpression des für eine endogene E. coli Protein-Disulfidisomerase kodierenden dsbC Gens (Schmidt et al., 1998). Die effiziente Repression des Tetrazyklin-Promotors gewährleistete eine hohe Zelldichte vor Induktion der Proteinbiosynthese (Skerra, 1994).
	Abbildung 28: Schematische Darstellung des Expressionsplasmides pBBP21
	; das Strukturgen für ein Fusionsprotein aus OmpA-Signalpeptid, BBP und dem Strep-tag II steht unter Kontrolle des Tetrazyklin-Promotor / Operators (tetp / o). Der Leserahmen wird zur Steigerung der Ausbeute korrekt gefalteten Proteins von der Gensequenz für die Protein-Disulfidisomerase DsbC einschließlich deren ribosomaler Bindungsstelle gefolgt, und die Disulfidisomerase somit überexprimiert (Beste et al., 1999). XbaI, BstXI, und HindIII bezeichnen die Erkennungsstellen der entsprechenden Restriktionsendonukleasen. Die restlichen Abkürzungen entsprechen denen in Abbildung 3.
	3.6.3 Reinigung der rekombinanten BBP-Varianten

	Das C-terminale Strep-tag II der Fusionsproteine diente der Einstufenreinigung des rekombinanten Proteins aus der periplasmatischen Proteinfraktion durch Streptavidin-Affinitätschromatographie (Schmidt et al., 1996; Schmidt & Skerra, 2007). Dazu wurde der periplasmatische Proteinextrakt nach Dialyse gegen Chromatographiepuffer über eine mit der Wt-Streptavidinmutante Nr. 1 (Voss & Skerra, 1997) beladene, äquilibrierte Säule geschickt. Nach Entfernung ungebundener E. coli Proteine durch Waschen der Säule mit SA-Puffer wurde das rekombinante Protein unter milden Bedingungen kompetitiv mit D-Desthiobiotin in löslicher, nativer Form von der Säule eluiert (siehe Abschnitt 2.6.1.1). 
	Im Anschluß an die Affinitätschromatographie erfolgte in Abhängigkeit der Proteinreinheit bestimmt durch HPLC-Analytik an Superdex(75 HR 10 / 30 gegebenenfalls noch eine Gelfiltrationsreinigung der monomeren Proteinpopulation an einer präparativen Superdex(75 HiLoad 16 / 60 Prep Grade-Säule (siehe Abschnitt 2.6.1.2).
	Abbildung 29: Analyse der durch Streptavidin-Affinitätschromatographie und Gelfiltrations-Chromatographie (siehe Abschnitt 2.6.1) gereinigten Lipocaline Wt-BBP, AGP sowie der BBP-Varianten DigA16, FluA, F1K18 und F1K27 mittels SDS-PAGE
	; die Proteinproben wurden mit und ohne Reduktion der Disulfidbrücken durch (-Mercaptoethanol auf ein 15 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Proteinbanden wurden mit Coomassie-Brillantblau R250 angefärbt (siehe Abschnitt 2.6.2). (A) Spur M: Protein-Größenstandard (kDa); Spur 1 und 5 – Wt-BBP; Spur 2 und 6 – AGP; Spur 3 und 7 – DigA16; Spur 4 und 8 – FluA (jeweils unter reduzierenden bzw. nicht-reduzierenden Bedingungen); (B) Spur M: Protein-Größenstandard (kDa); Spur 1 und 3 – BBP-Variante F1K18; Spur 2 und 4 – BBP-Variante F1K27 (jeweils unter reduzierenden bzw. nicht-reduzierenden Bedingungen).
	Mit den kalkulierten Extinktionskoeffizienten des Wt-BBP sowie seiner Varianten wurden die Proteinkonzentrationen durch Messung der Absorption bei 280 nm nach Gleichung (1) bestimmt (siehe Abschnitt 2.6.4 und Tabelle 2). Die hergestellten Proteine wiesen untereinander sehr unterschiedliche Ausbeuten auf (Tabelle 6). Die gegen Doxorubicin selektierten BBP-Varianten F1K18 und F1K27 besaßen mit 175 µg bzw. 70 µg je Liter E. coli-Kultur die geringsten Ausbeuten, gefolgt von 0,4 mg / L für die gegen Digoxigenin gerichtete Variante DigA16 (Schlehuber, 2001). Die gegen Fluorescein gerichtete Variante FluA (Beste, 1998) offenbarte ein ähnliches Expressionsniveau wie das Wildtypprotein mit Ausbeuten von etwa 0,8 mg / L. Die SDS-PAGE-Analyse des gereinigten Wt-BBP sowie der Varianten FluA und DigA16 zeigte im reduzierten Zustand homogene Proteinfraktionen ohne nachweisbare Verunreinigungen (siehe Abschnitt 2.6.2; Abbildung 29). Die nicht-reduzierten Proteinproben wiesen eine einzige diskrete Proteinbande mit erhöhter Mobilität auf, was mit einer kompakteren Form bedingt durch die korrekte Ausbildung der beiden Disulfidbrücken zusammenhängt (Beste, 1998; Breustedt et al., 2006; Schlehuber, 2001). Die Proteinfraktionen der BBP-Varianten F1K18 und F1K27 enthielten je nach Präparation eine geringe Kontamination mit einem ~ 17,0 kDa großen Protein. Bei diesem handelte es sich vermutlich um das Chaperonprotein Skp (siehe Abschnitt 3.8.1), das möglicherweise mit dem Fremdprotein im Periplasma des Bakterienstamms JM83 assoziiert (Hayhurst & Harris, 1999; Korndörfer et al., 2004; Schäfer et al., 1999). Beide Varianten zeigten in der SDS-PAGE unter reduzierten wie auch nicht-reduzierten Bedingungen diskrete Banden, wobei die Variante F1K27 im Vergleich zu F1K18 entgegen der berechneten molaren Masse (Tabelle 6) eine etwas geringere elektrophoretische Mobilität aufwies. Die beiden Disulfidbrücken schienen auch hier aufgrund des schnelleren Laufverhaltens unter nicht-reduzierenden Bedingungen und des Fehlens weiterer Banden für Disulfidisomere korrekt geknüpft.
	Tabelle 6: Proteinchemische Eigenschaften der in E. coli produzierten Lipo- und Anticaline
	Protein
	Expressions-
	vektor
	E. coli-Stamm
	pTUM4a
	AS
	pI
	MW[Da]
	Ausbeute /
	Liter-Kultur
	Wt-BBP-
	Strep-tag II
	pBBP21
	JM83
	–
	184
	5,97
	21 006
	0,8 mg
	F1K18-
	Strep-tag II
	pBBP21
	JM83
	–
	184
	5,67
	20 653
	175 µg
	F1K27-
	Strep-tag II
	pBBP21
	JM83
	–
	184
	5,86
	20 502
	70 µg
	MC4100
	(skp
	+
	6,25 mgb
	FluA-
	Strep-tag IIc
	pBBP21
	JM83
	–
	184
	7,19
	20 999
	0,8 mg
	DigA16-
	Strep-tag IId
	pBBP21
	JM83
	–
	184
	5,65
	20 806
	0,4 mg
	AGP-
	Strep-tag IIe
	pAGP1
	MC4100
	(skp
	+
	192
	4,97
	22 669
	2,0 mgf
	a Kotransformation mit pTUM4: "+" = ja; "–" = nein; b Ausbeute bei Fermentation im 8 L-Maßstab (siehe Abschnitt 2.5.2 und 3.8.1); c nach Beste (1998); d nach Schlehuber (2001); e nach (Breustedt et al., 2006); f Ausbeute bei Fermentation im 8 L-Maßstab nach (Schönfeld, 2010)
	3.6.4 Bestimmung der Dissoziationskonstanten für die Doxorubicinkomplexierung durch Fluoreszenztitration
	3.6.4.1 Vergleich der Varianten F1K18 und F1K27 mit dem Wt-BBP sowie den Anticalinen FluA und DigA16 mittels Proteinfluoreszenzmessung


	Die jeweils sechs Trp-Reste der Varianten F1K18 und F1K27, des Wt-BBP und des Anticalins DigA16 (Schlehuber, 2001) sowie die sieben des Anticalins FluA (Beste, 1998) wurden selektiv mit monochromatischem Licht der Wellenlänge 295 nm angeregt (Laws & Shore, 1978). Die Emissionswellenlänge der maximalen Proteinfluoreszenz wurde bei 345 nm beobachtet. Die korrigierten Prozentwerte der Fluoreszenzintensität einer Titrationsreihe wurden gegen die Doxorubicinkonzentration aufgetragen (Abbildung 30A). Dabei zeigte sich eine zunehmende Löschung der Proteinfluoreszenz mit steigender Doxorubicinkonzentration. Durch nicht-lineare Regression gemäß Gleichung (31) wurde die Dissoziationskonstante sowie der Asymptotenwert der maximalen Fluoreszenzlöschung ermittelt (siehe Abschnitt 2.7.4.2).
	Abbildung 30: Fluoreszenztitration der rekombinanten BBP-Varianten F1K18, F1K27, DigA16 und FluA mit Doxorubicin im Vergleich zum Wildtypprotein
	; eine 1,0 µM Lösung der gereinigten Proteine (siehe Abschnitt 2.6.1) wurde in PBS / E pH 7,4 mit Doxorubicin bis zu einer Endkonzentration von 5,0 µM titriert. Dabei wurde die Abnahme der Proteinfluoreszenz bei einer Anregungswellenlänge von 295 nm und einer Emissionswellenlänge von 345 nm verfolgt. Die erhaltenen Messwerte wurden um den Puffer-Leerwert bereinigt, auf eine Anfangsfluoreszenz von 100 % skaliert, und um den inneren Filtereffekt des Doxorubicins korrigiert (Abschnitt 2.7.4.2). (A) nicht-lineare Regression gemäß Gleichung (31); (B) lineare Auftragung des Quotienten F0 / ΔF gegen den reziproken Wert der Doxorubicinkonzentration in einem nach Samworth et al. (1988) modifizierten Stern-Volmer-Diagramm (siehe Abschnitt 2.7.4.2 und Gleichung (33)).
	Die beiden als Negativkontrolle dienenden Anticaline FluA und DigA16 wiesen im Einklang mit ihrer für das Zielmolekül Fluorescein bzw. Digoxigenin maßgeschneiderten Bindungstasche die geringsten Absolutwerte des Fluoreszenz-Quenching mit ~ 11 % auf, so dass genauso wie beim Wt-BBP keine verlässliche Dissoziationskonstante ermittelt werden konnte. Jedoch zeigte das Wt-BBP ein etwas stärker ausgeprägtes Bindungsverhalten gegenüber Doxorubicin mit einem maximalen Quenching von 17,4 ± 0,4 %. Die vom Wt-BBP abstammenden hier selektierten Varianten zeigten demgegenüber wesentlich höhere Werte für das maximale Fluoreszenz-Quenching von 47,9 ± 3,8 % für F1K18 und 57,7 ± 1,7 % für F1K27. Die Bindungsaffinitäten der Varianten F1K18 und F1K27 gegenüber Doxorubicin wurden mit KD = 5,95 ± 0,75 µM bzw. 4,69 ± 0,24 µM ermittelt (Tabelle 7). Damit war relevante Bindungsaktivität der beiden ausgewählten BBP-Varianten gegenüber dem vorgegebenen Liganden Doxorubicin nachgewiesen.
	3.6.4.2 Vergleich der Variante F1K27 mit dem Wt-BBP sowie dem Anticalin FluA mittels kompetitiver Fluoreszenzmessung

	Das bereits in Abschnitt 3.5.3 als kompetitiver Ligand des Doxorubicins für die hydrophobe Bindungstasche des Wt-BBP und seiner selektierten Varianten verwendete ANS wurde hier in Lösung als spektroskopisch aktiver, kompetitiver Komplexierungspartner eingesetzt. Bei Bindung in hydrophober Umgebung zeigt die bei 370 nm angeregte Fluoreszenz des ANS eine drastisch erhöhte Fluoreszenz-Quantenausbeute sowie eine hypsochrome Verschiebung von 512 nm auf 475 nm (Gasymov & Glasgow, 2007). Die Senkung der Fluoreszenzintensität des ANS bei Verdrängung durch Doxorubicin aus einer solchen lipophilen Umgebung kann somit zur Bestimmung der Affinität der Variante F1K27, des Wt-BBP und des Anticalins FluA für das Doxorubicin genutzt werden. Die Bestimmung der Affinität für ANS selbst wurde zunächst gemäß Breustedt (2006) durch Titration einer physiologisch gepufferten 1,0 µM Lösung des jeweiligen Proteins mit ANS und Messung der relativen Intensität der Fluoreszenzemission des ANS durchgeführt (siehe Abschnitt 2.7.4.4; Abbildung 31). Für das Wt-BBP und FluA wurde durch nicht-lineare Regression gemäß Gleichung (31) eine Dissoziationskonstante von 9,19 ± 0,28 µM bzw. 9,19 ± 0,37 µM erhalten. Das Ergebnis der Affinität des natürlichen BBP für ANS stimmte sehr gut mit dem von Breustedt (2006) erhaltenen Wert von ~ 9,0 µM überein. Die Variante F1K27 zeigte demgegenüber eine geringfügig höhere Affinität mit KD = 8,55 ± 0,37 µM bei deutlich erniedrigter Quantenausbeute. Die kompetitive Verdrängung des ANS aus dem Komplex mit dem jeweiligen Protein wurde nach Gleichgewichtseinstellung in Lösung für 10 min bei 25 °C durch Titration mit Doxorubicin durchgeführt. Die Proteinkonzentration betrug jeweils 1,0 µM; die Konzentration des ANS lag bei jeweils 9,0 µM. Die Variante F1K27 und das Wt-BBP lagen in PBS / E pH 7,4 vor; das Anticalin FluA in 50 mM Hepes / NaOH pH 7,4. Der Nachweis des Protein / ANS-Komplexes erfolgte bei Anregung bei 370 nm durch Messung der Fluoreszenzemission bei 475 nm (siehe Abschnitt 2.7.4.4). Die gemessenen apparenten Fluoreszenzintensitäten wurden um den inneren Filtereffekt (siehe Abschnitt 2.7.4.2) des Doxorubicins bei der Anregungswellenlänge von 370 nm und den Fluoreszenzbeitrag des unkomplexierten ANS bei der Emissionswellenlänge 475 nm bereinigt.
	Abbildung 31: Fluoreszenztitration der rekombinanten Lipocaline Wt-BBP, und FluA sowie der BBP-Variante F1K27 mit ANS
	; eine 1,0 μM Lösung der gereingten (siehe Abschnitt 2.6.1) Proteine Wt-BBP und F1K27 in PBS / E pH 7,4 sowie von FluA in 50 mM Hepes / NaOH pH 7,4 wurde mit einer ANS bis zu einer Endkonzentration von 20,0 µM titriert. Die bei 370 nm angeregte Fluoreszenz des Liganden wurde bei 475 nm verfolgt und die erhaltenen Messwerte um die intrinsische Fluoreszenz von ANS in Abwesenheit von Protein korrigiert. Anschließend wurden die Datenpunkte durch nicht-lineare Regression gemäß dem Massenwirkungsgesetz nach Gleichung (31) angepasst (siehe Abschnitt 2.7.4.2, 2.7.4.3 und 2.7.4.4).
	Bei Auftragung der korrigierten, apparenten Fluoreszenz des ANS in Prozent der Ausgangsintensität gegen die Konzentration des eingesetzten Kompetitors Doxorubicin zeigte sich eine hyperbolische Sättigungskurve für die Ausbildung des Protein / Doxorubicin-Komplexes, entsprechend einer Verringerung der Konzentration des Protein / ANS-Komplexes (Abbildung 32). Durch nicht-lineare Regression mittels Gleichung (49) wurde die Dissoziationskonstante des jeweiligen Proteins für Doxorubicin anschließend nach Gleichung (50) ermittelt. Die Doxorubicin-Dissoziationskonstante für F1K27 lag bei 6,61 ± 0,37 µM und die für das Wt-BBP bei 6,67 ± 0,15 µM (Tabelle 7). Im Gegensatz zur Protein-Fluoreszenztitration, bei der lediglich die beiden selektierten F1K18 und F1K27 signifikante Bindungsaktivität gegenüber Doxorubicin zeigten, ist dieser Effekt hier ebenso für das rekombinante BBP nachweisbar und mit der Dissoziationskonstanten der Variante F1K27 nahezu identisch. Demgegenüber besaß das für Fluorescein spezifische Anticalin FluA eine wesentlich niedrigere Affinität mit KD = 24,8 ± 0,7 µM.
	Abbildung 32: Nachweis kompetitiver Verdrängung des spektroskopisch aktiven Ligand ANS durch Doxorubicin für das rekombinante Wt-BBP, FluA und die BBP-Variante F1K27 mittels Fluoreszenztitration
	; ausgehend von jeweils einer 1,0 µM Lösung der gereinigten (siehe Abschnitt 2.6.1) Proteine Wt-BBP und F1K27 in PBS / E pH 7,4 sowie von FluA in 50 mM Hepes / NaOH pH 7,4 wurde zunächst der Protein / ANS-Komplex durch Zugabe von 9,0 µM ANS ausgebildet – entsprechend der Konzentration halbmaximaler Sättigung der Ligandenbindungsstellen der Proteine, wie anhand der Dissoziationskonstante für ANS (Abbildung 31) zuvor bestimmt. Die kompetitive Verdrängung des ANS aus der Bindungstasche erfolgte durch Zugabe von Doxo bis zu einer Endkonzentration von 40,0 µM. Die Verdrängung wurde durch die Abnahme der Fluoreszenzintensität bei spezifischem Nachweis des komplexierten ANS bei einer Anregung von 370 nm und einer Emission von 475 nm verfolgt. Die um den inneren Filtereffekt des Doxorubicins und den Pufferleerwert korrigierten Messwerte wurden durch nicht-lineare Regression gemäß dem Massenwirkungsgesetz nach Gleichung (49) angepasst (siehe Abschnitt 2.7.4.4).
	Tabelle 7: Mittels Fluoreszenztitration ermittelte Dissoziationskonstanten (KD) für die Komplexbildung rekombinanter Lipocaline bzw. Anticaline mit Doxorubicin
	Protein
	Protein-Fluoreszenztitration
	kompetitive Fluoreszenztitration
	KD [μM]
	Qmax [%]
	KD [μM]
	Wt-BBP
	n.d.
	17,4 ± 0,4
	6,67 ± 0,15
	F1K18
	5,95 ± 0,75
	47,9 ± 3,8
	(
	F1K27
	4,69 ± 0,24
	57,7 ± 1,7
	6,61 ± 0,37
	DigA16
	n.d.
	11,3 ± 0,8
	(
	FluA
	n.d.
	11,0 ± 0,7
	24,8 ± 0,7
	Angabe des Quenching-Effekts (Qmax = 100 % – Asymptotenwert ); "n.d.": ohne Angabe, da Nachweis nicht möglich
	3.7 Affinitätsmaturierung der Variante F1K27

	Bei der Reifung von B-Zellen im adaptiven Immunsystem dient die somatische Hypermutation von Antikörpergenen der Erzeugung und Auswahl derjenigen Antikörper, die erhöhte Affinität für ein Antigen besitzen. Der Austausch einiger weniger Aminosäuren ist in vivo oft ausreichend, um erhebliche Affinitätsveränderungen zu induzieren und gleichzeitig die Proteinfaltung nicht zu beeinflussen (Berek & Milstein, 1987; Sharon, 1990).
	Es erschien sinnvoll, den evolutiven Prozess der somatischen Hypermutation zur Verbesserung der Affinität der Variante F1K27 für Doxorubicin in vitro nachzuahmen. Dabei wurde eine moderate Mutationsrate von 2 – 5 Aminosäureaustauschen angestrebt, um eine Affinitätssteigerung zu erzielen, ohne die Proteinarchitektur in Form der vorliegenden Lipocalinfaltung zu beeinträchtigen (Drummond et al., 2005).
	3.7.1 Einführung von Punktmutationen in die DNA-Sequenz des Strukturgens der BBP-Variante F1K27 und Herstellung der Phagemid-Bibliothek

	Die PCR-Vervielfältigung einer DNA-Sequenz in Gegenwart von dNTP-Analoga, deren Basenpaarung promiskuitiv ist, bietet eine etablierte Methode zur zufälligen Einführung von Punktmutationen in das Strukturgen der Variante F1K27. Als tolerierte Substrate der Taq-DNA-Polymerase eigneten sich die beiden Analoga dPTP (2'-Deoxy-P-Nukleosid-5'-Triphosphat) und 8-oxo-dGTP (8-Oxo-2'-Deoxyguanosin-5'-Triphosphat) (Abbildung 6), da diese stabil und stark mutagen sind und sowohl Transitionen als auch Transversionen erlaubten (Zaccolo et al., 1996).
	Zufallsmutationen wurden in die Genkassette der BBP-Variante F1K27 – ausgehend von der kodierenden DNA auf dem Expressionsplasmid pBBP21 (Abbildung 28) als Matrize – in einem ersten PCR-Schritt (siehe Abschnitt 2.2.4.1) mit den flankierenden Oligodesoxynukleotiden GB1 und GB2 (siehe Abschnitt 2.1.2) in Gegenwart äquimolarer Konzentrationen der dNTPs und je 60 µM der beiden Nukleotidanaloga eingeführt. Der von den Oligodesoxynukleotiden eingeschlossene innere Sequenzbereich innerhalb der BstXI-Kassette umfasste die Aminosäurepositionen 28 bis 127 und beinhaltete alle vier Loop-Regionen (Abbildung 4). In einem darauffolgenden zweiten PCR-Schritt (siehe Abschnitt 2.2.4.1) wurde das primäre PCR-Produkt in Abwesenheit der beiden Nukleotidanaloga vervielfältigt. Die mittels Sequenzanalyse ermittelte Mutationsfrequenz lag bei 0 – 7 Basenpaaren entsprechend 0 – 5 Aminosäuresubstitutionen.
	Die hergestellte Zufallsbibliothek (siehe Abschnitt 2.3.2 und 3.3) für die Affinitätsmaturierung beruhte auf einem Ligierungsansatz von 15,0 pmol. Dies entsprach 36,0 µg an mit BstXI verdautem Vektorrückgrat des Plasmids pBBP38 (Abbildung 3) und 4,0 µg der BstXI-Kassette des mutierten Strukturgens der Variante F1K27 (siehe Abschnitt 2.2.4.2). Die ligierte DNA wurde in neunzehn Elektroporationsansätzen zur Transformation elektrokompetenter XL-Blue Zellen eingesetzt (siehe Abschnitt 2.2.2.4). Die resultierende Zufallsbibliothek der Variante F1K27 besaß mit 1,05 x 1010 unabhängigen Transformanden hohe Diversität.
	3.7.2 Affinitätsanreicherung an immobilisierten Doxorubicingruppen

	Ausgehend von der auf der BBP Variante F1K27 basierenden partiell randomisierten Genbibliothek erfolgte die Phage Display-Anreicherung in vier Selektionszyklen (siehe Abschnitt 3.5.2) unter variierenden Bedingungen. Als Target wurde das Doxo-Dig-Konjugat (siehe Abschnitt 3.4.1) an mit Anti-Dig-IgG beladenen, magnetischen Zellulose-Eisenoxid-Partikeln verwendet. In den beiden ersten Runden wurde die Doxorubicin-Konzentration mit 600 nM konstant gehalten. In Runde 3 und 4 wurde die Stringenz durch Senkung der Ligandenkonzentration um den Faktor 5 bzw. 10 sowie durch Inkubation der Phagemide mit dem Doxo-Dig-Konjugat in Lösung – vor dem Abfangen mit den magnetischen Partikeln – erhöht. Zur Elution wurden saure pH-Bedingungen gewählt (siehe Abschnitte 2.3.3.3 und 3.5.1.2). Die Titer der eingesetzten Phagemide sowie ausgewählter Wasch- und der Elutionsfraktionen wurden wie zuvor bestimmt (Abbildung 33).
	Abbildung 33: Überlagerung der Elutionsprofile aus den Selektionszyklen 1 – 4 im Verlauf der Affinitätsanreicherung Doxorubicin bindender BBP-Varianten aus der auf der BBP Variante F1K27 basierenden zufällig randomisierten Genbibliothek mittels Phage Display
	; das Doxo-Dig-Konjugat (siehe Abschnitt 3.4.1) wurde an mit Anti-Dig-IgG beschichteten, magnetisierbaren Zellulose-Eisenoxid-Partikeln immobilisiert. In den beiden ersten Runden wurde die Doxorubicin-Konzentration mit 600 nM konstant gehalten wurde. In Runde 3 und 4 wurde die Stringenz der Selektion durch Senkung der Ligandenkonzentration um den Faktor 5 bzw. 10 und Präinkubation der Phagemide mit dem Doxo-Dig-Konjugat in Lösung erhöht. Nicht bindende Phagemide wurden in acht Waschschritten mit PBS / T abgetrennt. Der Phagemidtiter ausgewählter Waschfraktionen sowie der unter sauren Bedingungen eluierten Phagemid-Fraktion (siehe Abschnitt 2.3.3.3) wurde bestimmt und als Bruchteil der jeweils insgesamt im Selektionszyklus eingesetzten Phagemide halblogarithmisch aufgetragen. Der Ausgangstiter der eingesetzten Phagemide wurde auf den Wert 1,0 normalisiert.
	Die für die Adsorption eingesetzten Phagemidzahlen lagen zwischen 2,92 x 1011 cfu und 1,23 x 1012 cfu. Alle vier Anreicherungszyklen zeigten jeweils einen steten Abfall des Phagemidtiters im Verlauf der Waschfraktionen. Der Anreicherungsfaktor des Elutionstiters im Vergleich zum Titer des Waschschrittes 8 stieg von Runde 1 mit 2,46 auf 10,28 in Runde 4. Besonders auffällig war zudem die Anreicherung durch Selektion in Lösung ab Runde 3.
	Die Identifizierung gegenüber Doxorubicin bindungsaktiver Varianten wurde nach der Anreicherung mit dem Kolonie-Filterstapeltest durchgeführt (siehe Abschnitt 2.4). Die erhaltenen Signale zeigten im Vergleich zur Ausgangsvariante F1K27 keine deutlich erhöhte Intensität (Daten nicht gezeigt). Acht Klone der Selektionszyklen 3 und 4 mit den stärksten Intensitäten wurden einer Sequenzanalyse unterzogen (siehe Abschnitt 2.2.7). Sie wiesen 1 – 6 Aminosäureaustausche verteilt über den gesamten kodierenden DNA-Sequenzbereich der BstXI-Kassette auf (Abbildung 34). Die prominenteste vertretene Substitution war der Austausch der positiv geladenen Lysinseitenkette (AAA oder AAG) gegen das negativ geladene Glutamat (GAA oder GAG), vermutlich in Folge dPTP vermittelter A→G Transition. Ein solcher Glutamat-Austausch wurde sowohl an der Öffnung der Bindungstasche im Bereich der variablen Peptidschleife 1 am Ende des β-Faltblatts A an Position 31, am Beginn des β-Faltblatts B an Position 41 und an Position 65 in der Peptidschleife 2 am Beginn des β-Faltblatts D beobachtet (Abbildung 4). Auch die an der Öffnung der Bindungstasche gelegene Region des Loops 4 wies an Position 121 und 123, also dem Beginn des β-Faltblatts H, zwei Substitutionen zu Glu auf. Demgegenüber wurde am geschlossenen Ende der kelchförmigen Lipocalinstruktur lediglich ein Glutamateinbau in Position 83 am Beginn des β-Faltblatts E gefunden. Weitere häufige durch A→G Transition entstandene Aminosäuresubstitutionen waren Lys→Arg, Glu→Gly und Asp→Gly. Am Boden der Bindungstasche wurde zudem zweimal eine Substitution Lys→Gln an Position 107 beobachtet. 
	Das verstärkte Auftreten des Austausches Lys→Glu im Bereich der für die Bindungsspezifität verantwortlichen Loop-Bereiche war nicht nur auf die gwählte Mutagenesemethode zurückzuführen sondern deutete auch darauf hin, dass bei der Elution unter sauren Bedingungen eine Änderung des Ladungszustands durch Protonierung der Glutamatreste eine Rolle spielte.
	Deshalb wurde nachfolgend eine erneute Anreicherung von Varianten aus der Zufallsbibliothek basierend auf F1K27 mittels Elution unter basischen Bedingungen (de Bruin et al., 1999; Marks et al., 1991) mit 0,1 M Triethylamin pH 12,0 oder unter denaturierenden Bedingungen (Jacobsson et al., 2003) mit 4,0 M Harnstoff in PBS durchgeführt (siehe Abschnitt 2.3.3.3). Nach jeweils vier Zyklen der Selektion in Lösung (siehe Abschnitt 3.5.2) wurde jedoch keine signifikante Anreicherung beobachtet (Daten nicht gezeigt). Die Erhöhung der Stringenz durch Herabsetzung der Konzentration von Doxorubicin auf 156 nM in der initialen Runde der Selektion im Vergleich zum Anreicherungsexperiment mit saurer Elution (600 nM) führte vermutlich zum frühzeitigen Verlust der in geringer Kopienzahl vorhandenen höher affinen Varianten.
	Abbildung 34: DNA- und korrespondierende Aminosäure-Sequenz der aus den Selektionszyklen 3 und 4 der Affinitätsmaturierung der Variante F1K27 hervorgegangenen Varianten
	; der hier gezeigte Ausschnitt, der beiderseits von der Erkennungssequenz für die Restriktionsendonuklease BstXI (CCAN6TGG, grau hinterlegt) flankiert ist, umfasst die Aminosäurepositionen 20 bis 136. Die variablen Loop-Regionen der Variante F1K27 sind unterstrichen. Die Aminosäureaustausche der Variante F1K27 im Vergleich zum Wt-BBP, die bewußt auf die Zufallsmutagenese zurückzuführen sind, sind in der Sequenz der Variante F1K27 grün dargestellt. Zusätzliche Aminosäuresubstitutionen in F1K27 sind gelb hinterlegt. Sämtliche substituierte Aminosäurepositionen (orange hinterlegt) der Ausgangsvariante F1K27 sind zusammen mit den korrespondierenden mutierten Nukleotiden (rot) gekennzeichnet. Für die selektierten Varianten sind nur die von der Sequenz der Variante F1K27 unterschiedlichen Basen und gegebenenfalls die verschieden kodierten Aminosäuren angegeben. Identische Basen hingegen sind durch Punkte markiert. Die geänderte Basensequenz im Bereich der Kodon-Positionen 71 / 72 (blau hinterlegt) ist auf die Einführung der KpnI-Erkennungssequenz zu analytischen Zwecken bei der Assemblierung des BBP-Genfragmentes im Verlauf der PCR-Mutagenese zurückzuführen (Beste, 1998).
	3.8 Versuche zur Proteinkristallisation

	Um Einblicke in den Bindungsmechanismus der vom Bilin-Bindungsprotein abgeleiteten Variante F1K27 mit dem unnatürlichen Liganden Doxorubicin zu erhalten, wurden Versuche zur Kokristallisation geplant. Die anhand der Röntgenkristallstrukturanalyse mögliche Identifizierung für die Komplexierung relevanter Aminosäurereste kann der Affinitätsverbesserung durch rationales Proteindesign dienen. 
	3.8.1 Fermentation der Variante F1K27

	Da sich die Variante F1K27 in löslicher Form im Schüttelkolben lediglich mit einer Ausbeute von 175 µg / L E. coli-Kultur herstellen ließ (siehe Abschnitt 3.6.2 und 3.6.3), für die Kristallisationsansätze jedoch Milligrammmengen erforderlich waren, wurde das Protein im Fermenter produziert. Die Fermentation wurde im 8 L Maßstab in dem E. coli-Wirtsstamm W3110 (Soares et al., 2003) (siehe Abschnitt 2.1.1 und 2.5.2) ausgehend von dem auf dem Expressionsplasmid pBBP 21 (Abbildung 28) kodierten Strukturgen der Variante F1K27 durchgeführt. Nach Reinigung des Proteins aus dem periplasmatischen Extrakt mittels Streptavidin-Affinitätschromatographie wurde lediglich eine moderate Proteinausbeute von 5,8 mg / 8 L-Fermenterkultur erhalten. Problematischer als die ineffiziente Expression war jedoch die Mitreinigung eines etwa 17,0 kDa großen Proteins, mit etwa 50 % Gesamtanteil (Abbildung 35). Bei diesem handelte es sich vermutlich um das Chaperonprotein Skp (siehe Abschnitt 3.6.3), das mit dem Fremdprotein im Periplasma des Bakterienstamms assoziiert war (Hayhurst & Harris, 1999; Schäfer et al., 1999; Schlapschy et al., 2004). Der Versuch bei der SA-Chromatographie, durch Erhöhung der Salzkonzentration auf 500 mM NaCl unspezifische Wechselwirkungen zu vermindern und damit das Skp abzutrennen, zeigte nicht den gewünschten Erfolg.
	Abbildung 35: SDS-PAGE Analyse der löslichen Herstellung der BBP-Variante F1K27 im 8 L-Laborfermenter
	; die Proteinproduktion erfolgte ausgehend von der auf dem Vektor pBBP21 subklonierten BstXI-Genkassette für die Variante F1K27 nach Transformation des E. coli-Stamms W3110 (siehe Abschnitt 2.1.1 und 2.5.2). Nach Streptavidin-Affinitätschromatographie (siehe Abschnitt 2.6.1.1) wurden die Proteinproben auf ein 12 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Anfärbung der Proteinbanden erfolgte mit Coomassie-Brillantblau R250 (siehe Abschnitt 2.6.2). Spur M: Protein-Größenstandard (kDa); Spur 1: Periplasmaextrakt; Spur 2: Durchflussfraktion der Streptavidin-Affinitätschromatographie; Spur 3: Elutionsfraktion der Streptavidin-Affinitätschromatographie der Variante F1K27 verunreinigt mit Skp.
	Eine alternative Herstellung der Variante F1K27 in den Skp-defizienten E. coli-Stämmen JM83proABΔSkp (Fiedler & Skerra, 2001) und MC4100ΔSkp (Oliver & Beckwith, 1982; Peters et al., 2003; Schäfer et al., 1999) verlief ohne Erfolg, da das inkorrekt gefaltete rekombinante Protein in hohem Maße toxisch für den Wirtsorganismus war. So wurde eine ausgeprägte Lyse der transformierten Wirtszellen nicht nur unter den Standardbedingungen der Fermentation sondern auch bei reduzierter Temperatur der Bakterienanzucht von 22 °C statt 25 °C und verminderter Induktionszeit von 2 statt 2,5 h beobachtet.
	Die konstitutive Koexpression der auf dem kotransformierbaren Plasmid pTUM4 (Schlapschy et al., 2006) kodierten Faltungshelfer, nämlich der Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen DsbA and DsbC, die die Bildung bzw. Isomerisierung von Disulfidbrücken katalysieren, und der Peptidyl-Prolyl cis / trans-Isomerasen mit Chaperonaktivität FkpA and SurA, konnte die angesprochene Zelltoxizität für den Bakterienstamm MC4100Δskp reduzieren. Die Fermentation wurde nach erfolgter Kotransformation dieses Stamms (siehe Abschnitt 2.2.2.1 und 2.2.2.3) mit pBBP21-F1K27 und pTUM4 (siehe Abschnitt 2.1.1) nach dem Standardprotokoll (siehe Abschnitt 2.5.2) in Gegenwart der Antibiotika Chloramphenicol und Ampicillin durchgeführt. Lediglich die Induktionszeit wurde nach Initialisierung der rekombinanten Proteinbiosynthese auf 1 h 45 min gesenkt. Die optische Dichte der Kultur bei 550 nm betrug zum Zeitpunkt der Zellernte 28,0. Durch präparative SA-Chromatographie (siehe Abschnitt 2.6.1.1) wurde die Variante F1K27 in hoher Reinheit mit einer Ausbeute von etwa 50 mg / 8 L eluiert. Mittels des Helferplasmids pTUM4 wurde also eine Verbesserung der Ausbeute im Vergleich zu dem initialen Fermentationsversuch um den Faktor 20 erzielt.
	Die im Anschluß durchgeführte präparative S75-Gelfiltration (siehe Abschnitt 2.6.1.2) der Variante F1K27 in 50 mM Hepes / NaOH pH 7,4 diente der Abtrennung der dimeren und aggregierten Proteinfraktionen. Der Anteil dieser Proteinspezies war im Vergleich zum löslichen Monomer der Variante F1K27 allerdings gering (Abbildung 36A). Die Analyse der vereinigten Monomerfraktionen mittels SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.6.2) zeigte eine homogene Proteinpräparation ohne Verunreinigungen (Abbildung 36B). Dass es sich bei dem gereinigten Protein um die rekombinant hergestellte Variante F1K27 handelte, belegte der Western-Blot Nachweis des C-terminalen Strep-tag II-Affinitätsanhängsels (siehe Abschnitt 2.6.3; Abbildung 36C).
	Abbildung 36: Gelfiltrationsreinigung, SDS-PAGE und Western-Blot der im 8 L-Laborfermenter hergestellten BBP-Variante F1K27 nach Reinigung über Streptavidin-Affinitätschromatographie
	; (A) Chromatogramm der präparativen Superdex(75 HiLoad 16 / 60 Prep Grade-Gelfiltration – 1,5 ml der ~ 800 µM Proteinlösung entsprechend circa 25 mg an löslicher Variante F1K27 wurden über die Säule gereinigt (siehe Abschnitt 2.6.1.2). Dabei wurde die Absorption der eluierten Lösung bei 280 nm in einem Durchflussphotometer gemessen. 1. Aggregatfraktion; 2: Dimerfraktion der BBP-Variante F1K27; 3: Monomerfraktion der BBP-Variante F1K27. (B) Die Proteinproben aus der Gelfiltration wurden auf ein 12 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Anfärbung der Proteinbanden erfolgte mit Coomassie-Brillantblau (siehe Abschnitt 2.6.2). Spur M: Protein-Größenstandard (kDa); Spur 1: Gesamtzellaufschluss vor Induktion; Spur 2: Gesamtzellaufschluss nach Induktion (1 h 45 min); Spur 3: Überstand der zentrifugierten Fermenterkultur; Spur 4: Periplasmaextrakt; Spur 5: Elutionsfraktion 3 der Gelfiltration; In Spur 2 und 4 sind die vier periplasmatischen Faltungshelferproteine DsbA, DsbC, FkpA und SurA aus E. coli, die mittels des Helferplasmids pTUM4 überexprimiert wurden, zusammen mit der BBP-Variante F1K27 als prominente Banden sichtbar. (C) Das mittels SDS-PAGE getrennte Proteingemisch eines zweiten Gels wurde durch Elektrotransfer auf eine hydrophobe Membran übertragen und die BBP-Variante F1K27 über das C-terminale Strep-tag II Affinitätsanhängsel mittels des Strep-Tactin-Alkalische Phosphatase-Konjugats durch Katalyse einer chromogenen Reaktion nachgewiesen (siehe Abschnitt 2.6.3). Spur M: vorgefärbter Protein-Größenstandard (kDa); Spur 1: Variante F1K27 aus der Gelfiltration.
	4 Diskussion
	4.1 Der hydrophobe chromophore Haptenligand Doxorubicin

	Doxorubicin wurde in dieser Arbeit als Ligand eingesetzt, wobei die Konzentration, der verwendete Puffer und die Präsentationsform als immobilisiertes oder lösliches Konjugat wie auch freies Molekül variiert wurden. Wegen seines hydrophoben Charakters neigt das Doxorubicin zur Selbstassoziation und generell zu unspezifischer Adsorption. Zudem weist es empfindliche physikochemische Eigenschaften auf wie z.B. Photolabilität – eine umfangreiche Übersicht hierzu findet sich bei (Bouma et al., 1986) und Bosanquet (1986). Eine erfolgreiche Anreicherung und Identifizierung spezifischer, gegen das Doxorubicin gerichteter Anticaline setzte deshalb eine sorgsame Methodenauswahl voraus. Zudem war es zwecks Bestimmung der kinetischen oder thermodynamischen Daten besonders für BBP-Varianten mit moderater Affinität für das Zielmolekül erforderlich, auch die Selbstassoziation des Doxorubicins (Bouma et al., 1986) zu berücksichtigen.
	4.1.1 Die Fluoreszenz des Doxorubicins

	Die Fluoreszenz des Doxorubicins dient nicht nur der Überprüfung der strukturellen Integrität des Fluorophors sondern kann auch für den biophysikalischen Nachweis der Interaktion mit Biomakromolekülen genutzt werden. Das in dieser Arbeit in PBS / E mit einem Anregungsmaximum bei ~ 470 nm und Emissionsmaxima von ~ 560 nm bzw. ~ 590 nm gemessene Fluoreszenzspektrum des Doxorubicins (siehe Abschnitt 3.1.1) stimmt mit bisherigen Studien überein (Andreoni et al., 1992; Karukstis et al., 1998; Sturgeon & Schulman, 1977) und lässt auch bei pH 7,4 in PBS / E die Anwesenheit vor allem der monokationischen Form des Fluorophors mit protonierter 3'-Aminogruppe des Daunosaminringes vermuten. Dabei trägt das tetrazyklische, für die Fluoreszenzemission verantwortliche Ringsystem des Liganden selbst keine Ladung (Abbildung 37). Daneben dürften aber bei pH 7,4 auch geringe Anteile der anionischen sowie der neutralen Form vorliegen (Sturgeon & Schulman, 1977).
	Die Wellenlänge des Emissionsmaximums im Bereich von 590 nm wird in wässriger Lösung weder von der Konzentration des Fluorophors noch dem pH-Wert beeinflusst (Karukstis et al., 1998) und eignet sich deshalb als bioanalytisch nutzbare spektroskopische Signatur. Lediglich die Fluoreszenzintensität nimmt mit steigendem pH-Wert deutlich ab. Nur in organischen Lösungsmitteln tritt bei niedriger Dielektrizitätskonstante eine geringfügige Verschiebung des Emissionsmaximums um etwa 5 nm in den blauen Wellenlängenbereich auf (Karukstis et al., 1998). Demgegenüber sind die spektroskopischen Eigenschaften im Bereich des zweiten Maximums bei 560 nm abhängig von der Dissoziation der Wasserstoffionen der Phenolgruppen (Abbildung 37) und damit vom pH-Wert (Sturgeon & Schulman, 1977) sowie
	/
	Abbildung 37: Protonierungsschema des Doxorubicins mit den zugehörigen Dissoziationskonstanten (K) für den Dissoziationsprozess vom Di-Kation zum Di-Anion (nach (Sturgeon & Schulman, 1977)); KDKK (Übergang vom Di-Kation zum Kation), KKNF (Übergang vom Kation in die neutrale Form) bzw. KKZ (Übergang vom Kation zum Zwitterion), KZA (Übergang vom Zwitterion zum Anion), KNFA (Übergang von der neutralen Form zum Anion), KADA (Übergang vom Anion zum Di-Anion).
	darüber hinaus vom Selbstassoziationsgrad des Doxorubicins, da dieses Phänomen die pKS-Werte des Moleküls beeinflusst (Arcamone, 1981; Eksborg, 1978).
	4.1.2 Das Selbstassoziationsverhalten des Doxorubicins

	Die in der Literatur mittels UV / VIS-Spektroskopie (Eksborg, 1978; Menozzi et al., 1984; Stutter et al., 1982), Fluoreszenzspektroskopie (Rizzo et al., 1989), 1H-NMR (Evstigneev et al., 2006; McLennan et al., 1985), Cirkulardichroismus (CD) (Gallois et al., 1998) sowie durch Berechnung aus Partitions- und Plot-Koeffizienten (Eksborg, 1978) bestimmten Dissoziationskonstanten für die Selbstassoziation des Doxorubicins variieren signifikant mit 2,5 bis 526 µM. Dies spiegelt die grundsätzliche Abhängigkeit dieses Prozesses von der Temperatur (McLennan et al., 1985) und der Zusammensetzung des Puffers einschließlich seiner Ionenstärke (Menozzi et al., 1984) und des pH-Werts (Sturgeon & Schulman, 1977) wider. Zur Berechnung der Konstanten wurden außerdem unterschiedliche Assoziationsgrade von Dimer- und Tetramerbildung bis hin zu Polymeren angenommen (Bouma et al., 1986). Auch beeinflußt die Sensitivität der analytischen Methode gegenüber den unterschiedlichen, im Gleichgewicht der Selbstassoziation vorliegenden Molekülpopulationen des Doxorubicins das Ergebnis (Martin, 1996).
	Vergleichbare Abhängigkeiten der Selbstassoziation wurden zum Teil auch in dieser Arbeit beobachtet, wobei die Dissoziationskonstante im Bereich von 2,5 bis 246 µM variierte (siehe Abschnitt 3.1.2 und Tabelle 8). Die sowohl in PBS / E als auch in Hepes / NaOH bei pH 7,4 nachgewiesene Selbstassoziation des Doxorubicins, also des hier hauptsächlich in der monokationischen Form (siehe Abschnitt 4.1.1) vorliegenden Moleküls, wurde so auch von (Menozzi et al., 1984) beobachtet, steht aber im Widerspruch mit anderen Quellen, wonach nur die an der 3'-Aminogruppe deprotonierte Form des Doxorubicins selbstassoziiert (Eksborg, 1978; McLennan et al., 1985). Allerdings führt (Martin, 1996) diesen Befund auf in den genannten Studien falsch angenommene Aziditätskonstanten zurück. Die pKS-Werte aus der Literatur für die Protonierung der glykosidischen Aminogruppe liegen zwischen 7,2 (Righetti et al., 1979) und 8,2 (Eksborg, 1978; McLennan et al., 1985). Die in dieser Arbeit gefundenen verhältnismäßig niedrigen Dissoziationskonstanten stützen die Vermutung zumindest einer Beteiligung der monokationischen Form des Doxorubicins am Assoziationsprozess, die auch von (Fülöp et al., 2013) gezeigt werden konnte. Ob der bei pH 7,4 in geringem Ausmaß vorhandene Anteil an Phenolatanionen – pKS-Wert zwischen 8,5 (Kano et al., 1985) und 10,2 (Sturgeon & Schulman, 1977) – aufgrund der negativen Ladung des Tetrazyklus und damit verbundener elektrostatischer Abstoßung zweier Doxorubicinmoleküle, wie von Eksborg (1978) proklamiert, tatsächlich keine Dimerisierungstendenz aufweist, bleibt unklar.
	Der deutliche Unterschied der Dissoziationskonstanten (Tabelle 8), die in den hier durchgeführten spektroskopischen und kalorimetrischen Messungen – bei Verwendung desselbenAssoziationsmodells und identischer Temperatur – beobachtete wurde, ist im Wesentlichen auf die unterschiedliche Pufferzusammensetzung zurückzuführen (Margalit et al., 1983; Martin, 1980; McLennan et al., 1985). So hat Menzozzi (1984) durch die Änderung der Ionenstärke eines Tris / HCl-Puffers pH 7,0 von 50 auf 200 mM durch Zugabe von 150 mM NaCl eine Erniedrigung der Dissoziationskonstante des Doxorubicins um den Faktor 2 beobachtet. Ein Vergleich der in dieser Arbeit verwendeten Puffer PBS / E und Hepes / NaOH zeigt, dass sowohl die im PBS / E vorhandenen Phosphat- als auch Chlorid-Ionen als kosmotrope Ionen der Hofmeister-Reihe im Gegensatz zu den Ionen des Hepes-Puffer für eine verringerte Löslichkeit des Doxorubicins in wässriger Lösung verantwortlich sind (Al-Maaieh & Flanagan, 2002; Salay & Schreier, 2004). Die bei höherer Ionenstärke gleichzeitig gegebene stärkere Abschirmung elektrostatischer Abstoßung verstärkt so die Tendenz zur hydrophoben Wechselwirkung zwischen den Doxorubicinmolekülen (Li et al., 1998), auch wenn Buurma & Haq (2008) diesen Zusammenhang bei ähnlichen Untersuchungen im Falle des Bis-Benzimidazol-Farbstoffs Hoechst 33258 nicht nachweisen konnten.
	Die durch Fluoreszenzmessung erhaltenen Daten deuten auf ein "indefinites, isodesmisches Polymerisationsmodell" (Martin, 1996) statt eines "Monomer-Dimer-Modells" (Menozzi et al., 1984) zur Beschreibung der Selbstassoziation des Doxorubicins angesichts der besseren Kurvenanpassung bei der nicht-linearen Regression (siehe Abschnitt 3.1.2.2) und der Konsistenz mit dem Ergebnis der Absorptionsmessung (siehe Abschnitt 3.1.2.1). In der Tat wurde von (Fülöp et al., 2013) mittels Elektronenmikroskopie gezeigt, dass Doxorubicin mit steigender Konzentration (eingesetzte Endkonzentration ~ 1 mM) in wässriger Lösung schrittweise selbstassoziiert und so hochmolekulare sphärische Polymere mit einem Durchmesser von bis zu ~ 4 nm ausbildet. Da neben dem isodesmischen Modell ähnliche Polymerisationsmodelle bekannt sind, die ebenso zur Beschreibung der Selbstassoziation des Doxorubicins in Frage kommen (Beckerdite et al., 1980; Fülöp et al., 2013; Martin, 1996), erscheinen weitere Untersuchungen zur genauen Aufklärung bei dann identisch zu wählenden Temperatur- und Pufferbedingungen sinnvoll. Geeignete Methoden hierfür sind Sedimentations-, NMR-, Partitions- und osmotische Messungen. Ferner stellt eine bei unterschiedlichen Temperaturen und in Verbindung mit einem Van't Hoff-Plot durchgeführte isotherme Kalorimetriemessung ein probates Mittel zum Studium des Mechanismus der Selbstassoziation des Doxorubicins dar (Buurma & Haq, 2008; Evstigneev et al., 2012).
	4.2 Selektion von Doxorubicin-bindenden Anticalinen

	Das in dieser Arbeit verwendete stabil gefaltete Bilin-Bindungsprotein (BBP) mit seinem rigiden β-Barrel war bereits erfolgreich zur Erzeugung künstlicher Bindungsproteine für die Haptenliganden Fluorescein (Beste, 1998) und Digoxigenin (Schlehuber, 2001) eingesetzt worden. Die vier Peptidschleifen, die den Eingang der Bindungstasche des BBP für seinen natürlichen Liganden Biliverdin IXγ bilden, sind dafür an insgesamt sechzehn Aminosäurepositionen randomisiert worden (Beste et al., 1999). In silico ist für diese Molekülbibliothek ein hoher Prozentsatz stabiler Varianten mit 67 % (Wiederstein & Sippl, 2005) bestimmt worden, was aus theoretischer Sicht die geeignete Auswahl der Mutationsstellen bestätigte. Alle anderen in der Studie von (Wiederstein & Sippl, 2005) behandelten Scaffold-Proteine, wie z.B. Fibronectin, Knottin und die Kunitz Protease-Inhibitoren, zeigten dabei zum Teil deutlich geringere Stabilitätswerte für ihre Varianten.
	Aus der in dieser Arbeit hergestellten und für die Affinitätsanreicherung eingesetzten naiven Proteinbibliothek mit einer Komplexität von 2,5 x 1010 unabhängigen Transformanden (und Integrität des Leserahmens für das zu präsentierende BBP-Fusionsprotein von 80 %) wurde mit der Variante F1K27 ein moderat affines, künstliches Bindungsprotein für Doxorubicin mit einer Dissoziationskonstante von ~ 5 µM selektiert (siehe Abschnitt 0). Die so erhaltene Variante F1K27 bildete in der Bindungstasche vermutlich suboptimale Seitenketteninteraktionen mit dem Liganden aus (siehe Abschnitt 3.6.1). Die Dissoziationskonstante ist aber in der gleichen Größenordnung, wie sie auch bei der Selektion von anderen künstlichen Bindungsproteinen gegen neuartige Liganden aus naiven Molekülbibliotheken erzielt wurden (Hosse et al., 2006). Im Fall von Haptenliganden sind Affinitäten in diesem Bereich auch bei Selektion aus naiven Antikörperbibliotheken beschrieben worden (Irving et al., 1996). Die Affinität des auf der molekularen Architektur des BBP basierenden Anticalins ließ sich im Zuge von nachfolgend durchgeführten Affinitätsmaturierungsexperimenten bislang noch nicht weiter verbessern.
	4.2.1 Die Anticalin-Bibliothek

	Im Vergleich zu dem Selektionsexperiment, aus dem die Variante F1K27 resultierte, konnte aus einer neu hergestellten naiven Bibliothek geringerer Diversität mit 1,3 x 109 unabhängigen Transformanden und etwas niedrigerer Qualität (50 % Kodierung für funktionelle Fusionsproteine) keine Anreicherung bindungsaktiver BBP-Varianten festgestellt werden. Vielmehr wurden hier zahlreiche Frameshift- und Deletionsmutanten ohne funktionell präsentiertes Fusionsprotein beobachtet. Dies stand im Einklang mit der allgemein postulierten Abhängigkeit einer ligandenspezifischen Anreicherung von der Qualität (Reetz & Carballeira, 2007; Tuck Seng et al., 2007) und Diversität (Firth & Patrick, 2005) der verwendeten randomisierten Molekülbibliothek.
	Trotz der hohen Komplexität der Bibliothek, die zur BBP-Variante F1K27 geführt hatte, war darin immer noch lediglich ein geringer Teil des mutierbaren Sequenzraums abgebildet, da theoretisch 3,4 x 1023 verschiedene DNA-Sequenzvarianten bzw. unter Berücksichtigung der Triplettkodierung für die Aminosäuren, die eine gewisse Redundanz aufweist, 2,2 x 1020 Proteinvarianten möglich waren (Firth & Patrick, 2008). Damit entsprach die Anreicherung aus der naiven Bibliothek mit 2,5 x 1010 unabhängigen Transformanden einem Sparse Sampling (Olsen et al., 2000; Smith & Petrenko, 1997). Zudem ist die Einführung der Zufallsmutationen mittels degenerierter Oligodesoxynukleotide kodonbedingt mit einer unausgewogenen Aminosäuresubstitution verbunden (Neylon, 2004).
	Die eingesetzte Bibliothek begünstigte demnach die für das Doxorubicin ligandenspezifische Anreicherung der Variante F1K27, erklärte aber gleichzeitig die bislang noch moderate Affinität des Anticalins für den neuen Liganden (siehe Abschnitt 0).
	4.2.2 Der Selektionsprozess

	Der Einbau vornehmlich kleiner aliphatischer Aminosäuren an den randomisierten Positionen ließ vermuten, dass tatsächlich ein Selektionsdruck hinsichtlich des Liganden Doxorubicin erzeugt worden war. Diese Umstrukturierung in der Bindungstasche der BBP-Variante schuf vermutlich Raum für den Liganden im Einklang mit den unpolaren Eigenschaften des Doxorubicins, dessen Komplexierung hydrophober Wechselwirkungen bedarf. Die Anhäufung apolarer Aminosäuren wurde ebenso beim Majority Sampling aus einer speziell für die Bindung von Haptenen konstruierten scFv-Bibliothek gegen verschiedene hydrophobe Target-Moleküle beobachtet (Persson et al., 2006).
	Um die wenigen für Doxorubicin affinen BBP-Varianten anzureichern und somit eine Identifizierung im nachfolgenden Kolonie-Filterstapeltest wahrscheinlich zu machen, wären vermutlich zusätzliche Selektionszyklen notwendig gewesen. So wurde sowohl das auf dem Lipocalin 2 basierende Anticalin Tb7 mit hoher Affinität (~ 75 nM) für einen Lanthanid(III)-Chelatkomplex nach 7 Anreicherungszyklen  (Kim et al., 2009), als auch das BBP-Anticalin DigA mit hoher Affinität (~ 300 nM) für Digoxigenin nach 9 Anreicherungszyklen jeweils aus einer naiven Bibliothek isoliert (Schlehuber et al., 2000). Das Hämoglobin komplexierende Anticalin HbgA, das nach Runde 5 der Anreicherung aus einer naiven Bibliothek des ApoD erhalten wurde, weist eine der Variante F1K27 vergleichbare Dissoziationskonstante für seinen Liganden mit knapp über 2 µM auf (Vogt & Skerra, 2004). Demgegenüber konnte das BBP-Anticalin PhtB mit vergleichbarer Affinität für den hydrophoben Liganden Benzylbutylphthalat (KD ~ 6 µM) erst aus der Panning-Runde 7 isoliert werden (Mercader & Skerra, 2002).
	Der Vergleich der Variante F1K27 mit der Variante PhtB deutet auf den positiven Einfluss, den die höhere Diversität der hier verwendeten naiven Bibliothek auf die Anreicherung hatte – bei ähnlich hohem Selektionsdruck. Die Anreicherung des BBP-Anticalins FluA mit hoher Affinität für Fluorescein und einer Dissoziationskonstante von ~ 35 nM (Beste et al., 1999) aus einer naiven BBP-Bibliothek schon nach Anreicherungszyklus 5 ist daher als besonders günstiger Fall anzusehen. Die beobachtete Anhäufung positiv geladener Reste – vor allem Arginin – in der Bindungstasche von FluA war für die Bindung des Liganden mit seinen negativ geladenen Gruppen vorteilhaft und auch bereits bei der Anreicherung von Antikörperfragmenten gegen Fluorescein beobachtet worden (Barbas et al., 1992). Solche Argininmutationen waren wahrscheinlich wegen des Kodon-Bias in der Bibliothek überproportional vertreten, was die Selektion erleichterte, auch wenn der SecY-abhängige Sekretionsweg solche Argininvarianten bei der Phagenassemblierung in E. coli benachteiligen sollte (Noren & Noren, 2001).
	Mit zunehmender Anzahl an Selektionszyklen nimmt allerdings auch die Gefahr der Anreicherung unspezifisch oder gar nicht bindender Phagemide zu, die bei der Reinfektion des Wirtsstamms wegen geringerer Toxizität oder anderer biologischer Effekte Wachstumsvorteile besitzen (Carcamo et al., 1998; Kramer et al., 2003). Besonders ausgeprägt ist dieses Problem bei dem hier angewendeten Phagemid / Helferphagen-System (Skerra, 2001), das einen Hintergrund von über 90 % infektiöser Phagemide aufweisen kann, die statt eines Fusionsproteins bloß das native pIII-Hüllprotein auf ihrer Oberfläche präsentieren. Zum Hintergrund tragen zudem aus der Randomisierung resultierende Fusionsgene mit nicht translatierbaren Stopkodons wie UGA (Opal) und UAA (Ochre) bei (auch wenn durch die NNS-Mutagenese eigentlich vermieden) oder im Leserahmen verschobene Insertions- und Deletionsvarianten, die für kein funktionelles Fusionsprotein kodieren.
	Ähnlich verhält es sich bei Mutanten mit doppelt verschobenem Leserahmen, d.h. deren Leserahmen nach dem Translationsstartkodon im bbp-Gen verschoben ist, was aber stromabwärts vor Beginn des für das pIII-Hüllprotein kodierenden DNA-Abschnitts durch geeignete Mutationen wieder korrigiert wird. Ist dabei ein längerer DNA-Abschnitt betroffen, weist das resultierende Fusionsprotein vermutlich nicht mehr das typische β-Barrel Faltungsmuster der Lipocaline auf sondern eine fehlgefaltete Tertiärstruktur. Solch gestörte Proteinstrukturen weisen oft exponierte, hydrophobe Oberflächen auf, die eine Bindung an das lipophile Zielmolekül begünstigen. Ferner sind sie aggregationsanfällig und können sogar mit korrekt präsentierten BBP-Varianten gemischte Aggregate ausbilden, was diese dem Selektionsprozess entzieht.
	Durch Erhöhung der Stringenz bei der Anreicherung kann man die genannten Probleme teilweise umgehen, aber ein zu hoch gewählter Selektionsdruck kann wegen der geringen Kopienzahl der einzelnen spezifisch bindenden BBP-Varianten ebenfalls diskriminierend wirken. Möglichkeiten, den Hintergrund unspezifisch bindender Phagemide zu verringern, bestehen in der Verbesserung der Integrität der Bibliothek (siehe auch 3.3.2) sowie in Änderungen des Display-Systems und der Anreicherungsstrategie.
	4.2.3 Weiteres Verbesserungspotential zur Erzeugung hochaffiner Anticalin-Varianten für Doxorubicin mittels Phage Display
	4.2.3.1 Optimierung der eingesetzten Zufallsbibliothek


	Wie am Beispiel der Fab-Bibliothek HuCAL GOLD® mit synthetisch erzeugten CDRs und hochfunktioneller Proteindiversität gezeigt (Rothe et al., 2008), kann die Verwendung von Trinukleotidphosphoramiditen (Kayushin et al., 2000; Yagodkin et al., 2007) bei der Synthese der degenerierten Oligodesoxynukeotide die Qualität der resultierenden DNA-Bibliothek wesentlich verbessern (Neylon, 2004).
	Darüber hinaus kann der oben beschriebene Phagemid-Hintergrund durch Einsatz "echter" Phagen reduziert werden. Dies geht jedoch auf Kosten der Vorteile des dualen Phagemid / Helferphagen-Systems, wie einfacherer Handhabung und DNA-Präparation, besserer Propagation, höherer genetischer Stabilität und höherer Transformationseffizienz des entsprechenden Phasmid-Vektors (Amersdorfer & Marks, 2000; O'Connell et al., 2002), was letztlich zu größerer Diversität der Proteinbibliothek führt. Ferner sorgen die "echten" Phagen mit bis zu fünf Kopien des präsentierten Fusionsproteins für Aviditätseffekte während der Affinitätsanreicherung (Bradbury & Marks, 2004), was die Selektion auf hohe Affinität erschwert. Beim Sparse Sampling aus naiven Bibliotheken wird diese Polyvalenz allerdings gelegentlich gezielt eingesetzt, um moderataffine Varianten nicht zu diskriminieren (Hoess, 2001)
	Alternativ kann der Helferphage so modifiziert werden, dass reine pIII-Wildtyp-Phagemide umgangen werden (Bradbury & Marks, 2004). So wurden zahlreiche fakultativ oder konstitutiv pIII-defiziente Helferphagen, wie Hyperphage (Rondot et al., 2001), Ex-Phage (Baek et al., 2002), Phaberge (Soltes et al., 2003) und weitere Abkömmlinge (Marta & Carl, 1995; Rakonjac et al., 1997) konstruiert, die ansonsten alle für die Verpackung des Phagemids notwendigen Proteine besitzen. Dadurch wird unter Inkaufnahme entstehender Multivalenz die virale Oberflächenpräsentation des Fusionsproteins unter Beibehaltung der Vorteile des Phagemid / Helferphagen-Systems gesteigert.
	Dagegen erlauben CT-Helferphagen (Kramer et al., 2003), Helferphagen mit Kodierung für ein pIII-Protein mit Proteaseschnittstelle (Jestin et al., 2001) und selektiv infektiöse Phagen (SIP) (Krebber et al., 1997) unter Nutzung der Vorteile des Phagemid / Helferphagen-Systems die Herstellung bevorzugt univalenter Phagemide bei gleichzeitiger Abreicherung von nicht-funktionellen und Wildtyp-Phagemiden. Die Reinfektion des Wirtsstamms bleibt somit denjenigen Phagemiden vorbehalten, die funktionelles rekombinantes Fusionsprotein präsentieren. Deshalb wurden dabei verbesserte spezifische Anreicherungsraten beobachtet (Kirsch et al., 2005). Ein Nachteil dieser veränderten Helferphagen ist die zum Teil wesentlich schlechtere Propagation (Paschke, 2006).
	4.2.3.2 Optimierung der Anreicherungsstrategie

	Eine weitere Möglichkeit, den Hintergrund zu reduzieren, stellen zwei unterschiedliche C- und N-terminal gegenüber dem Scaffold-Protein in das pIII-Fusionsprotein eingefügte Affinitätsanhängsel dar (Cho et al., 2000). Sie ermöglichen auf Proteinebene eine Vorselektion der Gesamtphagemidpopulation auf Integrität des inserierten Strukturgens. Derartige Variationen des Phage Display-Prinzips bieten Möglichkeiten, um sowohl den natürlichen Hintergrund der Wildtyp-Phagemide als auch nicht-funktionelle Deletionsvarianten aus dem Anreicherungsprozess auszuklammern. Der in dieser Arbeit angewandte Selektionsprozess auf gegen Doxorubicin gerichtete Phagemide umfaßte neben dem Zielmolekül allerdings auch weitere Komponenten und potentielle Ziel-Strukturen, wie den Biotin-Linker-Rest, Blockierungsmoleküle, Plastikoberflächen und Streptavidin.
	Daran wird ersichtlich, wie komplex eine Anreicherungsstrategie nach dem Prinzip „You get what you select for“ (You & Arnold, 1996) gestaltet ist. Neben dem Einsatz von Blockierungsreagentien sowie Tensiden in den Waschschritten, um unspezische Bindungsereignisse zu verringern (siehe 3.5.1.3), erscheint zukünftig eine gezielte subtraktive Vorselektion sinnvoll, um unspezifisch bindende Varianten, die einen möglichen Selektionsvorteil gegenüber den Doxorubicin-komplexierenden Phagemiden besitzen, bereits vorab aus der Bibliothek zu entfernen (Barbas et al., 1993; Bradbury & Marks, 2004; Cortese et al., 1996; Sheedy et al., 2007).
	Dazu wird die hergestellte Phagemidbibliothek vor dem ersten, optional auch vor jedem weiteren Selektionszyklus, mit den im Prozess enthaltenen Reagenzien in Abwesenheit des Zielmoleküls vorinkubiert und dann nur der Überstand zur eigentlichen Anreicherung weiter verwendet. Bei Elution unter sauren, basischen oder denaturierenden Bedingungen sollte daraus eine Erhöhung des Selektionsdrucks für den Zielliganden resultieren. Bei der Selektion ist in der Regel die Mehrheit der unspezifischen Bindungsproteine gegen die Plastikoberfläche gerichtet (Adey et al., 1995), aber auch die Anreicherung von Phagemiden gegen die Komponenten des Komplexes aus Streptavidin und Biotin ist bereits häufig beobachtet worden (Barrett et al., 1992; Bradbury & Marks, 2004; D'Mello & Howard, 2001). Damit verbunden ist das Problem der bevorzugten Selektion des Haptens im strukturellen Kontext mit dem Trägermolekül oder Linker (Moghaddam et al., 2001), die auf der hier größeren Anzahl möglicher Wechselwirkungen zwischen Phagemid und Zielstrukturen beruht (Persson et al., 2006).
	Weitere Verbesserung bei der Anreicherung von Phagemiden aus einer naiven Bibliothek kann neben der erwähnten Vorselektion die kompetitive Elution mit dem freien Liganden bringen (Sheedy et al., 2007). Dies war im vorliegenden Fall wegen des zytotoxizischen Effekts des niedermolekularen Targets auf E. coli nicht möglich. Daher bot sich als Alternative der alternierende Einsatz unterschiedlicher Trägermoleküle in aufeinanderfolgenden Selektionszyklen an. So kann Streptavidin gegen das strukturell unterschiedliche Avidin unter Beibehaltung des Doxo-Biotin-Konjugats substituiert werden (Bradbury & Marks, 2004), wobei die Elution dann mit einem anderen Doxo-Trägermolekül-Konjugat durchgeführt werden sollte; also z.B. dem Streptavidin als Trägermolekül. Im Prinzip kann auch mit dem freien Liganden eluiert werden, wenn dieser vor Reinfektion des Wirtsstamms aus der Lösung der Phagemide entfernt wird. Eine einfache Reinigung filamentöser Phagemide mittels Gelfiltration auf Sephacryl S-500 wurde von Zakharova et al. (2005) beschrieben. Kritisch dabei bleibt jedoch das unspezifische Adsorptionsverhalten des Doxorubicins, das eine Optimierung der chromatographischen Pufferbedingungen erfordert.
	Eine Schwierigkeit, die sich aus der Kopplung des Zielmoleküls mit Biotin ergibt, ist die Neutralisierung der unter physiologischen Bedingungen vorhandenen positiven Ladung an der 3'-Aminogruppe des Daunosaminzuckerrestes des freien Doxorubicins (siehe Abschnitt 4.1.1). Der während der Phagemid-Affinitätsanreicherung und bei der Selektion mittels Kolonie-Filterstapeltest eingesetzte Ligand war daher nicht identisch mit der freien Verbindung, die zur funktionellen Charakterisierung der erhaltenen BBP-Varianten verwendet wurde. Demnach ist die Identifizierung lediglich moderataffiner Bindungsmoleküle möglicherweise nicht ausschließlich der Bibliothek bzw. den Anreicherungsbedingungen sondern auch dieser zusätzlichen positiven Ladung geschuldet (Persson et al., 2006).
	Eine alternative Kopplungschemie, um zumindest in unmittelbarer räumlicher Nähe zur ursprünglichen positiven Ladung des Doxorubicins eine positive Ladung innerhalb des immobilisierbaren Konjugats einzuführen, bieten Linker mit reaktiven Imidoestern. Diese bilden mit primären Aminen bei pH 8 – 10 stabile, reversible Amidinbindungen aus. Das Amidin ist unter physiologischen pH-Bedingungen protoniert und weist deshalb ebenso eine positive Ladung auf (Hermanson, 1996). Dadurch kann die Ladungseigenschaft des freien Liganden während der Affinitätsanreicherung simuliert werden. Zur Herstellung eines Doxo-Biotin-Konjugats könnte Doxorubicin dafür zunächst mit 2-Iminothiolan (Traut Reagens) unter Ausbildung einer freien Sulfhydrylgruppe umgesetzt werden (Tolan & Traut, 1981). Im nächsten Schritt würde dann die Kopplung an Biotin mittels kommerziell erhältlicher Biotin-Maleimid-Derivate (Saurin et al., 2004; Tarasov et al., 2007) oder mit Biotin-HPDP-Derivaten (Lee et al., 2008) erfolgen. Die Kopplung des Doxorubicins an Trägerproteine könnte ebenso in gerichteter Weise in einer Zweischritt-Reaktion über die Maleimid-Sulfhydrylchemie oder direkt mittels anderer homobifunktioneller Imidoester-Reagenzien vorgenommen werden (Hermanson, 1996).
	4.3 Das α1-Acid Glycoprotein (AGP) – ein interessantes Protein-Scaffold

	Das in Säugetieren verbreitete Plasmaprotein AGP spielt bei der Immunantwort und entzündlichen Prozessen eine bedeutende Rolle. Deshalb wird es in die Immunocaline, eine Unterfamilie der Lipocalinproteine eingereiht (Logdberg & Wester, 2000). Es besitzt bei 183 Aminosäuren eine erhöhte Molmasse von 41 – 43 kDa, da es stark glykosyliert (~ 45 %) vorliegt, wobei die Art und der Grad der Glykosylierung seine physiologische Funktion mit bestimmt. Ferner sorgt die posttranslationale Sialysierung für eine stark negative Nettoladung des Proteins (pI = 2,7 – 3,1). Primärer Ort der Synthese sind die Hepatozyten, aber auch in nicht-hepatozytärem Gewebe wurde die Biosynthese nachgewiesen (Hochepied et al., 2003). Das in E. coli hergestellte Protein bestand wegen des zusätzlich für die affinitätschromatographische Reinigung angehängten Strep-tag II aus 192 Aminosäuren. Unter Beibehaltung der zwei nativen Disulfidbrücken resultierte daraus angesichts fehlender Glykosylierung und Sialysierung eine Molmasse von 22,7 kDa. Der berechnete pI-Wert lag bei 5,0 (Breustedt et al., 2006).
	Interessant als Protein-Scaffold macht AGP vor allem seine hohe Plasmakonzentration von 1 mg / mL im gesunden Menschen (Kremer et al., 1988), die ausgelöst durch Entzündungen sogar bis auf das Fünffache ansteigen kann (Petersen et al., 2004). Zudem sollte dieser humane Vertreter der Lipocaline ( im Vergleich zum BBP ( vermutlich geringe Immunogenität auch nach Restrukturierung der Bindungstasche hinsichtlich neuer Bindungsspezifitäten zeigen. Demnach könnten davon abgeleitete Anticaline auch von therapeutischem Nutzen sein (Skerra, 2008).
	Die hier durchgeführte Bestimmung der Bindungsaffinität des rekombinanten AGP für Doxorubicin (Tabelle 9) zeigte abhängig von der gewählten Analysemethode deutlich variierende Werte – mit bis zu einem Faktor 8. Die höchste Affinität wurde hier mittels Protein-Fluoreszenztitration nachgewiesen, gefolgt von der Anisotropiemessung, wohingegen die niedrigste Affinität bei der Gleichgewichtsdialyse ermittelt wurde (Tabelle 9). Das letztgenannte Verfahren hat den potentiellen Nachteil der Verringerung der effektiven Doxorubicinkonzentration durch Adsorption des hydrophoben Moleküls an die zur Dialyse verwendete Zellulosemembran (Desoye, 1988). In der Tat ließ sich mittels Absorptionsmessung eine durchschnittliche Adsorption von 18,6 % des Doxorubicins an die Zellulosemembran der Dialyseeinheit feststellen, was mit dem in der Literatur beschriebenen Wert von 22,7 % (Eksborg et al., 1982) nahezu übereinstimmte. Dieses Phänomen wurde bei der Bestimmung der Dissoziationskonstante des AGP / Doxo-Komplexes durch Messung der freien Anthrazyklinkonzentration in beiden Dialysekammern explizit berücksichtigt, kann aber dennoch das Resultat beeinflusst haben. Angesichts der erforderlichen hohen Doxorubicinkonzentration kam hier auch noch der störende Einfluss des Selbstassoziationsverhaltens des niedermolekularen Haptenliganden hinzu (siehe Abschnitt 4.1.2).
	Der Unterschied zwischen der mittels Protein-Fluoreszenztitration und Anisotropiemessung ermittelten Dissoziationskonstante für den AGP / Doxo-Komplex erklärt sich weder durch mehrfache Bindungsstellen für den niedermolekularen Liganden innerhalb des AGP noch durch unspezifische Bindungsereignisse des Doxorubicins inklusive seiner Selbstassoziation oder gar durch eine Änderung der Fluoreszenzlebensdauer des mit dem AGP komplexierten Doxorubicins im Vergleich zum unkomplexierten Liganden (Husain et al., 1993). Auch spielt bei der Protein-Fluoreszenztitration eine dynamische Fluoreszenzlöschung (Mukherjee et al., 2012) keine wesentliche Rolle, wie eine Auswertung der Messwerte in einem modifizierten Stern-Volmer-Plot nach Gleichung (33) (Samworth et al., 1988) durch den linearen Kurvenverlauf gezeigt hat (Graph nicht gezeigt).
	Tabelle 9: In dieser Arbeit mittels verschiedener Messmethoden bestimmte Dissoziationskonstanten (KD) für den Komplex des AGP mit Doxorubicin im Vergleich zur Literatur
	Methode
	KD [μM]
	nicht-lineare Regression
	Scatchard-Plot
	Protein-Fluoreszenztitrationa
	Auswertung nach Gleichung (31)
	8,05 ± 0,95
	(
	Fluoreszenz-Anisotropiea
	Auswertung nach Gleichung (56)
	26,3 ± 5,8
	(
	Gleichgewichtsdialysea
	Auswertung nach Gleichung (3) und (4)
	68,4 ± 7,4
	73,2 ± 0,4
	Liganden-Fluoreszenztitrationb
	56,3 ± 6,3
	10,8 ± 5,8
	Absorptionsmessungb
	24,5 ± 1,8
	21,8 ± 1,0
	Ultrafiltrationc
	108 ± 13
	(
	Wachstumsinhibitiond
	34,5
	(
	a selbst durchgeführte Messungen; Literaturwerte aus b (Husain et al., 1993), c (Chassany et al., 1996) und d (Finlay & Baguley, 2000)
	Die hier nachgewiesene schwache Bindungsaffinität des rekombinanten AGP für Doxorubicin belegt, dass die Wechselwirkungen des Chromophors mit den Aminosäureseitenketten in der Bindungstasche des Lipocalins suboptimal ausgeprägt sind (Tabelle 9). Die Substitution ausgewählter für die Bindung des Zielmoleküls verantwortlicher Aminosäuren in der Bindungstasche eines Proteins-Scaffold zum Zweck der Erhöhung der Ligandenaffinität durch rationales Protein-Engineering setzt die Kenntnis seiner dreidimensionalen Struktur voraus. Für das grundlegend geeignet erscheinende α1-Acid Glycoprotein fehlten diese Strukturdaten zum Zeitpunkt des Projektbeginns. Durch Bindungsstudien mit Arzneimitteln war lediglich bekannt, dass die Aminosäuren 21 – 31 bei der Komplexierung basischer Liganden eine entscheidende Rolle spielen (Husain et al., 1993). Tatsächlich legten experimentelle Studien sogar nahe, dass die Bindungstasche des AGP drei teilweise überlappende Bindungsstellen für neutrale, basische und saure Liganden sowie für Steroidhormonliganden besitzt (Israili & Dayton, 2001; Matsumoto et al., 2002).
	Die inzwischen aufgeklärte Kristallstruktur (Schönfeld et al., 2008) ermöglicht nun unter Zuhilfenahme von in silico Methoden eine rationale Auswahl der zu mutierenden Aminosäuren innerhalb der Bindungstasche, um eine maßgeschneiderte Molekülbibliothek für das Phage Display gegen Doxorubicin herzustellen. Der insgesamt unpolare Charakter der natürlichen Bindungstasche bietet gute Voraussetzungen für eine erfolgreiche Umstrukturierung. Dabei könnte das planare tetrazyklische Ringsystem des Doxorubicins in der relativ großen Kavität des Proteins Platz finden und der Daunosaminzuckerrest gegebenenfalls in einer der beiden benachbarten kleineren, negativ geladenen Kavitäten zu liegen kommen.
	Aufgrund der vorhandenen moderaten Bindungsaffinität des rekombinanten AGP für Doxorubicin bietet sich auch eine Kokristallisation mit dem Ligand zwecks Strukturaufklärung des labilen Komplexes an. Dazu ist allerdings eine Modifikation der ersten vier N-terminalen Aminosäuren notwendig, da diese Peptidsequenz in der bisherigen Kristallstruktur in die Bindungstasche hineinragt und deren Beladung blockiert (Schönfeld et al., 2008). Mittels der erhaltenen Komplexstruktur können dann gezielt suboptimal ausgeprägte Seitenkettenkontakte innerhalb der Bindungstasche sowie eventuell sterisch hinderliche Aminosäurereste identifiziert werden.
	Das amphiphile Progesteron zeigte bei simuliertem Docking seines hydrophoben planaren Ringsystems in die Bindungstasche des AGP (Schönfeld et al., 2008) einen ähnlichen Mechanismus wie es ein Kokristall des humanen Lipocalin Apolipoprotein D mit diesem Liganden offenbarte (Eichinger et al., 2007). Durch systematische Substitution exponierter hydrophober Seitenketten wurde eine gut lösliche Variante des ApoD erhalten (Nasreen et al., 2006), die sich aufgrund des humanen Ursprungs und des unpolaren Charakters und der engen Geometrie der Bindungstasche (Eichinger et al., 2007) ebenfalls als Ausgangspunkt zur Erzeugung eines therapeutisch nutzbaren Anticalins gegen Doxorubicin eignen sollte.
	5 Zusammenfassung
	Durch kombinierten Ansatz des rationalen (Molecular Modelling) und evolutiven (Phage Display) Protein-Designs wurde das Lipocalin BBP aus Insekten als Protein-Scaffold zur Konstruktion eines sogenannten Anticalins für den Hapten-Liganden Doxorubicin eingesetzt. Die Lipocaline sind den Antikörpern der humoralen Immunantwort, die als prototypische Bindeproteine gelten, strukturell verwandt, besitzen aber den Vorteil des Aufbaus aus einer einzigen Polypeptidkette. Zudem können sie gentechnisch in bakteriellen Expressionsystemen wie E. coli einfach produziert werden. Das zu den Anthrazyklinen gehörende fluoreszierende Doxorubicin ist ein klinisch erprobtes und verbreitet eingesetztes Zytostatikum. Wegen seiner Kardiotoxizität weist es allerdings geringe therapeutische Breite auf. Ein gegen diese Verbindung gerichtetes Anticalin erscheint deshalb aus biomedizinischer wie auch biophysikalisch-analytischer Sicht von Interesse und könnte zudem als Antidot oder Delivery Agent in der Onkologie Anwendung finden. Die vergleichende Protein-Fluoreszenztitration von fünf Lipocalinen, nämlich des AGP, BBP, NGAL, RBP und Tlc mit Doxorubicin, deutete bereits auf eine intrinsische Bindungsaktivität dieser Proteine. Die höchste Affinität wies dabei das AGP mit 8,05 ± 0,95 µM auf.
	Zu Beginn dieser Arbeit lag die Kristallstruktur des AGP nicht vor, wohingegen diese Strukturinformation für das BBP bekannt war. Dessen Faltung ist charakterisiert durch ein unter den Lipocalinen konserviertes achtsträngiges anti-paralleles β-Barrel mit vier exponierten Peptidschleifen, die den Eingang zur Ligandenbindungstasche bilden und die Bindungsspezifität des Proteins vermitteln. Das BBP wurde deshalb hier als Ausgangspunkt für das rationale Protein-Design verwendet. Zudem war das BBP früher bereits erfolgreich zur Selektion von Anticalinen gegen die Haptenliganden Fluorescein und Digoxigenin eingesetzt worden.
	Die Anreicherung von gegen Doxorubicin gerichteten BBP-Varianten erfolgte ausgehend von einer in dieser Arbeit hergestellten BBP-Zufallsbibliothek mit hoher Komplexität (2,53 x 1010 Transformanden) mittels Phage Display an einer mit dem Liganden funktionalisierten Polystyroloberfläche. Aufgrund der Zelltoxizität des freien Doxorubicins für den bakteriellen Wirtsstamm erfolgte die Elution der gebundenen Phagemide während der Anreicherungszyklen mit einem zuvor hergestellten Komplex bestehend aus Streptavidin und Biotin-Doxorubicin.
	Die mittels Phage Display angereicherten Anticaline wurden anschließend mit einem Kolonie-Filterstapeltest auf Bindungsaktivität gegenüber dem Liganden Doxorubicin durchmustert. Dazu wurden die BBP-Varianten C-terminal mit einer bakteriellen Albuminbindungsdomäne fusioniert. Nach Transformation von E. coli mit entsprechenden Genkonstrukten wurden die sekretierten Fusionsproteine auf einer mit humanem Serum-Albumin beschichteten Membran lokal immobilisiert und nach Inkubation mit dem funktionalisierten Liganden mit Hilfe einer chromogenen Reaktion auf ihre Affinität für Doxorubicin untersucht. Auf diese Weise wurde das Anticalin F1K27 identifiziert, das im Vergleich zum wt-BBP eine Vielzahl apolarer Aminosäuresubstitutionen innerhalb der Bindungstasche aufwies.
	Der gehäufte Einbau kleiner aliphatischer Aminosäuren deutete dabei im Einklang mit dem hydrophoben Charakter des relativ großen Liganden auf einen raumschaffenden Effekt in der Bindungstasche hin. Nach Herstellung in E. coli und chromatographischer Reinigung des Anticalins F1K27 in löslicher Form wurde deutliche Affinität des Proteins für Doxorubicin nachgewiesen. Die Dissoziationskonstante wurde mittels Protein-Fluoreszenztitration zu 4,7 ± 0,2 µM bestimmt; im Fall kompetitiver Verdrängung der Fluoreszenzprobe 8-Anilino-1-Naphtalin-Sulfonsäure durch Doxorubicin wurde eine inhibitorische Konzentration von 6,6 ± 0,4 µM ermittelt.
	Der Nachweis der Komplexbildung wurde dabei durch die ausgeprägte Neigung des Liganden zur Selbstassoziation erschwert. Dieses bekannte, auf Stacking-Wechselwirkungen beruhende Verhalten folgt sehr wahrscheinlich dem bei hydrophoben aromatischen Molekülen häufig beobachteten Mechanismus der indefiniten isodesmischen Polymerisation. Die hier bestimmte isodesmische Dissoziationskonstante variierte in einem Bereich von 2,5 bis 246 µM – vermutlich bedingt durch unterschiedliche Ionenstärke und Zusammensetzung der verwendeten Puffer.
	Versuche, das Anticalin F1K27 durch Affinitätsmaturierung mittels Error-Prone-PCR und erneuter Selektion hinsichtlich seiner Affinität für Doxorubicin zu verbessern, schlugen fehl. Daher wurde ein Verfahren zur Fermentation der Variante F1K27 etabliert, um eine zukünftige Kokristallisation des Anticalins im Komplex mit dem Liganden Doxorubicin zum Zweck der Strukturanalyse vorzubereiten. Zur Fermentation im 8 L-Maßstab wurde der Bakterienstamm MC4100Δskp mit dem Expressionsplasmid pBBP21-F1K27 sowie dem für Faltungshelfer kodierenden Plasmid pTUM4 kotransformiert. Nach erfolgter Proteinbiosynthese wurde die Variante F1K27 aus der geernteten Kultur mittels Streptavidin-Affinitäts-Chromatographie in hoher Reinheit mit einer Ausbeute von insgesamt etwa 50 mg gewonnen. Der Einsatz des Helferplasmids pTUM4 steigerte die Ausbeute gegenüber zunächst ohne den Vektor durchgeführten Fermentationsversuchen um den Faktor 20.
	Das im Rahmen dieser Arbeit mittels Protein-Engineering aus dem natürlichen Lipocalin BBP erzeugte Anticalin F1K27 komplexiert das Anthrazyklin Doxorubicin spezifisch mit einer Dissoziationskonstante im niedrigen mikromolaren Bereich, was die Eignung der Anticalin-Technologie zur Erzeugung künstlicher Bindeproteine mit neuen Bindungsspezifitäten insbesondere für Hapten-Liganden bestätigt.
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Laut des World Cancer Report 2008 gehörte Krebs mit rund 7,6 Millionen Opfern zu den zehn häufigsten krankheitsbedingten Todesursachen weltweit. Die Zahl neu diagnostizierter Erkrankungen betrug etwa 12,4 Millionen pro Jahr bei insgesamt geschätzten 25 Millionen Erkrankten (Boyle & Levin, 2008). Vor dem Hintergrund der wachsenden Weltbevölkerung und zunehmender Lebenserwartung ist der Trend weiter steigend. Brustkrebs ist mit einer Morbiditätsrate von 23 % die häufigste Krebserkrankung bei Frauen (Stewart et al., 2003) und führt jährlich zu etwa 400 000 Todesopfern.

Neben der immensen Bedeutung flächendeckender Vorsorge, die die Diagnose einer Vielzahl der Neuerkrankungen bereits im Frühstadium erlaubt und damit erhöhte Chancen auf Heilung bei konventioneller Behandlung bietet (Hortobagyi, 1998), zeigt die Kombination klassischer Chemotherapie – z.B. mit dem aus der Klasse der antibiotisch wirkenden Anthrazykline stammenden Doxorubicin (Arcamone, 1985) – mit neuen, innovativen Therapieansätzen – z.B. dem gegen den humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor HER2 gerichteten monoklonalen Antikörper Trastuzumab (Gianni, 2002) – viel versprechende klinische Erfolge (Slamon et al., 2001).

[bookmark: _Toc249008125][bookmark: _Toc249008265][bookmark: _Toc249104328][bookmark: _Toc249104473][bookmark: _Toc249106490][bookmark: _Toc249157100][bookmark: _Toc249157244]Um in strukturschwachen Gebieten der Bevölkerung von Seiten der Gesundheitssysteme eine wirksame Tumorbekämpfung zur Verfügung stellen zu können, müssen die Therapeutika einfach herzustellen oder kostengünstig zu beziehen sein und unkompliziert verabreicht werden können. Diese Kriterien erfüllen vor allem konventionelle Zytostatika, wie das Doxorubicin (Sikora et al., 1999), wohingegen Biopharmazeutika häufig noch zu teuer oder zu instabil sind.
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Doxorubicin wurde erstmals im Jahre 1969 aus dem Bakterium Streptomyces peucetius subsp. caesius ATCC 27952, dem bis heute einzig bekannten Produzenten isoliert (Arcamone et al., 2000). Es entsteht durch Hydroxylierung des Ausgangsmoleküls Daunorubicin am Kohlenstoffatom C-14 (Abbildung 1).

Aus klinischer Sicht gehört Doxorubicin zu den effektivsten Therapeutika gegen HER2-positiven Brustkrebs. Eine Überexpression des Proto-Onkogens HER2 / neu, einer transmembranen Rezeptor-Tyrosin-Kinase aus der ErbB-Familie, kann in 25 – 30 % aller Brustkrebsfälle nachgewiesen werden (Slamon et al., 1987; Slamon et al., 1989). Das breite Wirkspektrum ermöglicht aber auch die Behandlung anderer solider Tumore, wie z.B. Sarkomen der Weichteile und von non-Hodgkin-Lymphomen, weshalb pro Jahr etwa 225 Kilogramm des Wirkstoffs pharmazeutisch hergestellt werden (Arcamone et al., 1997; Weiss, 1992).

[bookmark: _Ref385595020][bookmark: _Ref377899620][bookmark: _Toc377899156][bookmark: _Toc377899200][bookmark: _Toc378007977][bookmark: _Toc378008061][bookmark: _Toc378010185][bookmark: _Toc390290925][image: ][image: ]Abbildung 1:	Chemische Struktur des Doxorubicins – Links: 2D-Ansicht; Rechts: 3D-Ansicht in Richtung der Ebene des planaren, chromophoren Tetrazyklus

Im Zeitalter zielgerichteter Behandlungsstrategien, sogenannter Targeted Therapies zeigt sich, dass das Anthrazyklin ein hervorragender Partner für andere Wirkstoffe wie Taxane und Trastuzumab darstellt und den antitumoralen Effekt mehr als additiv verstärkt (Cortes-Funes & Coronado, 2007; Esteva et al., 2001; Gianni et al., 1995). Es ist deshalb ein bevorzugtes Adjuvans bei der Bekämpfung HER2-positiver Tumore (Pritchard et al., 2006). Als Komplikation der Kombination mit Trastuzumab (Markenname Herceptin®; Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen) sind jedoch hohe Kardiotoxizitätsraten beschrieben (Slamon et al., 2001), weshalb z.B die amerikanische Zulassungsbehörde FDA dieser sehr effizienten Behandlungsmethode für die klinischen Routine erst in 2006 die Erlaubnis erteilt hat (Slamon et al., 2011).

Die dem Antikörper Trastuzumab eigene, vom ErbB / Neuregulin-System vermittelte Kardiotoxizität verschlechtert gleichzeitig den Schutzmechanismus des Myokards gegenüber der noch stärker ausgeprägten Kardiotoxizität des Doxorubicins (Rayson et al., 2008). Diese äußert sich in dilativer Kardiomyopathie und kongestiver Herzinsuffizienz. Die Wirkmechanismen, die sowohl für das Absterben der Tumorzellen als auch die Schädigung der kardialen Myozyten verantwortlich sind, konnten bisher nicht eindeutig identifiziert werden. Aufgrund experimenteller Daten gibt es hauptsächlich vier Hypothesen, die meist den programmierten Zelltod, die Apoptose zum Gegenstand haben (Minotti et al., 2004; Thorburn & Frankel, 2006): (I.) Doxorubicin stabilisiert ein Reaktionszwischenprodukt zwischen Topoisomerase II und DNA, resultierend in DNA-Strangbrüchen und p53-vermittelter Apoptose (Fornari et al., 1996; Fornari et al., 1994; Gewirtz, 1999; Jensen et al., 1993; Siu et al., 2004); (II.) Doxorubicin bindet an allosterische Stellen des 20S Proteasoms, was zu einer Anhäufung nicht abgebauten Proteins und somit dem programmierten Zelltod führt (Kiyomiya et al., 2002a; Kiyomiya et al., 2001; Kiyomiya et al., 2002b); (III.) Doxorubicin erzeugt in Redox-Zyklen freie Radikale, die direkt Lipid- und DNA-Schäden hervorrufen oder darauf folgend durch Modifikation anderer Biomoleküle, z.B. apoptotischer Regulationsproteine (Fas, Fax, BclXL) zum Zelltod führen (Griffin-Green et al., 1988; Kim et al., 2002; Sinha et al., 1989); (IV.) Alkoholderivate des Doxorubicins können zur Freisetzung von Eisen aus dem Enzym Aconitase und dadurch zur Erzeugung freier Radikale und nachfolgend zur Apoptose führen (Minotti et al., 1998; Minotti et al., 2001).

Allerdings konnten bis dato keine pharmakologischen Wechselwirkungen zwischen Doxorubicin und Herceptin® nachgewiesen werden, so dass eine Kombination beider Wirkstoffe bei Verwendung eines Doxorubicin-Derivats, eines -Konjugats oder einer -Formulierung mit verringerter Toxizität interessant bleibt (Gianni et al., 2001). Ein vielversprechender Ansatz zur Reduktion der Kardiotoxizität des Doxorubicins, der bereits zu marktreifen Produkten geführt hat, ist die Einbettung des Wirkstoffes in liposomale Trägerformulierungen (Sparano & Winer, 2001; Verma et al., 2008). Entsprechende Präparate sind das Myocet® (Zeneus Pharma Ltd.; Oxford, UK und Sopherion Therapeutics LLC; Princeton, NJ, USA) wie auch die PEGylierten Vertreter Caelyx® (Schering-Plough AG; Kenilworth, NJ, USA) und Doxil® (Ortho Biotech Products L.P., Horsham, PA, USA) (Ewer et al., 2004; Rayson et al., 2008), die über PEGylierung der Außenseite der liposomalen Lipid-Doppelmembran zusätzlich eine verlängerte Plasmahalbwertszeit aufweisen. Solche Trägersysteme besitzen großes Potential, da sie einen passiven Targeting-Effekt aufweisen, der am Ort des Tumors, der Infektion oder Entzündung eine lokale Erhöhung der Wirkstoffkonzentration hervorrufen kann. Außerdem vermeiden sie die Notwendigkeit der Entwicklung neuer Wirkstoffe mit noch unbekanntem therapeutischen Profil und Nebenwirkungen zugunsten der Beibehaltung des eigentlich gut erforschten Wirkstoffs Doxorubicin (Allen & Cullis, 2004).

Der schlechte Einbau in die liposomale Matrix und die schnelle Freisetzung des Wirkstoffs in Gegenwart von Plasmaproteinen und Zellmembranbestandteilen ist ein Problem (Chowdhary et al., 2003), welches durch chemische oder pH-Gradienten bei der Beladung der Liposomen gelöst wurde (Abraham et al., 2004; Cullis et al., 1997). Die Adressierung und Anreicherung liposomaler Trägermoleküle in mononukleären Zellen des phagozytotischen Systems der Leber, der Milz, der Nieren und des Knochenmarks stellt in diesen Geweben ein erhebliches Risiko ungewünschter toxischer Nebeneffekte dar (Allen & Cullis, 2004). Des Weiteren sind derart gekoppelte Arzneimittel nicht zur Behandlung von Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) geeignet, da die liposomalen Träger normalerweise die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren können (Kreuter, 2001).

Ähnlich dem Doxorubicin (Back et al., 1995; Curran, 1991) besitzt das bei Herzinsuffizienz verabreichte Arzneimittel Digitalis – ein Pflanzensteroid – eine geringe therapeutische Breite. Eine Überdosierung führt zu Vergiftungserscheinungen, die sich als schwere bis hin zu letalen Herzrhythmusstörungen manifestieren. Deshalb wurden Fab-Fragmente wie Digibind® (Glaxo Smith Kline; Brentford, London, England, UK) und DigiFab (BTG; London, UK), die aus Digitalis spezifischen polyklonalen Schafsantikörpern durch enzymatische Spaltung gewonnen werden, als Gegenmittel – sogenannte Antidote – entwickelt, welche einen Überschuss des Wirkstoffs stabil komplexieren und renal aus dem Körper abführen (Assez et al., 2009; Flanagan & Jones, 2001). In klinischen Studien wurde ihre therapeutische Eignung in Bezug auf die pharmakokinetischen Eigenschaften und Ligandenaffinität bereits nachgewiesen (Ward et al., 2000). 

Ein ähnlicher Komplexpartner für das Doxorubicin könnte sowohl als Gegenmittel bei klinischer Überdosierung des Chemotherapeutikums fungieren wie auch die bestehenden Probleme der bereits genannten liposomalen Trägersysteme umgehen und somit als effizienter alternativer Wirkstoff dienen. Im ersten Fall müsste das Biomakromolekül mit Doxorubicin vorbeladen und für das zweite Szenario unbeladen verabreicht werden. Dies wurde bereits am Beispiel eines gegen Doxorubicin gerichteten monoklonalen Antikörpers im Tiermodell gezeigt (Balsari et al., 1991; Balsari et al., 1994; Sardini et al., 1992), wobei auch die nicht letalen Nebeneffekte des Zytostatikums, wie ausgeprägte Mukositis, Myelotoxizität, gastrointestinale Toxizität und Alopezie gemildert wurden (Balsari et al., 2001; Balsari et al., 1994; Morelli et al., 1997; Morelli et al., 1996). 

Funktionelle Gruppen innerhalb der eben skizzierten, das Doxorubicin bindenden Biomakromoleküle, wie z.B. die reaktiven, modifizierbaren Aminosäureseitenketten entsprechender Antikörper, erlauben zudem durch gezielte chemische Konjugation mit anderen Biomakromolekülen eine Funktionserweiterung. Interessant erscheint hier vor allem eine kovalente Kopplung an Trastuzumab und damit einhergehend die Möglichkeit der gezielten Tumorzelladressierung und -internalisierung des Doxorubicins (Morelli et al., 1994a; Morelli et al., 1994b). Gezeigt wurde die klinische Wirksamkeit eines solchen Adressierungseffekt bereits am Beispiel des Antikörper-Wirkstoff-Konjugats (Antibody-Drug Conjugate; ADC) T-DM1 (Boyraz et al., 2013), welches den Handelsnamen Kadcyla® (Roche Pharma AG; Grenzach, Deutschland) trägt. Es setzt sich aus dem bereits erwähnten monoklonalen Antikörper Trastuzumab und einem kovalent daran gebundenen Mikrotubuli-Hemmer, nämlich dem Maytansin-Derivat DM1, zusammen (Junttila et al., 2011).
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Antikörper (Abbildung 2) sind aufgrund ihrer hohen strukturellen Plastizität basierend auf ihrer hypervariablen Loop-Region, die die Antigenbindungsstelle bildet, und in Verbindung mit einem stabilen Grundgerüst der Proteinfaltung Prototypen von Bindungsproteinen hoher Ligandenaffinität und -spezifität. Diese besonderen Eigenschaften der Antikörper sind evolutiv durch deren natürliche Aufgabe als adaptiver Bestandteil der Immunabwehr höherer Lebewesen erklärbar. Diese humorale Immunität dient vor allem der Erkennung in den Körper eingedrungener Mikroorganismen, wie Bakterien, Viren und Parasiten. Dabei wird nahezu jedes Protein-, aber auch Polysaccharid- oder Nukleinsäureantigen durch Bindung unschädlich gemacht und zusätzlich werden diverse Zelltypen des Immunsystems nebst dem Komplementsystem aktiviert (Janeway, 2001). Deshalb finden die Immunglobuline wie auch ihre Fragmente in der biochemischen und biophysikalischen Forschung und Analytik, der medizinischen Diagnostik und der humanen Therapie breite Anwendung (Meulenberg, 2012).

Es gibt jedoch auch zahlreiche Nachteile bei der Verwendung von Antikörpern sowie ihren Fragmenten für genannte Anwendungen. So setzen sich Antikörper aus zwei unterschiedlichen Polypeptidketten komplexer Architektur zusammen, die gerade bei den kleinen Fv-Fragmenten zu instabiler Domänenassoziation führt. Bei der biotechnologischen Herstellung sind komplizierte Klonierungsschritte notwendig, da zwei Strukturgene gleichzeitig exprimiert werden müssen; außerdem lassen sich intakte Antikörper nur kostspielig in Zellkultur produzieren (Skerra, 1993). Die Antigen-Bindungsstelle, die durch die sechs hypervariablen Loop-Regionen bestimmt wird, verlangt eine komplizierte, konzertierte Manipulation im Fall der Erzeugung synthetischer Molekülbibliotheken, wie bei der HuCAL®(Human Combinatorial Antibody Library)-Technologie (Morphosys; Martinsried, Deutschland) erfolgreich umgesetzt (Rothe et al., 2008). Zudem sind Antikörper ausgesprochen große Moleküle mit eingeschränkter Gewebepenetration und nicht in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden (Christiansen & Rajasekaran, 2004). Dies sind jedoch für viele therapeutische Zwecke unerlässliche Eigenschaften. Daraus ergibt sich ein Interesse an alternativen Proteinstrukturen mit ähnlicher Topologie, die als künstliche Rezeptormoleküle dienen können. Als Alternativen kommen Proteine mit exponierten Strukturbereichen in Frage, die Aminosäureaustausche ohne signifikante Veränderung der Faltungseigenschaften zulassen (Nygren & Skerra, 2004).

[bookmark: _Ref420941776][bookmark: _Toc390290926][image: ]Abbildung 2:	Typischer Aufbau eines humanen IgG1-Antikörpers – aus (Holla, 2012)

; der Antikörper besteht aus zwei schweren Ketten (schwarz) und zwei leichten Ketten (blau). Insgesamt 16 Disulfidbrücken stabilisieren die Tertiär- und Quartärstruktur des Immunglobulins. Die konstante Fc-Region reguliert die Effektorfunktionen. Das Paratop ist die Antigenbindungsstelle, die aus den sechs Complementary Determining Regions (CDRs) gebildet wird und innerhalb der Fv- und Fab-Fragmente liegt. Diese können gentechnisch in E. coli hergestellt werden.
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Ein Vergleich der Antigen-Bindungsdömanen von Antikörpern mit der Bindungstasche der Lipocaline offenbart, dass bei letztgenannter Proteinfamilie ein einfacheres aber analoges Strukturprinzip realisiert ist (Skerra, 2000; Skerra, 2003). Das starre Proteingerüst in Form des konservierten, achtsträngig parallelen β-Barrel, das den Lipocalinen hohe thermische Stabilität verleiht (Schlehuber & Skerra, 2002), trägt vier exponierte Peptidschleifen hoher Plastizität, die den Eingang zur Bindungstasche bilden und sich in Länge, Zusammensetzung und Konformation zwischen den einzelnen Lipocalinen erheblich unterscheiden (Skerra, 2000). Die Lipocaline bestehen aus einer einzigen Polypeptidkette und sind mit einer Molmasse von etwa 20 kDa kleiner als das kleinste Antigen-komplexierende Antikörperfragment Fv (25 – 30 kDa). Da die meisten Lipocaline natürlicherweise unglykosyliert sind, lassen sie sich effizient auf sekretorischem Weg – zur Ausbildung vorhandener Disulfidbrücken – auch in mikrobiellen Systemen wie E. coli produzieren (Breustedt et al., 2006; Müller & Skerra, 1993; Skerra, 2008).

Der Lipocalinfamilie fehlen die physiologischen Mechanismen der somatischen Genrekombination und Hypermutation zur Variation ihrer Funktionalität, die für das immense Spektrum der Ligandenspezifitäten von Antikörpern verantwortlich sind (Schlehuber & Skerra, 2005). Um sie deshalb als künstliche Rezeptorproteine, sogenannte "Anticaline" (Beste et al., 1999) nutzen zu können, sind Methoden des Protein-Engineering und der kombinatorischen Biochemie notwendig (Skerra, 2008). Wie anhand des Bilin-Bindungsproteins (BBP) aus Pieris brassicae (Schmidt & Skerra, 1994a) mit den Hapten-Targets Digoxigenin (Schlehuber, 2001; Schlehuber et al., 2000) und Fluorescein (Beste, 1998; Beste et al., 1999) gezeigt werden konnte, ist es möglich die Bindungstasche des natürlichen Lipocalins so zu verändern, dass neue Liganden komplexiert werden können.

Bindungsaffinität für einen ausgewählten Liganden kann grundsätzlich auf zwei Wegen erzeugt werden. Das rationale Design verwendet theoretische Vorhersagen und Berechnungen mittels Molecular Modelling (Essen & Skerra, 1994). Das evolutive Design hingegen, welches das Immunsystem imitiert (Skerra, 2003), basiert auf einer Bibliothek von Proteinvarianten, die durch gerichtete, konzertierte Zufallsmutagenese innerhalb der für die Bindungstasche kodierenden Bereiche hergestellt wird (Weiss & Lowman, 2000). In einem kombinierten Ansatz werden zunächst mittels Molecular Modelling die für die Komplexierung des Liganden essentiellen Aminosäureseitenketten bestimmt, um so die Wahrscheinlichkeit der Selektion von Proteinvarianten mit gewünschter Ligandenaktivität zu erhöhen. Dabei können die für die korrekte Faltung verantwortlichen Aminosäurereste anhand einer vorhandenen Kristallstruktur in der Regel zuverlässig vorhergesagt und von der Mutagenese ausgenommen werden. Um Varianten mit gewünschter Bindungsspezifität zu isolieren, muss die Molekülbibliothek schließlich einem geeigneten Selektionsprozess, wie z.B. dem Phage Display unterzogen werden (Hoess, 2001; Persson et al., 2008; Sheedy et al., 2007; Skerra, 2008).
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Die natürlichen humanen Lipocaline liegen in löslicher Form in hohen Konzentrationen – bis zu 1,0 mg / ml – im Plasma und anderen Gewebsflüssigkeiten vor (Skerra, 2008). Sie üben zudem keine zusätzlichen immunologischen Effektorfunktionen aus, wie sie z.B. durch die konstante Fc-Region der Antikörper vermittelt werden. Bei therapeutischen Antikörpern kann diese natürliche Funktion Nebenwirkungen bis hin zu anaphylaktischen Schockreaktionen erzeugen (Schlehuber & Skerra, 2005). Auch das Problem der Immunogenität kann bei Anticalinen durch Verwendung humaner Lipocalin-Grundgerüste, von denen bis dato zwölf identifiziert sind (Breustedt et al., 2006), minimiert werden. Die durch die geringe Größe bedingte kurze Halbwertszeit in vivo lässt sich durch Fusion z.B. mit humanem Serumalbumin oder der entsprechenden Albuminbindungsdomäne, Peptiden – wie das Beispiel der PASylierung® (XL-protein GmbH; Freising, Deutschland) zeigt (Schlapschy et al., 2013) – oder durch PEGylierung verlängern (Skerra, 2008).

Diese Faktoren machen die Anticaline, zusammen mit der nachgewiesenen funktionellen Modifizierbarkeit des den Antikörpern analogen Strukturprinzips, interessant als Trägermoleküle für pharmazeutische Agentien und targetspezifische, therapeutische Biomoleküle per se. Ihr manipulierbares Ligandenrepertoire umfasst gegenüber anderen künstlichen Rezeptorproteinen neben den üblichen Proteinen sogar Haptenzielmoleküle, die in der kelchförmigen Bindungstasche gut aufgenommen werden können (Nygren & Uhlen, 1997; Skerra, 2007).

[bookmark: _Toc249008130][bookmark: _Toc249008270][bookmark: _Toc249104333][bookmark: _Toc249104478][bookmark: _Toc249106495][bookmark: _Toc249157105][bookmark: _Toc249157249][bookmark: _Toc389516576][bookmark: _Toc389516738][bookmark: _Toc389586901][bookmark: _Toc421269653]Pharmazeutisches Potential eines gegen Doxorubicin gerichteten Anticalins

Die Wirksamkeit des auch "Digical" genannten Anticalins DigA16 als Gegengift konnte bei einer Digoxin-Überdosierung im Meerschweinchen-Modell, unter Verwendung eines moderaten stöchiometrischen Überschusses des Anticalins, nachgewiesen werden (Schlehuber & Skerra, 2005). Ein "Doxocal" könnte entsprechend bei einer akuten Doxorubicin-Vergiftung von Nutzen sein. Bei Konjugation mit einem gegen einen gewebsspezifischen Zelloberflächenrezeptor gerichteten Antikörper – oder einem entsprechenden Anticalin, wodurch ein Duocalin entsteht (Schlehuber & Skerra, 2001) – erscheint sogar eine zielgerichtete Tumoradressierung des Wirkstoffs möglich.
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Das Anticalin FluA vermag die intrinsische Fluoreszenz von Fluorescein bei Komplexierung dieses Liganden nahezu vollständig zu löschen (Beste et al., 1999). Der dem Phänomen zugrunde liegende ultraschnelle Elektronentransfer zwischen Anticalin und Ligand eröffnet besonders in der Zellfluoreszenzmikroskopie interessante biophysikalische Anwendungen (Skerra, 2008). So könnte auch ein Doxocal dazu verwendet werden das Hintergrundsignal beim Nachweis der Aufnahme des fluoreszierenden Doxorubicins in Tumorzellen zu senken (Bontenbal et al., 1998). 

Außerdem hängen die Fluoreszenzeigenschaften des Doxorubicins – sowie von verwandten Anthrazyklinen – erheblich von der Polarität der molekularen Umgebung ab, was zum Studium seiner Wechselwirkungen mit Lipid-Doppelschichten, Liposomen, Nukleinsäuren sowie Proteinen ausgenutzt werden kann, wobei mitunter starke Fluoreszenz-Quenchingeffekte zu erwarten sind (Pietrzak et al., 2003).

[bookmark: _Toc249008132][bookmark: _Toc249008272][bookmark: _Toc249104335][bookmark: _Toc249104480][bookmark: _Toc249106497][bookmark: _Toc249157107][bookmark: _Toc249157251][bookmark: _Toc389516578][bookmark: _Toc389516740][bookmark: _Toc389586903][bookmark: _Toc421269655]Phagemid-Präsentation der BBP-Zufallsbibliothek und Kolonie-Filterstapeltest

Ein System zur Selektion von Lipocalinproteinen mit neuen Bindungseigenschaften, den sogenannten Anticalinen, setzte eine Kopplung von Genotyp und Phänotyp voraus. Ein dafür geeigneter Vektor musste sowohl die Erzeugung einer Zufallsbibliothek von BBP-Varianten als auch das Durchmustern dieser Bibliothek nach Varianten mit neuen Bindungseigenschaften unter Anwendung des Phage Display ermöglichen. Ein entsprechend etabliertes System lag zu Beginn dieser Arbeit bereits vor und war bei der Selektion gegenüber den Haptenliganden Fluorescein (Beste et al., 1999) und Digoxigenin (Schlehuber et al., 2000) erfolgreich eingesetzt worden.
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Der in dieser Arbeit verwendete Phasmidvektor pBBP38 (Abbildung 3) trägt die für das lösliche Monomer der Isoform II des Bilin-Bindungsproteins kodierende cDNA. Dabei ist das N-terminale Kodon der Aminosäure Asparagin (AAC) der Isoform I gegen ein Aspartat-Kodon (GAC) ausgetauscht (Schmidt & Skerra, 1994a). Innerhalb der Bindungstasche des Proteins wurden 16 für die Interaktion mit dem natürlichen Liganden verantwortliche Aminosäuren (Beste et al., 1999) zur Herstellung einer Proteinbibliothek randomisiert (Abbildung 4, Tabelle 1 und Abschnit 2.3.2). Dies geschah in einer zweistufigen Polymerasekettenreaktion (siehe Abschnitt 2.2.4.1), bei deren erstem Schritt degenerierte Oligodesoxynukleotide der zielgerichteten Einführung der gewünschten Zufallsmutationen dienten (Abbildung 4).

Zur anschließenden effizienten und gerichteten Ligierung wurden im Vorfeld am 5'- bzw. 3'-Ende des zu mutierenden cDNA-Bereiches zwei nicht-kompatible BstXI-Schnittstellen eingeführt. Dazu geeignet waren die Aminosäuresubstitutionen Asn21  Gln und Lys135  Met, die innerhalb des β-Barrels liegen, da sie keinen erkennbaren Einfluss auf die Faltung und die korrekte Ausbildung der beiden Disulfidbrücken im BBP haben. Zudem erlauben diese Schnittstellen die spätere Subklonierung selektierter BBP-Varianten in geeignete Vektoren für den Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 2.4) sowie für die präparative Produktion in E. coli. Ein zusätzlicher Lys  Ser Aminosäureaustausch an Position 87 eliminiert zudem eine vermutete Proteaseerkennungssequenz. Die Sequenz mit diesen insgesamt vier Aminosäure-Substitutionen entspricht dem in dieser Arbeit verwendeten "Wildtyp"-BBP.

Zur Verankerung der zu präsentierenden BBP-Varianten in der Phagenhülle des filamentösen Phagen M13 wurde das BBP-Strukturgen mit einer verkürzten Version des für das Hüllprotein pIII kodierenden Gens fusioniert, das die C-terminale Domäne der Aminosäuren 217 – 406 umfasst. Im Vergleich zur häufig eingesetzten Deletionsvariante (AS 198 – 406) (Bass et al., 1990; Lowman et al., 1991) zeigt diese nochmalig verkürzte Version eine verbesserte Biosynthese des Fusionsproteins (Skerra, 2001). Dieser beobachtete Effekt ist vermutlich durch die Deletion des ungepaarten Cysteinrestes an Position 201 bedingt. Die auf dem Plasmid enthaltene intergenische Region des Phagen f1 (f1-IG) sorgt durch Verpackung der einzelsträngigen DNA – in Gegenwart eines Helferphagen – in das Phagemidpartikel für die Kopplung mit dem Genotyp (Skerra, 2001).
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; der Vektor wurde zur Herstellung der Phagemidbibliothek verwendet und kodiert unter der Transkriptionskontrolle des Tetrazyklin-Promotor / Operators (tetp / o) für ein Fusionsprotein aus der bakteriellen OmpA-Signalsequenz, dem BBP und einem C-terminalen Fragment des Phagenhüllproteins pIII (ΔpIII, Aminosäuren 217 – 406). Die Abkürzungen tlpp, f1-IG, bla, tetR und ori bezeichnen den Lipoprotein-Transkriptionsterminator, die intergenische Region des Phagen f1, das β-Lactamasegen, das Strukturgen des Tetrazyklin-Repressors sowie den Replikationsursprung. XbaI, BstXI und HindIII bezeichnen die Erkennungsstellen der entsprechenden Restriktionsendonukleasen. Der Austausch der mutierten Genkassette des BBP erfolgte über die beiden BstXI-Schnittstellen.

Der E. coli-Stamm XL1-Blue wurde für die Herstellung der Phagemide verwendet, da er die entscheidenden Kriterien hoher Transformationskompetenz, Produktion hoher Phagemidtiter bei relativ kurzen Generationszeiten sowie eine effiziente Synthese des BBP-ΔΔpIII-Fusionsproteins gewährleistete (Schmidt, 1995). Um eine hohe Überlebensfähigkeit des Bakterienstamms und damit effiziente Expression des Fusionsgens zu ermöglichen, reguliert der stringente tet-Promotor die Transkription (Skerra, 1994). Ein innerhalb des Fusionsgens zwischen der für das BBP und der für das trunkierte pIII-Hüllprotein kodierenden Region befindliches Amber-Stoppkodon sollte ursprünglich der alternativen Produktion sowohl der löslichen BBP-Varianten als auch des Fusionsproteins – unter Verwendung eines Amber-Suppressorstamms wie E. coli XL1-Blue – dienen (Schmidt, 1995). In einem supE-Amber-Suppressorstamm wird nämlich die Translationstermination am Stoppkodon zu etwa 10–20 % durch den Einbau eines Glutamin-Restes in die wachsende Polypeptidkette umgangen (Miller, 1992).

Da selbst das dichte Tetrazyklin-Promotor / Operator-System keine absolute Repression in Abwesenheit des Induktors aufweist, führt eine Substitution dieses Stoppkodons durch Glutamin für die infizierten Zellen zu toxischen Niveaus an Fusionsprotein. Das heißt, dass durch die Anwesenheit des Amber-Stoppkodons die Bildung einer für die Wirtszelle tolerablen Konzentration des BBP-ΔΔpIII-Fusionsproteins nicht überschritten wird. Durch die Einführung zweier weiterer Stoppkodons (Ochre und Opal) an den Positionen 42 und 43 innerhalb des BBP-Strukturgens wird verhindert, dass der BBP-Wildtyp durch Religierung von unvollständig mit Restriktionsenzym geschnittenem Vektor die resultierende Bibliothek verunreinigt (Beste, 1998).

[bookmark: _Ref377900378][bookmark: _Toc378007979][bookmark: _Toc378008063][bookmark: _Toc378010187][bookmark: _Toc390290928]Abbildung 4:	BBP-Faltungsmuster und Bibliotheksentwurf

 – Oben: Röntgenstruktur des kelchförmigen Wt-BBP; Unten: Schema der Assemblierungs-PCR zur Herstellung der bbp-Bibliothek (in orange sind die vier randomisierten Schleifen hervorgehoben, die den Zugang zur Bindungstasche des Lipocalins definieren; mit freundlicher Genehmigung von A. Skerra)

Werden die mit den Phasmiden transformierten E. coli Zellen anschließend zusätzlich mit einem M13-Helferphagen infiziert, führt dies zur Verpackung der Phasmid-DNA in einzelsträngiger Form zusammen mit dem kodierten Fusionsprotein in Form sogenannter Phagemide. Das BBP-ΔΔpIII-Fusionsprotein trägt N-terminal eine bakterielle OmpA-Signalsequenz, welche die Translokation des N-terminalen Segmentes des Fusionsproteins in das bakterielle Periplasma vermittelt (Movva et al., 1980). Zusammen mit den nativen Phagenproteinen gelangt das C-terminale Fragment des Phagenhüllproteins, das die innere E. coli-Membran durchspannt, danach zur Assemblierungsstelle der naszierenden Phagemidpartikel und wird in das Phagemid eingebaut (Kay, 1996).

Da bei Koinfektion mit dem Helferphagen VCS-M13 dessen native Hüllproteine im Überschuss produziert werden, wird bei optimierter Genregulation lediglich bei etwa 10 % der Phagemide eine der fünf Kopien des Hüllproteins pIII durch ein rekombinantes Fusionsprotein ersetzt. Zudem tragen nur circa 1 % der Phagemide zwei oder mehr Kopien des Fusionsproteins auf ihrer Oberfläche (Bradbury et al., 1993; Kretzschmar et al., 1995; Lowman et al., 1991), weshalb man in diesem Fall von monovalenter Oberflächenpräsentation spricht.
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		Position

		Zufallskodona

		erlaubte Substitutionen



		Asn34

		NNK

		Xaa



		Ser35

		NMS

		Xaa ohne Arg, Cys, Gly, Ile, Leu, Met, Phe, Trp, Val



		Val36

		NNS

		Xaa



		Glu37

		NNK

		Xaa



		Asn58

		NNS

		Xaa



		His60

		NNK

		Xaa



		Ile69

		NNS

		Xaa



		Leu88

		NNS

		Xaa



		Tyr90

		NNK

		Xaa



		Val93

		NNS

		Xaa



		Lys95

		VVS

		Xaa ohne Cys, Ile, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr, Val



		Asn97

		NNK

		Xaa



		Tyr114

		NNK

		Xaa



		Lys116

		NNS

		Xaa



		Gln125

		NNS

		Xaa



		Phe127

		NNK

		Xaa



		aDie Nomenklatur der Zufallskodons folgt der NC-IUB (1986), wobei Xaa für alle 20 Aminosäuren steht.
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Theoretisch erhöht jeder zusätzliche Selektionszyklus beim Phage Display den Gehalt bindungsaktiver BBP-Varianten ausgehend von der nativen Zufallsbibliothek. Ein gegenläufiger Effekt dabei ist jedoch die parallele Tendenz zur Anreicherung von Phagemiden, die während der Vervielfältigung in E. coli aufgrund hoher Infektiosität oder schneller Assemblierung einen biologischen Selektionsvorteil bieten (Levitan, 1998). Deshalb wurde der Kolonie-Filterstapeltest (Skerra et al., 1991) eingesetzt (siehe Abschnitt 2.4), um bereits nach wenigen Runden eine größere Anzahl der angereicherten BBP-Varianten effizient zu durchmustern. Der dafür verwendete Vektor pBBP22 (Abbildung 5) kodiert für ein Fusionsprotein aus der bakteriellen OmpA-Signalsequenz, dem rekombinanten BBP (bzw. einer seiner Varianten), dem Strep-tag II-Affinitätsanhängsel (Schmidt et al., 1996; Skerra & Schmidt, 2000), einem Pro-Ser-Ala-Peptid-Linker und der bakteriellen Albumin-Bindungsdomäne (ABD) (König & Skerra, 1998). Die ABD des Protein G von Streptococcus G148 weist eine hohe Affinität KD = 1 – 100 nM (Nilsson et al., 1997; Nilsson et al., 1994) für humanes Serumalbumin (HSA) auf und umfasst 46 Aminosäurereste (Åkerström et al., 1987; Guss et al., 1986; Olsson et al., 1987).
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; der Vektor kodiert unter der Transkriptionskontrolle des Tetrazyklin-Promotor / Operators (tetp / o) für ein Fusionsprotein aus der bakteriellen OmpA-Signalsequenz, dem rekombinanten Wt-BBP, dem Strep-tag II, einem Pro-Ser-Ala-Peptid-Linker und der Albumin-Bindungsdomäne (ABD). XbaI, BstXI, NheI und HindIII bezeichnen die Erkennungsstellen der entsprechenden Restriktionsendonukleasen. Für alle anderen Sequenzabschnitte siehe die Legende zu Abbildung 3.

Der Amber-Suppressorstamm E. coli TG1-F– dient dabei vorzugsweise zur Herstellung funktioneller Fusionsproteine auch derjenigen Varianten, die aufgrund der Mutagenesestrategie interne Amber-Stoppkodons aufweisen. Sein F–-Phänotyp verhindert gleichzeitig eine Phagenkontamination. Die Suspension der transformierten Zellen wird auf einer hydrophilen Membran ausplattiert und bis zur Bildung kleiner Kolonien inkubiert. Danach wird diese Membran auf eine frische Agarplatte mit einer hydrophoben Membran umgesetzt, welche zuvor mit HSA beschichtet worden war. Die Zugabe von Anhydrotetrazyklin zum Agarmedium regt die Proteinbiosynthese des Fusionsproteins und den Export des rekombinanten Proteins in das Periplasma an (Ghrayeb et al., 1984; Skerra & Plückthun, 1988). Dies führt zu einer partiellen Permeabilisierung der äußeren Membran (Plückthun & Skerra, 1989) und ermöglicht, verbunden mit der Diffusion durch die Poren der hydrophilen Filtermembran, die Freisetzung des kompakten Fusionsproteins aus den Kolonien der Bakterien. Mittels der ABD wird es auf der darunter liegenden zweiten Membran durch Komplexbildung mit dem HSA verankert und in gerichteter Weise präsentiert. Dadurch entsteht ein Abbild der Kolonien in Form der funktionell adsorbierten BBP-Varianten. Nach der Induktionsperiode werden die beiden Membranfilter voneinander getrennt, und die Bindungsaktivität der einzelnen BBP-Varianten kann durch Zugabe des markierten Targets in Verbindung mit einem geeigneten Nachweisreagens detektiert werden. 

Mittels des monovalenten Phage Displays in Verbindung mit dem Kolonie-Filterstapeltest kann aus einer Proteinbibliothek einfach und effizient auf die Bindungsaktivität einzelner Varianten für einen vorgegebenen Liganden selektiert werden (Schlehuber et al., 2000).
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2

Einleitung

1

Einleitung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte mittels des rational basierten evolutiven Protein-Designs ein Anticalin mit Bindungsaffinität für das Anthrazyklin Doxorubicin hergestellt werden. Dazu musste zunächst ein geeignetes Lipocalin-Scaffold identifiziert und die korrespondierende Proteinbibiliothek mit einem Phagemid / Helferphagen-System erzeugt werden. Mit Hilfe der Phage Display-Technologie sollten anschließend solche Anticaline selektiert werden, die den Liganden spezifisch und mit hoher Affinität komplexieren. Außerdem sollten die entsprechenden in E. coli produzierten Proteinvarianten hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften charakterisiert werden. Zusätzlich sollte die praktische Eignung eines solchen Anticalins als Reagens in der biophysikalischen Analytik sowie der Diagnostik geprüft werden.
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		E. coli K12-Stämme



		Phage Display:



		XL1-Blue

		endA1, hsdR17(rk-, mk+), supE44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1, Δ(lacZYA-argF)U169 [F': proAB, lacIqZΔ15, Tn10(TetR)] (Bullock et al., 1987)
von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising



		Kolonie-Filterstapeltest:



		TG1-F–

		supE, hsdD5, thi, D(lac-proAB)
von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising



		Expression:



		JM83

		F-, ara, (lac-proAB), rpsL (= strA), 80, lacZM15 (Yanisch-Perron et al., 1985)
von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising



		JM83proAB∆skp

		JM83 proAB+
von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising



		MC4100∆skp

		F-, araD139, Δ (argF-lac)U169, prsL150, relA1, deoC1, rbsR, fthD5301, fruA25, -(Peters et al., 2003)
von Professor Dr. M. Müller, Universität Freiburg



		W3110

		F-, mcrA mcrB IN(rrnD-rrnE)l, - (Hayashi et al., 2006)
von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising



		Plasmide



		Phage Display:



		pBBP38

		ori, tetp / o (XbaI), OmpA, bbp-K87S, K41N; C42ochre, G43opal (BstXI)-ΔΔpIII (217 – 406), bla
von Pieris AG, Freising



		Kolonie-Filterstapeltest:



		pBBP22

		ori, tetp / o, OmpA, bbp-K87S (BstXI)-strepII-abd, bla (Schlehuber, 2001)
von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising



		pBBP61

		ori, tetp / o, OmpA, T7-tag-DigA16H86N-K87S (BstXI)-GGAVDANS-abd-strepII, bla
von Pieris AG; Freising



		Expression:



		pBBP21

		ori, tetp / o, OmpA, bbp-K87S (BstXI)-strepII, dsbC, bla (Beste, 1998)
von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising



		pBBP21-F1K18

		wie bbp21 jedoch mit Substitution der bbp-Genkassette durch BstXI Verdau und Klonierung der in dieser Arbeit auf Bindungsaktivität gegenüber Doxorubicin selektierten Variante F1K18 (Abbildung 27)



		pBBP21-F1K27

		wie bbp21 jedoch mit Substitution der bbp-Genkassette durch BstXI Verdau und Klonierung der in dieser Arbeit auf Bindungsaktivität gegenüber Doxorubicin selektierten Variante F1K27 (Abbildung 27)



		pBBP21-FluA

		ori, tetp / o, OmpA, fluA-K87S (BstXI)-strepII, dsbC, bla (Beste, 1998)
von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising



		pBBP21DigA16

		ori, tetp / o, OmpA, digA16-K87S (BstXI)-strepII, dsbC, bla (Schlehuber, 2001)
von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising



		pTUM4

		ori, pfkpA fkpA surA, pdsbA dsbA dsbC, pcat cat (Schlapschy et al., 2006)
von Professor Dr. A. Skerra, TU München, Freising



		Bakteriophagen



		VCS-M13

		Helferphage; Stratagene GmbH, Heidelberg
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Alle Oligodesoxynukleotide wurden in HPLC-gereinigter Qualität von der Firma IBA GmbH (Göttingen) bezogen. Die Nomenklatur der Kodons folgt der NC-IUB (1986).
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Die Oligodesoxynukleotide FS-15, GB-3, GB-4 und GB-11 wurden vor Verwendung zusätzlich mittels Polyacrylamid-Harnstoff-Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.2.5.2 und 3.3.2) gereinigt.

		FS-15:

		5'- GGG TAG GCG GTA CCT TCS NNA AAG TAT TCC TTG CCG TGG ATT ACM NNG TAS NNC GAA ACT TTG ACA CTC TT -3'



		GB-3:

		5'- CCA TGG TAA ATG GTG GGA AGT CGC CAA ATA CCC CNN KNM SNN SNN KAA GTA CGG AAA GTG CGG A -3'



		GB-4:

		5'- TCT GGA GAG CAC CCA GAC MNN GTC SNN GTG TCC CTT CTT GTC CTC GTC GTA SNN GCA MNN GTA TCC GAT GAT GTA GTT -3'



		GB-11:

		5'- CCA AGA TTG GAA AGA TCT ACC ACA GCN NSA CTN NKG GAG GTN NSA CCV VSG AGN NKG TAT TCA ACG TAC TCT CC -3' 
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Das Oligodesoxynukleotid FS-18 wurde vor der Verwendung zusätzlich mittels Polyacrylamid-Harnstoff-Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.2.5.2 und 3.3.2) gereinigt.

		FS-18:

		5'- AGA TCT TTC CAA TCT TGG AGT CAC CAA CTG GGT AGG CGG TAC CTT C -3'



		GB-1:

		5'- CTT CGA CTG GTC CCA GTA CCA TGG TAA ATG GTG GGA -3'



		GB-2:

		5'- CAC CAG TAA GGA CCA TGC TTC TGG AGA GCA CCC AGA C -3'
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		GB-7:

		5'- GAC GGT GCC TGT CCC GA -3' 



		GB-8:

		5'- GAC TAC TGG GGA GCC GA -3' 
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		Anti-Digoxigenin-Fab-Alkalische Phosphatase Konjugat

		Roche Diagnostics GmbH, Mannheim



		Aprotinin

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Benzonase®, Reinheitsgrad I (25 U / µl)

		Merck KGaA, Darmstadt



		Bovines Serum Albumin (BSA)

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Bovines Serum Albumin (BSA), Frak. V

		Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg;
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Carboanhydrase

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		ExtrAvidin®-Alkalische-Phosphatase-Konjugat

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Humanes Serum Albumin (HSA), Frak. V

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Lysozym aus Hühnereiweiß, 95 % Protein

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Ovalbumin

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Restriktionsendonukleasen

		New England Biolabs GmbH, Schwalbach;
MBI Fermentas, St. Leon-Roth;
Promega Deutschland GmbH, Mannheim



		RNase A (~ 90 U / mg und ~ 70 U / mg)
aus Rinderpankreas

		Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz



		Strep-Tactin-Alkalische Phosphatase-Konjugat

		IBA GmbH, Göttingen



		Taq DNA-Polymerase (5 U / µl)

		Promega Deutschland GmbH, Mannheim



		Transferrin

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		T4-DNA-Ligase (3 Weiss U / µl)

		Promega Deutschland GmbH, Mannheim



		T4-DNA-Ligase (1 Weiss U / µl)

		MBI Fermentas, St. Leon-Rot



		T4-DNA-Ligase (6 Weiss U / µl)

		New England Biolabs GmbH, Schwalbach
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		Aceton

		Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz



		N-Acetyl-L-Tryptophanamid

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Acrylamid-Fertiglösungen für Harnstoff-Gele (Sequagel Concentrate & Diluent)

		National Diagnostics, Atlanta, USA 



		Acrylamid-Stammlösung 30 % mit 0,8 % Bisacrylamid (Rotiphorese Gel 30)

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Adenosin-5'-triphosphat, Na2-Salz (ATP)

		Serva Feinbiochemica, Heidelberg



		Agarose (Electrophoresis Grade)

		GIBCO BRL, Life Technologies GmbH, Eggenstein;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim



		Agarose (Low Melting Point)

		GIBCO BRL, Life Technologies GmbH, Eggenstein



		4-Aminofluorescein, Reinheit ≥ 97 %

4-(Fluoresceinamin, Isomer I)

		Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 



		Ammoniumacetat

		Merck KGaA, Darmstadt;
AppliChem, Darmstadt



		Ammoniummolybdat, Tetrahydrat

		Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz



		Ammoniumperoxodisulfat (APS)

		Merck KGaA, Darmstadt



		Ampicillin, Natriumsalz (Amp)

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Anhydrotetrazyklin, Hydrochlorid (aTc)

		Acros Organics, Geel, Belgien



		8-Anilino-1-Naphtalin-Sulfonsäure (ANS)

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Antifoam A-Stammlösung

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Bacto Agar

		Difco Laboratories, Detroit, MI, USA



		Bacto Trypton

		Difco Laboratories, Detroit, MI, USA



		Bacto Hefe-Extrakt

		Difco Laboratories, Detroit, MI, USA



		D-Biotinoyl-ε-Aminocapronsäure-N-Hydroxysuccinimidester (Biotin-X-NHS)

		Roche Diagnostics GmbH, Mannheim



		Blue Dextran

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Borsäure

		Merck KGaA, Darmstadt



		5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-4-Toluidinsalz (BCIP)

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe





		Bromphenolblau

		Merck KGaA, Darmstadt



		Calciumchlorid, Dihydrat

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		ChemiBLOCKER

		Chemicon Inter. Inc., Temecula, CA, USA



		Chloramphenicol (Cam)

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Chloroform

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Coomassie Brilliantblau R-250

		Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg



		dNTP-Satz (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

		Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg



		2'-Deoxy-P-nukleosid-5'-triphosphat (dPTP)

		TriLink BioTechnologies Inc., San Diego, CA, USA



		D-Desthiobiotin

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Digoxigenin (Dig)

		Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz



		Digoxigenin-3-O-Methylcarbonyl--Aminocapronsäure-N-Hydroxy-succinimidester (NHS) (Dig-NHS)

		Roche Diagnostics GmbH, Mannheim



		N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'- Ethylcarbodiimid (EDC)

		Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz



		Dimethylformamid (DMF)

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Dimethylsulfoxid (DMSO)

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Disuccinimidylsuberat (DSS)

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		1,4-Dithiothreitol (DTT)

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Essigsäure, technisch

		AppliChem, Darmstadt



		Ethanol p.a., 99,9 %

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Ethanol, technisch 

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Ethanolamin

		Merck KGaA, Darmstadt



		Ethidiumbromid (1 % (w/v) in Wasser)

		Merck KGaA, Darmstadt;
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Ethylacetat

		Merck KGaA, Darmstadt



		N-Ethyldiisopropylamin

		Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz



		Ethylendinitrilo-tetraessigsäure-Na2-Dihydrat (EDTA)

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe;
AppliChem, Darmstadt



		Ethylenglykol

		Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz



		D(+)-Glucose, Monohydrat

		Merck KGaA, Darmstadt



		Glutarsäureanhydrid

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Glycerin

		Merck KGaA, Darmstadt



		Glycin

		Merck KGaA, Darmstadt



		N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N'-2- Ethansulfonsäure (HEPES)

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		2'-(4-Hydroxyphenylazo)-Benzoesäure
(HABA)

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		N-Hydroxysuccinimid (NHS)

		Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz



		Imidazol

		Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz



		Isoamylalkohol

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Isopropanol

		Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz



		Kaliumchlorid

		Merck KGaA, Darmstadt



		Kaliumdihydrogenphosphat

		Merck KGaA, Darmstadt



		Kanamycin A, Monosulfat (Kan)

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Kobaltchlorid, Hexahydrat

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Kupferchlorid, Hexahydrat

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Kupfersulfat

		Merck KGaA, Darmstadt



		Magnesiumchlorid, Hexahydrat

		Merck KGaA, Darmstadt



		Magnesiumsulfat, Hydrat

		Merck KGaA, Darmstadt



		Manganchlorid, Tetrahydrat

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		2-Mercaptoethanol

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Methanol p.a., 99,9 %

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Mineralöl (Heavy White Oil) für die PCR

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Natriumacetat

		Merck KGaA, Darmstadt



		Natriumazid

		Merck KGaA, Darmstadt



		Natriumchlorid

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Natriumcitrat

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Natriumdihydrogenphosphat, Dihydrat

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Natriumdodecylsulfat (SDS)

		Merck KGaA, Darmstadt



		Natriumhydrogencarbonat

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Di-Natriumhydrogenphosphat, Dihydrat

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Natriumhydroxid

		Merck KGaA, Darmstadt;

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Nitro Blue Tetrazolium (NBT)

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		p-Nitrophenylphosphat (pNPP)

		Amresco, Solon, Ohio, USA



		8-Oxo-2'-Deoxyguanosin-5'-Triphosphat
(8-oxo-dGTP)

		TriLink BioTechnologies Inc., San Diego, CA, USA



		P-20 Surfactant 

		BIACORE, Uppsala, Schweden



		Phenol, Reinheit  99 %, redestilliert

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Polyethylenglykol 8000 (PEG 8000)

		Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz



		Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat
(Tween 20)

		Schuchardt & Co., Hohenbrunn



		Ponceau S

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Puffer-Standardlösungen für pH-Meter

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		D(+)-Saccharose

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Salzsäure konz. (HCl)

		Merck KGaA, Darmstadt



		Sauerstoffgas, Reinheitsgrad IV

		Linde, Weiterstadt



		Stickstoffgas, Reinheitsgrad IV

		Linde, Weiterstadt



		Tetrazyklin, Hydrochlorid (Tet)

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Thiaminhydrochlorid

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Triethanolamin

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan, Ultra-Qualität (Tris)

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		tRNA (S. cerevisiae)

		Roche Diagnostics GmbH, Mannheim



		Xylencyanol FF

		Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen



		Zinksulfat

		Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
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		DNA-Größenstandards:

		



		100 bp DNA Leiter

		New England Biolabs GmbH, Schwalbach



		1 kb DNA Leiter

		New England Biolabs GmbH, Schwalbach



		1 kb DNA Leiter

		New England Biolabs GmbH, Schwalbach



		Protein Größenstandards:

		



		SDS-PAGE Standard (Low Range)

		Bio-Rad Laboratories GmbH, München



		Protein Molecular Weight Marker

		MBI Fermentas, St. Leon-Rot



		Prestained Protein Marker (Broad Range)

		New England Biolabs GmbH, Schwalbach



		PageRuler Prestained Protein Ladder

		MBI Fermentas, St. Leon-Rot



		Kits zur DNA-Isolierung:

		



		E.Z.N.A.®Cycle-Pure Kit

		PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen



		JETSORB Gel Extraction Kit

		GENOMED GmbH, Bad Oeynhausen



		JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit

		GENOMED GmbH, Bad Oeynhausen



		QIAprep Spin Plasmid Miniprep Kit

		Qiagen GmbH, Hilden



		QIAprep Plasmid Midiprep Kit

		Qiagen GmbH, Hilden



		Kits zur DNA-Sequenzierung:

		



		DNA-Sequencing Kit, Big Dye Terminator Cycle Sequencing

		Perkin Elmer, Applied Biosystems, Weiterstadt
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		ABI-Prism 310 Genetic Analyzer

		Perkin Elmer, Applied Biosystems, Weiterstadt



		BIACORE-X System

		BIACORE, Uppsala, Schweden



		Bio-Mag 10 Magnetrührer

		BCC Spezialgeräte, Göttingen



		Brutschränke:

		



			BM800

		Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach



			Friocell

		Medcenter Einrichtungen GmbH, Planegg



		Drehtisch zum Ausplattieren

		Gesellschaft für Laborbedarf mbH, Würzburg



		Durchflussdetektoren:

		



			2138 Uvicord S

		LKB Instrument GmbH, Gräfelfing



			2138 Uvicord SII

		Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg



		Elektroblotapparatur

		Eigenbau; Biometra, Göttingen



		Elektrophoresekammern:

		Eigenbau



			G42

		Biometra, Göttingen



			Hoefer HE33

		Amersham Biosciences, San Francisco, USA



		Elektroporator MicroPulser

		Bio-Rad Laboratories GmbH, München



		Fermenter:

		



			5 und 10 L-Fermentersystem mit Umwurfzylinder

		Schütt Labortechnik, Göttingen



			C Flow Durchfluss-Regelmodul

		BCC Spezialgeräte, Göttingen



			C pH Mess- und Regelmodul

		BCC Spezialgeräte, Göttingen



			C pO2 Mess- und Regelmodul

		BCC Spezialgeräte, Göttingen



			C Pump D Schlauchpumpen-Modul

		BCC Spezialgeräte, Göttingen



			O2-Sensor (12 / 320 A-Typ)

		Mettler-Toledo, Steinbach



			pH-Elektrode (Typ 465)

		Ingold Messtechnik, Steinbach



		Fraktionssammler:

		



			Gradi Frac

		Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg



			Redi Frac

		Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg



			Multirac 2111

		LKB Instrument GmbH, Gräfelfing



			Superrac 2211

		LKB Instrument GmbH, Gräfelfing



			17000 Minirac

		LKB Instrument GmbH, Gräfelfing



		Geldokumentationssystem

		LTF-Labortechnik, Wasserburg



		Geltrockner D62

		Biometra, Göttingen



		Glasspritze 50 µl

		Hamilton Company, Reno, USA



		Heizrührer:

		



			IKA-Combimag

		Janke & Kunkel KG, Staufen im Breisgau



			IKAMAGRCT

		Janke & Kunkel KG, Staufen im Breisgau



			IKAMAGRET

		Janke & Kunkel KG, Staufen im Breisgau



			Variomag Monotherm

		H & P Labortechnik GmbH, München



		HPLC:

		



			ÄKTA Purifier System

		Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg



			ÄKTA Explorer System

		Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg



		Metallblockthermostate:

		



			Techne Dri-Block DB-2A

		Thermodux GmbH, Wertheim



			Metallblockthermostat 2116

		Gebrüder Liebisch, Bielefeld



		Millipore Synergy 185 Reinstwasser-Anlage

		Millipore GmbH, Eschborn



		Netzgeräte:

		



			Power Pack P25 und P30

		Biometra, Göttingen



			500/500

		Renner GmbH, Dannstadt



		PCR-Cycler:

		



			UNO-Thermoblock

		Biometra, Göttingen



			Mastercycler Gradient

		Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg








		Peristaltische Pumpen:

		



			Miniplus 2

		Gilson, Villiers le Bel, Frankreich



			P1

		Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg



		pH-Meter:

		



			CG810

		Schott-Geräte GmbH, Hofheim



			pH526 und pH531

		Wissenschaftlich-Technische Werkstätten GmbH, Weilheim



			pH27

		Knick, Berlin



		Pipettierhilfen:

		



			Pipettus akku

		Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt



			accu-jet

		Brand GmbH & Co., Wertheim



		Pipetten:

		



			Gilson P10, P20, P100, P200 und P1000

		Abimed Analysen-Technik GmbH, Langenfeld



			Multipette 4780

		Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg



		Polaroid-Kamera MP4

		Polaroid Corporation, Cambridge, MA, USA



		Rollenmischer IDL TRM-V

		Kühn & Bayer, Nidderau-Heldenbergen



		Signalschreiber:

		



			REC 112 

		Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg



			SE 120

		ABB Goerz AG, Wien, Österreich



			BD 40

		Kipp & Zonen, Delft, Niederlande



		Schüttelapparate Typ 3012 und 3017

		Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel



		Schüttelinkubatoren:

		



			Modell TR-125 / ITE-K

		Infors AG, Bottmingen, Schweiz



			Modell G25

		New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, New Jersey, USA



			Multitron II

		Infors AG, Bottmingen, Schweiz



			Thermoshake THO 5

		C. Gerhardt GmbH & Co. KG, Bonn



		CM5-Sensorchips 

		BIACORE, Uppsala, Schweden



		2003 Slab Gel Dryer

		LKB Instrument GmbH, Gräfelfing



		Spektrophotometer:

		



			ELISA-Photometer SpectraMax 250

		Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA



			Fluoreszenzphotometer LS 50B

		Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA



			Ultrospec 2000-UV / Vis- Spektralphotometer

		Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg



			Ultrospec 3000-UV / Vis- Spektralphotometer

		Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg



		Speed-Vac-Konzentrator Univapo UVC 150H

		UniEquip, Martinsried



		UV-Transilluminator TI3

		Biometra, Göttingen



		Varioklav Typ 500

		H & P Labortechnik GmbH, Oberschleißheim



		Vortex-Genie 2

		Scientific Industries Inc., Bohemia, N.Y., USA



		Waagen:

		



			Micro m3p

		Sartorius GmbH, Göttingen



			PAG Oerlikon PJ Precisa junior 2000C

		W. Wolfinger GmbH, Straubenhardt



			PAG Oerlikon Precisa 125 A

		W. Wolfinger GmbH, Straubenhardt



		Wasserbäder:

		



			Haake F6 / C25

		Thermo Haake, Karlsruhe



			Haake DC30 / K20

		Thermo Haake, Karlsruhe



			Julabo UC / 5B

		Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach



		Zentrifugen:

		



			Sigma 4K10 und 4K15

		Sigma GmbH, Osterode



			Sorvall RC 3B Plus mit Rotor H-6000A / HBB-6

		Kendro Laboratory Products GmbH, München



			Sorvall RC 3B Plus mit Rotor

		Kendro Laboratory Products GmbH, München



			Sorvall RC 5B, RC 5C Plus und Evolution RC mit Rotoren SS-34, SLA-1500 und SLA-3000

		Kendro Laboratory Products GmbH, München



			Eppendorf 5415 C

		Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
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		Dialyseschläuche:

		



			Spectra / Por, MWCO: 6 – 8 kDa

		Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



			Typ 27, MWCO: 12 – 16 kDa

		Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg



		Dispenser-Tips 2,5 und 5 ml

		Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg; Gesellschaft für Laborbedarf mbH, Würzburg; Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



		Dynabeads M-280 Streptavidin

		Dynal Biotech GmbH, Hamburg



		Einweg-Spritzen 1, 5, 10, 20 und 60 ml

		Braun Melsungen AG, Melsungen; Dispomed Witt oHG, Gelnhausen; Henke-Sass Wolf, Tuttlingen



		Elektroporationsküvetten (0,2 cm)

		Bio-Rad Laboratories GmbH, München



		Reaktionsgefäße 0,5, 1,5 und 2 ml (safelock)

		Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg



		Größenausschlusschromatographie-Säulen:

		



			Superdex 75 HR 10 / 30

	Superdex 200 HR 10 / 30

	Superdex 75 HiLoad 16 / 60 Prep Grade

	Superdex 200 HiLoad 16 / 60 Prep Grade

		Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg





		Halb-Mikro-Küvetten (Polystyrol)

		Sarstedt AG & Co., Nümbrecht



		Konzentratoren:

		



			Amicon®Ultra 4, MWCO: 5 kDa

	Amicon®Ultra 4, MWCO: 10 kDa

	Amicon®Ultra 4, MWCO: 30 kDa

		Millipore GmbH, Eschborn



			Mikrosep10 K

		Pall GmbH, Dreieich



		Kunststoffröhrchen:

		



			Kulturröhrchen, 13 ml 

	PP-Röhrchen, 15 ml und 50 ml

		Sarstedt AG & Co., Nümbrecht



			CellstarPP-Röhrchen, 15 ml und 50 ml

		Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen



		Membranfilter:

		



			Immobilon-P (0,45 µm)

	GVWP (0,22 µm)

		Millipore GmbH, Eschborn



			Nitrozellulose-Membranfilter

		Schleicher & Schuell, Dassel



		Mikrodialysiereinheiten (10 kDa MWCO)

		Perbio Science GmbH, Bonn



		Falcon Micro Test III Flexible Assay-Plates

		Becton Dickinson Labware, Oxnard, CA, USA



		Nunc-Immuno-Flügelstifte

		Nunc GmbH, Wiesbaden



		PD-10-Gelfiltrationssäulen

		Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg



		Petrischalen aus Polystyrol

		Sarstedt AG & Co., Nümbrecht



		Pipetten-Spitzen:

		



			blau (200 – 1000 µl)

	gelb (5 – 200 µl)

	kristallklar (0,5 – 10 µl)

		Sarstedt AG & Co., Nümbrecht



		Polaroidfilm 667

		Polaroid Deutschland, Offenbach



		Quarzküvetten:

		



			Typ 101-QS (Fluoreszenz)

	Typ 108-QS (Absorption)

	Typ 108.002B-QS (Anisotropie)

	Typ 110 QS (CD)

		Hellma, Müllheim, Baden



		Schwan-Stabilo-Klarsichtfolie aus PP

		Müller & Nemecek GmbH, Frankfurt/Main



		Sterilfilter:

		



			Filtropur (0,45 und 0,22 µm)

		Sarstedt AG & Co., Nümbrecht



			Millex HV (0,45 µm)

		Millipore GmbH, Eschborn



			Spin-X Sterilfiltrationseinheit (0,45 µm)

		Costar, Corning, NY, USA



		Whatman-Filterpapier 3MM

		Bender & Hobein AG, München



		Zellschaber 3010

		Costar, Corning, NY, USA



		Zentrifugenbecher für Beckman-Rotoren JA-10 und JA-20 sowie für Sorvall-Rotoren SS-34, SLA-1500 und SLA-3000

		Nalgene Company, New York, USA



		Zubehör SDS-PAGE Glasplatten, Spacer, Dichtungen und Kämme

		Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg;

Biometra, Göttingen
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Alle Medien sowie Lösungen für die Arbeit mit Bakterien, Bakteriophagen, Proteinen und DNA wurden entweder im Autoklav sterilisiert oder über 0,45 µm-Filter sterilfiltriert. Mit Ausnahme der Kulturmedien, die mit entionisiertem Wasser angesetzt wurden, wurden alle Lösungen unter Verwendung von Millipore®-Wasser hergestellt. Kulturplatten wurden bei 4 °C und Lösungen, sofern nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Antibiotika wurden den Flüssigmedien erst kurz vor der Verwendung zugesetzt.

		Antibiotika-Stammlösungen:



		Für die Herstellung von Selektivmedien wurden folgende Antibiotika-Stammlösungen verwendet; die Lösungen wurden bei – 20 °C gelagert, wässrige Lösungen wurden steril-filtriert (0,45 µM).



			Ampicillin (Amp)

		100 mg / ml in H2O (1 / 1 000 zum Medium)



			Chloramphenicol (Cam)

		30 mg / ml in 70 % (v / v) Ethanol (1 / 1 000 zum Medium)



			Kanamycin (Kan)

		35 mg / ml in Wasser (1 / 500 zum Medium)



			Tetrazyklin (Tet)

		10 mg / ml in 70 % (v / v) Ethanol (1 / 1 000 zum Medium)



		

		Lagerung bei – 20 °C



		Induktor-Stammlösungen:

		



			Anhydrotetrazyklin (aTc)

		2 mg / ml in DMF (1 / 10 000 zum Medium)
oder 5 mg / ml in DMF (1 / 10 000 zum Medium)



		

		Lagerung bei – 20 °C



		
LB-Medium:

		



			Bacto Trypton

	Bacto Hefe-Extrakt

	NaCl

	Bacto Agar

		10 g / L

5 g / L

5 g / L

15 g / L	(nur für Kulturplatten)



		Mit 5 N NaOH auf pH 7,5 eingestellt und im Autoklav sterilisiert.



		
SOB- bzw. SOC-Medium:

		



			Bacto Trypton

	Bacto Hefe-Extrakt

	NaCl

	KCl

		10 g / L

5 g / L

584 mg / L

149 mg / L



		Mit 5 N NaOH auf pH 7,5 eingestellt und im Autoklav sterilisiert.

Jeweils 1 ml 1 M MgCl2 und 1 M MgSO4 und im Fall des SOC-Mediums zusätzlich noch 2ml Glucose zu 98 ml bzw. 96 ml Medium geben.



		
2 YT-Medium:



			Bacto Trypton

	Bacto Hefe-Extrakt

	NaCl

		16 g / L

10 g / L

5 g / L



		Mit 5 N NaOH auf pH 7,5 eingestellt und im Autoklav sterilisiert.



		Lösungen für die Fermentation oder für Nährmedien:



		Mineralsalzlösung:

		



			31 mM Na2HPO4 x 2 H2O

	19 mM KH2PO4

	25 mM NH4Cl

	5 mM Na3-Citrat x 2 H2O

		5,51 g / L

2,58 g / L

1,33 g / L

0,47 g / L



		Die Mineralsalzlösung hat nach dem Autoklavieren einen pH-Wert von 6,9.



		Glukoselösungen:

		



			20 % (w / v) Glukose (separat autoklavieren)

	50 % (w / v) Glukose (separat autoklavieren)



		MgSO4-Stammlösung:

		



			1 M MgSO4 (separat autoklavieren)



		MgCl2-Stammlösung:



		1 M MgCl2 (separat autoklavieren)



		Thiamin-Stammlösung:

		



			10,0 mg / ml Thiamin-Hydrochlorid (sterilfiltriert)



		FeCl3-Stammlösung:

		



			35,0 g / L FeCl3 x 6 H2O (mit konzentierter HCl bis zur kräftigen Gelbfärbung angesäuert und sterilfiltriert)



		Zn-Acetat-Stammlösung:

		



			8,0 g / L Zn-Acetat x 2 H2O (sterilfiltriert)



		

Spurenelement-Stammlösung (sterilfiltriert):

		



			MnCl2 x 4 H2O

	CuCl2 x 6 H2O

	H3BO3

	CoCl2 x 6 H2O

	(NH4)6Mo7O24 x 4 H2O

	EDTA

		3,0 g / L

0,3 g / L

0,6 g / L

0,5 g / L

1,2 g / L

4 mM



		Weitere Lösungen für die Fermentation:

		



			12,5 % (w / v) NH3 zur pH-Regulierung

	Antifoam A, 30 % wässrige Lösung zur Unterdrückung von Schaumbildung



		Puffer für die Agarose-Gelelektrophorese:

		



		TAE-Puffer:

		



			Tris

	Essigsäure

	EDTA

		40 mM

20 mM

1 mM



		TBE-Puffer:



			Tris

	Borsäure

	EDTA

		89 mM

89 mM

2 mM



		10-fach Auftragspuffer für Agarosegele:



			Bromphenolblau

	Xylencyanol

	Glycerin

		1,0 mg / ml

1,0 mg / ml

50 % (v / v)



		Puffer für die SDS-PAGE:

		



		1-fach SDS-Laufpuffer nach Fling & Gregerson (1986):



			Tris

	Glycin

	SDS

		50 mM

190 mM

1,0 g / L



		pH 8,8 stellt sich ein.



		4-fach Lower-Tris:

		



			Tris / HCl pH 8,85

	SDS

		3 M

4,0 g / L



		4-fach Upper-Tris:

		



			Tris / HCl pH 6,8

	SDS

		0,5 M

4,0 g / L



		5-fach Auftragspuffer:

		



			Tris / HCl pH 8,0

	SDS

	Glycerin

	Bromphenolblau

	2-Mercaptoethanol

		250 mM

7,5 % (w / v)

25 % (v / v)

0,25 mg / ml

12,5 % (v / v) (in reduzierendem Puffer)



		Färbelösung:

		



			Essigsäure

	Methanol

	Coomassie Brillantblau R-250

		10 % (v / v)

40 % (v / v)

0,25 % (w / v)



		Entfärbelösung:

		



			wie Färbelösung, aber ohne Coomassie Brillantblau R-250



		Aufbewahrungslösung:

		



			Essigsäure

	Glycerin

	Wasser

		7 % (v / v)

3 % (v / )v)

90 % (v / v)



		Lösungen für die Phenol / Chloroform-Extraktion von DNA:



		Chloroform / Isoamylalkohol:



		Chloroform / Isoamylalkohol-Mischung im Verhältnis 24 / 1



		Phenol:

		



		Kristallines Phenol (Reinheit  99 %; unter Schutzgas destilliert) wird bei 65 °C im Wasserbad geschmolzen, mit 0,5 Volumen Wasser gemischt und bei 4 °C lichtgeschützt aufbewahrt.



		Phenol / Chloroform:

		



		Mit Wasser gesättigtes Phenol (s. o.) wird im Verhältnis 1 / 1 mit Chloroform / Isoamylalkohol gemischt und bei 4 °C aufbewahrt.



		3 M Na-Acetat-Lösung pH 4,8:

		



			3 M Na-Acetat wird mit Eisessig auf pH 4,8 eingestellt.



		LMP-Puffer:

		



			Tris

	NaCl

	EDTA

		100 mM

500 mM

5 mM



		

		pH 7,5 mit Essigsäure einstellen.



		Sonstige Puffer:

		



		AP-Puffer:

		



			Tris

	NaCl

	MgCl2

		100 mM

100 mM

5 mM



		pH 8,8 mit HCl einstellen.



		2 x BBS / E:

		



			Na-Borat pH 8,0

	NaCl

	EDTA

		400 mM

320 mM

8 mM



		Benzonase-Puffer:

		



			Tris / HCl pH 8,0

	MgCl2

		100 mM

5 mM



		10-fach Formamid-Auftragungspuffer:

		



			Formamid

	0,5 M EDTA

	Bromphenolblau

		98 % (v / v)

2 % (v / v)

2 % (w / v)



		PBS:

		



			KH2PO4

	Na2HPO4

	NaCl

		4 mM

16 mM

115 mM



		pH 7,4 stellt sich ein.



		PBS / E:

		



			PBS mit 1 mM EDTA

		



		PBS / T:

		



			PBS mit 0,1 % (v / v) Tween 20



		PBS / T 0,5:

		



			PBS mit 0,5 % (v / v) Tween 20



		Periplasma-Aufschlusspuffer:

		



			Saccharose

	Tris / HCl pH 8,0

	EDTA pH 8,0

		500 mM

100 mM

1 mM



		Puffer für die Streptavidin-Affinitätschromatographie (SA-Puffer):



			Tris / HCl pH 8,0

	NaCl

	EDTA pH 8,0

		100 mM

50 mM

1 mM



		TE-Puffer:

		



			Tris / HCl pH 8,0

	EDTA pH 8,0

		10 mM

1 mM
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(nach Schlehuber, 2001)    

Zur Vereinzelung der Bakterienkolonien eines E. coli-Stamms wurde ein "Drei-Ösen"-Ausstrich der entsprechenden Glycerinkultur auf LB-Agar-Kulturplatten durchgeführt und die Platten über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Selektion auf genomische Marker, Episome oder Plasmide erfolgte durch den Zusatz entsprechender Antibiotika zum Nährmedium. Die Platten mit den Bakterienkolonien wurden bei 4 °C aufbewahrt und bis zu vier Wochen zum Animpfen neuer Kulturen verwendet.

Flüssigkulturen wurden, sofern nicht anders angegeben, in LB-Medium unter Zusatz geeigneter Antibiotika angesetzt. Für 4 ml Kulturen wurden dabei 13 ml-Kulturröhrchen verwendet. Kulturen größeren Maßstabs wurden in Erlenmeyer-Kolben mit dem 2,5-fachen Gefäßvolumen kultiviert. Bis zu einem Volumen von 50 ml wurden die Kulturen, sofern nicht anders angegeben, direkt mit einer Bakterienkolonie von der Agarplatte angeimpft. Kulturen mit einem Volumen von 2 L wurden im Verhältnis 1 / 50 mit einer stationären Übernachtkultur inokuliert. Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Inkubation bei 37 °C und 180 rpm im Schüttelinkubator. Die Zelldichte wurde optisch bei 550 nm (OD550) mittels des Ultrospec 2000- oder Ultrospec 3000-UV / Vis-Spektralphotometers im linearen Messbereich bestimmt. Die Messung wurde jeweils gegen das verwendete Medium abgeglichen.

Zur Aufbewahrung wurden stationäre Flüssigkulturen in 1 / 80-Volumen des ursprünglichen Kulturmediums in Selektivmedium einschließlich 20 % (v / v) Glycerin eingefroren; bei – 20 °C für eine mittelfristige Lagerung, und nach Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bei – 80 °C für die langfristige Lagerung.
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Um Plasmid-DNA aufnehmen zu können, mussten die E. coli-Zellen zuvor in eine transformations-kompetente Form überführt werden. Dazu wurde neben der klassischen CaCl2-Methode (Cohen et al., 1972), der Methode nach Inoue (1990) auch die Methode der Elektroporation (Dower et al., 1988) eingesetzt. Die chemisch-kompetenten E. coli-Zellen wiesen eine Transformationseffizienz zwischen 105 bis 109 cfu pro µg Plasmid-DNA auf. Zur Herstellung einer Zufallsbibliothek möglichst großer Diversität waren dagegen höhere Transformationsausbeuten erforderlich, die durch das leistungsfähigere Verfahren der Elektroporation erreicht wurden. Diese Methode besaß eine Transformationseffizienz von bis zu 1010 cfu pro µg Plasmid-DNA.
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(nach Schlehuber, 2001)

50 ml LB-Medium wurden im Verhältnis 1 / 100 mit einer stationären Übernachtkultur des zu transformierenden E. coli-Stamms angeimpft und bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte von OD550 = 0,5 inkubiert. Die Kultur wurde in ein 50 ml-Falcon-Röhrchen überführt und die Zellen durch Zentrifugieren (Sigma 4K10, 4400 x g, 4 °C, 10 min) sedimentiert. Das Zellsediment wurde in 40 ml eiskalter 0,1 M MgCl2-Lösung resuspendiert, die Suspension wie zuvor zentrifugiert und das erhaltene Sediment in 20 ml eiskalter 50 mM CaCl2-Lösung resuspendiert und für 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 2 ml 50 mM CaCl2 inklusive 15 % (v / v) Glycerin resuspendiert und in Aliquots von 200 µl entweder direkt für die Transformation verwendet oder nach Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bei – 80 °C gelagert.
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(nach Inoue, 1990)

100 ml SOB-Medium wurden im Verhältnis 1 / 100 mit einer stationären Übernachtkultur des zu transformierenden E. coli-Stamms angeimpft und bei 22 °C bis zu einer optischen Dichte von OD600 = 0,6 inkubiert. Danach wurde der Kolben für 10 min unter gelegentlichem Schwenken auf Eis inkubiert. Anschließend wurde für 10 min bei 2500 x g, 4 °C in 50 ml-Falcon-Röhrchen zentrifugiert (Sigma 4K10) und der Überstand vollständig dekantiert. Die Zellen wurden in insgesamt 30 ml TB-Puffer (TBE-Puffer ohne EDTA) resuspendiert und für weitere 10 min auf Eis inkubiert. Nach nochmaligem Zentrifugieren (10 min, 2500 x g, 4 °C) wurden die Zellen in insgesamt 8 ml sterilem TB-Puffer mit 7 % (v / v) DMSO resuspendiert und nach vorsichtigem Durchmischen für weitere 10 min auf Eis inkubiert und anschließend aliquotiert. Die Lagerung der Zellen erfolgte nach Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bei – 80 °C.
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(nach Schlehuber, 2001)

Zur Transformation wurden 200 µl der Zellsuspension mit 5 µl der DNA-Lösung versetzt und für 30 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde für 45 s auf 42 °C erwärmt. Die CaCl2-kompetenten Zellen wurden daraufhin in 2 ml LB-Medium, die ultra-kompetenten Zellen in 2 ml SOC-Medium überführt und für 45 min bei 37 °C und 200 rpm geschüttelt. Abhängig von der erwarteten Zahl an Transformanden wurden 50 – 200 µl der Zellsuspension auf LB-Agar, welcher mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt war, ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert.
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(nach Schlehuber, 2001)

Die Präparation elektro-kompetenter Zellen des E. coli Stamms XL1-Blue für die Herstellung von Phagemid-Bibliotheken wurde in Anlehnung an die Vorschriften von Tung & Chow (1995) bzw. Hengen (1996) durchgeführt.

Von einer am Vortag frisch ausgestrichenen XL1-Blue-LB / Tet-Agarplatte wurde eine 5 ml Vorkultur in LB-Flüssigmedium inokuliert. Nach 12 h Inkubation bei 37 °C, 200 rpm wurde eine 50 ml LB-Kultur im Verhältnis 1 / 1000 mit der stationären Vorkultur angeimpft und für weitere 12 h bei 30 °C und 200 rpm inkubiert. Anschließend wurden 1,5 L LB-Medium mit dieser 50 ml-Kultur angeimpft und bei 26 °C und 160 rpm bis zu einer OD600 = 0,6 inkubiert. Ab diesem Zeitpunkt wurden alle Arbeiten im Kühlraum unter Verwendung gekühlter Reagenzien und Materialien durchgeführt. Der Kulturkolben wurde zunächst für 30 min auf Eiswasser gekühlt und anschließend für 15 min bei 2700 x g, 4 °C zentrifugiert (SLA 3000). Das nach Dekantieren des Überstandes erhaltene Zellsediment wurde vorsichtig in insgesamt 800 ml bidestilliertem Wasser inklusive 10 % (v / v) Glycerin resuspendiert und erneut zentrifugiert (SLA 3000; 15 min, 4000 x g, 4 °C). Das resultierende Zellsediment wurde anschließend nochmals wie beschrieben resuspendiert und zentrifugiert. Danach wurde der Überstand dekantiert, die Flüssigkeitsreste vorsichtig mit der Pipette abgezogen und die Zellen in insgesamt 600 µl bidestilliertem Wasser inklusive 10 % (v / v) Glycerin (autoklaviert) resuspendiert und letztendlich das Volumen mit obiger Wasser / Glycerin-Lösung auf 2 ml aufgefüllt. Für die anschließende Elektroporation wurden die erhaltenen Zellen zu jeweils 100 µl auf Eis aliquotiert und sofort eingesetzt.

Die Elektroporation wurde mit einem MicroPulser (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) unter Verwendung bei – 20 °C gekühlter Bio-Rad-Küvetten mit einem Elektrodenabstand von 0,2 cm im Kühlraum durchgeführt. Für die Transformation wurden je 100 µl der elektro-kompetenten XL1-Blue-Zellen und je 10,0 µl entsprechend 2,0 µg entweder der ligierten und durch Fällung entsalzten (zur Herstellung der Phagemid-Bibliothek; siehe Abschnitt 2.2.6.2) oder lediglich ligierter (siehe Abschnitt 2.2.4.3) bzw. in vivo amplifizierter Plasmid-DNA (siehe Abschnitt 2.2.3) eingesetzt. Die Zellen und die Plasmid-DNA wurden zunächst auf Eis gemischt und für eine Minute inkubiert, bevor die Transformation durch Anlegen eines Pulses von 12,5 kV cm-1 für 6 ms (MicroPulser-Programm Ec2 für Bakterienzellen) erfolgte. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Elektroden frei von Kondenswasser waren, um eine mit Thermoemission verbundene Lichtbogenbildung und einen daraus resultierenden Zelltod zu vermeiden. Um die Zellvitalität nach der Transformation zu erhalten, wurde der Elektroporationsansatz umgehend mit 2 x 1 ml SOC-Medium gespült und das gesamte Volumen in einen bei 37 °C im Wasserbad vorinkubierten Schüttelkolben überführt. Nach Beendigung aller Transformationen wurde der gesamte Ansatz für weitere 45 min bei 37 °C bei 180 rpm inkubiert.

Im Anschluss wurden die Elektroporationsansätze entweder zur Herstellung von Phagemid-Bibliotheken (siehe Abschnitt 2.3.2) oder seltener für den Einsatz im Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 2.4) verwendet.

Die Elektroporationsküvetten wurden für den Einsatz in Testransformationen oder die für den Kolonie-Filterstapeltest bestimmten Elektroporationsansätze regeneriert. Dazu wurden sie für 10 – 15 min in 10 mM HCl pH 2,0 unter Rühren gewaschen und mindestens sechsmal einzeln mit H2O gespült. Nach dem Spülen mit 70 % Isopropanol wurden die Küvetten 2 – 3 Tage im Trockenschrank bei 80 °C vollständig getrocknet.
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(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Zur Analyse einzelner Transformanden, die aus der Infektion mit den Phagemiden der Affinitätsanreicherung resultierten oder nach Umklonierungen bzw. Mutagenesen erhalten wurden, wurde zunächst die Plasmid-DNA im analytischen Maßstab isoliert. Die DNA wurde dazu aus stationären 4 ml-Übernachtkulturen unter Verwendung der Plasmid-Isolierungs-Kits JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit (GENOMED GmbH, Löhne) oder Wizard®Plus SV Miniprep Kits (Promega Corp., Madison, WI, USA) nach Herstellerangaben präpariert und für Transformationen bzw. Restriktions- und Sequenzanalysen eingesetzt. Bei der Präparation wurden typischerweise 10 bis 20 µg DNA in 50 µl TE / 10-Puffer erhalten. Die Plasmid-DNA wurde bei – 20 °C gelagert.
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(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Um DNA-Mengen für präparative Restriktionsansätze sowie zur Konservierung der BBP-Zufallsbibliotheken (siehe Abschnitt 2.3.2) zu gewinnen, wurde die Plasmid-DNA ausgehend von stationären E. coli-Kulturen im 50 ml-Maßstab isoliert. Dazu wurde die DNA mittels des Plasmid Midiprep Kits (Qiagen GmbH, Hilden) gemäß Herstellerangaben präpariert. Die DNA-Ausbeute betrug in der Regel etwa 100 µg in 100 µl TE-Puffer. Zur vollständigen Entfernung von Exonukleasen und anderer inhibitorischer Biomakromoleküle wurde im Anschluss eine Phenol / Chloroform-Extraktion mit nachfolgender Ethanol-Fällung durchgeführt (siehe Abschnitt 2.2.6.1). Bis zur Verwendung wurde die DNA bei – 20 °C aufbewahrt.
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Für die konzertierte Mutagenese aller sechzehn Aminosäurepositionen wurde eine zweistufige PCR-Strategie verwendet (Beste, 1998) (Abbildung 4). Diese beruht auf dem Einsatz von vier degenerierten Oligodesoxynukleotiden von denen ein jedes jeweils eine der vier zu mutierenden Peptidschleifen überspannt. Je ein Primer-Paar diente in der ersten Stufe der PCR zur Erzeugung zweier Fragmente A und B mit den mutierten Loop-Regionen 1 und 2 sowie 3 und 4. Im zweiten PCR-Schritt wurde das Strukturgen der BBP-Varianten voller Länge mittels eines Primer-Paares, das die Fragmente A und B flankiert, und eines vermittelnden Oligodesoxynukleotides assembliert.




Standard-PCR (nach Schlehuber, 2001):

Zur Herstellung der Fragmente A und B (siehe oben) wurden jeweils 10 ng Plasmid-Matrizen-DNA des BBP-Strukturgens in einem Gesamtvolumen von 50 µl mit 4 μl dNTP-Mix (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) sowie jeweils 50 pmol der beiden zusätzlich gereinigten (siehe Abschnitte 2.2.5.2 und 3.3.2) degenerierten Oligodesoxynukleotide-Paare versetzt. Der Reaktionsansatz enthielt außerdem 10 µl 10-fach Taq-Puffer (Fermentas; 0,75 M Tris / HCl pH 8,8, 200 mM (NH4)2SO4, 0,1 % (v / v) Tween 20, 20 mM MgCl2) und 2 µl (5 U / µl) Taq-Polymerase (Fermentas). Die PCR wurde in aufeinanderfolgenden Thermozyklen durchgeführt, die aus je drei Schritten bestanden: 1. Denaturierung doppelsträngiger DNA für 1 min bei 94 °C; 2. Hybridisierung der Primer an die komplementären DNA-Sequenzen für 1 min bei 60 °C; 3. "Hot Start"-Synthese der DNA für 1,5 min bei 72 °C. Dieser Zyklus wurde 19-mal wiederholt bevor der Ansatz zur Vervollständigung der Polymerisationsprodukte für 5 min bei 60 °C inkubiert wurde. Um DNA-Kontaminationen auszuschließen, wurde ein Kontrollansatz ohne Matrizen-DNA mitgeführt.

PCR-Ansatz zur Herstellung einer nativen BBP-Zufallsbibliothek (nach Beste, 1998)    :

Für die nachfolgende Ligierung der Zufallsbibliothek im 30 pmol-Maßstab wurde die Assemblierungs-PCR (siehe oben) in einem 2 ml-Maßstab durchgeführt. Dieser bestand aus 200 µl 10-fach Reaktionspuffer (Promega; 500 mM KCl, 100 mM Tris / HCl pH 9,0, 15 mM MgCl2, 1 % (v / v) Triton X), 40 µl dNTP-Mischung (10 mM-Stammlösung), je 100 µl der flankierenden Oligodesoxynukleotide (10 µM), je 1 pmol der gereinigten (siehe Abschnitt 2.2.6.4) PCR-Fragmente A und B, 20 pmol des zusätzlich gereinigten (siehe Abschnitt 2.2.5.2 und 3.3.2) vermittelnden Primers, 20 µl (5 U / µl) Taq-Polymerase (Promega) und wurde mit dem entsprechenden Volumen an bidestilliertem Wasser auf 2,0 ml aufgefüllt. Die Synthese wurde mit den gleichen Parametern wie die Standard-PCR (siehe oben) mit Ausnahme der auf 55 °C gesenkten Hybridisierungstemperatur durchgeführt.

Die PCR-Produkte wurden durch präparative Agarose-Gelelektrophorese getrennt, die gewünschten Reaktionsprodukte isoliert (siehe Abschnitt 2.2.5.1) und anschließend gereinigt (siehe Abschnitte 2.2.6.1 und 2.2.6.5).

Error Prone-PCR (nach Lazar, 2007)    :

Um statistisch verteilt Mutationen in die Gensequenz verschiedener BBP-Varianten einzuführen, wurde eine fehlererzeugende PCR nach dem Protokoll von Zaccolo et al. (1996) durchgeführt. Dazu wurden die Nukleotidanaloga 2'-Desoxy-P-nukleosid-5'-triphosphat (dPTP) und 8-Oxo-2'-desoxyguanosin-5'-triphosphat (8-oxo-dGTP) (Abbildung 6) zusätzlich zu den natürlichen Desoxynukleotiden eingesetzt. Das dPTP erzeugt, aufgrund seiner ausgeprägten Imino / Amino-Tautomerie (Zaccolo et al., 1996) in Verbindung mit der Stabilität des anti-Isomers des bizyklischen Ringsystems (Lin & Brown, 1989), Transitionen durch Basenpaarung mit A und G. Der empirische Wert der vier erzeugten Transitionen liegt bei jeweils 40 % für A → G und T → C bzw. jeweils 10 % für G → A und C → T. Eines der wenigen bekannten Nukleotidanaloga, das Transversionen verursacht, ist 8-oxo-dGTP (Pavlov et al., 1994; Purmal et al., 1994). Gepaart mit C liegt das Analogon als anti-Isomer vor (Oda et al., 1991). Bei Paarung mit Adenin liegt das 8-oxo-dGTP als syn-Isomer vor (Kouchakdjian et al., 1991), und bewirkt so A→C und T→G Transversionen bei einem empirischen Verhältnis von 1 : 1,5.
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 dPTP (2'-Deoxy-P-nukleosid-5'-triphosphat) und 8-oxo-dGTP (8-Oxo-2'-deoxyguanosin-5'-triphosphat) sowie ihren Möglichkeiten zur Basenpaarung – aus (Zaccolo et al., 1996).

In einem Ansatzvolumen von insgesamt 20 µl wurden 5 – 10 fmol Plasmid-DNA als Matrize sowie je 10 pmol der beiden Oligodesoxynukleotide GB-1 und GB-2 mit 2 µl 10-fach Taq-Puffer (Promega; 500 mM KCl, 100 mM Tris / HCl pH 9,0, 15 mM MgCl2, 1 % (v / v) Triton X), 1,6 µl 25 mM MgCl2, 4 µl dNTP-Mischung (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und den Nukleotidanaloga mit einer Endkonzentration von 60 µM eingesetzt. Nach initialer Denaturierung der Matrizen-DNA für 1 min bei 94 °C wurde die Amplifizierung der DNA in 20 Zyklen, bestehend aus 1. Denaturierung doppelsträngiger DNA für 1 min bei 94 °C; 2. Hybridisierung der Primer an die komplementären DNA-Sequenzen für 1,5 min bei 60 °C; 3. Synthese der DNA für 1,5 min bei 72 °C durch einmaligen "Hot-Start" mit 1,0 µl (5 U / µl) Taq-Polymerase (Promega) durchgeführt. Die nachfolgende Vervielfältigung der Syntheseprodukte wurde mit 5 µl des Error Prone-PCR-Ansatzes als Matrize in Abwesenheit der Nukleotidanaloga durchgeführt, um noch vorhandene Basenfehlpaarungen zu reparieren und die eingebauten synthetischen Basen zu entfernen. Sonstige Reaktionsbedingungen waren identisch.

Die PCR-Produkte wurden durch präparative Agarose-Gelelektrophorese getrennt, die gewünschten Reaktionsprodukte isoliert (siehe Abschnitt 2.2.5.1) und anschließend gereinigt (siehe Abschnitte 2.2.6.1 und 2.2.6.5).

[bookmark: _Toc249008161][bookmark: _Toc249008301][bookmark: _Toc249104364][bookmark: _Toc249104509][bookmark: _Toc249106526][bookmark: _Toc249157136][bookmark: _Toc249157280][bookmark: _Ref377903676][bookmark: _Ref377909595][bookmark: _Ref377909797][bookmark: _Ref377909876][bookmark: _Ref377913503][bookmark: _Ref377914610][bookmark: _Ref377917589][bookmark: _Toc389516604][bookmark: _Toc389516766][bookmark: _Toc389586929][bookmark: _Ref420961035][bookmark: _Ref420961224][bookmark: _Toc421269681]Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Für die Restriktionsanalyse von Plasmiden sowie die Präparation von DNA-Fragmenten wurde die entsprechende DNA mit Restriktionsendonukleasen gespalten. Die enzymatische Reaktion erfolgte dabei jeweils in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer bei der angegebenen Temperatur. Sollte eine Spaltung mit mehreren Restriktionsenzymen bei gleicher Temperatur erfolgen, wurde entweder derjenige Puffer gewählt, in dem alle Enzyme die maximale Aktivität besaßen oder die Reaktionen wurden – bei sehr unterschiedlichen Puffern – nacheinander unter stufenweise Erhöhung der Salzkonzentration durchgeführt.

Bei analytischen Spaltungen wurden typischerweise etwa 0,5 µg Plasmid-DNA mit 5 U der Restriktionsendonuklease in einem Endvolumen von 10 µl für 1 h inkubiert. Präparative Spaltungen wurden in einem Reaktionsvolumen von 50 – 100 µl für 1 h durchgeführt. Präparativ wurden dabei 2 – 10 µg DNA und 10 – 60 U des Restriktionsenzyms eingesetzt. Isolierte und gereinigte PCR-Fragmente wurden mit 60 U pro µg-DNA gespalten. Für die Ligierung der mutierten BBP-Strukturgene mit dem Rückgrat des Phage Display-Vektors pBBP38 wurden das assemblierte Fragment (siehe Abschnitt 2.2.4.1) und pBBP38 im präparativen Maßstab mit dem Restriktionsenzym BstXI (10 U / µl) (Promega) geschnitten. Das Volumen des Ansatzes betrug 10 µl pro µg-DNA bei einer enzymatischen Aktivität von 5 U pro µg-DNA. Ferner wurde darauf geachtet eine konstante Temperatur von 50 °C bei exakter Inkubationszeit von 60 min einzuhalten, um eine effiziente Restriktion zu gewährleisten und unspezifisches Restriktionsverhalten zu vermeiden (siehe Abschnitt 3.3.1.2). 

Vor der weiteren Umsetzung mit DNA-modifizierenden Enzymen wurden die DNA-Fragmente zunächst durch präparative Agarose-Gelelektrophorese getrennt und isoliert (siehe Abschnitt 2.2.5.1) sowie gereinigt (siehe Abschnitt 2.2.6.1 und 2.2.6.5).
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(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Die nach der Spaltung mit Restriktionsendonukleasen isolierten DNA-Fragmente wurden zur Konstruktion neuer Plasmide mit Hilfe der T4-DNA-Ligase kovalent verknüpft. In einem Standardansatz, z.B. bei Umklonierungen, wurden dazu 50 – 200 fmol der zu ligierenden DNA-Fragmente in einem Gesamtvolumen von 20 µl in Gegenwart von 1 / 10 Volumen 10-fach T4-DNA-Ligase Puffer (Fermentas; 40 mM Tris / HCl pH 7,8, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 5 mM ATP) und 1,5 Weiss Units (1 U / µl) T4-DNA-Ligase (Fermentas) eingesetzt. Der Ansatz wurde für 2 – 20 h bei 16 °C im Wasserbad inkubiert. Für den Kolonie-Filterstapeltest war eine höhere Ligierungseffizienz notwendig, weshalb das Enzymsystem der Firma Promega verwendet wurde (siehe Abschnitte 2.3.2 und 3.5.3). Nach Inaktivierung der Ligase bei 65 °C (Fermentas) respektive 70 °C (Promega) für 10 min wurden jeweils 5 µl des Ligierungsansatzes für die Transformation eines chemisch-kompetenten E. coli-Stamms (siehe Abschnitt 2.2.2) verwendet.

Für die Herstellung der BBP-Zufallsbibliothek wurden die beiden DNA-Fragmente, d.h. das Vektor-Fragment und das PCR-Fragment, welches den der Zufallsmutagenese unterworfenen Teil der BBP-Genssequenz enthielt, in äquimolarem Verhältnis eingesetzt. Die Ligierung erfolgte bei einer DNA-Konzentration von 10 ng / µl und einer Konzentration der T4-DNA-Ligase (3 U / µl) (Promega) von 0,1 U / µl unter Zusatz von 1 / 10 Volumen 10-fach T4-DNA-Ligase-Puffer (Promega; 300 mM Tris / HCl pH 7,8, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 10 mM ATP). Der Ansatz wurde für 72 h bei 16 °C im Wasserbad inkubiert, durch Ethanol-Fällung (siehe Abschnitt 2.2.6.1) entsalzt und zur Transformation des E. coli-Stamms XL1-Blue mittels Elektroporation (siehe Abschnitt 2.2.2.4) verwendet.
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(nach Schlapschy, 2004)

Die Auftrennung doppelsträngiger DNA-Fragmente in Abhängigkeit ihrer Größe erfolgte in horizontalen Agarosegelen (Sambrook & Russell, 2006) und wurde sowohl zur analytischen Restriktionsanalyse von Plasmiden als auch zur präparativen Isolierung von DNA-Fragmenten eingesetzt.

Für die analytische Agarose-Gelelektrophorese wurde je nach Größe der DNA-Fragmente eine 1 % oder 1,5 % (w / v) Agarose-Suspension in TBE- oder TAE-Puffer in der Siedehitze homogenisiert, mit 1 / 10 000 Volumen einer 1 % (w / v) Ethidiumbromidlösung versetzt, und in eine horizontale Gelkammer mit Geltaschenformer gegossen. Das auspolymerisierte Gel wurde anschließend in eine mit demselben Puffer gefüllte Elektrophoresekammer gelegt und pro Probentasche mit 10 µl DNA-Lösung, die vorher mit 1 / 10 Volumen 10-fach Auftragungspuffer versetzt worden war, beladen. Die Elektrophoresedauer betrug 60 min bei einer Spannung von 90 V. Durch Bestrahlen mit UV-Licht der Wellenlänge 312 nm wurden die DNA-Fragmente mittels der interkalierten Ethidiumbromidmoleküle sichtbar gemacht und konnten unter Verwendung eines Rotfilters photographisch dokumentiert werden. Die DNA-Konzentration wurde unter Verwendung eines DNA-Größenstandards bekannter Konzentration abgeschätzt.

Die Herstellung von Agarosegelen zur präparativen Auftrennung und anschließenden Isolierung von DNA-Fragmenten erfolgte unter Verwendung von Low Melting Point (LMP)-Agarose und TAE-Puffer. Hierbei wurden entsprechende Probentaschen mit einer Kapazität von maximal 50 µg DNA verwendet und die Elektrophorese für 90 min bei 70 V betrieben. Die DNA-Banden wurden unter UV-Licht reduzierter Intensität bei 365 nm sichtbar gemacht und aus dem Gel ausgeschnitten sowie anschließend die DNA gereinigt (siehe Abschnitt 2.2.6.5). Die DNA-Konzentration wurde anschließend durch eine analytische Agarose-Gelelektrophorese unter Verwendung eines DNA-Größenstandards bekannter Konzentration abgeschätzt.
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(nach Skerra, 1989 und Schlapschy, 2004)

Die Reinigung der für die Herstellung der Phagemidbibliothek notwendigen Oligodesoxynukleotide (siehe Abschnitt 2.1.2 und 3.3.2) wurde mittels vertikaler, denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese in 1,5 mm starken Gelen durchgeführt. Dazu wurde zunächst aus zwei Glasplatten (20  40 cm) mit Abstandhaltern eine mittels Klammern fixierte Kammer zusammengesetzt. Ausgehend von einer Fertiglösung mit 8,3 M Harnstoff, 25 % (w / v) Acrylamid-Bisacrylamid im Mischungsverhältnis 19 / 1 (Sequagel Concentrate), einer 8,3 M Harnstoff-Fertiglösung (Sequagel Diluent) sowie 10-fach TBE-Puffer wurden 12 % (w / v) Acrylamid, 7,5 M Harnstoff und 40 µl TEMED pro 100 ml der vorher genannten Reagenzien in TBE-Puffer gemischt. Durch Zugabe von 1,0 ml 10 % (w / v) APS pro 100 ml dieser Lösung wurde die Polymerisation gestartet. Anschließend wurde die oben genannte Gelkammer mit der polymerisierenden Gellösung zügig befüllt und ein Geltaschenformer eingebracht.

Die Reinigung erfolgte ausgehend von dem lyophilisierten Endprodukt eines 40 nmol-Syntheseansatzes gemäß dem von Skerra (1989) ausgearbeiteten Protokoll. Die Hälfte des lyophilisierten Rohproduktes wurde in 20 µl H2O gelöst, mit 20 µl Formamid-Auftragungspuffer (98 % (v / v) Formamid (entionisiert), 10 mM EDTA pH 8,0, 0,2 % (w / v) Bromphenolblau) versetzt, für 5 min auf 80 °C erhitzt und auf Eis gestellt. Zwei Taschen des fertig polymerisierten Polyacrylamid-Harnstoffgels wurden dann mit jeweils 20 µl der Probe in Form einer möglichst dichten Zone beladen und die Elektrophorese gestartet. Diese wurde bei konstanter Leistung von 40 W für etwa 4 h mit TBE als Laufpuffer durchgeführt, bis der Bromphenolblau-Marker das Gelende erreicht hatte.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel auf eine UV-durchlässige Klarsichtfolie überführt und diese auf eine DC-Kieselgelplatte mit Fluoreszenzindikator (Kieselgel 60 F254) gelegt. Durch Bestrahlung mit einer UV-Handlampe bei einer Wellenlänge von 254 nm wurden die Oligodesoxynukleotide als dunkle Banden vor fluoreszierendem Hintergrund sichtbar gemacht (UV-Shadowing). Die Hauptproduktbande wurde möglichst exakt mit einem Skalpell ausgeschnitten. Zur Zerkleinerung des Gelstücks wurde es in eine 1 ml-Einwegspritze überführt, deren Spitze vorher über einer Flamme zugeschmolzen und nach Erkalten mit einer dünnen Kanüle durchbohrt worden war (Atrazhev & Elliott, 1996). Unter Zugabe von insgesamt 1,0 ml TE-Puffer wurde das Gelstück durch die Bohrung gepresst und die erhaltene Suspension über Nacht bei 37 °C geschüttelt.

Die Gelmasse wurde mit Hilfe einer Spin-X Filtrationseinheit (Porendurchmesser 0,45 µM) abgetrennt (Sorvall RMC 14, 18500 x g, RT, 5 min) und das Filtrat (circa 0,9 ml) dreimal mit je 1,0 ml 1-Butanol extrahiert, wobei die wässrige Phase auf etwa 400 µl eingeengt wurde. Nach Zugabe von 40 µl 3 M NaOAc pH 4,8, 4,0 µl 1 M MgCl2 und 1,0 ml Ethanol wurde die DNA für mindestens 1 h bei – 20 °C gefällt. Der Ansatz wurde zentrifugiert (Sorvall RMC 14, 18500 x g, 4 °C, 30 min), das Präzipitat mit 500 µl 70 % (v / v) Ethanol gewaschen und anschließend im Vakuum für 2 min getrocknet bevor es in 50 µl sterilem H2O bidest. gelöst wurde. Die Lagerung erfolgte bei – 20 °C.

Zur Bestimmung der molaren Konzentration wurden 2,0 µl der Lösung mit 398 µl TE-Puffer verdünnt (1 / 200) und die Absorption bei 260 nm gegen TE-Puffer gemessen. Der Extinktionskoeffizient ergab sich näherungsweise aus der Summe der Absorptionsbeiträge der Basen wie vom Hersteller der Oligodesoxynukleotide angegeben (A = 15,0 mM-1cm-1; C = 7,4 mM-1 cm-1; G = 11,8 mM-1cm-1; T = 8,8 mM-1cm-1).
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(nach Schlehuber, 2001)

Um die nach einer Plasmid-Präparation noch verbliebenen Exonukleasen wirksam zu entfernen oder DNA, die nachfolgend enzymatisch verändert werden sollte (siehe Abschnitt 2.2.4), von inhibitorischen Biomakromolekülen zu befreien, wurde eine Phenol / Chloroform-Extraktion mit abschließender Ethanol-Fällung durchgeführt. Dazu wurde die DNA-Lösung mit 40 µl 3 M NaOAc pH 4,8 versetzt und das Volumen mit sterilem H2O bidest. auf 400 µl eingestellt. Nach Zugabe von 400 µl Phenol / Chloroform wurde das Gemisch ausgeschüttelt und bis zur Phasentrennung zentrifugiert (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, RT, 4 min). Die obere wässrige Phase wurde vorsichtig in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt, mit 400 µl Chloroform / Isoamylalkohol ausgeschüttelt und durch erneutes Zentrifugieren abgetrennt. Die wässrige Phase wurde mit 1,0 ml eiskaltem Ethanol p.a. gemischt und für mindestens 1 h bei – 20 °C inkubiert. Das nach Zentrifugieren (18500 x g, 4 °C, 30 min) erhaltene Präzipitat wurde mit 500 µl 70 % (v / v) Ethanol p.a. gewaschen und erneut für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde vollständig abgezogen und verworfen. Das Präzipitat wurde für ~ 10 min bei 50 °C im Thermoblock bei offenem Deckel des Reaktionsgefäßes inkubiert. Das auf diese Weise schonend getrocknete Präzipitat wurde im Anschluss in 10 – 500 µl TE / 10 resuspendiert und die DNA entweder langfristig bei – 20 °C oder wie im Falle der für die Herstellung der Phagemidbibliothek bestimmten DNA (siehe Abschnitt 2.3.2) kurzzeitig bei 4 °C gelagert.
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(nach Beste, 1998)

Zur Herstellung der BBP-Zufallsbibliothek (siehe Abschnitt 2.3.2) wurde der Ligierungsansatz von Vektorrückgrat und PCR-Insert vor der Elektroporation entsalzt. Dazu wurden jeweils 14,25 µg DNA entsprechend 1425 µl des Ligierungsansatzes auf 15 ml-Polycarbonat-Röhrchen verteilt und mit 1 Vol 5 M NH4OAc, 1 / 40 Volumen tRNA aus S. cerevisiae (Stammlösung 10 mg / ml in TE-Puffer) sowie 4 Volumen Ethanol p.a. versetzt. Die Fällung erfolgte bei RT für 1 h. Die Ansätze wurden zentrifugiert (Sorvall SS-34 mit Hartgummiadaptern für die Polycarbonat-Röhrchen, 23400 x g, 4 °C, 30 min) und das Präzipitat mit jeweils 2,0 ml 70 % (v / v) Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde vollständig abgezogen und verworfen. Das Präzipitat wurde bei 50 °C im Wasserbad bei geöffnetem Deckel getrocknet. Das auf diese Weise schonend getrocknete Präzipitat wurde im Anschluss auf eine Endkonzentration von 0,2 µg / µl in sterilem H20 bidest. resuspendiert und kurzzeitig bei 4 °C gelagert.
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Die bei Standardklonierungen enzymatisch verdauten und elektrophoretisch getrennten DNA-Fragmente, die Syntheseprodukte des ersten PCR-Schrittes der Herstellung nativer BBP-Zufallsbibliotheken und die im Zusammenhang mit der Affinitätsmaturierung durch den Einsatz der Nukleotidanaloga zufällig mutierten BBP-DNA-Sequenzen (siehe Abschnitt 2.2.4.1 und 2.2.4.2), wurden mittels des JETSORB Gel Extraction Kit gereinigt. Nach der Auftrennung wurden die DNA-Fragmente zur Vermeidung von Strahlenschäden mit UV-Licht geringer Intensität bei 365 nm sichtbar gemacht, und die gewünschten Fragmente mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Rückgewinnung aus dem Gelstück erfolgte mit dem JETSORB Gel Extraction Kit nach Vorschrift des Herstellers. Die DNA wurde letztlich in 10 – 20 µl TE / 10-Puffer aufgenommen.

[bookmark: _Toc249008170][bookmark: _Toc249008310][bookmark: _Toc249104373][bookmark: _Toc249104518][bookmark: _Toc249106535][bookmark: _Toc249157145][bookmark: _Toc249157289][bookmark: _Ref377902641][bookmark: _Ref377909863][bookmark: _Toc389516613][bookmark: _Toc389516775][bookmark: _Toc389586938][bookmark: _Toc421269690]Reinigung von PCR-Produkten mittels des E.Z.N.A.®Cycle-Pure Kit

Um die Syntheseprodukte von PCR-Reaktionen (siehe Abschnitt 2.2.4.1) nachfolgenden enzymkatalysierten Prozessen, wie Sequenzierungen und der Restriktion durch Endonukleasen, direkt zuführen zu können, mussten inhibitorisch wirkende Biomakromoleküle wirksam entfernt werden. Dies geschah auch im Falle des für die Herstellung der BBP-Zufallsbibliothek bestimmten, PCR-assemblierten BBP-Strukturgens mittels des E.Z.N.A.®Cycle-Pure Kits nach den Angaben des Herstellers. Die Elution der reinen DNA erfolgte mit 30 – 50 µl TE / 10-Puffer.
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(nach Skerra, 1998 und Mayer, 2013)

Die nach der Elektrophorese (siehe Abschnitt 2.2.5.1) ausgeschnittene DNA wurde zunächst in Portionen von je 200 mg pro Gelstück auf 1,5 ml Reaktionsgefäße aufgeteilt und mit 200 µl LMP-Puffer (0,1 M Tris-Acetat pH 7,5, 0,5 M NaCl, 5 mM EDTA pH 8,0) versetzt. Das Gemisch wurde unter gelegentlichem Schütteln für 10 min bei 65 °C bis zum Zustand der Schmelze inkubiert. Auf RT abgekühlt, wurde 400 µl Phenol zugegeben und gründlich geschüttelt. Nach Zentrifugieren (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, 4 °C, 5 min) wurde die klare obere Phase in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Diese Extraktionsprozedur wurde mit 400 µl Phenol / Chloroform und anschließend 400 µl Chloroform / Isoamylalkohol wiederholt. Dann wurde die abgenommene wässrige Phase mit 1,0 ml Ethanol p.a. versetzt und mindestens 30 min auf – 80 °C abgekühlt. Das nach Zentrifugieren (16000 x g, 4 °C, 30 min) erhaltene Präzipitat wurde mit 500 µl 70 % (v / v) Ethanol gewaschen und getrocknet. Das DNA-Fragment wurde in 20 µl TE / 10 gelöst.

Die Konzentration der DNA wurde in einer analytischen Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.2.5.1) durch Abgleich mit einem internen Größenstandard bekannter Konzentration ermittelt.
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(nach Schlehuber, 2001 und Schlapschy, 2004)

Die Analyse der Sequenzintegrität PCR-amplifizierter oder mutagenisierter DNA erfolgte mit dem Didesoxy-Kettenabbruchverfahren nach Sanger et al. (1977). Ausgehend von doppelsträngiger zirkulärer Plasmid-DNA wurde bei diesem Verfahren mittels des ABI PRISM® BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit und eines für die Sequenzierungs-PCR geeigneten Oligodesoxynukleotides (siehe Abschnitt 2.1.2) die DNA-Matrize einzelsträngig neu synthetisiert. Das Substrat der im Kit enthaltenen, modifizierten Taq-DNA-Polymerase (AmpliTaq®) (Tabor & Richardson, 1995) bestand neben den natürlichen dNTPs aus, mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markierten, Didesoxynukleosidtriphosphaten, den sogenannten Terminatornukleotiden (BigDye Terminators), die statistisch zu einem Abbruch der Polymerisation bei gleichzeitiger 3'-terminaler Fluoreszenzmarkierung des Syntheseprodukts führten (Rosenblum et al., 1997). Die so entstandenen DNA-Fragmente unterschiedlicher Länge wurden anschließend mit dem ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City; CA, USA) untersucht. Dazu wurden die Syntheseprodukte im Sequenzierautomaten durch Kapillar-Elektrophorese in einem geeigneten Polymer (Performance Optimizied Polymer 6, POP-6, Applied Biosystems) aufgetrennt, und die fluoreszenten Gruppen am Ende der Laufstrecke durch einen Argonionen-Laser angeregt. Die emittierte Fluoreszenz wurde von einer CCD (Charge-Coupled Device)-Kamera bei vier verschiedenen Wellenlängen detektiert und als digitales Signal an einen Rechner weitergeleitet. Die erhaltenen Rohdaten wurden mittels einer geeigneten Software (DNA-Sequencing Analysis 3.3, Applied Biosystems) interpretiert und als Elektropherogramm bzw. in Form einer Textdatei ausgegeben.

Die PCR-Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 10,0 µl durchgeführt, wobei 4,0 µl des BigDye Ready Reaction Mix mit je 1,0 – 2,0 µl Plasmid-DNA (~ 200 ng), 2,0 µl Sequenzier-Primer (1,6 µM) und 2,0 – 3,0 µl H2O gemischt wurden. Der BigDye Ready Reaction Mix enthielt den Puffer, die DNA-Polymerase, die Desoxynukleotide sowie die fluoreszenzmarkierten mit jeweils unterschiedlichen Dichlorrhodamin-Molekülen gekoppelten Didesoxynukleotide (Rosenblum et al., 1997) geeigneter Konzentration. Nach Überschichtung mit Mineralöl und erfolgter initialer Denaturierung bei 95 °C für 5 min wurde folgender PCR-Zyklus 25-mal durchlaufen: 95 °C, 30 s; 50 °C, 30 s; 60 °C, 4 min. Nicht umgesetzte Komponenten wurden danach entfernt. Dazu wurden die Syntheseprodukte durch Zugabe von 2,5 µl 125 mM EDTA und 30 µl Ethanol p.a. für 15 min bei Raumtemperatur gefällt. Nach Zentrifugieren (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, RT, 30 min) wurde das Präzipitat mit 125 µl 70 % (v / v) Ethanol p.a. vorsichtig gewaschen und bei RT getrocknet. Das Präzipitat wurde in 14 µl Template Suppressor Reagent (TSR)-Puffer resuspendiert. Die Sequenzanalyse wurde dann mittels des Programms (ABI PRISM®310 Data Collection) gestartet.
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Zellen des E. coli-Stamms XL1-Blue wurden durch Elektroporation mit der Bibliothek der Phasmidvektoren, die für die Varianten des BBP-Fusionsproteins kodierten, transformiert (siehe Abschnitt 2.2.2.4). Durch anschließende Infektion der transformierten Zellen mit Helferphagen wurden Phagemide erzeugt, die die Varianten des BBP-Fusionsproteins auf ihrer Oberfläche präsentierten.
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(nach Schlehuber, 2001)

50 ml 2 YT / Tet-Medium wurden im Verhältnis 1 / 100 mit einer stationären Übernachtkultur von E. coli XL1-Blue in 2 YT / Tet angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer Zelldichte von OD550 = 0,3 inkubiert. 10 ml dieser Kultur wurden in einen auf 37 °C temperierten, sterilen 50 ml-Erlenmeyer-Kolben überführt und die Zellen mit 2 x 1010 pfu VCS-M13 Helferphagen (Stratagene, 1011 pfu / ml), entsprechend einer moi (Multiplicity of Infection) von 10, infiziert. Nach 30 min bei 37 °C und 200 rpm wurde die Kultur auf eine Kanamycinendkonzentration von 25 µg / ml eingestellt und für weitere 8 h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Um die Bakterienzellen abzutöten, wurde die Kultur anschließend im Wasserbad für 10 min auf 65 °C erhitzt, auf Eis abgekühlt und in einen hitzesterilisierten Zentrifugenbecher überführt und zentrifugiert (SS-34, 12000 x g, 4 °C, 15 min). Der Überstand mit den Phagen wurde nach der Filtration (Porendurchmesser 45 µm) bei 4 °C lichtgeschützt gelagert.

Für die Titerbestimmung der hergestellten Helferphagen wurden 50 ml 2 YT / Tet-Medium im Verhältnis 1 / 100 mit einer stationären XL1-Blue E. coli-Kultur in 2 YT / Tet angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer OD550 = 0,5 inkubiert. Dann wurde 2 YT-Weichagar durch Erhitzen verflüssigt und zu je 3 ml in 13 ml-Kunststoff-Kulturröhrchen abgefüllt und im Wasserbad auf 48 °C temperiert. Jeweils 100 µl der exponentiell wachsenden XL1-Blue-Kultur sowie 100 µl der Helferphagenlösung zweier unabhängiger Verdünnungsreihen in 2 YT-Medium in den Verdünnungsstufen 10-7, 10-8, 10-9 und 10-10 wurden zu dem Weichagar gegeben, vorsichtig gemischt und zügig auf 37 °C temperierte 2 YT / Tet-Agarplatten gegossen. Durch Schwenken der Platte in Form einer 8 wurde die Zellsuspension gleichmäßig verteilt, um einen einheitlichen Zellrasen zu erhalten. Nach Erstarren des Weichagars bei RT, wurden die Platten für 8 h bei 37 °C und vor dem Auszählen noch bis zu weiteren 12 h bei RT inkubiert. Der Titer der erhaltenen Helferphagenlösung lag zwischen 1011 und 1012 pfu / ml.
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(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Rekombinante Phagemide wurden ausgehend von dem Phasmidvektor pBBP38 (siehe Abschnitt 1.5.1) hergestellt. Der Vektor besitzt die für die Replikation und Verpackung einzelsträngiger Phasmid-DNA erforderliche intergenische Region des filamentösen Phagen f1 und kodiert unter Kontrolle des Tetrazyklin-Promotor / Operators für ein Fusionsprotein der jeweiligen BBP-Variante und einer verkürzten Form des Phagenhüllproteins pIII (AS 217 – 406; ΔΔpIII).

Phagemid-Bibliotheken auf Grundlage des Phasmidvektors pBBP38:

Der XL1-Blue-Elektroporationsansatz (siehe Abschnitt 2.2.2.4) – transformiert mit dem das mutierte BBP-Strukturgen tragenden Plasmid pBBP38 – mit einem Gesamtvolumen von etwa 50 ml (bei 23 Transformationsansätzen) wurde zunächst für 45 min bei 37 °C inkubiert. Dann wurde diese Zellsuspension in 4 L 2 YT / Amp-Medium bis zu einer OD550 = 0,1 – 0,2 verdünnt.

Zur Ermittlung der Diversität der Zufallsbibliothek wurde ein Aliquot (100 µl) der Zellsuspension vor Verdünnung und nach Verdünnung (siehe oben) abgenommen und jeweils 100 µl der Verdünnungsstufen 10-4 – 10-6 zweier unabhängiger Verdünnungsreihen in LB-Medium auf LB / Amp-Agarplatten, die auf 37 °C temperiert waren, ausplattiert. Die Platten wurden für etwa 12 h bei 37 °C inkubiert und anschließend die erhaltenen Bakterienkolonien ausgezählt.

Währendessen wurde die verdünnte Bibliothek von 2 x 2 L in 5 L Erlenmeyer-Kolben bei 37 °C bis zu einer OD550 = 0,5 (Dauer etwa 6 – 8 h) weiter inkubiert. Anschließend wurden die 4 L vereinigt und auf 2 x 1 L in zwei 5 L Erlenmeyer-Kolben aufgeteilt (die restliche Kultur wurde verworfen). Jeweils 1 L der Kultur wurde entweder zur Herstellung einer Glycerin-Stammlösung einschließlich einer Plasmid-Midipräparation der Bibliothek oder zur Herstellung von Phagemiden der Bibliothek verwendet (siehe unten).

Herstellung einer Glycerin-Stammlösung der Bibliothek und Herstellung einer Plasmid-Midipräparation:

1 L der Kultur (siehe oben) wurde bei 37 °C und 180 rpm bis zu einer OD550 = 2,0 weiter geschüttelt. Dann wurden 20 ml entnommen und in einem 500 ml Schüttelkolben mit 180 ml LB / Amp-Medium für 12 h bei 37 °C bei 180 rpm inkubiert. Nach Abzentrifugieren (SLA-3000, 5000 x g, 4 °C, 15 min) wurde der Überstand verworfen und die Zellen bei – 20 °C gelagert oder die Plasmid-DNA isoliert (siehe Abschnitt 2.2.3.2). 

Die restliche Kultur von 980 ml (siehe oben) wurde zentrifugiert (SLA-3000, 5000 x g, 4 °C, 15 min) und das Zellsediment in 12 ml 2 YT inklusive 20 % (v / v) Glycerin resuspendiert. Die im Anschluß auf 12 sterile Kryo-Röhrchen aliquotierte Bibliothek wurde in Flüssigstickstoff schockgefroren und bei – 80 °C gelagert.

Aufarbeiten der Phagemide:

1 L der Kultur (siehe oben) wurde mit insgesamt 3,0 x 1012 VCS-M13-Helferphagen (siehe Abschnitt 2.3.1) infiziert (moi = 10) und bei 37 °C für 45 min und 180 rpm inkubiert. Danach wurden 2,0 ml Kanamycin (Stammlösung 35 mg / ml) zugegeben und für weitere 10 min bei 26 °C und 160 rpm inkubiert. Die Proteinbiosynthese der Fusionsproteine wurde durch Zugabe von 12,5 µl aTc (Stammlösung 2 mg / ml in DMF) pro 1 L-Kultur induziert und für 7 – 14 h bei 26 °C und 160 rpm durchgeführt. Dann wurde die Kultur in drei sterile 500 ml-Zentrifugenbecher überführt und zentrifugiert (SLA-3000, 18 000 x g, 4 °C, 30 min). Der Überstand wurde filtriert und auf drei 500 ml-Zentrifugenbecher verteilt. Es wurde 1 / 4 Volumen 20 % (w / v) PEG 8000 mit 15 % (w / v) NaCl (sterile, eisgekühlte Lösung) zugegeben und vorsichtig gemischt. Die Fällung der Phagemide erfolgte auf Eiswasser über Nacht mindestens jedoch für 2 h. Nach neuerlichem Zentrifugieren (SLA-3000, 18 000 x g, 4 °C, 30 min) wurde das Präzipitat in insgesamt 30 ml BBS / E-Puffer mit Benzamidin (Endkonzentration 50 mM = 7,83 mg / ml) gelöst und in sterile SS-34 Zentrifugenröhrchen überführt. Die resuspendierten Phagemide wurden 1 h auf Eiswasser inkubiert und kurz durchmischt, bevor dann zentrifugiert wurde (SS-34-Rotor, 40 000 x g, 4 °C, 10 min). Vom Überstand wurden 100 µl für die Titerbestimmung der Phagemide (siehe Abschnitt 2.3.5) entnommen und der Rest in ein steriles 50 ml Falcon-Röhrchen überführt. Der Überstand mit den Phagen wurde nach der Keimarmfiltration (Porendurchmesser 45 µm) erneut mit 1 / 4 Volumen 20 % (w / v) PEG 8000 mit 15 % (w / v) NaCl (sterile, eisgekühlte Lösung) versetzt und 1 h auf Eiswasser gefällt. 1,8 ml wurden auf Eis belassen und für die anschließende Affinitätsanreicherung (siehe Abschnitt 2.3.3) aufbereitet. Das restliche Volumen wurde als 2,0 ml Aliquots in Kryo-Röhrchen schockgefroren und bei – 80 °C gelagert.

Die 1,8 ml-Lösung der gefällten Phagemide wurde zentrifugiert (18 000 x g, 4 °C, 30 min). Das Präzipitat in 300 – 600 µl PBS resuspendiert und bei 4 °C für 30 min inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren (18 000 x g, 4 °C, 5 min) wurde der, die Phagemide enthaltende Überstand abgenommen und bis zur Verwendung im Phage Display lichtgeschützt auf Eiswasser gelagert.




Reamplifizierung der BBP-Bibliothek auf Grundlage des Phasmidvektors pBBP38:

Die aufgearbeiteten und bei – 80 °C aufbewahrten Phagemide wurden nach mehrmonatiger Lagerung nicht mehr unmittelbar für die Affinitätsanreicherung eingesetzt, da die Funktionalität der BBP-Fusionsproteine durch die enzymatische Aktivität eventuell vorhandener bakterieller Proteasen beeinträchtigt sein konnte. Deshalb wurde zunächst ein Aliquot der eingefrorenen Phagemide gefällt, nach Zentrifugieren in PBS gelöst (siehe vorheriger Absatz) und schließlich zur Reinfektion von E. coli XL1-Blue verwendet.

Um dabei die ursprüngliche Komplexität der Zufallsbibliothek zu erhalten, wurde für die Reinfektion ein 20-facher Überschuss an Phagemiden verglichen mit der Diversität der Bibliothek eingesetzt. Gleichzeitig war ein 10-facher Überschuss an XL1-Blue-Zellen verglichen mit der Phagemidanzahl notwendig, um eine nahezu hundertprozentige Infektionseffizienz zu gewährleisten Das Kulturvolumen in 2 YT-Medium wurde so gewählt, dass die benötigte Zellzahl bei einer OD550 = 0,5 – entsprechend einer exponentiell wachsenden Kultur – erreicht wurde.

Die XL1-Blue-Zellen wurden in 2 YT-Medium bei einer OD550 = 0,5 mit den Phagemiden reinfiziert und bei 37 °C und 180 rpm für weitere 30 min inkubiert. Dann wurde Ampicillin (Stammlösung 100 mg / ml) zu einer Endkonzentration von 100 mg / L zugegeben und erneut bei 37 °C und 180 rpm für 30 min inkubiert. Die Zellen wurden anschließend mit 10-fachem Überschuss des Helferphagen VCS-M13 infiziert und für 30 min bei 37 °C und 180 rpm geschüttelt. Daraufhin wurde die Kultur auf eine Kanamycinendkonzentration (Stammlösung 35 mg / ml) von 70 mg / L eingestellt, für 10 min bei 26 °C und 160 rpm inkubiert und schließlich die Biosynthese der BBP-Fusionsproteine durch Zugabe von Anhydrotetrazyklin (Stammlösung 2 mg / ml in DMF) mit einer Endkonzentration von 25 µg / L induziert und für 7 – 14 h bei 26 °C und 160 rpm weiter inkubiert. Die restlichen Schritte der Aufarbeitung der Phagemide entsprachen denjenigen in diesem Kapitel bereits beschriebenen.

Grundsätzlich war die Reamplifizierung der BBP-Bibliothek auf Grundlage des Phasmidvektors pBBP38 auch mittels der konservierten Glycerin-Stammlösung (siehe oben) des transformierten XL1-Blue-Stamms möglich.

[bookmark: _Toc249008176][bookmark: _Toc249008316][bookmark: _Toc249104379][bookmark: _Toc249104524][bookmark: _Toc249106541][bookmark: _Toc249157151][bookmark: _Toc249157295][bookmark: _Ref377904448][bookmark: _Ref377907642][bookmark: _Ref377907774][bookmark: _Ref377910129][bookmark: _Ref377913345][bookmark: _Ref381652207][bookmark: _Ref381652220][bookmark: _Toc389516619][bookmark: _Toc389516781][bookmark: _Toc389586944][bookmark: _Toc421269696]Affinitätsanreicherung rekombinanter Phagemide

[bookmark: _Toc249008177][bookmark: _Toc249008317][bookmark: _Toc249104380][bookmark: _Toc249104525][bookmark: _Toc249106542][bookmark: _Toc249157152][bookmark: _Toc249157296][bookmark: _Ref377904268][bookmark: _Ref377904306][bookmark: _Ref386476175][bookmark: _Ref386476688][bookmark: _Ref386477011][bookmark: _Toc389516620][bookmark: _Toc389516782][bookmark: _Toc389586945][bookmark: _Ref420952190][bookmark: _Toc421269697]Festphasen-Anreicherung

(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Adsorption von Doxorubicin an funktionalisierte Polystyrolflügelstifte für die initialen Panning-Runden mit der nativen Zufallsbibliothek des BBP:

Die Adsorption des Zielmoleküls Doxorubicin erfolgte dabei in Form eines Biotin-Konjugats (siehe Abschnitt 2.8.1) durch Ausbildung eines Streptavidin / Biotin-Komplexes. Der Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplex wurde zunächst durch lichtgeschützte Inkubation von 800 µl Streptavidin (100 µg / ml) mit 6,0 µl Doxo-Biotin (1,5 mM Stammlösung in DMF, bezogen auf die Biotingruppe; siehe Abschnitt 2.8.1) unter Rühren für 1 h bei RT ausgebildet. Anschließend wurden die Nunc-Immuno-Flügelstifte für 2 h lichtgeschützt und unter Rühren bei RT mit dem Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplex beschichtet. Unbelegte Bindungsstellen wurden mit 1,2 ml Blockierungspuffer entsprechend 2 % (w / v) RNase A (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz; ~ 70 U / mg nach Kunitz; Proteasen nicht nachweisbar) in PBS / T für 1 h bei RT abgesättigt und dreimal für 2 min mit jeweils 1,2 ml PBS / T gewaschen. Die beschichteten Polystyrolstifte wurden anschließend mit einer Mischung aus 250 µl Phagemidlösung (zwischen 5,0 x 1011 und 5,0 x 1012 cfu / ml) und 500 µl Blockierungspuffer für 1 h lichtgeschützt und unter Rühren bei RT inkubiert. Dabei bildete sich der Komplex bindungsaktiver Phagemide mit dem präsentierten Liganden Doxorubicin aus. Dann wurde achtmal mit jeweils 950 µl PBS / T für 2 min lichtgeschützt und unter Rühren bei RT gewaschen. Die Elution der mit dem Zielmolekül Doxorubicin komplexierten Phagemide erfolgte in diesem Fall durch Kompetition mit dem löslichen Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplex (siehe Abschnitte 2.3.3.3 und 2.8.4).

Adsorption von Doxorubicin an gegen Digoxigenin gerichtete paramagnetische Partikel – Anreicherungszyklen 1 und 2 der Affinitätsmaturierung bzw. bei der Affinitätsmaturierung mit basischer und denaturierender Elution

Die Adsorption des Zielmoleküls Doxorubicin erfolgte dabei in Form eines Digoxigenin-Konjugats (siehe Abschnitt 2.8.1). Zunächst wurden 50 µl der MagaCell-Anti-Dig-Partikelsuspension (Europa Bioproducts Ltd., Cambridge, England) entsprechend 100 pmol zugänglicher Digoxigenin-Bindungsstellen dreimal für 2 min unter Rotation bei RT mit je 400 µl PBS gewaschen. Anschließend wurden die unspezifischen Bindungsstellen der Partikel mit 400 µl PBS / T inklusive 2 % (w / v) RNase A (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz; ~ 70 U / mg nach Kunitz; Proteasen nicht nachweisbar) für 1 h unter Rotation bei RT blockiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit jeweils 400 µl PBS / T wurden die Partikel in den ersten beiden Zyklen der Affinitätsmaturierung (siehe Abschnitt 3.7.2) mit einer Endkonzentration von 600 nM Doxorubicin in Form der Doxo-Dig-Konjugate (siehe Abschnitt 2.8.1) in 400 µl PBS inkubiert. Im Falle der Affinitätsmaturierung mit basischer respektive denaturierender Elution (siehe Abschnitt 3.7.2) wurde die Doxorubicinendkonzentration derselben Konjugate von Zyklus 1 mit 150 nM bis Zyklus 4 mit 1,2 nM um jeweils den Faktor 5 gesenkt. Die Immobilisierung des Zielmoleküls erfolgte jeweils für 30 min lichtgeschützt und unter Rühren bei RT. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit jeweils 400 µl PBS / T wurden die Partikel in Gegenwart von 300 µl der Phagemidlösung (zwischen 5,0 x 1011 und 5,0 x 1012 cfu / ml) mit 100 µl PBS / T 0,4 inklusive 8 % (w / v) RNase A (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz; ~ 70 U / mg nach Kunitz; Proteasen nicht nachweisbar) für 30 min lichtgeschützt bei RT rotiert. Dabei wurde der Komplex zwischen bindungsaktiven Phagemiden und dem Zielmolekül Doxorubicin ausgebildet. Nicht-gebundene respektive niedrigaffine oder unspezifisch gebundene Phagemide wurden in acht Waschschritten zu je 2 min mit jeweils 1 ml PBS / T abgetrennt. Bevor die Elution der mit dem Doxorubicin komplexierten Phagemide mittels saurer, basischer oder denaturierender Elution erfolgte (siehe Abschnitt 2.3.3.3), wurden die paramagnetischen Partikel im Zuge des achten Waschschrittes in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, um etwaige unspezifische, gegenüber der Plastikoberfläche des Reaktionsgefäßes bindungsaktive Phagemide abzutrennen.
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(nach Schlehuber, 2001)

Adsorption von Doxorubicin an gegen Digoxigenin gerichtete paramagnetische Partikel – Anreicherungszyklen 3 und 4 der Affinitätsmaturierung (vgl. Abschnitt 2.3.3.1):

Die Adsorption des Zielmoleküls Doxorubicin erfolgte dabei in Form eines Digoxigenin-Konjugats (siehe Abschnitt 2.8.1). 50 µl der MagaCell-Anti-Dig-Partikelsuspension (Europa Bioproducts Ltd., Cambridge, England) wurden zunächst – wie in Abschnitt 2.3.3.1 beschrieben – äquilibriert, gewaschen, blockiert und nochmals gewaschen. Währenddessen wurden 260 µl der Phagemidsuspension in PBS (zwischen 5,0 x 1011 und 5,0 x 1012 cfu / ml) mit 40 µl entsprechender Verdünnungen der 1,5 – 2,5 mM Stammlösung der Dig-Doxo-Konjugate (Doxorubicinkonzentration in Anreicherungszyklus 3 = 120 nM und in 4 = 12 nM) in PBS für 1 h bei RT (lichtgeschützt unter Rotation) inkubiert. Diese Mischung wurde im Anschluss mit 100 µl PBS / T 0,4 inklusive 8 % (w / v) RNase A (Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz; ~ 70 U / mg nach Kunitz; Proteasen nicht nachweisbar) versetzt und zur Resuspension der gewaschenen, gesammelten Partikel verwendet. Dann wurden die Phagemid / Doxo-Komplexe über den Digoxigeninrest durch 15 min lichtgeschützte Inkubation unter Rotation bei RT an den Partikeln immobilisiert. Nicht-gebundene respektive niedrigaffine oder unspezifisch gebundene Phagemide wurden in acht Waschschritten zu je 2 min mit jeweils 1 ml PBS / T abgetrennt, bevor dann die Elution an den Liganden Doxorubicin komplexierter Phagemide mittels saurer Elution erfolgte (siehe Abschnitt 2.3.3.3), wurden die paramagnetischen Partikel im Zuge des achten Waschschritts in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, um etwaige unspezifische, gegenüber der Plastikoberfläche des Reaktionsgefäßes bindungsaktive Phagemide abzutrennen.
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(nach Kay et al., 1996 und Schlehuber, 2001)

Saure Elution:

Inkubation für 15 min mit 900 µl 0,1 M Glycin / HCl pH 2,2 unter Rotation bei RT; anschliessend wurde das Eluat umgehend mit 210 µl 0,5 M Tris  neutralisiert, wobei sich ein pH-Wert von 7,4 einstellte. Die Reinfektion des E. coli-Stamms XL1-Blue erfolgte wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben. 




Basische Elution:

Inkubation für 30 min mit 900 µl 0,1 M Triethylamin pH 12,0 unter Rotation bei RT; anschließend wurde das Eluat umgehend mit 250 µl 1 M Tris  neutralisiert, wobei sich ein pH-Wert von 8,0 einstellte. Bei Verwendung paramagnetischer Partikel während der Affinitätsmaturierung wurden diese nach der basischen Elution mit 1,0 ml der Reinfektionskultur von XL1-Blue in 2 YT-Medium bei einer Zelldichte von OD550 = 0,5 resuspendiert und für 30 min bei 37 °C und 200 rpm geschüttelt. Die erhaltene Zellsuspension wurde mit den 3,0 ml XL1-Blue-Zellen, die mit der korrespondierenden Elutionsfraktion reinfiziert worden war, vor Ausplattierung auf den großen LB-Amp-Platten (siehe Abschnitt 2.3.4) vereinigt, so dass eine quantitative Rückgewinnung der Phagemide gewährleistet war.

Denaturierende Elution:

Inkubation für 30 min mit 1,0 ml 4 M Harnstoff in PBS unter Rotation bei RT; die Reinfektion von 3,0 ml XL1-Blue-Zellen mit der Elutionsfraktion erfolgte in 2 YT-Medium bei einer Zelldichte von OD550 = 0,5 und wurde bei 37 °C, 200 rpm für 30 min vollzogen. Die Harnstoffendkonzentration betrug während dieses Reinfektionsschrittes 1,0 M, wodurch weder die Infektiosität noch die Überlebensfähigkeit der Zellen beeinträchtigt wurde. Bei Verwendung paramagnetischer Partikel während der Affinitätsmaturierung wurden diese nach der denaturierenden Elution mit 1,0 ml der Reinfektionskultur von XL1-Blue in 2 YT-Medium bei einer Zelldichte von OD550 = 0,5 resuspendiert und für 30 min bei 37 °C und 200 rpm geschüttelt. Die erhaltene Zellsuspension wurde mit den 3,0 ml XL1-Blue-Zellen, die mit der korrespondierenden Elutionsfraktion reinfiziert worden war, vor Ausplattierung auf den großen LB-Amp-Platten (siehe Abschnitt 2.3.4) vereinigt, so dass eine quantitative Rückgewinnung der Phagemide gewährleistet war.

Kompetitive Elution:

Die Verdrängung spezifisch mit dem Zielmolekül Doxorubicin komplexierter Phagemide wurde mittels Inkubation mit 900 µl einer 120 µM Lösung bezogen auf das Streptavidintetramer im Komplex mit Doxo-Biotin (siehe Abschnitt 2.8.4) für 30 min bei RT unter Rotation durchgeführt. Diese Elutionsmethode wurde zur Vermeidung des toxischen Effekts des freien niedermolekularen Doxorubicins auf E. coli (siehe Abschnitt 3.5.1.2) gewählt. Die Reinfektion des E. coli-Stamms XL1-Blue erfolgte wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben.

Reduktive Elution:

Bei Vorliegen eines Doxorubicin-SS-Biotin-Konjugats (siehe Abschnitt 2.8.1) wurde die Disulfidbrücke durch 15 min Inkubation mit 1,0 ml PBS / T inklusive 50 mM DTT unter Rotation bei RT gespalten. Die Reinfektion des E. coli-Stamms XL1-Blue erfolgte wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben.
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(nach Schlehuber, 2001)

Das Repertoire derjenigen Phagemide, die bei der Elution während der Affinitätsanreicherung erhalten wurden (siehe Abschnitt 2.3.3) – typischerweise 105 bis 109 cfu – wurde vor dem darauf folgenden Anreicherungszyklus amplifiziert, wobei in der Regel Phagemidlösungen mit einem Titer von etwa 5,0 x 1011 bis 5,0 x 1012 cfu / ml in 0,3 – 1,0 ml PBS erhalten wurden.

Aus einer stationären Übernachtkultur von E. coli XL1-Blue in 5 ml LB-Medium, die bei 30 °C und 180 rpm inkubiert worden war, wurden 50 ml 2 YT-Medium zu einer resultierenden OD550 zwischen 0,03 und 0,05 angeimpft und bei 37 °C und 180 rpm geschüttelt. Bei OD550 = 0,5 wurden 3 ml der exponentiell wachsenden Kultur mit der Elutionsfraktion infiziert und bei 37 °C und 180 rpm für 30 min inkubiert. Die Zellen wurden sedimentiert (Sigma 4K10, 4420 g, 4 °C, 2 min), in 600 µl 2 YT / Amp-Medium resuspendiert und in Aliquots zu je 200 µl auf Agarplatten (Ø = 14 cm) mit LB / Amp-Medium ausplattiert. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 32 °C für 12 – 14 h. Die Kultivierung auf Platten hatte im Vergleich zu Flüssigkulturen den Vorteil eines geringeren durch Wachstumsvorzüge bedingten Selektionsdrucks (Willats, 2002). Die Zellen der drei großen Elutionsplatten wurden anschließend resuspendiert. Dazu wurden die Zellen vorsichtig mit einem Zellschaber mit jeweils 10 ml 2 YT von der Platte gelöst und in einem sterilen 50 ml Falcon-Röhrchen vereinigt. Die Platten wurden anschließend mit 10 ml 2 YT gespült, wobei die 10 ml der Suspension von einer Platte auf die nächste überführt wurden. Die resultierenden 40 ml der Zellsuspension wurden gründlich homogenisiert und für das Animpfen von 50 ml 2 YT / Amp-Medium zu einer OD550 = 0,08 verwendet. Diese Kultur wurde bei 37 °C, 180 rpm bis zu einer OD550 = 0,5 inkubiert. Die Infektion mit Helferphagen und die weiteren Schritte der Herstellung, Reinigung und Konservierung der Phagemide erfolgten wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben.
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(nach Schlehuber, 2001)

Nach jedem Anreicherungszyklus wurde die Phagemidkonzentration ausgewählter Waschlösungen sowie der Elutionslösung bestimmt, um den Verlauf der Selektion zu beurteilen.

Hierzu wurden Verdünnungsreihen der Phagemidlösungen in sterilem PBS bis zu einer maximalen Verdünnungsstufe von 10-8, das heißt mit einem typischen Phagemidgehalt von 103 bis 104 cfu / ml hergestellt. 90 µl der exponentiell wachsenden Zellkultur, die auch zur Amplifizierung eluierter Phagemide benutzt wurde (Abschnitt 2.3.4), wurden mit 10 µl der kurz zuvor auf 37 °C temperierten Phagemidverdünnung gemischt und für 30 min bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Zur Kontrolle der verwendeten Bakterienkultur auf Kontaminationen wurde zusätzlich ein Ansatz nur mit PBS hergestellt. Die Zellen wurden anschließend kurz auf Eis gestellt und die gesamte Suspension von 100 µl auf LB / Amp-Agarplatten ausplattiert. Nach Inkubation der Platten über Nacht bei 37 °C wurde der Phagemidtiter durch Auszählen der Klone als cfu / ml bestimmt und um den Verdünnungsfaktor korrigiert. Nach Normalisierung der erhaltenen Phagentiter gegen den Ausgangstiter der eingesetzten Phagemide, dessen Wert auf 1 gesetzt wurde, wurde der Verlauf der Selektion mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) graphisch dargestellt.
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(nach Schlehuber, 2001)

Nach der Affinitätsanreicherung wurde ein Filter Sandwich Colony Screening Assay (Skerra et al., 1991) zur Identifizierung bindungsaktiver BBP-Varianten durchgeführt. Die angereicherten BBP-Varianten wurden dazu als Fusionsproteine mit der Albumin-Bindungsdomäne (ABD) hergestellt. Diese Domäne diente der gerichteten Immobilisierung der Varianten auf einer mit humanem Serum Albumin (HSA) beschichteten Oberfläche (König & Skerra, 1998).

Das Fusionsgen wurde ausgehend von der gereinigten Plasmid-DNA der angereicherten BBP-Varianten (siehe Abschnitt 2.2.3.1) durch Restriktion der BstXI-Genkassette (siehe Abschnitt 2.2.4.2) und anschließender Subklonierung (siehe Abschnitte 2.2.4.3, 2.2.5.1 und 2.2.6.3) auf das analog verdaute Rückgrat der Vektoren pBBP22 oder pBBP61 (siehe Abschnitt 2.1.1 bzw. Abbildung 5) hergestellt. Der Vektor pBBP61 trägt zur Verbesserung der Löslichkeit des Fusionsproteins zwischen dem Strukturgen des BBP und der AB-Domäne den natürlichen Linker des Protein G. Der Ligierungsansatz wurde entweder zur Transformation ultra-kompetenter und chemisch-kompetenter (siehe Abschnitt 2.2.2.2 und 2.2.2.3) oder elektro-kompetenter (siehe Abschnitt 2.2.2.4) E. coli TG1-F– Zellen verwendet.

Die Transformanden wurden anschließend auf die Produktion von BBP-Varianten mit Bindungsaktivität für das Zielmolekül Doxorubicin durchmustert. Dazu wurde auf eine LB / Amp-Agarplatte eine hydrophile PVDF-Membran (Millipore, Typ GVWP oder GVPP, Porendurchmesser 0,22 µm) aufgelegt. Zur Herstellung von Primärmembranen wurden 100 – 200 µl der Zellsuspension des Transformationsansatzes gleichmäßig ausplattiert. Auf die Sekundärmembran wurden die positiven Kolonien des Primärfilters als Doppelproben aufgetragen. Die Primärplatten wurden für 7,5 h und die Sekundärplatten für 5 – 6 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, bis die Kolonien auf einen Durchmesser von etwa 0,5 – 1,0 mm angewachsen waren.

In der Zwischenzeit wurde eine hydrophobe Membran (Millipore, Immobilon-P, Porendurchmesser 0,45 µm) nach Angaben des Herstellers mit PBS angefeuchtet, das heißt nacheinander für je 5 min in 20 ml Methanol, Wasser und PBS geschwenkt. Anschließend wurde sie für 4 h bei RT in 12,5 ml einer Lösung von 10 mg / ml HSA in PBS geschwenkt. Verbliebene Bindungsstellen auf der Membran wurden durch Inkubation mit dem gleichen Volumen 3 % (w / v) BSA, 0,5 % (v / v) Tween 20 in PBS für 2 h bei RT abgesättigt. Die Membran wurde zweimal für jeweils 10 min mit 20 ml PBS gewaschen und danach für 10 min in 10 ml LB / Amp-Medium, dem 200 µg / L Anhydrotetrazyklin (Stammlösung 2 mg / ml in DMF) zugesetzt worden war, geschwenkt. Anschließend wurde sie auf eine LB / Amp-Agarplatte, die zusätzlich 200 µg / L Anhydrotetrazyklin enthielt, gelegt.

Die vorbereitete, mit den Kolonien bewachsene, hydrophile Membran wurde deckungsgleich auf die hydrophobe Membran aufgelegt. Die Kulturplatten mit den beiden Primärmembranen wurden bei 22 °C für 12 h inkubiert. Demgegenüber lag die Inkubationszeit der sekundären Membranen bei 9 – 10 h. Während dieser Phase wurden die jeweiligen BBP-Varianten als Fusionsproteine von den Kolonien sekretiert und durch die Komplexbildung zwischen der Albumin-Bindungsdomäne und dem HSA auf der unteren Membran immobilisiert.

Danach wurde die obere Membran mit den Kolonien auf eine frische LB / Amp-Agarplatte transferiert und bei 4 °C aufbewahrt. Die hydrophobe Membran wurde abgenommen, dreimal für jeweils 10 min mit 20 ml PBS / T gewaschen und anschließend lichtgeschützt für 1 h mit 10 ml einer Doxorubicin-Konjugat-Lösung inkubiert. Die Primärfilter wurden mit dem identischen monovalenten Konjugat des Doxorubicins entsprechend der Konjugateverwendung während der Phage Display-Anreicherung der BBP-Varianten inkubiert. Das bedeutet, dass für die Primärfilter der Anreicherung aus der nativen BBP-Zufallsbibliothek (siehe Abschnitt 3.5.2) ein Doxo-Biotin-Konjugat (siehe Abschnitt 2.8.1) mit einer Endkonzentration von 1,0 µM verwendet wurde. Zugehörige sekundäre Positivfilter wurden in Gegenwart von 0,1 – 1,0 µM Doxo-Biotin geschüttelt. Als Negativkontrolle diente in diesen Fällen ein identisch hergestellter Filter, der nicht mit dem Konjugat des Zielmoleküls inkubiert jedoch derselben chromogenen Nachweisreaktion (siehe unten) unterzogen wurde. Um die spezifische Komplexierung des Zielmoleküls in der Bindungstasche der Varianten zu überprüfen, wurden identische sekundäre Filter mit 0,1 µM Doxo-Biotin und zusätzlich einem tausendfachen Überschuss entsprechend 0,1 mM ANS als kompetitivem Liganden inkubiert (siehe Abschnitt 3.5.3).

Die Komplexbildung zwischen immobilisierter BBP-Variante und Zielmolekül-Konjugat wurde mittels einer chromogenen Nachweisreaktion (Stuyver et al., 2003) geführt. Dazu wurden die Membran nach zweimaligem Waschen für 5 min in 20 ml PBS / T zunächst 1 h mit 10 ml ExtrAvidin®-Alkalische Phosphatase-Konjugat (1 / 10 000 in PBS / T verdünnt) oder Anti-Digoxigenin-Fab-Alkalische Phosphatase-Konjugat (1 / 2 000 in PBS / T verdünnt) inkubiert. Anschließend wurde für jeweils 5 min mit 20 ml PBS / T und zweimal mit 20 ml PBS gewaschen und schließlich kurz in AP-Puffer geschwenkt. Die Anfärbung erfolgte durch Inkubation der Membran mit 10 ml AP-Puffer inklusive 30 µl 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat, p-Toluidin-Salz (BCIP; 50 mg / ml in DMF) und 5 µl Nitro Blue Tetrazolium (NBT; 75 mg / ml in 70 % (v / v) DMF) bis an den Positionen bindungsaktiver Kolonien deutliche Farbsignale zu erkennen waren. Auf diese Weise wurde die Bindungsaktivität, der von diesen Kolonien produzierten BBP-Varianten für das Zielmolekül nachgewiesen.

Kolonien der Primärfilter, die starke Farbsignale zeigten, wurden ausgewählt und von der Primärmembran doppelt auf eine Elternplatte übertragen. Diese wurde zunächst 12 h bei 37 °C inkubiert und dann bei 4 °C gelagert wurde. Die Elternplatte diente als Ausgangspunkt für die Erstellung der Sekundärfilter.
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(nach Schlehuber, 2001)

Zur Produktion rekombinanter BBP-Varianten in E. coli wurde das Expressionsplasmid pBBP21 (Abbildung 28) verwendet. 50 ml LB / Amp-Medium wurden mit einer entsprechend transformierten Kolonie der E. coli-Stämme JM83 oder TG1-F– (siehe Abschnitt 2.1.1), die zur Herstellung löslicher BBP-Varianten mit internen Amber-Stoppkodons geeignet waren, angeimpft und bei 30 °C und 200 rpm über Nacht im Schüttelinkubator kultiviert. Danach wurden 2 L LB / Amp-Medium im Verhältnis 1 / 50 mit der stationären Übernachtkultur angeimpft. Nach Erreichen einer Zelldichte von OD550 = 0,5 durch Inkubation der Kultur bei 22 °C und 180 rpm wurde die Biosynthese der rekombinanten Proteine durch Zugabe von Anhydrotetrazyklin (Stammlösung 2 mg / ml in DMF) mit einer Endkonzentration von 200 µg / L induziert und in Abhängigkeit des herzustellenden Proteins für weitere 2,5 – 3 h inkubiert.

Die Zellen wurden durch Zentrifugieren (SLA-3000, 4200 g, 4 °C, 15 min) geerntet. Anschließend wurde das Medium vollständig dekantiert und das Zellsediment in insgesamt 1 / 100 des Kulturvolumens (20 ml) eiskaltem Periplasma-Aufschlusspuffer (100 mM Tris / HCl pH 8,0, 500 mM Saccharose, 1 mM EDTA) resuspendiert. Die gelösten Zellen wurden in einem 50 ml Falcon-Röhrchen vereinigt und für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Sphäroplasten in zwei aufeinander folgenden Zentrifugationsschritten abgetrennt (Sigma 4K10, 4420 g, 4 °C, 20 min sowie SS-34, 27200 g, 4 °C, 15 min). Der erhaltene periplasmatische Extrakt wurde sterilfiltriert (Porendurchmesser 0,45 µm) und über Nacht gegen 2 L SA-Chromatographie-Puffer (siehe Abschnitt 2.6.1.1) dialysiert.

Zur späteren SDS-PAGE-Analyse (siehe Abschnitt 2.6.2) der Proteinpräparation wurden Proben des Gesamtzellaufschlusses bereitgestellt. Dazu wurde 1 ml der Kultur vor Beginn der Proteinbiosynthese der rekombinanten Proteine und am Ende der Synthese entnommen, zentrifugiert (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, 4 °C, 2 min) und der Überstand abgezogen. Das erhaltene Zellsediment wurden in 80 µl Benzonase-Lösung (12,5 U / ml in Benzonase-Puffer) resuspendiert und mit 20 µl 5-fach Auftragungspuffer (reduzierend) für die SDS-PAGE gemischt. Nach Inkubation für 1 h auf Eis und nachfolgender Hitzebehandlung im Thermoblock (5 min, 95 °C) wurde das Gesamtzellprotein bei – 20 °C eingefroren oder direkt für die SDS-PAGE verwendet.
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(nach Schlapschy, 2004 und Breustedt, 2008)

Für die physikochemische / biophysikalische Charakterisierung der BBP-Varianten (siehe Abschnitt 2.7) wurden teilweise größere Mengen der rekombinanten Proteine benötigt und nach einem von Schiweck & Skerra (1995) etablierten diskontinuierlichen Fermentationsverfahren in E. coli produziert.

Die Bakterienzellen wurden dazu in einem 10 L Fermenter in 8 L synthetischem Mineralsalzmedium kultiviert, dem bei Bedarf Ammoniak als Stickstoff- und Glukose als Kohlenstoffquelle zugeführt wurde. Durch Kontroll- und Regeleinheiten für die Temperatur, den pH-Wert (über die Ammoniaklösung) und den Sauerstoffpartialdruck wurden homöostatische Bedingungen über den gesamten Verlauf der Fermentation gewährleistet. 

Für die Expression wurden die E coli-K12-Stämme JM83proΔskp, MC4100Δskp und W3110 (siehe Abschnitt 2.1.1) mit dem Expressionsplasmid pBBP21 bzw. dessen BBP-Varianten kodierenden Plasmidderivaten transformiert (siehe Abschnitt 2.2.2). In einigen Fällen wurden die Zellen zusätzlich mit einem zweiten Plasmid pTUM4 (Schlapschy et al., 2006) kotransformiert. Dieses Plasmid kodierte für die Faltungshelferproteine DsbA, DsbC, FkpA und SurA und verbesserte durch erhöhte, zelluläre Löslichkeit der rekombinanten Proteine die Überlebensfähigkeit der Wirtszellen während der Proteinbiosynthese der Fremdproteine. Da die Selektion auf das Plasmid pTUM4 durch Chloramphenicol-Resistenz vermittelt war, wurde in diesem Fall das entsprechende Kulturmedium zusätzlich mit 30 mg / L dieses Antibiotikums versetzt.

Als Initialkultur wurden 2 ml LB-Selektivmedium mit einer frisch transformierten Einzelkolonie angeimpft und für 10 – 12 h bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Die Anzucht der Vorkultur erfolgte in 360 ml Mineralsalzlösung, der 40 ml 20 % (w / v) Glukose, 4,0 ml 1 M MgSO4, jeweils 400 µl Antibiotika-Stammlösung (Ampicillin-Stammlösung 100 mg / ml; Chloramphenicol-Stammlösung 30 mg / ml in 70 % EtOH) und 400 µl Thiamin-Hydrochlorid-Stammlösung zugesetzt worden waren. Die Vorkultur wurde im Verhältnis 1 / 1000 mit der Initialkultur angeimpft und für etwa 26 h bei 30 °C und 200 rpm inkubiert. 

Die Zelldichte der stationären Vorkultur betrug typischerweise OD550 = 1,5 – 2,0. Die optische Dichte wurde mittels einer entnommenen Probe bestimmt, die entsprechend mit der Mineralsalzlösung verdünnt wurde. Der 10 L Fermenter wurde mit 7 L Mineralsalzlösung befüllt, sterilisiert und auf der Magnetrühreinheit fixiert. Vor dem Animpfen wurde auf 30 °C temperiert und über einen Trichter folgende sterile Lösungen zugegeben: 800 ml 20 % (w / v) Glukose, 80 ml 1 M MgSO4, je 8,0 ml entsprechende Antibiotika- und Thiamin-Hydrochlorid-Stammlösung, je 4,0 ml FeCl3- und Zn(OAc)2-Lösung, 10 ml Spurenelement-Lösung und 200 µl 30 %-ige Antifoam A-Fertiglösung. Die Belüftung fand zu Beginn mit Druckluft statt, woraufhin dem im begasten Medium herrschenden Sauerstoffpartialdruck der relative Wert "100 %" zugewiesen wurde. Während der Fermentation wurde der Sauerstoffpartialdruck auf einem Wert  30 % des ursprünglichen Sättigungsdrucks durch gesteuerte Begasung mit Druckluft bzw. später reinem Sauerstoff gehalten. Gleichzeitig wurde der pH-Wert durch Titration mit 12,5 % (w / v) Ammoniak bei pH 7,0 konstant gehalten. Die Rührgeschwindigkeit betrug 470 rpm (entsprechend 40 % der Maximalleistung des Gerätes). Das Medium wurde mit der gesamten stationären Vorkultur angeimpft und für 2 h bei 30 °C inkubiert. Dann wurde die Temperatur auf 25 °C erniedrigt und erneut 600 µl Antifoam A-Fertiglösung zugegeben. Die Bakterienkultur konnte nun bis zum Erreichen einer Zelldichte von OD550 ≈ 5,0 am nächsten Morgen, maximal jedoch für acht Stunden unbeaufsichtigt gelassen werden. Um die Bakterienkultur während der exponentiellen Wachstumsphase ausreichend mit Kohlenstoff zu versorgen, wurde 50 % (w / v) Glukose nach folgendem Protokoll zudosiert: 

Ab einer Zelldichte von OD550 = 7,5 Zugabe von 28 ml / h
= 12,5 Zugabe von 40 ml / h
= 18,5 Zugabe von 60 ml / h
= 22,5 Zugabe von 80 ml / h

Des Weiteren wurden der Kultur bei OD550 = 13 nochmals je 4,0 ml FeCl3- und Zn(OAc)2- Stammlösung sowie 10 ml der Spurenelement-Lösung zugesetzt. Die Genexpression wurde bei einer Zelldichte von OD550 = 20 durch Zugabe von 0,5 mg aTc / L Kultur (Stammlösung 5 mg / ml in DMF) induziert, die Kultivierung für weitere 1,75 – 2,5 h fortgesetzt und die Zellen dann zügig durch Zentrifugieren (Sorvall RC 3B plus-Zentrifuge, H-6000 A-Rotor, 7300 x g, 4 °C, 20 min) in 4 °C kühlen Zentrifugenbechern geerntet.

Die sedimentierten Zellen wurden mittels eines Spatels vorsichtig abgeschabt und in ein eiskaltes 1000 ml-Becherglas überführt und in gekühltem Periplasma-Aufschlusspuffer (siehe Abschnitt 2.5.1) für 10 min auf einem Magnetrührer (300 rpm) resuspendiert. Das eingesetzte Puffervolumen betrug 2,0 ml L-1 OD-1 der Kultur. Um einen quantitativen Periplasma-Aufschluss zu gewährleisten wurde die Zellsuspension anschließend auf 15 mM EDTA (0,5 M EDTA-Stammlösung pH 8,0) und 250 µg / ml Lysozym (Stammlösung 20 mg / ml in Aufschlusspuffer, frisch angesetzt) eingestellt und für 20 min auf Eis gerührt. Der periplasmatische Proteinextrakt wurde in einem ersten Zentrifugationsschritt (SLA-1500 Rotor, 20000 x g, 4 °C, 20 min) von den Sphäroplasten grob getrennt und in einem nachfolgenden zweiten (40 min, unter sonst gleichen Bedingungen) von Zellresten geklärt. Anschließend wurde der periplasmatische Proteinextrakt gegen SA-Puffer dialysiert (dreimal gegen 10 L). Ausgefallene Komponenten wurden durch Zentrifugieren (SLA-1500-Rotor, 20000 x g, 4 °C, 30 min) und anschließendes Filtrieren (Porendurchmesser 0,45 µm) abgetrennt. Die erhaltene Proteinlösung wurde entweder sofort affinitätschromatographisch (siehe Abschnitt 2.6.1.1) gereinigt oder portioniert bei – 20 °C gelagert.
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(nach Schlehuber, 2001)

Die in dieser Arbeit beschriebenen, eigenständig produzierten Proteine lagen allesamt als Fusionsproteine mit dem Strep-tag II Affinitätsanhängsel (Skerra & Schmidt, 2000) vor und wurden daher mittels Streptavidin-Affinitätschromatographie aus der periplasmatischen Zellfraktion von E. coli (siehe Abschnitt 2.5) gereinigt. Dazu wurde die extrahierte Periplasmafraktion einer 2 L-Schüttelkultur über Nacht bei 4 °C gegen das hundertfache Volumen SA-Puffer dialysiert; demgegenüber wurde bei den Fermentationen dreimal gegen das zehnfache Volumen an SA-Puffer umgepuffert. Danach wurden die Proteinlösungen zur Entfernung von Proteinaggregaten filtriert (Porendurchmesser 0,45 µM). Es wurden abhängig von der erwarteten Menge an rekombinantem Protein Streptavidin-Sepharose-Säulen mit kovalent immobilisierter Streptavidin-Mutante Nr. 1, dem so genanten Strep-Tactin (Voss & Skerra, 1997), entsprechend einer Beladung an Streptavidin von 5 mg / ml mit Bettvolumina von 2 ml, 4 ml, 8 ml oder 16 ml bei Flussraten von 10 SV / h betrieben. Zunächst wurden die Säulen mit SA-Puffer bis zum Erreichen einer konstanten Basislinie, die anhand der Absorption bei 280 nm bestimmt wurde, äquilibriert. Nach dem Auftragen der Periplasmafraktion auf die Säule wurde diese mit SA-Puffer gespült, bis die Absorption des Eluats annähernd den Ausgangswert erreicht hatte. Das über das Strep-tag II gebundene rekombinante Protein wurde anschließend mit einer 2,5 mM Lösung von D-Desthiobiotin in SA-Puffer kompetitiv eluiert. Zur Regenerierung wurde das D-Desthiobiotin durch Spülen mit 5 mM HABA in SA-Puffer verdrängt, bis das Säulenmaterial eine intensive Orangefärbung aufwies. Das gebundene HABA wurde schließlich durch Waschen mit SA-Puffer bis zur vollständigen Entfärbung der Säule und Einstellung der Basislinie entfernt. Fraktionen, die das gereinigte Protein enthielten, wurden durch SDS-PAGE ermittelt, vereinigt und bei 4 °C gelagert.
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(nach Schlehuber, 2001)

Die Größenausschluss-Chromatographie (Gelfiltration) ermöglicht die Trennung von Proteinen aufgrund ihrer unterschiedlichen molaren Masse und Form. In der vorliegenden Arbeit wurde das Verfahren im analytischen Maßstab zur Untersuchung der Integrität und des monomeren Charakters des rekombinant hergestellten Wt-BBP und seiner Varianten verwendet (siehe Abschnitt 3.6.2 und 3.6.3). Ferner wurde das Verfahren präparativ als "Polishing"-Schritt zur Abtrennung von Aggregatanteilen und zur Feinreinigung des Wt-Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplexes (siehe Abschnitt 3.4.2), des AGP und des Wt-BBP sowie der im Zuge dieser Arbeit selektierten BBP-Varianten genutzt.

Alle verwendeten Chromatographie-Puffer wurden vor Verwendung sterilfiltriert (Porendurchmesser 0,45 µM) und durch Anlegen eines Vakuums für 30 min unter Rühren entgast. Für die analytischen Läufe wurde eine Superdex75 HR 10 / 30-Säule mit einem Bettvolumen von 24 ml und einen Auflösungsbereich von 3 – 75 kDa verwendet. Die Säule wurde an einem ÄktaPurifier-HPLC-System mit einer konstanten Flussrate von 0,5 ml / min bei einem maximalen Druck von 1,8 MPa betrieben. Zunächst wurde die Säule mit 2 SV des Chromatographiepuffers (in der Regel PBS / E) äquilibriert, bevor die Probe durch Injektion mittels einer Probenschleife von 200 µl oder 500 µl auf die Säule aufgetragen wurde. Die Elution erfolgte mit 1 SV des Chromatographiepuffers, wobei die gewünschten, das Protein enthaltenden Eluatfraktionen mittels eines Fraktionskollektors zu je 0,1 – 1,0 ml gesammelt wurden. 

Die präparative Reinigung des Wt-BBP und seiner Varianten wurde – sofern nicht wie bei kleineren Ansätzen im analytischen Maßstab wie oben beschrieben vorgegangen wurde – an einer Superdex75 HiLoad 16 / 60 Prep Grade-Säule durchgeführt. Diese besitzt ein Bettvolumen von 120 ml bei einem Auflösungsbereich von 3 – 75 kDa. Vor der Trennung der Proteine wurde die Säule mit einer Flussrate von 1 ml / min bei einem maximalen Druck von 0,3 MPa mit 2 SV des Chromatographiepuffers (in der Regel PBS / E) an einer ÄktaExplorer äquilibriert. Die Proteinlösung wurde mittels einer 2 ml Probenschleife auf die Säule appliziert und mit 1 Säulenvolumen des Chromatographiepuffers eluiert, wobei mit einem Kollektor Fraktionen von jeweils 1,0 – 2,0 ml aufgefangen wurden.

Die Reinigung des Wt-Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplexes zum Zweck der kompetitiven Elution während des Phage Display (siehe Abschnitt 3.4.2) wurde mit einer präparativen HiPrep16 / 60 Sephacryl S-300 HR-Säule an einem ÄktaExplorer-HPLC-System durchgeführt. Die Säule besitzt ein Bettvolumen von 120 ml bei einem Trennungsbereich von 10 – 150 kDa. Vor der Trennung der Proteine wurde die Säule mit einer Flussrate von 1 ml / min bei einem maximalen Druck von 0,3 MPa mit 2 SV PBS pH 7,4 äquilibriert. Die Proteinlösung wurde mittels einer 5 ml Probenschleife auf die Säule aufgetragen und der Komplex anschließend mit 1,5 SV des Chromatographiepuffers eluiert, wobei mit einem Kollektor Fraktionen von jeweils 2,0 ml aufgefangen wurden. Die Säule wurde in diesem Fall mit Alufolie umwickelt, um eine mögliche lichtinduzierte Degradation des Doxorubicins durch die lange Expositionszeit zu verhindern!

Alle Säulen wurden mit Proteinen bekannter Molekularmasse kalibriert, um die erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren. Der Verlauf der Chromatographie und die Retentionszeiten bzw. Retentionsvolumina wurden anhand der Absorption des Eluats bei 280 nm beobachtet. Anschließend wurde die Reinheit bzw. der Proteingehalt ausgewählter, gesammelter Fraktionen mittels SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.6.2) bzw. Absorptionsmessung (siehe Abschnitt 2.6.3) analysiert.

Die Säulen wurden durch Spülen mit 1 SV 0,5 M NaOH regeneriert und anschließend mit mindestens 2 SV bidestilliertem Wasser bis zum Erreichen eines neutralen pH-Werts gespült. Daraufhin wurde die Säule entweder für einen neuerlichen Lauf äquilibriert oder in 1 SV 20 % Ethanol überführt und bei RT gelagert.
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(nach Schlehuber, 2001)

Die Untersuchung der Homogenität und Integrität gereinigter Proteinlösungen (siehe Abschnitt 2.6.1) wurde unter denaturierenden Bedingungen mittels diskontinuierlicher Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese SDS-PAGE (Laemmli, 1970) mit dem Puffersystem von Fling & Gregerson (1986) durchgeführt. Durch Anlagerung der aliphatischen SDS-Moleküle an das Peptidrückgrat des Proteins erhält das Biomakromolekül eine negative Nettoladung. Bedingt durch den Molekularsiebeffekt des Polyacrylamid-Gels verhält sich die elektrophoretische Mobilität des Proteins annähernd umgekehrt proportional zum Logarithmus seiner Molmasse. Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die getrennten Proteine durch Anfärben mit Coomassie-Brillantblau R250 sichtbar gemacht. 

Die Gele wurden in ein sorgfältig gesäubertes, über einen Abstandshalter getrenntes Paar Glasplatten (10 x 8 cm) gegossen. Dazu wurden die Platten übereinander gelegt, mit einer Silikondichtung versehen und mit Metallklammern befestigt. Die so entstandene Gelkammer wurde anschließend mit 4,5 ml des Trenngelgemisches mit einem Polyacrylamidgehalt von 15 % zügig befüllt. Diese Gelmischung bestand aus 5,0 ml 30 % (w / v) Acrylamid / Bisacrylamid-Stammlösung, 2,5 ml 4-fach Lower Tris, 2,5 ml Wasser und 2,5 µl TEMED. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 50 µl einer 10 % (w / v) Lösung des Radikalstarters APS initiiert. Anschließend wurde das Gel mit 1,0 – 2,0 ml Isopropanol überschichtet. Diese Schutzschicht wurde nach etwa 45 min vom entstandenen Polymer abgegossen. Das Sammelgel setzte sich aus 1,0 ml 30 % (w / v) Acrylamid / Bisacrylamid-Stammlösung, 1,5 ml 4-fach Upper Tris, 3,5 ml Wasser und 3,0 µl TEMED zusammen. Durch Zugabe von 36 µl 10 % (w / v) APS-Lösung wurde die Polymerisation gestartet und die Sammelgellösung auf das Trenngel pipettiert. Dann wurde der Taschenformer luftblasenfrei eingesetzt. Nach Erstarren wurde das Gel in eine vertikale Elektrophoreseapparatur, deren Pufferreservoirs mit Laufpuffer gefüllt wurden, eingespannt. Die Proteinproben wurden in einem Volumen von 20 µl angesetzt, mit 5 µl 5-fach Auftragungspuffer (reduzierend oder nicht-reduzierend) versetzt und für 5 min bei 95 °C im Thermoblock denaturiert. Die Proben wurden nach Herausziehen des Taschenformers und Spülen der Taschen mit Puffer zu jeweils 20 µl aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer maximalen Spannung von 120 V und einer maximalen Stromstärke von 30 mA für eine Dauer von 160 min oder bis zum Austreten des Bromphenolblau-Markers aus dem Trenngel vollzogen. Das Gel wurde anschließend aus den Glasplatten gelöst und nach Abtrennung des Sammelgels angefärbt. Dafür wurde das Gel komplett mit Coomassie-Brillantblau R250-Färbelösung bedeckt und für 20 min geschwenkt. Dann wurde das Gel mit Entfärbelösung bis zum Verblassen des Hintergrunds inkubiert. Die Entfärbelösung wurde dabei einige Male erneuert. Die Lagerung des Gels erfolgte in Aufbewahrungslösung bei 4 °C. Zur dauerhaften Lagerung wurden die Proteingele auf Whatman-Papier 3MM im Geltrockner bei 80 °C für 1 h unter Vakuum getrocknet. Um sie zu dokumentieren, wurden die Gele entweder fotografiert oder gescannt.
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(nach Schlehuber, 2001)

Für den immunochemischen Nachweis eines bestimmten Proteins in einem Proteingemisch wurde die Methode des Western-Blotting angewandt. Das mittels SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.6.2) getrennte Proteingemisch wurde durch Elektrotransfer auf eine hydrophobe Membran übertragen und das gesuchte Protein in einem nachfolgenden immunochemischen Nachweisverfahren selektiv angefärbt.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das erhaltene Trenngel für 20 min in Transferpuffer (20 % (v / v) Methanol in 1-fach SDS-Laufpuffer) eingelegt. Der Elektrotransfer erfolgte auf eine Nitrozellulose- oder Immobilon-P-Membran. Für den Elektrotransfer wurden 8 Blatt Whatman-Filterpapier 3MM und die zu verwendende Membran entsprechend der Größe des Trenngels passend zurechtgeschnitten und in Transferpuffer getränkt. Die Immobilon-P-Membran wurde dafür nach Herstellerangaben (Millipore, Eschborn) vorbereitet. Anschließend wurden 4 dieser Filterpapiere luftblasenfrei übereinander auf die Edelstahl-Kathode der Elektroblotapparatur gelegt. Darauf wurde das Trenngel, die mit Transferpuffer benetzte Membran sowie weitere 4 Blatt Filterpapier gestapelt. Nach Aufsetzen der Graphit-Anodenplatte wurde der Elektrotransfer für 1 h bei einer konstanten Stromstärke von 50 mA (~ 1 mA / cm2) vollzogen. Die Membran wurde anschließend dreimal für jeweils 15 min in 20 ml PBS / T geschwenkt.

Der immunochemische Nachweis des Wt-BBP bzw. seiner angereicherten Varianten erfolgte über das C-terminale Strep-tag II Affinitätsanhängsel der rekombinant hergestellten Proteine mit einem Alkalische Phosphatase-Konjugat der Streptavidinmutante Strep-Tactin (Voss & Skerra, 1997). Dazu wurde die Membran 1 h mit 10 ml Strep-Tactin-Alkalische Phosphatase-Konjugat (1 / 1000 in PBS / T verdünnt) inkubiert. Die Membran wurde danach dreimal für jeweils 5 min mit 20 ml PBS / T und einmal mit AP-Puffer gewaschen. Für die anschließende chromogene Nachweisreaktion (Stuyver et al., 2003) wurde die Membran in 20 ml AP-Puffer, mit 60 µl 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat, p-Toluidin-Salz (BCIP, 50 mg / ml in DMF) und 10 µl Nitro Blue Tetrazolium (NBT, 75 mg / ml in 70 % (v / v) DMF) inkubiert (siehe Abschnitt 2.4), bis die Proteinbanden deutlich sichtbar waren. Nach Erreichen der gewünschten Farbintensität wurde die Reaktion durch mehrmaliges Waschen mit bidestilliertem Wasser gestoppt und die Membran zwischen zwei Filterpapieren getrocknet.
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(nach Schlehuber, 2001 und Schlapschy, 2004)

Die Konzentration c von Proteinlösungen wurde durch Messung der Absorption bei 280 nm (A280) in einer Quarzküvette der Schichtdicke d (1 cm) und unter Korrektur der Eigenabsorption des verwendeten Puffers mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes berechnet:
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Der Extinktionskoeffizient ε des jeweiligen Proteins wurde – sofern nicht direkt aus Literaturquellen entnommen – nach der Methode von Edelhoch (1967) mittels des auf dem ExPASy-Server (siehe Abschnitt 2.9) frei zugänglichen Computerprogramms ProtParam (Wilkins et al., 1999) ermittelt (Tabelle 2). Dabei werden die Absorptionsbeiträge der Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin und Cystein für eine vollständig entfaltete Polypeptidkette (Gill & von Hippel, 1989) addiert. Bei der Berechnung wurde berücksichtigt, ob es sich um freie oder verbrückte Cysteinreste handelte. Ferner wurden für die Trp- und Tyr-Aminosäuren die von Pace (1995) ermittelten Extinktionskoeffizienten zugrunde gelegt.
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		Protein

		280 [M-1cm-1]



			Wt-BBP-Strep-tag II

		54 150



			F1K18-Strep-tag II

		53 860



			F1K27-Strep-tag II

		55 350



			FluA-Strep-tag II

		59 755



			DigA16-Strep-tag II

		53 580



			AGP-Strep-tag II

		36 960



			NGAL-Strep-tag II

		29 930



			RBP-Strep-tag II

		38 870



			Tlc-Strep-tag II

		17 960



			Core Streptavidin (pro UE)

		35 600
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(nach Schlapschy, 2004)

Die verschiedenen physikochemischen / biophysikalischen Experimente (siehe Abschnitt 2.7) benötigten zum Teil konzentrierte Proteinlösungen. Dazu wurde die gereinigte Proteinlösung (siehe Abschnitt 2.6.1) zunächst dreimal gegen den gewünschten Puffer dialysiert. Anschliessend wurde das Volumen der Proteinlösung unter Verwendung einer Amicon®-Konzentriereinheit mit einer Ausschlussgröße von 10 kDa durch Zentrifugieren (Sigma 4K10, 4 °C, 3000 g) entsprechend eingeengt. Etwaige Proteinaggregate wurde durch Zentrifugieren (Eppendorf 5415 C, 16000 x g, 4 °C, 1 min) der Proteinlösung durch eine Spin-X Filtrationseinheit (Porendurchmesser 0,45 µM) entfernt. Die Konzentration einer genügend verdünnten Probe der Lösung wurde schließlich durch Messung der Absorption bei 280 nm bestimmt, und die Proteinlösung bei 4 °C gelagert. Das Permeat wurde in der Regel mittels Absorptionsmessung und Anwendung von Gleichung (1) auf Proteindurchbruch kontrolliert.
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Diese Methode beruht auf der Einstellung des Konzentrationsgleichgewichts des untersuchten Analyten – in diesem Fall des Haptenliganden Doxorubicin – zwischen zwei voneinander durch eine semipermeable Membran getrennten Kompartimenten. In der sogenannten Proteinkammer befand sich das den Liganden komplexierende Biomakromolekül, dessen Größe oberhalb der gewählten molekularen Ausschlussgröße der Dialysemembran war und somit nicht auf die Pufferkammerseite diffundieren konnte. Um während der Einstellung des Gleichgewichts eine Änderung des Volumens bedingt durch Osmose zu verhindern (Lima et al., 1983), wurden beide Kammern mit der analogen Konzentration der Ligandenlösung befüllt. Nach Komplexierung des Liganden durch das Protein und Einstellung des Gleichgewichts war die Konzentration des ungebundenen Haptens auf beiden Kammerseiten identisch. Die Konzentration des spektroskopisch aktiven Liganden wurde anschließend auf der Seite der Proteinkammer (gebundener und ungebundener Ligand) und der zugehörigen Pufferkammer (unkomplexiertes Hapten) durch Absorptionsmessung bestimmt. Aus der Differenz der gemessenen Konzentrationen der beiden Kammerseiten einer Mikrodialyseeinheit wurde die Konzentration des komplexierten Liganden errechnet. Mittels der erhaltenen Wertepaare unterschiedlicher Ligandenausgangskonzentration wurde die Bindungskonstante des Proteins für Doxorubicin durch nicht-lineare Regression ermittelt. Die lineare Auftragung nach Scatchard (1949a) legte überdies die Anzahl der Bindungsstellen des Proteins für den Liganden offen. Die Gleichgewichtsdialyse wurde angewandt, um die Affinität des in E. coli exprimierten und über SA-Chromatographie gereinigten AGP (siehe Abschnitt 2.5.1 und 2.6.1.1) für Doxorubicin zu bestimmen (siehe Abschnitt 3.2.2).

Die DispoEquilibrium Dialyzer-Einheiten (Harvard Apparatus GmbH; March-Hugstetten) mit einem Füllvolumen von 25 – 75 µl pro Kammer und einer molekularen Ausschlussgröße der Zellulosemembran von 10 kDa wurden auf Seite der Proteinkammer zunächst mit jeweils 100 µM an löslichem, monomeren AGP in PBS / E pH 7,4 (sterilfiltriert; Porendurchmesser 0,45 µm) und variierenden Doxorubicinkonzentrationen (Stammlösung 2 mg / ml in H2O) im Bereich von 5 – 200 µM in einem Gesamtvolumen von 75 µl versehen. Die korrespondierenden Pufferkammern wurden jeweils mit der analogen Konzentration der Ligandenlösung in demselben Gesamtvolumen befüllt. Die Gleichgewichtseinstellung erfolgte lichtgeschützt bei 25 °C im Wasserbad für 24 h. Danach wurden die Proben durch Zentrifugieren (Eppendorf 5415 C, 20 x g, RT, 5 s) in ein 500 µl Reaktionsgefäß überführt und jeweils die Konzentration des Doxorubicins auf der Proteinseite und der korrespondieren Pufferkammerseite durch Absorptionsmessung bestimmt. Dazu wurden jeweils 50 µl Probenlösung mit 100 µl PBS / E versetzt und mittels eines Ultrospec 2000-UV / Vis-Spektralphotometers die Absorption im Bereich von 200 – 600 nm bei einer Geschwindigkeit von 250 nm / min unter Abzug des PBS / E Leerwerts abgegriffen. Die jeweilige Konzentration des spektroskopisch aktiven Liganden Doxorubicin wurde über den Absorptionswert bei 472 nm unter Berücksichtigung des Extinktionskoeffizienten, der vereinfacht als εintern des indefiniten Polymerisationsmodells (siehe Abschnitt 3.1.2.1) mit 7920 M-1cm-1 angesehen wurde, und der Verdünnung bestimmt.

Die Dissoziationskonstante (KD) wurde durch graphische Auftragung der erhaltenen Wertepaare der Konzentration [L]gebunden = [P  L] des im Komplex mit dem Biomakromolekül befindlichen Liganden gegen die jeweilige Konzentration [L] des unkomplexierten Liganden gemäß des Massenwirkungsgesetzes wie folgt ermittelt:
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bzw. nach Umformung:
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Hierbei bezeichnet [P] die Konzentration des unbeladenen Proteins, [P]T die Proteingesamtkonzentration und [P  L] die Konzentration des Protein / Liganden-Komplexes. Setzt man – anhand der Bilanzgleichungen für die bimolekulare Komplexbildung – die Konzentrationen [P] = [P]T – [P  L] in Gleichung (2) ein, so ergibt sich Gleichung (3). Die nicht-lineare Regressionsanalyse wurde mit dem Programm KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch Varianz von [P]T unter Minimierung der Fehlerquadrate durchgeführt.

Bei Auswertung der Wertepaare durch lineare Regression nach Scatchard (1949a) wurde r / c gegen r (r entspricht dem Bruchteil des komplexierten Proteins; c ist die Konzentration des freien Haptens) aufgetragen, woraus sich nach
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die Bindungskonstante (KA) als negative Steigung und die Anzahl der Ligandenbindungsstellen des Proteins als Wert des Abzissenschnittpunkts ergibt. 
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Die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) ist ein effizientes Messverfahren die entstehende Wärmeänderung (ΔQ) molekularer Wechselwirkungen direkt in Lösung zu bestimmen. Solche Interaktionen erzeugen oder absorbieren Wärme aus deren Änderung in der Regel ein komplettes thermodynamisches Profil der vorliegenden Reaktion, bestehend aus Assoziationskonstante (KA), Bindungsstöchiometrie (n), Enthalpieänderung (ΔH), freier Enthalpie- (ΔG) und Entropieänderung (ΔS) abgeleitet werden kann. Das hier verwendete Kalorimeter VP-ITC (MicroCal Inc., Northampton, MA, USA) besitzt zwei identische Messzellen, die aufgrund ihrer Nickel-Molybdän-Chrom-Legierung (Hastelloy®Alloy C-276) eine hohe thermische Leitfähigkeit aufweisen. Die Messzellen sind von einer temperierbaren, adiabatischen Kammer umschlossen. Ausgangspunkt der kalorimetrischen Messung ist eine vom Gerät erzeugte Temperaturdifferenz (ΔT) zwischen der Referenzzelle, die mit Wasser oder dem verwendeten Probenpuffer befüllt ist, und der Probenzelle. ΔT wird mit einer maximalen Abweichung von 10-4 K laufend aufgezeichnet. Zur Aufrechterhaltung dieser Temperaturdifferenz wird der Referenzzelle permanent ein konstanter Strom zugeführt. Zur Mikrokalorimetereinheit gehört weiterhin die automatische, in die Probenzelle einführbare Titrationsspritze zur Injektion und Durchmischung des Liganden. Das regelbare Gesamtinjektionsvolumen beträgt 250 µl. Nach Einspritzung eines Liganden oder Rezeptors bzw. Bindeproteins in die Messzelle erfolgt dort die intermolekulare Wechselwirkung mit dem Bindungspartner, die sich in der angesprochenen Wärmeänderung manifestiert. Um die thermische Differenz zwischen den beiden Zellen wieder herzustellen und das System somit isotherm zu halten, wird der Probenzelle ein zu ΔT proportionaler Regelstrom (differential power, ΔP) zugeführt (endotherme Reaktion) oder dieser Regelstrom ausgesetzt (exotherme Reaktion). Befindet sich das Gerät im thermischen Gleichgewicht so ist ΔP konstant, gleichbedeutend mit der Basislinie einer Messung. Die Regelleistung wird zeitabhängig gemessen und als ΔP in µcal / s angegeben. Integriert man das erhaltene Signal einer Einspritzung in die Probenzelle erhält man den Gesamtbetrag der durch die Injektion verursachten Wärmeänderung in kcal / mol des eingespritzten Liganden unter gleichzeitiger Kenntnis der Temperatur sowie der vorliegenden Konzentrationen bzw. Stöchiometrie der beteiligten Komplexierungspartner (MicroCal, 2003; Tellgmann, 1998).

Im Falle des Doxorubicins wurde mittels ITC die Verdünnungswärme bei Titration einer hochkonzentrierten, polymerisierten Lösung des Haptens in die Puffer enthaltende Probenzelle aufgezeichnet und dadurch die Dissoziationskonstante (KD) der Selbstassoziation des Haptenliganden Doxorubicin ermittelt (siehe Abschnitt 3.1.2.3). Dazu wurde die Probenzelle vor dem Experiment nach Herstellerangaben (MicroCal, 2003) gespült und die Messzelle mit 1,41 ml 50 mM Hepes / NaOH pH 7,4 luftblasenfrei befüllt. Auch die korrespondierende Referenzzelle wurde vor der Messung analog mit 1,41 ml H2O (Millipore) frisch befüllt. Sämtliche Puffer und die Referenz- bzw. Probenlösungen waren entgast und mit Ausnahme der Doxorubicinlösung sterilfiltriert (Porendurchmesser 0,45 µm). Im Fall des Doxorubicins waren in eigenen Versuchen hohe Ausbeuteverluste durch Wechselwirkung des hydrophoben Analyten mit der Filtermembran beobachtet worden. Die automatisierte Titrationsspritze wurde ebenfalls nach Herstellerangaben mit 300 µl 3,75 mM Doxorubicin in H2O (Millipore) aufgezogen und in die Probenzelle eingeführt. Die Zellen wurden anschließend auf 25°C äquilibriert und die Parameter der kalorimetrischen Titration über die elektronische, an einen Computer angeschlossene Steuereinheit des Geräts festgelegt. Das System befand sich im Ausgangsgleichgewicht sobald das ΔP-Signal einen stabilen, positiven Wert erreicht hatte, der maximal ± 1 µcal / s vom eingestellten Regelstrom der Referenzzelle abwich. Gleichzeitig musste die Temperaturdifferenz zwischen adiabatischer Kammer und den Zellen stabil 0,0 ± 0,05 °C betragen. Über die ITC-Äquilibrierungsoption "Auto" wurde die Einstellung des thermischen Gleichgewichts zwischen den Zellen (Basislinie) – unter Durchmischung der Messzelle bei 310 rpm – automatisch vorgenommen. Die Antwortzeit des ΔP auf die Einspritzung des Liganden wurde abhängig von der zu erwartenden Signalstärke durch die Auswahl eines der Modi "hoch", "niedrig" oder "passiv" festgelegt (MicroCal, 2003). Standardmäßig wurde die vom Hersteller empfohlene Einstellung "hoch" verwendet, wohingegen eine Verwendung der beiden anderen Modi lediglich im Falle langsam ablaufender thermischer Prozesse angezeigt ist. Anschließend wurde die Titration des Liganden in die Probenzelle gestartet, wobei die erste Injektion 60 s nach Beginn der Aufzeichnung erfolgte. In der Regel wurde der erste Titrationsschritt mit dem Minimalvolumen von 0,5 µl durchgeführt, gefolgt von 25 Titrationsschritten von je 7 µl. Die Dauer der Einspritzung in Sekunden betrug standardmäßig das Doppelte des Wertes des zugegebenen Volumens des Liganden in Mikroliter. Im vorliegenden Fall 14 s. Die Zeit zwischen zwei aufeinander folgenden Injektionen wurde mit 300 s angesetzt, um die Einstellung des thermischen Gleichgewichts zu gewährleisten.

Die erhaltenen Verdünnungswärmen der Titration des Doxorubicins in Puffer wurden zunächst um die Werte einer analog durchgeführten Referenzmessung durch Titration mit Wasser bereinigt. Anschließend wurden die Dissoziationskonstante KD und ΔHDissoz = – (ΔHDim) mittels des im Datenanalyseprogramm Origin enthaltenen Moduls VP-ITC Version 7.0 (siehe Abschnitt 2.9) graphisch durch nicht-lineare Regression bestimmt (MicroCal, 2004). Hierfür wurde das integrierte Dimer-Dissoziationsmodell des Programms mit den Gleichungen (7) – (10) zugrunde gelegt. Abgesehen von einem Faktor 2 ist es mit dem der indefiniten isodesmischen Polymerisierung identisch (siehe Gleichung (40) und Abschnitt 3.1.2.3). Das Modell basiert auf der reversiblen Dimerisierung eines Liganden der Monomerkonzentration [L] und der Dimerkonzentration [L2]; KD bezeichnet dabei die Dissoziationskonstante und ΔHDissoz die Enthalpieänderung der Dissoziation:
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Die äquivalente Monomerkonzentration [L] im Gleichgewicht ist demnach gegeben durch (McPhail & Cooper, 1997; Remeta et al., 1991):
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mit [C]T = totale Konzentration des Liganden zum jeweiligen Zeitpunkt der Titration:
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Während eines ITC-Verdünnungsexperimentes wird die Wärmeänderung (ΔQ) bei Injektion eines kleinen Volumens (ΔV) der konzentrierten Ligandenlösung mit der Konzentration [C]0 in die Zelle des Kalorimeters (Volumen V0) gemessen. Für die i-te Einspritzung der Titrationsreihe ist die beobachtete Wärmeänderung gegeben durch:
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mit [L2]0,[L2]i und [L2]i-1 als Dimerkonzentration in der ursprünglichen Lösung (Titrations-spritze) und in der Zelle des Kalorimeters nach der i-ten bzw. (i - 1)-ten Injektion. Die korrespondierenden totalen Konzentrationen des Liganden (ausgedrückt als Monomer) sind entsprechend [C]0, [C]i und [C]i-1. Der letzte Term der Gleichung (9) stellt einen Korrekturfaktor dar, der die Volumenänderung während der Titration bzw. die daraus resultierende Konzentrationsänderung berücksichtigt.

Aus Gründen der einheitlichen graphischen Darstellung in dieser Arbeit, wurden die Messwerte in das Datenanalyseprogramm KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) überführt, wobei die freie Wärmeänderung in den SI-Einheiten kJ / mol angegeben wurde.

Die Änderung der freien Enthalpie ΔG und der Entropie ΔS des Selbstassoziationsprozesses wurde unter Berücksichtigung der Gaskonstante (R) und der Temperatur (T) aus folgender Beziehung – Gibbs-Helmholtz-Gleichung – abgeleitet (Cooper et al., 2001):
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Die Methode der UV / Vis-Spektroskopie wurde angewandt, um das konzentrationsabhängige Selbstassoziationsverhalten des chromophoren Liganden Doxorubicin in Lösung zu untersuchen (siehe Abschnitt 3.1.2.1). Der Nachweis der Absorption erfolgte bei der durch dreidimensionale Fluoreszenzabtastung bestimmten maximalen Anregungswellenlänge des Doxorubicins von 472 nm (siehe Abschnitt 3.1.1). Ausgehend von einer 2,0 mM Stammlösung des Chromophors in DMF wurde die Absorption des Doxorubicins durch Verdünnung in PBS / E pH 7,4 (filtriert; Porendurchmesser 0,45 µm) in einem Konzentrationsbereich von 1,0 – 300 µM bestimmt. Dazu wurde eine Quarzküvette der Schichtdicke 1,0 cm mit 500 µl der jeweiligen Doxorubicinverdünnung befüllt und nach Abzug des Pufferwerts die spezifische Absorption des Chromophors bei einer konstanten Temperatur von 25 °C ermittelt. Die Absorption der monomeren Spezies des Chromophors im Gleichgewicht mit der dimeren Form ist beschrieben durch die Gleichung (Chaires et al., 1982; Menozzi et al., 1984):
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wobei A der experimentell bestimmten Absorption bei 472 nm geteilt durch die Schichtdicke d [cm] der Küvette entspricht; M und D sind die molaren Extinktionskoeffizienten der monomeren respektive dimeren Form des Doxorubicins (berechnet mittels der molaren Masse des Monomers) und [C]M bzw. [C]D stellen die korrespondierenden molaren Konzentrationen dar.

Aus der Bilanzerhaltung der Masse ergibt sich die totale molare Konzentration des Doxorubicins [C]T als Ausdruck monomerer Einheiten wie folgt:
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Löst man die Gleichungen (6), (7), (11) und (12) unter Einsetzen von [C]T nach A / [C]T = kalk auf, erhält man mit Δ = M – D:
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Die unbekannten Parameter KD, M und D der Gleichung (13) wurden parallel durch nicht-lineare Regressionsanalyse mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) unter Minimierung der Fehlerquadrate bestimmt.

Die Erweiterung des Modells der Selbstassoziation des Doxorubicins hin zur indefiniten isodesmischen Polymerisation wurde bei Untersuchung mittels Absorptionsspektroskopie nach Rodriguez (1995) vollzogen (siehe Abschnitt 3.1.2.2). kalk entsprach in diesem Fall:
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mit α als molarem Anteil der einzelnen Spezies des Chromophors an der Gesamtkonzentration ausgedrückt in der monomeren Form; Dabei entsprach M dem Monomer, ext der äußeren Form aufeinander gestapelter Moleküle und int der in dem Stapel befindlichen Form des Doxorubicins. Die jeweilige molare Fraktion ist definiert durch:
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Durch Einsetzen von αM aus (15) in die Gleichungen (16) und (17) wurde αext und αint als Ausdruck der monomeren Fraktion erhalten. Anschließend wurden die unbekannten Parameter KD, M, ext und int wiederum durch nicht-lineare Regressionsanalyse mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch iterative Minimierung der Fehlerquadrate bestimmt (siehe Abschnitt 3.1.2.2). Als Näherung wurde dafür zunächst der mittels des Monomer-Dimer-Modells für M ermittelte Wert angenommen (siehe Abschnitt weiter oben).
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Die dreidimensionale Fluoreszenzabtastung des spekroskopisch aktiven Liganden diente verschiedenen Zwecken. Einerseits wurde dadurch die strukturelle Integrität des Haptens überprüft. Andererseits wurde die maximale Anregungs- bzw. Emissionswellenlänge des Fluorophors bestimmt, um den nachfolgenden biophysikalischen Nachweis der Komplexbildung des Doxorubicins mit natürlichen Lipocalinen wie dem Wt-BBP, den angereicherten BBP-Varianten, dem AGP sowie die Identifizierung geeigneter Blockierungsreagenzien für den Einsatz im Phage Display unter optimalen Versuchsbedingungen mittels Liganden-Fluoreszenztitration (siehe Abschnitt 2.7.4.3) oder Fluoreszenzanisotropie (siehe Abschnitt 2.7.4.5) zu führen. Auch für die Untersuchung des Selbstassoziationsverhaltens des Doxorubicins mittels UV / Vis-Spektroskopie (siehe Abschnitt 2.7.3) oder Fluoreszenzspektroskopie (siehe Abschnitt 2.7.4.3) wurden die aus den Fluoreszenzspektren erhaltenen Informationen benötigt.

Eine frisch hergestellte 1,0 mM Stammlösung von Doxorubicin in wasserfreiem DMF (über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) wurde in PBS / E pH 7,4 auf 5,0 µM verdünnt. 2,0 ml der Lösung des Fluorophors wurden in einer Quarzküvette (Schichtdicke d = 1 cm) mit Rührfisch vorgelegt und im Probenhalter des Fluoreszenzphotometers des Typs LS-50B (Perkin-Elmer) lichtgeschützt für 10 min auf 25 °C temperiert. Aufgrund der Temperaturabhängigkeit der Fluoreszenzemission wurde die Temperatur mit 25 °C konstant gehalten (Demchenko & Ladokhin, 1988). Die dreidimensionale Abtastung der Fluoreszenzemission erfolgte durch schrittweise Erhöhung der Anregungswellenlänge um 1,0 nm in einem Bereich von 400 – 490 nm. Dabei wurde für jede Anregungswellenlänge die korrespondierende Emission in einem Bereich von 510 – 710 nm alle 0,5 nm abgetastet und aufgezeichnet. Die Geschwindigkeit der Abtastung der Fluoreszenzemission betrug 500 nm / min. Die Schlitzweite der Anregung und Emission entsprach jeweils 10 nm. Die gesammelten Spektren wurden mittels des FL WinLab 4.0 Computerprogramms (siehe Abschnitt 2.9) graphisch zu einem dreidimensionalen Spektrum zusammengeführt (siehe Abschnitt 3.1.1).
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(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Die Komplexbildung zwischen Protein und Ligand wurde in Lösung durch Veränderung der Fluoreszenzeigenschaften eines der Komplexpartner verfolgt. Die intrinsische Fluoreszenz von Proteinen ist vor allem auf die Anregung der aromatischen Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin zurückzuführen. Phenylalanin trägt nur in geringem Maße zur Fluoreszenz bei. Eine Abnahme der messbaren Fluoreszenzintensität (Quenching) geschieht durch direkte Wechselwirkungen des Liganden mit Tryptophanseitenketten in der Bindungstasche oder durch bindungsinduzierte Konformationsänderungen innerhalb des Proteins, die zu veränderter Polarität der Umgebung nicht direkt mit dem Liganden wechselwirkender Trp- oder Tyr-Reste führt. Abhängig von den Fluoreszenzeigenschaften des Liganden wird dessen Fluoreszenz ebenso beinflusst. Die Dissoziationskonstanten wurden durch Messung der Fluoreszenz des einen Bindungspartners bei Titration mit dem anderen ermittelt.

Die Bindungseigenschaften der natürlichen Lipocaline, der BBP-Varianten sowie potentieller Blockierungsreagenzien gegenüber Doxorubicin (siehe Abschnitt 3.2, 3.6.4.1 und 3.5.1.3) und anderer niedermolekularer Liganden wurden mittels Titration der jeweiligen Proteinlösung mit dem Liganden untersucht. Im Falle des Haptens Doxorubicin wurde im Wesentlichen die Abnahme der intrinsischen Tryptophan-Fluoreszenz des Proteins bei Komplexbildung mit dem Liganden nachgewiesen. Die Dissoziationskonstante des jeweiligen Protein / Liganden-Komplexes wurde aus der erhaltenen Titrationskurve durch nicht-lineare Regression ermittelt.

Die Konzentration der eingesetzten, filtrierten (Porendurchmesser 0,45 µm) Proteinlösungen in PBS / E pH 7,4 betrug in der Regel 1,0 µM in einem Volumen von 2,0 ml. Die Proteinlösung wurde in einer Quarzküvette (Schichtdicke d = 1 cm) mit Rührfisch vorgelegt und im thermostatisierbaren Probenhalter des Fluoreszenzphotometers (LS-50B; Perkin-Elmer) für 10 min auf 25 °C inkubiert. Die anschließende Titration mit dem Liganden Doxorubicin erfolgte ausgehend von einer 0,5 – 1,0 mM Stammlösung des Haptens in wasserfreiem DMF (über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) oder einer frisch hergestellten Doxorubicinlösung identischer Konzentration in H2O (Millipore; sterilfiltriert). Die intrinsische Fluoreszenz der Tryptophan-Seitenketten der Proteine wurde bei 295 nm und einer Schlitzweite von 4 oder 5 nm – in Abhängigkeit von der gemessenen Ausgangsintensität der Fluoreszenz – angeregt. Der Nachweis der Fluoreszenzemission erfolgte bei 345 nm und Schlitzweiten von 5 oder 6 nm. Die Titration erfolgte durch portionsweise Zugabe der Ligandenlösung in Volumina von 1,0 – 8,0 µl zur Proteinlösung. Die Endkonzentration betrug dabei 5,0 – 30,0 µM. Zur Einstellung des Gleichgewichts wurde die Lösung nach jeder Zugabe unter Rühren 1 min im Dunkeln inkubiert. Das Fluoreszenzsignal wurde dann über 10 s integriert gemessen. Die geringe Volumenzunahme im Verlauf der Titration (bis zu 60 µl entsprechend 3 %) wurde bei der Auswertung vernachlässigt. Die nach Einstellung des Gleichgewichts der Komplexbildung gemessenen apparenten Fluoreszenzintensitäten der Proteine wurden bei der Titration um den Pufferwert und den Einfluss des Lösungsmittels korrigiert. Die berechneten relativen Intensitäten der Proteinfluoreszenz I / I0 wurden auf einen Anfangswert von 100 % skaliert, und um den inneren Filtereffekt (siehe unten), entsprechend der Eigenabsorption des Doxorubicins bei der Anregungswellenlänge der Proteinfluoreszenz von 295 nm, korrigiert.

Korrektur des inneren Filtereffekts mit N-Acetyl-L-Tryptophanamid:

Aufgrund der nicht vernachlässigbaren Eigenabsorption des Doxorubicins bei der Anregungswellenlänge der Proteinfluoreszenz von 295 nm wurden die Messwerte um diesen inneren Filtereffekt berichtigt (Samworth et al., 1988). Die Korrektur der Eigenabsorption bei der Emissionswellenlänge von 345 nm wurde nicht berücksichtigt, da der Effekt hier gering war. Die von der Doxorubicinkonzentration abhängige Verringerung der messbaren Fluoreszenzintensität wurde mittels Titration einer 1,0 µM N-Acetyl-L-Tryptophanamid-Lösung mit Doxorubicin in der oben beschriebenen Weise ermittelt. Da der Ligand nicht mit dem N-Acetyl-L-Tryptophanamid durch Komplexbildung wechselwirkte, war die Abnahme der Fluoreszenzintensität bei der Titration vornehmlich auf die Eigenabsorption des Doxorubicins zurückzuführen.

Für die Fluoreszenz F eines Proteins P gilt allgemein (Beste, 1998):
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mit fP = molarer Fluoreszenzkoeffizient des Proteins, [P] = Proteinkonzentration und I0Anregung = Ausgangsintensität des nicht abgeschwächten Anregungslichts.

Abhängig von der Konzentration des Liganden in Lösung verringerte dessen Eigenabsorption die als Produkt der Intensität des Anregungslichtes nachweisbare Emission in unterschiedlichem Ausmaß. Für die apparente Fluoreszenz Fapp gilt daher mit IAnregung  I0Anregung:
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Unter Anwendung des Lambert-Beerschen-Gesetzes läßt sich das Verhältnis von IAnregung zu I0Anregung beschreiben:
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mit L = Extinktionskoeffizient des Liganden bei der ausgewählten Anregungswellenlänge, cL = Ligandenkonzentration, d = Distanz des Anregungslichtes vom Küvettenrand bis zum Ort des Fokus der Emission.

Durch Umformen von Gleichung (20) erhält man:
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Damit ergibt sich aus Gleichung (19):
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bzw. unter Verwendung von Gleichung (18):
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Bei halblogarithmischer Auftragung der bei der Titration von N-Acetyl-L-Tryptophanamid mit dem Liganden erhaltenen (auf einen Anfangswert von 100 % skalierten) Fluoreszenzsignale wird der apparente Extinktionskoeffizient app = L x d durch lineare Regression als Steigung der Regressionsgeraden bestimmt:
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Die Korrektur der bei der Titration der Proteinlösungen gemessenen Fluoreszenzintensitäten erfolgt dann gemäß Gleichung (25):
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Bestimmung der Dissoziationskonstante:

Bei jedem Schritt der Fluoreszenztitration stehen die Bindungspartner miteinander im Assoziations / Dissoziations-Gleichgewicht. Nach dem Massenwirkungsgesetz ist das Gleichgewicht durch die Dissoziationskonstante KD in Gleichung (2) beschrieben. Die dabei nicht direkt erfassbaren Konzentrationen der nicht komplexierten Bindungspartner sind durch folgende Bilanzgleichungen definierbar [P] = [P]T  [P  L] und [L] = [L]T  [P  L] (mit [P]T = Proteingesamtkonzentration; [L]T = Ligandengesamtkonzentration). Durch Substitution von [P] und [L] in Gleichung (2) erhält man:
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Auflösen dieser Gleichung nach [P  L] ergibt folgende gemischt quadratische Gleichung, die die einzig physikalisch sinnvolle von zwei mathematisch möglichen Lösungen darstellt:
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unter Berücksichtigung genannter Bilanzgleichungen ergibt sich analog:
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Die gemessene Fluoreszenz ist die Summe der Fluoreszenzbeiträge der im Gleichgewicht vorliegenden Molekülspezies. Für ein durch Gleichung (2) charakterisiertes System mit drei Komponenten läßt sich die gemessene Fluoreszenz F mit dem molaren Fluoreszenzkoeffizienten f und der jeweiligen Konzentration des Moleküls wie folgt beschreiben:
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Nach Substitution von [P  L], [P] und [L] gemäß Gleichung (27), (28) und (29) ergibt sich schließlich:
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Als anzupassende Parameter verbleiben die molaren Fluoreszenzkoeffizienten fP, fL und fPL sowie die gesuchte Dissoziationskonstante KD. Die Anpassung der Titrationskurven an die gemessene Fluoreszenz in Anbhängigkeit von [L]T erfolgte durch nicht-lineare Regressionsanalyse mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch iterative Minimierung der Fehlerquadrate. Unter den gegebenen Bedingungen der Protein-Fluoreszenztitration zeigten die Liganden selbst vernachlässigbare Eigenfluoreszenz (fL = 0), wodurch sich Gleichung (31) vereinfachte.

Um bei der Abnahme der intrinsischen Proteinfluoreszenz zwischen den Phänomenen der dynamischen und statischen Fluoreszenzlöschung bzw. ihrer Mischform zu unterscheiden, wurden die erhaltenen Werte falls erforderlich mittels eines modifizierten Stern-Volmer-Diagrammes ausgewertet (Samworth et al., 1988). Von statischer Fluoreszenzlöschung spricht man, wenn der beobachtete Effekt ausschließlich auf eine Komplexbildung des Proteins mit dem Liganden zurückzuführen ist. Im Gegensatz dazu wird die dynamische Löschung durch Kollisionsereignisse der in Lösung befindlichen Moleküle verursacht (siehe Abschnitt 3.5.1.3). Der allgemeine Ausdruck der Stern-Volmer-Gleichung lautet:
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mit F0 und F als Ausdruck der Fluoreszenzintensität der Tryptophanreste in Abwesenheit bzw. Gegenwart des Quenchers, dessen Konzentration jeweils der Gesamtkonzentration [L]T des Liganden beim jeweiligen Titrationsschritt entspricht; K ist eine Konstante, die in Abhängigkeit des zugrunde liegenden Löschungsmechanismus verschieden interpretiert werden kann. Aus Gleichung (32) ergibt sich für den Fall der Anregung der Tryptophanseitenketten eines gefalteten Proteins eine heterogene Fluorophorpopulation unterschiedlicher Zugänglichkeit. Die Fluoreszenzemission der gesamten Fluorophorpopulation ist wie folgt definiert:
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mit ΔF = F0 – F, fA als Anteil der zugänglichen Fluorophore und KA als Assoziationskonstante.

Resultiert die beobachtete Fluoreszenzlöschung ausschließlich aus einer Komplexbildung zwischen dem Protein und dem Liganden erhält man bei graphischer Darstellung von F0 / ΔF gegen 1 / [L]T unabhängig von der Population unzugänglicher Fluorophorreste einen linearen Zusammenhang, wobei sich der Anteil zugänglicher Fluorophore durch den Kehrwert des Schnittpunkts der Ordinate und der Wert der Dissoziationskonstante KD aus dem Quotienten der Steigung durch den Ordinatenschnittpunkt ergibt. Die Auswertung der Titrationskurven wurde durch lineare Regression mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durchgeführt.
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(nach Breustedt, 2008)

Klassische Liganden-Fluoreszenztitration:

Die Bindungsaktivitäten von Blockierungsreagenzien gegenüber Doxorubicin (siehe Abschnitt 3.5.1.3) wurden durch Titration der Ligandenlösung mit diesen Reagenzien untersucht. Dabei wurde in allen Fällen die Abnahme der Fluoreszenzintensität des Liganden bei Komplexbildung mit den Proteinen nachgewiesen.

Die Messungen wurden mit einem thermostatisierbaren Küvettenhalter ausgestatteten LS-50B Fluoreszenzphotometer (Perkin-Elmer) durchgeführt. Die Konzentration der eingesetzten, Doxorubicinlösung in PBS / E pH 7,4 betrug 10,0 µM und war ausgehend von einer 1 mM Stammlösung des Liganden in wasserfreiem DMF (über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) hergestellt worden. Das eingesetzte Volumen der verdünnten Doxorubicinlösung entsprach 2,0 ml. Diese Ligandenlösung wurde zunächst in einer Quarzküvette (Schichtdicke d = 1 cm) mit Rührfisch vorgelegt und im Probenhalter des Fluoreszenzphotometers für 10 min auf 25 °C temperiert. Die anschließende Titration mit den Proteinlösungen erfolgte ausgehend von frisch hergestellten, filtrierten (Porendurchmesser 0,45 µm) 2,0 mM Stammlösungen der entsprechenden Reagenzien in PBS / E pH 7,4. Die Fluoreszenz des Doxorubicins wurde selektiv bei 470 nm und 5 nm Schlitzweite angeregt. Der Nachweis der Fluoreszenzemission erfolgte bei 585 nm mit einer Schlitzweite von 10 nm. Die Titration erfolgte durch portionsweise Zugabe der Reagenzienlösung in Volumina von 1,0 – 10,0 µl zur Doxorubicinlösung. Die Endkonzentration betrug dabei 100 µM. Zur Einstellung des Gleichgewichts wurde die Lösung nach jeder Zugabe unter Rühren 1 min im Dunkeln inkubiert. Das Fluoreszenzsignal wurde dann über 10 s integriert gemessen. Die geringe Volumenzunahme im Verlauf der Titration (bis zu 100 µl entsprechend 5 %) wurde bei der Auswertung vernachlässigt. Nach Abzug des Fluoreszenzbeitrages des Puffers wurden die erhaltenen Fluoreszenzintensitäten auf einen Anfangswert von 100 % skaliert. Die Anpassung der Titrationskurven an die Wertepaare F / [P]T erfolgte durch nicht-lineare Regression mittels Gleichung (31) mit dem Computerprogramm KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch iterative Minimierung der Fehlerquadrate. Unter den gegebenen Bedingungen der Liganden-Fluoreszenztitration (siehe oben) zeigten die Blockierungsreagenzien selbst keine Fluoreszenz. Die Bestimmung der Dissoziationskonstante sowie der molaren Fluoreszenzkoeffizienten fL und fPL erfolgte daher unter Verwendung von Gleichung (31) mit fP = 0.

Untersuchung der Selbstassoziation des Doxorubicins mittels Fluoreszenzspektroskopie:

Die Fluoreszenzemission des Doxorubicins zeigte bei Titration des Fluorophors in den Puffer PBS / E pH 7,4 (Versuchsdurchführung wie vorheriger Absatz in Abwesenheit von Protein) mit zunehmender Konzentration ein nicht-lineares Verhalten, das als Selbstassoziation des Haptens (siehe Abschnitt 3.1.2.2) interpretiert wurde. Unabhängig vom zugrunde gelegten Modell der Selbstassoziation sind die entstehenden Polymere als nicht fluoreszent beschrieben (Rizzo et al., 1989), weshalb das Produkt aus der molaren Fluoreszenz fL des monomeren Fluorophors und seiner jeweils in Lösung befindlichen Monomerkonzentration [L] die apparente Fluoreszenz F einfach beschreibt:
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Mit [L] = [L]1 aus Gleichung (7) als Ausdruck der Monomerkonzentration des Monomer-Dimer-Modells der Selbstassoziation des Liganden läßt sich die graphische Darstellung der Fluoreszenz F gegen die eingesetzte absolute Doxorubicinkonzentration [L]T wie folgt durch nicht-lineare Regression auswerten:
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wobei als anzupassende Parameter die Dissoziationskonstante KD und die molare Fluoreszenz fL verbleiben.

Demgegenüber ist das klassische Modell der indefiniten isodesmischen (isos = gleich; desmos = Bindung) Selbstassoziation (Chaires et al., 1982; Ishida et al., 1988; Martin, 1996; Rodriguez et al., 1995) definiert als:
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wobei KDIso = KD2 = KD3 = KD4 = ··· = KDi; Im Gleichgewicht ergibt sich deshalb nach dem Massenwirkungsgesetz analog zu Gleichung (7) folgender Term für [L] = [L]1 als Ausdruck der Monomerkonzentration des Modells der indefiniten isodesmischen Selbstassoziation des Liganden (Evstigneev et al., 2012; Ishida et al., 1988):
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Durch Kombination von Gleichung (34) und (40) wurde die Auftragung der relativen Fluoreszenzintensitäten gegen die eingesetzte absolute Doxorubicinkonzentration [L]T mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch nicht-lineare Regression unter Anpassung der Dissoziationskonstante KDiso und des relativen molaren Fluoreszenzkoeffizienten fL graphisch ausgewertet.
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(nach Breustedt, 2008)     

Der spektroskopisch aktive Ligand 8-Anilino-1-Naphthalin-Sulfonsäure (ANS) wurde als Komplexierungspartner für das Wt-BBP, FluA und die angereicherten BBP-Varianten verwendet, um mittels Verdrängung aus der Bindungstasche dieser Proteine durch das Doxorubicin die Affinität für den letztgenannten Liganden zu ermitteln (siehe Abschnitt 3.6.4.2). Dazu wurde zunächst die Affinität der Proteine für das ANS mittels Liganden-Fluoreszenzmessung bei Titration der Proteinlösung (siehe Abschnitt 2.7.4.3 und 3.6.4.2) bestimmt. Im Fall des ANS zeigte die Titrationskurve in Abhängigkeit von der Konzentration des Liganden eine Zunahme der Fluoreszenz. Für die Messung wurden 2,0 ml der 1,0 µM Proteinlösung in einer Quarzküvette vorgelegt und für 10 min auf 25 °C temperiert bevor die Fluoreszenzemission bei 370 nm (Schlitzweite jeweils 10 – 15 nm) angeregt und bei 475 nm (Schlitzweite jeweils 10 – 15 nm) detektiert wurde. Die Ligandenlösung (1,0 mM ANS in wasserfreiem DMF; über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) wurde der Proteinlösung in Portionen von 1,0 – 10,0 µl bis zu einer Endkonzentration von 20,0 µM zugesetzt und nachfolgend bis zur Einstellung des Gleichgewichts jeweils für 1 min unter Rühren im Dunkeln bei 25 °C inkubiert. Das Fluoreszenzsignal wurde anschließend über 10 s integriert gemessen. Die geringe Volumenzunahme im Verlauf der Titration (40 µl, entsprechend 2 %) wurde bei der Auswertung vernachlässigt. Nach Abzug des Fluoreszenzbeitrages des nicht komplexierten Liganden (durch Titration der ANS-Lösung in den verwendeten Puffer) wurden die erhaltenen relativen Fluoreszenzintensitäten gegen die zutitrierte Ligandenkonzentration aufgetragen. Gleichung (31) vereinfachte sich wegen der molaren Fluoreszenzkoeffizienten fP = 0 und fL = 0, so dass die erhaltenen Daten unter Anpassung der Dissoziationskonstante KD und des relativen molaren Fluoreszenzkoeffizienten fPL mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch nicht-lineare Regression untersucht wurden.

Das anschließende Verdrängungsexperiment wurde ausgehend von jeweils 2,0 ml der 1,0 µM Proteinlösung durchgeführt (siehe Abschnitt 3.6.4.2). Zur Ausbildung des Protein / ANS-Komplexes enthielt die Proteinlösung zusätzlich jeweils 9,0 µM ANS (aus der 1,0 mM Stammlösung des ANS in wasserfreiem DMF; über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert), entsprechend der Konzentration halbmaximaler Sättigung der Ligandenbindungsstellen der Proteine, wie durch die Bestimmung der Dissoziationskonstanten (siehe oben) bestimmt. Diese Lösung wurde zunächst in einer Quarzküvette (Schichtdicke d = 1 cm) mit Rührfisch vorgelegt und im Probenhalter des Fluoreszenzphotometers für 10 min auf 25 °C temperiert und so die Gleichgewichtseinstellung des Komplexes vollzogen. Die Titration erfolgte durch portionsweise Zugabe einer 1,0 mM Doxorubicinlösung (in wasserfreiem DMF) in Volumina von 1,0 – 20,0 µl zur Lösung des Protein / ANS-Komplexes. Die Endkonzentration betrug dabei 40,0 µM. Zur Einstellung des Gleichgewichts wurde jeweils für 1 min unter Rühren im Dunkeln bei 25 °C inkubiert. Durch die kompetitive Verdrängung des ANS mit Doxorubicin aus der Bindungstasche der Proteine wurde eine Abnahme der Fluoreszenzintensität bei spezifischem Nachweis des komplexierten ANS beobachtet. Dazu wurde die Fluoreszenz bei 370 nm (Schlitzweite 15 nm) angeregt und die Emission bei 475 nm (Schlitzweite 15 nm) beobachtet. Das Fluoreszenzsignal wurde über 10 s integriert nachgewiesen. Die geringe Volumenzunahme im Verlauf der Titration (80 µl, entsprechend 4 %) wurde bei der Auswertung vernachlässigt. Aufgrund der nicht vernachlässigbaren Eigenabsorption des Doxorubicins bei der Anregungswellenlänge von 370 nm wurden die Messwerte hinsichtlich dieses inneren Filtereffektes durch Titration einer 9,0 µM ANS-Lösung mit Doxorubicin in Abwesenheit des Proteins korrigiert (siehe Abschnitt 2.7.4.2 und 2.7.4.3). Da das Doxorubicin nicht mit dem ANS wechselwirkte, war die Abnahme der Fluoreszenzintensität bei der Titration vornehmlich auf die Eigenabsorption des Doxorubicins zurückzuführen. Des Weiteren wurden die Rohdaten noch um den Fluoreszenzbeitrag des Puffers bereinigt. Die Auftragung der Titrationskurve erfolgte in Form der apparenten Fluoreszenz des ANS in Prozent der Ausgangsintensität gegen die zugegebene Kompetitorkonzentration [D]T des Doxorubicins.

Bestimmung der Dissoziationskonstante:

In einem kompetitiven Experiment ist das Protein prinzipiell in der Lage einen Komplex mit beiden in Lösung befindlichen Liganden A und B einzugehen (Kuzmič et al., 1992; Lindahl et al., 1991; Wang, 1995):
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Unter Erhaltung der Massenbilanz folgt daraus:
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mit KDA und KDB als Dissoziationskonstanten des Proteins P für die Liganden A und B; [P] = Konzentration des Proteins; [A] und [B] = Konzentration des Liganden A und B; [P  A] und [P  B] = Konzentration des jeweiligen Protein / Liganden-Komplexes; T kennzeichnet dabei die jeweilige Gesamtkonzentration. Aus den Gleichungen (41) – (44) folgt für die Konzentration der Komplexe [P  A] und [P  B]:
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setzt man Gleichung (46) und (47) in (45) ein ergibt sich ein kubischer Ausdruck der Form:
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mit	



	



	

Unter der Annahme einer 1 : 1-Bindung sowohl zwischen ANS als auch Doxorubicin mit dem Wt-BBP, FluA und den BBP-Varianten und unter Berücksichtigung der im vorliegenden Versuch gegebenen Konzentrationsverhältnisse [ANS]T >> [P]T und [Doxo]T >> [P]T, konnte statt dieses kubischen Ausdrucks der Cheng-Prusoff-Formalismus (Cheng & Prusoff, 1973) aus Gleichung (49) und (50) angewendet werden (Horovitz & Levitzki, 1987). Dabei ist die erhaltene Titrationskurve der apparanten Fluoreszenz in Prozent der Ausgangsintensität gegen die zugegebene Doxorubicinkonzentration [D]T durch folgende Gleichung beschrieben:
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mit Fmax = oberer Plateauwert, der dem Ausganswert (100 %) der Fluoreszintensität des jeweiligen Protein / ANS-Komplexes entspricht; Fmin = unterer Plateauwert, der der maximalen durch den Liganden Doxorubicin hervorgerufenen Verdrängung des ANS aus dem Komplex mit dem jeweiligen Protein entspricht; IC50 = halbmaximale inhibitorische Konzentration des Liganden Doxorubicin. Fmin und IC50 wurden als frei anzupassende Parameter mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch nicht-lineare Regression ermittelt. Aus dem IC50-Wert und der Kenntnis sowohl der eingesetzten ANS-Konzentration [A]T wie auch der zuvor in einem eigenen Experiment selbst bestimmten KDA = Dissoziationskonstante des ANS / Protein-Komplexes (siehe Abschnitt weiter oben bzw. 2.7.4.2) konnte dann die KDD = Dissoziationskonstante des Doxorubicin / Protein-Komplexes über die Cheng-Prusoff-Gleichung berechnet werden:
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(nach Holla 2012)

[bookmark: _Toc249008204][bookmark: _Toc249008344][bookmark: _Toc249104407][bookmark: _Toc249104552][bookmark: _Toc249106569][bookmark: _Toc249157179][bookmark: _Toc249157323][bookmark: _Ref377912489][bookmark: _Toc389516647][bookmark: _Toc389516809][bookmark: _Toc389586972]Grundlage der Fluoreszenzanisotropie ist das bei Anregung mit linear polarisiertem Licht von fluoreszierenden Molekülen emittierte, polarisierte Licht. Im Fall kleiner Moleküle geht diese Polarisierung bedingt durch die schnelle ungerichtete Rotation vor der Fluoreszenzemission weitgehend verloren. Die Komplexierung eines fluoreszierenden Liganden durch ein Makromolekül verringert diese Depolarisation durch Einschränkung der Rotationsfreiheit des Fluorophors und kann deshalb als erhöhter Anisotropiewert nachgewiesen werden (Burke et al., 1989). In der Praxis wird zur Messung dieses Effekts eine Probe mit vertikal polarisiertem Licht angeregt und die resultierenden Emissionsintensitäten Ivv bzw. Ivh werden mit vertikal und horizontal ausgerichteten Polarisationsfiltern gemessen. Daraus wird die Fluoreszenzanisotropie r wie folgt berechnet:
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Vor Beginn der Anisotropiemessung wird zunächst noch der gerätespezifische Korrekturfaktor G (Granting Factor) bestimmt, indem die Ausgangsprobe des Haptens mit horizontal polarisiertem Licht angeregt und die Intensitäten der horizontal und vertikal polarisierten Komponenten Ihh und Ihv des emittierten Lichts gemessen werden.
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Im Idealfall sind die hier erhaltenen Messwerte nahezu identisch. In der Realität weichen die Intensitäten vor allem als Konsequenz der verschiedenen Transmissionseffizienzen von Monochromatoren für vertikal und horizontal polarisiertes Licht mehr oder minder stark voneinander ab. Entsprechend ergibt sich deshalb unter Berücksichtigung des G-Werts für die Anisotropie r:
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Die Messung der Anisotropie des niedermolekularen Fluorophors Doxorubicin bei Komplexierung mit dem Biomakromolekül AGP erfolgte mit 1,0 µM Doxorubicin in PBS / E pH 7,4 (1,0 mM Stammlösung des Haptens in wasserfreiem DMF; über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) mit unterschiedlichen Konzentrationen 0 – 50 µM des Proteins in einem Gesamtvolumen von 200 µl. Die Proben wurden zur Gleichgewichtseinstellung des Komplexes für jeweils 15 min bei 25 °C lichtgeschützt inkubiert und anschließend in der Fluoreszenzquarzküvette (Typ Hellma 108.002B-QS, Mindestvolumen 150 µl) im Probenhalter des Fluoreszenzphotometers LS-50B (Perkin-Elmer) für weitere 5 min bei derselben Temperatur äquilibriert. Die Messung wurde bei einer Anregungswellenlänge von 472 nm (Schlitzweite 15 nm) und einer Emissionswellenlänge von 585 nm (Schlitzweite 20 nm) durchgeführt. Die Anisotropie wurde über 10 s integriert gemessen.

Es wurden jeweils drei Messwerte derselben Probe aufgenommen und der Mittelwert gebildet. Zur Auswertung wurde die aus den Messwerten nach Gleichung (53) – unter Berücksichtigung des Korrekturfaktors G – berechnete Anisotropie r gegen die AGP-Konzentration aufgetragen.

Bestimmung der Dissoziationskonstante:

Da die Komplexierung durch das AGP weder die Fluoreszenzlebensdauer des Doxorubicins verändert noch die Fluoreszenzquantenausbeute des Fluorophors dadurch wesentlich beeinflusst wird (Husain et al., 1993), lässt sich die Anisotropie r bei der Komplexbildung aus Protein und Ligand adäquat durch das Massenwirkungsgesetz beschreiben (siehe Abschnitt 2.7.4.2). Die Auflösung der gemischt quadratischen Gleichung (26) nach [P  L] ergibt dabei Gleichung (27). Bei Einsetzen von [P  L] aus Gleichung (27) folgt wegen [L] = [L]T  [P  L] für [L]:
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Die gemessene Gesamtanisotropie ergibt (55) sich anteilig aus der Anisotropie des freien Liganden und der des Komplexes:
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Durch Einsetzen von Gleichung (27) und (54) in (55) ergibt sich für die gemessene Anisotropie folgender Zusammenhang:









[bookmark: OLE_LINK56]		(56)

mit r, rf und rk als Ausdruck der gemessenen Anisotropie und der Anisotropie des freien Liganden bzw. des vollständig mit dem AGP komplexierten Liganden; [L]T und [P]T ist die Gesamtkonzentration des Liganden bzw. des Proteins. Sowohl die Dissoziationskonstante KD des Doxorubicin / Protein-Komplexes als auch rf und rk wurden als frei anzupassende Parameter mittels des Computerprogramms KaleidaGraph® V 3.6 (siehe Abschnitt 2.9) durch nicht-lineare Regression ermittelt.
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(nach Schlehuber, 2001)

Man spricht von Zirkulardichroismus (CD), wenn rechts- und linkshändig zirkular polarisiertes Licht beim Durchgang durch ein optisch aktives, absorbierendes Medium unterschiedlich stark abgeschwächt wird. Die resultierenden molaren Extinktionskoeffizienten εR und εL der beiden Komponenten sind daher voneinander verschieden (Berova et al., 2000). Bei Proteinen sind einerseits die Peptidbindungen durch Absorption im fernen UV-Bereich (180 – 250 nm) oder die aromatischen Seitenketten im nahen UV-Bereich (250 – 350 nm) mittels Zirkulardichroismus nachweisbar. Die CD-Analyse im Absorptionsbereich der Peptidbindungen gibt Aufschluss über den Sekundärstrukturgehalt eines Proteins, wohingegen die Messung im Absorptionsbereich der aromatischen Seitenketten Aussagen über ihre molekulare Umgebung erlaubt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die CD-Spektroskopie eingesetzt, um die Integrität des β-Barrel als grundlegendes Faltungsmuster der aus der BBP-Zufallsbibliothek angereicherten BBP-Proteinvarianten zu verifizieren (siehe Abschnitt 3.5.1.1).

Die mittels Streptavidin-Affinitätschromatographie und Gelfiltration gereinigten Proteine (siehe Abschnitt 2.6.1) wurden zweimal gegen filtrierten (Porendurchmesser 0,45 µm) und entgasten CD-Puffer (20 mM Kaliumphosphat, 50 mM Kaliumsulfat, pH 7,4) dialysiert. Die Proteinlösung mit einer Konzentration von ~ 50 µM wurde in eine Quarzküvette mit einer Schichtdicke von 1,0 mm gefüllt, und luftdicht verschlossen für 20 min bei 20 °C im Probenhalter des Spektropolarimeters (Jasco J-810) temperiert. Die CD-Spektren wurden in einem Wellenlängenbereich von 190 – 260 nm bei 22 °C aufgenommen (Geräteeinstellungen: response = 2 s; band width = 2 nm; data pitch = 0,2 nm; scan speed = 100 nm / min). Um valide Ergebnisse zu erzielen, wurden insgesamt bis zu 10 Spektren akkumuliert. Die beobachteten Elliptizitätswerte in Grad (obs) wurden für die BBP-Varianten auf die molare Elliptizität pro Aminosäure MWR (MRW = mean residue weight) mittels folgender Gleichung umgerechnet:
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MR ist dabei die Molmasse des untersuchten Proteins, c dessen Konzentration [mg / ml], d die Schichtdicke [cm] sowie NA die Anzahl der Aminosäuren.
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(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Die kovalente Kopplung von Doxorubicin an Biotin und Digoxigenin wurde mit reaktiven Karbonsäureesterderivaten der beiden Markermoleküle durchgeführt. Als solches wurden Biotin-X-NHS (D-Biotinoyl-ε-Aminocapronsäure-N-Hydroxysuccinimidester; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) mit einer Reinheit von > 97 %, EZ-Link®Sulfo-NHS-SS-Biotin (Sulfosuccinimidyl-2-Biotinamido-Ethyl-1,3-Dithiopropionat; Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford IL, USA) und Dig-NHS (Digoxigenin-3-O-Methylcarbonyl-ε-Aminocapronsäure-N-Hydroxysuccinimidester; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) mit > 90 % Reinheit verwendet (siehe Abschnitt 3.4.1).

Für die Kopplung wurden jeweils 2,0 ml der Doxorubicin-Stammlösung in wasserfreiem DMF (über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) entsprechend 2,0 µmol in mindestens äquivalenter Stöchiometrie bis zu einem 50-fachen Überschuss mit der Hünig-Base N-Ethyldiisopropylamin (Reinheit ≥ 98 %; Merck KGaA, Darmstadt) vorinkubiert. Dazu wurde die 5,8 M Stammlösung des N-Ethyldiisopropylamins zunächst im Verhältnis 1 / 10 in wasserfreiem DMF verdünnt und anschließend 3,4 µl dieser Verdünnung oder im Falle des 50-fachen Überschusses 17,0 µl der unverdünnten N-Ethyldiisopropylaminlösung der Doxorubicinlösung zugegeben. Die Inkubation erfolgte für 15 min lichtgeschützt bei RT auf einem Rollenmischer. Die auf RT temperierten Markermolekülderivate wurden zu je einem Moläquivalent frisch eingewogen (0,91 mg Biotin-X-NHS, 1,21 mg Sulfo-NHS-SS-Biotin und 1,32 mg Dig-NHS). Die Zugabe der reaktiven Karbonsäureesterderivate zu der Doxorubicinlösung wurde portionsweise vorgenommen, um einen Überschuss der primären Aminogruppen des Doxorubicins zu simulieren und dadurch eine effiziente Umsetzung zu gewährleisten. Nach 2 – 3 h Inkubation bei RT und Dunkelheit auf einem Rollenmischer wurden die Syntheseprodukte mittels Dünnschichtchromatographie nachgewiesen (siehe Abschnitt 2.8.2). Im Falle nicht annähernd quantitativer Umsetzung des Doxorubicins wurden schrittweise weitere 0,5 – 2 Moläquivalente der reaktiven Markermolekülderivate zugegeben (siehe oben) und das Ergebnis nach der jeweiligen Inkubation dünnschichtchromatographisch überprüft (siehe Abschnitt 2.8.2). 

Herstellung von Negativkontrollreagenzien:

Für den Einsatz z.B. im Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 2.4) wurden dem Doxo-Biotin bzw. Doxo-Dig entsprechende Negativkontrollen benötigt. Dazu wurden 0,91 mg Biotin-X-NHS, 1,21 mg Sulfo-NHS-SS-Biotin sowie 1,32 mg Dig-NHS in Gegenwart von 1 ml 50 mM Tris / HCl bei einem pH-Wert 8,0 – 9,0 für 12 h bei RT inkubiert. Wegen der drastischen Reaktionsbedingungen war hier kein chromatographischer Nachweis des Tris-Biotins, Tris-SS-Biotins sowie des Tris-Digs erforderlich.
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Der Nachweis der Syntheseprodukte Doxo-Biotin, -SS-Biotin und -Dig (siehe Abschnitt 2.8.1) erfolgte durch analytische Dünnschichtchromatographie (DC). Die polare, stationäre Phase bestand aus DC Aluminiumoxid 60 F254-Platten (20  20 cm; MerckKGaA, Darmstadt), die vor der Verwendung der Größe der Analysekammern entsprechend auf eine Länge von 10,0 cm und je nach Anzahl aufzutragender Proben auf eine maximale Breite von 10,0 cm passend zurechtgeschnitten wurden. Zur Analyse wurden jeweils 0,5 – 1,0 µl der Konjugate (siehe Abschnitt 2.8.1), des freien Liganden Doxorubicin sowie der reaktiven Karbonsäureesterderivate und des N-Ethyldiisopropylamin 1 – 1,5 cm oberhalb des unteren Randes der Dünnschichtfolie punktförmig aufgetragen. Anschließend wurden die Probenpunkte durch Auflegen der Aluminiumplatte auf eine 50 °C temperierte Heizplatte für 10 – 20 s getrocknet, um restliches Lösungsmittel der Synthesereaktion zu verdampfen.

Als mobile, vergleichsweise apolare Lösungsmittelphase dienten 12 ml eines 3 / 1 (v / v) Chloroform / Methanol-Gemisches, mit dem die Analysekammer vor dem Lauf gesättigt wurde. Dazu wurde an den beiden schmalen Seiten der Kammer ein zurechtgeschnittenes Whatman-Filterpapier 3MM (Bender & Hobein AG, München) senkrecht eingepasst und nach Befüllen der Kammer mit dem Fließmittel die komplette Benetzung der Filter bei geschlossenem Deckel abgewartet. Dann wurde die Dünnschichtfolie in die mit dem Lösungsmittel gesättigte Kammer gestellt und die kapillarkraftbedingte Wanderung des Fließmittels entlang der DC-Platte bis etwa 1,5 – 2,0 cm unterhalb des oberen Plattenrandes abgewartet (circa 5 min). Anschließend wurde die Platte erneut getrocknet. Das Doxorubicin und seine biotinylierten bzw. digoxigenierten Konjugate konnten direkt durch die Rotfärbung im sichtbaren Bereich identifiziert werden. Auch die nicht farbigen Synthesekomponenten DMF, N-Ethyldiisopropylamin und Biotin-X-NHS, Sulfo-NHS-SS-Biotin sowie Dig-NHS und deren Laufstrecken konnten durch teilweise blockierte Fluoreszenzanregung – dem sogenannten UV-Shadowing – bei Bestrahlung mit UV-Licht von 254 nm nachgewiesen werden. Die Kopplungseffizienz der Umsetzung des freien Doxorubicins zum gewünschten Konjugat wurde anhand der Farbintensität der erhaltenen Probenpunkte im Vergleich zum unkonjugierten Doxorubicin abgeschätzt. 

Zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit der chemischen Synthese wurde der Retentionsfaktor Rf bestimmt. Dieser entspricht dem Verhältnis der Wanderungsstrecke des Probenfleckes (P) zur Wanderungsstrecke des Lösungsmittelgemisches (L):
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Der Rf-Wert einer chemischen Verbindung stellt unter identischen Versuchsbedingungen – Dünnschichtchromatographieplatten und Laufmittel – eine Stoffkonstante dar.
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(nach Beste, 1998 und Schlehuber, 2001)

Doxorubicin-NHS-Synthese und -Kopplung an Trägerproteine:

Für die Immobilisierung auf der Oberfläche der Polystyrol-Flügelstifte (siehe Abschnitt 2.3.3.1 und 3.5.1.1) wurde Doxorubicin mit BSA bzw. RNase A als Trägermolekül konjugiert. Dazu wurde zunächst 0,9 mg (1,6 µmol) Doxorubicin in 97,3 µl DMF (über Molekularsieb 0,4 nm Perlform dehydratisiert) gelöst und mit einem Moläquivalent der sterisch gehinderten Base N-Ethyldiisopropylamin (entsprechend 2,7 µl einer 1 / 10-Verdünnung der 5,8 M Stammlösung in wasserfreiem DMF) für 15 min lichtgeschützt bei RT auf einem Rollenmischer vorinkubiert. Die Synthese des Glutarylamido-Doxorubicin erfolgte durch portionsweise Zugabe von 0,175 mg (1,6 µmol) Glutarsäureanhydrid (MerckKGaA, Darmstadt) und lichtgeschützte Inkubation bei RT auf einem Rollenmischer für insgesamt 3 h. Der Nachweis der Umsetzung erfolgte per Dünnschichtchromatographie (siehe Abschnitt 2.8.2) unter Verwendung eines 1 / 1 (v / v) CHCl3 / MeOH-Lösungsmittelgemisches. Bei nicht quantitativer Umsetzung mit dem Anhydrid wurden gegebenenfalls weitere Portionen des Reagens zugegeben; bis zur vollständigen Produktbildung nach erfolgter Inkubation (siehe oben). Die weitere Umsetzung wurde mittels Inkubation (siehe oben) mit zunächst 0,2 mg (1,6 µmol) N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-Ethylcarbodiimid (EDC) (MerckKGaA, Darmstadt) und anschließend 0,125 mg (1,6 µmol) N-Hydroxysuccinimid durchgeführt. Das erhaltene reaktive Doxorubicin-Derivat wurde dann direkt für die Kopplungsreaktion mit den Trägerproteinen eingesetzt. Dazu wurden ~ 10,0 mg (0,16 µmol) BSA (entsprechend einer 10 /1 -Stöchiometrie Doxo-NHS / BSA) und 5,0 mg (0,4 µmol) RNase A (entsprechend einer 4 / 1-Stöchiometrie Doxo-NHS / RNase A) in 1,0 ml 5 % (w / v) NaHCO3 pH 8,1 gelöst und die Lösung der reaktiven Doxorubicin-Konjugate langsam unter Rühren zupipettiert. Nach 3 h Inkubation bei RT lichtgeschützt auf dem Rollenmischer wurde der Reaktionsansatz zur Abtrennung überschüssiger Reaktanden auf eine mit PBS äquilibrierte PD-10-Gelfiltrationssäule aufgetragen. Die Säule wurde mit 1,5 ml PBS gespült, das Konjugat mit 3 ml PBS eluiert und bei 4 °C lichtgeschützt aufbewahrt. Anhand der Absorption der Doxorubicingruppe bei 495 nm (Doxo495 = 8030 M-1cm-1) wurde der Beladungsgrad B unter Berücksichtigung der Absorption A des Doxorubicins bei 280 nm (Doxo280 = 5814 M-1cm-1) und des resultierenden Korrekturfaktors Q = Doxo280 / Doxo495 = 0,724 bestimmt (siehe Abschnitt 3.4.2). Der Beladungsgrad B ist definiert als das Verhältnis der Konzentrationen des Doxorubicins [D] und des jeweiligen Trägerproteins [P]:
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wobei P280 = Extinktionskoeffizient [M-1cm-1] des jeweiligen Trägerproteins und d = Schichtdicke [cm] der Küvette. Es wurde typischerweise ein Beladungsgrad von 4,0 Doxorubicingruppen pro BSA-Molekül (66,3 kDa; P280 = 43 824 M-1cm-1 (Putnam, 1975)) bzw. 1,2 Doxorubicingruppen pro RNase A-Molekül (13,7 kDa; P280 = 9 500 M-1cm-1 (Gill & von Hippel, 1989)) erhalten.
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Für den Einsatz als immobilisierbare Doxorubicin-Konjugate auf der Oberfläche der Polystyrol-Flügelstifte (siehe Abschnitt 2.3.3.1 und 3.5.2) wurde alternativ ein Komplex aus Doxo-Biotin / Streptavidin verwendet.

Das benötigte Streptavidin lag für die vorliegende Arbeit bereits gereinigt als lösliches, tetrameres Core-Protein mit einer molaren Masse von 13,3 kDa pro Untereinheit in PBS Puffer vor (siehe Abschnitt 3.4.2; freundlicherweise von M. Gebauer zur Verfügung gestellt). Die Herstellung erfolgte cytoplasmatisch in E. coli durch Expression des natürlichen, die Aminosäuren Glu14 bis Ser139 kodierenden Strukturgens aus S. avidinii (Schmidt & Skerra, 1994b). Vorteile dieser verkürzten Version gegenüber dem natürlicherweise vorkommenden Protein waren erhöhte Löslichkeit, verringerte Oligomerisierungstendenz und verbesserte Proteolyseresistenz (Schmidt & Skerra, 1994b). Das tetramere Protein wurde durch Rückfaltung aus Einschlusskörpern mit Ausbeuten von bis zu 140 mg / L-Kultur gewonnen. Die Bindungskapazität für Biotin betrug dabei 0,88 Moleküle pro Untereinheit und zeigte damit die gute sterische Zugänglichkeit der Bindungstasche des rekombinanten Core-Proteins (Schmidt & Skerra, 1994b).

Das eingesetzte Streptavidin wurde vor Inkubation mit dem Biotin-Konjugat filtriert (Porendurchmesser 0,45 µm), um Aggregate abzutrennen. Im Anschluss wurde die Konzentration des rekombinanten Streptavidins durch spektroskopische Messung der Absorption bei 280 nm (siehe Abschnitt 2.6.3) mittels des Extinktionskoeffizienten ε = 35 600 M-1cm-1 bestimmt (Schmidt & Skerra, 1994b; Scopes, 1974). Die Bildung des Komplexes wurde durch lichtgeschützte Inkubation bei RT von 84,0 mg (6,3 µmol) Streptavidin (bezogen auf das Monomer des Proteins) mit einem Moläquivalent Doxo-Biotin (siehe Abschnitt 2.8.1) in einem Gesamtvolumen von 10,0 ml während eines Zeitraumes von 1 h auf dem Rollenmischer ausgebildet. Das Moläquivalent wurde in diesem Fall auf die Zahl in Lösung befindlicher, bindungsaktiver Biotingruppen gerechnet.

Die Abtrennung überschüssigen, nicht gebundenen Doxo-Biotins erfolgte mittels Größenausschlusschromatographie über eine Sephacryl-300 HR Säule (siehe Abschnitt 2.6.1.2 und 3.4.2). Anhand der Absorption wurde, wie in Abschnitt 2.8.3 beschrieben, der Beladungsgrad bestimmt. Vor dem Einsatz als Kompetitor gebundener Phagemide während der Phage Display-Selektion wurde der Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplex entsprechend der gewünschten Doxorubicinkonzentration konzentriert (siehe Abschnitt 2.6.5, 2.3.3.1 und 2.3.3.3).
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Zur Analyse und Bearbeitung von DNA-Sequenzdateien wurde das Programmpaket GCG® V 9.0 (Genetics Computer Group, Madison, WI, USA) unter dem Betriebssystem UNIX verwendet (Devereux et al., 1984). Die graphische Darstellung von Sequenzdateien wurde ferner mittels des Programms GeneDoc V 2.6.02 (Free Software Foundation Inc., Boston, MA, USA) durchgeführt. 

Die Auswertung von Messdaten physikochemisch / biophysikalischer Analysen erfolgte mit den Programmen KaleidaGraph® V 3.6 (Synergy Software, Reading, USA) oder Microsoft® Excel 2002 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) unter Verwendung des Zusatzmoduls Solver (Brown, 2006). Die Daten der isothermen Titrationskalorimetrie wurden direkt mit dem im Datenanalyseprogramm Origin integrierten Modul VP-ITC Version 7.0383 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) ausgewertet und anschließend graphisch mit KaleidaGraph® V 3.6 (siehe oben) aufbereitet. Die Daten der dreidimensionalen Fluoreszenzabtastung des Doxorubicins wurde mit dem Programm FL WinLab 4.0 (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) durchgeführt.

SDS-PAGE-Gele und Western-Blots wurden mit Hilfe eines Scanners und des Programms Adobe®Photoshop® (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA) digitalisiert und das erhaltene Bild hinsichtlich Helligkeit und Kontrast optimiert.

Die Sequenz- und Strukturdaten von Proteinen wurden mit der Protein Data Bank (Berman et al., 2000) und den über den ExPASy-Molecular Biology Server (Gasteiger et al., 2005) frei zugänglichen Analyseprogrammen, wie z.B. ProtParam untersucht.
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Die Fluoreszenzeigenschaften des in dieser Arbeit als Ligand dienenden Anthrazyklin-Chemotherapeutikums Doxorubicin (Doxo) (Ex = 470 nm, Em1 = ~ 560 nm and Em2 = 585 – 590 nm) hängen erheblich von der Polarität seiner molekularen Umgebung ab. Der Chromophor unterliegt einer inversen Solvatochromie, bei der mit abnehmender Dielektrizitätskonstante  des Lösungsmittels bis zu einem Schwellenwert von 12, das Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten Em1 und Em2 auf ein Minimum sinkt, bevor mit weiter abnehmender Dielektrizitätskonstante der gegenteilige Effekt eintritt (Karukstis et al., 1998).

Deshalb wurden nachweisbare Auswirkungen auf die Fluoreszenzemission des Liganden bei einer Komplexierung innerhalb der hydrophoben Bindungstasche eines dafür künstlich geschaffenen Anticalins erwartet (Pietrzak et al., 2003). In dem näherungsweise physiologischen Puffer PBS / E pH 7,4 bei konstanter Temperatur von 25 °C wurde aus dem Spektrum der Fluoreszenzemission bei variierender Anregungswellenlänge ein Optimum der Anregung bei 472 nm und der Emission bei etwa 590 nm beobachtet, wie schon von Andreoni (1992) in Phosphatpuffer mit pH 7,4 beschrieben (Abbildung 7).[image: Abb1 3D scan Dox]
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; das Anregungs-/Emissions-Fluoreszenzspektrum des Doxorubicins wurde bei einer Konzentration von 5,0 µM des Fluorophors in PBS / E pH 7,4 aufgenommen (siehe Abschnitt 2.7.4.1).
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Die Selbstassoziation des Doxorubicins

Einen limitierenden Faktor für den direkten Einsatz als Fluoreszenzprobe stellt jedoch die Tendenz des Anthrazyklins zur Selbstassoziation in wässriger Lösung dar. Dieses Phänomen beruht auf der Stapelung der planaren, aromatischen Anthrachinonringe zweier Doxorubicinmoleküle und wird im Wesentlichen durch intermolekulare Wechselwirkungen der beteiligten π-Elektronensysteme vermittelt (Hayakawa et al., 1991). Das Selbstassoziationsverhalten des Doxorubicins wurde mittels Absorptions- und Fluoreszenzmessung sowie isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) untersucht.
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Die Absorptionsmessung des Doxorubicins wurde im Konzentrationsbereich 1,0 – 300 µM nach Verdünnung einer frisch hergestellten 2,0 mM Stammlösung des Chromophors (in DMF) in PBS / E pH 7,4 durchgeführt. Bei höheren Konzentrationen wurde in diesem Puffer eine Präzipitation des Doxorubicins beobachtet. Zur Absorptionsmessung wurde sowohl die Wellenlänge mit 472 nm als auch die Temperatur bei 25 °C konstant gehalten. Die halblogarithmische Auftragung des, aus der apparenten Absorption bei der jeweiligen Doxorubicinkonzentration berechneten, molaren Extinktionskoeffizienten gegen die Doxorubicinkonzentration zeigte ausgehend von einem oberen Plateau-Wert bei niedriger Chromophorkonzentration mit zunehmender Konzentration eine Abnahme des Koeffizienten bis hin zu einem unteren Plateau-Wert (Abbildung 8). Dies deutete auf ein Assoziationsgleichgewicht hin.

Durch nicht-lineare Regression nach Gleichung (13) wurde für ein Monomer-Dimer-Modell der Selbstassoziation im Gleichgewicht eine Dissoziationskonstante von 14,8 ± 0,3 µM erhalten. Der Extinktionskoeffizient des Monomers gleichbedeutend der Asymptote bei unendlicher Verdünnung entsprach εM = 13,10 ± 0,09 x 103 M-1cm-1. Der Wert des Dimers entsprechend der Asymptote bei hohen Doxorubicinkonzentrationen hatte einen Wert von 7,91 ± 0,02 x 103 M-1cm-1. Von Menozzi (1984) wurde durch Absorptionsmessung eine Dissoziationskonstante von 43,9 ± 4,6 µM für das Dimer mit Extinktionskoeffizienten von εM = 13,08 ± 0,08 x 103 M-1cm-1 und εD = 8,15 ± 0,15 x 103 M-1cm-1 für die monomere bzw. dimere Spezies beobachtet. Die in dieser Arbeit bestimmten Extinktionskoeffizienten waren mit dem Literaturwert also nahezu identisch, wohingegen die hier erhaltene Dissoziationskonstante um den Faktor 3 niedriger lag.

1H-NMR-Experimente (Evstigneev et al., 2006) und Gleichgewichts-Sedimentationsmessungen (Eksborg, 1978) legen für Anthrazykline höhere Aggregationsgrade als Dimere nahe. Tatsächlich sollte die Selbstassoziation der Doxorubicinmoleküle sterisch nicht limitiert sein, da für die Daunosaminzuckerreste eine helikale Anordnung in der Peripherie der übereinander liegenden Ringsysteme angenommen werden kann (Bouma et al., 1986; Chaires et al., 1982; Li et al., 1998). Die Wechselwirkung der ungeladenen aromatischen Ringe zweier 
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; die Absorption des Doxorubicins wurde bei einer Wellenlänge von 472 nm durch Verdünnung in PBS / E pH 7,4 in einem Konzentrationsbereich von 1,0 – 300 µM bestimmt. Aus den, um den Leerwert des Puffers bereinigten Absorptionswerten, wurde der Extinktionskoeffizient der Doxorubicinlösung bei der jeweiligen Konzentration nach dem Lambert-Beerschen Gesetz Gleichung (1) berechnet. Nach halblogarithmischer Auftragung des Extinktionskoeffizienten gegen die Doxorubicinkonzentration wurden durch nicht-lineare Regressionsanalyse die Dissoziationskonstante KD sowie die Extinktionskoeffizienten  der Selbstassoziationsprodukte ermittelt (siehe Abschnitt 2.7.3). Die mittels des (- -) Monomer-Dimer-Modells der Selbstassoziation nach Gleichung (13) und des (─) isodesmischen Modells nach Gleichung (40) erhaltenen Kurvenanpassungen waren nahezu deckungsgleich.

Doxorubicinmoleküle ist im Wesentlichen auf Very Short-Range Forces zurückzuführen, weshalb ein indefinites Bindungsmodell mit isodesmischer Konstante physikalisch sinnvoll erscheint (Evstigneev et al., 2006; Ishida et al., 1988; Martin, 1996; Rodriguez et al., 1995). Aus Gleichung (40) ist ersichtlich, dass die Kettenverlängerung des Polymers dabei unbegrenzt mit gleicher Bindungskonstante für jedes neu an das bereits vorhandene Polymer assoziierende Monomer voranschreitet. Die Auswertung der Absorptionsmessung (Abbildung 8) mittels dieses isodesmischen Modells (Rodriguez et al., 1995) offenbarte in Übereinstimmung mit dem Ergebnis der Fluoreszenzmessung (siehe Abschnitt 3.1.2.2) eine niedrigere Dissoziationskonstante von 7,92 ± 0,02 µM. Der berechnete Extinktionskoeffizient des Monomers betrug praktisch unverändert 13,10 ± 0,06 x 103 M-1cm-1. Die im Inneren des Polymerstapels liegenden Doxorubicinmoleküle zeigten mit εint = 7,92 ± 0,04 x 103 M-1cm-1 (Gleichung (14), (15) und (17)) erwartungsgemäß einen niedrigeren Koeffizienten als die Moleküle an den Rändern εext = 10,04 ±0,20 x 103 M-1cm-1 (Gleichung (14), (15) und (16)). Wegen der Additivität von kalk nach Gleichung (14) und der Nearest Neighbour-Annahme, wonach jeglicher Kontakt zwischen zwei in einem Stapel befindlichen, benachbarten Molekülen – unabhängig vom angenommen Assoziationsmodell – einen Beitrag zu kalk leistet, können die beiden untersuchten Selbstassoziationsmodelle nicht aufgrund der Qualität der Kurvenanpassung mittels Absorptionsspektroskopie erhaltener Messwerte unterschieden werden (Evstigneev et al., 2012; Martin, 1996). Vielmehr führt diese Tatsache zur beobachteten Deckungsgleichheit bei der Kurvenanpassung beider Modelle (Abbildung 8). Aus Gleichung (7) und (40) geht zudem hervor, dass beide Selbstassoziationsmodelle abgesehen von einem Faktor 2 algebraisch identisch sind und daher wie auch hier beobachtet für die resultierende Dissoziationskonstante KDDim = 2 KDIso bzw. für Δ = M – D = 2 (M – ext) gilt (Evstigneev et al., 2012).
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Die relative Intensität der Fluoreszenzemission des bei 472 nm monochromatisch angeregten Doxorubicins in PBS / E pH 7,4 wurde bei 585 nm erfaßt (siehe Abschnitt 2.7.4.3). Die graphische Darstellung der bei konstanter Temperatur von 25 °C gemessenen Fluoreszenzemission ist selbst im niedrigen Konzentrationsbereich von 0 – 10 µM Doxorubicin nicht-linear und zeigt extrapoliert eine Sättigungskurve (Abbildung 9). Die apparente Fluoreszenzintensität wich in Übereinstimmung mit den Befunden von Karukstis (1998) bei 10 µM Doxorubicin bereits um mehr als 50 % von der Linearität ab. Der im Verlauf des Titrationsexperiments auf eine Endkonzentration von 1 % zunehmende DMF-Gehalt wurde dabei vernachlässigt und hätte allenfalls die Löslichkeit des Doxorubicins in der Pufferlösung erhöht. Rapoport & Pitina (1998) fanden eine Linearitätsabweichung dieses Ausmaßes erst ab ~ 70 µM. Demgegenüber wurde die Abnahme der Fluoreszenzintensität des C14-Dehydroxy-Derivats Daunorubicin ebenso bereits in dem Konzentrationsbereich um 10 µM beobachtet und als Ergebnis nicht-fluoreszenter Selbstassoziationsprodukte interpretiert (Chaires et al., 1982; Karukstis et al., 1998; Martin, 1980). Auch die Selbstassoziation des Doxorubicins wurde einem nicht-fluoreszente Polymere bildenden Prozess zugeschrieben (Karukstis et al., 1998; Rizzo et al., 1989), wodurch die Nearest Neighbour-Prämisse (siehe Abschnitt 3.1.2.1) für die hier durchgeführte Fluoreszenzmessung nicht zutrifft.

Die nicht-lineare Regressionsanalyse mittels des Monomer-Dimer-Modells in Gleichung (35) (Abbildung 9; gestrichelte Kurve) zeigte im Vergleich zum isodesmischen Modell der Polymerisation nach Gleichung (34) und (40) (Abbildung 9; durchgezogene Kurve) eine stärkere Abweichung von den gemessenen relativen Fluoreszenzintensitäten. In der Tat war in beiden Fällen eine physikalisch sinnvolle Kurvenanpassung nur bei Interpretation der monomeren Spezies als einzig fluoreszierendem Molekül in Lösung möglich, weshalb Dimerisierung als oberster Assoziationsgrad wegen der höheren Signifikanz der isodesmischen Kurvenanpassung unwahrscheinlich war. Die resultierende Dissoziationskonstante des Monomer-Dimer-Modells betrug 2,54 ± 0,72 µM und wich damit um den Faktor 6 von dem bei der Absorptionsmessung – unter identischen Pufferbedingungen – erhaltenen Wert ab. Dagegen war die Dissoziationskonstante der isodesmischen Anpassung mit 11,0 ± 0,4 µM dem Wert der Absorptionsmessung vergleichbar. Die von Rizzo (1989) mittels Fluoreszenzspektroskopie nachgewiesene Selbstassoziation des Doxorubicins folgte – unter anderen Pufferbedingungen – im Einklang mit vorliegender Arbeit ebenso einer isodesmischen Polymerisation mit einer Dissoziationskonstante von 22,7 µM, wohingegen die dort bestimmte Dissoziationskonstante für die Dimerisierung bei 13,7 µM lag.
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; die konzentrationsbedingte Abnahme der bei 472 nm angeregten intrinsischen Fluoreszenz des Doxorubicins wurde durch Titration des Fluorophors in den Puffer PBS / E pH 7,4 bis zu einer Endkonzentration von 10,0 µM bei 585 nm verfolgt. Nach Abzug des Fluoreszenzbeitrags des Puffers wurden die erhaltenen relativen Fluoreszenzintensitäten gegen die Gesamtkonzentration des Doxorubicins aufgetragen und durch nicht-lineare Regressionsanalyse die Dissoziationskonstante KD der Selbstassoziation und die molare Fluoreszenz fL des monomeren Doxorubicins ermittelt (siehe Abschnitt 2.7.4.3). (- -) Monomer-Dimer-Modell der Selbstassoziation nach Gleichung (35), (─) isodesmisches Modell nach Gleichung (34) und (40).

Als Konsequenz dieses ausgeprägten Selbstassoziationsverhaltens wurde, soweit experimentell möglich, bei den späteren Untersuchungen der Komplexierung des Doxorubicins durch Biomakromoleküle eine Liganden-Endkonzentration von 5,0 – 10,0 µM nicht überschritten (Husain et al., 1993). Bei entsprechend hochaffiner Bindungsaktivität des makromolekularen Partners gegenüber Doxorubicin sollte das Selbstassoziationsverhalten in diesem Konzentrationsbereich vernachlässigbar sein.
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Ausgehend von einer hochkonzentrierten 3,75 mM Stammlösung des polymerisiert vorliegenden Doxorubicins in deionisiertem Wasser wurde das Dissoziationsverhalten des Haptens mittels isothermer Titration in die den Puffer (50 mM Hepes / NaOH-Puffer pH 7,4) enthaltende Messzelle des Kalorimeters bei 25 °C bestimmt (siehe Abschnitt 2.7.2).

Die Auftragung der Wärmeänderung pro Mol injiziertem Doxorubicin gegen die Doxorubicinkonzentration in der Messzelle wies im Einklang mit der angenommenen indefiniten isodesmischen Selbstassoziation einen hyperbolischen Verlauf auf (Abbildung 10). Die bei einem solchen Titrationsexperiment beobachteten endothermen Verdünnungswärmen sind charakteristisch für Dissoziationsreaktionen (McPhail & Cooper, 1997). Wie bereits für die UV- / Vis-Spektroskopie (siehe Abschnitt 3.1.2.1) gezeigt wurde, ist auch mittels kalorimetrisch bestimmter Messwerte, die einen Selbstassoziationsprozess beschreiben, keine Unterscheidung zwischen Dimerisierung und isodesmischer Polymerisation anhand der Kurvenanpassung möglich (Buurma & Haq, 2007; Martin, 1996; McPhail & Cooper, 1997; Stoesser & Gill, 1967). Deshalb wurde für die nicht-lineare Regressionsanalyse das in der VP-ITC Version 7.0 des Datenanalyseprogramms Origin integrierte Monomer-Dimer-Modell nach Gleichung (7), (8) und (9) benutzt und die so erhaltenen Werte für die Enthalpieänderung ΔH und die Dissoziationskonstante KD dem isodesmischen Modell angepasst (siehe Abschnitt 2.7.2 und 2.9). Die Enthalpieänderung der exothermen Assoziationsreaktion entspricht dabei ΔHIso = ΔHDim / 2 und die Dissoziationskonstante KDIso = KDDim / 2.
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; Messung der Wärmeänderung ΔQ [kJ / mol] bei Verdünnung einer konzentrierten Lösung des Doxorubicins in die mit Puffer (50 mM Hepes / NaOH pH 7,4) gefüllte Probenzelle bei 25 °C. Die Titration wurde ausgehend von 3,75 mM Doxorubicin in H2O (Millipore) in Schritten von je 7,0 µl bei einer Durchmischung der Probenzelle mit 310 rpm durchgeführt. Die dabei erhaltenen Verdünnungswärmen wurden zunächst um die Werte einer analog durchgeführten Referenzmessung durch Titration von H2O (Millipore) in den Puffer bereinigt. Anschließend wurden die Dissoziationskonstante KD und ΔHDissoz = – (ΔHDim) graphisch durch nicht-lineare Regression bestimmt (siehe Abschnitte 2.7.2 und 2.9).

Die Enthalpieänderung ΔHDim betrug – 38,16 ± 0,33 kJ / mol und ΔHIso = – 19,08 ± 0,17 kJ / mol bei einer KDDim von 246 ± 9 µM und KDIso von 123± 5 µM. Mit den experimentell bestimmten Werten der Enthalpie und der Assoziationskonstante wurden die freie Enthalpie ΔG und die Entropieänderung ΔS des Assoziationsprozesses unter den vorliegenden Standardbedingungen berechnet (Gleichung (10)). ΔGDim betrug dabei – 20,60 kJ / mol und ΔSDim = – 58,82 J mol-1K-1. ΔGIso entsprach – 22,32 kJ / mol bei einer Entropieänderung von ΔSIso = + 10,86 J mol-1K-1. Die Selbstassoziation des Doxorubicins ist folglich unter den vorliegenden Versuchsbedingungen aufgrund des negativen ΔH-Werts ein enthalpiegetriebener Prozess, der bedingt durch den negativen Wert der freien Enthalpie exergon ist und somit einer freiwillig ablaufenden Reaktion entspricht (Atkins & De Paula, 2005). Die assoziative Stapelung planarer, aromatischer Ringsysteme ist vielfach als enthalpiegetriebener Prozess beschrieben (Bouma et al., 1986; Chaires et al., 1982; Evstigneev et al., 2006; Martin, 1996). Zur thermodynamischen Stabilität des Assoziationskomplexes trägt grundsätzlich auch ein positiver Wert der Entropie bei. Jedoch erhöht sich im Verlauf der Selbstassoziation und damit verbundener Einschränkung der Freiheitsgrade der einzelnen Doxorubicinmoleküle die Ordnung, wodurch sich ΔS erniedrigt (Jelesarov & Bosshard, 1999). Dieser Effekt ist erkennbar am negativen Entropiewert der Dimerisierung. Durch einen anzunehmenden höheren Desolvatisierungsgrad bei isodesmischer Polymerisation könnte es hier zu einer Überkompensation der negativen Entropie kommen und dazu führen, dass die Komplexbildung hier insgesamt auch entropisch begünstigt ist (Jelesarov & Bosshard, 1999; Rether, 2010). 

In Übereinstimmung mit den in dieser Arbeit erhaltenen thermodynamischen Daten wurde zuvor von McLennan (1985) mittels NMR allerdings für ein Dimerisierungsmodell die freie Enthalpie ΔH zu – 14,44 kJ / mol bei einer Entropieänderung ΔS von + 12,56 J mol-1K-1 des Doxorubicins bestimmt. Der im Vergleich zur Absorptions- und Fluoreszenzmessung um mehr als den Faktor 10 höhere Wert der isodesmischen Dissoziationskonstante der Doxorubicin-Polymerisation läßt sich mit den geringeren kosmotropen Eigenschaften des Hepes-Puffers im Vergleich zu PBS / E erklären (Salay & Schreier, 2004). Zur eindeutigen Klärung bedarf es jedoch einer analog durchzuführenden kalorimetrischen Bestimmung in PBS / E-Puffer. Diese wurde hier nicht vorgenommen, da die kalorimetrische Bestimmung der Selbstassoziation im Wesentlichen zur Vorbereitung auf die ITC-Messung der Komplexierung des Doxorubicins durch die selektierte BBP-Variante F1K27 (siehe Abschnitt 3.6) – die jedoch ergebnislos blieb – diente. Kalorimetrische Bindungsstudien erfordern in der Regel hohe Konzentrationen beider Komplexierungspartner in Lösung (Turnbull & Daranas, 2003); sowohl die Löslichkeit der Proteine in ihrer nativen Tertiärstruktur als auch die monomere Form des Liganden muss dabei gewährleistet sein. Außerdem darf der Puffer nur eine niedrige Protonierungswärme aufweisen (Baker & Murphy, 1996), weshalb 50 mM Hepes / NaOH-Puffer pH 7,4 verwendet wurde. Andererseits konnte dieser Puffer nicht durchgängig verwendet werden, da die Laborroutine zeigte, dass er für eine stabile, längerfristige Lagerung der BBP-Varianten bei 2 – 8°C nicht geeignet war.
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Die Proteinfamilie der Lipocaline ist weit verbreitet und dient in vielen Organismen dem Transport und der Speicherung schlecht löslicher oder chemisch labiler Vitamine, Hormone und Sekundärmetaboliten (Åkerström et al., 2000). Doxorubicin zeigt hinsichtlich seiner geringen Größe, mit einer molaren Masse von 543,52 g / mol, und wegen seines hydrophoben Charakters ähnliche Eigenschaften wie die nativen Lipocalinliganden und sollte deshalb, wenn auch mit moderater Affinität, bereits durch natürliche Lipocaline komplexiert werden können. Das Bindungsverhalten einer Reihe natürlicher Lipocaline gegenüber Doxorubicin wurde durch Protein-Fluoreszenztitration (siehe Abschnitt 2.7.4.2) untersucht. Fünf Lipocaline, AGP, BBP, NGAL, RBP und TLC, wurden mit Doxorubicin bis zu einer Endkonzentration von 10,0 µM titriert. Alle Proteine zeigten ein geringes Quenching ihrer Primärfluoreszenz im Bereich von etwa 3 – 9 %, wobei das TLC den geringsten und das AGP den stärksten Quenching-Effekt erfuhren (Abbildung 11A). Dies deutete insgesamt auf eine niedrige, aber signifikante Bindungsaffinität der Lipocaline für diesen Liganden hin.
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; die Proteine wurden in E. coli produziert und durch Streptavidin-Affinitätschromatographie und Gelfiltration gereinigt (freundlicherweise von D. Breustedt und D. Schönfeld in homogener Form zur Verfügung gestellt; (Breustedt et al., 2006)). Eine 1,0 µM Lösung (A) jedes der Lipocaline in PBS / E pH 7,4 wurde mit Doxorubicin bis zu einer Endkonzentration von 10 µM titriert. Dabei wurde die Abnahme der Proteinfluoreszenz bei der Trp-Anregungswellenlänge von 295 nm und der Emissionswellenlänge 345 nm in Abhängigkeit von der Ligandenkonzentration verfolgt. Die Anpassung der um den Puffer-Leerwert bereinigten und auf eine Anfangsfluoreszenz von 100 % skalierten Messwerte erfolgte nach Korrektur des inneren Filtereffekts des Doxorubicins – in (B) am Beispiel des AGP als Einfluss der Eigenabsorption des Doxorubicins bei 295 nm gezeigt – durch nicht-lineare Regression mittels Gleichung (31).

Die stärkste Fluoreszenzlöschung mit einer Asymptote von 25,2 ± 2,0 % wurde für das α1-Acid Glycoprotein (AGP) (Hochepied et al., 2003) beobachtet. Die dabei ermittelte Dissoziationskonstante für Doxorubicin betrug 8,05 ± 0,95 µM. Damit war das AGP mit seiner im Vergleich höchsten intrinsischen Bindungsaktivität gegenüber Doxorubicin das interessanteste der getesteten Lipocaline. Literaturwerte der Dissoziationskonstante des AGP / Doxorubicin-Komplexes variieren im Bereich von 10,8 – 108 µM (Chassany et al., 1996; Finlay & Baguley, 2000; Husain et al., 1993). Deshalb wurde die Bindung des Doxorubicins an AGP mittels Fluoreszenzanisotropie und Gleichgewichtsdialyse genauer untersucht.
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[bookmark: _Ref377909329][bookmark: _Toc378007986][bookmark: _Toc378008070][bookmark: _Toc378010194][bookmark: _Toc390290936][image: ]AGP wurde aus dem Periplasmaextrakt mit den Plasmiden pAGP1 und pTUM4 transformierter MC4100skp-Zellen (freundlicherweise von D. Schönfeld zur Verfügung gestellt) durch Reinigung mittels SA-Affinitätschromatographie (siehe Abschnitt 2.6.1.1) und nachfolgender Gelfiltration (siehe Abschnitt 2.6.1.2) mit hoher Reinheit (Abbildung 29) erhalten. Als Ausgangswert diente die nach Gleichung (53) berechnete Anisotropie rf von 0,066 ± 0,001 einer 1,0 µM Lösung des freien Doxorubicins in PBS / E pH 7,4 bei 25 °C. Anschließend wurde die AGP / Doxorubicin-Komplexbildung nach Einstellung des Gleichgewichts in Mischungen bestehend aus 1,0 µM Doxorubicin mit zunehmenden AGP-Konzentrationen von 0 – 50 µM verfolgt. Die Anisotropie stieg dabei auf einen Wert r von 0,094 ± 0,020. Bei Auftragen der Anisotropie gegen die eingesetzte AGP-Konzentration wurde eine Sättigungskurve für die Bildung des AGP / Doxo-Komplexes erhalten (Abbildung 12).
Abbildung 12:	Fluoreszenzanisotropie zum Nachweis der AGP / Doxorubicin-Komplexbildung

; Die Messung der Anisotropie des Hapten-Fluorophors Doxorubicin bei Komplexierung mit dem Protein erfolgte ausgehend von 1,0 µM Doxorubicin in PBS / E pH 7,4 mit unterschiedlichen Konzentrationen des Proteins von 0 – 50 µM in einem Gesamtvolumen von 150 µl. Das Ausmaß der Komplexbildung im Gleichgewicht als Ausdruck des Anisotropiewertes r wurde bei 25 °C bei einer Anregungswellenlänge von 472 nm und einer Wellenlänge der Emission von 585 nm nachgewiesen. Die mittels Gleichung (53) berechnete Anisotropie r wurde gegen die AGP-Konzentration aufgetragen und durch nicht-lineare Regression mittels Gleichung (56) die Dissoziationskonstante KD, die Anisotropie des freien Liganden rf und die maximale Anisotropie für den vollständig gebunden Liganden rk ermittelt (siehe Abschnitt 2.7.4.5).

Der durch Kurvenanpassung mittels Gleichung (56) extrapolierte obere Plateau-Wert rk der Anisotropie von 0,109 ± 0,005 entspricht dabei dem Wert für den vollständig komplexierten Liganden. Die erhaltenen Ergebnisse stimmten mit den von Husain (1993) mittels Fluoreszenzanisotropie ermittelten Werten von rf = 0,07 und rk = 0,12 für den Komplex aus glykosyliertem AGP mit Doxorubicin weitestgehend überein. Die in vorliegender Arbeit beobachtete starke Abweichung des rk-Werts vom theoretischen Maximalwert von 0,40 der fundamentalen Anisotropie, die die Abwesenheit von Depolarisationseffekten und somit den in seiner Rotationsdiffusion komplett eingeschränkten Liganden beschreibt (Burke & Tritton, 1985), bedeutete vermutlich eine schwache Komplexierung des Doxorubicins in der Bindungstasche des AGP (Husain et al., 1993). Dazu passte auch die hier mittels Gleichung (56) bestimmte moderate Affinität des AGP gegenüber Doxorubicin mit einer Dissoziationskonstante von 26,3 ± 5,8 µM, die um den Faktor 3 höher als bei der Proteinfluoreszenztitration (siehe Abschnitt 3.2) war.
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Die Gleichgewichtsdialyse wurde mit jeweils 100 µM AGP und variierenden Doxorubicinkonzentrationen im Bereich von 5,0 – 200 µM in einem Gesamtvolumen von 75 µl durchgeführt (siehe Abschnitt 2.7.1). Nach Gleichgewichtseinstellung bei 25 °C für 24 h erfolgte eine Absorptionsmessung bei 472 nm, wodurch unter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes nach Gleichung (1) jeweils die Konzentration des Doxorubicins auf der Proteinseite (AGP-ligandenbeladen und unbeladen) und der korrespondierenden Pufferkammerseite (unkomplexierter Ligand) bestimmt wurde. Zur Berechnung wurde als Extinktionskoeffizient vereinfacht der Wert für εintern des indefiniten Polymerisationsmodells aus Abschnitt 3.1.2.1 mit 7920 M-1cm-1 verwendet. Dies erschien wegen der eingesetzten Ligandenkonzentration von bis zu 200 µM sinnvoll, um den Effekt der Selbstassoziation des Doxorubicins (siehe Abschnitt 3.1.2.1) zu berücksichtigen.

Bei Auftragen der Konzentration des mit dem AGP komplexierten Doxorubicins – ausgedrückt als Sättigungsgrad des Proteins mit dem Liganden in Prozent – gegen die Konzentration an frei in Lösung befindlichem Liganden wurde die erwartete Sättigungskurve (Abbildung 13A) mit einer Dissoziationskonstante von 68,4 ± 7,4 µM (Gleichung (3)) erhalten. Im Einklang mit einer einzelnen Bindungsstelle innerhalb des AGP (100 µM) näherte sich die Konzentration des gebundenen Liganden asymptotisch einem Wert von 93,0 ± 5,1 µM. Die eingesetzte Konzentration des Proteins betrug 100 µM. Deutlich erkennbar wurde die 1 / 1-Stöchiometrie des AGP / Doxo-Komplexes bei doppelt reziproker Auftragung, dem sogenannten Scatchard-Plot (Scatchard, 1949b), dessen Ausgleichsgerade einen Abszissenschnittpunkt von 0,96 (Gleichung (4)) – bei einer Dissoziationskonstante von 73,2 ± 0,4 µM – aufwies, was nur geringfügig von dem theoretischen Wert 1,0 für eine einzige Bindungsstelle abwich (Abbildung 13B).

Die Interpretation einer einzigen Bindungsstelle des AGP für Doxorubicin wird durch frühere Absorptions- und Fluoreszenzstudien von Husain (1993) gestützt. Auch hat wohl die 24-stündige Inkubationsdauer des Doxorubicins bei Raumtemperatur – während der Einstellung des Gleichgewichts – keine partielle Degradation des Chromophors und somit keine Verfälschung der Ergebnisse bewirkt (Eksborg et al., 1982).
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; (A) nicht-lineare Regression gemäß Gleichung (3) und (B) lineare Regression gemäß Gleichung (4) (r entspricht dem Bruchteil des komplexierten Proteins; c ist die Konzentration des freien Haptens).

Um Doxorubicin für bioanalytische, biophysikalische oder medizinische Zwecke hochaffin komplexieren zu können, waren die genannten Lipocaline trotz nachgewiesener spezifischer Bindungsaktivität noch ungeeignet. Abhilfe verspricht das Protein-Engineering von Liganden-Bindungsproteinen, wie mit den sogenannten Anticalinen schon im Fall der Lipocaline erfolgreich demonstriert worden ist (Beste, 1998; Schlehuber, 2001). Die In-vitro-Evolution von Proteinen mit maßgeschneiderten Eigenschaften erfährt durch die Verknüpfung kombinatorischer biochemischer Methoden wie dem Phage Display mit dem rationalen Proteindesign hohe Effizienz. Eine sinnvolle Substitution der für die Bindung des Zielmoleküls verantwortlichen Aminosäuren innerhalb der Bindungstasche eines Proteins setzt die Kenntnis seiner dreidimensionalen Struktur voraus. Für das als Gerüststruktur (Protein-Scaffold) geeignet erscheinende AGP fehlten diese Strukturdaten zum Zeitpunkt des Projektbeginns. Im Gegensatz dazu ermöglichte das Bilin-Bindungsprotein (BBP) mit seiner bekannten Kristallstruktur (Huber et al., 1987) eine sinnvolle Auswahl der zu mutierenden Aminosäurepositionen und besaß deshalb vielversprechende Ausgangsbedingungen für die Komplexierung des Haptenliganden Doxorubicin durch ein maßgeschneidertes Anticalin.
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Da die durch kombinatorische Selektion, z.B. mit Phage Display, maximal erreichbare Affinität mit der Komplexität der eingesetzten molekularen Bibliothek korreliert (Perelson & Oster, 1979; Waterhouse et al., 1993), wurde das hinsichtlich vieler Parameter bereits etablierte und optimierte BBP-Selektionssystem (Beste et al., 1999; Schlehuber et al., 2000) einer weiteren Feinjustierung unterzogen.

Um die bestehende, auf dem Strukturgen des Bilin-Bindungsproteins basierende Zufallsbibliothek in höchstmöglicher Komplexität zu präparieren, wurde durch Restriktionsverdau (siehe Abschnitt 2.2.4.2) von 200 µg entsprechend 72,0 pmol des Phasmidvektors pBBP38 (Abbildung 3) mit BstXI das natürliche BBP-Strukturgen ausgeschnitten, und das Vektorrückgrat isoliert. Gleichzeitig wurden durch zweistufige Polymerasekettenreaktion (PCR) die gewünschten Zufallsmutationen (Beste et al., 1999) in die bbp-Sequenz eingeführt (siehe Abschnitt 1.5.1). 18,0 µg entsprechend 77,0 pmol des assemblierten PCR-Produktes wurden ebenfalls mit BstXI geschnitten, um kompatible Enden zur gerichteten Inserierung in den Phasmidvektor pBBP38 zu erzeugen. Durch gelelektrophoretische Trennung und nachfolgende Phenol / Chloroform-Extraktion wurde das beidseitig verdaute Insert bei hoher Reinheit mit einer Ausbeute von 20 % isoliert. Die präparierten DNA-Fragmente für Insert und Vektorrückgrat wurden anschließend in einem 15,0 pmol Ansatz im molaren Verhältnis 1:1 ligiert und anschließend gefällt (siehe Abschnitt 2.2.4.3 und 2.2.6.2). Die Transformation des für das Phage Display geeigneten E. coli-Stamms XL1-Blue mit der ligierten BBP-Zufallsbibliothek erfolgte mittels 23 Elektroporationsansätzen mit jeweils 2,0 µg DNA. Die mit 100 ng Phasmidvektor pBBP38 getestete Transformationseffizienz der Zellen betrug 8,2 x 109 pro µg DNA. Die erhaltene Bibliothek zeigte mit einer Komplexität von 2,5 x 1010 unabhängigen Transformanden eine Verbesserung um nahezu den Faktor 70 im Vergleich zu der BBP-Zufallsbibliothek von Beste et al. (1999).
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Diese erhebliche Steigerung der Komplexität war einerseits auf Erhöhung der DNA-Stoffmenge um den Faktor 3,6 von 4,2 pmol auf 15,0 pmol bei der Herstellung des Ligierungsansatzes zurückzuführen. Anderseits resultiert sie wesentlich (nahezu um den Faktor 20) aus der Optimierung experimenteller Abläufe, wie erhöhter Transformationseffizienz der elektro-kompetenten Zellen des E. coli-Stamms XL1-Blue und verbesserter Ligierungseffizienz.
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Die Effizienz der hier präparierten elektro-kompetenten Zellen betrug 8,2 x 109 pro µg DNA für den Phasmidvektor pBBP38, was einer Steigerung um den Faktor ~ 14 im Vergleich zu 6,0 x 108 pro µg DNA des Phasmidvektors pBBP20 bei (Beste, 1998) entspricht. Zusätzlich wurde die Anzahl der benötigten Elektroporationsansätze minimiert, um die bereits transformierten Ansätze schnellstmöglich weiter zu verarbeiten. Deshalb wurde pro Elektroporationsansatz eine DNA-Menge von 2,0 µg verwendet. Diese lag über der maximalen Menge von 1,3 µg DNA pro Ansatz bis zu der die Zahl der erhaltenen Transformanden nach früheren Erkenntnissen proportional steigt (Stibora, Beste & Skerra, unveröffentlicht). Allerdings bezieht sich diese Proportionalität auf Testtransformationsansätze mit zirkulärem Vektor. Dessen Anteil lag in den durchgeführten Ansätzen wegen der Obergrenze der Ligierungseffizienz von etwa 10 % (siehe Abschnitt 3.3.1.2) bei etwa 200 ng. Aus diesem Grund war auch die mit der Positivkontrolle von 100 ng Phasmidvektor pBBP38 ermittelte Transformationseffizienz nur als Richtwert für die Eignung der elektro-kompetenten Zellen zur Herstellung einer hochkomplexen BBP-Zufallsbibliothek zu verstehen.

Im Vorfeld wurde pro Elektroporationsansatz lediglich ein dreifacher Überschuss eingesetzter Zellen zur Molekülanzahl des ligierten, zirkulären Vektors errechnet. Um trotzdem eine maximale Effektivität der Transformation sicher zu stellen, wurden die elektro-kompetenten Zellen unmittelbar vor der Transformation frisch hergestellt (Noren & Noren, 2001). Bei früheren Versuchen war pro Einfrier-Auftau-Zyklus der Zellen ein Abfall der Transformationseffizienz um bis zu einem Faktor 10 beobachtet worden.

Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Elektroporation war die Vermeidung von Lichtbogenbildung, was die Überlebensfähigkeit der Zellen drastisch senkt. Die Thermoemission kann durch Herabsetzung der Leitfähigkeit der Elektroporationsansätze verringert werden. Deshalb wurde die, für die Elektroporation bestimmte, ligierte DNA nach der Fällung in H2O bidest. gelöst (siehe Abschnitt 2.2.6.2). Auch die elektro-kompetenten Zellen wurden entgegen der bisherigen Vorschrift nicht mit GYT-Medium (Beste, 1998; Dower et al., 1988) sondern lediglich in H2O bidest. gewaschen und darin letztlich resuspendiert (siehe Abschnitt 2.2.2.4), um sämtliche ionischen Rückstände zu entfernen.
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Zur gerichteten Klonierung der mutierten Zufallsvarianten der bbp-Gensequenz auf den Phasmidvektor pBBP38 (Abbildung 3) mit hoher Ausbeute war zunächst quantitativer Verdau mit der Endonuklease BstXI entscheidend (siehe Abschnitt 2.2.4.2). Insbesondere galt dies für das durch PCR erzeugte Insert, auf dem sich die Erkennungssequenzen der Endonuklease nur wenige Basenpaare entfernt vom 5'- bzw. 3'-Ende des linearen DNA-Fragments befanden. Aufgrund der sehr geringen Größenunterschiede ist bei der elektrophoretischen Trennung eine eindeutige Abtrennung des doppelt verdauten Inserts, von unverdauten Produkten erschwert. Zudem ist bekannt, daß Restriktionsenzyme nah am Ende eines DNA-Doppelstrangs mit verminderter Effizienz schneiden (Kaufman & Evans, 1990). Durch die Verunreinigung mit nur einfach geschnittenem Insert wäre es deshalb zu ineffizienter Ligierung gekommen.

Die Produkte des ersten PCR-Schritts, Fragment A und Fragment B (Abbildung 4), wurden deshalb über ein 2,0 % Low Melting Point-Agarosegel hoher Reinheit getrennt (siehe Abschnitt 2.2.5.1), bei einer Wellenlänge von 365 nm im langwelligen UV-Bereich sichtbar gemacht, und zügig unter Verzicht eines dokumentarischen Photos ausgeschnitten, um eine UV-Schädigung der DNA zu vermeiden (Duro et al., 1993). Die Isolierung der DNA erfolgte mit JETSORB-Partikeln (siehe Abschnitt 2.2.6.3). Bei der Reinigung des im Anschluss erzeugten assemblierten PCR-Produkts wurde auf eine elektrophoretische Trennung zugunsten der Reinigung des PCR-Produkts mittels des E.Z.N.A.® Cycle-Pure Kits (siehe Abschnitt 2.2.6.4) verzichtet. Diese Prozedur entfernte die Taq-DNA-Polymerase, die Oligodesoxynukleotide sowie die Desoxynukleotidtriphosphate quantitativ. Nicht abgetrennte Agaroserückstände und an diesen anhaftende Verunreinigungen, wie andere Polysaccharide hätten andernfalls zusätzlich inhibitorisch auf die Restriktionsendonukleasen wirken können (Duro et al., 1993; Roberts & Murray, 1976). 

Als weitere Ursachen für einen ineffizienten oder unspezifischen DNA-Verdau waren die relaxierte Erkennungssequenzspezifität des Restriktionsenzyms, die als Star-Aktivität bezeichnet wird (Nakamura et al., 2001), wie auch eine Kontamination der Restriktionsenzyme mit bakteriellen Exonukleasen, in Betracht zu ziehen (Hashimoto-Gotoh, 1995). Star-Aktivität bedingende Faktoren wie extensive Inkubationszeit, hohe Enzymkonzentration und suboptimale Pufferbedingungen – aufgrund zu geringer Ionenstärke oder falschen pH-Werts sowie durch Spuren organischer Lösungsmittel verursacht – waren durch die vorliegende Arbeitsvorschrift bereits weitgehend minimiert (siehe Abschnitt 2.2.4.2). Die BstXI-Restriktionsendonuklease des Herstellers Promega zeigte im Vergleich zu Enzymen anderer Hersteller eine höhere Effizienz und Spezifität der Spaltung.

Das mit dem Enzym BstXI geschnittene Vektorrückgrat bzw. Insert wurde anschließend über ein 0,8 % respektive 1,5 % LMP-Agarosegel elektrophoretisch getrennt (siehe Abschnitt 2.2.5.1), bei 365 nm illuminiert, und wiederum zügig ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA aus den Gelstücken erfolgte mittels quantitativer Phenol / Chloroform-Extraktion (siehe Abschnitt 2.2.6.5). Dieses von Wieslander (1979) etablierte Verfahren lieferte bei nachfolgender Ethanolfällung DNA hoher Reinheit. Nicht nur erlaubte es die rückstandslose Abtrennung des Restriktionsenzyms und des BSA aus dem Restriktionsansatz sondern in Verbindung mit der bei niedrigen Temperaturen schmelzenden LMP-Agarose eine, die DNA schonende, quantitative Beseitigung der Matrix. Die durch diese Vorgehensweise erzielte hohe Reinheit der DNA war neben der Verwendung der T4-DNA-Ligase des Herstellers Promega, die im Vergleich zu Ligasen anderer Hersteller – nach persönlicher Erfahrung – effektiver arbeitete, entscheidend für eine hohe Ligierungseffizienz (Fransen et al., 1998).
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In insgesamt fünf Selektionszyklen wurden die aus einer nativen BBP-Zufallsbibliothek mit einer Diversität von 1,26 x 109 unabhängigen Transformanden bei 50 % Integrität – die eigens vor den Optimierungsarbeiten zur Komplexitätssteigerung (siehe Abschnitt 3.3.1) nach dem Protokoll von Beste (1998) hergestellt worden war – angereicherten, mit Doxorubicin-SS-Biotin / Streptavidin komplexierten Phagemide jeweils unter den potentiell milden Bedingungen der reduktiven Spaltung der Disulfidbrücke innerhalb des Linkers mit 50 mM DTT eluiert (Chames et al., 2000). Das in diesem Fall komplexiert bleibende Hapten beeinträchtigt die Infektivität der Phagemide normalerweise nicht (Kobayashi et al., 2005). Die Analyse fünf zufällig gepickter Klone aus der Selektionsrunde 3 (Abbildung 14) offenbarte mit nur einer einzigen funktionellen BBP-Sequenzvariante einen niedrigen Anteil funktioneller Fusionsproteine kodierender Phasmide. Die übrigen vier Sequenzen zeigten einzelne Nukleotid-Deletionen bzw. -Insertionen. Die beobachteten Insertionen und Deletionen führen zur Verschiebung des natürlichen Leserahmens und in der weiteren Sequenzabfolge zur Ausprägung von TAA (Ochre)- und TGA (Opal)-Stoppkodons, die in dem E. coli-Amber-Suppressorstamm XL1-Blue nicht überlesen werden. Folglich bewirken die Stoppkodons bei der Proteinbiosynthese einen Kettenabbruch und führen letztlich dazu, dass gar kein pIII-Fusionsprotein in der Phagemidhülle verankert wird. Für eine erfolgreiche Affinitätsanreicherung ist es jedoch erforderlich, den Prozentsatz der Fusionsgene mit Stopkodons oder im Leserahmen verschobener Mutanten so gering wie möglich zu halten (Carcamo et al., 1998).

Das Auftauchen dieser Klone in Anreicherungszyklus 3 wurde durch Vorteile bei der Replikation dieser Phagemide begründet. Die beobachteten Mutationen wurden, da sie im Bereich der synthetischen Oligodesoxynukleotide lagen, auf die Verwendung nicht gereinigter Primer bei der Herstellung der für das Phage Display eingesetzten Genbibliothek zurückgeführt (siehe Abschnitt 2.2.4.1). Außerdem können innerhalb des Wirtsstamms auch Rekombinationsereignisse stattfinden, die evolutiv dazu dienen toxische Genprodukte unschädlich zu machen (Brown & Campbell, 1993; Skerra, 1994). Eine einzige der erhaltenen Mutanten besaß ein zusätzliches, inseriertes Basenpaar außerhalb der beschriebenen Primer-Regionen und war vermutlich durch die natürliche Mutationsrate (etwa 10-4 pro bp) der Taq-DNA-Polymerase (Bracho et al., 1998; Eckert & Kunkel, 1990; Ling et al., 1991) verursacht, da sie keine Korrekturaktivität besitzt. 

Im Gegensatz zu den wirtseigenen Prozessen ließ sich die Herstellung der BBP-Gensequenzen beeinflussen. Neben der Einstellung optimaler Pufferbedingungen, um die Einbaurate falscher Basen durch die verwendete Taq-DNA-Polymerase so gering wie möglich zu halten, erwies sich dabei die korrekte Sequenz der synthetischen, degenerierten Oligodesoxynukleotide als entscheidend.

Deshalb wurden die bei einem kommerziellen Hersteller synthetisierten Oligodesoxynukleotide (siehe Abschnitt 2.1.2) vor dem Einsatz in der PCR präparativ durch eine Polyacrylamid / Harnstoff-Gelelektrophorese gereinigt (siehe Abschnitt 2.2.5.2; Abbildung 15). Dabei wurden Oligodesoxynukleotide kürzerer Sequenz, die während der PCR Deletionsmutanten erzeugt hätten, als Nebenprodukte der DNA-Synthese abgetrennt. Eine Sequenzanalyse zufällig ausgewählter Klone zeigte einen hohen Prozentsatz funktioneller BBP-Gensequenzen mit 80 % bei Verwendung der gereinigten Oligodesoxynukleotide.
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)Abbildung 14:	DNA- und korrespondierende Aminosäure-Sequenzen, der aus der ersten nativen Bibliothek selektierten BBP-Varianten im Vergleich zum Wildtyp-BBP

; zufällig ausgewählte Klone aus dem 3 Anreicherungszyklus. Der hier gezeigte Ausschnitt aus der Sequenz des Wt-BBP umfasst die Aminosäurepositionen 20 bis 136. Das mit den degenerierten Primer-Paaren GB-3 / FS-15 bzw. GB-11 / GB-4 in einer zweistufigen PCR-Reaktion randomisierte Gensegment besitzt flankierende Erkennungssequenzen für die Restriktionsendonuklease BstXI (CCAN6TGG, grau hinterlegt). Die variablen Loop-Regionen des Wt-BBP sind unterstrichen. Die Aminosäurepositionen innerhalb des Wt-BBP, die für die Konstruktion der Bibliothek einer gerichteten Zufallsmutagenese unterzogen worden waren, sind grün hervorgehoben (34 bis 37, 58, 60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 116, 125 und 127). Dazugehörige Nukleotide, die zur Herstellung der Bibliothek randomisiert wurden, sind unterhalb der Sequenz des BBP ebenfalls in grün angegeben. Die zugelassenen Zufallskodons in der Nomenklatur entsprechend NC-IUB (1986) sind rot markiert. Ebenso wie Basensubstitutionen innerhalb der Varianten, die nicht auf die gerichtete Zufallsmutagenese zurückzuführen sind. Die geänderte Basensequenz im Bereich der Kodon-Positionen 71 / 72 (leicht lila hinterlegt) ist auf die Einführung der KpnI-Erkennungssequenz zu analytischen Zwecken bei der Assemblierung des BBP-Genfragmentes im Verlauf der PCR-Mutagenese zurückzuführen (Beste, 1998). Für die selektierten Varianten sind nur die von der Sequenz des Wt-bbp bzw. Wt-BBP verschiedenen Basen bzw. Aminosäuren angegeben. Deletionen innerhalb der DNA-Sequenz sind gestrichelt dargestellt und gelb hinterlegt. Insertionen auf DNA-Ebene sind magentafarben hinterlegt. Die durch genannte Deletionen und Insertionen erzeugten Ochre(TAA)- und Opal(TGA)-Stoppkodons sind auf Aminosäureebene als End beschriftet und in orange hervorgehoben. Das teilweise supprimierte Amber-Stoppkodon TAG ist in den DNA-Sequenzen der BBP-Varianten blau hinterlegt.




[bookmark: _Ref436942130][bookmark: _Toc390290939][image: ]Abbildung 15:	Reinigung des degenerierten Oligodesoxynukleotids GB-4 mittels Polyacrylamid / Harnstoff-Gelelektrophorese zur Herstellung der BBP-basierten Molekülbibliothek

; durch Bestrahlung mit einer UV-Handlampe bei einer Wellenlänge von 254 nm wurden die Oligodesoxynukleotide als dunkle Banden vor fluoreszierendem Hintergrund auf DC-Kieselgelplatten mit Fluoreszenzindikator (Kieselgel 60 F254) sichtbar gemacht (UV-Shadowing; siehe Abschnitt 2.2.5.2).
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Die Affinitätsanreicherung bindungsaktiver Phagemide gegenüber einem Zielmolekül mittels Phage Display setzt die funktionelle Immobilisierung des Liganden voraus (siehe Abschnitt 2.3.3). Kovalente Konjugate von Doxorubicin sowohl mit Biotin als auch mit Digoxigenin boten in Verbindung mit gegen Biotin bzw. Dig gerichteten paramagnetischen Partikeln den Vorteil, dass diese die Komplexbildung der Phagemid-präsentierten Proteinvarianten mit dem Liganden sowohl an einer Festphase wie auch in Lösung erlaubten. Die Doxo-Biotin-Konjugate ermöglichten überdies die Immobilisierung an Streptavidin als quasi-Festphase adsorptiv auf Nunc-Immuno-Flügelstiften. Zusätzlich dienten beide Konjugate später als sensitive Nachweisreagenzien für die Bindungsaktivität der selektierten Proteinvarianten im Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 1.5.2 und 2.4).

[bookmark: _Toc249008229][bookmark: _Toc249008369][bookmark: _Toc249104432][bookmark: _Toc249104577][bookmark: _Toc249106594][bookmark: _Toc249157204][bookmark: _Toc249157348][bookmark: _Ref377907531][bookmark: _Ref377911899][bookmark: _Ref377912278][bookmark: _Ref377916305][bookmark: _Ref377917666][bookmark: _Ref386736770][bookmark: _Toc389516670][bookmark: _Toc389516832][bookmark: _Toc389586995][bookmark: _Ref420951460][bookmark: _Ref421190657][bookmark: _Toc421269747]Synthese von Doxorubicin-Biotin und -Digoxigenin

Zur kovalenten Kopplung von Doxorubicin mit Biotin bzw. Digoxigenin (siehe Abschnitt 2.8.1) standen beide Markermoleküle als aktivierte Carbonsäureester-Derivate in Form des NHS-X-Biotin und des Dig-NHS (= NHS-X-Digoxigenin) zur Verfügung (Abbildung 16). Die bei beiden Derivaten inserierte ε-Aminocapronsäure diente als molekularer Abstandshalter, um gleichzeitig eine Komplexierung von Biotin bzw. Dig mit entsprechenden Biomakromolekülen zu erlauben und die sterische Zugänglichkeit des Doxorubicins für die tiefe Bindungstasche der Anticalin-Varianten sicherzustellen.

Primäre, nukleophile Amine bilden mit NHS-Estern bereits unter milden leicht basischen Bedingungen in wässrigem Puffer bei pH 7,0 – 9,0 – durch Angriff am Carbonyl-Kohlenstoff-Atom und unter Abgang der Hydroxysuccinimidgruppe – stabile Amidbindungen aus. Da der aktivierte Ester grundsätzlich hydrolyseempfindlich und das Doxorubicin in wässrigem Puffer schlecht löslich war, wurde die Kopplung demnach in wasserfreiem Dimethylformamid (DMF) durchgeführt. Durch Vorinkubation von Doxorubicin mit stöchiometrischen Mengen der Hünig-Base N-Ethyldiisopropylamin wurde der nukleophil reaktive deprotonierte Zustand der 3'-Aminogruppe des Daunosaminrings gewährleistet (Chen et al., 2003). Dabei zeigte sich im Verlauf der Experimente, dass ein deutlicher Überschuss (50-fach) an N-Ethyldiisopropylamin die Kopplungseffizienz nochmal deutlich steigerte und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wesentlich verbesserte. Bei der schwach nukleophilen Hünig-Base handelt es sich um ein tertiäres Amin, dessen Stickstoffatom durch die Substituenten sterisch dermaßen abgeschirmt ist, dass lediglich ein Wasserstoffatom Zugang hat (Sorgi, 2001). Eine Inkubationszeit von 2 – 3 Stunden bei Raumtemperatur und Dunkelheit, um die lichtinduzierte Dekomposition des Chromophors zu vermeiden, führte zu Ausbeuten von schätzungsweise 80 – 90 % (bestimmt durch Sichtprüfung; siehe Abbildung 17 und Tabelle 3). Für die quantitative Produktbildung war eine 1,5 – 2-fache Stöchiometrie des Biotin-Derivates bzw. 3-fache des Dig-Derivates gegenüber Doxorubicin notwendig.

Der Nachweis der Produkte Doxorubicin-Biotin und -Dig erfolgte durch analytische Dünnschichtchromatographie (siehe Abschnitt 2.8.2). Die polare, stationäre Phase bestand aus Aluminiumplatten, die mit Mn2+-aktiviertem Zinkkieselgel beschichtet waren und dadurch bei 254 nm die Anregung grüner Fluoreszenzemission erlaubten (Chen et al., 2003). Das Doxorubicin selbst sowie seine biotinylierten bzw. digoxigenierten Konjugate wurden direkt durch die Rotfärbung im sichtbaren Bereich identifiziert. Die nicht farbigen Reaktionskomponenten N-Ethyldiisopropylamin und NHS-X-Biotin und Dig-NHS konnten teilweise durch Löschen der Fluoreszenz ebenfalls nachgewiesen werden. Als Lösungsmittel diente ein Chloroform / Methanol-Gemisch (3 / 1; v / v), wobei Doxorubicin am Punkt der Probenauftragung immobilisiert blieb.

Unter vorliegenden Bedingungen war der Retentionsfaktor Rf (Gleichung (58)) von Doxorubicin nahezu 0,0 (Abbildung 17). Für ein 2 / 1 (v / v) CHCl3 / MeOH-Lösungsmittelgemisch wurde ein Rf-Wert von 0,15 beschrieben (Demant et al., 1991). Der Unterschied in der Retention lässt sich durch die geringere Polarität des hier verwendeten Lösungsmittelgemisches erklären. Im Vergleich zum freien Doxorubicin zeigten die Konjugate, die als einzige Produktbande sichtbar waren, ein deutlich verändertes Laufverhalten mit einem Rf-Wert von 0,45 für das mit NHS-X-Biotin hergestellte





[bookmark: _Ref377910264][bookmark: _Toc378007989][bookmark: _Toc378008073][bookmark: _Toc378010197][bookmark: _Toc390290940][image: ][image: ]Abbildung 16:	Kopplungsschema von Doxorubicin mit den Markermolekülen Biotin und Digoxigenin in Form aktivierter N-Hydroxysuccinimidester-Derivate

; die lichtgeschützt in wasserfreiem DMF und Gegenwart von Hünig-Base stattfindende Reaktion führt zur kovalenten Verknüpfung beider Moleküle unter Abspaltung der N-Hydroxysuccinimidgruppe (siehe Abschnitt 2.8.1).


Doxo-Biotin bzw. von 0,82 für das mit Dig-NHS hergestellte Doxo-Dig (Abbildung 17). Für ein identisches, gereinigtes Doxo-Biotin-Konjugat wurde von Allart et al. (2003) ein Rf-Wert von 0,15 bei einem Chloroform / Methanol-Gemisch (4 / 1; v / v) gefunden. Das verstärkte lipohile Verhalten der Konjugate im Vergleich zum Doxorubicin ist dem Einfluss des aliphatischen Linkers zuzuschreiben (King et al., 2002). Zudem spiegelten die gezeigten Unterschiede der Retentionsfaktoren der beiden in dieser Arbeit hauptsächlich verwendeten Konjugate, die geringere Hydrophilie des Digoxigenins im Vergleich zum Biotin wider.
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; an der Startlinie der Dünnschichtplatte wurden die Proben der Konjugate wie auch von Doxorubicin aufgetragen. Die chromatographische Trennung wurde anschließend vertikal in einer mit dem Lösungsmittelgemisch CHCl / MeOH (3 / 1; v / v) gesättigten Kammer durchgeführt. Der Retentionsfaktor Rf wurde aus der Laufstrecke der jeweiligen Substanz im Verhältnis zur Lösungsmittelfront bestimmt (siehe Abschnitt 2.8.2).
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		Molekül

		Reaktionsstöchiometrie

		Rf-Werta

		Ausbeute [%]

		Rf-Wert (Literatur)



		Doxorubicin

		–

		0,00

		–

		0,15b



		Doxo-Biotin

		1 / 1,5 – 2

		0,45

		80 – 90

		0,15c



		Doxo-SS-Biotin

		1 / 2

		0,49

		80 – 90

		–



		Doxo-Dig

		1 / 3

		0,82

		80 – 90

		–



		aChloroform / Methanol-Gemisch 3 / 1 (v / v); b2 / 1 (v / v) CHCl3 / MeOH (Demant et al., 1991) und c4 / 1 (v / v) CHCl3 / MeOH (Allart et al., 2003)





[bookmark: _Toc249008230][bookmark: _Toc249008370][bookmark: _Toc249104433][bookmark: _Toc249104578][bookmark: _Toc249106595][bookmark: _Toc249157205][bookmark: _Toc249157349][bookmark: _Ref377912107][bookmark: _Ref377912831]In analoger Weise wurde auch das Doxo-SS-Biotin-Konjugat unter Verwendung von Sulfo-NHS-SS-Biotin (Abbildung 16) hergestellt (siehe Abschnitt 2.8.1), um später gebundene Phagemide durch reduktive Spaltung der Disulfidbrücke eluieren zu können (siehe Abschnittee 2.3.3.3 und 3.3.2). Die Dünnschichtchromatographie zeigte wiederum Ausbeuten von 80 – 90 %. Der beobachtete Retentionsfaktor von 0,49 für das einzig nachweisbare Produkt lag geringfügig über dem des Doxo-Biotin-Konjugats.

Herstellung von Kontrollreagenzien:

Für den Einsatz z.B. im Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 3.5.3) wurden gegenüber dem Doxo-Biotin bzw. Doxo-Dig entsprechende Negativkontrollen benötigt (siehe Abschnitt 2.8.1). Dazu wurde sowohl NHS-X-Biotin als auch Dig-NHS in Gegenwart von 50 mM Tris / HCl pH 8,0 – 9,0 inkubiert. Neben der Hauptreaktion der Amidbildung mit dem primären Amin des Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan wurde als Nebenreaktion eine einfache Hydrolyse des aktivierten Carbonsäureesters erwartet (Abbildung 16). Der Einsatz einer sterisch gehinderten Base war in diesem Fall wegen des basischen Milieus der Puffersubstanz nicht erforderlich. Wegen der sehr förderlichen Reaktionsbedingungen war hier kein chromatographischer Nachweis der Produkte erforderlich.

Um Restspuren reaktiver N-Hydroxysuccinimidester in den für die Affinitätsanreicherung und den Kolonie-Filterstapeltest bestimmten Ansätzen der Doxorubicin-Konjugate (siehe Abschnitt 2.8.1, 3.5.2 und 3.5.3) auszuschließen, wurde für 15 – 30 min in dem Puffer PBS respektive PBS / T bei einem pH-Wert von 7,4 inkubiert. Bei Raumtemperatur sollte diese Inkubation zu einer ausreichend effizienten hydrolytischen Abspaltung der verbliebenen, reaktiven NHS-Gruppen geführt haben (Hermanson, 1996).
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Der initiale Selektionsprozess ausgehend von der nativen Zufallsbibliothek ist entscheidend für die erfolgreiche Anreicherung bindungsaktiver Proteinvarianten. In diesem Zusammenhang wurde die kompetitive Elution gebundener Phagemide gegenüber unspezifischen Methoden bevorzugt (Schlehuber et al., 2000; Skerra, 2001). Um dabei die ausgeprägte toxische Wirkung des niedermolekularem Doxorubicins für den bakteriellen Wirtsorganismus E. coli zu umgehen (Anderson et al., 1993), wurde das Doxo-Biotin-Konjugat nach vorheriger Komplexierung mit löslichem Streptavidin als Kompetitor eingesetzt (siehe Abschnitt 2.3.3.3 und 3.5.2).

Da die nicht-kovalente Interaktion des Streptavidins mit Biotin mit einer Dissoziationskonstante von 10-13 M extrem stabil ist (Weber et al., 1992), wurden für die Bildung des Komplexes aus Doxo-Biotin und Streptavidin beide Komponenten in einer 1 : 1-Stöchiometrie eingesetzt (siehe Abschnitt 2.8.4). Für den späteren Einsatz musste etwaiges nicht gebundenes Doxo-Biotin-Konjugat abgetrennt werden. Vorversuche, um das lösliche Streptavidintetramer mittels Gelfiltration (siehe Abschnitt 2.6.1.2) über eine Superdex75 HiLoad 16 / 60-Säule zu reinigen, scheiterten aufgrund der Aggregation und Adhäsion des Proteins auf der Säule. Das Streptavidin konnte lediglich unter harschen Bedingungen mit 0,5 M NaOH eluiert werden. Im Gegensatz dazu zeigte die Reinigung über die aus einer hydrophileren Matrix bestehende HiPrep16 / 60 Sephacryl S-300 HR-Säule das erwartete Laufverhalten des tetrameren Proteins (Kurzban et al., 1991; Sano & Cantor, 1991).

Auf diese Weise konnte der Komplex aus Streptavidin und Doxo-Biotin durch Elution mit PBS gereinigt werden. Dazu wurde die Säule mit einem Bettvolumen von 120 ml mit 4 % SV an Probe bei einer Proteinkonzentration von 8,4 mg / ml beladen. Die Chromatogramme der Absorptionsmessung bei 280 nm zeigten jeweils ein einziges breites Elutionsmaximum (Abbildung 18) mit einem Elutionsvolumen zwischen 60 – 80 ml. Für den tetrameren Proteinkomplex mit Doxo-Biotin wurde ein leicht retardiertes Laufverhalten im Vergleich zum unbeladenen Protein beobachtet. Die durch den gebundenen Chromophor Doxorubicin sichtbar rot gefärbten Proteinfraktionen wurden vereinigt und einer weiteren Analyse unterzogen. Ebenso konnten durch Rotfärbung Reste ungebundenen Doxo-Biotin-Konjugats identifiziert werden, die ein stark retardiertes Laufverhalten mit etwa 170 ml Elutionsvolumen (1,4 SV) zeigten.
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; der Doxo-Biotin / Streptavidin-Komplex wurde über eine HiPrep16 / 60 Sephacryl S-300 HR-Säule durch Elution mit PBS Puffer vom freien Doxo-Biotin abgetrennt und durch Absorptionsmessung bei 280 nm identifiziert (siehe Abschnitt 2.6.1.2 und 2.8.4). Die durch den gebundenen Chromophor Doxorubicin sichtbar rot gefärbten Proteinfraktionen 13 – 18 wurden vereinigt.

Die Bestimmung der Konzentrationen der über die Biotin / Streptavidin-Wechselwirkung verbundenen Partner Doxorubicin und Streptavidin erfolgte spektroskopisch. Aus den für die aromatischen Aminosäuren des Streptavidins spezifischen Absorptionswerten bei 280 nm und den für das Doxorubicinchromophor spezifischen Absorptionswerten bei 495 nm wurden die Konzentrationen nach Gleichung (59) – (61) berechnet (siehe Abschnitt 2.8.3 und 2.8.4). Dabei wurde der Absorptionsbeitrag des aromatischen Ringsystems des Doxorubicins bei der Wellenlänge von 280 nm durch Einführung des Korrekturfaktors Q = Doxo280 / Doxo495 berück–sichtigt (siehe Abschnitt 2.8.3). Aus den bekannten Extinktionskoeffizienten εDoxo280 = 5814 M-1cm-1 und εDoxo495 = 8030 M-1cm-1 des Doxorubicins (Dreher et al., 2003; Willner et al., 1993) ergab sich ein Wert für Q von 0,724. Der Extinktinktionskoeffizient einer monomeren Untereinheit des Core-Streptavidins betrug ε280 = 35600 M-1cm-1. Für zwei unabhängige Komplexbildungsansätze wurde ein Beladungsgrad von 0,46 bzw. 0,59 erhalten, gleichbedeutend mit etwa einem Doxorubicinmolekül je zwei Untereinheiten Streptavidin. Der Unterschied zu dem früher beobachteten Wert von 0,88 gebundenen Biotinmolekülen je Unterheit (Schmidt & Skerra, 1994b) erklärt sich durch den vor Komplexbildung mit Streptavidin nicht abgetrennten Überschuss von 0,5 – 1,0 Moläquivalenten des Biotin-Reagens gegenüber dem Doxorubicin aus dem Doxo-Biotin-Kopplungsansatz (siehe Abschnitt 2.8.1 und 3.4.1), wodurch die restlichen Biotinbindungsstellen abgesättigt wurden.
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Die Erzeugung einer maßgeschneiderten BBP-Anticalin-Variante mit Bindungseigenschaften gegenüber Doxorubicin mittels einer kombinatorischen Zufallsbibliothek durch Phage Display erforderte geeignete Bedingungen zur selektiven Anreicherung bindungsaktiver Proteinvarianten. Zudem wurde ein evaluierbarer Assay, wie der Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 1.5.2), zur Identifizierung einzelner, bindungsaktiver Varianten aus dem Repertoire der Kandidaten, die aus dem Anreicherungsprozesses resultierten, benötigt.
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Um selektiv Proteinvarianten anzureichern, die Haptenliganden komplexieren, war eine Optimierung hinsichtlich der Art der immobilisierten Doxorubicin-Konjugate unter Berücksichtigung sterischer Zugänglichkeit, Löslichkeit und unspezifischer Interaktionen mit Trägerproteinen oder Blockierungsreagenzien erforderlich (Skerra, 2001). Zudem musste die Stringenz der Waschschritte, zum Zweck der Abtrennung nicht oder unspezifisch gebundener Phagemide, und die Wahl der Elutionsmethode für spezifisch mit dem Zielmolekül komplexierter Phagemide geeignet eingestellt werden.

Aus einer nativen BBP-Zufallsbibliothek mit einer Diversität von 1,26 x 109 unabhängigen Transformanden bei 50 % Integrität, die eigens vor den Optimierungsarbeiten zur Komplexitätssteigerung (siehe Abschnitt 3.3.1) nach dem Protokoll von Beste (1998) hergestellt worden war, konnten keine Proteinvarianten mit ausgeprägter Bindungsaktivität für Doxorubicin angereichert werden. Allerdings konnten aus diesen vorangegangen Experimenten entscheidende Parameter für eine erfolgreiche Selektion gegen diesen Liganden abgeleitet werden.
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Die initiale Phage Display-Selektion aus der nativen BBP-Zufallsbibliothek erschien in Lösung unter Verwendung paramagnetischer Streptavidinpartikel zur Immobilisierung des Liganden sinnvoll (Parmley & Smith, 1988). Grundsätzlich ist hier eine selektive Anreicherung vergleichsweise hochaffiner Varianten möglich (Kobayashi et al., 2005), wobei eine Liganden-Konzentration bei der Einstellung des Bindungsgleichgewichts gewählt werden sollte, die unterhalb der gewünschten Dissoziationskonstante für den Komplex aus Protein und Haptenantigen liegt (Hawkins et al., 1992).

Durch Vorinkubation der Phagemide mit dem biotinylierten Liganden Doxorubicin in Gegenwart eines Blockierungsreagens wurde unspezifisches Bindungsverhalten der Phagemide minimiert. Der Komplex wurde anschließend durch das Streptavidin während kurzer Inkubation eingefangen, die Partikel gewaschen, und gebundene Phagemide schließlich sauer eluiert (siehe Abschnitt 2.3.3.3). Im Zuge dieser Vorgehensweise wurde jedoch keine spezifische Anreicherung bindungsaktiver Proteinvarianten festgestellt, was an der hohen Stringenz der Selektion in Lösung gelegen haben kann (Kobayashi et al., 2005). Zusätzlich kann die Bildung eines Metall / Doxorubicin-Chelatkomplexes durch Freisetzung von Fe3+-Metallionen aus den paramagnetischen Partikeln nicht ausgeschlossen werden. Dies kann eine Modifizierung des Hydroxyanthrachinonrestes (Muindi et al., 1984) oder eine Metall-induzierte Zersetzung des Doxorubicins bewirkt haben (Fiallo et al., 1998; Tomlinson & Malspeis, 1982). Allerdings sprach die niedrige eingesetzte Doxorubicin-Stoffmenge von 40 – 100 pmol (je nach Anreicherungszyklus) in Gegenwart der paramagnetischen Partikel gegen einen solchen Mechanismus (Gelvan & Samuni, 1988).

Alternativ wurde eine Festphasenimmobilisierung des Doxorubicins über kovalente Kopplung an die Trägerproteine BSA und RNase A (siehe Abschnitt 2.8.3) getestet. Durch nukleophilen Angriff der Aminogruppe des Daunosaminzuckerrestes des Doxorubicins wurde unter Ringöffnung des Glutarsäureanhydrides Glutarylamido-Doxorubicin synthetisiert, welches eine aliphatische Carbonsäuregruppe trägt. Im Anschluss wurde das Glutarylamido-Doxorubicin mittels EDC / NHS zu einem reaktiven Carbonsäureester umgesetzt, und der so modifizierte Ligand an die ε-Aminogruppen von Lysinseitenketten der Trägerproteine gekoppelt (Abbildung 19). Dabei wurde durch photometrische Absorptionsmessung bei 280 nm und 495 nm (siehe Abschnitt 2.8.3) bei einer Stöchiometrie von 10 : 1 Doxorubicin-NHS / BSA oder 4 : 1 Doxorubicin-NHS / RNase A ein Beladungsgrad von 4,0 bzw. 1,2 erhalten (Balsari et al., 1988; Beste, 1998; Hurwitz et al., 1975).

Die beiden oben genannten, über PD-10-Säulen gereinigten Doxorubicin-Trägerprotein-Konjugate wurden zum Zweck der Affinitätsanreicherung zunächst bei äquimolarer Konzentration in Mischung an der Polystyroloberfläche der Flügelstifte adsorbiert und dann mit der Phagemid-Bibliothek inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen der Flügelstifte, wurden die gebundenen Phagemide schließlich sauer eluiert (siehe Abschnitt 2.3.3.3). Die Sequenzanalyse (siehe Abschnitt 2.2.7) der Selektionsrunde 4 zeigte bei den 6, mittels Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 2.4) ausgewählten Klonen eine Leserahmenverschiebung ab Loop 2 oder 3 innerhalb der für die BBP-Varianten kodierenden Sequenzen, die nach Loop 4 wieder in den eigentlichen Leserahmen zurückfielen (Abbildung 20), so dass letztlich Fusionsproteine mit durchgängigem Leseraster, wenn auch defektem Proteingerüst, präsentiert wurden. Die Herstellung der Variante K4.2.1 als lösliches Protein (siehe Abschnitt 2.5.1) ergab dementsprechend eine äußerst geringe Ausbeute von 43,8 µg / L-Medienkultur, was in der Regel auf schlechte Faltungseffizienz und zelltoxische Wirkung schließen läßt. Eine nachfolgende analytische Gelfiltration (siehe Abschnitt 2.6.1.2) bestätigte diese Vermutung, da Trimere und höhermolekulare Oligomere (Proteinaggregate) oberhalb des Ausschlussvolumens nachgewiesen wurden. Die CD-Messung (siehe Abschnitt 2.7.5) der Variante ergab einen im Vergleich zum Wt-BBP ähnlich hohen β-Faltblattanteil. Diese Ergebnisse deuteten auf eine gefaltete, aber durch exponierte hydrophobe Bereiche adhäsive Proteinvariante hin, deren Anreicherung vermutlich unspezifisch durch Bindung an Plastik oder hydrophobe Kontaktflächen der Trägerproteine und nicht durch Bindung an das niedermolekulare Doxorubicin vermittelt worden war.

Ursächlich für die unspezifische Anreicherung kann auf den gewählten Trägerproteinen schlecht zugänglich präsentiertes Doxorubicin sein. BSA ist für seine Bindungskapazität gegenüber einer ganzen Reihe hydropher Moleküle bekannt (Kragh-Hansen, 1981). Eine Komplexierung des Doxorubicins in Kavitäten des BSA war durch Gleichgewichtsdialyse (Eksborg et al., 1982) und Gelfiltrationsexperimente (Demant & Friche, 1998a) gezeigt worden. Demgegenüber war für das kleine hydrophile Trägerprotein RNase A bei kovalenter Kopplung eine effiziente Oberflächenpräsentation des Doxorubicins erwartet worden. Hier kann die Ausbildung von Doxorubicin-RNase A Oligomeren zu sterisch bedingter Maskierung des Liganden geführt haben und somit für die fehlende spezifische Anreicherung bindungsaktiver Proteinvarianten verantwortlich sein. Solche Aggregationskomplexe wurden von Demant et al. (1991) bei der Kopplung des Doxorubicins mittels des homobifunktionellen Reagens DSS (Disuccinimidylsuberat) an das – ebenso wie die RNase A – hydrophile Trägerprotein Transferrin beobachtet.

In einem weiteren Versuch wurde daher für die Präsentation des Doxorubicins eine quasi-Festphasenimmobilisierung mittels des nicht-kovalenten Komplexes aus Doxo-Biotin / Streptavidin eingesetzt (siehe Abschnitt 3.4.2 und Abschnitt 3.5.2). Die Vorteile dieses Systems lagen in der reproduzierbaren Herstellung des Doxo-Biotin-Konjugats mit hoher Ausbeute und Reinheit (siehe Abschnitt 2.8.1 und 3.4.1) verbunden mit der Tatsache, dass der starre molekulare Abstandshalter das Doxorubicin vom Trägerprotein Streptavidin abschirmt.




[bookmark: _Ref377912604][bookmark: _Toc378007992][bookmark: _Toc378008076][bookmark: _Toc378010200][bookmark: _Toc390290943][image: ]Abbildung 19:	Kopplungsschema von Doxorubicin an RNase A über Glutarsäureanhydrid und EDC / NHS

; nach Umwandlung der primären Aminogruppe des Daunosaminzuckers des Doxorubicins mittels Glutarsäureanhydrid in eine endständige Carboxylgruppe erfolgt die Umsetzung mit EDC zu einem ortho-Acyl-Isoharnstoff-Zwischenprodukt, das anschließend mit N-Hydroxysuccinimid aktiviert wird. Die kovalente Verknüpfung des Doxorubicins mit der RNase A erfolgt im letzten Schritt an den primären Aminogruppen der Lysinseitenketten des Proteins unter Abspaltung der N-Hydroxysuccinimidgruppe (siehe Abschnitt 2.8.3).
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         Ser
GlnTyrHisGlyLysTrpTrpGluValAlaLysTyrPro
AsnSerValGlu
LysTyrGlyLysCysGlyTrpAlaGluTyrThrProGluGlyLysSerValLysValSer
Asn
Tyr
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ValIle
Wt-bbp : TC
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GTACCA
TGG
TAAATGGTGGGAAGTCGCCAAATACCCC
AACTCAGTTGAG
AAGTACGGAAAGTGCGGATGGGCTGAGTACACTCCTGAAGGCAAGAGTGTCAAAGTTTCG
AAC
TAC
CAC
GTAATC
Bib.   : ..........................................
NNKNMSNNSNNK
............................................................
NNS
...
NNK
......
K4.2.1 :                                           
SerTyrPheCys                                                            Pro   Arg      
K4.6.0 :                                           
PheAlaLeuGln                                                            Gln   Pro      
K4.7.1 :                                           
ArgProLeuTrp                                                            Asp   Pro      
K4.12.5:                                           
PheLysSerLeu                                                            Pro   Ser      
K4.14.5:                                           
Phe
      
---
                                                            Lys   Pro      
K4.30.5:                                           
LysThrCysAla                                             
Asn 
 
          Gln   Pro      
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AAC
GTATTCAACGTACTCTCCACTGAC
Bib.   : ..................
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GlnLeuValThrProArgLeuGluArgSerThrThrAlaGlyLeuGlyGluValGlyProAlaSerTrp
TyrSerThrTyrSerProLeuThr
K4.7.1 :
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GlnLeuValThrLeuGluArgSerThrThrAlaSerLeuLeuGluValSerProArg
------
SerTrp
TyrSerThrTyrSerProLeuThr
K4.12.5:             
---
   
ProLysValProProThrGlnLeuValThrProArgLeuGluArgSerThrThrAlaProLeuMetGluValArgProThrArgArg
TyrSerThrTyrSerProLeuThr
K4.14.5:                   
Ser
                                                      Val                           
TyrSerThrTyrSerProLeuThr
K4.30.5:                   
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TyrAspGluAspLysLysGlyHis
Gln
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ValTrpValLeuSerArgSerMetVal 
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 AACAAGAACTACATCATCGGATAC
TAC
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TACGACGAGGACAAGAAGGGACAC
CAA
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GTCTGGGTGCTCT
CCA
GAAGCA
TGG
TC
Bib.   : ........................
NNK
...
NNS
........................
NNS
...
NNK
...........................
K4.2.1 :
 
ThrArgThrThrSer
SerAspThrPheAlaArgThrThrArgThrArg
         Asp   Ser                           
K4.6.0 :
 
ThrArgThrThrSer
SerAspLysValGlnLeuArgArgGlyGlnGluGlyThrProArgGlnCysLeu
---
                     
K4.7.1 :
 
ThrArgThrThrSer
SerAspThrSerAlaProThrThrArgThrArgArgAspThrProThrLeuSerGlyLeu
---
               
K4.12.5: 
ThrArgThrThrSer
Arg
---
   Leu   Trp                        Leu   Arg                           
K4.14.5: 
ThrArgThrThrSer
SerAspThrCysAlaCysThrThrArgThrArg
---
      Trp   Pro                           
K4.30.5: 
ThrArgThrThrSer
SerAspThrPheAlaArgThrThr
---
               Arg   Gln                           
)Abbildung 20:	Aminosäure-Sequenzen, der aus der ersten nativen Bibliothek selektierten BBP-Varianten (aus Anreicherungszyklus 4) im Vergleich zum Wildtyp-BBP (DNA-Sequenz mit angegebenen)

; der hier gezeigte Ausschnitt aus der Sequenz des Wt-BBP umfasst die Aminosäurepositionen 20 bis 136. Das mit den degenerierten Primer-Paaren GB-3 / FS-15 bzw. GB-11 / GB-4 in einer zweistufigen PCR-Reaktion randomisierte Gensegment besitzt flankierende Erkennungssequenzen für die Restriktionsendonuklease BstXI (CCAN6TGG, grau hinterlegt). Die variablen Loop-Regionen des Wt-BBP sind unterstrichen. Die Aminosäurepositionen innerhalb des Wt-BBP, die für die Konstruktion der Bibliothek einer gerichteten Zufallsmutagenese unterzogen worden waren, sind grün hervorgehoben (34 bis 37, 58, 60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 116, 125 und 127). Dazugehörige Nukleotide, die zur Herstellung der Bibliothek randomisiert wurden, sind unterhalb der Sequenz des BBP ebenfalls in grün angegeben. Die zugelassenen Zufallskodons in der Nomenklatur entsprechend NC-IUB (1986) sind rot hervorgehoben. Die geänderte Basensequenz im Bereich der Kodon-Positionen 71 / 72 (leicht lila hinterlegt) ist auf die Einführung der KpnI-Erkennungssequenz zu analytischen Zwecken bei der Assemblierung des BBP-Genfragmentes im Verlauf der PCR-Mutagenese zurückzuführen (Beste, 1998). Für die selektierten Varianten sind nur die von der Sequenz des Wt-BBP verschiedenen Aminosäuren angegeben. Die zusammenhängenden Frameshift-Bereiche innerhalb der Varianten sind blau hervorgehoben; mit einem Konsensusbereich, der blau hinterlegt ist. Deletionsbereiche sind gestrichelt dargestellt und gelb hinterlegt. Zusätzliche Aminosäureaustausche, die weder der gerichteten Zufallsmutagenese noch der Sequenzverschiebung geschuldet sind, sind braun hervorgehoben.
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Für die Anreicherung von Proteinen mit der gewünschten Bindungseigenschaft aus der nativen BBP-Zufallsbibliothek, die erwartungsgemäß allenfalls wenige, moderat affine Bindungsproteine für den unnatürlichen Liganden enthielt, war es wichtig, unabhängig von ihren thermodynamischen oder kinetischen Bindungseigenschaften quantitativ zu eluieren.

Als effiziente Elutionsmethode zur Auflösung des Protein / Liganden-Komplexes werden üblicherweise extreme pH-Bedingungen eingesetzt (Kay, 1996). Die im Zuge dieser Arbeit mit sauerer Elution mit 0,1 M Glycin / HCl pH 2,2 (Beste et al., 1999) wie auch mit basischer Elution mit 0,1 M Triethylamin pH 12,0 (de Bruin et al., 1999; Marks et al., 1991) durchgeführten Selektionsexperimente, zeigten keine selektive Anreicherung. Dieses hier erzielte negative Ergebnis spiegelte den früheren Befund von Schlehuber (2000) bei der Erzeugung gegen Digoxigenin gerichteter Anticaline erhaltene wider, deren Anreicherung aus einer analogen BBP-Bibliothek mittels Dissoziation bei niedrigem pH-Wert ebenfalls nicht gelang. Als Ursache wurde der Replikationsvorteil einer Phagemid-Population angesehen, die aus dem hohen Anteil unspezifisch bindender und bei den extremen pH-Bedingungen koeluierter Phagemide stammten. Die bereits erwähnte Elution der an Doxo-SS-Biotin / Streptavidin komplexierten Phagemide durch reduktive Spaltung der Disulfidbrücke innerhalb des Linkers (siehe Abschnitt 3.3.2 und 3.4.1) stellte somit eine alternative Methode zur spezifischen Anreicherung bindungsaktiver Proteinvarianten dar. Das komplexiert verbleibende Hapten beeinträchtigt die Infektivität der Phagemide normalerweise nicht (Kobayashi et al., 2005). Die Sequenzauswertung zufällig ausgewählter Klone aus den Anreicherungszyklen 4 und 5 zeigte ausschließlich Varianten mit Deletionen von 100 – 300 bp im 5'-Bereich der Genkassette (Abbildung 21), die den Promotor und die OmpA-Sequenz umfassten. Diese Deletionen könnten durch den toxischen Effekt des durch die reduktive Spaltung komplexiert bleibenden Doxorubicins auf die Wirtszelle während der Infektion begründet sein, was unter anderem den SOS-Reparaturschutzmechanismus induziert (Anderson et al., 1993; Battista et al., 1990; DeMarini & Lawrence, 1992; Gelvan & Samuni, 1986; Kacinski & Rupp, 1984; Ripley et al., 1988). Es wurde angenommen, dass eine für die Überlebensfähigkeit der Zellen kritische, Rekombinationsereignisse auslösende Konzentration des Doxorubicins in dem Eluat erst bei Anreicherung hinreichend hochaffiner Proteinvarianten nach Zyklus 3 erreicht war. Als Indiz für diese Annahme wurde die Zunahme des Phagemid-Titers bis Zyklus 3 angesehen (von 1 / 700 der eingesetzten Phagemide in Runde 1 auf 1 / 100 in Runde 3).

Als Alternative zu den genannten Elutionsmethoden, besonders für die ersten Selektionsrunden, wurde die Kompetition mit einem der Liganden betrachtet. Der Vorteil lag dabei in der erwartungsgemäß hohen Spezifität der Anreicherung, die vom strukturellen Kontext des Trägerproteins und des molekularen Abstandshalter unabhängig sein sollte (Charlton et al., 2001; Schlehuber et al., 2000; Sheedy et al., 2007; Skerra, 2001). Gleichzeitig versprach eine kompetitive Elution die Verminderung des Hintergrunds an Phagemiden ohne präsentiertes Fusionsprotein oder im Leserahmen verschobener bzw. schlecht exprimierbarer BBP-Varianten (de Bruin et al., 1999; Goletz et al., 2002). Angesichts der angesprochenen Toxizität des niedermolekularen Doxorubicins für E. coli konnte die kompetitive Elution jedoch nicht mit dem freien Liganden durchgeführt werden. Stattdessen wurde der zur Präsentation des Liganden auf der Festphase immobilisierte Doxo-Biotin / Streptavidin-Komplex (siehe Abschnitte 2.8.4 und 3.4.2) nun ebenfalls für die Elution eingesetzt. Durch Isolierung dieses Komplexes mittels präparativer Gelfiltration (siehe Abschnitte 2.6.1.2 und 3.4.2), war sichergestellt, daß kein überschüssiges Doxorubicin eingetragen wurde.
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)Abbildung 21:	DNA-Sequenzen der aus der ersten nativen Bibliothek selektierten nicht-funktionellen BBP-Varianten im Vergleich zum Wildtyp-BBP

; zufällig ausgewählte Klone aus dem 4 und 5 Anreicherungszyklus. Gezeigt ist ein verkürzter Ausschnitt im Bereich der Nukleotide 4220 bis 330 aus dem zirkulären Phasmidvektor pBBP38 mit insgesamt 4276 bp. Das mit den degenerierten Primer-Paaren GB-3 / FS-15 randomisierte Gensegment besitzt die Erkennungssequenz für die Restriktionsendonuklease BstXI (CCAN6TGG, grau hinterlegt). Die hier gezeigte variable Loop-Region 1 des Wt-BBP ist unterstrichen. Die Nukleotide innerhalb des ersten Loops des Wt-BBP, die für die Konstruktion der Bibliothek einer gerichteten Zufallsmutagenese unterzogen worden waren, sind grün hervorgehoben. Die dabei zugelassenen Zufallskodons in der Nomenklatur entsprechend NC-IUB (1986) sind rot markiert. Für die selektierten Klone sind nur die von der DNA-Sequenz des Wt-BBP verschiedenen Nukleotide angegeben. Die ausgeprägten Deletionsbereiche innerhalb der Varianten, die sowohl deren Promotor- als auch die OmpA-Sequenz umfassten – durch Ausparung im Bereich der Nukleotide 61 bis 243 verkürzt abgebildet (blau hinterlegt) –, sind gestrichelt dargestellt und gelb hinterlegt.
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Die Identifizierung eines Biomakromoleküls mit selbst schwacher Wechselwirkung mit Doxorubicin, das sich als Blockierungreagens für nicht gesättigte Bindungsstellen der Polystyroloberfläche der verwendeten Nunc-Immuno-Flügelstifte eignete und das außerdem in hoher Reinheit im Milligrammbereich verfügbar war, bedurfte besonderer Überlegung. Deshalb wurde neben den gängigen Blockierungsreagenzien wie dem bovinen Serumalbumin (BSA) (Trigatti & Gerber, 1995) und dem Ovalbumin (Huntington & Stein, 2001) das seltener verwendete β-Casein (Livney et al., 2004) getestet. Das relativ hydrophobe Casein besaß den Vorteil fehlender Tertiärstruktur und damit potentieller Bindungstaschen für das hydrophobe Doxorubicin. Die Affinitäten des BSA, des β-Caseins und des Ovalbumins gegenüber Doxorubicin wurden zunächst durch Protein-Fluoreszenztitration einer jeweils 1,0 µM Proteinlösung in PBS / E bis zu einer Endkonzentration von 30,0 µM Doxorubicin bestimmt (siehe Abschnitt 2.7.4.2). Die gegen die eingesetzte Doxorubicinkonzentration aufgetragene Proteinfluoreszenz zeigte jeweils ein Löschen der Fluoreszenzintensität mit zunehmender Doxorubicinkonzentration (Abbildung 22). BSA wies unter Annahme einer generellen 1 / 1-Stöchiometrie der Bindung die höchste Affinität mit einer Dissoziationkonstante von KD = 26,2 ± 1,4 µM (Gleichung (31)) bei einem Quenching-Effekt der intrinsischen Proteinfluoreszenz durch das komplexierte Doxorubicin von 64,6 ± 1,8 % auf. Für Ovalbumin wurde die Dissoziationskonstante zu 30,5 ± 2,1 µM bei Quenching-Effekt von 73,9 ± 2,7 % bestimmt. Das β-Casein zeigte das stärkste Fluoreszenz-Quenching von 85,4 ± 4,9 % bei einer KD von 41,6 ± 3,4 µM. Die nachgewiesenen Affinitäten waren in allen drei Fällen höher als erwartet, da für BSA mittels Wachstumsinhibitionstests und Gelfiltration in früheren Untersuchungen die Dissoziationskonstante im Bereich von 161 – 943 µM bestimmt worden war (Demant & Friche, 1998a; Demant & Friche, 1998b; Finlay & Baguley, 2000). Wegen der bekannten Interaktion des Doxorubicins mit der Säulenmatrix Sephadex G200 bei der Gelfiltration ist die tatsächliche Dissoziationskonstante vermutlich jedoch niedriger als dort beobachtet (Demant & Friche, 1998a).
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; eine 1,0 µM Lösung des jeweiligen Proteins in PBS / E pH 7,4 wurde mit Doxorubicin bis zu einer Endkonzentration von 30 µM titriert. Dabei wurde die Abnahme der Proteinfluoreszenz bei der Anregungswellenlänge von 295 nm und der Emissionswellenlänge 345 nm in Abhängigkeit von der Ligandenkonzentration verfolgt. Die erhaltenen Messwerte wurden um den Puffer-Leerwert bereinigt, auf eine Anfangsfluoreszenz von 100 % skaliert und um den inneren Filtereffekt des Doxorubicins korrigiert (Abschnitt 2.7.4.2). Die Kurvenanpassung erfolgte durch nicht-lineare Regression (Gleichung (31)).

Um diesen Befund zu überprüfen und auch die Affinität, der im Vergleich zu den bisher hier getesteten Proteinen, hydrophileren RNase A (Kartha et al., 1967) gegenüber Doxorubicin zu bestimmen, wurde die Fluoreszenzemission einer 10,0 µM Doxorubicinlösung in PBS / E bei Titration mit den potentiellen Blockierungsreagenzien bis zu einer Endkonzentration von 100 µM bei einer Anregungswellenlänge von 472 nm und einer Emissionswellenlänge von 585 nm verfolgt (siehe Abschnitt 2.7.4.3; Abbildung 23). Die Titration mit RNase A resultierte im gemessenen Bereich in einem lediglich geringen linearen Abfall der Fluoreszenz um ~ 6 %, was die Bestimmung einer Dissoziationskonstante nicht ermöglichte. Die in diesem Fall allenfalls schwach affine Wechselwirkung mit Doxorubicin sprach für den Einsatz als Blockierungsreagenz während des Phage Display. Die analogen Titrationsexperimente mit den zuvor analysierten Proteinen zeigten eine wesentlich stärkere Fluoreszenzlöschung des Doxorubicins. Die höchste Affinität für Doxorubicin besaß das Ovalbumin mit einer Dissoziationskonstante von 25,9 ± 2,4 µM (Gleichung (31)), gefolgt von BSA mit 34,5 ± 2,4 µM und Casein mit 45,9 ± 5,5 µM. Die hier bestimmten niedrigen bis moderaten Affinitäten für die Komplexbildung der Blockierungsproteine mit dem Doxorubicin stimmten mit den zuvor mittels Protein-Fluoreszenztitration erhaltenen Werten sehr gut überein. Wegen dieser beim BSA, Casein und Ovalbumin im Vergleich zur RNase A deutlich erkennbaren Bindungsaktivität für den niedermolekularen Liganden (Abbildung 23) schien lediglich die RNase A als Blockierungsreagens geeignet.
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; eine 10,0 µM Lösung des Doxorubicins in PBS / E pH 7,4 wurde mit dem jeweiligen potentiellen Blockierungsreagens bis zu einer Endkonzentration von 100 µM titriert. Dabei wurde die Abnahme der intrinsischen Fluoreszenz des Doxorubicins bei der Anregungswellenlänge von 472 nm und der Emissionswellenlänge 585 nm in Abhängigkeit der Proteinkonzentration verfolgt. Die erhaltenen Messwerte wurden um den Puffer-Leerwert bereinigt, auf eine Anfangsfluoreszenz von 100 % skaliert und durch nicht-lineare Regression (Gleichung (31)) ausgewertet (Abschnitt 2.7.4.3).

Ferner wurde das nichtionische Tensid Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat (Tween 20) in den Selektionszyklen des Phage Display (siehe Abschnitt 2.3.3, 3.5.2 und 3.7) und beim Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitt 2.4 und 3.5.3) zur Blockierung unspezifischer Wechselwirkungen (Bradbury & Marks, 2004) eingesetzt.




Tabelle 4:	Mittels Fluoreszenztitration ermittelte Dissoziationskonstanten (KD) für die Komplexbildung möglicher Blockierungsreagenzien mit Doxorubicin für den Einsatz im Phage Display

		Reagens

		Protein-Fluoreszenztitration

		Liganden-Fluoreszenztitration



		

		KD [μM]

		Qmax [%]

		KD [μM]

		Qmax [%]



		BSA

		26,2 ± 1,4

		54,6 ± 1,8

		34,5 ± 2,4

		62,2 ± 3,5



		β-Casein

		41,6 ± 3,4

		85,4 ± 4,9

		45,9 ± 5,5

		100



		Ovalbumin

		30,5 ± 2,1

		63,9 ± 2,7

		25,9 ± 2,4

		36,4 ± 2,7



		RNase A

		

		

		n.d.

		n.d.



		Angabe des Quenching-Effekts (Qmax = 100 % – Asymptotenwert ); "n.d.": ohne Angabe, da Nachweis nicht möglich
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Ausgehend von der auf dem Bilin-Bindungsprotein (BBP) basierenden Genbibliothek erhöhter Diversität mit 2,53 x 1010 unabhängigen Transformanden (siehe Abschnitt 2.3.2 und 3.3.1) erfolgte die Phage Display-Selektion in Zyklen (siehe Abschnitt 2.3.3), die sich aus den folgenden sechs Schritten zusammensetzten:

I. [bookmark: _Ref380336079]Immobilisierung des Zielmoleküls in Form eines Streptavidin / Biotin-Doxorubicin-Komplexes (siehe Abschnitt 2.3.3.1) an der Polystyrolfestphase der Nunc-Immuno-Flügelstifte mit hoher Proteinbindungskapazität;

II. Absättigung freier Bindungsstellen der Polystyroloberfläche mit RNase A, um unspezifische Adsorption der Phagemide zu verhindern;

III. Inkubation der beladenen Flügelstifte mit der Phagemidbibliothek;

IV. Entfernung nicht bindender Phagemide in acht Waschschritten mit PBS / T;

V. spezifische Elution gebundener Phagemide durch Kompetition mit dem Streptavidin / Biotin-Doxo-Komplex (siehe Abschnitt 2.3.3.3);

VI. Amplifizierung der eluierten Phagemide nach Infektion von E. coli XL1-Blue (siehe Abschnitt 2.3.4).

Es wurden insgesamt fünf Selektionszyklen durchgeführt. Zur Beurteilung der Anreicherung wurden die Titer der eingesetzten Phagemide sowie ausgewählter Wasch- und der Elutionsfraktionen bestimmt (siehe Abschnitt 2.3.5). Daraus wurde der relative Anteil bezogen auf die für den Selektionsprozess insgesamt eingesetzten Phagemide errechnet und ein Anreicherungsprofil erstellt (Abbildung 24).

Die für die Adsorption eingesetzten Phagemidzahlen lagen dabei zwischen 1,93 x 1011 cfu und 1,80 x 1012 cfu. Alle fünf Anreicherungszyklen zeigten einen steten Abfall des Phagemidtiters im Verlauf der Waschfraktionen. Der Phagemidtiter der Elutionsfraktion war im Vergleich zu dem des Waschschritts 8 in Runde 1 um den Faktor 2,38 höher. Dieses Verhältnis sank bis Runde 3 auf 0,76 und stieg in den beiden folgenden Zyklen wieder auf 1,48 bzw. 2,34 an.

[bookmark: _Ref377913416][bookmark: _Toc378007996][bookmark: _Toc378008080][bookmark: _Toc378010204][bookmark: _Toc390290948][image: ]Abbildung 24:	Überlagerung der Elutionsprofile aus den Selektionszyklen 1 – 5 im Verlauf der Anreicherung Doxorubicin bindender BBP-Varianten aus der Zufallsbibliothek mittels Phage Display

; nach Inkubation eines mit Doxo-Biotin / Streptavidin beschichteten Flügelstifts mit 1,93 – 18,0 x 1011 Phagemiden für 1 h wurden nicht bindende Phagemide durch wiederholtes Waschen des Flügelstifts mit PBS / T entfernt. Nach acht Waschschritten wurden die gebundenen Phagemide mit einer 300 µM Lösung von mit Doxo-Biotin / Streptavidin eluiert. Der Phagemidtiter ausgewählter Waschfraktionen sowie der Elutionsfraktion wurden bestimmt und als Bruchteil der jeweils insgesamt im Selektionszyklus eingesetzten Phagemide halblogarithmisch aufgetragen.
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Aus dem präparierten Phasmid-DNA-Genpool des Anreicherungszyklus 5 wurde die mittels BstXI-Verdau isolierte Genkassette der BBP-Varianten und das entsprechend verdaute  Plasmid pBBP22 (Abbildung 5) subkloniert (siehe Abschnitt 2.2.4.2 und 2.2.4.3) und E. coli TG1-F– mit dem Ligierungsansatz transformiert (siehe Abschnitt 2.2.2.3). Die BBP-Varianten mit Affinität für Doxorubicin wurden in einem Kolonie-Filterstapeltest (siehe Abschnitte 1.5.2 und 2.4) auf Komplexbildung mit einer 1,0 µM Lösung des Doxo-Biotin-Konjugats (siehe Abschnitt 2.8.1) bei nachfolgender Inkubation mit ExtrAvidin®-Alkalische Phosphatase-Konjugat in einer chromogenen Nachweisreaktion geprüft (Abbildung 25). ExtrAvidin® wurde verwendet, da es im Gegensatz zu Streptavidin-Reagenzien nicht mit dem Strep-tag II-Affinitätsanhängsel innerhalb des Fusionsproteins kreuzreagiert (Gaj et al., 2007; Skerra & Schmidt, 2000). Zudem erlaubte es eine vom makromolekularen Einfluss des Streptavidins, das während der Selektion im Komplex mit Doxorubicin-Biotin eingesetzt wurde (siehe Abschnitt 3.5.2), unabhängige Beurteilung der spezifischen Bindungsaktivität der BBP-Varianten gegenüber Doxorubicin. Die einzelnen Kolonien entsprechenden, punktförmigen Farbsignale (circa 90 % der untersuchten Transformanden) wiesen sehr ähnliche Morphologie und Intensität auf. Es wurden insgesamt 91 Kolonien zweier auf analoge Weise hergestellter Primärfilter 1 (F1K1 – 41) und 2 (F2K1 – 50) (Abbildung 25) auf eine neue Agarplatte überführt, um mit diesen Klonen nachfolgend einen sekundären Kolonie-Filterstapeltest durchzuführen. Das Hintergrundsignal – durch eine leichte, aber deutlich sichtbare Rotfärbung der Membran ausgewiesen – war auf den mit dem Doxo-Biotin-Konjugat inkubierten Filtern wie erwartet vergleichsweise hoch, da für HSA niedrige intrinsische Affinität für Doxorubicin mit einer KD = 161 – 385 µM (Chassany et al., 1996; Demant & Friche, 1998a; Finlay & Baguley, 2000) ebenso wie für das als zusätzliches Blockierungsreagens verwendete BSA (siehe Abschnitt 3.5.1.3) beschrieben ist.
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; die Phasmid-DNA der gepoolten Phagemide aus dem Elutionsschritt des Anreicherungszyklus 5 (Abbildung 24) wurde präpariert und auf dem Vektor pBBP22 (Abbildung 5) subkloniert. BBP-Varianten mit Affinität zu Doxorubicin wurden nach Sekretion in E. coli TG1-F– in dem Kolonie-Filterstapeltest anhand ihrer Komplexbildung mit einer 1,0 µM Lösung des Doxo-Biotin-Konjugats (siehe Abschnitt 2.8.1) bei nachfolgender Inkubation mit ExtrAvidin®-Alkalische Phosphatase-Konjugat in einer chromogenen Nachweisreaktion identifiziert (siehe Abschnitt 2.4). Es wurden insgesamt 91 dazugehörige Kolonien der Filter 1 (F1K1 – 41) und 2 (F2K1 – 50) auf eine neue Agarplatte überführt und einem sekundären Kolonie-Filterstapeltest (Abbildung 26) unterzogen.

Die ausgewählten und erfolgreich kultivierten Kolonien der Filter F1 und F2 (62 der 91 Klone) wurden auf den Sekundärfilter doppelt aufgetragen. Als Kontrolle wurde parallel das Wt-BBP-Fusionsprotein verwendet. Eine mit den identischen Kolonien versehene Negativkontrollmembran, bei der jedoch keine Inkubation mit dem Doxo-Biotin-Konjugat durchgeführt wurde, zeigte keine nennenswerten Farbsignale, was auf spezifische Erkennung des Zielmoleküls durch die BBP-Varianten deutete. Das intrinsische Bindungsaktivität für Doxorubicin aufweisende Bilin-Bindungsprotein (siehe Abschnitt 3.6.4.1) zeigte auf dem sekundären Positivfilter wie erwartet eine schwache Färbung. Eine Reihe der analysierten BBP-Varianten wies unter Berücksichtigung der unterschiedlichen Koloniengröße demgegenüber eine stärkere Farbintensität als das Wt-BBP auf (Abbildung 26).

Der gängige biophysikalische Sensorfarbstoff ANS (8-Anilino-1-Naphtalin-Sulfonsäure) weist generelle Affinität für hydrophobe Oberflächen von Makromolekülen auf und wird in der Bindungstasche des Wt-BBP – wie auch in Abschnitt 3.6.4.2 selbst nachgewiesen – mit einer KD ≈ 9,0 µM komplexiert (Breustedt et al., 2006). Zur Analyse der Bindung von Doxorubicin in der Bindungstasche der selektierten BBP-Varianten wurde daher ein Verdrängungsexperiment durchgeführt. Es wurden zwei Filter mit identischen Koloniedoppelproben hergestellt und mit einer 100 nM Lösung des Doxo-Biotin-Konjugats inkubiert. Einer der Filter wurde zeitgleich mit einem tausendfachen Überschuss entsprechend 100 µM an freiem ANS inkubiert. Nach der Detektion des sekundären Konjugats anhand der Biotingruppe zeigte sich bei allen Klonen eine im Ausmaß variierende Verdrängung des Doxorubicins durch den ANS-Liganden, resultierend in verminderter Signalstärke im Vergleich zu dem nur mit Doxo-Biotin inkubierten Filter (Abbildung 26).
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; auf die sekundären Filter wurden sämtliche erfolgreich gepickten Kolonien (K) der Primärfilter 1 (F1) und 2 (F2) (Abbildung 25) sowie Kolonien, die das Wt-BBP-Fusionsprotein sezernieren, jeweils doppelt aufgetragen. Die BBP-Varianten mit Affinität zu Doxorubicin wurden anhand ihrer Komplexbildung mit einer 1,0 µM (A) oder 100 nM (B) Lösung des Doxo-Biotin-Konjugats nachgewiesen. Die rechte Seite des Filters A entspricht der linken Seite in Abwesenheit des Doxo-Biotin-Konjugats. Die rechte Seite des Filters B zeigt die Verdrängung des biotinylierten Doxorubicin-Konjugats in Gegenwart eines tausendfachen Überschusses an ANS (100 µM). Die chromogene Nachweisreaktion erfolgte jeweils nach Inkubation mit dem Biotin-spezifischen ExtrAvidin®-Alkalische Phosphatase-Konjugat (siehe Abschnitt 2.4). Es wurden insgesamt 11 Kolonien (F1K9, K18, K19, K22, K27, K32, K35 und K38 sowie F2K25, K32 und K41) mit intensiven Farbsignalen sowie maximalem Verdrängungseffekt ausgewählt, und einer Sequenzanalyse unterzogen (siehe Abschnitt 2.2.7 und 3.6.1).

Die Ursache der nicht absolut quantitativen Verdrängung durch den Kompetitor ANS – sichtbar auf der rechten Seite des Filters B in Abbildung 26 – war vermutlich zum einen die sterische Umgestaltung der Bindungstasche der BBP-Varianten und zum anderen war es wahrscheinlich, daß die ANS-Konzentration in Lösung wegen hoher Affinität des Liganden gegenüber HSA, mit dem die Filtermembranen beschichtet waren, stark vermindert war. Beschrieben sind zwei Bindungsstellen für HSA. Eine Hauptbindungsstelle in der die Loops 7 und 8 umfassenden Subdomäne IIIA (Bagatolli et al., 1996b; He & Carter, 1992) mit KD = 0,91 – 1,32 x 10-6 M und eine zweite in der Subdomäne IIA mit KD = 12,66 µM (Bagatolli et al., 1996a; Essassi et al., 1990). Die Bindungskapazität des verwendeten humanen Serumalbumins für ANS war durch Rückstände gebundener Fettsäuren allerdings vermutlich leicht erniedrigt. Da die innerhalb des HSA zwischen Domäne II und III gelegene Bindungsstelle für die Albumin-Bindungsdomäne des Fusionsproteins ebenfalls den Bereich der Loops 6 – 8 umfasste (Falkenberg et al., 1992; Lejon et al., 2004), war auch hier ein Kompetitionseffekt denkbar, der ebenfalls geringere Signalstärke im Vergleich zum Positivfilter verursachen konnte.

Acht Klone des ersten Primärfilters und drei des zweiten Filters, die im sekundären Filterstapeltest im Vergleich zum Wt-BBP die intensivsten Farbsignale zeigten, und zudem im kompetitiven Test die deutlichsten Signalunterschiede aufwiesen, wurden nachfolgend einer Sequenzanalyse unterzogen.
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Von den elf im Filterstapeltest ausgewählten E. coli-Kolonien wurde die isolierte Plasmid-DNA (siehe Abschnitt 2.2.3.1) im Bereich des mutierten BBP-Strukturgens sequenziert (siehe Abschnitt 2.2.7). Dabei wurden im Gegensatz zur Anreicherung von gegen Fluorescein (Beste, 1998) und Digoxigenin (Schlehuber, 2001) gerichteten BBP-Varianten keine mehrfach auftretenden Aminosäuresequenzen erhalten (Abbildung 27). Dies ließ sich auf die erhöhte Diversität der nativen BBP-Zufallsbibliothek und zugleich geringere Anzahl an Selektionsrunden zurückführen. Innerhalb des Abschnittes der randomisierten BstXI-Genkassette zeigten alle Klone einen Leserahmen, der für funktionelle BBP-Varianten und somit auf dem Phagemid präsentierte Fusionsproteine kodierte (Abbildung 27 und Tabelle 5). Allerdings besaßen drei der Varianten jeweils ein zusätzliches freies Cystein; bei F1K19 in der ersten und bei F1K22 bzw. F2K32 in der zweiten Loop-Region. Eine unerwünschte kovalente Dimerisierung durch Bildung einer Disulfidbrücke konnte für diese Varianten nicht ausgeschlossen werden.

F2K32 wies zudem ein Amber-Stoppkodon und damit vermutlich Wachstumsvorteile aufgrund der geringeren Gendosis auf (siehe Abschnitt 1.5.1). Bei den selektierten Varianten wurden vereinzelt auch Aminosäuresubstitutionen außerhalb der eigentlichen Mutationspositionen, jedoch innerhalb der durch die Oligodesoxynukleotide definierten Bereiche
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F1K32 : ...........................................T.CTGCAG..A.............................................................G.....GG......
                                                  
IleLeuGln 
                                                              
Ser   Arg
      
F1K35 : ..........................................C.GGA....AT.............................................................GG.....CG......
                                                  
GlnGlu
   
Met
                                                            
Gly
   
Pro
      
F1K38 : .......................................T..C.T.ACTC.TG....................................................................CG...T..
                                               
SerHisTyrSerTrp  
                                                                
Pro   Phe
F2K25 : ..........................................GTTG.TA.C..A............................................................CT....A.T......
                                                  
ValAlaIle 
                                                              
Leu   Asn
      
F2K32 : .............................................ATGTGGC.T.............................................................CG...T.G......
                                                     
MetTrpHis  
                                                          
Thr   End
      
F2K41 :
 ..........................................TGGC.G.C.ATC............................................................GC.....CG......
                                                  
TrpProAlaLeu
                                                            
Ala
   
Pro
      
                                                                                   
Loop
 3                                            
                             70                            80                            90                            100               
        
HisGlyLysGluTyrP
he
Ile
GluGlyThrAlaTyrProValGlyAspSerLysIleGlyLysIleTyrHisSer
Leu
Thr
Tyr
GlyGly
Val
Thr
Lys
Glu
Asn
ValPheAsnValLeuSerThrAsp
Wt-bbp: CACGGCAAGGAATACTTT
ATT
GAAGG
A
AC
T
GCCTACCCAGTTGGTGACTCCAAGATTGGAAAGATCTACCACAGC
CTG
ACT
TAC
GGAGGT
GTC
ACC
AAG
GAG
AAC
GTATTCAACGTACTCTCCACTGAC
Bib.  : ..................
NNS
.....T
..
C.............................................
NNS
...
NNK
......
NNS
...
VVS
...
NNK
........................
F1K9  :
 ..................CGC.....T..C.............................................ACC...GTT......TCG...G.C....TT........................
                          
Arg                                                      Thr   Ser      Val   Asp   Ile                        
F1K18 :
 ..................CCG.....T..C.............................................GC.....TG............GC....GTG........................
                          
Pro                                                      Ala   Leu            Ala   Ile                        
F1K19 :
 ...................GC.....T..C.............................................T......CT......CG....GGC...CTG........................
                          
Ser                                                            Ser      Arg   Gly   Leu                        
F1K22 :
 ....................C.....T..C.............................................T.....GCT.......GG...CG....G.T........................
                                                                                         Ala      Gly   Arg   Asp                        
F1K27 :
 ..................GGC.....T..C........T...C................................GGC...GCT......TCG...GC....TCT........................
                          
Gly                     Arg                              Gly   Ala      Ser   Ala   Ser                        
F1K32 :
 ...................CC.....T..C........................................C....AAC....CG......CGG...GCC.....T........................
                          
Thr                                                Pro   Asn   Ser      Arg   Ala                              
F1K35 : ..................CAC.....T..C.............................................TG....ATG......CC....CG....GTG........................
                          
His                                                      Trp   Met      Pro   Arg   Val                        
F1K38 :
 ..................C.C.....T..C....................................................CG......AG....C.C.....G........................
                          
Leu                                                            Ser      Ser   His   Lys                        
F2K25 :
 ...................AG.....T..C.............................................GC....GCT......T.....GGC...TCG........................
                          
Lys                                                      Ala   Ala      Phe   Gly   Ser                        
F2K32 :
 ...................AG.....T..C.............................................T.C....TT.......A.....CC...TCT........................
                          
Lys                                                      Phe   Phe      Asp   Thr   Ser                        
F2K41 :
 ..................GAC.....T..C.............................................TG....GGT......C.....G.....TCT........................
                          
Asp                                                      Trp   Gly      Leu   Glu   Ser                        
                                
Loop
 4
                                                    
Bst
XI
 
     
                    110                           120                           130                  
        
AsnLysAsnTyrIleIleGlyTyr
Tyr
Cys
Lys
TyrAspGluAspLysLysGlyHis
Gln
Asp
Phe
ValTrpValLeuSerArgSerMetVal
Wt-bbp: AACAAGAACTACATCATCGGATAC
TAC
TGC
AAA
TACGACGAGGACAAGAAGGGACAC
CAA
GAC
TTC
GTCTGGGTGCTCT
CCA
GAAGCA
TGG
TC
Bib.  : ........................
NNK
...
NNS
........................
NNS
...
NNK
...........................
F1K9  :
 ........................AGT...GTG........................GTG....CT...........................
                                Ser
   
Val                        Val   Ser
                         
F1K18
 :
 ........................CCT...CCT.........................TC.....G...........................
                                
Pro 
  
Pro
                        Leu   Leu
                         
F1K19
 :
 ........................C.G...G.C........................TCC...CCG...........................
                                
Gln
   
Asp                        Ser   Pro
                         
F1K22
 :
 ........................A.T...TGC........................GGC...CGT...........................
                                Asn
  
 
Cys                        Gly   Arg
                         
F1K27
 :
 ........................CCG...GTG........................GCG...CCT...........................
                                Pro
   
Val                        Ala   Pro
                         
F1K32
 :
 ........................A.G.....G........................GGC...CCG...........................
                                
Lys
                              Gly   Pro                         
F1K35 :
 ........................GTT...TTG........................A.C.....T...........................
                                Val
  
 Leu                        Asn
                               
F1K38 :
 ........................GTG...CCC........................ATG...CAT...........................
                                
Val
   Pro                        Met   His                         
F2K25 :
 ........................C.T...GTG........................A.C...GGG...........................
                                His   Val                        Asn   Gly
                         
F2K32 :
 ........................ACT...TGC........................ACC...G.G...........................
                                Thr
  
 Cys                        Thr   Val
                         
F2K41 :
 ........................GCT...C.G........................GCG...GAT...........................
                                
Ala
  
 Gln                        Ala   Asp
                         
)Abbildung 27:	DNA- und korrespondierende Aminosäure-Sequenzen, der aus der nativen Bibliothek mit erhöhter Diversität (2,53 x 1010 unabhängige Transformanden) selektierten BBP-Varianten mit Affinität für Doxorubicin aus dem Anreicherungszyklus 5 (siehe Abschnitt 3.5.2) im Vergleich zum Wildtyp-BBP

; der hier gezeigte Ausschnitt aus der Sequenz des Wt-BBP umfasst die Aminosäurepositionen 20 bis 136. Das mit den degenerierten Primer-Paaren GB-3 / FS-15 bzw. GB-11 / GB-4 in einer zweistufigen PCR-Reaktion randomisierte Gensegment besitzt flankierende Erkennungssequenzen für die Restriktionsendonuklease BstXI (CCAN6TGG, grau hinterlegt). Die variablen Loop-Regionen des Wt-BBP sind unterstrichen. Die Aminosäurepositionen innerhalb des Wt-BBP, die für die Konstruktion der Bibliothek einer gerichteten Zufallsmutagenese unterzogen worden waren, sind grün hervorgehoben (34 bis 37, 58, 60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 116, 125 und 127). Dazugehörigen Nukleotide, die zur Herstellung der Bibliothek randomisiert wurden, sind unterhalb der Sequenz des BBP ebenfalls in grün angegeben. Die zugelassenen Zufallskodons in der Nomenklatur entsprechend NC-IUB (1986) sind rot hervorgehoben. Für die selektierten Varianten sind nur die von der Sequenz des Wt-BBP verschiedenen Basen und die gegebenenfalls verschieden kodierten Aminosäuren angegeben. Identische Basen hingegen sind durch Punkte markiert. Die geänderte Basensequenz im Bereich der Kodon-Positionen 71 / 72 (blau hinterlegt) ist auf die Einführung der KpnI-Erkennungssequenz zu analytischen Zwecken bei der Assemblierung des BBP-Genfragments im Verlauf der PCR-Mutagenese zurückzuführen (Beste, 1998).


gefunden. Sie waren offenbar bedingt durch Fehler bei der Synthese der Oligodesoxynukleotide oder entstanden im Verlauf der PCR (siehe Abschnitt 3.3.2).

Die Sequenzanalyse der angereicherten BBP-Varianten zeigte im Vergleich zum Wt-BBP im Einklang mit dem hydrophoben Charakter des neuen Liganden eine Vielzahl apolarer Aminosäuresubstitutionen innerhalb der Bindungstasche. Drei selektierte Varianten, F1K18, F1K27 und F2K25, besaßen mit 11, 10 und 9 neuen hydrophoben Resten einen deutlich erhöhten Anteil gegenüber der durchschnittlichen Anzahl von 6,2 neuen hydrophoben Resten für alle sequenzierten Varianten (Tabelle 5). Diese drei Varianten zeigten bei der späteren Titration mit Doxorubicin auch die deutlichste Löschung der intrinsischen Proteinfluoreszenz (siehe Abschnitt 3.6.4.1). Ferner deutete der Einbau kleinerer aliphatischer Aminosäuren – vor allem im Fall der hinsichtlich der spektroskopischen Eigenschaften interessantesten Mutanten F1K18 und F1K27 (Abbildung 30) – auf einen raumschaffenden Effekt innerhalb der Bindungstasche. Der Einbau jeweils zweier Prolinreste im vierten Loop dieser Varianten könnte eine strukturelle Umorientierung dieses Bereiches induziert haben. Eine Weitung der Bindungstasche wurde von Brown (2000) auch für Antikörper aus der späten Phase der Immunantwort mit erhöhter Affinität gegenüber präsentiertem Haptenantigen gefunden.

[bookmark: _Toc249008244][bookmark: _Toc249008384][bookmark: _Toc249104447][bookmark: _Toc249104592][bookmark: _Toc249106609][bookmark: _Toc249157219][bookmark: _Toc249157363][bookmark: _Ref377902186][bookmark: _Ref377906023][bookmark: _Ref377917650][bookmark: _Ref377918060][bookmark: _Toc389516681][bookmark: _Toc389516843][bookmark: _Toc389587006][bookmark: _Toc421269758]Bakterielle Produktion der BBP-Varianten F1K18 und F1K27 in löslicher Form

Im Folgenden werden lediglich die nachträglich spektroskopisch am interessantesten erscheinenden Varianten F1K18 und F1K27 (Abbildung 30) behandelt. Analysiert wurden jedoch auch die Klone 9, 19, 22 und 32 des ersten Filters sowie die Klone 25 und 41 des zweiten Filters (Abbildung 26 und Tabelle 5). Um das Bindungsverhalten der erhaltenen BBP-Varianten gegenüber Doxorubicin unabhängig vom Einfluss der fusionierten Albumin-Bindungsdomäne oder der Konjugatpartner für den Liganden zu untersuchen und mit dem Wt-BBP als Ausgangspunkt der Selektion zu vergleichen, waren Interaktionsmessungen in Lösung notwendig. Dazu wurden die selektierten BBP-Varianten F1K18 und F1K27 neben den als Kontrollen fungierenden Proteinen Wt-BBP, FluA (Beste, 1998) und DigA16 (Schlehuber, 2001) gentechnisch in dem Expressionsplasmid pBBP21 (Beste, 1998) (Abbildung 28) in dem E. coli-Stamm JM83 produziert (siehe Abschnitt 2.5.1). Die für die jeweilige Variante kodierende bbp-Genkassette wurde durch Verdau mit dem Restriktionsenzym BstXI aus dem Plasmid pBBP22 herausgeschnitten (siehe Abschnitt 2.2.4.2 und 3.5.3; Abbildung 5). Nach Isolierung des Inserts folgte die Subklonierung durch Ligierung mit analog präparierten Vektorrückgrat von pBBP21 (siehe Abschnitt 2.2.4.2 und 2.2.4.3). Mit dem Ligierungsansatz wurden chemisch kompetente Zellen des Expressionsstamms JM83 transformiert, gefolgt von Plasmidisolierung und analytischem Restriktionsverdau (siehe Abschnitt 2.2.2.3, 2.2.3.1 und 2.2.4.2).

Die Herstellung der löslichen Proteine mit den beiden korrekt ausgebildeten Disulfidbrücken bedurfte der Sekretion in das oxidierende Milieu des Periplasmas, weshalb N-terminal eine OmpA-Signalsequenz an die BBP-Varianten angehängt wurde. Unterstützt wurde die korrekte Faltung des rekombinanten Proteins durch dicistronische Überexpression des für eine endogene E. coli Protein-Disulfidisomerase kodierenden dsbC Gens (Schmidt et al., 1998). Die effiziente Repression des Tetrazyklin-Promotors gewährleistete eine hohe Zelldichte vor Induktion der Proteinbiosynthese (Skerra, 1994).

[bookmark: _Ref386441591][bookmark: _Ref377915341][bookmark: _Toc378008000][bookmark: _Toc378008084][bookmark: _Toc378010208][bookmark: _Toc390290952][bookmark: _Ref386441584][image: pBBP21-final]Abbildung 28:	Schematische Darstellung des Expressionsplasmides pBBP21

; das Strukturgen für ein Fusionsprotein aus OmpA-Signalpeptid, BBP und dem Strep-tag II steht unter Kontrolle des Tetrazyklin-Promotor / Operators (tetp / o). Der Leserahmen wird zur Steigerung der Ausbeute korrekt gefalteten Proteins von der Gensequenz für die Protein-Disulfidisomerase DsbC einschließlich deren ribosomaler Bindungsstelle gefolgt, und die Disulfidisomerase somit überexprimiert (Beste et al., 1999). XbaI, BstXI, und HindIII bezeichnen die Erkennungsstellen der entsprechenden Restriktionsendonukleasen. Die restlichen Abkürzungen entsprechen denen in Abbildung 3.
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Das C-terminale Strep-tag II der Fusionsproteine diente der Einstufenreinigung des rekombinanten Proteins aus der periplasmatischen Proteinfraktion durch Streptavidin-Affinitätschromatographie (Schmidt et al., 1996; Schmidt & Skerra, 2007). Dazu wurde der periplasmatische Proteinextrakt nach Dialyse gegen Chromatographiepuffer über eine mit der Wt-Streptavidinmutante Nr. 1 (Voss & Skerra, 1997) beladene, äquilibrierte Säule geschickt. Nach Entfernung ungebundener E. coli Proteine durch Waschen der Säule mit SA-Puffer wurde das rekombinante Protein unter milden Bedingungen kompetitiv mit D-Desthiobiotin in löslicher, nativer Form von der Säule eluiert (siehe Abschnitt 2.6.1.1). 

Im Anschluß an die Affinitätschromatographie erfolgte in Abhängigkeit der Proteinreinheit bestimmt durch HPLC-Analytik an Superdex75 HR 10 / 30 gegebenenfalls noch eine Gelfiltrationsreinigung der monomeren Proteinpopulation an einer präparativen Superdex75 HiLoad 16 / 60 Prep Grade-Säule (siehe Abschnitt 2.6.1.2).

[bookmark: _Ref377915959][bookmark: _Toc378008001][bookmark: _Toc378008085][bookmark: _Toc378010209][bookmark: _Toc390290953][image: ]Abbildung 29:	Analyse der durch Streptavidin-Affinitätschromatographie und Gelfiltrations-Chromatographie (siehe Abschnitt 2.6.1) gereinigten Lipocaline Wt-BBP, AGP sowie der BBP-Varianten DigA16, FluA, F1K18 und F1K27 mittels SDS-PAGE

[bookmark: _Ref377915471][bookmark: _Toc378008045]; die Proteinproben wurden mit und ohne Reduktion der Disulfidbrücken durch -Mercaptoethanol auf ein 15 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Proteinbanden wurden mit Coomassie-Brillantblau R250 angefärbt (siehe Abschnitt 2.6.2). (A) Spur M: Protein-Größenstandard (kDa); Spur 1 und 5 – Wt-BBP; Spur 2 und 6 – AGP; Spur 3 und 7 – DigA16; Spur 4 und 8 – FluA (jeweils unter reduzierenden bzw. nicht-reduzierenden Bedingungen); (B) Spur M: Protein-Größenstandard (kDa); Spur 1 und 3 – BBP-Variante F1K18; Spur 2 und 4 – BBP-Variante F1K27 (jeweils unter reduzierenden bzw. nicht-reduzierenden Bedingungen).

Mit den kalkulierten Extinktionskoeffizienten des Wt-BBP sowie seiner Varianten wurden die Proteinkonzentrationen durch Messung der Absorption bei 280 nm nach Gleichung (1) bestimmt (siehe Abschnitt 2.6.4 und Tabelle 2). Die hergestellten Proteine wiesen untereinander sehr unterschiedliche Ausbeuten auf (Tabelle 6). Die gegen Doxorubicin selektierten BBP-Varianten F1K18 und F1K27 besaßen mit 175 µg bzw. 70 µg je Liter E. coli-Kultur die geringsten Ausbeuten, gefolgt von 0,4 mg / L für die gegen Digoxigenin gerichtete Variante DigA16 (Schlehuber, 2001). Die gegen Fluorescein gerichtete Variante FluA (Beste, 1998) offenbarte ein ähnliches Expressionsniveau wie das Wildtypprotein mit Ausbeuten von etwa 0,8 mg / L. Die SDS-PAGE-Analyse des gereinigten Wt-BBP sowie der Varianten FluA und DigA16 zeigte im reduzierten Zustand homogene Proteinfraktionen ohne nachweisbare Verunreinigungen (siehe Abschnitt 2.6.2; Abbildung 29). Die nicht-reduzierten Proteinproben wiesen eine einzige diskrete Proteinbande mit erhöhter Mobilität auf, was mit einer kompakteren Form bedingt durch die korrekte Ausbildung der beiden Disulfidbrücken zusammenhängt (Beste, 1998; Breustedt et al., 2006; Schlehuber, 2001). Die Proteinfraktionen der BBP-Varianten F1K18 und F1K27 enthielten je nach Präparation eine geringe Kontamination mit einem ~ 17,0 kDa großen Protein. Bei diesem handelte es sich vermutlich um das Chaperonprotein Skp (siehe Abschnitt 3.8.1), das möglicherweise mit dem Fremdprotein im Periplasma des Bakterienstamms JM83 assoziiert (Hayhurst & Harris, 1999; Korndörfer et al., 2004; Schäfer et al., 1999). Beide Varianten zeigten in der SDS-PAGE unter reduzierten wie auch nicht-reduzierten Bedingungen diskrete Banden, wobei die Variante F1K27 im Vergleich zu F1K18 entgegen der berechneten molaren Masse (Tabelle 6) eine etwas geringere elektrophoretische Mobilität aufwies. Die beiden Disulfidbrücken schienen auch hier aufgrund des schnelleren Laufverhaltens unter nicht-reduzierenden Bedingungen und des Fehlens weiterer Banden für Disulfidisomere korrekt geknüpft.

[bookmark: _Ref386742656][bookmark: _Toc389908530]Tabelle 6:	Proteinchemische Eigenschaften der in E. coli produzierten Lipo- und Anticaline

		Protein

		Expressions-

vektor

		E. coli-Stamm

		pTUM4a

		AS

		pI

		MW
[Da]

		Ausbeute /

Liter-Kultur



		Wt-BBP-

Strep-tag II

		pBBP21

		JM83

		–

		184

		5,97

		21 006

		0,8 mg



		F1K18-

Strep-tag II

		pBBP21

		JM83

		–

		184

		5,67

		20 653

		175 µg



		F1K27-

Strep-tag II

		pBBP21

		JM83

		–

		184

		5,86

		20 502

		70 µg



		

		

		MC4100

skp

		+

		

		

		

		6,25 mgb



		FluA-

Strep-tag IIc

		pBBP21

		JM83

		–

		184

		7,19

		20 999

		0,8 mg



		DigA16-

Strep-tag IId

		pBBP21

		JM83

		–

		184

		5,65

		20 806

		0,4 mg



		AGP-

Strep-tag IIe

		pAGP1

		MC4100

skp

		+

		192

		4,97

		22 669

		2,0 mgf



		a Kotransformation mit pTUM4: "+" = ja; "–" = nein; b Ausbeute bei Fermentation im 8 L-Maßstab (siehe Abschnitt 2.5.2 und 3.8.1); c nach Beste (1998); d nach Schlehuber (2001); e nach (Breustedt et al., 2006); f Ausbeute bei Fermentation im 8 L-Maßstab nach (Schönfeld, 2010)
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Bestimmung der Dissoziationskonstanten für die Doxorubicinkomplexierung durch Fluoreszenztitration
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[image: ]Die jeweils sechs Trp-Reste der Varianten F1K18 und F1K27, des Wt-BBP und des Anticalins DigA16 (Schlehuber, 2001) sowie die sieben des Anticalins FluA (Beste, 1998) wurden selektiv mit monochromatischem Licht der Wellenlänge 295 nm angeregt (Laws & Shore, 1978). Die Emissionswellenlänge der maximalen Proteinfluoreszenz wurde bei 345 nm beobachtet. Die korrigierten Prozentwerte der Fluoreszenzintensität einer Titrationsreihe wurden gegen die Doxorubicinkonzentration aufgetragen (Abbildung 30A). Dabei zeigte sich eine zunehmende Löschung der Proteinfluoreszenz mit steigender Doxorubicinkonzentration. Durch nicht-lineare Regression gemäß Gleichung (31) wurde die Dissoziationskonstante sowie der Asymptotenwert der maximalen Fluoreszenzlöschung ermittelt (siehe Abschnitt 2.7.4.2).

[bookmark: _Ref377915292][bookmark: _Toc378008002][bookmark: _Toc378008086][bookmark: _Toc378010210][bookmark: _Toc390290954]Abbildung 30:	Fluoreszenztitration der rekombinanten BBP-Varianten F1K18, F1K27, DigA16 und FluA mit Doxorubicin im Vergleich zum Wildtypprotein

; eine 1,0 µM Lösung der gereinigten Proteine (siehe Abschnitt 2.6.1) wurde in PBS / E pH 7,4 mit Doxorubicin bis zu einer Endkonzentration von 5,0 µM titriert. Dabei wurde die Abnahme der Proteinfluoreszenz bei einer Anregungswellenlänge von 295 nm und einer Emissionswellenlänge von 345 nm verfolgt. Die erhaltenen Messwerte wurden um den Puffer-Leerwert bereinigt, auf eine Anfangsfluoreszenz von 100 % skaliert, und um den inneren Filtereffekt des Doxorubicins korrigiert (Abschnitt 2.7.4.2). (A) nicht-lineare Regression gemäß Gleichung (31); (B) lineare Auftragung des Quotienten F0 / ΔF gegen den reziproken Wert der Doxorubicinkonzentration in einem nach Samworth et al. (1988) modifizierten Stern-Volmer-Diagramm (siehe Abschnitt 2.7.4.2 und Gleichung (33)).

Die beiden als Negativkontrolle dienenden Anticaline FluA und DigA16 wiesen im Einklang mit ihrer für das Zielmolekül Fluorescein bzw. Digoxigenin maßgeschneiderten Bindungstasche die geringsten Absolutwerte des Fluoreszenz-Quenching mit ~ 11 % auf, so dass genauso wie beim Wt-BBP keine verlässliche Dissoziationskonstante ermittelt werden konnte. Jedoch zeigte das Wt-BBP ein etwas stärker ausgeprägtes Bindungsverhalten gegenüber Doxorubicin mit einem maximalen Quenching von 17,4 ± 0,4 %. Die vom Wt-BBP abstammenden hier selektierten Varianten zeigten demgegenüber wesentlich höhere Werte für das maximale Fluoreszenz-Quenching von 47,9 ± 3,8 % für F1K18 und 57,7 ± 1,7 % für F1K27. Die Bindungsaffinitäten der Varianten F1K18 und F1K27 gegenüber Doxorubicin wurden mit KD = 5,95 ± 0,75 µM bzw. 4,69 ± 0,24 µM ermittelt (Tabelle 7). Damit war relevante Bindungsaktivität der beiden ausgewählten BBP-Varianten gegenüber dem vorgegebenen Liganden Doxorubicin nachgewiesen.
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Das bereits in Abschnitt 3.5.3 als kompetitiver Ligand des Doxorubicins für die hydrophobe Bindungstasche des Wt-BBP und seiner selektierten Varianten verwendete ANS wurde hier in Lösung als spektroskopisch aktiver, kompetitiver Komplexierungspartner eingesetzt. Bei Bindung in hydrophober Umgebung zeigt die bei 370 nm angeregte Fluoreszenz des ANS eine drastisch erhöhte Fluoreszenz-Quantenausbeute sowie eine hypsochrome Verschiebung von 512 nm auf 475 nm (Gasymov & Glasgow, 2007). Die Senkung der Fluoreszenzintensität des ANS bei Verdrängung durch Doxorubicin aus einer solchen lipophilen Umgebung kann somit zur Bestimmung der Affinität der Variante F1K27, des Wt-BBP und des Anticalins FluA für das Doxorubicin genutzt werden. Die Bestimmung der Affinität für ANS selbst wurde zunächst gemäß Breustedt (2006) durch Titration einer physiologisch gepufferten 1,0 µM Lösung des jeweiligen Proteins mit ANS und Messung der relativen Intensität der Fluoreszenzemission des ANS durchgeführt (siehe Abschnitt 2.7.4.4; Abbildung 31). Für das Wt-BBP und FluA wurde durch nicht-lineare Regression gemäß Gleichung (31) eine Dissoziationskonstante von 9,19 ± 0,28 µM bzw. 9,19 ± 0,37 µM erhalten. Das Ergebnis der Affinität des natürlichen BBP für ANS stimmte sehr gut mit dem von Breustedt (2006) erhaltenen Wert von ~ 9,0 µM überein. Die Variante F1K27 zeigte demgegenüber eine geringfügig höhere Affinität mit KD = 8,55 ± 0,37 µM bei deutlich erniedrigter Quantenausbeute. Die kompetitive Verdrängung des ANS aus dem Komplex mit dem jeweiligen Protein wurde nach Gleichgewichtseinstellung in Lösung für 10 min bei 25 °C durch Titration mit Doxorubicin durchgeführt. Die Proteinkonzentration betrug jeweils 1,0 µM; die Konzentration des ANS lag bei jeweils 9,0 µM. Die Variante F1K27 und das Wt-BBP lagen in PBS / E pH 7,4 vor; das Anticalin FluA in 50 mM Hepes / NaOH pH 7,4. Der Nachweis des Protein / ANS-Komplexes erfolgte bei Anregung bei 370 nm durch Messung der Fluoreszenzemission bei 475 nm (siehe Abschnitt 2.7.4.4). Die gemessenen apparenten Fluoreszenzintensitäten wurden um den inneren Filtereffekt (siehe Abschnitt 2.7.4.2) des Doxorubicins bei der Anregungswellenlänge von 370 nm und den Fluoreszenzbeitrag des unkomplexierten ANS bei der Emissionswellenlänge 475 nm bereinigt.

[bookmark: _Ref377916512][bookmark: _Toc378008004][bookmark: _Toc378008088][bookmark: _Toc378010212][bookmark: _Toc390290955][image: ]Abbildung 31:	Fluoreszenztitration der rekombinanten Lipocaline Wt-BBP, und FluA sowie der BBP-Variante F1K27 mit ANS

; eine 1,0 μM Lösung der gereingten (siehe Abschnitt 2.6.1) Proteine Wt-BBP und F1K27 in PBS / E pH 7,4 sowie von FluA in 50 mM Hepes / NaOH pH 7,4 wurde mit einer ANS bis zu einer Endkonzentration von 20,0 µM titriert. Die bei 370 nm angeregte Fluoreszenz des Liganden wurde bei 475 nm verfolgt und die erhaltenen Messwerte um die intrinsische Fluoreszenz von ANS in Abwesenheit von Protein korrigiert. Anschließend wurden die Datenpunkte durch nicht-lineare Regression gemäß dem Massenwirkungsgesetz nach Gleichung (31) angepasst (siehe Abschnitt 2.7.4.2, 2.7.4.3 und 2.7.4.4).

Bei Auftragung der korrigierten, apparenten Fluoreszenz des ANS in Prozent der Ausgangsintensität gegen die Konzentration des eingesetzten Kompetitors Doxorubicin zeigte sich eine hyperbolische Sättigungskurve für die Ausbildung des Protein / Doxorubicin-Komplexes, entsprechend einer Verringerung der Konzentration des Protein / ANS-Komplexes (Abbildung 32). Durch nicht-lineare Regression mittels Gleichung (49) wurde die Dissoziationskonstante des jeweiligen Proteins für Doxorubicin anschließend nach Gleichung (50) ermittelt. Die Doxorubicin-Dissoziationskonstante für F1K27 lag bei 6,61 ± 0,37 µM und die für das Wt-BBP bei 6,67 ± 0,15 µM (Tabelle 7). Im Gegensatz zur Protein-Fluoreszenztitration, bei der lediglich die beiden selektierten F1K18 und F1K27 signifikante Bindungsaktivität gegenüber Doxorubicin zeigten, ist dieser Effekt hier ebenso für das rekombinante BBP nachweisbar und mit der Dissoziationskonstanten der Variante F1K27 nahezu identisch. Demgegenüber besaß das für Fluorescein spezifische Anticalin FluA eine wesentlich niedrigere Affinität mit KD = 24,8 ± 0,7 µM.




[bookmark: _Ref377916609][bookmark: _Toc378008005][bookmark: _Toc378008089][bookmark: _Toc378010213][bookmark: _Toc390290956]Abbildung 32:	Nachweis kompetitiver Verdrängung des spektroskopisch aktiven Ligand ANS durch Doxorubicin für das rekombinante Wt-BBP, FluA und die BBP-Variante F1K27 mittels Fluoreszenztitration

[image: Abb37 kompetitive Titration_22]; ausgehend von jeweils einer 1,0 µM Lösung der gereinigten (siehe Abschnitt 2.6.1) Proteine Wt-BBP und F1K27 in PBS / E pH 7,4 sowie von FluA in 50 mM Hepes / NaOH pH 7,4 wurde zunächst der Protein / ANS-Komplex durch Zugabe von 9,0 µM ANS ausgebildet – entsprechend der Konzentration halbmaximaler Sättigung der Ligandenbindungsstellen der Proteine, wie anhand der Dissoziationskonstante für ANS (Abbildung 31) zuvor bestimmt. Die kompetitive Verdrängung des ANS aus der Bindungstasche erfolgte durch Zugabe von Doxo bis zu einer Endkonzentration von 40,0 µM. Die Verdrängung wurde durch die Abnahme der Fluoreszenzintensität bei spezifischem Nachweis des komplexierten ANS bei einer Anregung von 370 nm und einer Emission von 475 nm verfolgt. Die um den inneren Filtereffekt des Doxorubicins und den Pufferleerwert korrigierten Messwerte wurden durch nicht-lineare Regression gemäß dem Massenwirkungsgesetz nach Gleichung (49) angepasst (siehe Abschnitt 2.7.4.4).
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		Protein

		Protein-Fluoreszenztitration

		kompetitive Fluoreszenztitration



		

		KD [μM]

		Qmax [%]

		KD [μM]



		Wt-BBP

		n.d.

		17,4 ± 0,4

		6,67 ± 0,15



		F1K18

		5,95 ± 0,75

		47,9 ± 3,8

		



		F1K27

		4,69 ± 0,24

		57,7 ± 1,7

		6,61 ± 0,37



		DigA16

		n.d.

		11,3 ± 0,8

		



		FluA

		n.d.

		11,0 ± 0,7

		24,8 ± 0,7



		Angabe des Quenching-Effekts (Qmax = 100 % – Asymptotenwert ); "n.d.": ohne Angabe, da Nachweis nicht möglich





[bookmark: _Toc249008250][bookmark: _Toc249008390][bookmark: _Toc249104453][bookmark: _Toc249104598][bookmark: _Toc249106615][bookmark: _Toc249157225][bookmark: _Toc249157369][bookmark: _Ref381652333][bookmark: _Toc389516686][bookmark: _Toc389516848][bookmark: _Toc389587011][bookmark: _Toc421269763]Affinitätsmaturierung der Variante F1K27

Bei der Reifung von B-Zellen im adaptiven Immunsystem dient die somatische Hypermutation von Antikörpergenen der Erzeugung und Auswahl derjenigen Antikörper, die erhöhte Affinität für ein Antigen besitzen. Der Austausch einiger weniger Aminosäuren ist in vivo oft ausreichend, um erhebliche Affinitätsveränderungen zu induzieren und gleichzeitig die Proteinfaltung nicht zu beeinflussen (Berek & Milstein, 1987; Sharon, 1990).

Es erschien sinnvoll, den evolutiven Prozess der somatischen Hypermutation zur Verbesserung der Affinität der Variante F1K27 für Doxorubicin in vitro nachzuahmen. Dabei wurde eine moderate Mutationsrate von 2 – 5 Aminosäureaustauschen angestrebt, um eine Affinitätssteigerung zu erzielen, ohne die Proteinarchitektur in Form der vorliegenden Lipocalinfaltung zu beeinträchtigen (Drummond et al., 2005).
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Die PCR-Vervielfältigung einer DNA-Sequenz in Gegenwart von dNTP-Analoga, deren Basenpaarung promiskuitiv ist, bietet eine etablierte Methode zur zufälligen Einführung von Punktmutationen in das Strukturgen der Variante F1K27. Als tolerierte Substrate der Taq-DNA-Polymerase eigneten sich die beiden Analoga dPTP (2'-Deoxy-P-Nukleosid-5'-Triphosphat) und 8-oxo-dGTP (8-Oxo-2'-Deoxyguanosin-5'-Triphosphat) (Abbildung 6), da diese stabil und stark mutagen sind und sowohl Transitionen als auch Transversionen erlaubten (Zaccolo et al., 1996).

Zufallsmutationen wurden in die Genkassette der BBP-Variante F1K27 – ausgehend von der kodierenden DNA auf dem Expressionsplasmid pBBP21 (Abbildung 28) als Matrize – in einem ersten PCR-Schritt (siehe Abschnitt 2.2.4.1) mit den flankierenden Oligodesoxynukleotiden GB1 und GB2 (siehe Abschnitt 2.1.2) in Gegenwart äquimolarer Konzentrationen der dNTPs und je 60 µM der beiden Nukleotidanaloga eingeführt. Der von den Oligodesoxynukleotiden eingeschlossene innere Sequenzbereich innerhalb der BstXI-Kassette umfasste die Aminosäurepositionen 28 bis 127 und beinhaltete alle vier Loop-Regionen (Abbildung 4). In einem darauffolgenden zweiten PCR-Schritt (siehe Abschnitt 2.2.4.1) wurde das primäre PCR-Produkt in Abwesenheit der beiden Nukleotidanaloga vervielfältigt. Die mittels Sequenzanalyse ermittelte Mutationsfrequenz lag bei 0 – 7 Basenpaaren entsprechend 0 – 5 Aminosäuresubstitutionen.

Die hergestellte Zufallsbibliothek (siehe Abschnitt 2.3.2 und 3.3) für die Affinitätsmaturierung beruhte auf einem Ligierungsansatz von 15,0 pmol. Dies entsprach 36,0 µg an mit BstXI verdautem Vektorrückgrat des Plasmids pBBP38 (Abbildung 3) und 4,0 µg der BstXI-Kassette des mutierten Strukturgens der Variante F1K27 (siehe Abschnitt 2.2.4.2). Die ligierte DNA wurde in neunzehn Elektroporationsansätzen zur Transformation elektrokompetenter XL-Blue Zellen eingesetzt (siehe Abschnitt 2.2.2.4). Die resultierende Zufallsbibliothek der Variante F1K27 besaß mit 1,05 x 1010 unabhängigen Transformanden hohe Diversität.
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Ausgehend von der auf der BBP Variante F1K27 basierenden partiell randomisierten Genbibliothek erfolgte die Phage Display-Anreicherung in vier Selektionszyklen (siehe Abschnitt 3.5.2) unter variierenden Bedingungen. Als Target wurde das Doxo-Dig-Konjugat (siehe Abschnitt 3.4.1) an mit Anti-Dig-IgG beladenen, magnetischen Zellulose-Eisenoxid-Partikeln verwendet. In den beiden ersten Runden wurde die Doxorubicin-Konzentration mit 600 nM konstant gehalten. In Runde 3 und 4 wurde die Stringenz durch Senkung der Ligandenkonzentration um den Faktor 5 bzw. 10 sowie durch Inkubation der Phagemide mit dem Doxo-Dig-Konjugat in Lösung – vor dem Abfangen mit den magnetischen Partikeln – erhöht. Zur Elution wurden saure pH-Bedingungen gewählt (siehe Abschnitte 2.3.3.3 und 3.5.1.2). Die Titer der eingesetzten Phagemide sowie ausgewählter Wasch- und der Elutionsfraktionen wurden wie zuvor bestimmt (Abbildung 33).

[bookmark: _Ref386745192][bookmark: _Toc390290957][image: ]Abbildung 33:	Überlagerung der Elutionsprofile aus den Selektionszyklen 1 – 4 im Verlauf der Affinitätsanreicherung Doxorubicin bindender BBP-Varianten aus der auf der BBP Variante F1K27 basierenden zufällig randomisierten Genbibliothek mittels Phage Display

; das Doxo-Dig-Konjugat (siehe Abschnitt 3.4.1) wurde an mit Anti-Dig-IgG beschichteten, magnetisierbaren Zellulose-Eisenoxid-Partikeln immobilisiert. In den beiden ersten Runden wurde die Doxorubicin-Konzentration mit 600 nM konstant gehalten wurde. In Runde 3 und 4 wurde die Stringenz der Selektion durch Senkung der Ligandenkonzentration um den Faktor 5 bzw. 10 und Präinkubation der Phagemide mit dem Doxo-Dig-Konjugat in Lösung erhöht. Nicht bindende Phagemide wurden in acht Waschschritten mit PBS / T abgetrennt. Der Phagemidtiter ausgewählter Waschfraktionen sowie der unter sauren Bedingungen eluierten Phagemid-Fraktion (siehe Abschnitt 2.3.3.3) wurde bestimmt und als Bruchteil der jeweils insgesamt im Selektionszyklus eingesetzten Phagemide halblogarithmisch aufgetragen. Der Ausgangstiter der eingesetzten Phagemide wurde auf den Wert 1,0 normalisiert.

Die für die Adsorption eingesetzten Phagemidzahlen lagen zwischen 2,92 x 1011 cfu und 1,23 x 1012 cfu. Alle vier Anreicherungszyklen zeigten jeweils einen steten Abfall des Phagemidtiters im Verlauf der Waschfraktionen. Der Anreicherungsfaktor des Elutionstiters im Vergleich zum Titer des Waschschrittes 8 stieg von Runde 1 mit 2,46 auf 10,28 in Runde 4. Besonders auffällig war zudem die Anreicherung durch Selektion in Lösung ab Runde 3.

Die Identifizierung gegenüber Doxorubicin bindungsaktiver Varianten wurde nach der Anreicherung mit dem Kolonie-Filterstapeltest durchgeführt (siehe Abschnitt 2.4). Die erhaltenen Signale zeigten im Vergleich zur Ausgangsvariante F1K27 keine deutlich erhöhte Intensität (Daten nicht gezeigt). Acht Klone der Selektionszyklen 3 und 4 mit den stärksten Intensitäten wurden einer Sequenzanalyse unterzogen (siehe Abschnitt 2.2.7). Sie wiesen 1 – 6 Aminosäureaustausche verteilt über den gesamten kodierenden DNA-Sequenzbereich der BstXI-Kassette auf (Abbildung 34). Die prominenteste vertretene Substitution war der Austausch der positiv geladenen Lysinseitenkette (AAA oder AAG) gegen das negativ geladene Glutamat (GAA oder GAG), vermutlich in Folge dPTP vermittelter A→G Transition. Ein solcher Glutamat-Austausch wurde sowohl an der Öffnung der Bindungstasche im Bereich der variablen Peptidschleife 1 am Ende des β-Faltblatts A an Position 31, am Beginn des β-Faltblatts B an Position 41 und an Position 65 in der Peptidschleife 2 am Beginn des β-Faltblatts D beobachtet (Abbildung 4). Auch die an der Öffnung der Bindungstasche gelegene Region des Loops 4 wies an Position 121 und 123, also dem Beginn des β-Faltblatts H, zwei Substitutionen zu Glu auf. Demgegenüber wurde am geschlossenen Ende der kelchförmigen Lipocalinstruktur lediglich ein Glutamateinbau in Position 83 am Beginn des β-Faltblatts E gefunden. Weitere häufige durch A→G Transition entstandene Aminosäuresubstitutionen waren Lys→Arg, Glu→Gly und Asp→Gly. Am Boden der Bindungstasche wurde zudem zweimal eine Substitution Lys→Gln an Position 107 beobachtet. 

Das verstärkte Auftreten des Austausches Lys→Glu im Bereich der für die Bindungsspezifität verantwortlichen Loop-Bereiche war nicht nur auf die gwählte Mutagenesemethode zurückzuführen sondern deutete auch darauf hin, dass bei der Elution unter sauren Bedingungen eine Änderung des Ladungszustands durch Protonierung der Glutamatreste eine Rolle spielte.

Deshalb wurde nachfolgend eine erneute Anreicherung von Varianten aus der Zufallsbibliothek basierend auf F1K27 mittels Elution unter basischen Bedingungen (de Bruin et al., 1999; Marks et al., 1991) mit 0,1 M Triethylamin pH 12,0 oder unter denaturierenden Bedingungen (Jacobsson et al., 2003) mit 4,0 M Harnstoff in PBS durchgeführt (siehe Abschnitt 2.3.3.3). Nach jeweils vier Zyklen der Selektion in Lösung (siehe Abschnitt 3.5.2) wurde jedoch keine signifikante Anreicherung beobachtet (Daten nicht gezeigt). Die Erhöhung der Stringenz durch Herabsetzung der Konzentration von Doxorubicin auf 156 nM in der initialen Runde der Selektion im Vergleich zum Anreicherungsexperiment mit saurer Elution (600 nM) führte vermutlich zum frühzeitigen Verlust der in geringer Kopienzahl vorhandenen höher affinen Varianten.
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Bst
XI
                                
Loop
 1
                                                              
    
Loop
 2     
       20                            30                            40                            50                            60       
       
SerGlnTyrHisGlyLysTrpTrpGluValAla
Lys
TyrPro
AlaTyrPheGly
LysTyrGly
Lys
CysGlyTrpAlaGluTyrThrPro
Glu
GlyLysSerVal
Lys
ValSer
Ala
Tyr
Ala
ValIle
F1K27: 
TC
CCA
GTACCA
TGG
TAAATGGTGGGAAGTCGCC
A
A
A
TACCCCGCTTACTTCGGTAAGTACGGA
AAG
TGCGGATGGGCTGAGTACACTCCT
GAA
GGCAAGAGTGTC
AAA
GTTTCGGCATACGCGGTAATC
P3K1 : .................................................................................................................................
                                                                                                                                        
P3K8 : .................................................................................................................................
                                                                                                                                        
P3K56: .................................G.G.......................................................G.....................................
                                        Glu                                                      Gly                                    
P4K1 : ...............................................................G.................................................................
                                                                      Glu                                                               
P4K39: ...............................................................G..........................................G......................
                                                                      Glu                                       Arg                     
P4K41: ...............................................................G...........................G.....................................
                                                                      Glu                        Gly                                    
P4K45: .................................G...............................................................................................
                                        Glu                                                                                             
P4K55: .................................................................................................................................
                                                                                                                                        
                                                                                  
Loop
 3
                            70                            80                            90                            100               
       
His
Gly
LysGlu
TyrPhe
Gly
GluGlyThrAlaTyrProVal
Arg
AspSer
LysIleGlyLysIle
Tyr
HisSer
Gly
Thr
Ala
GlyGly
Ser
Thr
Ala
Glu
Ser
ValPheAsnValLeuSerThrAsp
F1K27: C
A
CGGC
AA
GG
A
ATACTTTGGCGAAGG
T
AC
C
GCCTACCCTGT
T
CGTG
A
CT
C
CAAGAT
T
G
GA
AAGATC
T
ACCACAGCGGCACTGCTGGAGGTTCGACCGCGGAGT
C
TGTATTCAACGTACTCTCCACTGAC
P3K1 : .................................................................................................................................
                                                                                                                                        
P3K8 : ......G.......................................G...................C..............................................................
             Glu                                    Gly                  His                                                            
P3K56: ..........G..............................C..............C........................................................................
                Gly                                                                                                                     
P4K1 :
 ..............................................G..................................................................................
                                                    Gly                                                                                 
P4K39: .......G...............................................................................................T.........................
             Arg                                                                                             Phe                        
P4K41: .................................................................................................................................
                                                                                                                                        
P4K45: .G........G...............................................GG.....................................................................
       
Arg      Gly                                                                                                                     
P4K55: .................................................T...............................................................................
                                                       
Phe                                                                              
                               
Loop
 4
                                                    
Bst
XI
      
                   110                           120                           130                  
       
AsnLys
AsnTyrIleIleGlyTyr
Pro
Cys
Val
Tyr
Asp
GluAspLys
Lys
Gly
His
Ala
Asp
Pro
ValTrpValLeuSerArgSerMetVal
F1K27: A
A
C
A
AGAACTACAT
C
ATCGGATACCCG
T
GCGTG
TA
CGACG
A
GGA
C
A
A
GAAGG
G
ACACGCGGACCCTGTCTGGGTGCTCT
CCA
GAAGCA
TGG
TC
P3K1 :
 ...C.........................................................................................
          Gln                                                                                       
P3K8 :
 ..................................G..........................................................
                                        Cys                                                         
P3K56: .G.G.............................C...........................................................
       
SerGlu                           His                                                         
P4K1 :
 ..............................................G..............................................
                                                    Arg                                             
P4K39: ........................................G....................................................
                                              Gly                                                   
P4K41: ..............T.............................G................................................
                                                 
Glu                                                
P4K45
: ....................................................A........................................
                                                          
Glu                                       
P4K55: ...........................C.................................................................
                                  Arg                                                               
)Abbildung 34:	DNA- und korrespondierende Aminosäure-Sequenz der aus den Selektionszyklen 3 und 4 der Affinitätsmaturierung der Variante F1K27 hervorgegangenen Varianten

; der hier gezeigte Ausschnitt, der beiderseits von der Erkennungssequenz für die Restriktionsendonuklease BstXI (CCAN6TGG, grau hinterlegt) flankiert ist, umfasst die Aminosäurepositionen 20 bis 136. Die variablen Loop-Regionen der Variante F1K27 sind unterstrichen. Die Aminosäureaustausche der Variante F1K27 im Vergleich zum Wt-BBP, die bewußt auf die Zufallsmutagenese zurückzuführen sind, sind in der Sequenz der Variante F1K27 grün dargestellt. Zusätzliche Aminosäuresubstitutionen in F1K27 sind gelb hinterlegt. Sämtliche substituierte Aminosäurepositionen (orange hinterlegt) der Ausgangsvariante F1K27 sind zusammen mit den korrespondierenden mutierten Nukleotiden (rot) gekennzeichnet. Für die selektierten Varianten sind nur die von der Sequenz der Variante F1K27 unterschiedlichen Basen und gegebenenfalls die verschieden kodierten Aminosäuren angegeben. Identische Basen hingegen sind durch Punkte markiert. Die geänderte Basensequenz im Bereich der Kodon-Positionen 71 / 72 (blau hinterlegt) ist auf die Einführung der KpnI-Erkennungssequenz zu analytischen Zwecken bei der Assemblierung des BBP-Genfragmentes im Verlauf der PCR-Mutagenese zurückzuführen (Beste, 1998).
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Um Einblicke in den Bindungsmechanismus der vom Bilin-Bindungsprotein abgeleiteten Variante F1K27 mit dem unnatürlichen Liganden Doxorubicin zu erhalten, wurden Versuche zur Kokristallisation geplant. Die anhand der Röntgenkristallstrukturanalyse mögliche Identifizierung für die Komplexierung relevanter Aminosäurereste kann der Affinitätsverbesserung durch rationales Proteindesign dienen. 
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Da sich die Variante F1K27 in löslicher Form im Schüttelkolben lediglich mit einer Ausbeute von 175 µg / L E. coli-Kultur herstellen ließ (siehe Abschnitt 3.6.2 und 3.6.3), für die Kristallisationsansätze jedoch Milligrammmengen erforderlich waren, wurde das Protein im Fermenter produziert. Die Fermentation wurde im 8 L Maßstab in dem E. coli-Wirtsstamm W3110 (Soares et al., 2003) (siehe Abschnitt 2.1.1 und 2.5.2) ausgehend von dem auf dem Expressionsplasmid pBBP 21 (Abbildung 28) kodierten Strukturgen der Variante F1K27 durchgeführt. Nach Reinigung des Proteins aus dem periplasmatischen Extrakt mittels Streptavidin-Affinitätschromatographie wurde lediglich eine moderate Proteinausbeute von 5,8 mg / 8 L-Fermenterkultur erhalten. Problematischer als die ineffiziente Expression war jedoch die Mitreinigung eines etwa 17,0 kDa großen Proteins, mit etwa 50 % Gesamtanteil (Abbildung 35). Bei diesem handelte es sich vermutlich um das Chaperonprotein Skp (siehe Abschnitt 3.6.3), das mit dem Fremdprotein im Periplasma des Bakterienstamms assoziiert war (Hayhurst & Harris, 1999; Schäfer et al., 1999; Schlapschy et al., 2004). Der Versuch bei der SA-Chromatographie, durch Erhöhung der Salzkonzentration auf 500 mM NaCl unspezifische Wechselwirkungen zu vermindern und damit das Skp abzutrennen, zeigte nicht den gewünschten Erfolg.
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; die Proteinproduktion erfolgte ausgehend von der auf dem Vektor pBBP21 subklonierten BstXI-Genkassette für die Variante F1K27 nach Transformation des E. coli-Stamms W3110 (siehe Abschnitt 2.1.1 und 2.5.2). Nach Streptavidin-Affinitätschromatographie (siehe Abschnitt 2.6.1.1) wurden die Proteinproben auf ein 12 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Anfärbung der Proteinbanden erfolgte mit Coomassie-Brillantblau R250 (siehe Abschnitt 2.6.2). Spur M: Protein-Größenstandard (kDa); Spur 1: Periplasmaextrakt; Spur 2: Durchflussfraktion der Streptavidin-Affinitätschromatographie; Spur 3: Elutionsfraktion der Streptavidin-Affinitätschromatographie der Variante F1K27 verunreinigt mit Skp.

Eine alternative Herstellung der Variante F1K27 in den Skp-defizienten E. coli-Stämmen JM83proABΔSkp (Fiedler & Skerra, 2001) und MC4100ΔSkp (Oliver & Beckwith, 1982; Peters et al., 2003; Schäfer et al., 1999) verlief ohne Erfolg, da das inkorrekt gefaltete rekombinante Protein in hohem Maße toxisch für den Wirtsorganismus war. So wurde eine ausgeprägte Lyse der transformierten Wirtszellen nicht nur unter den Standardbedingungen der Fermentation sondern auch bei reduzierter Temperatur der Bakterienanzucht von 22 °C statt 25 °C und verminderter Induktionszeit von 2 statt 2,5 h beobachtet.

Die konstitutive Koexpression der auf dem kotransformierbaren Plasmid pTUM4 (Schlapschy et al., 2006) kodierten Faltungshelfer, nämlich der Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen DsbA and DsbC, die die Bildung bzw. Isomerisierung von Disulfidbrücken katalysieren, und der Peptidyl-Prolyl cis / trans-Isomerasen mit Chaperonaktivität FkpA and SurA, konnte die angesprochene Zelltoxizität für den Bakterienstamm MC4100Δskp reduzieren. Die Fermentation wurde nach erfolgter Kotransformation dieses Stamms (siehe Abschnitt 2.2.2.1 und 2.2.2.3) mit pBBP21-F1K27 und pTUM4 (siehe Abschnitt 2.1.1) nach dem Standardprotokoll (siehe Abschnitt 2.5.2) in Gegenwart der Antibiotika Chloramphenicol und Ampicillin durchgeführt. Lediglich die Induktionszeit wurde nach Initialisierung der rekombinanten Proteinbiosynthese auf 1 h 45 min gesenkt. Die optische Dichte der Kultur bei 550 nm betrug zum Zeitpunkt der Zellernte 28,0. Durch präparative SA-Chromatographie (siehe Abschnitt 2.6.1.1) wurde die Variante F1K27 in hoher Reinheit mit einer Ausbeute von etwa 50 mg / 8 L eluiert. Mittels des Helferplasmids pTUM4 wurde also eine Verbesserung der Ausbeute im Vergleich zu dem initialen Fermentationsversuch um den Faktor 20 erzielt.

Die im Anschluß durchgeführte präparative S75-Gelfiltration (siehe Abschnitt 2.6.1.2) der Variante F1K27 in 50 mM Hepes / NaOH pH 7,4 diente der Abtrennung der dimeren und aggregierten Proteinfraktionen. Der Anteil dieser Proteinspezies war im Vergleich zum löslichen Monomer der Variante F1K27 allerdings gering (Abbildung 36A). Die Analyse der vereinigten Monomerfraktionen mittels SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.6.2) zeigte eine homogene Proteinpräparation ohne Verunreinigungen (Abbildung 36B). Dass es sich bei dem gereinigten Protein um die rekombinant hergestellte Variante F1K27 handelte, belegte der Western-Blot Nachweis des C-terminalen Strep-tag II-Affinitätsanhängsels (siehe Abschnitt 2.6.3; Abbildung 36C).
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; (A) Chromatogramm der präparativen Superdex75 HiLoad 16 / 60 Prep Grade-Gelfiltration – 1,5 ml der ~ 800 µM Proteinlösung entsprechend circa 25 mg an löslicher Variante F1K27 wurden über die Säule gereinigt (siehe Abschnitt 2.6.1.2). Dabei wurde die Absorption der eluierten Lösung bei 280 nm in einem Durchflussphotometer gemessen. 1. Aggregatfraktion; 2: Dimerfraktion der BBP-Variante F1K27; 3: Monomerfraktion der BBP-Variante F1K27. (B) Die Proteinproben aus der Gelfiltration wurden auf ein 12 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Anfärbung der Proteinbanden erfolgte mit Coomassie-Brillantblau (siehe Abschnitt 2.6.2). Spur M: Protein-Größenstandard (kDa); Spur 1: Gesamtzellaufschluss vor Induktion; Spur 2: Gesamtzellaufschluss nach Induktion (1 h 45 min); Spur 3: Überstand der zentrifugierten Fermenterkultur; Spur 4: Periplasmaextrakt; Spur 5: Elutionsfraktion 3 der Gelfiltration; In Spur 2 und 4 sind die vier periplasmatischen Faltungshelferproteine DsbA, DsbC, FkpA und SurA aus E. coli, die mittels des Helferplasmids pTUM4 überexprimiert wurden, zusammen mit der BBP-Variante F1K27 als prominente Banden sichtbar. (C) Das mittels SDS-PAGE getrennte Proteingemisch eines zweiten Gels wurde durch Elektrotransfer auf eine hydrophobe Membran übertragen und die BBP-Variante F1K27 über das C-terminale Strep-tag II Affinitätsanhängsel mittels des Strep-Tactin-Alkalische Phosphatase-Konjugats durch Katalyse einer chromogenen Reaktion nachgewiesen (siehe Abschnitt 2.6.3). Spur M: vorgefärbter Protein-Größenstandard (kDa); Spur 1: Variante F1K27 aus der Gelfiltration.

[bookmark: _Toc249104460][bookmark: _Toc249104605][bookmark: _Toc249106622][bookmark: _Toc249157232][bookmark: _Toc249157376][bookmark: _Toc389516691][bookmark: _Toc389516853][bookmark: _Toc389587016][bookmark: _Toc421269768][bookmark: _Toc249008257][bookmark: _Toc249008397]Diskussion

[bookmark: _Toc249104461][bookmark: _Toc249104606][bookmark: _Toc249106623][bookmark: _Toc249157233][bookmark: _Toc249157377][bookmark: _Toc378010626][bookmark: _Ref388710925][bookmark: _Toc389516692][bookmark: _Toc389516854][bookmark: _Toc389587017][bookmark: _Toc421269769]Der hydrophobe chromophore Haptenligand Doxorubicin

[bookmark: _Toc249104462][bookmark: _Toc249104607][bookmark: _Toc249106624][bookmark: _Toc249157234][bookmark: _Toc249157378]Doxorubicin wurde in dieser Arbeit als Ligand eingesetzt, wobei die Konzentration, der verwendete Puffer und die Präsentationsform als immobilisiertes oder lösliches Konjugat wie auch freies Molekül variiert wurden. Wegen seines hydrophoben Charakters neigt das Doxorubicin zur Selbstassoziation und generell zu unspezifischer Adsorption. Zudem weist es empfindliche physikochemische Eigenschaften auf wie z.B. Photolabilität – eine umfangreiche Übersicht hierzu findet sich bei (Bouma et al., 1986) und Bosanquet (1986). Eine erfolgreiche Anreicherung und Identifizierung spezifischer, gegen das Doxorubicin gerichteter Anticaline setzte deshalb eine sorgsame Methodenauswahl voraus. Zudem war es zwecks Bestimmung der kinetischen oder thermodynamischen Daten besonders für BBP-Varianten mit moderater Affinität für das Zielmolekül erforderlich, auch die Selbstassoziation des Doxorubicins (Bouma et al., 1986) zu berücksichtigen.
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Die Fluoreszenz des Doxorubicins dient nicht nur der Überprüfung der strukturellen Integrität des Fluorophors sondern kann auch für den biophysikalischen Nachweis der Interaktion mit Biomakromolekülen genutzt werden. Das in dieser Arbeit in PBS / E mit einem Anregungsmaximum bei ~ 470 nm und Emissionsmaxima von ~ 560 nm bzw. ~ 590 nm gemessene Fluoreszenzspektrum des Doxorubicins (siehe Abschnitt 3.1.1) stimmt mit bisherigen Studien überein (Andreoni et al., 1992; Karukstis et al., 1998; Sturgeon & Schulman, 1977) und lässt auch bei pH 7,4 in PBS / E die Anwesenheit vor allem der monokationischen Form des Fluorophors mit protonierter 3'-Aminogruppe des Daunosaminringes vermuten. Dabei trägt das tetrazyklische, für die Fluoreszenzemission verantwortliche Ringsystem des Liganden selbst keine Ladung (Abbildung 37). Daneben dürften aber bei pH 7,4 auch geringe Anteile der anionischen sowie der neutralen Form vorliegen (Sturgeon & Schulman, 1977).

Die Wellenlänge des Emissionsmaximums im Bereich von 590 nm wird in wässriger Lösung weder von der Konzentration des Fluorophors noch dem pH-Wert beeinflusst (Karukstis et al., 1998) und eignet sich deshalb als bioanalytisch nutzbare spektroskopische Signatur. Lediglich die Fluoreszenzintensität nimmt mit steigendem pH-Wert deutlich ab. Nur in organischen Lösungsmitteln tritt bei niedriger Dielektrizitätskonstante eine geringfügige Verschiebung des Emissionsmaximums um etwa 5 nm in den blauen Wellenlängenbereich auf (Karukstis et al., 1998). Demgegenüber sind die spektroskopischen Eigenschaften im Bereich des zweiten Maximums bei 560 nm abhängig von der Dissoziation der Wasserstoffionen der Phenolgruppen (Abbildung 37) und damit vom pH-Wert (Sturgeon & Schulman, 1977) sowie


[image: ]

[bookmark: _Ref387691889][bookmark: _Ref377918468][bookmark: _Toc390290961][bookmark: _Toc378008012][bookmark: _Toc378008096][bookmark: _Toc378010220]Abbildung 37:	Protonierungsschema des Doxorubicins mit den zugehörigen Dissoziationskonstanten (K) für den Dissoziationsprozess vom Di-Kation zum Di-Anion (nach (Sturgeon & Schulman, 1977)); KDKK (Übergang vom Di-Kation zum Kation), KKNF (Übergang vom Kation in die neutrale Form) bzw. KKZ (Übergang vom Kation zum Zwitterion), KZA (Übergang vom Zwitterion zum Anion), KNFA (Übergang von der neutralen Form zum Anion), KADA (Übergang vom Anion zum Di-Anion).


darüber hinaus vom Selbstassoziationsgrad des Doxorubicins, da dieses Phänomen die pKS-Werte des Moleküls beeinflusst (Arcamone, 1981; Eksborg, 1978).
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Die in der Literatur mittels UV / VIS-Spektroskopie (Eksborg, 1978; Menozzi et al., 1984; Stutter et al., 1982), Fluoreszenzspektroskopie (Rizzo et al., 1989), 1H-NMR (Evstigneev et al., 2006; McLennan et al., 1985), Cirkulardichroismus (CD) (Gallois et al., 1998) sowie durch Berechnung aus Partitions- und Plot-Koeffizienten (Eksborg, 1978) bestimmten Dissoziationskonstanten für die Selbstassoziation des Doxorubicins variieren signifikant mit 2,5 bis 526 µM. Dies spiegelt die grundsätzliche Abhängigkeit dieses Prozesses von der Temperatur (McLennan et al., 1985) und der Zusammensetzung des Puffers einschließlich seiner Ionenstärke (Menozzi et al., 1984) und des pH-Werts (Sturgeon & Schulman, 1977) wider. Zur Berechnung der Konstanten wurden außerdem unterschiedliche Assoziationsgrade von Dimer- und Tetramerbildung bis hin zu Polymeren angenommen (Bouma et al., 1986). Auch beeinflußt die Sensitivität der analytischen Methode gegenüber den unterschiedlichen, im Gleichgewicht der Selbstassoziation vorliegenden Molekülpopulationen des Doxorubicins das Ergebnis (Martin, 1996).

Vergleichbare Abhängigkeiten der Selbstassoziation wurden zum Teil auch in dieser Arbeit beobachtet, wobei die Dissoziationskonstante im Bereich von 2,5 bis 246 µM variierte (siehe Abschnitt 3.1.2 und Tabelle 8). Die sowohl in PBS / E als auch in Hepes / NaOH bei pH 7,4 nachgewiesene Selbstassoziation des Doxorubicins, also des hier hauptsächlich in der monokationischen Form (siehe Abschnitt 4.1.1) vorliegenden Moleküls, wurde so auch von (Menozzi et al., 1984) beobachtet, steht aber im Widerspruch mit anderen Quellen, wonach nur die an der 3'-Aminogruppe deprotonierte Form des Doxorubicins selbstassoziiert (Eksborg, 1978; McLennan et al., 1985). Allerdings führt (Martin, 1996) diesen Befund auf in den genannten Studien falsch angenommene Aziditätskonstanten zurück. Die pKS-Werte aus der Literatur für die Protonierung der glykosidischen Aminogruppe liegen zwischen 7,2 (Righetti et al., 1979) und 8,2 (Eksborg, 1978; McLennan et al., 1985). Die in dieser Arbeit gefundenen verhältnismäßig niedrigen Dissoziationskonstanten stützen die Vermutung zumindest einer Beteiligung der monokationischen Form des Doxorubicins am Assoziationsprozess, die auch von (Fülöp et al., 2013) gezeigt werden konnte. Ob der bei pH 7,4 in geringem Ausmaß vorhandene Anteil an Phenolatanionen – pKS-Wert zwischen 8,5 (Kano et al., 1985) und 10,2 (Sturgeon & Schulman, 1977) – aufgrund der negativen Ladung des Tetrazyklus und damit verbundener elektrostatischer Abstoßung zweier Doxorubicinmoleküle, wie von Eksborg (1978) proklamiert, tatsächlich keine Dimerisierungstendenz aufweist, bleibt unklar.

Der deutliche Unterschied der Dissoziationskonstanten (Tabelle 8), die in den hier durchgeführten spektroskopischen und kalorimetrischen Messungen – bei Verwendung 
desselbenAssoziationsmodells und identischer Temperatur – beobachtete wurde, ist im Wesentlichen auf die unterschiedliche Pufferzusammensetzung zurückzuführen (Margalit et al., 1983; Martin, 1980; McLennan et al., 1985). So hat Menzozzi (1984) durch die Änderung der Ionenstärke eines Tris / HCl-Puffers pH 7,0 von 50 auf 200 mM durch Zugabe von 150 mM NaCl eine Erniedrigung der Dissoziationskonstante des Doxorubicins um den Faktor 2 beobachtet. Ein Vergleich der in dieser Arbeit verwendeten Puffer PBS / E und Hepes / NaOH zeigt, dass sowohl die im PBS / E vorhandenen Phosphat- als auch Chlorid-Ionen als kosmotrope Ionen der Hofmeister-Reihe im Gegensatz zu den Ionen des Hepes-Puffer für eine verringerte Löslichkeit des Doxorubicins in wässriger Lösung verantwortlich sind (Al-Maaieh & Flanagan, 2002; Salay & Schreier, 2004). Die bei höherer Ionenstärke gleichzeitig gegebene stärkere Abschirmung elektrostatischer Abstoßung verstärkt so die Tendenz zur hydrophoben Wechselwirkung zwischen den Doxorubicinmolekülen (Li et al., 1998), auch wenn Buurma & Haq (2008) diesen Zusammenhang bei ähnlichen Untersuchungen im Falle des Bis-Benzimidazol-Farbstoffs Hoechst 33258 nicht nachweisen konnten.

Die durch Fluoreszenzmessung erhaltenen Daten deuten auf ein "indefinites, isodesmisches Polymerisationsmodell" (Martin, 1996) statt eines "Monomer-Dimer-Modells" (Menozzi et al., 1984) zur Beschreibung der Selbstassoziation des Doxorubicins angesichts der besseren Kurvenanpassung bei der nicht-linearen Regression (siehe Abschnitt 3.1.2.2) und der Konsistenz mit dem Ergebnis der Absorptionsmessung (siehe Abschnitt 3.1.2.1). In der Tat wurde von (Fülöp et al., 2013) mittels Elektronenmikroskopie gezeigt, dass Doxorubicin mit steigender Konzentration (eingesetzte Endkonzentration ~ 1 mM) in wässriger Lösung schrittweise selbstassoziiert und so hochmolekulare sphärische Polymere mit einem Durchmesser von bis zu ~ 4 nm ausbildet. Da neben dem isodesmischen Modell ähnliche Polymerisationsmodelle bekannt sind, die ebenso zur Beschreibung der Selbstassoziation des Doxorubicins in Frage kommen (Beckerdite et al., 1980; Fülöp et al., 2013; Martin, 1996), erscheinen weitere Untersuchungen zur genauen Aufklärung bei dann identisch zu wählenden Temperatur- und Pufferbedingungen sinnvoll. Geeignete Methoden hierfür sind Sedimentations-, NMR-, Partitions- und osmotische Messungen. Ferner stellt eine bei unterschiedlichen Temperaturen und in Verbindung mit einem Van't Hoff-Plot durchgeführte isotherme Kalorimetriemessung ein probates Mittel zum Studium des Mechanismus der Selbstassoziation des Doxorubicins dar (Buurma & Haq, 2008; Evstigneev et al., 2012).
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Tabelle 
8
:
Übersicht der 
in dieser Arbeit mittels verschiedener Meßmethoden erhaltenen Daten für die Selbstassoziation des Doxorubicins unter Verwendung 
zweier unterschiedlicher Assoziationsmodelle
.
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Das in dieser Arbeit verwendete stabil gefaltete Bilin-Bindungsprotein (BBP) mit seinem rigiden β-Barrel war bereits erfolgreich zur Erzeugung künstlicher Bindungsproteine für die Haptenliganden Fluorescein (Beste, 1998) und Digoxigenin (Schlehuber, 2001) eingesetzt worden. Die vier Peptidschleifen, die den Eingang der Bindungstasche des BBP für seinen natürlichen Liganden Biliverdin IXγ bilden, sind dafür an insgesamt sechzehn Aminosäurepositionen randomisiert worden (Beste et al., 1999). In silico ist für diese Molekülbibliothek ein hoher Prozentsatz stabiler Varianten mit 67 % (Wiederstein & Sippl, 2005) bestimmt worden, was aus theoretischer Sicht die geeignete Auswahl der Mutationsstellen bestätigte. Alle anderen in der Studie von (Wiederstein & Sippl, 2005) behandelten Scaffold-Proteine, wie z.B. Fibronectin, Knottin und die Kunitz Protease-Inhibitoren, zeigten dabei zum Teil deutlich geringere Stabilitätswerte für ihre Varianten.

Aus der in dieser Arbeit hergestellten und für die Affinitätsanreicherung eingesetzten naiven Proteinbibliothek mit einer Komplexität von 2,5 x 1010 unabhängigen Transformanden (und Integrität des Leserahmens für das zu präsentierende BBP-Fusionsprotein von 80 %) wurde mit der Variante F1K27 ein moderat affines, künstliches Bindungsprotein für Doxorubicin mit einer Dissoziationskonstante von ~ 5 µM selektiert (siehe Abschnitt 0). Die so erhaltene Variante F1K27 bildete in der Bindungstasche vermutlich suboptimale Seitenketteninteraktionen mit dem Liganden aus (siehe Abschnitt 3.6.1). Die Dissoziationskonstante ist aber in der gleichen Größenordnung, wie sie auch bei der Selektion von anderen künstlichen Bindungsproteinen gegen neuartige Liganden aus naiven Molekülbibliotheken erzielt wurden (Hosse et al., 2006). Im Fall von Haptenliganden sind Affinitäten in diesem Bereich auch bei Selektion aus naiven Antikörperbibliotheken beschrieben worden (Irving et al., 1996). Die Affinität des auf der molekularen Architektur des BBP basierenden Anticalins ließ sich im Zuge von nachfolgend durchgeführten Affinitätsmaturierungsexperimenten bislang noch nicht weiter verbessern.
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Im Vergleich zu dem Selektionsexperiment, aus dem die Variante F1K27 resultierte, konnte aus einer neu hergestellten naiven Bibliothek geringerer Diversität mit 1,3 x 109 unabhängigen Transformanden und etwas niedrigerer Qualität (50 % Kodierung für funktionelle Fusionsproteine) keine Anreicherung bindungsaktiver BBP-Varianten festgestellt werden. Vielmehr wurden hier zahlreiche Frameshift- und Deletionsmutanten ohne funktionell präsentiertes Fusionsprotein beobachtet. Dies stand im Einklang mit der allgemein postulierten Abhängigkeit einer ligandenspezifischen Anreicherung von der Qualität (Reetz & Carballeira, 2007; Tuck Seng et al., 2007) und Diversität (Firth & Patrick, 2005) der verwendeten randomisierten Molekülbibliothek.

[bookmark: _Toc389516697][bookmark: _Toc389516859][bookmark: _Toc389587022]Trotz der hohen Komplexität der Bibliothek, die zur BBP-Variante F1K27 geführt hatte, war darin immer noch lediglich ein geringer Teil des mutierbaren Sequenzraums abgebildet, da theoretisch 3,4 x 1023 verschiedene DNA-Sequenzvarianten bzw. unter Berücksichtigung der Triplettkodierung für die Aminosäuren, die eine gewisse Redundanz aufweist, 2,2 x 1020 Proteinvarianten möglich waren (Firth & Patrick, 2008). Damit entsprach die Anreicherung aus der naiven Bibliothek mit 2,5 x 1010 unabhängigen Transformanden einem Sparse Sampling (Olsen et al., 2000; Smith & Petrenko, 1997). Zudem ist die Einführung der Zufallsmutationen mittels degenerierter Oligodesoxynukleotide kodonbedingt mit einer unausgewogenen Aminosäuresubstitution verbunden (Neylon, 2004).

Die eingesetzte Bibliothek begünstigte demnach die für das Doxorubicin ligandenspezifische Anreicherung der Variante F1K27, erklärte aber gleichzeitig die bislang noch moderate Affinität des Anticalins für den neuen Liganden (siehe Abschnitt 0).
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Der Einbau vornehmlich kleiner aliphatischer Aminosäuren an den randomisierten Positionen ließ vermuten, dass tatsächlich ein Selektionsdruck hinsichtlich des Liganden Doxorubicin erzeugt worden war. Diese Umstrukturierung in der Bindungstasche der BBP-Variante schuf vermutlich Raum für den Liganden im Einklang mit den unpolaren Eigenschaften des Doxorubicins, dessen Komplexierung hydrophober Wechselwirkungen bedarf. Die Anhäufung apolarer Aminosäuren wurde ebenso beim Majority Sampling aus einer speziell für die Bindung von Haptenen konstruierten scFv-Bibliothek gegen verschiedene hydrophobe Target-Moleküle beobachtet (Persson et al., 2006).

Um die wenigen für Doxorubicin affinen BBP-Varianten anzureichern und somit eine Identifizierung im nachfolgenden Kolonie-Filterstapeltest wahrscheinlich zu machen, wären vermutlich zusätzliche Selektionszyklen notwendig gewesen. So wurde sowohl das auf dem Lipocalin 2 basierende Anticalin Tb7 mit hoher Affinität (~ 75 nM) für einen Lanthanid(III)-Chelatkomplex nach 7 Anreicherungszyklen  (Kim et al., 2009), als auch das BBP-Anticalin DigA mit hoher Affinität (~ 300 nM) für Digoxigenin nach 9 Anreicherungszyklen jeweils aus einer naiven Bibliothek isoliert (Schlehuber et al., 2000). Das Hämoglobin komplexierende Anticalin HbgA, das nach Runde 5 der Anreicherung aus einer naiven Bibliothek des ApoD erhalten wurde, weist eine der Variante F1K27 vergleichbare Dissoziationskonstante für seinen Liganden mit knapp über 2 µM auf (Vogt & Skerra, 2004). Demgegenüber konnte das BBP-Anticalin PhtB mit vergleichbarer Affinität für den hydrophoben Liganden Benzylbutylphthalat (KD ~ 6 µM) erst aus der Panning-Runde 7 isoliert werden (Mercader & Skerra, 2002).

Der Vergleich der Variante F1K27 mit der Variante PhtB deutet auf den positiven Einfluss, den die höhere Diversität der hier verwendeten naiven Bibliothek auf die Anreicherung hatte – bei ähnlich hohem Selektionsdruck. Die Anreicherung des BBP-Anticalins FluA mit hoher Affinität für Fluorescein und einer Dissoziationskonstante von ~ 35 nM (Beste et al., 1999) aus einer naiven BBP-Bibliothek schon nach Anreicherungszyklus 5 ist daher als besonders günstiger Fall anzusehen. Die beobachtete Anhäufung positiv geladener Reste – vor allem Arginin – in der Bindungstasche von FluA war für die Bindung des Liganden mit seinen negativ geladenen Gruppen vorteilhaft und auch bereits bei der Anreicherung von Antikörperfragmenten gegen Fluorescein beobachtet worden (Barbas et al., 1992). Solche Argininmutationen waren wahrscheinlich wegen des Kodon-Bias in der Bibliothek überproportional vertreten, was die Selektion erleichterte, auch wenn der SecY-abhängige Sekretionsweg solche Argininvarianten bei der Phagenassemblierung in E. coli benachteiligen sollte (Noren & Noren, 2001).

Mit zunehmender Anzahl an Selektionszyklen nimmt allerdings auch die Gefahr der Anreicherung unspezifisch oder gar nicht bindender Phagemide zu, die bei der Reinfektion des Wirtsstamms wegen geringerer Toxizität oder anderer biologischer Effekte Wachstumsvorteile besitzen (Carcamo et al., 1998; Kramer et al., 2003). Besonders ausgeprägt ist dieses Problem bei dem hier angewendeten Phagemid / Helferphagen-System (Skerra, 2001), das einen Hintergrund von über 90 % infektiöser Phagemide aufweisen kann, die statt eines Fusionsproteins bloß das native pIII-Hüllprotein auf ihrer Oberfläche präsentieren. Zum Hintergrund tragen zudem aus der Randomisierung resultierende Fusionsgene mit nicht translatierbaren Stopkodons wie UGA (Opal) und UAA (Ochre) bei (auch wenn durch die NNS-Mutagenese eigentlich vermieden) oder im Leserahmen verschobene Insertions- und Deletionsvarianten, die für kein funktionelles Fusionsprotein kodieren.

Ähnlich verhält es sich bei Mutanten mit doppelt verschobenem Leserahmen, d.h. deren Leserahmen nach dem Translationsstartkodon im bbp-Gen verschoben ist, was aber stromabwärts vor Beginn des für das pIII-Hüllprotein kodierenden DNA-Abschnitts durch geeignete Mutationen wieder korrigiert wird. Ist dabei ein längerer DNA-Abschnitt betroffen, weist das resultierende Fusionsprotein vermutlich nicht mehr das typische β-Barrel Faltungsmuster der Lipocaline auf sondern eine fehlgefaltete Tertiärstruktur. Solch gestörte Proteinstrukturen weisen oft exponierte, hydrophobe Oberflächen auf, die eine Bindung an das lipophile Zielmolekül begünstigen. Ferner sind sie aggregationsanfällig und können sogar mit korrekt präsentierten BBP-Varianten gemischte Aggregate ausbilden, was diese dem Selektionsprozess entzieht.

Durch Erhöhung der Stringenz bei der Anreicherung kann man die genannten Probleme teilweise umgehen, aber ein zu hoch gewählter Selektionsdruck kann wegen der geringen Kopienzahl der einzelnen spezifisch bindenden BBP-Varianten ebenfalls diskriminierend wirken. Möglichkeiten, den Hintergrund unspezifisch bindender Phagemide zu verringern, bestehen in der Verbesserung der Integrität der Bibliothek (siehe auch 3.3.2) sowie in Änderungen des Display-Systems und der Anreicherungsstrategie.
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Wie am Beispiel der Fab-Bibliothek HuCAL GOLD® mit synthetisch erzeugten CDRs und hochfunktioneller Proteindiversität gezeigt (Rothe et al., 2008), kann die Verwendung von Trinukleotidphosphoramiditen (Kayushin et al., 2000; Yagodkin et al., 2007) bei der Synthese der degenerierten Oligodesoxynukeotide die Qualität der resultierenden DNA-Bibliothek wesentlich verbessern (Neylon, 2004).

Darüber hinaus kann der oben beschriebene Phagemid-Hintergrund durch Einsatz "echter" Phagen reduziert werden. Dies geht jedoch auf Kosten der Vorteile des dualen Phagemid / Helferphagen-Systems, wie einfacherer Handhabung und DNA-Präparation, besserer Propagation, höherer genetischer Stabilität und höherer Transformationseffizienz des entsprechenden Phasmid-Vektors (Amersdorfer & Marks, 2000; O'Connell et al., 2002), was letztlich zu größerer Diversität der Proteinbibliothek führt. Ferner sorgen die "echten" Phagen mit bis zu fünf Kopien des präsentierten Fusionsproteins für Aviditätseffekte während der Affinitätsanreicherung (Bradbury & Marks, 2004), was die Selektion auf hohe Affinität erschwert. Beim Sparse Sampling aus naiven Bibliotheken wird diese Polyvalenz allerdings gelegentlich gezielt eingesetzt, um moderataffine Varianten nicht zu diskriminieren (Hoess, 2001)

Alternativ kann der Helferphage so modifiziert werden, dass reine pIII-Wildtyp-Phagemide umgangen werden (Bradbury & Marks, 2004). So wurden zahlreiche fakultativ oder konstitutiv pIII-defiziente Helferphagen, wie Hyperphage (Rondot et al., 2001), Ex-Phage (Baek et al., 2002), Phaberge (Soltes et al., 2003) und weitere Abkömmlinge (Marta & Carl, 1995; Rakonjac et al., 1997) konstruiert, die ansonsten alle für die Verpackung des Phagemids notwendigen Proteine besitzen. Dadurch wird unter Inkaufnahme entstehender Multivalenz die virale Oberflächenpräsentation des Fusionsproteins unter Beibehaltung der Vorteile des Phagemid / Helferphagen-Systems gesteigert.

Dagegen erlauben CT-Helferphagen (Kramer et al., 2003), Helferphagen mit Kodierung für ein pIII-Protein mit Proteaseschnittstelle (Jestin et al., 2001) und selektiv infektiöse Phagen (SIP) (Krebber et al., 1997) unter Nutzung der Vorteile des Phagemid / Helferphagen-Systems die Herstellung bevorzugt univalenter Phagemide bei gleichzeitiger Abreicherung von nicht-funktionellen und Wildtyp-Phagemiden. Die Reinfektion des Wirtsstamms bleibt somit denjenigen Phagemiden vorbehalten, die funktionelles rekombinantes Fusionsprotein präsentieren. Deshalb wurden dabei verbesserte spezifische Anreicherungsraten beobachtet (Kirsch et al., 2005). Ein Nachteil dieser veränderten Helferphagen ist die zum Teil wesentlich schlechtere Propagation (Paschke, 2006).
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Eine weitere Möglichkeit, den Hintergrund zu reduzieren, stellen zwei unterschiedliche C- und N-terminal gegenüber dem Scaffold-Protein in das pIII-Fusionsprotein eingefügte Affinitätsanhängsel dar (Cho et al., 2000). Sie ermöglichen auf Proteinebene eine Vorselektion der Gesamtphagemidpopulation auf Integrität des inserierten Strukturgens. Derartige Variationen des Phage Display-Prinzips bieten Möglichkeiten, um sowohl den natürlichen Hintergrund der Wildtyp-Phagemide als auch nicht-funktionelle Deletionsvarianten aus dem Anreicherungsprozess auszuklammern. Der in dieser Arbeit angewandte Selektionsprozess auf gegen Doxorubicin gerichtete Phagemide umfaßte neben dem Zielmolekül allerdings auch weitere Komponenten und potentielle Ziel-Strukturen, wie den Biotin-Linker-Rest, Blockierungsmoleküle, Plastikoberflächen und Streptavidin.

Daran wird ersichtlich, wie komplex eine Anreicherungsstrategie nach dem Prinzip „You get what you select for“ (You & Arnold, 1996) gestaltet ist. Neben dem Einsatz von Blockierungsreagentien sowie Tensiden in den Waschschritten, um unspezische Bindungsereignisse zu verringern (siehe 3.5.1.3), erscheint zukünftig eine gezielte subtraktive Vorselektion sinnvoll, um unspezifisch bindende Varianten, die einen möglichen Selektionsvorteil gegenüber den Doxorubicin-komplexierenden Phagemiden besitzen, bereits vorab aus der Bibliothek zu entfernen (Barbas et al., 1993; Bradbury & Marks, 2004; Cortese et al., 1996; Sheedy et al., 2007).

Dazu wird die hergestellte Phagemidbibliothek vor dem ersten, optional auch vor jedem weiteren Selektionszyklus, mit den im Prozess enthaltenen Reagenzien in Abwesenheit des Zielmoleküls vorinkubiert und dann nur der Überstand zur eigentlichen Anreicherung weiter verwendet. Bei Elution unter sauren, basischen oder denaturierenden Bedingungen sollte daraus eine Erhöhung des Selektionsdrucks für den Zielliganden resultieren. Bei der Selektion ist in der Regel die Mehrheit der unspezifischen Bindungsproteine gegen die Plastikoberfläche gerichtet (Adey et al., 1995), aber auch die Anreicherung von Phagemiden gegen die Komponenten des Komplexes aus Streptavidin und Biotin ist bereits häufig beobachtet worden (Barrett et al., 1992; Bradbury & Marks, 2004; D'Mello & Howard, 2001). Damit verbunden ist das Problem der bevorzugten Selektion des Haptens im strukturellen Kontext mit dem Trägermolekül oder Linker (Moghaddam et al., 2001), die auf der hier größeren Anzahl möglicher Wechselwirkungen zwischen Phagemid und Zielstrukturen beruht (Persson et al., 2006).

Weitere Verbesserung bei der Anreicherung von Phagemiden aus einer naiven Bibliothek kann neben der erwähnten Vorselektion die kompetitive Elution mit dem freien Liganden bringen (Sheedy et al., 2007). Dies war im vorliegenden Fall wegen des zytotoxizischen Effekts des niedermolekularen Targets auf E. coli nicht möglich. Daher bot sich als Alternative der alternierende Einsatz unterschiedlicher Trägermoleküle in aufeinanderfolgenden Selektionszyklen an. So kann Streptavidin gegen das strukturell unterschiedliche Avidin unter Beibehaltung des Doxo-Biotin-Konjugats substituiert werden (Bradbury & Marks, 2004), wobei die Elution dann mit einem anderen Doxo-Trägermolekül-Konjugat durchgeführt werden sollte; also z.B. dem Streptavidin als Trägermolekül. Im Prinzip kann auch mit dem freien Liganden eluiert werden, wenn dieser vor Reinfektion des Wirtsstamms aus der Lösung der Phagemide entfernt wird. Eine einfache Reinigung filamentöser Phagemide mittels Gelfiltration auf Sephacryl S-500 wurde von Zakharova et al. (2005) beschrieben. Kritisch dabei bleibt jedoch das unspezifische Adsorptionsverhalten des Doxorubicins, das eine Optimierung der chromatographischen Pufferbedingungen erfordert.

Eine Schwierigkeit, die sich aus der Kopplung des Zielmoleküls mit Biotin ergibt, ist die Neutralisierung der unter physiologischen Bedingungen vorhandenen positiven Ladung an der 3'-Aminogruppe des Daunosaminzuckerrestes des freien Doxorubicins (siehe Abschnitt 4.1.1). Der während der Phagemid-Affinitätsanreicherung und bei der Selektion mittels Kolonie-Filterstapeltest eingesetzte Ligand war daher nicht identisch mit der freien Verbindung, die zur funktionellen Charakterisierung der erhaltenen BBP-Varianten verwendet wurde. Demnach ist die Identifizierung lediglich moderataffiner Bindungsmoleküle möglicherweise nicht ausschließlich der Bibliothek bzw. den Anreicherungsbedingungen sondern auch dieser zusätzlichen positiven Ladung geschuldet (Persson et al., 2006).

Eine alternative Kopplungschemie, um zumindest in unmittelbarer räumlicher Nähe zur ursprünglichen positiven Ladung des Doxorubicins eine positive Ladung innerhalb des immobilisierbaren Konjugats einzuführen, bieten Linker mit reaktiven Imidoestern. Diese bilden mit primären Aminen bei pH 8 – 10 stabile, reversible Amidinbindungen aus. Das Amidin ist unter physiologischen pH-Bedingungen protoniert und weist deshalb ebenso eine positive Ladung auf (Hermanson, 1996). Dadurch kann die Ladungseigenschaft des freien Liganden während der Affinitätsanreicherung simuliert werden. Zur Herstellung eines Doxo-Biotin-Konjugats könnte Doxorubicin dafür zunächst mit 2-Iminothiolan (Traut Reagens) unter Ausbildung einer freien Sulfhydrylgruppe umgesetzt werden (Tolan & Traut, 1981). Im nächsten Schritt würde dann die Kopplung an Biotin mittels kommerziell erhältlicher Biotin-Maleimid-Derivate (Saurin et al., 2004; Tarasov et al., 2007) oder mit Biotin-HPDP-Derivaten (Lee et al., 2008) erfolgen. Die Kopplung des Doxorubicins an Trägerproteine könnte ebenso in gerichteter Weise in einer Zweischritt-Reaktion über die Maleimid-Sulfhydrylchemie oder direkt mittels anderer homobifunktioneller Imidoester-Reagenzien vorgenommen werden (Hermanson, 1996).
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Das in Säugetieren verbreitete Plasmaprotein AGP spielt bei der Immunantwort und entzündlichen Prozessen eine bedeutende Rolle. Deshalb wird es in die Immunocaline, eine Unterfamilie der Lipocalinproteine eingereiht (Logdberg & Wester, 2000). Es besitzt bei 183 Aminosäuren eine erhöhte Molmasse von 41 – 43 kDa, da es stark glykosyliert (~ 45 %) vorliegt, wobei die Art und der Grad der Glykosylierung seine physiologische Funktion mit bestimmt. Ferner sorgt die posttranslationale Sialysierung für eine stark negative Nettoladung des Proteins (pI = 2,7 – 3,1). Primärer Ort der Synthese sind die Hepatozyten, aber auch in nicht-hepatozytärem Gewebe wurde die Biosynthese nachgewiesen (Hochepied et al., 2003). Das in E. coli hergestellte Protein bestand wegen des zusätzlich für die affinitätschromatographische Reinigung angehängten Strep-tag II aus 192 Aminosäuren. Unter Beibehaltung der zwei nativen Disulfidbrücken resultierte daraus angesichts fehlender Glykosylierung und Sialysierung eine Molmasse von 22,7 kDa. Der berechnete pI-Wert lag bei 5,0 (Breustedt et al., 2006).

Interessant als Protein-Scaffold macht AGP vor allem seine hohe Plasmakonzentration von 1 mg / mL im gesunden Menschen (Kremer et al., 1988), die ausgelöst durch Entzündungen sogar bis auf das Fünffache ansteigen kann (Petersen et al., 2004). Zudem sollte dieser humane Vertreter der Lipocaline  im Vergleich zum BBP  vermutlich geringe Immunogenität auch nach Restrukturierung der Bindungstasche hinsichtlich neuer Bindungsspezifitäten zeigen. Demnach könnten davon abgeleitete Anticaline auch von therapeutischem Nutzen sein (Skerra, 2008).

Die hier durchgeführte Bestimmung der Bindungsaffinität des rekombinanten AGP für Doxorubicin (Tabelle 9) zeigte abhängig von der gewählten Analysemethode deutlich variierende Werte – mit bis zu einem Faktor 8. Die höchste Affinität wurde hier mittels Protein-Fluoreszenztitration nachgewiesen, gefolgt von der Anisotropiemessung, wohingegen die niedrigste Affinität bei der Gleichgewichtsdialyse ermittelt wurde (Tabelle 9). Das letztgenannte Verfahren hat den potentiellen Nachteil der Verringerung der effektiven Doxorubicinkonzentration durch Adsorption des hydrophoben Moleküls an die zur Dialyse verwendete Zellulosemembran (Desoye, 1988). In der Tat ließ sich mittels Absorptionsmessung eine durchschnittliche Adsorption von 18,6 % des Doxorubicins an die Zellulosemembran der Dialyseeinheit feststellen, was mit dem in der Literatur beschriebenen Wert von 22,7 % (Eksborg et al., 1982) nahezu übereinstimmte. Dieses Phänomen wurde bei der Bestimmung der Dissoziationskonstante des AGP / Doxo-Komplexes durch Messung der freien Anthrazyklinkonzentration in beiden Dialysekammern explizit berücksichtigt, kann aber dennoch das Resultat beeinflusst haben. Angesichts der erforderlichen hohen Doxorubicinkonzentration kam hier auch noch der störende Einfluss des Selbstassoziationsverhaltens des niedermolekularen Haptenliganden hinzu (siehe Abschnitt 4.1.2).

Der Unterschied zwischen der mittels Protein-Fluoreszenztitration und Anisotropiemessung ermittelten Dissoziationskonstante für den AGP / Doxo-Komplex erklärt sich weder durch mehrfache Bindungsstellen für den niedermolekularen Liganden innerhalb des AGP noch durch unspezifische Bindungsereignisse des Doxorubicins inklusive seiner Selbstassoziation oder gar durch eine Änderung der Fluoreszenzlebensdauer des mit dem AGP komplexierten Doxorubicins im Vergleich zum unkomplexierten Liganden (Husain et al., 1993). Auch spielt bei der Protein-Fluoreszenztitration eine dynamische Fluoreszenzlöschung (Mukherjee et al., 2012) keine wesentliche Rolle, wie eine Auswertung der Messwerte in einem modifizierten Stern-Volmer-Plot nach Gleichung (33) (Samworth et al., 1988) durch den linearen Kurvenverlauf gezeigt hat (Graph nicht gezeigt).
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		Methode

		KD [μM]



		

		nicht-lineare Regression

		Scatchard-Plot



		Protein-Fluoreszenztitrationa

Auswertung nach Gleichung (31)

		8,05 ± 0,95

		



		Fluoreszenz-Anisotropiea

Auswertung nach Gleichung (56)

		26,3 ± 5,8

		



		Gleichgewichtsdialysea

Auswertung nach Gleichung (3) und (4)

		68,4 ± 7,4

		73,2 ± 0,4



		Liganden-Fluoreszenztitrationb

		56,3 ± 6,3

		10,8 ± 5,8



		Absorptionsmessungb

		24,5 ± 1,8

		21,8 ± 1,0



		Ultrafiltrationc

		108 ± 13

		



		Wachstumsinhibitiond

		34,5

		



		a selbst durchgeführte Messungen; Literaturwerte aus b (Husain et al., 1993), c (Chassany et al., 1996) und d (Finlay & Baguley, 2000)





Die hier nachgewiesene schwache Bindungsaffinität des rekombinanten AGP für Doxorubicin belegt, dass die Wechselwirkungen des Chromophors mit den Aminosäureseitenketten in der Bindungstasche des Lipocalins suboptimal ausgeprägt sind (Tabelle 9). Die Substitution ausgewählter für die Bindung des Zielmoleküls verantwortlicher Aminosäuren in der Bindungstasche eines Proteins-Scaffold zum Zweck der Erhöhung der Ligandenaffinität durch rationales Protein-Engineering setzt die Kenntnis seiner dreidimensionalen Struktur voraus. Für das grundlegend geeignet erscheinende α1-Acid Glycoprotein fehlten diese Strukturdaten zum Zeitpunkt des Projektbeginns. Durch Bindungsstudien mit Arzneimitteln war lediglich bekannt, dass die Aminosäuren 21 – 31 bei der Komplexierung basischer Liganden eine entscheidende Rolle spielen (Husain et al., 1993). Tatsächlich legten experimentelle Studien sogar nahe, dass die Bindungstasche des AGP drei teilweise überlappende Bindungsstellen für neutrale, basische und saure Liganden sowie für Steroidhormonliganden besitzt (Israili & Dayton, 2001; Matsumoto et al., 2002).

Die inzwischen aufgeklärte Kristallstruktur (Schönfeld et al., 2008) ermöglicht nun unter Zuhilfenahme von in silico Methoden eine rationale Auswahl der zu mutierenden Aminosäuren innerhalb der Bindungstasche, um eine maßgeschneiderte Molekülbibliothek für das Phage Display gegen Doxorubicin herzustellen. Der insgesamt unpolare Charakter der natürlichen Bindungstasche bietet gute Voraussetzungen für eine erfolgreiche Umstrukturierung. Dabei könnte das planare tetrazyklische Ringsystem des Doxorubicins in der relativ großen Kavität des Proteins Platz finden und der Daunosaminzuckerrest gegebenenfalls in einer der beiden benachbarten kleineren, negativ geladenen Kavitäten zu liegen kommen.

Aufgrund der vorhandenen moderaten Bindungsaffinität des rekombinanten AGP für Doxorubicin bietet sich auch eine Kokristallisation mit dem Ligand zwecks Strukturaufklärung des labilen Komplexes an. Dazu ist allerdings eine Modifikation der ersten vier N-terminalen Aminosäuren notwendig, da diese Peptidsequenz in der bisherigen Kristallstruktur in die Bindungstasche hineinragt und deren Beladung blockiert (Schönfeld et al., 2008). Mittels der erhaltenen Komplexstruktur können dann gezielt suboptimal ausgeprägte Seitenkettenkontakte innerhalb der Bindungstasche sowie eventuell sterisch hinderliche Aminosäurereste identifiziert werden.
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Das amphiphile Progesteron zeigte bei simuliertem Docking seines hydrophoben planaren Ringsystems in die Bindungstasche des AGP (Schönfeld et al., 2008) einen ähnlichen Mechanismus wie es ein Kokristall des humanen Lipocalin Apolipoprotein D mit diesem Liganden offenbarte (Eichinger et al., 2007). Durch systematische Substitution exponierter hydrophober Seitenketten wurde eine gut lösliche Variante des ApoD erhalten (Nasreen et al., 2006), die sich aufgrund des humanen Ursprungs und des unpolaren Charakters und der engen Geometrie der Bindungstasche (Eichinger et al., 2007) ebenfalls als Ausgangspunkt zur Erzeugung eines therapeutisch nutzbaren Anticalins gegen Doxorubicin eignen sollte.
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Durch kombinierten Ansatz des rationalen (Molecular Modelling) und evolutiven (Phage Display) Protein-Designs wurde das Lipocalin BBP aus Insekten als Protein-Scaffold zur Konstruktion eines sogenannten Anticalins für den Hapten-Liganden Doxorubicin eingesetzt. Die Lipocaline sind den Antikörpern der humoralen Immunantwort, die als prototypische Bindeproteine gelten, strukturell verwandt, besitzen aber den Vorteil des Aufbaus aus einer einzigen Polypeptidkette. Zudem können sie gentechnisch in bakteriellen Expressionsystemen wie E. coli einfach produziert werden. Das zu den Anthrazyklinen gehörende fluoreszierende Doxorubicin ist ein klinisch erprobtes und verbreitet eingesetztes Zytostatikum. Wegen seiner Kardiotoxizität weist es allerdings geringe therapeutische Breite auf. Ein gegen diese Verbindung gerichtetes Anticalin erscheint deshalb aus biomedizinischer wie auch biophysikalisch-analytischer Sicht von Interesse und könnte zudem als Antidot oder Delivery Agent in der Onkologie Anwendung finden. Die vergleichende Protein-Fluoreszenztitration von fünf Lipocalinen, nämlich des AGP, BBP, NGAL, RBP und Tlc mit Doxorubicin, deutete bereits auf eine intrinsische Bindungsaktivität dieser Proteine. Die höchste Affinität wies dabei das AGP mit 8,05 ± 0,95 µM auf.

Zu Beginn dieser Arbeit lag die Kristallstruktur des AGP nicht vor, wohingegen diese Strukturinformation für das BBP bekannt war. Dessen Faltung ist charakterisiert durch ein unter den Lipocalinen konserviertes achtsträngiges anti-paralleles β-Barrel mit vier exponierten Peptidschleifen, die den Eingang zur Ligandenbindungstasche bilden und die Bindungsspezifität des Proteins vermitteln. Das BBP wurde deshalb hier als Ausgangspunkt für das rationale Protein-Design verwendet. Zudem war das BBP früher bereits erfolgreich zur Selektion von Anticalinen gegen die Haptenliganden Fluorescein und Digoxigenin eingesetzt worden.

Die Anreicherung von gegen Doxorubicin gerichteten BBP-Varianten erfolgte ausgehend von einer in dieser Arbeit hergestellten BBP-Zufallsbibliothek mit hoher Komplexität (2,53 x 1010 Transformanden) mittels Phage Display an einer mit dem Liganden funktionalisierten Polystyroloberfläche. Aufgrund der Zelltoxizität des freien Doxorubicins für den bakteriellen Wirtsstamm erfolgte die Elution der gebundenen Phagemide während der Anreicherungszyklen mit einem zuvor hergestellten Komplex bestehend aus Streptavidin und Biotin-Doxorubicin.

Die mittels Phage Display angereicherten Anticaline wurden anschließend mit einem Kolonie-Filterstapeltest auf Bindungsaktivität gegenüber dem Liganden Doxorubicin durchmustert. Dazu wurden die BBP-Varianten C-terminal mit einer bakteriellen Albuminbindungsdomäne fusioniert. Nach Transformation von E. coli mit entsprechenden Genkonstrukten wurden die sekretierten Fusionsproteine auf einer mit humanem Serum-Albumin beschichteten Membran lokal immobilisiert und nach Inkubation mit dem funktionalisierten Liganden mit Hilfe einer chromogenen Reaktion auf ihre Affinität für Doxorubicin untersucht. Auf diese Weise wurde das Anticalin F1K27 identifiziert, das im Vergleich zum wt-BBP eine Vielzahl apolarer Aminosäuresubstitutionen innerhalb der Bindungstasche aufwies.

Der gehäufte Einbau kleiner aliphatischer Aminosäuren deutete dabei im Einklang mit dem hydrophoben Charakter des relativ großen Liganden auf einen raumschaffenden Effekt in der Bindungstasche hin. Nach Herstellung in E. coli und chromatographischer Reinigung des Anticalins F1K27 in löslicher Form wurde deutliche Affinität des Proteins für Doxorubicin nachgewiesen. Die Dissoziationskonstante wurde mittels Protein-Fluoreszenztitration zu 4,7 ± 0,2 µM bestimmt; im Fall kompetitiver Verdrängung der Fluoreszenzprobe 8-Anilino-1-Naphtalin-Sulfonsäure durch Doxorubicin wurde eine inhibitorische Konzentration von 6,6 ± 0,4 µM ermittelt.

Der Nachweis der Komplexbildung wurde dabei durch die ausgeprägte Neigung des Liganden zur Selbstassoziation erschwert. Dieses bekannte, auf Stacking-Wechselwirkungen beruhende Verhalten folgt sehr wahrscheinlich dem bei hydrophoben aromatischen Molekülen häufig beobachteten Mechanismus der indefiniten isodesmischen Polymerisation. Die hier bestimmte isodesmische Dissoziationskonstante variierte in einem Bereich von 2,5 bis 246 µM – vermutlich bedingt durch unterschiedliche Ionenstärke und Zusammensetzung der verwendeten Puffer.

Versuche, das Anticalin F1K27 durch Affinitätsmaturierung mittels Error-Prone-PCR und erneuter Selektion hinsichtlich seiner Affinität für Doxorubicin zu verbessern, schlugen fehl. Daher wurde ein Verfahren zur Fermentation der Variante F1K27 etabliert, um eine zukünftige Kokristallisation des Anticalins im Komplex mit dem Liganden Doxorubicin zum Zweck der Strukturanalyse vorzubereiten. Zur Fermentation im 8 L-Maßstab wurde der Bakterienstamm MC4100Δskp mit dem Expressionsplasmid pBBP21-F1K27 sowie dem für Faltungshelfer kodierenden Plasmid pTUM4 kotransformiert. Nach erfolgter Proteinbiosynthese wurde die Variante F1K27 aus der geernteten Kultur mittels Streptavidin-Affinitäts-Chromatographie in hoher Reinheit mit einer Ausbeute von insgesamt etwa 50 mg gewonnen. Der Einsatz des Helferplasmids pTUM4 steigerte die Ausbeute gegenüber zunächst ohne den Vektor durchgeführten Fermentationsversuchen um den Faktor 20.

Das im Rahmen dieser Arbeit mittels Protein-Engineering aus dem natürlichen Lipocalin BBP erzeugte Anticalin F1K27 komplexiert das Anthrazyklin Doxorubicin spezifisch mit einer Dissoziationskonstante im niedrigen mikromolaren Bereich, was die Eignung der Anticalin-Technologie zur Erzeugung künstlicher Bindeproteine mit neuen Bindungsspezifitäten insbesondere für Hapten-Liganden bestätigt.
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		ABD

		Albumin-Bindedomäne



		ADC

		Antibody Drug Conjugate



		Aλ

		Absorption bei Wellenlänge λ



		AGP 

		α1-Acid Glycoprotein



		Amp

		Ampicillin



		ANS

		8-Anilino-1-Naphtalin-Sulfonsäure



		AP

		Alkalische Phosphatase



		ApoD 

		Apolipoprotein D



		APS

		Ammoniumperoxodisulfat



		AS

		Aminosäure



		aTc

		Anhydro-Tetrazyklin



		BBP

		Bilin-Bindungsprotein



		BCIP

		5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-4-Toluidinsalz



		bidest.

		bidestilliert



		Biotin-HPDP

		N-[6-(Biotinamido)Hexyl]-3'-(2'-Pyridyldithio)Propionamid



		bla

		β-Lactamasegen



		bp 

		Basenpaar



		BSA

		Bovines Serum Albumin



		c

		Konzentration



		Cam

		Chloramphenicol



		CCD

		Charge-Coupled Device



		CD 

		Cirkulardichroismus



		CDR

		Complementarity Determining Region



		cfu

		Colony Forming Unit



		DC

		Dünnschichtchromatographie



		Dig

		Digoxigenin



		DMF

		Dimethylformamid



		DMSO

		Dimethylsulfoxid



		Doxo

		Doxorubicin (Adriamycin)



		dPTP

		2'-Deoxy-P-Nukleosid-5'-Triphosphat



		DsbA

		Bakterielle Disulfidisomerase A



		DsbC

		Bakterielle Disulfidisomerase C



		DSS

		Disuccinimidylsuberat



		DTT

		Dithiotreitol



		E 

		Extinktion



		EDC

		Ethylcarbodiimid



		EDTA 

		Ethylendiamintetraessigsäure



		ε

		Dielektrizitätskonstante



		ελ 

		Molarer Extinktionskoeffizient bei Wellenlänge λ



		εX

		Molarer Extinktionskoeffizient einer bestimmten Molekülpopulation X



		F 

		Fluoreszenzintensität



		Fab 

		Antigen-bindendes Antikörperfragment (Fragment antigen binding)



		Fc 

		Konstante Region des Antikörpers (Fragment crystallizing)



		FkpA

		FKBP-Typ Peptidyl-Prolyl cis / trans-Isomerase



		FT

		Fluoreszenztitration



		Fv

		Antigen-bindendes Antikörperfragment (Fragment variable)



		fX

		molarer Fluoreszenzkoeffizient eines Moleküls oder Komplexes X



		g 

		Erdbeschleunigung



		ΔG

		Änderung der Freien Reaktionsenthalpie



		ΔH

		Änderung der Enthalpie



		HABA

		Hydroxyl-Azophenyl-Benzoesäure



		HEPES

		N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N'-2-Ethansulfonsäure



		Her2 

		Human Epidermal Growth Factor Receptor 2



		HSA

		Humanes Serum Albumin



		I 

		Lichtintensität



		Ig

		Immunglobulin



		KA

		Assoziationskonstante



		Kan

		Kanamycin



		kb

		Kilobasen



		kDa 

		Kilodalton



		KD

		Dissoziationskonstante



		λEm

		Emissionswellenlänge



		λEx

		Anregungswellenlänge



		LMP

		Low Melting Point



		moi

		Multiplicity of Infection



		MW 

		Molmasse (Molecular Weight)



		MWCO

		molekulare Ausschlussgröße (Molecular Weight Cut-Off)



		NGAL

		Neutrophiles Gelatinase-assoziiertes Lipocalin



		NBT

		Nitro Blue Tetrazolium



		NHS

		N-Hydroxysuccinimid



		NMR

		Kernspinresonanz (Nuclear Magnetic Resonance)



		OD 

		Optische Dichte



		OmpA 

		Outer Membrane Protein A



		p.a.

		pro analysi



		PAGE

		Polyacrylamid-Gelelektrophorese



		PCR

		Polymerase Chain Reaction



		PDB

		Protein Data Bank



		PEG

		Polyethylenglykol



		pfu 

		Plaque Forming Unit



		pI

		isoektrischer Punkt



		pNPP

		p-Nitrophenylphosphat



		PVDF

		Polyvinylidenfluorid



		Qmax

		Fluoreszenz-Quenching



		r

		Fluoreszenzanisotropie



		RBP

		Retinol-Bindungsprotein



		Rf

		Retentionsfaktor



		RFE 

		Relative Fluoreszenz-Einheit



		RNase A 

		Ribonuclease A



		rpm 

		Rounds per Minute (Umdrehungen pro Minute)



		RT 

		Raumtemperatur



		ΔS

		Änderung der Entropie



		scFv

		single chain variable antibody fragment



		SDS

		Natriumdodecylsulfat



		Skp

		Siebzehn-Kilodalton-Protein



		SurA

		Peptidyl-Prolyl cis / trans-Isomerase



		SV

		Säulenvolumen



		Taq

		Thermus aquaticus



		TEMED

		N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin



		Tet

		Tetrazyklin



		Tlc

		Tränenlipocalin



		Tris

		Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan



		U 

		Unit (Einheit der Enzymaktivität)



		UE

		Untereinheit



		Vol

		Volumenteil(e)



		v / v 

		Volume per Volume (Volumen pro Volumen)



		Wt

		Wildtyp



		w / v

		Weight per Volume (Masse pro Volumen)



		ZNS

		Zentrales Nervensystem



		8-oxo-dGTP

		8-Oxo-2'-Deoxyguanosin-5'-Triphosphat
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A und B entspricht den beiden Sekundirfiltern (Abbildung 26). anhand derer eine skalierte Beurteilung der Signalstirke der Klone in Relation zur Koloniegrofe auf
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n_n —
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Monomer-Dimer-Modell — nach Gleichung (7)

Methode
K; [nM] ex 10° [Mlem!] fpox (WM ] AH [kJ / mol] | AG [kJ / mol] |AS [J mol'K™!]
s a Monomer 13.10+ 0,09
Absorption o 148403 B B B B
Auswertung nach Gleichung (13) Dimer 7.91+0.02
Fluoreszenz? L oA o
o _ 2.54+0.72 - 123,31 £ 13,41 - - -
Auswertung nach Gleichung (35)
. . b
Kalorimetrie® 2469 _ _ 38164033 |- 20.60 _58.82
Auswertung nach Gleichungen (7) — (10)
indefinite isodesmische Polymerisation —nach Gleichung (40)
Methode
K; [nM] ex 10° [Mlem!] fpox (WM ] AH [kJ / mol] | AG [kJ / mol] |AS [J mol'K™!]
Monomer 13,10 = 0,06
Absorption® 7924002 |extern 1004020 - - - -
Auswertung nach Gleichungen (14)— (17)
mtern 7.92 + 0,04
Fluoreszenz® = o 10+04 - 88.86 + 1.35 - - -
Auswertung nach Gleichungen (34) und (40)
Kalorimetrie®
Auswertung nach Gleichungen (7) — (10) 123+5 - - - 19,08 +£0.17 |-22.32 10.86

(modifiziert gemil Abschnitt 3.1.2.3)

Die unterschiedlichen berechneten Parameter sind die Dissoziationskonstante (Kp), der molare Extinktionskoeffizient €, der molare Fluoreszenzkoeffizient des
monomeren Doxorubicin fj,, sowie die thermodynamischen Parameter der Reaktionsenthalpieinderung AH, der freien Enthalpie AG und der Entropie AS: * = Puffer
PBS/E pH 7.4.» =50 mM Hepes / NaOH pH 7.4
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