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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Die Proteinfamilie der Lipocaline

Lipocaline sind eine Familie kleiner sekretorischer Proteine von 160 bis 180 Aminosduren mit
Gemeinsamkeiten in biologischer Funktion sowie in Primér- und Tertidrstruktur (Pervais &
Brew, 1985; Flower, 1996). Der Name leitet sich von ihrer Fihigkeit zur Bindung
niedermolekularer hydrophober Molekiile in einer kelchférmigen Bindungstasche ab
(gr.: lipos = Fett, calyx = Kelch; Pervais & Brew, 1987). Am hiufigsten vertreten sind die
Lipocaline in Vertebraten und Arthropoden. Sie sind jedoch auch in anderen Eukaryonten wie
Pflanzen bekannt (Frenette Charron et al., 2002). Einige Vertreter findet man sogar in den
Prokaryonten (Bishop, 2000; David et al., 2003), was auf eine sehr alte, in einem frithen

Stadium der Evolution entstandene Strukturfamilie hindeutet.

Aus der Féhigkeit der Lipocaline zur Bindung und zum Transport kleiner Liganden ergibt sich
deren Bandbreite an physiologischen Funktionen. Das Retinol-Bindungsprotein (RBP;
Newcomer & Ong, 2000) beispielsweise ist verantwortlich fiir den Transport von Retinol
(Vitamin A) im Plasma von hoheren Vertebraten. Das Bilin-Bindungsprotein (BBP; Kayser,
1985) und des Insecticyanin (INS; Riley et al., 1984) aus Insekten sowie das a-Crustacyanin
aus dem Hummer Homarus gammarus (CR; Chayen et al., 2003) dienen zur Speicherung von
Pigmenten. Das letztere, ein 16-meres Protein, bindet das Carotinoid Astaxantin und ist
dadurch fiir die charakteristische Blaufiarbung der Hummerschale verantwortlich (Cianci et
al., 2002).

Odorant-Bindungsproteine (OBPs; Tegoni et al., 2000; Briand et al., 2002) — eine weitere
Untergruppe der Lipocalinfamilie — sind an der olfaktorischen Wahrnehmung in Vertebraten
beteiligt. MUPs (Major urinary proteins) von Ratte und Maus sowie das Aphrodisin aus dem
Hamster Cricetus cricetus spielen eine Rolle im Pheromontransport in Vertebraten. Sie
werden geschlechtsspezifisch exprimiert, wobei ihre Synthese der hormonellen Regulation
unterliegt (Cavaggioni & Mucignat-Caretta, 2000). Prostaglandin-D,-Synthase (PGD,; Nagata
et al., 1991; Urade & Hayaishi, 2000) — eine auch als B-Trace bekannte Komponente der
Cerebrospinalfliissigkeit — ist beteiligt an der enzymatischen Synthese der Prostaglandine im
Gehirn. Zwei weitere enzymatisch aktive Lipocaline sind die in Pflanzen vorkommende
Violaxanthin Deepoxidase und die Zeaxanthin-Epoxidase (Hieber et al., 2000). Mehrere
Lipocaline, wie das a,-Microglobulin (A;M; Akerstrdm et al., 2000), das Complement-
Protein C8y (c8y; Schreck et al., 2000), das Neutrophilgelatinase assoziierte Protein NGAL
(Kjeldsen et al., 2000; Goetz et al., 2002) und humanes Tranenlipocalin (Tlc; Redl, 2000;
Fluckinger et al., 2004) sind in der Regulation der Immunantwort involviert. Probasin (PB;

Matuo et al., 1984) hingegen erfiillt Aufgaben bei Zellregulationsprozessen. Auch einige
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wichtige tierische Allergene, wie das von Katzen ausgeschiedene Fel d 4, gehdren der Familie
der Lipocaline an (Méintyjérvi et al., 2000; Smith et al., 2004).

Ein weiteres Charakteristikum einiger Lipocaline ist die Wechselwirkung mit 16slichen und
membranstindigen Makromolekiilen sowie Metallionen. RBP liegt im Plasma mit Retinol und
Transthyretin in Form eines terndren Komplexes vor, der nach Abgabe des Retinols dissoziiert
(Monaco et al., 2000). Das Apolipoprotein D (ApoD; Rassart et al., 2000) befindet sich im
Plasma als eine Komponente des HDL (High Density Lipoprotein). Kovalente Komplexe sind
auch fir a;-Microglobulin und IgA (Berggard et al., 1997) sowie fiir hNGAL und Typ IV
Collagenase bekannt (Kjeldsen et al.,, 1993). Fiir einige Lipocaline, wie RBP,
0,-Microglobulin und Trénenlipocalin, konnten Zelloberflichenrezeptoren identifiziert
werden (Flower, 2000; Wojnar et al., 2001). Das bakterielle Lipocalin YodA (David et al.,
2003) und das humane Trénenlipocalin (Breustedt et al., 2004) verfiigen unter anderem iiber
die Fahigkeit zur Metallkomplexierung.

Abbildung 1: Uberlagerung der Kristallstrukturen von sechs charakteristischen Lipocalinen. Dargestellt ist der
Verlauf der C,-Atome der Polypeptidkette. Das B-Barrel ist schwarz, die restliche Proteinstruktur hellgrau
dargestellt. Die vier Peptidschleifen, die die molekulare Oberfliche der Liganden-Bindungstasche ausbilden, sind
farblich hervorgehoben: Bilin-Bindungsprotein (PDB-Eintrag: 1bbp) blau, B-Lactoglobulin (1beb) orange,
Lipocalin-Allergen Bos d 2 (1bj7) griin, epididymales Retinsdure-Bindungsprotein (lepa) hellblau, Major
Urinary Protein (Imup) gelb und Retinol-Bindungsprotein (1rbp) lila. Die Graphik wurde mithilfe der Software
Insight IT (Biosym/MS]) erstellt (mit freundlicher Genehmigung von A. Skerra).
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In der Protein Data Bank (PDB) sind bis dato 164 Raumstrukturen von natiirlichen und
engineerten Lipocalinen — teilweise mit Liganden — abgelegt. Deren hohe strukturelle
Homologie wird anhand der Uberlagerung einer Auswahl mehrerer bekannter Lipocalin-
strukturen ersichtlich (Abbildung 1). Das konservierte Faltungsmotiv besteht aus einem
zentralen, symmetrischen [(-Faltblatt aus acht antiparallelen, sich gleichsinnig in einer
+1-Topologie um eine zentrale Achse windenden B-Stringen (A-H). Es bildet als Super-
sekundarstruktur ein sogenanntes B-Barrel mit einem elliptischen Querschnitt. An einem
Ende ist die konische Struktur durch kurze Schleifensegmente und die dichte Packung von
Aminosdureseitenketten verschlossen. Die entgegengesetzte Seite des [-Barrels dagegen ist
zum Losungsmittel hin offen. Sie bildet eine kelchformige Bindungstasche, die durch die
paarweise Verkniipfung der acht [-Strange tiber insgesamt vier ausgedehnte Peptidschleifen
entsteht. Die molekulare Oberfliche dieser Bindungstasche wird durch die beschriebenen
Peptidschleifen sowie durch angrenzende Bereiche innerhalb der Faltblattstruktur gebildet.
Aus der Variation der Form und Grofe der Kavitdt und der Schleifenregion ergibt sich das
vielseitige Bindungsverhalten der Lipocaline fiir Liganden mit unterschiedlicher Grofe,
Gestalt und chemischen Charakter. Zusétzlich besitzen die Lipocaline eine C-terminale
o-Helix, gefolgt von einem gestreckten Peptidsegment (Strang I). Diese ist jedoch in ihrer
Lénge und Position nicht konserviert.

Einige Mitglieder der Lipocalinfamilie weisen Besonderheiten in ihrer Tertidrstruktur auf.
Das Nitrophorin 1 — ein Transportprotein fiir Stickstoffmonoxid (NO) — besitzt z.B. zwei
zusitzliche a-Helices (Weichsel et al., 1999; Montfort et al., 2000). Das bovine Odorant-
Bindungsprotein bildet ein verschrianktes Dimer, bei dem die a-Helix der ersten Protein-
doméne ein Strukturelement der jeweils zweiten Proteindomine darstellt (Bianchet et al.,
1996). Das Trianenlipocalin besitzt eine auffillig weite und tiefe Kavitdt mit einer verzweigten
Ausbuchtung am Boden (Breustedt ef al., 2004). Eine funktionelle Besonderheit zeigen
Histamin-Bindungsproteine bestimmter Zecken, die zwei voneinander unabhidngige Bindungs-
stellen fiir Histamin an den beiden gegeniiberliegenden Enden der B-Barrel-Struktur ausbilden
(Paesen et al., 2000).

Obwohl die Tertidrstruktur aller Lipocaline sehr dhnlich ist, besitzen die Proteine in ihrer
Primédrstruktur nur eine geringe Sequenzhomologie, die teilweise unter 10 % liegen kann
(Cowan et al., 1990). Die Zuordnung zur Proteinfamilie der Lipocaline l4sst sich daher besser
anhand kurzer charakteristischer Aminosduresequenzmotive mit {iberdurchschnittlicher
Ahnlichkeit treffen (Flower, 1996). Diese strukturell konservierten Regionen umfassen die
310-Helix und den B-Faltblattstrang A des N-terminalen Segmentes, die Faltblattstrange F und
G, einschlieBlich der verbindenden Peptidschleife L6, sowie den Faltblattstrang H mit dem
sich anschlieBenden Peptidbereich (Abbildung 2). Die erste Region beinhaltet eine fiir alle

Lipocaline charakteristische konservierte Gly-Xaa-Trp Aminosduresequenz. Die meisten
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Lipocaline besitzen alle drei Sequenzmotive und werden als Kernel Lipocalins bezeichnet.
Zu den bekanntesten gehoren das RBP, das B-Lactoglobulin (Blg; Sawyer & Kontopidis,
2000), das Insecticyanin, das BBP, das MUP, das NGAL und auch das ApoD (Nasreen et al.,
2006). Die Outlier Lipocalins weisen dagegen meist nur eines oder zwei der genannten
Sequenzmotive auf und lassen sich in mehrere Untergruppen aufteilen: die OBPs, die Von-
Ebner‘s-Gland-Proteine (van't Hof et al., 1997), die Nitrophorine und die Histamin-

Bindungsproteine der Zecken.

Die Lipocaline bilden zusammen mit den Fettsdure-Bindungsproteinen (FABP; Banaszak et
al., 1994), den Avidinen (Green, 1990), einer Gruppe von Metalloprotease-Inhibitoren (MPI;
Baumann et al., 1995) sowie dem Triabin die Proteinsuperfamilie der Calycine (Flower et al.,
2000). Ahnlich den Lipocalinen sind die Avidine und FABPs in der Lage, kleine bzw.
hydrophobe Liganden zu komplexieren. Die MPIs und das Triabin besitzen dagegen
inhibitorische Wirkung auf bestimmte Proteasen und zeigen damit eine funktionelle
Gemeinsamkeit zum Trinenlipocalin (Breustedt ef al., 2005). Alle Calycine weisen eine
B-Barrel Struktur auf. Wéahrend die FABPs eine zehnstringige diskontinuierliche B-Faltblatt-
Struktur besitzen, zeigen die Avidine ein achtstringiges B-Barrel mit einem runderen
Querschnitt als bei den Lipocalinen. Eine Besonderheit stellt das Triabin dar, bei dem zwei
B-Faltblattstrange im B-Barrel eine im Vergleich zu den Lipocalinen invertierte Orientierung

zeigen (Fuentes-Prior et al., 1997).

1.2 Das Bilin-Bindungsprotein aus Pieris brassicae

Das Bilin-Bindungsprotein (BBP; Abbildung 2) aus dem Schmetterling Pieris brassicae
(GroBler Kohlweiflling) war eines der ersten Lipocaline mit bekannter Kristallstruktur (Huber
et al., 1987b). Durch Komplexierung des blau-grimen Chromophors Biliverdin IXy
(Abbildung 3; Ridiger et al., 1968; Kayser, 1984) erhélt das Holoprotein seine Farbung und
ist zusammen mit gelben Carotinoiden fiir die blau-griine Pigmentierung der Schmetterlings-

larven und -puppen verantwortlich.

Die Aminosduresequenz des BBP wurde 1988 von Suter ef al. durch Edman-Abbau mit zwei
Isoformen (BBP I und BBP II) bestimmt. Diese unterscheiden sich in der jeweiligen
N-terminalen Aminosédure: die vorherrschende Form BBP I beginnt mit der Aminosdure
Asparagin, die seltenere Isoform BBP II beginnt mit einem Aspartat-Rest. Durch Klonierung
der cDNA konnte 1994 die Aminosduresequenz des BBP I bestdtigt werden (Schmidt &
Skerra, 1994) — allerdings mit einem zusitzlichen C-terminalen Asparaginrest (Asp174). Fiir
die Isoform BBP II konnte keine cDNA identifiziert werden. Vermutlich entsteht diese

seltenere Isoform des Bilin-Bindungsproteins durch posttranslationale Deamidierung des
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N-terminalen Asparagin-Restes aus BBP I. Somit besitzt das mature BBP eine Lénge von 174

Aminosduren und eine Molmasse von 19,8 kDa.

Beide Isoformen des Proteins wurden kristallisiert und ihre dreidimensionale Raumstruktur
durch Rontgendiffraktometrie bestimmt (Huber ef al., 1987a, b). In Losung bildet die Isoform
BBP I Dimere aus, wéhrend das BBP II als Monomer vorliegt. Die Struktur beider Formen ist,
abgesehen von den Unterschieden am N-Terminus, identisch und zeigt die fiir die Lipocaline
typische B-Barrel-Proteinarchitektur. Das BBP verfiigt iiber zwei intramolekulare Disulfid-
bindungen. Diese verbinden das [3-Barrel des Proteins einerseits mit dem N-Terminus und

andererseits mit einem Peptidsegment, das sich an die C-terminale a-Helix anschlieft.

Die Bindungstasche des BBP ist vergleichsweise flach und ausgedehnt. Im Holoprotein wird
das gebundene Biliverdin IXy fast vollstindig darin eingeschlossen. Lediglich die geladenen
Carboxylatgruppen der beiden Propionyl-Seitenketten des Chromophors bleiben dem
Losungsmittel ausgesetzt. Durch die Komplexierung wird das chemisch labile n-Elektronen-
system des Biliverdin IXy vor Oxidation geschiitzt. Zudem wird hierdurch eine rechtshindige
Helizitdt des an sich achiralen Chromophors induziert, was zu einer starken optischen
Aktivitdt des gebundenen Liganden fiihrt (Scheer & Kayser, 1988; Schneider et al., 1988).

Abbildung 2: Kristallstruktur des Bilin-Bindungsproteins aus Pieris brassicae. Das Riickgrat des Proteins ist mit
dem Verlauf der C,-Atome dargestellt. Zu sehen sind die acht antiparallelen B-Faltblattstréinge (A-H), die als
Supersekundérstruktur das B-Barrel ausbilden. N und C bezeichnen die entsprechenden Termini der Proteinkette.
In der Bindungstasche, die durch die vier kurzen Peptidschleifen (Loops) Nr. 1 bis 4 ausgebildet wird, ist der
natiirliche Ligand Biliverdin IXy als Kugel/Stab-Modell gezeigt. Auf die gleiche Art und Weise sind rechts und
links die beiden Disulfidbriicken des Bilin-Bindungsproteins dargestellt. Die Graphik wurde mithilfe des
Programms MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) und den Koordinaten des BBP (PDB-Eintrag: 1bbp; Huber et al.,
1987b) erstellt (mit freundlicher Genehmigung von A. Skerra).
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Das Biliverdin IXy ist ein offenkettiges Tetrapyrrol und gehdrt zur Verbindungsklasse der
Bilin-Pigmente, die in Insekten weit verbreitet sind und durch oxidative Ringspaltung von
Porphyrinen (Kikuchi & Yoshida, 1980) entstehen. Aufgrund ihrer geringen Loslichkeit unter
physiologischen Bedingungen treten sie hauptsdchlich in Form von Protein/Bilin-Komplexen
auf. Bekannte Proteingruppen dieser Komplexe sind Phycobiliproteine und Phytochrome, die
an der Photosynthese der Cyanobakterien bzw. der Regulation des pflanzlichen Stoffwechsels
beteiligt sind.

HOOC COOH

Abbildung 3: Strukturformel von Biliverdin IXy, dem natiirlichen Liganden des Bilin-Bindungsproteins.

Die genaue physiologische Funktion des BBP ist noch nicht vollstindig gekldrt. Das stark
vom Entwicklungsstadium des Schmetterlings abhédngige Expressionsniveau des BBP-Gens
weist darauf hin, dass die Hauptfunktion des Komplexes — neben der Farbung der Raupen — in
der Photoprotektion des erwachsenen Falters liegt (Kayser, 1984; Schmidt & Skerra, 1994).
Dabei ist das BBP entweder direkt an der Photoprotektion beteiligt oder es stellt lediglich eine
stabile Speicherform fiir Biliverdin IXy dar, welches als effektiver Quencher fiir Singulett-
Sauerstoff fungiert und somit den oxidativen Stress fiir das Insekt vermindern kann
(McDonagh, 1979). Eine Rolle des BBP bei der Photorezeption (Vuillaume & Dattée, 1980)
ist unwahrscheinlich, da die Genaktivitit solcher Rezeptoren nicht in der fir das BBP
beobachteten Weise variieren sollte (Schmidt & Skerra, 1994).

1.3 Anticaline: kiinstliche Lipocaline mit neuartigen Ligandenspezifititen

Die molekulare Erkennung ist eine spezifische Wechselwirkung zwischen molekularen
Spezies. In der belebten Natur stellen dabei Proteine, die hoch differenzierte Oberflachen
besitzen, die wichtigsten Funktionseinheiten dar. Ein typisches Beispiel liefert das
Immunsystem hoherer Vertebraten. Antikorper (Immunglobuline) — ein Produkt der
humoralen Immunantwort — sind in der Lage, nahezu jedes Antigen zu komplexieren.
Aufgrund dieser Eigenschaft finden die Antikorper sowie deren F.- und F,-Fragmente

Anwendung in der biochemischen Analytik, der medizinischen Diagnostik und Therapie
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sowie in biotechnologischen und chemischen Prozessen (z.B. in der Bioseparation und

chemischen Katalyse).

Der breite Einsatz von Antikérpern als universelle Bindungsproteine wurde durch die
Hybridomtechnik (Kohler & Milstein, 1975) eingeleitet und durch die Entwicklung von
Methoden zur gentechnischen Produktion von funktionellen Antikorperfragmenten in
Escherichia coli (Skerra & Pliickthun, 1988; Skerra, 1993) erheblich vorangetrieben. Durch
Protein Engineering von Antikorpern konnen deren Affinitdt und Spezifitit in der Weise
verdndert werden, dass Bindungsmolekiile mit vollig neuen Eigenschaften entstehen. Derzeit
sind zweierlei rekombinante Antikorper-Bibliotheken verfiigbar: einerseits auf Basis humaner
Complementary-Determining Regions (CDRs; Soderlind et al., 2000) und andererseits auf
Basis synthetischer humaner Konsensus-Sequenzen (Knappik ef al., 2000). Die Komplexi-
titen dieser AntikOrper-Bibliotheken sind mit jener der humanen Antikorpervielfalt
vergleichbar (Skerra, 2003). Daraus konnen mittels geeigneter Selektionsverfahren Antikorper
mit gewiinschten Bindungseigenschaften isoliert werden (McCafferty et al., 1990; Skerra et
al., 1991a; Hanes et al., 1998; Hoogenboom & Chames, 2000).

Die praktische Anwendung der Immunglobuline bringt allerdings auch gewisse Nachteile mit
sich. Da ein Antikorper Heterotetramer und deren F,,-Fragmente Heterodimere zweier
verschiedener Polypeptidketten darstellen, erfordert ihre gentechnische Produktion eine
komplizierte, parallele Klonierung und Expression zweier Strukturgene (Skerra, 1993). Dazu
besteht die Antigen-Bindungsstelle aus insgesamt sechs hypervariablen Regionen, was deren
konzertierte Manipulation zur Herstellung entsprechender genetischer Bibliotheken erschwert.
Bei den therapeutischen Anwendungen ist die Gewebepenetration durch die betrdchtliche
GroBe sowohl der Antikdrper als auch ihrer Fragmente oft eingeschrankt (Chester & Hawkins,
1995). Sogar die kleinste antigenbindende Immunglobulin-Einheit — das F,-Fragment —
besteht noch aus ca. 250 Aminoséduren. Die proteinchemische Stabilitdt dieser Fragmente ist
aulerdem aufgrund der nicht kovalenten Assoziation von Vy- und Vi -Domine begrenzt.
Dieses Problem wurde durch die Einfiihrung eines flexiblen Peptid-Linkers zwischen den
beiden Doméinen beseitigt (Bird & Walker, 1991). So generierte Single Chain F,-Fragmente
(scF,) zeigen jedoch in der Praxis eine verminderte Proteinstabilitit, ein eingeschrénktes
Faltungsvermdgen und oft sogar eine verschlechterte Bindungsaffinitit. Dies ist die Folge der
Verbindung des Peptid-Linkers mit dem N-Terminus einer der variablen Doménen, der in der

unmittelbaren rdumlichen Ndhe zur Antigen-Bindungsstelle liegt.

Um diese Nachteile zu vermeiden, wurden neue Protein-Geriiststrukturen herangezogen, die
sich zur Herstellung kiinstlicher Bindungsproteine verwenden lassen. Diese sogenannten
Protein-Scaffolds sollten ein robustes Gertist mit hoch variablen Oberfldchenstrukturen bieten,

so dass unter Einsatz kombinatorischer Techniken v6llig neue Bindungsaktivititen entwickelt
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werden konnen, ohne dabei die Proteinfaltung zu beeintrichtigen. Weitere Anforderungen, die
dabei gestellt werden, sind geringe Grofe, monomerer Aufbau, einfache genetische
Manipulation und funktionelle Expression in Mikroorganismen, Mdglichkeit der Produktion
funktioneller Fusionsproteine und moglichst niedriger Grad an posttranslationaler
Modifikation. Fiir die therapeutische Anwendung sind aber auch biologische Kriterien wie
Immunogenitét, Gewebepenetration und Serumhalbwertszeiten der Wirkstoffe von immenser
Bedeutung (Skerra, 2003; Nygren & Skerra, 2004). Zur Generierung solch artifizieller
Rezeptorproteine wurden unterschiedliche Strategien wie das FEngineering von kurzen
kontinuierlichen Regionen eines einzigen Schleifensegmentes (z.B. Knottine; Baggio et al.,
2002), von nicht-kontinuierlichen Regionen basierend auf Sekundirstrukturelementen der
B-Stringe oder a-Helices (z.B. Affibodies; Sandstrom et al, 2003) oder von nicht-
kontinuierlichen hypervariablen Schleifenregionen (FN3-Doménen; Xu et al, 2002)

entwickelt.

Einer dieser Scaffolds, der die oben angefiihrten Voraussetzungen erfiillt, tritt bei den
Lipocalinen auf (Skerra, 2000). Die Vertreter dieser Proteinfamilie bestehen aus einer
einzigen Polypeptidkette und sind mit einer molekularen Masse von nur ca. 20 kDa deutlich
kleiner als Immunglobuline oder deren Fragmente. Sie besitzen eine hoch konservierte
B-Barrel-Struktur, an deren offenem Ende vier Peptidschleifen eine Liganden-Bindungstasche
ausbilden. Die Peptidschleifen der einzelnen Lipocaline unterscheiden sich erheblich in ihrer
Linge, Aminosdure-Zusammensetzung und Konformation. Dieser den Antikorpern &hnliche
strukturelle Aufbau war die Grundlage zur Generierung von kiinstlichen Bindungsproteinen

auf Basis der Lipocalinarchitektur — den sogenannten ,,Anticalinen* (Skerra, 2001).

Als Modellprotein wurde das BBP mit seiner vergleichweise groen und flachen Bindungs-
tasche ausgewdhlt (Schmidt, 1995). Dabei wurden Aminoséduren, die in direktem Kontakt zum
natiirlichen Liganden des BBP stehen, aber fiir die Stabilitit der Proteinstruktur vermutlich
nicht relevant sind (Schmidt, 1995), einer gerichteten konzertierten Zufallsmutagenese
unterworfen (Beste, 1998). Die ausgewéhlten Positionen sollten sowohl kleine als auch grof3e

Aminosiure-Substitutionen tolerieren.

Insgesamt wurden folgende 16 Aminosduren, die sich iiber die vier Peptidschleifen am
offenen Ende des B-Barrels sowie liber angrenzende Bereiche erstrecken, ausgewiahlt: Asn34,
Val36, Glu37, Asn58, His60, 1le69, Leu88, Tyr90, Val93, Asn97, Tyrl14, Lys116, GInl125,
Phel27 und Trp129. Dabei wurden alle 20 Aminosduren-Substitutionen zugelassen. Im Falle
von Ser35 und Lys95, die dem Losungsmittel ausgesetzt sind, wurden apolare Substitutionen
nicht erlaubt. Das eingesetzte Wildtyp-BBP (wt BBP) und alle BBP-Varianten besitzen
zusiétzlich noch die Aminosédure-Substitutionen Asnl—Asp der monomeren BBP II Isoform
(siche Abschnitt 1.2), zwei durch die Einfilhrung der Schnittstellen fiir die Restriktions-
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endonuklease BsXI bedingte Mutationen (Asn21—Gln und Lys135—Met) sowie einen
Austausch Lys87—Ser, mit dem eine Protease-Erkennungssequenz im maturen BBP

eliminiert wurde (Beste, 1998).

Aus dieser BBP-Bibliothek konnten kiinstliche Bindungsproteine mit Affinitdt zu dem
Modell-Liganden Fluorescein mittels Phage Display selektiert werden (Beste et al., 1999).
Das dabei erhaltene Anticalin FluA besitzt eine hohe Affinitit zu Fluorescein (Kp = 35,2 nM)
und kann die Fluoreszenzemission dieser Verbindung fast vollstindig quenchen. Weiterhin
wurden aus derselben Bibliothek auch BBP-Varianten mit Spezifitét fiir den Steroid-Liganden
Digoxigenin gewonnen (Schlehuber, 2001). Durch erneute eingeschrinkte Zufallsmutagenese
konnte die Affinitit dieser Varianten weiter erh6ht werden (Schlehuber & Skerra, 2002).
Zudem wurden BBP-Varianten, die unsymmetrisch substituierte Phthalatester — eine Gruppe

weit verbreiteter Umweltschadstoffe — erkennen, isoliert (Mercader & Skerra, 2002).

Durch ihre Féhigkeit zur spezifischen Bindung von kleinen Liganden eignen sich die
Anticaline hervorragend als Detektionsreagenzien in der Bioanalytik. Zu diesem Zweck
wurden funktionelle Fusionsproteine aus Anticalinen und Alkalischer Phosphatase konstruiert
und deren Anwendung in ELISA und Western Blots erfolgreich demonstriert (Schlehuber et
al., 2000). AuBerdem wurden zum Zweck der orientierten Immobilisierung der Anticaline auf
mit humanem Serumalbumin beschichteten Kunststoffoberflichen oder Filtermembranen
Fusionsproteine mit der Albumin-Bindungsdomine (ABD) des Protein G aus Streptococcus
G148 produziert. Zur Konstruktion bispezifischer Bindungsproteine wurden auch ,,Duocaline*

als genetische Fusion zweier unterschiedlicher Anticaline hergestellt (Schlehuber et al., 2001).

Die Moglichkeit der Komplexierung gréferer Molekiile, wie z.B. Proteine, wurde ebenfalls
untersucht, und es wurden z.B. BBP-Varianten mit hoher Affinitidt gegen ein F,-Fragment
selektiert (van Empel & Skerra, in Vorbereitung). Um eine geringe immunogene Wirkung der
Anticaline in der medizinischen Therapie zu gewéhrleisten, wurde das Konzept der Selektion
kiinstlicher Rezeptorproteine auf das humane Lipocalingeriist des Apolipoproteins D {iber-
tragen und ApoD-Varianten mit Affinitit zu Himoglobin selektiert (Vogt & Skerra, 2004).

Unlangst wurden Kristallstrukturen von Anticalinen im Komplex mit deren Liganden gelost
(Korndorfer et al., 2003a; Korndorfer et al., 2003b). Fluorescein und Digoxigenin binden
beide tief in der Bindungstasche des BBP. Die durch die Randomisierung eingefiihrten
Aminosdureseitenketten sind vorwiegend polar, was die oft prognostizierte Einschrankung der
Lipocaline zur Bindung lipophiler Substanzen — wie aus dem Namen ersichtlich — widerlegt.
Wihrend das Grundgeriist der Lipocaline, bestechend aus dem [(-Barrel mit der
charakteristischen a-Helix, bei beiden Anticalinen unverindert blieb, erfuhren die vier
Peptidschleifen der Bindungstasche im Vergleich zum BBP ausgepréigte Verdnderungen in

ihrer Riickgratkonformation. Die offensichtlich hohe Stabilitdt des B-Barrel-Geriistes und die
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grofle Flexibilitdt der Schleifenregion bestdtigen, dass die Wahl der Lipocaline als Protein-
Scaffolds richtig war. Beim Vergleich zweier Digoxigenin bindender Proteine — des Anticalin
DigA16 und des Antikdrpers 26-10 — wurde sogar eine Form der ,.konvergenten in vitro
Evolution“ beobachtet (Korndorfer et al., 2003b). Der Ligand wurde zwar in zwei
unterschiedlichen Orientierungen von den beiden Proteinen gebunden, es traten jedoch jeweils
drei aromatische Seitenketten auf, die in liberraschend @hnlicher rdumlicher Orientierung zum
Liganden stehen. Das zeigt, dass dhnliche strukturelle Losungsanséitze der Anticaline und
Immunglobuline zur Bindung von Zielmolekiilen moglich sind und unterstiitzt die Annahme,
dass die Lipocalinarchitektur sich zur Generierung kiinstlicher Bindungsproteine besonders

eignet.

1.4 Selektionsmethoden: Phage Display und Filter Sandwich Colony

Screening Assay

Um grofBe Proteinbibliotheken auf Varianten mit vorgegebenen Eigenschaften zu
durchsuchen, wird ein leistungsfahiges Selektionssystem benotigt. Es sollte die physikalische
Kopplung von Phénotyp und Genotyp der einzelnen Protein-Varianten ermdglichen, um diese
nach einer Selektion auf einfache Weise zu identifizieren. Diese Vorgaben erfiillen

verschiedene Verfahren.

Beim Phagemid-Présentationssystem oder Phage Display (Smith & Petrenko, 1997; Rodi &
Makowski, 1999; Barbas et al., 2001; Kretzschmar & von Riiden, 2002) werden Fremd-
proteine auf der Oberfliche von Phagenpartikeln prasentiert, die im Inneren die genetische
Information fiir das Protein tragen. In den gebrduchlichsten in vitro Selektionssystemen wird
ein Komplex aus zellfrei synthetisiertem Protein mit der codierenden RNA zur Selektion
verwendet (Lipovsek & Pliickthun, 2004): bei dem Ribosome Display wird ein
nichtkovalenter Komplex aus dem Protein, der mRNA und dem Ribosom gebildet
(Mattheakis et al., 1994; Matsuura & Pliickthun, 2003), wahrend bei dem mRNA- Display ein
kovalent durch ein kleines Adaptormolekiil — meist Puromycin — verkniipfter mRNA-Protein-
Komplex entsteht (Takahashi et al., 2003). Es wurden auch einige erfolgreiche Selektions-
systeme mit DNA-gekoppelten Proteinen entwickelt (Schatz et al., 1996; Yonezawa et al.,
2003; Odegrip et al., 2004). In einem Cell Surface Display ist die pro- oder eukaryontische
Zelle Trager der genetischen Information fiir eine Proteinvariante, die zugleich auf ihrer
Oberfldche présentiert wird (Lee et al., 2003; Kondo & Ueda, 2004; Wernerus & Stahl, 2004).
Von all diesen Systemen hat allerdings das Phage Display aufgrund seiner soliden und gut

etablierten Technik die weiteste Verbreitung gefunden.
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Die Grundlagen der Phage Display-Methode wurden von Smith (1985) durch Prisentation
von Proteinfragmenten auf der Oberfliche filamentoser Phagen der fd/M13-Familie
entwickelt (Model & Russel, 1988). Die Proteinfragmente wurden dazu mit dem Amino-
terminus des Minor Capsid Protein plll filamentdser Phagen gentechnisch fusioniert. Dieses
406 Aminosdurereste lange intakte Phagenhiillprotein mit bekannter Kristallstruktur, wird
strukturell in drei Domédnen unterteilt, die liber glycinreiche Linker untereinander verkniipft
sind (Stengele et al.,1990; Lubkowski et al., 1998; Holliger et al., 1999; Lubkowski et al.,
1999). Die aus 66 Aminosdureresten bestehende N-terminale Doméne und die darauffolgende
mittlere Domine (Reste 86 bis 216), sind fiir die Infektidsitdt der Phagenpartikel durch die
Anheftung an die F-Pili des Wirtsbakteriums verantwortlich (Deng et al., 1999). Die
C-terminale Domine des pllIl (Reste 257 bis 406) bewirkt die Verankerung des Proteins in der
Phagenhtille.

Parmley und Smith (1988) konnten spiter zeigen, dass auf diese Weise modifizierte
Phagenpartikel — sogenannte Phagemide — durch Adsorption an das immobilisierte Ziel-
molekiil von nativen Phagen abgetrennt werden kénnen. Durch Infektion der Bakterienzellen
und erneuter Produktion von Phagemiden konnen die selektierten Phagemide amplifiziert und

in einem wiederholten Selektionszyklus angereichert werden.

In der Folgezeit entwickelte sich das Verfahren zu einem wichtigen Werkzeug des Protein
Engineering fiir die Selektion von bindungsaktiven Peptiden (Szardenings, 2003; Ladner et
al., 2004), Antikorperfragmenten mit definierten Bindungseigenschaften (McCafferty et al.,
1990; Hoogenboom et al., 1998; Pini & Bracci, 2000) und anderen Rezeptorproteinen (Koide
et al., 1998; Sandstrom et al., 2003). Die Methode wurde auch zur Untersuchung der Protein-
Faltung und Stabilitit (Jung et al., 1999; Kotz et al., 2004), zur Identifizierung von
Allergenen (Riemer et al.; 2004; Rhyner et al., 2004) und Rezeptoren (Wojnar et al., 2001),
zur Verdnderung der katalytischen Eigenschaften von Enzymen (Pedersen et al., 1998;
Fernandez-Garcio et al., 2003) und zur Generierung von Kkatalytischen Antikorpern

angewendet (Fujii et al., 1998; Fernandez-Garcio et al., 2003).

Zur Présentation auf dem Phagen werden die Strukturgene der Proteinvarianten heute meist
auf einem sogenannten Phasmidvektor kloniert (Hoogenboom et al., 1991; Wells & Lowman,
1992; Kay et al., 1996), der fiir das entsprechende Fusionsprotein mit plll codiert und die
intergenische Region des Phagen f1 enthilt (Lowman & Wells, 1991). F-Pili tragende E. coli-
Zellen, die mit den Phasmiden transformiert worden sind, konnen anschlieBend mit einem
Helferphagen unter gleichzeitiger Induktion der Genexpression des Fusionsproteins infiziert
werden. Das filihrt zur Verpackung einzelstrangiger Phasmid-DNA in Phagemide. Dabei wird

durch eine geeignete Genregulation bei etwa 10 % der Phagemide eine der insgesamt finf
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Kopien des plll durch ein Fusionsprotein ersetzt, was eine monovalente Prisentation des

Fremdproteins ermoglicht (Lowman ef al., 1991).

Zur Selektion der BBP-Zufallsbibliothek in dieser Arbeit wurde der Phasmidvektor pBBP24
(Abbildung 4; Beste et al., 1999) eingesetzt, der eine funktionelle Prisentation der BBP-
Varianten auf der Oberfliche filamentoser Phagemide des Typs M13 erlaubt. Dieser Vektor
codiert unter der Transkriptionskontrolle des Tetracyclin-Promotor/Operators fiir ein Fusions-
protein aus bakterieller OmpA-Signalsequenz, dem BBP, dem Strep-tag II-Affinititsanhingsel
und dem C-terminalen Fragment des Phagenhiillproteins (AApIIl, Aminosduren 217 bis 406;
Beste, 1998). Zwischen den codierenden Sequenzen fiir das Strep-tag Il und das verkiirzte
Phagenhiillprotein ist ein Amber-Stoppcodon inseriert. In einem supE Amber-Suppressor-
stamm wie E. coli XL1-Blue wird die Translationstermination an diesem Stoppcodon zu ca.
10 % durch den Einbau eines Glutamin-Restes in die wachsende Polypeptidkette umgangen
(Miller, 1992). Dadurch wird die Menge des produzierten BBP-AApIII-Fusionsproteins und
der daraus folgende toxische Effekt des C-terminalen plll-Fragments auf E. coli Zellen
verringert (Beste, 1998). Innerhalb des BBP-Strukturgens sind auf Aminosdurepositionen 42
und 43 benachbarte Ochre- und Opal-Stoppcodons inseriert, die das Wildtyp-BBP-Gen

inaktivieren.

Xbal B X1

Ase 1 (Ochre, Opal)

Amber
strep I

Aaplll

pBBP24

t
4306 bp lpp

f1-|7

Hind 111

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Phasmidvektors pPBBP24. Der Vektor codiert unter der Kontrolle
des Tetracyclin-Promotor/Operators (tef”) fiir ein Fusionsprotein aus dem OmpA-Signalpeptid, dem Wildtyp-
BBP, dem Strep-tag II und einem N-terminal verkiirzten Fragment des Phagenhiillproteins pIIl (AApIIl, Amino-
sduren 217 bis 406). Die Abkiirzungen t,,, f1-IG, bla, tefR und ori bezeichnen den Lipoprotein-Transkriptions-
terminator, die intergenische Region des Bakteriophagen fl, das [-Lactamasegen, das Strukturgen des
Tetracyclin-Repressors sowie den Replikationsursprung. BstXI, Hindlll und Xbal bezeichnen die Erkennungs-
stellen der entsprechenden Restriktionsendonukleasen; Amber steht fiir das entsprechende Stoppcodon zwischen
den Genabschnitten fiir BBP-Strep-tag I1 und AApIII; die Position der Ochre und Opal Stoppcodons ist durch die
Asel-Restriktionsschnittstelle gekennzeichnet.
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Die individuellen Bindungseigenschaften der durch Phage Display selektierten Protein-
Varianten konnen anschlieend in einem geeigneten Verfahren analysiert werden (Clackson et
al., 1991). Dazu eignet sich die Methode des Filter Sandwich Colony Screening Assays —
Kolonie-Filterstapel-Tests (Skerra et al.,, 1991a; Pini et al, 2002). Sie ermodglicht im
Gegensatz zur Hochdurchsatztechnologie eine kostengiinstige Untersuchung mehrerer
Tausend Varianten. Bei diesem Verfahren werden die zu untersuchenden Protein-Varianten
von auf einer Membran kultivierten E. coli-Kolonien sekretiert und auf der Oberfliche einer
zweiten, darunter liegenden Membran zielgerichtet immobilisiert. Dazu werden die Protein-
Varianten als Fusionsproteine mit der bakteriellen Albumin-Bindungsdomédne (ABD; Konig
& Skerra, 1998), die eine Affinitdt zum humanen Serum-Albumin (HSA) besitzt, produziert
und die untere Membran mit HSA beschichtet. Die Liganden-Bindungseigenschaften der
immobilisierten Fusionsproteine konnen anschlieBend durch ein chromogenes Nachweis-
verfahren ermittelt werden. Dazu kann die Membran mit einem markierten oder mit einem
reporterenzymgekoppelten Liganden inkubiert werden. Die Zuordnung einzelner Signale auf
der Membran zu den entsprechenden Kolonien ermoglicht schlieBlich die Isolierung von

Varianten mit definierter Bindungsaffinitét.

Die Selektionsverfahren des Phage Display und Filter Sandwich Colony Screening Assays
wurden unter anderem erfolgreich angewendet, um Anticaline auf Grundlage des BBP mit

Aftinitdt zu Digoxigenin zu isolieren (Schlehuber et al., 2000).

1.5 Das Hisq-Affinitidtsanhingsel in der biowissenschaftlichen Forschung

Affinitdtsanhidngsel oder ,tags*“ werden in der modernen Biotechnologie zur Reinigung,
Isolierung und zum Nachweis von rekombinanten Proteinen angewendet. Sie werden als
genetische Fusion mit der DNA-Sequenz des entsprechenden Proteins kloniert und produziert.
Verschiedene Peptide, Doménen oder auch komplette Proteine konnen auf diese Weise an das
jeweilige Protein von Interesse gekoppelt werden (Tabelle 1; Hearn & Acosta, 2001; Terpe,
2003). Sie ermoglichen die affinitdtschromatographische Reinigung der Fusionsproteine, ihre
Detektion und Quantifizierung in Immunoassays (Western Blot und ELISA) sowie qualitative
und quantitative Untersuchungen von Protein-Protein-Interaktionen (Oberfldchenplasmon-
Resonanzspektroskopie — SPR). Dabei iiben sie idealerweise keinen Effekt auf die Tertiér-
Struktur und die biologische Aktivitdt ihres Fusionspartners aus, kdnnen ggf. proteolytisch

entfernt werden und sind fur verschiedenste Proteine anwendbar.
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Affinitéits- Grofle/ Ligand/ Affinitit  Zitat
anhingsel Sequenz Matrix (Kp) [M]
GST 26 kDa Glutathion - Smith &
Johnson, 1988
Z7Z-Doméne 7 kDa Ig-F. - Nilsson et al.,
vom Protein A 1987
ABD 46 Aminosduren HSA - Konig & Skerra,
1998
CBP 26 Aminosiuren Calmodulin 1-10° Neri et al., 1995
MBP 40 kDa Amylose -—- di Guan et al.,
1988
Hise-tag Hs Ni?*-NTA, hoch Hochuli et al.,
Zn**-IDA, 1988
Co*-CMA
Poly-Arg Rss SP-Sephadex — --- Smith et al.,
1984
Strep-tag AWRHPQFGG Streptavidin 3,7°10° Schmidt et al.,
1996
Strep-tag 11 WSHPQFEK Streptactin 1,37¢10°  Voss & Skerra,
1997
SBP 38 Aminosduren Streptavidin 2,5¢107 Keefe et al.,
2001
S-tag KETAAAKFERQHMDS RNase A 1107 Connely et al.,
S-Fragment 1990
FLAG DYKDDDDK mADbl 4107 Einhauer &
Jungbauer, 2001
FLAGII DYKD mAblI - Knappik &
Pliickthun, 1994
c-myc EQKLISEEDL 9E10 Fy 810 Schiweck et al.,

1997

Tabelle 1: Ausgewdhlte, hdufig verwendete Affinitdtsanhdngsel (Hearn & Acosta, 2001; Terpe, 2003).

Abkiirzungen: ABD, Albumin-Bindungsdoméne;

CBP, Calmodulin-Bindungspeptid; GST, Glutathion-S-

Transferase; HSA, humanes Serum Albumin; mAb, monoklonaler Antikérper; MBP, Maltose-Bindungsprotein.

GroBe Affinitdtsanhidngsel (z.B. GST, SPA, MBD, ABD; Tabelle 1) — sogenannte Proteintags

— sind von kleinen globuldren Proteinen mit bestimmten Bindungseigenschaften abgeleitet.

Sie konnen als Pseudo-Chaperone zu einer effizienteren Faltung (Nygren et al., 1994) oder

zur Stabilitdt und Loslichkeit ihres Fusionspartners beitragen (Tucker & Grisshammer, 1996).

Zur medizinischen Anwendung des nativen Proteins miissen diese Affinitidtsanhidngsel jedoch

wegen ihrer moglichen immunogenen Wirkung entfernt werden. Daher werden bevorzugt
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kurze Affinititsanhingsel (Strep 1I-, FLAG-, His¢-, c-myc-tag; Tabelle 1) — sogenannte
Peptidtags — mit einer Grofle von weniger als 25 Aminosduren angewendet. Im Gegensatz zu
den Proteintags miissen sie nicht unbedingt entfernt werden, da sie die biologische Aktivitét

ihrer Fusionspartner in der Regel nicht beeintrachtigen.

Man unterscheidet zwischen hochaffinen und niedrigaffinen Affinititsanhidngseln. Als
niedrigaffin bezeichnet man Affinitdtsanhdngsel mit einer Dissoziationskonstante zwischen
10° und 10”7 M. Diese werden zur Reinigung von Proteinen durch Affinitdtschromatographie
unter milden Elutionsbedingungen bevorzugt. Ein Beispiel dafiir ist das Strep-tag I/
Streptavidin System (Skerra & Schmidt, 2000). Die Dissoziationskonstante von hochaffinen
Affinititsanhingseln liegt dagegen unter 10® M und macht sie fiir Reinigungszwecke weniger
geeignet, da der stabile Komplex aus Affinititsanhdngsel und Affinitdtsmatrix meist nur unter
extremen Bedingungen zur Dissoziation gebracht werden kann, was in der Regel zur
Denaturierung des Fusionspartners fiihrt. Allerdings eignen sich diese Anhédngsel gut zum
immunchemischen Nachweis (z.B. c-myc-tag; Hilpert ef al., 2001) sowie fiir Anwendungen in

der Oberflichenplasmon-Resonanzspektroskopie (z.B. Hise-tag; Nieba ef al., 1997).

Das Hise-tag ist das meistverwendete Peptid-Affinitidtsanhéngsel aus durchschnittlich sechs
aufeinanderfolgenden Histidinresten. Es wird am N- oder C-Terminus des Fusionspartners zur
Reinigung mittels Metallchelat-Affinitdtschromatographie (Immobilized Metal Affinity
Chromatography, IMAC; Porath et al., 1975; Hochuli et al., 1988; Zachariou M., 2004)
angefligt. Der Reinigungseffekt basiert auf der Interaktion zwischen dem His¢-tag und einem
an einer Matrix mit kovalent gebundenen Chelatbildnern (NTA, IDA, TALON)
immobilisierten Ubergangsmetallion (Ni**, Zn?*, Cu** oder Co?"). Diese fungieren als
schwache Lewis-Sduren und gehen Koordinationsbindungen mit den Stickstoff-Elektron-
donorgruppen des Histidin-Imidazolringes ein. Dabei konnen zwei Histidinreste in einer
Entfernung von ~5-6 A oder ~3,5 A (im Falle einer reguliren a-helikalen bzw. B-Faltblatt-
Struktur des Hise-tags) zugleich den immobilisierten Liganden koordinieren (Chao et al.,
1998; Hearn & Acosta, 2001). Die gebrauchlichsten sechs aufeinanderfolgenden Histidinreste
erhohen die Wahrscheinlichkeit, dass sich zwei davon in der richtigen Anordnung befinden.
Die Elution des Fusionsproteins von der IMAC-Affinititsmatrix kann kompetitiv mit
Imidazol oder durch Erniedrigung des pH-Wertes durchgefiihrt werden.

Hochuli ef al. fiihrte 1988 IMAC als Methode zur Reinigung von mit Hise-tag fusionierten
rekombinanten Proteinen ein. Bald danach wurde sie erfolgreich fiir scFv-Fragmente
angepasst (Skerra et al., 1991). Die Reinigung von AntikOrper-Fragmenten, die aus zwei
Polypeptidketten bestehen, erwies sich jedoch als schwieriger. F.-Fragmente konnten gereinigt
werden, wenn beide variablen Doménen mit Hise-tag fusioniert waren. Hohe NaCl-

Konzentrationen im Chromatographiepuffer, die eine unspezifische Bindung der Proteine zur
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Affinitdtsmatrix verhindern, fithrten jedoch zur Dissoziation der beiden Ketten. Die nicht-
kovalente Assoziation beider Ketten konnte durch den Austausch von NaCl mit Betain als
einem neutralen Elektrolyten stabilisiert werden (Essen & Skerra, 1993). Bei den
Fa-Fragmenten ist die Assoziation der schweren und der leichten Kette durch die
Anwesenheit von konstanten Doménen und einer diese verbindenden Disulfidbriicke stabiler,
daher war nur ein Affinitdtsanhingsel notwendig. Dieses wurde am C-Terminus der schweren
Kette angefiigt, um die Ausbildung von Bence-Jones-Dimeren der leichten Ketten zu
unterbinden (Skerra 1994). Heutzutage ist IMAC als Reinigungsmethode in der
Proteinproduktion weit verbreitet und erfreut sich hoher Beliebtheit, da die verwendeten

Affinitdtsmatrizen kostengiinstig und robust sind und hohe Ladungskapazititen aufweisen.

Zur Detektion des His-tags werden unkonjugierte oder mit Reporterenzymen konjugierte,
monoklonale Antikoérper sowie Ni-NTA Konjugate verwendet (Tabelle 2; Miiller ef al., 1998).
Die Affinitit der ersten entwickelten Antikorper mAb 13/45/31 (Zentgraf et al., 1995) sowie
mADb His-1 (Pogge v. Strandmann et al., 1995) wurde im Gegensatz zu den kommerziell
erhiltlichen Antikorpern nicht quantifiziert.

Firma Produktname  Klasse Ligand Affinitiat (Kp) [M]
Qiagen PentaHis IgG1 C- und N-terminales Hiss ~ 5¢10% - 1+10”
Qiagen TetraHis IgG1 C- und N-terminales Hiss ~ 1¢10® - 5¢10*
Novagen anti-Hiss IgGl C- und N-terminales Hiss ~ 5¢10% - 1+10”
Invitrogen mAb 3D5 [gG2b  C-terminales Hiss 3,4¢107

Roche mAb BMG-Hisl IgGl C- und N-terminales Hiss ~ ---

Qiagen Ni-NTA AP - Hise -

Tabelle 2: Kommerziell erhédltliche Anti-His-tag-Antikorper sowie ein Ni-NTA Konjugat mit Alkalischer
Phosphatase (Charakteristika nach Angaben der Hersteller).

1.6 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte durch Protein Engineering ein Anticalin mit metall-
ionenabhingiger Bindungsaffinitit zum Hise-tag konstruiert werden. Der Ausgangspunkt
dafiir war die BBP-Variante His1AC* (Weichel, 1997), die aus einer in der Arbeitsgruppe
zuvor hergestellten BBP-Bibliothek mit einer theoretischen Komplexitit von 3,7¢10°
unabhéngigen Lipocalin-Varianten (Beste et al., 1999) bereits isoliert worden war. Die
Bindungseigenschaften dieses Proteins sollten durch Anwendung verschiedener Methoden der

Affinitdtsmaturierung, der Phage Display-Technik und des Filter Sandwich Colony Screening
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Assays weiter verbessert werden. Die selektierten BBP-Varianten sollten in E. coli produziert
und hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften charakterisiert werden. Zuséatzlich sollte die
praktische Einsetzbarkeit eines solchen Anticalins als Reagenz in der biochemischen Analytik
untersucht werden.

Als Vehikel fiir das His¢-tag wurden das wt-BBP (Schlehuber, 2001) sowie das G9-Cystatin
(Essen, 1995), welche an ihren C-Termini ein Hiss-Affinitaitsanhdngsel tragen, gewdahlt (wt-
BBP-Hise, G9-Cystatin-Hise). Das native Cystatin aus Hiihnereiweil} ist ein Proteaseinhibitor
mit 116 Aminosdureresten und bekannter Kristallstruktur (Bode et al., 1988). Bei dem G9-
Cystatin handelt es sich um die A(Serl-LeuS8), 1129, Leu89-Variante (Schmidt & Skerra,
1994; Auerswald et al., 1989).
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Biologisches Material

E. coli-K12-Stimme:

CJ236i dut, ung, thi, relAl [F': proAB, lacl"ZAM15, Tn10(Tet")]
(Geisselsoder et al., 1987), von Prof. A. Skerra, TU Miinchen
JM83 ara, A(lac-proAB), rpsL (= strA), ¢80, lacZAM 15
(Yanisch-Perron et al., 1985), von Prof. A. Skerra, TU Miinchen
KS272 F, Alac-X74, galE, galK, rpsL (Str"), AphoA(Pvu 1)

(Meerman & Georgiou, 1994), von Prof. A. Skerra, TU Miinchen
MC4100Askp  F, araD139, A(argF-lac)U169, prsL150, relAl, deoC1, rbsR, fthD5301,
fruA25, lambda, (Schifer et al., 1999), von M. Miiller, Universitdt Freiburg

TG1-F supE, hsdAS, thi, A(lac-proAB), (Gibson, 1984),
von Prof. A. Skerra, TU Miinchen
XL1-Blue endAl, hsdR17(tk", mk"), supE44, thi-1, A", recAl, gyrA96, relAl,

A(lacZY A-argF)U1609 [F': proAB, lacl'ZAM15, Tnl0(Tet")]
(Bullock et al., 1987), von Prof. A. Skerra ,TU Miinchen

Bakteriophagen:

VCS-M13 Helferphage, Stratagene GmbH, Heidelberg

2.1.2 Plasmide

pBBP21 (Beste et al., 1999), von A. Skerra, TU Miinchen
pBBP22 (Schlehuber et al., 2000), von G. Haug, TU Miinchen
pBBP24 (Schlehuber et al., 2000), von G. Haug, TU Miinchen
pBBP25 (Schlehuber, 2001), von I. Theobald, TU Miinchen
pBBP34 von S. Schlehuber, TU Miinchen

pBBP41 von I. Theobald, TU Miinchen

pCysStrepll (Schmidt & Skerra, 1994b), von A. Skerra, TU Miinchen
pLOES (Essen, 1995), von A. Skerra, TU Miinchen

pTUMA4 von M. Schlapschy, TU Miinchen
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2.1.3 Oligodesoxynukleotide

Oligodesoxynukleotide zur Herstellung der Zufallsbibliotheken

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 AGAC -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'
FS-18: 5-AGA TCT TTC CAA TCT TGG AGT CAC CAA CTG GGT AGG CGG

TAC CTT 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

Oligodesoxynukleotide fiir die ortsspezifische Mutagenese nach Kunkel

ZL-3: 5'-TGT TGA CCT TGC TAG CGG CTT CAG AG -3'

ZL-6: 5'- CAG CCC ATC CGG ACT CTC CGT GC -3'

ZL-8: 5'-GGC TTG ACT TCG GGG CTA GCA CCG TCG TGG -3
ZL-9: 5'- CCT CGT CGT ACA CGG ACA TAT ATC CGA TGA TG -3'

Die Oligodesoxynukleotide FS-18 und GB-4 wurden von H. Miiller, MPI fiir Biophysik,
Frankfurt am Main, an einem Applied Biosystems 392A-05 DNA-Synthesizer nach dem
Phosphoramidit-Verfahren (Sinha et al, 1984) synthetisiert und mittels Polyacrylamid/
Harnstoff-Gelelektrophorese (Beste, 1999) gereinigt. Alle anderen Oligodesoxynukleotide
wurden entweder von der Firma INTERAKTIVA Biotechnologie GmbH, Ulm, oder von der
IBA GmbH, Goettingen, in HPLC-gereinigter Qualitét bezogen.
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2.1.4 Proteine bzw. Enzyme und Peptide

Abz-Hisg

Anti-Digoxigenin-F,,-Alkalische-
Phosphatase-Konjugat

Benzonase®

Bovines Serum Albumin (BSA), Frakt. V

Carboanhydrase

ExtrAvidin®-Alkalische-Phosphatase-
Konjugat

Humanes Serum Albumin (HSA)

Lysozym aus Hithnereiweil3

Myoglobin

Ni-NTA-Alkalische-Phosphatase-Konjugat

Ovalbumin

Restriktionsendonukleasen

RNase A aus Rinderpankreas (89 Units/mg)

Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-
Konjugat

Tag DNA-Polymerase (5 Units/pl)

T4 DNA-Ligase (3 Units/ul)

T4 DNA-Ligase (1 Units/pl)

T4 DNA-Ligase (6 Weiss Units/ul)
T4 DNA-Polymerase (3 Units/ul)

T4 DNA-Polymerase (5 Units/pl)

T4 Polynukleotidkinase (10 Units/ul)

2.1.5 Chemikalien

Acetonitril

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

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

Peptide Speciality Laboratories GmbH,
Heidelberg
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

E. Merck KGaA, Darmstadt

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

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Qiagen GmbH, Hilden

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

New England Biolabs GmbH, Schwalbach;

MBI Fermentas, St. Leon-Rot;

Promega Deutschland GmbH, Mannheim

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Amersham Buchler GmbH & Co. KG,
Braunschweig

Promega Deutschland GmbH, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Promega Deutschland GmbH, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs GmbH, Schwalbach

New England Biolabs GmbH, Schwalbach

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs GmbH, Schwalbach

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
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Agarose, electrophoresis grade

Agarose (low melting point),
electrophoresis grade

Ammoniumacetat

Ammoniumchlorid

Ammoniummolybdat, Tetrahydrat

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampicillin, Natrium-Salz (Amp)

Anhydrotetracyclin, Hydrochlorid (aTc)

Antifoam A

Bacto Agar

Bacto Trypton

Bacto Yeast Extract

D-Biotinoyl-e-aminocapronsédure-N-
hydroxysuccinimidester

Blue Dextran

Borsédure

5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat,
4-Toluidinsalz (BCIP)

Bromphenolblau

Calciumchlorid, Dihydrat

ChemiBLOCKER™

Chloramphenicol (Cam)

Chloroform

Coomassie Brilliantblau R-250

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

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

D-Desthiobiotin

Digoxigenin-3-O-methylcarbonyl-g-amino-

capronsdure-N-hydroxysuccinimidester

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimid (EDC)
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat, Dihydrat

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

GIBCO BRL, Life Technologies GmbH,
Eggenstein

AppliChem, Darmstadt

E. Merck KGaA, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

E. Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Acros Organics, Geel, Belgien

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Difco Laboratories, Detroit, MI, USA

Difco Laboratories, Detroit, MI, USA

Difco Laboratories, Detroit, MI, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

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

E. Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Chemicon International Inc., Temecula, CA,
USA

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

TriLink BioTechnologies Inc., San Diego,
CA, USA

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

IBA GmbH, Goettingen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe



Material & Methoden

23

1,4-Dithiothreitol (DTT)

Disuccinimidylsuberat (DSS)

EDTA, Dinatriumsalz, Dihydrat

Eisen(IIT)Chlorid

Essigséure, p.a.

Essigséure, technisch

Ethanol, p.a.

Ethanolamin

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

Ethylacetat

D(+)-Glucose, Monohydrat

Glycerin

Glycin

N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N'-2-
ethansulfonsidure (HEPES), Pufferan®;
fiir die Gewebezucht

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

N-Hydroxysuccinimid (NHS)

Imidazol

Isoamylalkohol

Isopropanol

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kanamycin A, Monosulfat (Kan)

Kobaltchlorid, Hexahydrat

Kupferchlorid, Hexahydrat

Kupfersulfat

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid, Hexahydrat

Magnesiumsulfat, Hydrat

Manganchlorid, Tetrahydrat

2-Mercaptoethanol

Methanol

Mineral6l (Heavy White Oil; flir die PCR)

Natriumacetat

Natriumazid

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Riedel-de-Haén AG, Seelze
AppliChem, Darmstadt

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

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

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

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

E. Merck KGaA, Darmstadt

E. Merck KGaA, Darmstadt

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

Vitalia GmbH, Sauerlach

E. Merck KGaA, Darmstadt

E. Merck KGaA, Darmstadt

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
E. Merck KGaA, Darmstadt

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

E. Merck KGaA, Darmstadt
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Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumdihydrogenphosphat, Dihydrat

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogencarbonat

Natriumhydroxid

Nickelsulfat

Nitro Blue Tetrazolium (NBT)

Nitrocefin [3-(2,4-Dinitrostyryl)-(6R,7R)-
7-(2-thienylacetoamido)-ceph-3-em-
4-carboxylsdure, E-Isomer]

p-Nitrophenylphosphat (pNPP)

8-Ox0-2'-deoxyguanosin-5'-
triphosphat (8-0xo-dGTP)

P-20 Surfactant

Phenol, 99 %, redestilliert

Polyethylenglycol 8000 (PEG 8000)

Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat
(Tween 20)

Ponceau S

Puffer-Standardlésungen fiir pH-Meter

D(+)-Saccharose

Sauerstoffgas, Reinheitsgrad IV

Tetracyclin, Hydrochlorid (Tet)

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Thiaminhydrochlorid

Trichloressigsdure (TCA)

7B-(2-Thienylacetamido)-3-(indolylthiolyl)-

3-cephem-4-carbonsiure (TIC)
Triethanolamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan,
Ultra Qualitét (Tris)
Xylencyanol

Zinkacetat Dihydrat
Zinksulfat

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

E. Merck KGaA, Darmstadt

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Calbiochem-Novabiochem Corporation,
San Diego, CA, USA

Amresco, Solon, Ohio, USA

TriLink BioTechnologies Inc., San Diego,
CA, USA

BIACORE, Uppsala, Schweden

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

E. Merck KGaA, Darmstadt

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

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
E. Merck KGaA, Darmstadt
synthetisiert von Dr. R. Medina

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen;
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
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2.1.6 Standards und Kits

DNA-GroBenstandards:
MBstEll-Verdau
100 bp DNA Leiter
1 kb DNA Leiter

Protein-GroéBenstandards:
SDS-PAGE Standard, Low Range
Protein Molecular Weight Marker

Prestained Protein Marker,

Broad Range

Page Ruler Prestained Protein Ladder

Kits zur DNA-Isolierung:
JETsorb Gel Extraction Kit

JETquick Plasmid Miniprep Spin Kit

E.Z.N.A. Cycle-Pure Kit PeqLab
Qiagen Plasmid Kit Midi
Pellet Paint® Co-Precipitant

Kits zur DNA-Sequenzierung:

BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit

2.1.7 Gerite

ABI-PrisM"® 310 Genetic Analyzer

Autoklav Varioklav® Typ 500
BIACORE-X System
Brutschrénke:

BMS800

Friocell
CM5-Sensorchips

Drehtisch zum Ausplattieren

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

Genomed GmbH, Bad Oeynhausen
Genomed GmbH, Bad Oeynhausen
Biotechnologie GmbH, Erlangen
Qiagen GmbH, Hilden

Novagen, Madison, USA

Perkin Elmer, Applied Biosystems,
Weiterstadt

Perkin Elmer, Applied Biosystems,
Weiterstadt

H & P Labortechnik GmbH, Oberschleilheim

BIACORE, Uppsala, Schweden

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Medcenter Einrichtungen GmbH

BIACORE, Uppsala, Schweden

Gesellschaft fiir Laborbedarf mbH, Wiirzburg
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Drehschieberpumpe RD15
Durchflussdetektoren:

2138 Uvicord S

2138 Uvicord SII
Elektroblot-Apparatur
Elektrophoresekammern:

G42

Hoefer HE33
Elektroporator MicroPulser™
Fermenter:

10 1-Fermentersystem mit

Umwurfzylinder

C Flow Durchfluss-Regelmodul

C pH Mess- und Regelmodul
C pO, Mess- und Regelmodul

C Pump D Schlauchpumpen-Modul

pH-Elektrode (Typ 465)
0,-Sensor (12/320 A-Type)
Fraktionssammler:
Redi Frac
Gradi Frac
Multirac 2111
Superrac 2211
17000 Minirac
Geldokumentationssystem
Geltrockner D62
Glasspritze 50 pl
Heizriihrer:
IKA-Combimag
IKAMAG®RCT
IKAMAG"RET
Variomag Monotherm
HPLC:
Dynamax® SD-300 (Pumpe)
Dynamax® UV-1 (Detektor)
AKTA™ Purifier System
AKTA™ Explorer System

Vacuubrand GmbH & Co, Wertheim

LKB Instrument GmbH, Gréfelfing
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Eigenbau

Eigenbau

Biometra, Gottingen

Amersham Biosciences, San Francisco, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Schiitt Labortechnik, Goéttingen

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

Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
LKB Instrument GmbH, Gréfelfing

LKB Instrument GmbH, Gréfelfing

LKB Instrument GmbH, Gréfelfing
LTF-Labortechnik, Wasserburg

Biometra, Gottingen

Hamilton Company, Reno, USA

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

Rainin, Woburn, MA, USA
Rainin, Woburn, MA, USA
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
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Metallblockthermostat:
Techne Dri-Block DB-2A
Netzgerite:
Power Pack 25
Power Pack P30
500/500
PCR-Gerite:
UNO-Thermoblock
Mastercycler gradient
Peristaltische Pumpe P1
pH-Meter:
CGS810
pH 526

Pipettierhilfen:

Pipetus akku

accu-jet®
Pipetten:

Gilson P10, P20, P100, P200, P1000

Multipette 4780
Polaroid-Kamera MP4
Rollenmischer IDL TRM-V
Schreiber:

REC 112

SE 120 ABB

BD40
Schiittelgerite:

Typ 3012 und 3017

Schiittelinkubatoren:
Modell G25

Modell TR-125/ITE-K
Multitron II
Thermoshake THO 5
Spektrometer:
ELISA-Photometer Spectra Max 250

Lumineszenz Spektrometer LS 50 B

Thermodux GmbH, Wertheim

Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Renner GmbH, Dannstadt

Biometra, Gottingen
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg

Schott-Gerite GmbH, Hofheim
Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
GmbH, Weilheim

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt
Brand GmbH & Co., Wertheim

Abimed Analysen-Technik GmbH, Langenfeld
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Polaroid Corporation, Cambridge, MA, USA
Kiihn & Bayer, Nidderau-Heldenbergen

Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Goerz AG, Wien, Osterreich
Kipp & Zonen, Delft, Niederlande

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

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

Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Infors AG, Bottmingen, Schweiz

C. Gerhardt GmbH & Co. KG, Bonn

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA
Perkin-Elmer GmbH, Langen
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UV/Vis-Spektralphotometer:
Ultrospec 2000
Ultrospec 3000
Speed-Vac-Konzentrator
Univapo UVC 150H
UV-Transilluminator TI3
Vortex-Genie 2
Waagen:
Micro m3p
PAG Oerlikon PJ Precisa junior 2000
PAG Oerlikon Precisa 125 A
Wasserbader:
Haake F6/C25
Thermo Haake DC30/K20
Julabo UC/5B
Zentrifugen:
Sigma 4K 10 und 4K 15
Sorvall RC 3B Plus mit Rotor
H-6000A/HBB-6
Sorvall RC 5B, RC 5C Plus und
Evolution RC mit Rotoren
SS-34, SLA-1500 und SLA-3000
Eppendorf 5415 C und 5415 R

2.1.8 Sonstiges Material

Chromatographie-Séulen:

zum Befiillen

Poros HQ 1,7 ml

Resource Q 1 ml

Superdex 75 HR 10/30
Dialyseschlduche:

Spectra/Por®, MWCO: 6-8 kDa

Typ 27, MWCO: 12-16 kDa
Dispenser-Tips 2,5 und 5 ml
Einweg-Spritzen 1, 5, 10, 20, 60 ml

Elektroporationskiivetten (0,2 cm)

Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
UniEquip, Martinsried

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

Sartorius GmbH, Géttingen
W. Wolfinger GmbH, Straubenhardt
W. Wolfinger GmbH, Straubenhardt

Thermo Haake, Karlsruhe
Thermo Haake, Karlsruhe
Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach

Sigma GmbH, Osterode
Kendro Laboratory Products GmbH, Miinchen

Kendro Laboratory Products GmbH, Miinchen

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
PerSeptive Biosystems GmbH, Wiesbaden
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg

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

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
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Reaktionsgefille

0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Safelock)
Glasplatten fiir die SDS-PAGE
Halb-Mikro-Kiivetten
Konzentratoren:

Amicon® Ultra 4, MWCO: 5 kDa

Amicon® Ultra 4, MWCO: 10 kDa

Amicon® Ultra 4, MWCO: 30 kDa
Kunststoffrohrchen:

Kulturréhrchen, 13 ml

PP-Rohrchen, 15 und 50 ml

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

Immobilon™-P (0,45 um)

GVWP (0,22 um)

Nitrozellulose-Membranfilter
Mikrodialysiereinheiten (10 kDa MWCO)

Slide-A-Lyser Mini Dialysis Units
Mikrotiter-Platten:

Falcon Micro Test III Flexible

Assay-Plates

Nunc-Immuno®-Sticks
PD-10-Saulen
Petrischalen aus Polystyrol
Pipetten-Spitzen:

blau (200-1000 pl)

gelb (5-200 pl)

kristallklar (0,5-10 ul)
Polaroidfilm 667
Sadulenmaterialien:

Chelating Sepharose Fast Flow
Sterilfilter:

Filtropur S 0,45 pm

Millex® HV (0,45 pm)
Whatman-Filterpapier 3SMM
Zellschaber 3010, Costar Corporation
Zentrifugenbecher fiir Sorvall-Rotoren

SS-34, SLA-1500 und SLA-3000

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg

Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Millipore GmbH, Eschborn
Millipore GmbH, Eschborn
Millipore GmbH, Eschborn

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen

Millipore GmbH, Eschborn
Millipore GmbH, Eschborn
Schleicher & Schuell, Dassel

Perbio Science GmbH, Bonn

Becton Dickinson Labware, Oxnard, CA, USA

Nunc GmbH, Wiesbaden
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Polaroid Deutschland, Offenbach

Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Millipore GmbH, Eschborn

Bender & Hobein AG, Miinchen
Diagonal GmbH & Co. KG
Nalgene Company, New York, USA
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2.1.9 Medien, Antibiotika und allgemeine Losungen

Alle Medien und Losungen fiir die Arbeit mit Bakterien, Bakteriophagen, Proteinen und DNA
wurden entweder im Autoklaven (20 min, 121°C) oder durch Filtration sterilisiert. Alle
Losungen wurden mit bidestilliertem bzw. Milli-Q50-gereinigtem Wasser hergestellt.
Lediglich Kulturmedien wurden mit nur entionisiertem Wasser angesetzt. Kulturplatten
wurden bei 4°C aufbewahrt und Medien bzw. Ldsungen, sofern nicht anders angegeben,

wurden bei Raumtemperatur (RT) gelagert.

Antibiotika-L.Osungen:

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)
Tetracyclin (Tet): 10 mg/ml in 70 % (v/v) Ethanol (1:1000 zum Medium)

Die Losungen wurden bei -20°C gelagert, wéssrige Losungen wurden sterilfiltriert.

Induktionsldsung:

Anhydrotetracyclin (aTc): 2 mg/ml in DMF
5 mg/ml in DMF

IPTG: 1 M in H,O

GYT-Medium

Glycerin 10 % v/iv

Bacto Yeast Extract 0,125 % w/v

Bacto Trypton 0,25 % w/v

Im Dampfautoklaven sterilisieren.

LB Medium

Bacto Trypton 10 g/l

Bacto Yeast Extract 5 g/l

NaCl 5 g/l

Bacto Agar 15 g/l (nur fiir Kulturplatten)

Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen und autoklavieren.
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SOC-Medium

Bacto Trypton 20 g/l
Bacto Yeast Extract 5 g/l
NaCl 10 mM
KCI 2,5 mM

Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen und autoklavieren. Danach Zugabe von 10 ml/l einer 1 M
MgCl,, 1 M MgSO, sowie 20 ml/1 20 % (w/v) Glucose-Losung (alle sterilfiltriert).

2xYT-Medium

Bacto Trypton 16 g/l
Bacto Yeast Extract 10 g/l
NaCl 5 g/l
Bacto Agar 15 g/l (nur fiir Kulturplatten; 6 g/l fiir Weichagar)

Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen und autoklavieren.

Losungen fiir die Fermentation:

A) Mineralsalzl6sung:

31 mM Na,HPO, 2 H,O 5,51 g/l
19 mM KH,PO, 2,58 g/l
25 mM NH.CI 1,33 g/l

5SmM Nas-Citrat 2 H,O 0,47 g/l

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

B) Glucoseldsungen:

20 % (w/v) Glucose (separat autoklavieren)

50 % (w/v) Glucose (separat autoklavieren)

C) FeCls-Stammlésung:

35,0 g/l FeCl; » 6 H,O (mit konz. HCI bis zur kréftigen Gelbfarbung angeséuert;
sterilfiltriert)
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D) MgSO,-Stammldsung:

1 M MgSOy (separat autoklavieren)

E) Thiamin-Stammldsung:

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

F) Zn-Acetat-Stammldsung:

8,0 g/l Zn-Acetat » 2 H,O (sterilfiltriert)

G) Spurenelement-Stammldsung (sterilfiltriert):

MnCl, + 4 H,0 3,0 gl
CuCl, + 6 H,O 0,3 g/l
H;BO; 0,6 gl
CoCl, + 6 H,O 0,5 g/l
(NH.)sM0;054 * 4 H,0 12 g/l
EDTA 4 mM

H) Weitere Losungen fiir die Fermentation:

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

Antifoam A, 30 % wiéssrige Losung zur Unterdriickung von Schaumbildung

Losungen fiir die Phenol/Chloroform-Extraktion:

Chloroform/Isoamylalkohol

Chloroform/Isoamylalkohol-Mischung im Verhiltnis 24:1

Phenol (mit Wasser geséttigt)

Kristallines Phenol > 99 % wird bei 65°C im Wasserbad geschmolzen, mit 2 Volumen

Wasser gemischt und bei 4°C lichtgeschiitzt aufbewahrt.

Phenol/Chloroform

Mit Wasser gesittigtes Phenol (s.0. nach Phasentrennung) wird im Verhédltnis 1:1 mit

Chloroform/Isoamylalkohol gemischt und bei 4°C autbewahrt.
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Puffer fiir die Agarose-Gelelektrophorese:

TAE-Puffer TBE-Puffer

Tris 40 mM Tris 89 mM
Essigsédure 20 mM Borsaure 89 mM
EDTA 1 mM EDTA 2 mM

10x Auftragspuffer fiir Agarosegele

Bromphenolblau 1 mg/ml
Xylencyanol 1 mg/ml
Glycerin 50 % viv

Puffer fiir SDS-PAGE:

5x Auftragspuffer

Tris/HCI pH 8,0 250 mM

SDS 7,5 % w/v

Glycerin 25 % vlv

Bromphenolblau 0,25 mg/ml

2-Mercaptoethanol 12,5 % v/v (nur bei reduzierendem Auftragspuffer)

Fling & Gregerson Laufpuffer Férbelosung

Tris 50 mM Coomassie 0,25 % w/v
Glycin 190 mM Brilliantblau R-250

SDS 1 gl Essigsdure 10 % v/v
(pH 8.8; stellt sich ein) Methanol 40 % v/v
Entfarbelosung Aufbewahrungslosung

Essigsdure 10 % v/v Essigsdure 7 % viv

Methanol 40 % v/v Glycerin 2 %vliv
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4x Lower Tris

Tris/HCI pH 8,85 3 M
SDS 4 gl

Sonstige Puffer:

SA-Puffer

Tris/HCI pH 8,0 100 mM
NaCl 150 mM
EDTA I mM
AP-Puffer

Tris/HCI pH 8,8 0,1 M
NaCl 0,1 M
MgCl, 5 mM

AX1-L-Puffer

Tris/HCI pH 9,0 25 mM

AX2-L-Puffer

NaPipH 5,5 20 mM
GF-Puffer

NaH,PO, 50 mM
NaCl 150 mM

Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen.

4x Upper Tris

Tris/HCI pH 6,8 0,5 M
SDS 4 g/l

Periplasma-Aufschlusspuffer

Saccharose 05 M
Tris/HCI pH 8,0 0,1 M
EDTA 1 mM
CP-Puffer

NaH,PO, 40 mM
NaCl 1 M

Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen.
AX1-E-Puffer
Tris/HCI pH 9,0 25 mM

NaCl 1 M

AX2-E-Puffer

NaPi pH 5,5 20 mM
NaCl 1M
TAE-Puffer

Triethanolamin/HCI 0,2 M
NaCl 0,5 M
Mit HCI auf pH 8,5 einstellen.
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PBS PBS/T 0.1 (0,5)

KH,PO, 4 mM PBS mit 0,1 (0,5) % (v/v) Tween 20
Na,HPO, 16 mM

NaCl 115 mM

(pH 7.,4; stellt sich ein)

TBS TBS/T 0.1 (0.5)

KCl 2,6 mM TBS mit 0,1 (0,5) % (v/v) Tween 20
NaCl 137 mM

Tris/HCI pH 7,4 25 mM

Ponceau S-Losung

Ponceau S 0,1 % w/v

Essigsdure 5 % viv

Benzonase-Puffer Natriumacetatlésung

Tris/HCI pH 8,0 0,1 M 3 M Natriumacetat mit Eisessig
MgCl, 5 mM auf pH 4,8 einstellen.
TE-Puffer TE/10-Puffer

Tris/HCI pH 8,0 10 mM TE, 1:10 mit Wasser verdiinnt
EDTA 1 mM

RNase-Losung

Tris/HCI pH 7,5 10 mM
NaCl 15 mM
RNase A 10 mg/ml

Zur Inaktivierung von DNasen 20 min in siedendem Wasser erhitzen und bei -20°C

aufbewahren.
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung und Konservierung von E. coli Stimmen

E. coli-Einzelkolonien wurden durch Ausstreichen der Bakterien auf LB-Agar-Kulturplatten
und Inkubation tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank erhalten. Die Selektion auf genomische
Marker, Episome oder Plasmide erfolgte durch Zusatz entsprechender Antibiotika zum
Néhrmedium. Die Kulturplatten mit Bakterienkolonien wurden bei 4°C aufbewahrt und bis zu

vier Wochen zum Animpfen neuer Kulturen verwendet.

Fliissigkulturen wurden, falls nicht anders angegeben, in LB-Medium unter Zusatz geeigneter
Antibiotika angesetzt. Fiir 4 ml Kulturen wurden dabei 13-ml-Kulturréhrchen verwendet,
groflere Kulturen wurden in Erlenmeyer-Kolben mit dem 2,5-fachen Gefa3volumen kultiviert.
Die Inkubation erfolgte, sofern nicht anders angegeben, bei 37°C und 200 rpm im
Schiittelinkubator. Die Bestimmung der Zelldichten erfolgte durch Messung der optischen
Dichte bei einer Wellenlinge von 550 nm (ODss,) in einer 1-ml-Kiivette mithilfe eines
Ultrospec-3000-Spektralphotometers. Bei optischen Dichten groBer als 1 wurden
entsprechende Verdiinnungen der Zellsuspension im Medium vermessen. Der Messwert

wurde jeweils gegen das verwendete Medium abgeglichen.

Zur dauerhaften Konservierung von E. coli-Staimmen (Herstellung sogenannter Glycerin-
Kulturen) wurden 0,5 ml einer stationiren Ubernachtkultur mit 1 ml hitzesterilisierten
87 % (v/v) Glycerin vermischt und bei -20°C aufbewabhrt.

2.2.2 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Um Plasmid-DNA aufnehmen zu konnen, miissen E. coli-Zellen zuvor in eine trans-
formationskompetente Form {iberfiihrt werden. Zwei verschiedene Methoden wurden zu
diesem Zweck eingesetzt: die CaCl,-Methode (Cohen et al, 1972) und die Elektroporation
(Dower et al., 1988). Die klassische CaCl,-Methode liefert je nach E. coli-Stamm bis zu
107 Transformanden pro pg Plasmid-DNA. Eine bessere Transformationseffizienz von bis zu

10" Transformanden pro ug Plasmid-DNA lésst sich mit der Elektroporation erreichen.

2.2.2.1 Transformation nach der CaCl,-Methode

50 ml LB-Medium wurden im Verhiltnis 1:100 mit einer stationdren Ubernachtkultur des zu
transformierenden E. coli-Stammes inokuliert und bei 200 rpm und 37°C bis zu einer ODs;s,
von 0,5 kultiviert. Die Kultur wurde in ein 50 ml-Kunststoff-Réhrchen tberfiihrt und die
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Zellen durch Zentrifugation sedimentiert (Sigma 4K10, 5000 rpm, 4°C, 10 min). Das
Zellsediment wurde in 40 ml 0,1 M MgCl,-Lésung resuspendiert, die Suspension wie
beschrieben zentrifugiert, das erhaltene Zellsediment in 20 ml 50 mM CaCl,-Losung
resuspendiert und die Suspension fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren
Zentrifugation wurden die Zellen in 2 ml 50 mM CaCl,, 15 % (v/v) Glycerin resuspendiert
und in Aliquots a 200 pl bei -80°C gelagert. Alle eingesetzten Losungen wurden im

Dampfautoklaven sterilisiert und vor der Verwendung auf 4°C abgekiihlt.

Fiir die Transformation wurden 200 pl der Zellsuspension mit 0,5 bis 5 ul DNA-L&sung
(ca. 5 ng Plasmid-DNA) versetzt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde
anschlieend fiir 5 min auf 37°C erhitzt, mit 2 ml LB-Medium versetzt und fiir 45 min bei
37°C und 200 rpm geschiittelt. 100 pl bis 2 ml des Ansatzes wurden in Abhangigkeit von der
Anzahl erwarteter Transformanden auf LB-Agar, welcher mit dem entsprechenden

Antibiotikum versetzt war, ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.2.2 Transformation mittels Elektroporation

Die Préparation elektrokompetenter Zellen des E. coli-Stammes XL1-Blue erfolgte gemél den
optimierten Vorschriften von Tung & Chow (1995) sowie Hengen (1996). 1 1 LB-Medium
wurde mit 20 ml einer stationiren Ubernachtkultur von E. coli XL1-Blue in LB/Tet angeimpft
und die Kultur bei 26°C und 200 rpm bis zu einer ODy,, = 0,6 geschiittelt. Die Zellen wurden
anschlieBend fiir 30 min auf Eis abgekiihlt und anschlieBend sedimentiert (SLA-3000,
5000 rpm, 4°C, 10 min). Nach vollstindigem Abziehen des Uberstandes wurden die Zellen
zweimal in je 500 ml sterilen, eiskalten 10 % (v/v) Glycerin resuspendiert und wie oben
sedimentiert. Das Sediment wurde in insgesamt 600 ul vorgekiihltem GYT-Medium
resuspendiert, in Portionen a 200 ul aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -80°C gelagert.

Fiir die Praparation elektrokompetenter Zellen des E. coli-Stammes TGI-F- wurden die

Volumina aus der oben angefiihrten Vorschrift halbiert.

Fir die Elektroporation wurde das MicroPulser-Gerdt mit den entsprechenden Kiivetten
(Elektrodenabstand 0,2 cm) verwendet. Die Elektroporation erfolgte im Kiihlraum bei 4°C

(mit vorgekiihlten Losungen und Geréten) wie im Folgenden beschrieben.

Bibliotheken auf Grundlage des Phasmidvektors pBBP24:

Fir die Transformation elektrokompetenter XL1-Blue mit BBP-Bibliotheken auf der
Grundlage des Vektors pBBP24 wurden jeweils ca. 6 pmol (ca. 17,3 pg) ligierte und durch
Féllung entsalzte (siche Abschnitt 2.2.5.6) DNA eingesetzt. Je 10 pul der DNA-LSsung in
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dd H,O (ca. 1,4 ng) wurden auf Eis in einem 1,5 ml-Reaktionsgefd3 mit 100 pl der frisch
aufgetauten elektrokompetenten Zellen vermischt. Nach einminiitiger Inkubation und Anlegen
eines Pulses von 12,5 kV/cm fiir 6 ms wurden die Zellen mit insgesamt 2 ml SOC-Medium
aus den Kiivetten gespiilt und in 13-ml-Kunststoff-Kulturréhrchen fiir 1 h bei 37°C und
200 rpm inkubiert. (Zur Bestimmung der Transformationseffizienz bzw. der Grofle der
Bibliothek wurden je 100 pl entnommen und in Verdiinnungstufen auf LB/Amp-Platten
ausplattiert.) AnschlieBend wurden sie mit 2xYT/Amp-Medium in einem Erlenmeyer-Kolben
zu einem Endvolumen von 1 1 versetzt und bei 37°C und 200 rpm bis zu einer ODss, = 0,5
inkubiert. Danach wurden 150 ml der Zellkultur zur Isolierung der Plasmid-DNA der
Bibliothek im Midiformat mittels Qiagen Plasmid Kit Midi entnommen und weitere 200 ml
fiir die Herstellung von Glycerin-Kulturen (siehe Abschnitt 2.2.1) verwendet. 100 ml der
Kultur wurden mit Helferphagen infiziert und die Phagemidproduktion induziert (siche
Abschnitt 2.3.2).

Bibliotheken auf Grundlage der Plasmide pBBP22 und pBBP41:

Fir die Transformation elektrokompetenter TG1-F Zellen mit BBP-Bibliotheken auf der
Grundlage der Vektoren pBBP22 und pBBP41 wurden 40 ul der Zellen mit ca. 85 ng (in 5 pl
dd H,0) ligierter und durch Féllung entsalzter (siche Abschnitt 2.2.5.6) DNA elektroporiert.
Nach einstiindiger Inkubation bei 37°C und 200 rpm wurden 50 - 150 ul der Zellsuspension

fiir den Filter Sandwich Colony Screening Assay verwendet.

2.2.3 DNA-Isolierung aus E. coli

2.2.3.1 Isolierung von doppelstringiger Plasmid-DNA

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurden Plasmid-Isolierungskits der Firmen
Qiagen oder Genomed verwendet. Diese beruhen auf der Methode der alkalischen Lyse von
Bakterienzellen (Birnboim & Doly, 1979), gefolgt von der Immobilisierung der Plasmid-DNA
an einem Tridgermaterial (z. B. Anionenaustauscher, Silicagel), mehreren Waschschritten und

der abschlieenden Elution der DNA durch niedrige lonenstérke.

Analvtischer Mal3stab:

Fiir die Analyse einzelner Transformanden, die bei der Neu-konstruktion von Plasmiden, der
ortsgerichteten Mutagenese oder durch die Infektion von E. coli mit Phagemiden erhalten
wurden, wurde die Plasmid-DNA im analytischen MaBstab isoliert. Die DNA wurde dabei aus
einer stationiren 4 ml-Ubernachtkultur mittels eines Plasmid-Isolierungs-Kits der Firma

Genomed (JETquick Plasmid Miniprep Spin Kit) nach Herstellerangaben prépariert.
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Typischerweise wurden Ausbeuten von 10 bis 20 pg Plasmid-DNA, geldst in 50 pl TE/10-
Puffer, erhalten. Bis zu ihrer Verwendung wurde die DNA bei 4°C gelagert.

Praparativer Mafstab:

Um groflere DNA-Mengen fiir den priparativen Restriktionsverdau oder die Konservierung
der BBP-Zufallsbibliotheken zu gewinnen, wurde Plasmid-DNA im ,,Midi*“ Malstab isoliert.
Hierzu wurde die DNA gemil3 Herstellerangaben mithilfe des Qiagen Plasmid Kits Midi aus
einer stationdren 50 ml-Kultur isoliert. Die Ausbeuten betrugen ca. 100 pg Plasmid-DNA,
gelost in 100 pl dd H,O. Die DNA wurde bis zu ihrer Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.3.2 Priiparation von einzelstringiger Plasmid-DNA

Fiir die Mutagenese nach Kunkel (1987) benétigte zirkulédre, einzelstringige DNA (ssDNA)
wurde ausgehend von Plasmiden mit der intergenischen Region des Phagen fl
(sog. Phasmide; vgl. Abschnitt 1.4) pripariert. Als Wirt fungierte dabei der E. coli-Stamm
CJ236i, dessen chromosomale Mutationen dut und ung’ einen partiellen Einbau von Desoxy-
uridin statt Desoxythymidin in die DNA bewirken (vgl. Abschnitt 2.2.5.2). CJ236i trigt ein
F'-Plasmid und kann daher die fiir die Infektion mit filamentdsen Bakteriophagen des Typs
M13 notwendigen Sex-Pili ausbilden. Nach Infektion der mit dem entsprechenden Phasmid
transformierten Zellen mit VCS-M13 Helferphagen wurde die Phasmid-DNA in einzel-
strangiger Form in Phagemide verpackt und sezerniert. AnschlieBend konnte die ssDNA aus
den Phagemiden isoliert werden (Geisselsoder et al., 1987; Vieira & Messing, 1987). Die
dabei als Verunreinigung mitgewonnene ssDNA des Helferphagen (< 5 %) storte bei der

Mutagenese nicht.

4 ml LB/Amp-Medium wurden mit einer Kolonie des mit dem entsprechenden Plasmid
transformierten E. coli-Stammes CJ236i inokuliert und tiber Nacht bei 37°C und 200 rpm
geschiittelt. Mit dieser Kultur wurden 50 ml LB/Amp-Medium im Verhiltnis 1:100 angeimpft
und bei 37°C und 200 rpm bis zu einer ODss, von 0,26 inkubiert (Zelldichte = 1,6 x 10*
Zellen/ml). Von dieser Kultur wurde 1 ml entnommen, mit VCS-M13 Helferphagen
entsprechend einer Multiplicity of Infection (moi) von 10 infiziert und fiir 1 h bei 37°C und
200 rpm inkubiert. AnschlieBend wurde die infizierte Kultur vollstindig in 20 ml
LB/Amp/Kan-Medium tiberfiihrt und iiber Nacht bei 37°C und 200 rpm geschiittelt.

Zur Ernte der Phagemide wurden die Zellen abzentrifugiert (SS-34, 10000 rpm, 4°C, 10 min),
der klare Uberstand mit den Phagemid-Partikeln in ein neues GefiB iiberfiihrt und nach
Zugabe von 10 pl einer 10 mg/ml RNase-Ldsung fiir 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend

wurden die Phagemide durch Zugabe von 1/4 Volumen frischen 3,5 M Ammoniumacetat,
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20 % (w/v) PEG 8000 fiir 30 min auf Eis gefillt, durch Zentrifugation sedimentiert (SS-34,
12000 rpm, 4°C, 15 min) und schlieBlich in 200 pl Hochsalzpuffer (300 mM NaCl, 100 mM
Tris/HC1 (pH 8,0), 1 mM EDTA) aufgenommen. Nach der Uberfiihrung in ein 1,5-ml-
Reaktionsgefal wurde fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die unldslichen Bestandteile wurden
durch abschlieBende Zentrifugation (Eppendorf 5415 C, 14000 rpm, 4°C, 2 min) entfernt. Zur
Abtrennung der Phagenhiillproteine wurde die Phagemidlosung zweimal mit 200 pl Phenol
und je einmal mit 200 pl Phenol/Chloroform und 200 ul Chloroform/Isoamylalkohol
extrahiert (vgl. Abschnitt 2.2.5.6). AnschlieBend wurden alle erhaltenen organischen Phasen
zur Erhohung der Ausbeute in der angegebenen Reihenfolge mit 100 pl TE-Puffer
rickextrahiert. Die wissrigen Phasen wurden vereinigt (ca. 300 ul) und die ssDNA durch
Zugabe von 1/10 Volumen 7,8 M Ammoniumacetat und 2,5 Volumina Ethanol fiir mindestens
1 h bei -20°C gefillt. AnschlieBend wurde zentrifugiert (Eppendorf 5415 C, 14000 rpm, 4°C,
30 min), das Prézipitat mit 500 pl 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und bei RT getrocknet. Die
ssDNA wurde in 20 pl TE/10-Puffer aufgenommen und bei 4°C gelagert.

Zur Kontrolle der Reinheit und zur Abschitzung der erhaltenen DNA-Menge wurden 1 pl
einer 1:10 Verdiinnung der Losung sowie 1 pl unverdiinnter DNA-Lsung durch analytische
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (sieche Abschnitt 2.2.4.1). Die Ausbeuten lagen — je
nach Plasmid — zwischen 10 und 100 pg ssDNA.

2.2.4 Gelelektrophorese von DNA

Die Auftrennung doppelstringiger DNA-Fragmente in Abhangigkeit von ihrer Grof3e erfolgte
durch horizontale Agarose-Gelelektrophorese in Gegenwart von Ethidiumbromid (Sambrook
et al., 1989). Sie wurde sowohl zur analytischen Restriktionsanalyse bzw. Mengen-
abschitzung von Plasmiden als auch zur préiparativen Isolierung von Reaktionsprodukten aus

der PCR oder von DNA-Fragmenten nach dem Restriktionsverdau eingesetzt.

2.2.4.1 Analytische Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die analytische Agarose-Gelelektrophorese wurden 1 % (w/v) Agarose-Gele verwendet.
Die Agarose wurde in TBE-Puffer in der Siedehitze gelost und nach Zugabe von 1/10000
Volumen einer Ethidiumbromidlésung (1 % (w/v) in Wasser) in eine horizontale Gelkammer
gegossen. Nach dem Einsetzen der Geltaschenformer und dem Erkalten des Gels wurde dieses
in die mit TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer eingesetzt. Das Gel (ca. 10,5 x 7,5 x
0,5 cm; Lange x Breite x Hohe) wurde mit 10 pl DNA-LSsung pro Gelspur unter Zusatz von
1/10 Volumen 10-fach Auftragspuffer fiir Agarosegele beladen und die Elektrophorese bei
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einer konstanten Spannung von 90 V fiir 50 min durchgefiihrt. Durch Bestrahlen mit UV-
Licht einer Wellenldnge von 312 nm wurden die DNA-Fragmente anhand der Interkalation

des Ethidiumbromids sichtbar gemacht und unter Verwendung eines Rotfilters fotografiert.

2.2.4.2 Prdparative Agarose-Gelelektrophorese und Isolierung von DNA-Fragmenten

Um DNA-Fragmente zu reinigen, wurden priparative Gele mit 1 % (w/v) Low Melting Point-
Agarose in TAE-Puffer, der ebenso als Laufpuffer diente, verwendet. Die hierbei breiteren
Geltaschen wurden mit bis zu 80 ul der DNA-Losung, der 1/10 Volumen 10x Auftragspuffer
zugegeben waren, beladen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von
70 V fiir bis zu 90 min. Nach der Auftrennung wurden die DNA-Fragmente zur Vermeidung
von Strahlenschdden mit UV-Licht (312 nm) geringer Intensitét sichtbar gemacht und die

Gelstiicke, welche die gewlinschten DNA-Fragmente enthielten, ausgeschnitten.

Die DNA wurde mithilfe des JETsorb Gel Extraction Kits nach Vorschrift des Herstellers aus
den Gelstiicken isoliert und in 20 ul TE/10-Puffer aufgenommen. Die DNA-Konzentration
wurde anschlieBend in der Regel mittels analytischer Agarose-Gelelektrophorese unter
Verwendung der DNA-GroBenstandards abgeschétzt. Die gereinigten DNA-Fragmente

wurden bis zu ihrer Verwendung bei 4°C gelagert.

2.2.5 Invitro-Modifizierung von DNA

2.2.5.1 5'-Phosphorylierung von Oligodesoxynukleotiden

Im Verlauf der ortsgerichteten Mutagenese ermdglicht die 5'-Phosphorylierung von Oligo-
desoxynukleotiden die kovalente Verkniipfung mit dem freien 3'-Ende eines bei der
Polymerase-Reaktion in vitro synthetisierten DNA-Stranges durch die T4 DNA-Ligase
(Abschnitt 2.2.5.2).

Dazu wurden 200 pmol des gereinigten Oligodesoxynukleotides zusammen mit 3 pl
10xT4-Polynukleotidkinase-Puffer (700 mM Tris/HCI (pH 7,6), 100 mM MgCl,, 50 mM
DTT), 1,2 ul 10 mM ATP und 0,5 pul (5 u) T4 Polynukleotidkinase in einem Gesamtvolumen
von 30 pl fiir 45 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Polynukleotidkinase durch
eine Inkubation fiir 10 min bei 65°C inaktiviert. Der nicht direkt fiir die ortsgerichtete
Mutagenese benétigte Anteil des phosphorylierten Oligodesoxynukleotides wurde bei -20°C
gelagert.
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2.2.5.2 Ortsgerichtete Mutagenese nach Kunkel

Fiir die ortsgerichtete Mutagenese wurde die Vorschrift von Geisselsoder et al. (1987) ent-
sprechend der Methode von Kunkel er al. (1987) angewendet. Dabei wird zunidchst ein
Oligodesoxynukleotid, welches die gewiinschten Substitutionen trdgt, mit der komplemen-
tdiren ssDNA des zu mutierenden Plasmides unter Ausbildung entsprechender Basen-
fehlpaarungen hybridisiert. Das angelagerte Oligodesoxynukleotid dient in der anschlieBenden
Polymerase-Reaktion als Primer fiir die in vitro-Synthese des zweiten DNA-Stranges, der

dann mithilfe einer DNA-Ligase kovalent verkniipft und somit zirkularisiert wird.

Die Selektion gegen den nicht mutierten parentalen Strang ist aufgrund seiner Herkunft aus
dem E. coli-Stamm CJ2361 und dem damit verbundenen teilweisen Einbau von Desoxyuridin
anstelle von Desoxythymidin (vgl. Abschnitt 2.2.3.2) moglich. Bei der Transformation eines
ung'-Stammes mit dem semisynthetischen DNA-Hybrid wird der parentale Strang durch
zelleigene Reparaturenzyme partiell degradiert und somit auf die im neu synthetisierten Strang

codierten Mutationen selektiert.

Fiir die Hybridisierung wurden ca. 200 ng ssDNA (Abschnitt 2.2.3.2) mit 1 pl 10-fach
Hybridisierungspuffer (200 mM Tris/HCI pH 7,5, 500 mM NaCl, 20 mM MgCl,) und 0,5 pl
(3,3 pmol) des phosphorylierten Oligodesoxynukleotides (Abschnitt 2.2.5.1) in einem
Gesamtvolumen von 10 pl gemischt. Der Ansatz wurde flir 5 min auf 80°C erhitzt, im Verlauf
von 3 bis 4 h auf RT abgekiihlt und schlieBlich auf Eis gestellt. Zur Neusynthese des zweiten
DNA-Stranges wurden 1 ul 10x Synthesepuffer (100 mM Tris/HCI (pH 7.4), 50 mM MgCl,,
20 mM DTT, 10 mM ATP, je 5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 0,5 ul (1,5 u) T4 DNA-
Polymerase (NEB) und 1 pl (3 u) T4 DNA-Ligase (Promega) zugegeben. Der Ansatz wurde
fiir 5 min auf Eis, dann fiir 5 min bei RT und schlieBlich fiir 90 min bei 37°C inkubiert. 5 pl
dieser Losung wurden im Verhédltnis 1:10 mit TE-Puffer verdiinnt, 5 pl davon fiir die
Transformation CaCl,-kompetenter E. coli-Zellen (Abschnitt 2.2.2.1) verwendet, und die
verbleibenden 45 pl der Losung bei -20°C gelagert. Die restlichen 8 pl des unverdiinnten
Reaktionsansatzes wurden zur Kontrolle der Reaktion durch analytische Agarose-Gel-
elektrophorese (Abschnitt 2.2.4.1) verwendet.

2.2.5.3 Sequenzierung doppelstringiger DNA

Die DNA-Sequenzierung beruht auf dem Kettenabbruchverfahren nach Sanger et al. (1977)
unter Verwendung von doppelstriangiger zirkuldrer Plasmid-DNA (Chen & Seeburg, 1985).
Sie wurde mithilfe des Sequenzierautomaten ABI-PrRisM® 310 durchgefiihrt.
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Bei diesem Verfahren wurde der ABI PrisM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit eingesetzt. Dieser enthilt eine modifizierte Tag DNA-Polymerase (AmpliTaq®;
Tabor und Richardson, 1995) sowie Terminatoren (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), die mit
jeweils unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind (Rosenblum et al., 1997). Auf
diese Weise wird die neusynthetisierte DNA-Kette wihrend der Polymerasereaktion statistisch
abgebrochen und gleichzeitig mit dem der Terminatorbase entsprechenden Fluorophor
markiert. Die so entstandenen DNA-Fragmente wurden im Sequenzierautomaten mittels
Kapillar- Elektrophorese in einem geeigneten Polymer (Performance Optimizied Polymer 6,
POP-6™, Applied Biosystems) aufgetrennt und ihre Fluoreszenzgruppen 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 weitergeleitet. Die erhaltenen Rohdaten wurden
mithilfe einer geeigneten Software (ABI PrRisM® DNA Sequencing Analysis 3.3) interpretiert

und als Elektropherrogramm bzw. als Textdatei ausgegeben.

Allgemeine Arbeitsvorschrift:

Zu 4 ul BigDye™ Ready Reaction Mix wurden je 2 pl Plasmid-DNA (ca. 200 ng), 2 ul eines
geeigneten Primers (1,6 uM) und 2 pl H,O gegeben. Die Mischung wurde mit 3 Tropfen
Mineral6l tiberschichtet und 25 PCR-Zyklen wie folgt unterworfen: 95°C, 30 s; 50°C, 30 s;
60°C, 4 min. Danach wurde das PCR-Produkt durch Zugabe von 2,5 ul 125 mM EDTA und
30 pl Ethanol p.a. fir 15 min bei Raumtemperatur gefillt. Die DNA wurde durch
Zentrifugieren prézipitiert (Eppendorf 5415 C, 14000 rpm, 4°C, 30 min), mit 125 ul 70 % (v/
v) Ethanol p.a. gewaschen, zum Trocknen stehen gelassen und in 14 pl des mitgelieferten
TSR-Puffers resuspendiert. Die Sequenzanalyse wurde schlieBlich mithilfe der Kontroll-
Software (ABI PrisM® 310 Data Collection) gestartet.

2.2.5.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR; Saiki et al., 1988) wurde
unter Verwendung der Tag DNA-Polymerase (Bloch, 1991) fiir die konzertierte Mutagenese
mehrerer Aminosdurepositionen zur Herstellung von BBP-Zufallsbibliotheken und zur Ein-
fiihrung von Zufallsmutationen (Error Prone PCR) eingesetzt. Die dafiir als Primer ein-
gesetzten Oligodesoxynukleotide enthielten am 3'-Ende eine mindestens 18 Basen lange, zur
Matrizen-DNA komplementidre Sequenz. Die Verwendung von Primern, die an definierten
Positionen Mischungen verschiedener Nukleotide aufwiesen, erlaubte die Generierung neuer,

von der Matrizen-DNA abweichender Zufallssequenzen.
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Standard PCR-Ansatz:

Zur Herstellung der PCR-Produkte A und B der His1AC*-Bibliotheken (Abschnitt 3.2.1)
wurde die PCR in einem Gesamtvolumen von 50 pl mit ca. 10 ng Plasmid-DNA als Matrize,
jeweils 10 nmol dATP, dCTP, dGTP und dTTP (4 pl ANTP-Mix: je 2,5 mM an den einzelnen
dNTPs), 25 pmol der beiden Primer und 5 pl 10x Tag-Puffer (100 mM Tris/HCI (pH 9,0),
500 mM KCI, 15 mM MgCl,, 0,1 % Gelatine und 1 % Triton X-100) durchgefiihrt. Die
Losung wurde mit 3 Tropfen Mineral6l iiberschichtet, im Thermocycler fiir 2 min auf 94°C
temperiert und 0,5 pl 7ag DNA-Polymerase (5 u/ul) zugegeben (Hot Start). Die PCR wurde
in aufeinanderfolgenden Thermo-Zyklen durchgefiihrt, die aus je drei Schritten bestanden:
1. Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 94°C fiir 1 min; 2. Hybridisierung der Primer
bei 60°C fiir 1 min; 3. Synthese der DNA bei 72°C fiir 1,5 min (Polymerase-Reaktion). Der
Zyklus wurde in der Regel 25-mal durchlaufen und der Ansatz schlieflich zur
Vervollstindigung der Syntheseprodukte fiir 5 min auf 60°C erhitzt. Das gewiinschte

Reaktionsprodukt wurde durch priparative Agarose-Gelelektrophorese isoliert.

Assembly PCR:

Assembly PCR wurde zur Herstellung der HisAC*-Bibliotheken in einem Gesamtvolumen
von 100 pl durchgefiihrt. Dazu wurden je 50 ng der PCR-Produkte A und B als Matrize
(Abschnitt 3.2.1) und je 50 pmol der flankierenden Primer eingesetzt. Die anderen
Komponenten wurden in den gleichen Konzentrationen wie in einem Standard-PCR-Ansatz
zugesetzt. Die Amplifizierungsreaktion erfolgte in 15 Zyklen mithilfe der 7ag-Polymerase bei
einer Hybridisierungstemperatur von 55°C. Das gewiinschte Reaktionsprodukt wurde mit dem

E.Z.N.A. Cycle-Pure Kit nach den Angaben des Herstellers gereinigt.

Error Prone PCR:

Um statistisch verteilt Mutationen in die Gene verschiedener BBP Varianten einzufiihren,
wurde eine fehlererzeugende PCR nach dem Protokoll von Zaccolo ef al. (1996) durchgefiihrt.
Dazu wurden Nukleotidanaloga 2'-Deoxy-P-nucleosid-5'-tri-phosphat (dPTP) und 8-Oxo-2'-
deoxyguanosin-5'-triphosphat (8-0xo-dGTP) zusétzlich zu den standard Desoxynukleotiden
eingesetzt. In einem Ansatz von 20 pl Gesamtvolumen wurden 5-10 fmol Plasmid-DNA als
Matrize sowie je 10 pmol der beiden Oligodesoxynukleotide GB1 und GB2 als Primer
(Abschnitt 3.3.1) mit 2 pl 10x Tag-Puffer, 1,6 pl 25 mM MgCl,, 4 pl dNTP-Mix und
Nukleotidanaloga mit einer Endkonzentration von 100 bis 500 pM im Ansatz versetzt. Nach
Zugabe von 5 u Tag-DNA-Polymerase (MBI) wurden 10 Zyklen (unter Hot Start
Bedingungen; Hybridisierungstemperatur 55°C) mit einer 5-miniitigen Polymerase-Reaktion
ohne der Vervollstaindigung der Syntheseprodukte durchgefiihrt. AnschlieBend wurden 5 pl

der Error Prone PCR-Reaktion als Matrize in einer Amplifizierungs-PCR zur Entfernung von
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dPTP und 8-0xo-dGTP aus der DNA verwendet. Diese Reaktion wurde unter Ausschluss der
Nukleotidanaloga und Verwendung von 20 Thermo-Zyklen des Standard PCR Ansatzes mit
der Tag-DNA-Polymerase unter sonst gleichen Bedingungen wie die Error Prone PCR-
Reaktion durchgefiihrt. Das gewlinschte Reaktionsprodukt wurde durch préparative Agarose-

Gelelektrophorese isoliert.

2.2.5.5 Spaltung doppelstringiger DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fir die Préparation von DNA-Fragmenten sowie fiir Restriktionsanalysen wurden die
entsprechenden DNA-Molekiile mit Restriktionsendonukleasen gespalten. Die enzymatische
Reaktion erfolgte bei einer Temperatur und einem Puffersystem, wie vom Hersteller
empfohlen. Im Falle einer Spaltung mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen bei
derselben Temperatur wurde jener Puffer verwendet, in welchem beide Enzyme die maximale
Aktivitdt aufwiesen. Benotigten die Endonukleasen unterschiedliche Puffer oder verschiedene
Reaktionstemperaturen, wurden die Reaktionen nacheinander, gegebenenfalls unter Erhohung

der Salzkonzentration, durchgefiihrt.

Analytische Restriktionsspaltungen wurden mit ca. 0,5 pug Plasmid-DNA in einem Reaktions-
volumen von 10 pl unter Verwendung von 5 u der Restriktionsendonukleasen fiir 60 min bei
geeigneter Temperatur durchgefiihrt. Eine Restriktionsspaltung im préaparativen Malstab
wurde typischerweise in einem Reaktionsvolumen von 50-100 pl mit 2-10 pg Plasmid-DNA
und 10-60 u des Restriktionsenzyms fiir 1-2 h durchgefiihrt. Gereinigte PCR-Fragmente
wurden auf analoge Weise, jedoch mit bis zu 60 u pro ug DNA gespalten. Vor der weiteren
Umsetzung mit DNA-modifizierenden Enzymen wurden die erhaltenen DNA-Fragmente

mithilfe der praparativen Agarose-Gelelektrophorese isoliert.

2.2.5.6 Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanol-Fillung

Zur Entfernung von verbliebenen Exonucleasen bei einer Plasmid-DNA Préiparation
(Abschnitt 2.2.3), wurde eine Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschliefender Ethanol-
Féllung durchgefiihrt. Die Ligierunsansidtze der BBP-Zufallsbibliotheken wurden mit dem
Pellet Paint® Co-Precipitant Kit gefallt.

Phenol/Chloroform-Extraktion:

Dazu wurde die DNA-Losung mit 40 pl einer 3 M NaOAc-Losung (pH 4,8) versetzt und das
Volumen mit Wasser auf 400 pl eingestellt. Nach Zugabe von 400 pl Phenol/Chloroform
wurde das Gemisch ausgeschiittelt und die Phasen durch Zentrifugation getrennt (Eppendorf
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5415 C, 14000 rpm, RT, 4 min). Die obere, wissrige Phase wurde mit 400 pl

Chloroform/Isoamylalkohol ausgeschiittelt und erneut durch Zentrifugation abgetrennt.

Ethanol-Féllung:

Fir die anschlieBende Ethanol-Féllung wurde die wéssrige Phase mit dem 2,5-fachen
Volumen an eiskaltem Ethanol (p.a.) gemischt und fiir mindestens 1 h bei -20°C inkubiert.
Das nach der Zentrifugation (Eppendorf 5415 C, 14000 rpm, 4°C, 30 min) erhaltene Prizipitat
wurde mit 750 pl eiskalten 70 % (v/v) Ethanol (p.a.) gewaschen, bei RT getrocknet, in 20 bis
100 ul TE/10-Puffer gelost und bei 4°C autbewahrt.

Pellet Paint® Co-Precipitant Fillung:

Fiir die Herstellung von BBP-Zufallsbibliotheken mufite der Ligierungsansatz des PCR-
Fragments mit dem Vektorfragment vor der Elektroporation entsalzt werden. Hierzu wurde
der Ligierungsansatz mit dem Pellet Paint® Co-Precipitant Kit von Novagen gemifl den
Herstellerangaben gefillt, in dd H,O aufgenommen und anschliefend fiir die Elektroporation
(Abschnitt 2.2.2.2) verwendet.

2.2.5.7 Ligierung von DNA-Fragmenten

Die nach der Spaltung mit Restriktionsendonukleasen isolierten DNA-Fragmente wurden zur

Konstruktion neuer Plasmide mithilfe der T4 DNA-Ligase kovalent verkniipft.

Fiir einen Standard-Ligierungsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 pl wurden 2 pl
10-fach T4 DNA-Ligase-Puffer (300 mM Tris/HCI (pH 7,8), 100 mM MgCl,, 100 mM DTT,
10 mM ATP; Promega), 1 u T4 DNA-Ligase und jeweils ca. 50 fmol der zu ligierenden DNA-
Fragmente eingesetzt. Der Ansatz wurde fiir etwa 16 h bei 16°C im Wasserbad inkubiert. 5 pl
des Ligierungsansatzes wurden anschlieBend zur Transformation CaCl,-kompetenter E. coli-
Zellen verwendet (Abschnitt 2.2.2.1).

Fiir die Herstellung der BBP-Zufallsbibliotheken des dritten und vierten Segmentes der BBP-
Variante His1AC* (Abschnitt 3.2.1) wurden das Vektor-Fragment und das PCR-Fragment,
welches den der Zufallsmutagenese unterworfenen Teil des BBP-Gens enthielt, in
dquimolarem Verhéltnis eingesetzt. Die Ligierung erfolgte unter Zusatz von 1/10 Volumen
T4 DNA-Ligase 10-fach Puffer (500 mM Tris/HCI pH 7,8, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT,
10 mM ATP, 0,5 mg/ml BSA; New England Biolabs) bei einer DNA-Konzentration von
25 ng/pl und einer T4 DNA-Ligase-Konzentration von 0,2 Weiss Units/ul (New England
Biolabs). Der Ansatz wurde fiir mindestens 24 h bei 16°C im Wasserbad inkubiert, durch
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Fallung (vgl. Abschnitt 2.2.5.6) entsalzt und zur Transformation des E. coli-Stammes
XL1-Blue mittels Elektroporation verwendet (Abschnitt 2.2.2.2).

2.3 Phage Display

Rekombinante Phagemide wurden ausgehend von dem Phasmidvektor pBBP24 produziert,
der die fiir die Replikation und Verpackung als einzelstringige Phasmid-DNA erforderliche
intergenische Region des filamentosen Phagen f1 tragt. Weiterhin codiert der Vektor fiir ein
Fusionsprotein aus der OmpA-Signalsequenz, der BBP-Variante, dem Strep-tag 1l und einem
C-terminalen Segment des Phagenhiillproteins plll (Aminoséuren 217-406; AApIII) unter der

Kontrolle des Tetracyclin-Promotor/Operator Systems.

2.3.1 Propagation von Helferphagen

50 ml 2xYT/Tet-Medium wurden im Verhiltnis 1:100 mit einer stationiren Ubernachtkultur
von E. coli XL1-Blue in 2xYT/Tet angeimpft und bei 37°C und 200 rpm bis zu einer
Zelldichte von ODsso = 0,3 inkubiert. Von dieser Kultur wurden 10 ml abgenommen und in
einen auf 37°C vorgewédrmten, sterilen 50 ml-Erlenmeyer-Kolben {iberfiihrt. Die Zellen
wurden mit 2¢10" pfu VCS-M13 Helferphagen (Stratagene, 10'" pfu/ml), entsprechend einer
moi von 10, infiziert und fiir 30 min bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Danach wurde die
Kultur mit Kanamycin auf eine Endkonzentration von 25 pg/ml eingestellt und fiir weitere 8 h
bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Zur Abtotung der Bakterien wurde die Kultur anschlieBend
im Wasserbad fiir 10 min auf 65°C erhitzt, auf Eis abgekiihlt, in einen hitzesterilisierten
Zentrifugenbecher iiberfiihrt und zentrifugiert (SS-34, 12000g, 4°C, 15 min). Der Uberstand
mit den Phagen wurde nach der Sterilfiltration (@ =45 pm) bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert.

Zur Titerbestimmung der produzierten Helferphagen wurden zwei Verdiinnungsreihen in
2xYT-Medium bis zu einer maximalen Verdiinnung von 10'° vorbereitet. Danach wurden
50 ml 2xYT/Tet-Medium im Verhéltnis 1:100 mit einer stationédren E. coli XL1-Blue-Kultur
in 2xYT/Tet angeimpft und bei 37°C und 200 rpm bis zu einer ODsso von 0,5 inkubiert. 3 ml
2xYT-Weichagars wurden verfliissigt, in ein 13-ml-Kunststoff-Kulturréhrchen tiberfiihrt und
im Wasserbad auf 48°C temperiert. Jeweils 100 ul der exponentiell wachsenden XL 1-Blue-
Kultur sowie 100 ul der Helferphagenlosung in den Verdiinnungsstufen 108, 5410, 10° und
10" wurden zu dem Weichagar gegeben, vorsichtig vermischt und ziigig auf bei 37°C
vortemperierte 2xY T/Tet-Agarplatten gleichméBig verteilt. Nach Erstarren des Weichagars
(ca. 20 min) bei RT wurden die Platten fiir 8 h bei 37°C und vor dem Auszdhlen noch bis zu
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12 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der Titer der erhaltenen Helferphagenlosung lag bei
3,3+10" pfu/ml.

2.3.2 Produktion von Phagemidbibliotheken

E. coli XL1-Blue Zellen wurden mit einer Bibliothek von Phasmidvektoren, die fiir BBP-
Varianten mit randomisierten Bereichen codieren, mittels Elektroporation transformiert.
Durch anschlieBende Infektion der transformierten Zellen mit Helferphagen und Induktion der
Genexpression des BBP-plll-Fusionsproteins wurden Phagemide generiert, welche die BBP-

Varianten auf ihrer Oberflache prasentierten.

Nach der Elektroporation (Abschnitt 2.2.2.2) wurde der Ansatz bis zu einer Zelldichte von
ODsso = 0,5 bei 37°C kultiviert. Von dieser Kultur wurden 100 ml in einen sterilen 300 ml
Erlenmeyerkolben tiberfiihrt, mit 3,2¢10" pfu VCS-M13 Helferphagen (moi = 10) infiziert
und fiir 30 min bei 37°C und 140 rpm inkubiert. AnschlieBend wurde Kanamycin bis zu einer
Endkonzentration von 70 pg/ml zugesetzt, die Kultur fiir 10 min bei 26°C und 160 rpm
geschiittelt und die Synthese des BBP-plll-Fusionsproteins durch Zugabe von Anhydro-
tetracyclin bis zu einer Endkonzentration von 25 ug/1 fiir 7 h bei 26°C und 160 rpm induziert.

Zur Isolierung der Phagemide wurde die Kultur auf vier sterile SS-34 Zentrifugenbecher
verteilt und abzentrifugiert (SS-34, 10000 rpm, 4°C, 15 min). Der Uberstand wurde
sterilfiltriert (@ = 45 um) und die enthaltenen Phagemide durch Zugabe von 1/4 Volumen
vorgekiihlten und sterilen 20 % (w/v) PEG 8000, 15 % (w/v) NaCl iiber Nacht bei 4°C gefillt.
Die Phagemide wurden durch Zentrifugation sedimentiert (SS-34, 12000 rpm, 4°C, 20 min),
der Uberstand wurde abgezogen, und das Prizipitat in je 1 ml sterilen, vorgekiihlten TBS
gelost. Nach Uberfiihrung in vier 1,5 ml-ReaktionsgefiBe und 45 min Inkubation auf Eis
wurden ungeloste Bestandteile durch Zentrifugation abgetrennt (Eppendorf 5415 C,
14000 rpm, 4°C, 5 min). Die Uberstinde wurden jeweils in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefif
iiberfiihrt und die Phagemide erneut durch Zugabe von 1/4 Volumen vorgekiihlten und sterilen
20 % (w/v) PEG 8000, 15 % (w/v) NaCl fiir 45 min auf Eis gefdllt. AnschlieBend wurden die
Phagemide abzentrifugiert (Eppendorf 5415 C, 14000 rpm, 4°C, 20 min) und nach
vollstindiger Entfernung des Uberstandes in je 250 ul sterilfiltrierten, vorgekiihlten TBS
gelost. Die Losungen wurden nochmals fiir 30 min auf Eis inkubiert und zur Abtrennung
unloslicher Bestandteile zentrifugiert (Eppendorf 5415 C, 14000 rpm, 4°C, 5 min). Die so

hergestellte Phagemidlosung wurde direkt fiir die Affinitdtsanreicherung eingesetzt.
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2.3.3 Affinititsanreicherung rekombinanter Phagemide

Zur Affinititsanreicherung rekombinanter Phagemide aus den BBP-Zufallsbibliotheken
wurden Nunc-Immuno®-Sticks verwendet (Abschnitt 3.2.2). Die Inkubationsschritte erfolgten
bei Raumtemperatur auf einem um 45° vertikal geneigten Rollenmischer, um eine Benetzung
des Innengewindes der Polypropylen-Réhrchen zu vermeiden. Bei allen Inkubations- und
Waschschritten wurde der Fliigelstift jeweils in ein neues Rohrchen mit der entsprechenden

vorgelegten Losung eingeschraubt.

Der Fliigelstift wurde zundchst tiber Nacht mit 800 ul 100 pg/ml G9-Cystatin-Hise in TBS/E
beschichtet. Unbelegte Bindungsstellen auf der Oberfliche wurden dann durch Inkubation mit
1,2 ml sterilfiltrierter Losung von 2 % (w/v) BSA in TBS/T 0,1 fiir 2 h bei Raumtemperatur
abgesittigt. Danach wurde der Fliigelstift dreimal mit jeweils 1,2 ml TBS/T 0,1 und einmal
mit 1,2 ml 100 pM NiSO4-Losung in TBS/T 0,1 kurz gewaschen. Zur Adsorption von
Phagemiden wurde der Fliigelstift in einer Mischung aus 250 pl der frischen Phagemidlosung
(zwischen 110" und 210" cfu/ml; Abschnitt 2.3.2) und 500 pl Losung von 2 % (w/v) BSA
und 100 uM NiSO;, in TBS/T 0,1 fiir 1 h bei RT inkubiert. Um Phagemide zu entfernen, die
nicht gebunden waren, wurde insgesamt achtmal mit jeweils 950 ul TBS/T 0,1/100 pM NiSO,
fiir 2 min gewaschen. Adsorbierte Phagemide wurden schlielich durch Inkubation des
Fliigelstiftes fiir 10 min in 950 ul einer 0,1 M Glycin/HCI-Losung (pH 2,2) eluiert und die
erhaltene Phagemid-Losung anschlieBend sofort mit 160 pl 0,5 M Tris-Lésung neutralisiert.

Im Anschluss wurden die Phagemidtiter ausgewéhlter Waschfraktionen sowie der Elutions-
fraktion bestimmt (Abschnitt 2.3.5). Die wéhrend des Elutionsschrittes erhaltenen Phagemide

wurden noch am selben Tag zur Amplifizierung eingesetzt (Abschnitt 2.3.4).

2.3.4 Amplifizierung von Phagemiden

Die bei der Aftinitdtsanreicherung durch Elution gewonnenen Phagemide wurden amplifiziert,

um sie einem erneuten Selektionszyklus zuzufiihren.

Dazu wurde eine stationdre Ubernachtkultur von E. coli XL1-Blue in 4 ml LB/Tet-Medium,
die bei 30°C und 200 rpm inkubiert worden war, abzentrifugiert (Eppendorf 5415 C,
5000 rpm, RT, 2 min) und zweimal mit je 2 ml 2xYT-Medium gewaschen, um das
Tetracyclin aus dem Medium zu entfernen. Mit ca. 300 pul der so erhaltenen Zellsuspension
wurden 50 ml 2xYT-Medium angeimpft, so dass die resultierende ODss, bei 0,05 lag, und bei
37°C und 140 rpm bis zu einer Zelldichte von ODsso = 0,5 geschiittelt.
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Von dieser Kultur wurden 4 ml abgenommen und zu den Phagemiden der Elutionsfraktion
(1055 pl), die kurz zuvor auf 37°C temperiert worden waren, zugegeben. Nach 30 min
Inkubation bei 37°C und 140 rpm wurden die Zellen sedimentiert (Sigma 4K10, 5000 rpm,
4°C, 2 min) und nach Abziehen des Uberstandes in 600 ul 2xYT-Medium resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in Aliquote zu je 200 pl auf vier LB/Amp-Agarplatten (0 = 14 cm)
gleichmiBig verteilt und anschlieBend fiir 14 bis 16 h bei 32°C inkubiert.

Zur erneuten Produktion von Phagemiden wurde der Zellrasen vorsichtig mithilfe eines
Zellschabers unter Zugabe von insgesamt 50 ml 2xYT/Amp-Medium abgeschabt. Die
erhaltene Zellsuspension wurde zur vollstdndigen Resuspendierung fiir 30 min bei 37°C und
200 rpm in einem sterilen 100 ml Erlenmeyer-Kolben geschiittelt. Nach Bestimmung der
Zelldichte wurden 50 ml 2xYT/Amp Medium mit ca. 300 ul der Zellsuspension zu einer
ODssp von 0,05 bis 0,08 inokuliert und bei 37°C und 140 rpm bis zu einer ODsso = 0,5
inkubiert. Die Infektion mit Helferphagen und das weitere Vorgehen zur Produktion und
Aufarbeitung der Phagemide erfolgten wie im Abschnitt 2.3.2 beschrieben. Zur
Konservierung der genetischen Information der eluierten Phagemide wurde mit der erhaltenen
Zellsuspension einerseits eine Glycerinkultur (Abschnitt 2.2.1) hergestellt, andererseits wurde

sie zur Herstellung einer Plasmid-Midipréparation (Abschnitt 2.2.3.1) eingesetzt.

2.3.5 Titerbestimmung von Phagemidlosungen

Nach jedem Anreicherungszyklus wurde die Phagemid-Konzentration ausgewahlter Wasch-

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

Zu diesem Zweck wurden Verdiinnungsreihen der Phagemidlosungen in sterilem TBS bis zu
einer maximalen Verdiinnungsstufe von 107'° hergestellt. Jeweils 10 pl Phagemidverdiinnung
wurden im 1,5 ml Reaktionsgefd3 vorgelegt, kurz im Heizblock auf 37°C erwdrmt und mit
90 pl einer exponentiell wachsenden Zellkultur, die auch zur Amplifizierung eluierter
Phagemide benutzt wurde (Abschnitt 2.3.4), vermischt. Nach 30-miniitiger Inkubation bei
37°C und 140 rpm wurden die Infektionsansétze auf Eis gestellt und die gesamte Suspension
von 100 pl auf LB/Amp-Agarplatten ausplattiert. Um Kontaminationen auszuschlieBen,
wurde zusitzlich ein Ansatz nur mit TBS hergestellt. Nach Inkubation der Platten {iber Nacht

bei 37°C wurde der Phagemidtiter durch Auszédhlen der Klone bestimmt.
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2.3.6 Filter Sandwich Colony Screening Assay

Nach der Affinititsanreicherung wurde zur Identifizierung bindungsaktiver BBP-Varianten
ein Filter Sandwich Colony Screening Assay (Skerra et al., 1991a; Schlehuber et. al., 2000)
durchgefiihrt. Dazu wurden die selektierten Mutanten des BBP als Fusionsproteine mit dem
Strep-tag 11 (Schmidt & Skerra, 1993; Schmidt et al., 1996) und der Albumin-Bindungs-
domédne (ABD) produziert. Diese diente zur funktionellen Immobilisierung der Varianten auf
einer mit humanem Serum-Albumin (HSA) beschichteten Oberfliche (Konig & Skerra,
1998).

Zur Herstellung dieser Fusionsproteine wurde die Genkassette mit Bs¢XI herausgeschnitten
und auf den Vektor pBBP22 subkloniert. Der Ligierungsansatz wurde zur Transformation von
CaCl,-kompetenten E. coli TG1-F-Zellen (Abschnitt 2.2.2.1) verwendet. Im Falle der durch
fehlererzeugende PCR generierten Mutanten wurden die PCR- und die Vektorfragmente von
pBBP22 bzw. pBBP41 mittels BstXI-Schnittstellen isoliert, ligiert und elektrokompetente
E. coli TG1-F-Zellen (Abschnitt 2.2.2.2) mit dem Ligierungsansatz transformiert. 100 bis
150 pl der transformierten Zellsuspension wurde vorsichtig auf einer hydrophilen Membran
(GVWP; 0,22 um Porengrof3e), die auf einer LB/Amp-Agarplatte platziert wurde, ausplattiert.

Nach einer Inkubation von 7 h bei 37°C hatten sich Kolonien von ca. 0,5 mm Grof3e gebildet.

In der Zwischenzeit wurde eine hydrophobe Membran (Immobilon P; 0,45 pm Porengrdf3e)
nacheinander fiir je 5 min bei RT in Methanol, Wasser und sterilfiltrierten TBS geschwenkt.
AnschlieBend wurde sie fiir 4 h bei RT in 10 ml einer Losung von 10 mg/ml HSA in TBS
geschwenkt. Verbliebene Bindungsstellen auf der Membran wurden durch Inkubation mit
dem gleichen Volumen 3 % (w/v) BSA in TBS/T 0,5 fiir 2 h bei RT abgesittigt. Die Membran
wurde zweimal fiir jeweils 5 min mit sterilem TBS gewaschen und danach fiir 10 min in
10 ml LB/Amp-Medium, dem 200 pg/l Anhydrotetracyclin zugesetzt wurden, geschwenkt.
Danach wurde sie auf eine Kulturplatte mit LB/Amp-Agar, der zusdtzlich 200 pg/l
Anhydrotetracyclin enthielt, gelegt.

Die hydrophile, mit Kolonien bewachsene Membran wurde vorsichtig auf die mit HSA
beschichtete Membran aufgelegt und die Position der beiden Membranen zueinander durch
Durchstechen mit einer feinen Nadel gekennzeichnet. Die Kulturplatte mit den beiden
Membranen wurde bei 22°C fiir 16 h inkubiert. Wéhrend dieser Phase wurden die jeweiligen
BBP-Varianten als Fusionsproteine von den Kolonien sekretiert und mittels Komplexbildung
zwischen der ABD und dem HSA auf der unteren Membran immobilisiert. Im Anschluss an
die Inkubation wurde die obere Membran mit den Kolonien auf eine frische LB/Amp-Platte

transferiert und bei 4°C konserviert.



52 Material & Methoden

Die hydrophobe untere Membran wurde von der Platte abgehoben, dreimal fiir 10 min mit je
25 ml TBS/T 0,1 gewaschen und anschliefend fiir 1 h in 10 ml einer Losung mit 10 pg/ml
Digoxigenin oder Biotin markierten Zielproteinen (G9-Cystatin-Hiss, Wildtyp BBP-Hiss und
G9-Cystatin-Strep II) und 100 pM NiSO, in TBS/T 0,1 inkubiert.

Zur Herstellung der Biotin-Konjugate wurden die entsprechenden rekombinanten Proteine
zunidchst mittels Gelfiltration (PD-10) gegen PBS umgepuffert. Die erhaltenen 3,5 ml Protein-
16sung wurden unter Riihren bei RT langsam mit einem zehnfachen molaren Uberschuss von
D-Biotinoyl-g-aminocapronsiure-N-hydroxysuccinimidester in DMSO versetzt. Nach ein-
stiindiger Inkubation wurden die tiberschiissigen Reagenzien mittels Gelfiltration (PD-10) ab-
getrennt und dabei gleichzeitig der Puffer gegen TBS ausgetauscht. Die Herstellung der
Digoxigenin-Konjugate wurde auf dieselbe Weise unter Anwendung von einem zweifachen
molaren Uberschuss von Digoxigenin-3-O-methylcarbonyl-g-aminocapronsiure-N-hydroxy-
succinimidester (DIG-NHS) in DMSO durchgefiihrt.

Um durch die BBP-Varianten gebundenes Biotin- oder Digoxigenin-Konjugat nachzuweisen,
wurde die Membran nach jeweils dreimaligem Waschen fiir 5 min mit 25 ml TBS/T 0,1 und
PBS/T 0,1 fiir 1 h mit 10 ml eines ExtrAvidin®-Alkalische-Phosphatase-Konjugates (1:10000
in PBS/T 0,1 verdiinnt) oder eines Anti-Digoxigenin F,-Alkalische-Phosphatase-Konjugates
(1:1000 in PBS/T 0,1 verdiinnt) inkubiert. Danach wurde die Membran fiir jeweils 5 min
zweimal mit 25 ml PBS/T 0,1 gewaschen, zweimal mit dem gleichen Volumen PBS und
schlieBlich kurz in AP-Puffer geschwenkt. Fiir die anschlieBende chromogene Nachweis-
reaktion (Blake ef al.,1984) wurde die Membran in 10 ml AP-Puffer, dem 30 pul BCIP-Losung
(50 pg/ml in DMF) und 5 pl NBT-Losung (75 pg/ml in 70 % (v/v) DMF) zugesetzt waren,
inkubiert, bis deutliche Farbsignale an den Positionen einiger Kolonien zu erkennen waren.
Die Férbereaktion wurde durch Waschen mit Wasser gestoppt und die Membran getrocknet.
Kolonien, die starke Farbsignale auf der hydrophoben Membran hervorriefen, wurden

ausgewdhlt, kultiviert und ihre Plasmid-DNA isoliert und analysiert.

2.4 Funktionelle Produktion rekombinanter Proteine in E. coli

Zur Produktion von Proteinen in E. coli wurden Expressionsvektoren verwendet, die fiir eine
Fusion des maturen Proteins mit der bakteriellen Signalsequenz des E. coli-eingenen dulleren
Membranproteins A (OmpA) codieren. Diese Signalsequenz ist fiir die Sekretion des Proteins
in den periplasmatischen Raum, in dem sich die Disulfidbriicken ausbilden koénnen,
verantwortlich (Skerra & Pliickthun, 1988). Durch selektive Permeabilisierung der dufleren
Membran nach Induktion der Genexpression kann das rekombinante Protein aus diesem

Zellkompartiment in prozessierter und gefalteter Form isoliert werden. Dabei wird die duflere
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Membran von E. coli durch die Komplexierung zweiwertiger Ionen mit EDTA unter
hypertonischen Bedingungen — eingestellt durch eine hohe Konzentration an Saccharose —
destabilisiert, wodurch die 16slichen periplasmatischen Proteine von den Sphéroplasten mit
den darin enthaltenen cytoplasmatischen Proteinen abgetrennt werden. Der ganze Vorgang

wird durch Zugabe von Lysozym unter Abbau des Peptidoglycans gefordert.

2.4.1 Gentechnische Herstellung von G9-Cystatin

Zur Produktion von rekombinantem G9-Cystatin im E. coli Stamm JM83 wurde das
Expressionsplasmid pLOES fiir das Fusionsprotein mit dem Hiss-tag und das Plasmid

pCys-Strep 11 fiir das Fusionsprotein mit dem Strep-tag Il verwendet.

50 ml LB/Amp-Medium wurden mit einer entsprechend transformierten Kolonie des E. coli-
Stammes JM83 angeimpft und bei 37°C und 200 rpm iiber Nacht im Schiittelinkubator
kultiviert. Danach wurden 2 1 LB/Amp-Medium im Verhidltnis 1:50 mit der stationiren
Ubernachtkultur angeimpft. Die Kultur wurde bei 22°C und 200 rpm geschiittelt und ihr
Wachstum durch regelméflige Probenentnahme zur Messung der optischen Dichte verfolgt.
Bei ODsso = 0,5 wurde die Genexpression durch Zugabe von IPTG (1 M in ddH,O) zu einer
Endkonzentration von 1 mM induziert. Die Induktionsdauer betrug fiir das Fusionsprotein mit

dem Strep-tag 11 3 h und fiir dasjenige mit dem Hise-tag 14 h.

Zur Ernte der Zellen wurde die Kultur auf sechs Zentrifugenbecher verteilt und abzentrifugiert
(SLA-3000, 5000 rpm, 4°C, 15 min). Der Medieniiberstand wurde durch Abpipettieren
vollstindig entfernt, das Sediment in insgesamt 1/100 des Kulturvolumens (20 ml) eiskalten
Periplasma-Aufschlusspuffer resuspendiert und 100 pl Lysozymldsung (10 mg/ml im
Periplasma-Aufschlusspuffer) zugesetzt. Fiir den Periplasmaaufschluss der G9-Cystatin-Hise
produzierenden Zellen wurden wegen der hohen Zelldichte 45 ml des Periplasma-
Aufschlusspuffers, dem 15 mg Lysozym zugesetzt waren, verwendet. Die Zellsuspension
wurde fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Sphéroplasten in zwei
aufeinanderfolgenden Zentrifugationsschritten abgetrennt (Sigma 4K10, 5000 rpm, 4°C,
15 min sowie SS-34, 15000 rpm, 4°C, 15 min). Der klare periplasmatische Extrakt wurde
iiber Nacht gegen das 100-fache Volumen des bei der darauffolgenden Affinitits-
chromatographie verwendeten Puffers dialysiert (Abschnitt 2.5.1.1 bis 2.5.1.2).

Fiir die spitere Analyse mittels SDS-PAGE wurde auch ein Gesamtzellextrakt der Kultur als
Probe entnommen. 1 ml der Kultur wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefél} iiberfiihrt und durch
Zentrifugation (Eppendorf 5415 C, 14000 rpm, 4°C, 3 min) sedimentiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen in 80 pl Benzonaseldsung (12,5 U/ml in Benzonasepuffer)
resuspendiert. Durch Zugabe von 20 ul 5x Auftragspuffer (reduzierend) fiir SDS-PAGE
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wurden die Zellen unter vorsichtigem Mischen lysiert. Im Verlauf einer einstiindigen
Inkubation auf Eis wurde die Nukleinsdure durch die Benzonase hydrolysiert. Danach wurde
der Gesamtzellaufschluss bis zur Analyse durch SDS-PAGE bei -20°C eingefroren.

2.4.2 Gentechnische Herstellung von BBP-Varianten im Schiittelkolben

Zur Produktion rekombinanter BBP-Varianten oder Fusionsproteine in E. coli wurden die
Expressionsplasmide pBBP21, pBBP25 und pBBP34 verwendet.

2 1 LB-Selektivmedium wurden im Verhiltnis 1:50 mit einer stationiren Ubernachtkultur
eines entsprechend transformierten E. coli-Stammes angeimpft und bis zu einer Zelldichte von
ODsso = 0,5 im Schiittler bei 22°C und 200 rpm kultiviert. Die Produktion des rekombinanten
Proteins wurde durch Zugabe von Anhydrotetracyclin (2 mg/ml in DMF) zu einer End-
konzentration von 200 pg/l induziert. Die Induktionsdauer betrug abhingig vom Protein
2,5 bis 3 h. Die Zellernte wurde nach oben angefiihrter Vorschrift unter Zugabe von 20 ml
eiskalten Periplasma-Aufschlusspuffer und 100 pl Lysozymlosung (10 mg/ml in Periplasma-
Aufschlusspuffer) durchgefiihrt.

Die gentechnische Produktion der BBP-Varianten im E. coli-Stamm MC4100Askp wurde bei
30°C durchgefiihrt. Die Induktion erfolgte bei einer Zelldichte von ODsso = 0,8 — 1,0.

2.4.3 Gentechnische Herstellung von BBP-Varianten im Laborfermenter

Groflere Mengen eines rekombinanten Proteins wurden in einem von Schiweck & Skerra

(1995) etablierten diskontinuierlichen Fermentationsverfahren in E. coli produziert.

Die Bakterienzellen wurden dazu im 10 1-Mafstab in einem synthetischen Mineralsalz-
medium kultiviert, dem Ammoniak als Stickstoff- und Glucose als Kohlenstoffquelle
zugesetzt wurde. Durch Kontroll- und Regeleinheiten fiir die Temperatur, den pH-Wert und
den Sauerstoffpartialdruck wurden homdostatische Bedingungen iiber den gesamten Verlauf
der Fermentation gewdhrleistet. Als Expressionsstamm wurde dabei E. coli K12 Stamm
KS272 eingesetzt.

Fir die Vorvorkultur wurden 2 ml LB-Selektivmedium mit einer frisch transformierten
Einzelkolonie angeimpft und fiir 10 - 12 h bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Die Anzucht der
Vorkultur erfolgte in 360 ml Mineralsalzlosung, der 40 ml 20 % (w/v) Glucose, 4 ml 1 M
MgSO,, 400 pl Antibiotika-Stammlésung und 400 pl Thiamin-Hydrochlorid-Stammldsung

zugesetzt worden waren. Die Vorkultur wurde im Verhéltnis 1:1000 mit der Vorvorkultur



Material & Methoden 55

angeimpft und fiir ca. 24 h bei 30°C und 220 rpm inkubiert. Die Zelldichte der stationédren
Vorkultur betrug ODsso = 1,3. Zur Bestimmung der optischen Dichte wurden der Kultur

entnommene Proben mit der Mineralsalzlosung entsprechend verdiinnt.

Der 10 1 Fermenter wurde mit 7 1 Mineralsalzlosung befiillt, sterilisiert und auf dem
Magnetriihrer befestigt. Vor dem Animpfen der Fermenterkultur wurde auf 30°C temperiert
und {iber einen Trichter folgende sterile Losungen zugegeben: 800 ml 20 % (w/v) Glucose,
80 ml 1 M MgSO., je 8 ml entsprechende Antibiotika- und Thiamin-Hydrochlorid-Stamm-
16sung, je 4 ml FeCl;- und Zn(OAc),-Losung, 10 ml Spurenelement-Losung und 200 pl
30%-ige Antifoam A-Ldsung. Die Beliiftung fand zu Beginn mit Druckluft statt, worauthin
dem im begasten Medium herrschenden Sauerstoffpartialdruck der relative Wert ,,100 %
zugeordnet wurde. Wihrend des Verlaufs der Fermentation wurde der Sauerstoffpartialdruck
durch gesteuerte Begasung mit Druckluft bzw. spiter reinem Sauerstoff auf einen Wert
> 30 % des urspriinglichen Sittigungsdrucks eingestellt. Der pH-Wert wurde durch Titration
mit 12,5 % (w/v) Ammoniak bei pH 7,0 konstant gehalten. Die Riihrgeschwindigkeit betrug
470 rpm (entsprechend 40 % der Maximalleistung des Gerits).

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 ul Antifoam A-
Losung zugegeben. Um die Bakterienkultur wéhrend der exponentiellen Wachstumsphase
ausreichend mit Kohlenstoff zu versorgen, wurde eine 50 % (w/v) Glucoseldosung nach

folgendem Protokoll zugegeben:

Ab einer Zelldichte von ODsso = 7,5 Zugabe von 28 ml/h

=12,5 " 40 ml/h
=18,5 " 60 ml/h
=225 " 80 ml/h

Weiterhin wurden der Kultur bei ODssp = 13 nochmals je 4 ml FeCls- und Zn(OAc),-
Stammlosung und 10 ml der Spurenelement-Losung zugesetzt. Die Genexpression wurde bei
einer Zelldichte von ODssy = 20 durch Zugabe von 0,5 mg Anhydrotetracyclin/l Kultur
(Stammlosung 5 mg/ml in DMF) induziert, die Kultivierung fiir weitere 2,5 h fortgesetzt und
die Zellen dann ziigig durch Zentrifugation (5000 rpm, 4°C, 20 min) geerntet.

Die sedimentierten Zellen wurden mithilfe eines Spatels in ein kaltes 1000 ml-Becherglas
iiberfiihrt und in vorgekiihltem Periplasma-Aufschlusspuffer fiir 10 min auf einem
Magnetriihrer (300 rpm) resuspendiert. Das eingesetzte Puffervolumen betrug 2 ml 1! OD.
Die Zellsuspension wurde anschliefend auf 15 mM EDTA (Stammlésung 500 mM EDTA
pH 8,0) und 250 pg Lysozym/ml (Stammlosung 20 mg/ml in Aufschlusspuffer, frisch

angesetzt) eingestellt und fiir 20 min auf Eis inkubiert, um einen vollstindigen Periplasma-
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aufschluss zu erreichen. Der periplasmatische Proteinextrakt wurde in einem ersten
Zentrifugationsschritt (SLA1500, 15000 rpm, 4°C, 20 min) von den Sphéroplasten grob
getrennt. In einem zweiten Zentrifugationsschritt (SLA1500, 15000 rpm, 4°C, 40 min) wurde
der Extrakt von verbliebenen Zellen und Zellresten geklart und anschlieBend aufgeteilt gegen
20 1 Chromatographiepuffer dialysiert. Die im Periplasmaextrakt noch enthaltenen Schweb-
stoffe wurden durch erneute Zentrifugation (SS34, 15000 rpm, 4°C, 30 min) und Steril-
filtrieren abgetrennt und die so erhaltene Proteinlosung entweder sofort zur Affinitdts-

chromatographie eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

2.5 Proteinchemische Methoden

2.5.1 Chromatographische Verfahren

Zur Isolierung von Proteinen aus der periplasmatischen Zellfraktion von E. coli mithilfe von
Affinititspeptiden wurde, im Falle der Proteine die das Strep-tag trugen, die Streptavidin-
Affinitdtschromatographie (Skerra & Schmidt, 2000) und fiir die Proteine mit dem Hiss-
Anhéngsel die Metallchelat-Affinitdtschromatographie (IMAC, Immobilized Metal Affinity
Chromatography; Porath et al., 1975) verwendet. Zur Untersuchung des Oligomerisierungs-
verhaltens der rekombinanten Proteine und deren Feinreinigung wurde zudem die Gel-

permeations-Chromatographie verwendet.

2.5.1.1 Affinititschromatographie an Streptavidin-Sepharose

Rekombinante Proteine, die das Affinitdtsanhéngsel Strep-tag Il (Schmidt ef al., 1996) trugen,
wurden durch Affinitdtschromatographie mit kovalent an Sepharose gekoppeltem Streptavidin
gereinigt. Dabei wurde das rekombinante Protein iiber das Strep-tag reversibel an das
Streptavidin der Siulenmatrix gebunden, wihrend Proteine ohne Affinititsanhingsel die
Sdule passierten und durch Waschen entfernt wurden. Das auf der Sdule immobilisierte
rekombinante Protein wurde in einem weiteren Schritt unter sehr milden Bedingungen
kompetitiv mit D-Desthiobiotin eluiert. Die Chromatographie wurde durch Verfolgung der

Proteinkonzentration mittels eines UV/VIS-Durchflussphotometers bei 280 nm dokumentiert.

Die verwendeten Streptavidin-Chromatographiesdulen wurden iiblicherweise mit 5 mg
Streptavidin-Mutante 1 (Voss und Skerra, 1997) pro ml Gelmaterial gekoppelt. Die Siule
wurde mithilfe einer peristaltischen Pumpe mit einer konstanten Flussrate von 10 Séulen-
volumina pro Stunde betrieben und zunichst mit SA-Puffer bis zum Erreichen einer stabilen

Basislinie dquilibriert. AnschlieBend wurde der gegen SA-Puffer dialysierte und sterilfiltrierte
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(0,45 pm) periplasmatische Proteinextrakt auf die Sdule aufgetragen und der Durchlauf
aufgefangen. Pro ml Sdulenvolumen wurden 10 ml Periplasmaextrakt aufgereinigt. Nach dem
Waschen mit SA-Puffer bis die Absorption des Durchlaufs annihernd den Ausgangswert
erreicht hatte, wurde das iiber das Strep-tag an die Sdule gebundene rekombinante Protein mit
einer 2,5 mM Losung von D-Desthiobiotin in SA-Puffer eluiert. Das Eluat wurde mithilfe
eines Fraktionssammlers aufgefangen. Die Elutionsfraktionen wurden auf ihren Gehalt an
rekombinantem Protein und dessen Reinheit durch SDS-PAGE analysiert. Die geeigneten
Fraktionen wurden vereinigt, zur Entfernung des D-Desthiobiotins gegen einen geeigneten
Puffer dialysiert, sterilfiltriert (0,45 um) und dann bei 4°C gelagert.

Zur Regenerierung der Sdule wurde das D-Desthiobiotin durch Spiilen mit 5 mM HABA in
SA-Puffer bis zur intensiven Orangefdarbung des Sédulenmaterials verdringt. Das HABA
wurde schlieBlich durch Spiilen mit SA-Puffer bis zur vollstindigen Entfarbung der Saule

entfernt.

2.5.1.2 Metallchelat-Affinititschromatographie

Die Metallchelat-Affinitdtschromatographie (Immobilized Metal Affinity Chromatography,
IMAC; Porath et al., 1975) beruht auf der Bindungswechselwirkung von funktionellen Grup-
pen auf der Proteinoberfliche, vor allem von Cystein- oder Histidin-Seitenketten, zu
Ubergangsmetallionen. Auch rekombinante Proteine mit kiinstlich angehiuften Oligohistidin-
Sequenzen kdnnen wegen ihrer ausgepriagten Affinitdt zu chelatisierten Metallionen auf diese
Weise gereinigt werden (Hochuli ef al., 1988; Skerra et al., 1991b). Die Immobilisierung der
Ubergangsmetallionen erfolgt durch chelatisierende chemische Gruppen, die auf einem
Sdulenmaterial fixiert sind. In dieser Arbeit wurde Chelating Sepharose Fast Flow, eine
Chromatographie-Matrix mit Iminodiessigsdure-Gruppen (IDA) als Chelatbildner eingesetzt.
Als Ubergangsmetallion wurde Zn?>* verwendet. Zur Metallbindung des rekombinanten

Proteins diente das C-terminale Hisq-tag.

Zur Durchfiithrung der Chromatographie wurde die Sepharose zunichst bei einer konstanten
Flussrate von 10 Sdulenvolumina pro Stunde mit Wasser gespiilt und anschlieBend mit
10-fachem Séulenvolumen einer 10 mM ZnSO4-Losung beladen. Nicht gebundene Zn**-Ionen
wurden durch erneutes Waschen mit 10 ml Wasser entfernt und die Sdule wurde mit CP-
Puffer &4quilibriert. AnschlieBend wurde der dialysierte und sterilfiltrierte (0,45 pm)
Periplasmaextrakt (jeweils 10 ml pro ml Sdulenvolumen) aufgetragen und bis zum Erreichen
der Basislinie mit CP-Puffer gespiilt. Das gebundene Protein wurde durch Anlegen eines
linearen Konzentrationsgradienten mit 80 ml Volumen von 0 bis 300 mM Imidazol in CP-

Puffer bei einer zur Hélfte reduzierten Flussrate eluiert. Das gereinigte Protein wurde durch
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SDS-PAGE analysiert, gegen einen geeigneten Puffer dialysiert, sterilfiltriert (0,45 pm) und
bei 4°C gelagert.

Die Sdule wurde anschlieBend durch Spiilen mit 15 ml Regenerierungspuffer (1 M NaCl,
50 mM EDTA pH 8,0) und 10 ml Wasser von den Metallionen befteit.

2.5.1.3 Gelpermeations-Chromatographie

Die Gelpermeations-Chromatographie ermdglicht eine Auftrennung verschiedener Molekiile
nach ihrer Grofe und Form. Sie wurde zur Auftrennung und Reinigung heterogener Protein-
proben im Anschluss an die Affinititschromatographie sowie zur Untersuchung von deren

Oligomerisierungsstatus (Abschnitt 3.4.3) verwendet.

Hierzu wurde eine analytische Superdex 75 HR 10/30 Gelfiltrationssdule mit einem Sdulen-
bettvolumen von 24 ml und einen Aufldsungsbereich von 3 bis 75 kDa verwendet. Alle
verwendeten Chromatographie-Puffer wurden zuvor sterilfiltriert (0,45 pum) und durch
Anlegen eines Vakuums fiir 30 min unter Riihren entgast. Die Chromatographie wurde bei
einer konstanten Flussrate von 0,5 ml/min mit einem Akta[] Purifier- sowie Dynamax SD-300
HPLC-System betrieben. Die Probe wurde iiber eine Probenschleife von 500 pl Volumen auf
die Saule appliziert. Der Verlauf der Chromatographie und die Retentionszeiten wurden
anhand der Absorption des Eluats bei 280 nm beobachtet. Die Sdule wurde zuvor mit

Proteinen bekannter Molekularmasse kalibriert.

2.5.1.4 Anionenaustausch-Chromatographie

Die Anionenaustausch-Chromatographie ermdglicht eine Auftrennung verschiedener Proteine
anhand ihres isoelektrischen Punktes (pl). Das Prinzip dieser Trennung beruht auf dem
Austausch von Ionen, die elektrostatisch an eine chemisch inerte, unlosliche Sdulenmatrix
gebunden sind, mit den Ionen der das rekombinante Protein enthaltenden Losung, die auf die

Saule aufgetragen wird.

Zur Abtrennung der BBP-Variante HisAC* von dem nativen SKP in der Proteinpraparation
wurde aufgrund eines sehr basischen pl-Wertes von SKP (9,52) eine Anionenaustauschsiule
(Poros HQ, 1,7 ml CV) gewéhlt. Die Matrix dieser Sdule besteht aus quervernetzten Poly-
Styrol-Divinylbenzol-Partikeln die mit positiv geladenem quartdrneren Polyethylenimin als
funktioneller Oberflachengruppe gekoppelt sind. Die Chromatographie wurde mit dem
Laufpuffer AX1-L (25 mM Tris/HCI) bei pH 9,0 durchgefiihrt. Unter diesen Bedingungen
bindete die BBP-Variante gut an die Oberflichengruppen der Séule, wohingegen positiv



Material & Methoden 59

geladenes SKP mangels Interaktion im Durchlauf erschien. Um das gewiinschte Protein in
reiner Form zu eluieren, wurde ein linearer Gradient mit 20 Siulenvolumina des
Elutionspuffers AX1-E (25 mM Tris/HCI, 1 M NaCl, pH 9,0) angelegt.

Zur Reinigung der BBP-Variante EPI1.44C4 wurde aufgrund ihres sehr sauren pI-Wertes von
4,60 die Anionenaustauschsidule Resource Q (I ml CV) gewéhlt. Die Poly-Styrol-Divinyl-
benzol Matrix dieser Sédule ist mit quartirneren Ammoniumionen als funktionellen
Oberflachengruppen belegt. Die Chromatographie wurde mit dem Laufpuffer AX2-L (20 mM
NaPi) bei pH 5,5 durchgefiihrt. Um das gewiinschte Protein scharf getrennt von anderen
gebundenen Proteinen zu eluieren, wurde ein linearer Konzentrationsgradient mit 40 Sdulen-
volumina des Elutionspuffers AX2-E (20 mM NaPi, 1 M NaCl, pH 5,5) verwendet.

Die aufzureinigenden Proteinproben wurden mittels einer 5 ml Schleife aufgetragen und
anschliefend die nicht gebundenen Proteine mit 5 Sdulenvolumina des entsprechenden
Laufpuffers ausgewaschen. Die Chromatographie wurde mit einer Flussrate von 4 ml pro min
betrieben und der Verlauf anhand der Absorption bei 280 nm beobachtet. Uber einen
Fraktionssammler wurden Fraktionen gesammelt und anschlieBend mittels SDS-PAGE auf

Gehalt und Reinheit untersucht.

2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen in Abhédngigkeit von ihrer Molmasse wurde die dis-
kontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) eingesetzt (Laemmli,
1970). Dabei kam das Hochsalz-Puffersystem von Fling & Gregerson (1986) zur Anwendung,
mit dem eine erhohte Auflosung erreicht wird. Die aufgetrennten Proteine wurden im
Anschluss an die Elektrophorese durch Anfirbung mit Coomassie Brilliant Blau R250

sichtbar gemacht.

Die Gelelektrophorese erfolgte in der Regel in Trenngelen mit einer Grof3e von 8 x 5,5 cm bei
einer Dicke von 0,75 mm. Zur Erzeugung eines Paares von 15 %igen SDS-Gelen wurden

folgende Losungen verwendet:

Trenngel: Sammelgel:

Rotiphorese Gel 30 5,0 ml Rotiphorese Gel 30 1,0 ml
4x Lower-Tris 2,5 ml 4x Upper-Tris 1,5 ml
H,O 2,5 ml H,O 3,5 ml
TEMED 2,5 ul TEMED 3,0 ul

APS 10 % w/v 50 pl APS 10 % w/v 36 ul
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Zur Herstellung der Gele wurden zwei sorgfiltig gesduberte Glasplatten (10 cm x 8 cm) mit
Abstandshaltern mittels Metallklammern zusammengeheftet und die entstandene Gelkammer
mit einer Silikondichtung abgedichtet. Danach wurden 4,5 ml polymerisierende Trenngel-
Losung zwischen die Glasplatten gefiillt und mit 1 ml Wasser iiberschichtet, um Luftzutritt zu
vermeiden. Nach Beendigung der Polymerisation (ca. 45 min) wurde das Wasser abgegossen,
polymerisierende Sammelgel-Losung eingefiillt und der Taschenformer eingesetzt. Nachdem
das Sammelgel polymerisiert war, wurden die Metallklammern und der Taschenformer sowie
die Silikondichtung vorsichtig entfernt, das Gel in eine vertikale Elektrophoresekammer

gespannt und mit Fling & Gregerson-Laufpuffer befiillt.

Proteinproben, deren Volumen weniger als 20 pl betrug, wurden jeweils mit den
entsprechenden Pufferlésungen auf 20 pl aufgefiillt, mit 5 pl 5x Auftragspuffer fiir SDS-
PAGE versetzt, gemischt und zur Denaturierung fiir 5 min im Metallblockthermostat auf 95°C
erhitzt. Nach anschlieBender Inkubation auf Eis wurden die Proteinlésungen kurz zentrifugiert
und mithilfe einer 50 ul-Glasspritze in die Probentaschen gefiillt. Die Elektrophorese wurde
bei einer maximalen Spannung von 120 V und einer maximalen Stromstidrke von 30 mA
durchgefiihrt, bis der Bromphenolblau-Marker gerade aus dem Gel herausgelaufen war
(ca. 2 h). Zur Sichtbarmachung der Proteinbanden wurde das Gel fiir 30 min in Féarbelosung
geschwenkt und anschlieBend zur Entfirbung des Hintergrundes mittels Entférbelosung
sichtbar gemacht. Das Gel wurde in Aufbewahrungslosung bei 4°C gelagert und schlieBlich

zur Konservierung im Geltrockner getrocknet.

2.5.3 Konzentrierung von Proteinen

Fiir verschiedene Experimente wurden konzentrierte Proteinlésungen benétigt. Dazu wurde
das gereinigte Protein zundchst dreimal gegen den gewiinschten Puffer dialysiert und die
Losung mittels einer Konzentratoreinheit (Amicon®) mit einer geeigneten Ausschlussgrofie
(5, 10 oder 30 kDa) durch Zentrifugation (Sigma 4K10, 4°C, 3.000 g) auf ein der
gewlinschten Konzentration entsprechendes Volumen eingeengt. Die Proteinldsung wurde
dann in ein ReaktionsgefdB3 iiberfiihrt, eventuell aggregiertes Protein durch Zentrifugation
abgetrennt (Eppendorf 5415 C, 4°C, 20 min, 14.000 rpm) und der Uberstand abgenommen.
Die Konzentration einer 1:10 verdiinnten Probe der Losung wurde schlieBlich durch Messung
der Absorption bei 280 nm bestimmt. Um die Unversehrtheit der Ultrafiltrationsmembran
sicherzustellen wurde auch der Proteingehalt des Durchlaufs der Konzentratoreinheit UV-

spektrometrisch untersucht.
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2.5.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Konzentration von gereinigten Proteinldsungen wurde durch Absorptionsmessung bei
280 nm — unter Beriicksichtigung der Eigenabsorption des fiir die vorherige Dialyse

verwendeten Puffers — mithilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes ermittelt:
A=s-c-d ey

Die dazu notwendigen molaren Extinktionskoeffizienten wurden jeweils mithilfe des
Computerprogramms ,,Peptidesort aus dem GCG-Programmpaket (Devereux et al., 1984)
errechnet (siche Tabelle 3). Sie werden dabei ndherungsweise als Summe der Absorptions-
beitrdge der aromatischen Aminosduren Tryptophan und Tyrosin der vollstindig entfalteten
Polypeptidkette bestimmt (Gill & von Hippel, 1989).

Protein €25 [M'em]
G9-Cystatin-Hisg 13757
G9-Cystatin-Strep 11 17900
wt BBP-Hiss 49050
wt BBP-Strep 11 54860
wt BBP-bla 82680
His1AC* 57990
His1AC*-bla 85810
His1AC*-16 57870
EPIL.44 56590
EPIL.44C4 56470

Tabelle 3: Molare Extinktionskoeffizienten verschiedener in dieser Arbeit verwendeter rekombinanter Proteine
nach Abspaltung der Signalsequenz bei 280 nm.

2.5.5 Trichloressigsiure-Fillung von Proteinen

Um besonders niedrig konzentrierte Proteinlosungen auf einem SDS-PAGE Gel durch
Farbung mit Coomassie Brilliantblau sichtbar zu machen, wurde mit den Proben vor dem
Auftragen auf das Gel eine Féllung mit Trichloressigsdure (TCA) durchgefiihrt. Hierfiir wurde
die Proteinlosung mit dem gleichen Volumen einer 20 % (w/v) TCA Ldsung versetzt und der
Ansatz fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das gefillte Protein prézipitiert
(Eppendorf, 4°C, 15 min, 14.000 rpm) und der Uberstand abgenommen. Danach wurde das
Prizipitat durch Zugabe von 300 pl eiskalten Aceton gewaschen (Eppendorf, 4°C, 5 min,
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14.000 rpm), der Uberstand entfernt und das Protein in 20 pl Wasser aufgenommen. Die
Losung wurde anschlieBend mit 5 pl 5x Auftragspuffer fiir SDS-PAGE versetzt, fiir 5 min im
Metallblockthermostat auf 95°C erhitzt und gelelektrophoretisch analysiert (Abschnitt 2.5.2).

2.5.6 N-terminale Proteinsequenzierung

Zur Identifizierung von charakteristischen Verunreinigungen in bestimmten Protein-
priparationen, die durch Streptavidin-Affinitditschromatographie erhalten wurden, wurde eine
N-terminale Edman-Sequenzierung vorgenommen. Dazu wurden 5 bis 15 pug des Proteins in
einer SDS-PAGE unter Verwendung eines glycinfreien Laufpuffers (100 mM Tris, 100 mM
Borsdure, 0,1 % SDS, pH 8,3) aufgetrennt. Alle anderen zur Elektrophorese verwendeten
Puffer entsprachen den iiblicherweise fiir die SDS-PAGE (Abschnitt 2.5.2) benutzten
Losungen. Nach dem Elektrotransfer (siehe Abschnitt 2.6.2) auf eine Immobilon-P-Membran
unter Verwendung des genannten Borat-Elektrophoresepuffers unter Zusatz von 20 % (v/v)
Methanol als Transferpuffer wurde die Membran fiir 5 min in Coomassie-Férbelosung
geschwenkt und anschlieBend bis zum Verblassen des Hintergrundes mit Entfarbelosung
behandelt. Die Membran wurde mit bidestilliertem Wasser gewaschen, dann getrocknet und
die angefirbte Bande des zu sequenzierenden Proteins ausgeschnitten. Die eigentliche
Sequenzierung wurde von Dr. P. Koéhler von der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebens-
mittelchemie in Garching mithilfe eines Protein-Sequencer Typ Procise 492 (Applied
Biosystems, Weiterstadt) durchgefiihrt.

2.5.7 Chemische Quervernetzung

Chemische Quervernetzung (Crosslinking) von Proteinen durch DSS (Disuccinimidylsuberat)
nach Hill et al. (1979) ist eine Methode zur Untersuchung des Oligomerisierungsverhaltens
von Proteinen. DSS bildet mit den Aminogruppen von Lysinseitenketten stabile
Amidverbindungen und verkniipft in Komplexen befindliche Proteinmolekiile auf diese Weise
kovalent. Die chemische Quervernetzung wurde nach der Vorschrift von T. Tudyka (Tudyka,
1998) durchgefiihrt.

Dazu wurde die zu untersuchende Proteinlosung zunichst mittels Gelfiltration (PD-10) gegen
TEA-Puffer (0,5 M NaCl, 0,2 M Triethanolamin/HCI] pH 8,5) dquilibriert. 100 pul der so
erhaltenen Proteinlosung mit einer Konzentration von 300 pg/ml wurden mit 5 pl einer
frischen 1 mg/ml DSS-Ldsung in wasserfreiem DMF vermischt und unter leichtem Riihren
bei Raumtemperatur fiir 1 h inkubiert. Das Reaktionsprodukt wurde auf einem 15 % SDS-

Polyacrylamidgel unter nicht-reduzierenden Bedingungen analysiert.
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2.6 Immunchemische Methoden

2.6.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Bindungsaktivitdt von BBP-Varianten bzw. deren Fusionsproteinen mit der B-Lactamase
gegeniiber ihrem Antigen wurde mithilfe von ELISA Experimenten nachgewiesen. Dazu
wurde das Antigen an die Oberflache einer Mikrotiterplatte adsorbiert und nach Inkubation
mit BBP-Varianten bzw. deren Fusionsproteinen dessen Bindung durch chromogene
Enzymreaktion detektiert. Die rekombinanten BBP-Varianten bzw. deren Fusionsproteine
wurden vor der Verwendung im ELISA durch Affinitdtschromatographie gereinigt und einmal

gegen TBS dialysiert.

Enzymatisches Detektionsverfahren mithilfe der Alkalischen Phosphatase:

Die Bindung unterschiedlicher BBP-Varianten an das Hise-tag (présentiert an verschiedenen
rekombinanten Proteinen) wurde anhand des C-terminalen Strep-tag II-Affinititsanhdngsels
der BBP-Varianten detektiert (Schmidt & Skerra, 1993; Schmidt et al., 1996; Skerra &
Schmidt, 2000). Alle Inkubationsschritte wurden bei 25°C durchgefiihrt. Zur chromogenen
Nachweisreaktion diente die enzymbkatalysierte Hydrolyse von p-Nitrophenylphosphat (pNPP)
zu p-Nitrophenolat. Diese Reaktion wurde spektralphotometrisch bei einer Wellenldnge von
405 nm im ELISA Photometer Spectra-Max 250 quantifiziert.

Zur Durchfiihrung des Assays wurden die Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit je 50 ul einer
Losung von 10 bzw. 100 pg/ml des Hise-tag Trigerproteins (G9-Cystatin-Hiss, BBP-Hiss bzw.
IN1-Hise ) in TBS befiillt und fiir 2 h inkubiert. Danach wurde die Antigenldsung ausgegossen
und die Platte zur Entfernung von Fliissigkeitsresten ausgeklopft. Unbelegte Bindungsstellen
wurden nach dreimaligem Waschen mit TBS/T 0,1 durch einstiindige Inkubation der
Vertiefungen mit 200 pl 3 % (w/v) BSA in TBS/T 0,5 abgesittigt. Die Vertiefungen wurden
daraufhin dreimal mit TBS/T 0,1 gespiilt und ausgeklopft. Anschlieend wurden jeweils in die
erste Vertiefung einer Reihe 100 pl einer 100 nM Losung der gereinigten BBP-Variante in
TBS/T 0,1 in Gegenwart von 100 uM NiSO4 bzw. 1 mM EDTA pipettiert. In den darauf-
folgenden Vertiefungen jeder Reihe wurden zundchst 50 ul TBS/T 0,1 in Gegenwart von
100 uM NiSO4 bzw. 1 mM EDTA vorgelegt. Ausgehend von der Proteinlosung der ersten
Vertiefung wurden jeweils 50 pl der Proteinlosung entnommen, in die darauffolgende
Vertiefung pipettiert, gemischt und auf diese Weise eine Verdiinnungsreihe hergestellt. Nach
1 h Inkubation wurde erneut dreimal mit TBS/T 0,1 gewaschen und 50 pl einer 1:1000-
Verdiinnung von Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat in TBS/T 0,1 in die
Vertiefungen gegeben. Es wurde fiir 1 h inkubiert, die Losung entfernt und jeweils zweimal
mit TBS/T 0,1, TBS und PBS gewaschen. Der Nachweis gebundener BBP-Varianten erfolgte
nach Zugabe von 100 pl einer Losung von 0,5 mg/ml p-Nitrophenylphosphat in AP-Puffer.
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Die Platte wurde in das auf 25°C temperierte Photometer eingesetzt, und nach 5 miniitiger

Aquilibrierung wurde die Zunahme der Absorption bei 405 nm fiir 30 min aufgezeichnet.

Zum Vergleich der Abhéngigkeit der Bindung der BBP-Varianten zum Hise-tag von der Art
des Ubergangsmetallions wurde die Inkubation in Anwesenheit von Ni**, Zn** bzw. Cu®*
durchgefiihrt.

Alternativ dazu wurde die Bindung der BBP-Varianten zu G9-Cystatin mit unterschiedlichen
Affinitdtsanhingseln untersucht. Dazu wurden die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit
50 pl einer Losung von 10 ug/ml des G9-Cystatin-Hiss bzw. G9-Cystatin-Strep 11 in TBS
befiillt und wie oben angefiihrt behandelt. Zur Herstellung der Verdiinnungsreihen wurden
Digoxigenin markierte BBP-Varianten (Abschnitt 2.3.6) verwendet und deren Bindung durch
eine Inkubation mit 50 pl 1:2500-Verdiinnung von Anti-Digoxigenin-F,,-Alkalische-
Phosphatase-Konjugat in TBS/T 0,1 detektiert.

Enzymatisches Detektionsverfahren mithilfe der 3-Lactamase:

Zum direkten Nachweis von Fusionsproteinen aus BBP-Varianten und der (-Lactamase
diente die enzymkatalysierte chromogene Umsetzung von 3-(2,4-Dinitrostyryl)-(6R,7R)-7-(2-
thienylacetamido)-ceph-3-em-4-carboxyséure, E-Isomer (Nitrocefin; O'Callaghan et al., 1972,
Abbildung 5).
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Abbildung 5: Reaktionsgleichung der B-Lactamase katalysierten Hydrolyse von Nitrocefin

Zundchst wurden die Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit je 50 pl einer Ldsung von
10 pg/ml G9-Cystatin-Hiss in TBS befiillt und fiir 2 h inkubiert. Unbelegte Bindungsstellen
wurden nach dreimaligem Waschen mit TBS/T 0,1 durch einstiindige Inkubation der
Vertiefungen mit 200 pul 3 % (w/v) BSA in TBS/T 0,5 abgesittigt. Gleichzeitig wurden zuvor
nichtbelegte Vertiefungen mit derselben Losung inkubiert und dienten innerhalb des
Versuches als Negativkontrolle. Die Vertiefungen wurden darauthin dreimal mit TBS/T 0,1
gespiilt und ausgeklopft. AnschlieBend wurden jeweils in die erste Vertiefung einer Reihe
100 pl einer 500 nM Losung des gereinigten His1AC*/[-Lactamase-Fusionsproteins in TBS/
T 0,1 in Gegenwart von 100 uM NiSO, pipettiert. Die Verdiinnungsreihe des Fusionsproteins

wurde wie oben beschrieben hergestellt. Nach 1 h Inkubation wurde die Losung entfernt und
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jeweils zweimal mit TBS/T 0,1, TBS und PBS gewaschen. Danach wurden 100 pl einer
Losung von 50 pg/ml Nitrocefin in PBS, 0,5 % (v/v) DMSO in jede Vertiefung pipettiert. Die
Platte wurde in das auf 25°C temperierte Photometer eingesetzt, und die Zunahme der
Absorption bei 486 nm fiir 5 min aufgezeichnet.

Bestimmung der apparenten Dissoziationskonstanten mittels ELISA:
Im thermodynamischen Gleichgewicht einer Reaktion gilt:

[P]+[S]=[P-L] ()
Dabei ist die Dissoziationskonstante K definiert als:

x —LPHL] 3)
P [PL]

mit [P] als Konzentration des unkomplexierten Proteins, [L] als Konzentration des

unkomplexierten Liganden und [P-L] als Konzentration des ProteineLigand-Komplexes.

Ersetzt man — anhand der Bilanzgleichungen fiir die bimolekulare Komplexbildung — die
Konzentrationen [P] = [P],— [P-L] und [L] = [L]; — [P-L] mit [P], als Gesamtkonzentration des
eingesetzten Proteins und [L], als Gesamtkonzentration des Liganden bei dem jeweiligen

Titrationsschritt, ergibt sich:

([P],—[P-L])([L]~[P-L]) (4)
| P-L]

K,=
Unter der Annahme, dass [P], >> [P-L] ist, ergibt sich daraus durch Auflésung nach [P-L]:

[P-Ll=75rm " 5)
+

Dabei entspricht [P], der eingesetzten bekannten Konzentration der BBP-Variante bzw. des

Fusionsproteins in der jeweiligen Vertiefung der Mikrotiterplatte. [ P-L] wird indirekt anhand

der katalytischen Aktivitdt des flir die gemessene Umsetzung verwendeten Enzymkonjugats

quantifiziert. Als anzupassende Parameter bei der Variation von [P]; verbleiben somit die

Gesamtkonzentration des immobilisierten Liganden [L], sowie die gesuchte Dissoziations-

konstante Kp.

Auf diese Weise wurden durch Auftragen der Anfangsgeschwindigkeiten der gemessenen
Absorptionsidnderungen AA/At [10%/min] = mOD/min gegen die jeweilige Protein-
konzentration der Verdiinnungsstufe und Anpassung der erhaltenen Kurve mithilfe des
Computerprogramms ,,Kaleidagraph® gemdll Gleichung (5) die Parameter K, sowie [L];
bestimmt (Voss & Skerra, 1997).
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2.6.2 Western Blotting

Zur Demonstration der Bindungsaffinitit verschiedener BBP-Varianten bzw. deren Fusions-
proteine sowie zum immunchemischen Nachweis eines Proteins in einem Proteingemisch
wurde die Methode des Western Blot verwendet. Das Proteingemisch wird zunéchst mittels
SDS-PAGE-Gelelektrophorese aufgetrennt, anschlieBend durch Elektrotransfer auf eine
hydrophobe Membran iiberfiihrt und das gewiinschte Protein schlieBlich in einem

immunchemischen Verfahren selektiv angefarbt.

Die SDS-PAGE wurde wie in Abschnitt 2.5.2 beschrieben durchgefiihrt und das Trenngel
anschlielend fiir 20 min in Transferpuffer (20 % (v/v) Methanol-haltigem Fling & Gregerson
Laufpuffer) geschwenkt. Der Elektrotransfer erfolgte, wenn nicht anders beschrieben, auf eine
Nitrocellulose-Membran. Fiir den Elektrotransfer wurden 4 Blatt Whatman-Filterpapier
(8,5 cm x 5,5 cm) mit Transferpuffer getrankt und unter Vermeidung von Luftblasen auf die
Edelstahl-Kathode der Elektroblot-Apparatur gelegt. Darauf wurden das Trenngel, die mit
Transferpuffer benetzte Membran sowie weitere 4 Blatt getrinktes Whatman-Filterpapier
gestapelt. Nach Aufsetzen der Graphit-Anoden wurde der Elektrotransfer fiir 1 h bei einer
konstanten Stromstirke von 50 mA (ca. 1 mA/cm?) betrieben. Die Nitrocellulose-Membran
wurde entnommen und dreimal fiir jeweils 15 min in 10 ml TBS/T 0,1 geschwenkt. Danach
wurde die Membran fiir 1 h mit 10 ml einer 1:1000 Verdiinnung des jeweiligen Nachweis-
reagenzes in TBS/T 0,1 unter leichtem Schwenken inkubiert und anschlieBend jeweils
zweimal fir 5 min mit TBS/T 0,1, PBS/T 0,1 und PBS gewaschen. Im Fall der Proteine mit
Strep-tag 11 Affinitdtsanhdngsel diente als Nachweisreagenz ein Streptavidin-Alkalische-
Phosphatase-Konjugat, wihrend im Fall des Hiss Affinititsanhidngsels ein Ni-NTA-
Alkalische-Phosphatase-Konjugat verwendet wurde. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe
von NBT und BCIP (Abschnitt 2.3.6) gestartet und nach Erreichen der gewiinschten
Bandenintensitit durch mehrfaches Waschen mit destilliertem Wasser gestoppt. Die Membran

wurde abschlieBend zwischen zwei Filterpapieren getrocknet.

Enzymatischer Bindungsnachweis mithilfe der Alkalischen Phosphatase:

Nach dem Elektotransfer auf eine Nitrocellulose-Membran wurde die Membran durch eine
Inkubation mit 3 % (w/v) Magermilchpulver in TBS/T 0,5 fiir 1 h abgesattigt, dreimal mit je
10 ml TBS/T 0,1 gewaschen und fiir 15 min in 10 ml 1 mM NiSO4 in TBS/T 0,1 geschwenkt.
AnschlieBend wurde mit 10 ml einer 100 nM Loésung Digoxigenin-markierter (Abschnitt
2.3.6) BBP-Variante EPI.44C4 in TBS/T 0,1 in Gegenwart von 1 mM NiSO,4 fiir 1 h
inkubiert. Die Membran wurde dreimal fiir jeweils 15 min in 10 ml TBS/T 0,1 geschwenkt.
Zum Nachweis des gebundenen Proteins wurden die Digoxigenin-Gruppen mit 10 ml einer

1:1000 Verdiinnung von Anti-Digoxigenin-F,,-Alkalische-Phosphatase-Konjugat in TBS/
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T 0,1 inkubiert und anschliefend jeweils zweimal fiir 5 min mit TBS/T 0,1, PBS/T 0,1 und
PBS gewaschen. Die Anfarbung erfolgte wie unter Abschnitt 2.3.6 beschrieben.

Enzymatischer Bindungsnachweis mithilfe der B-Lactamase:

Nach dem Elektotransfer auf eine Immobilom-P Membran wurde die Membran durch
Inkubation fiir 1 h mit 3 % (w/v) BSA in TBS/T 0,5 abgesittigt, dreimal mit 10 ml TBS/T 0,1
gewaschen und anschlieBend fiir 1 h mit 10 ml einer 300 nM Losung von Hisl AC*/
[-Lactamase-Fusionsproteins in TBS/T 0,1 in Gegenwart von 1 mM NiSO, inkubiert. Danach
wurde die Membran jeweils dreimal fiir 5 min mit TBS/T 0,1 und mit TBS gewaschen. Die
Anfarbung erfolgte durch Zugabe von 5 ml einer Losung mit 0,5 mM NBT und 1 mM
TIC (7B-(2-Thienylacetamido)-3-(indolylthiolyl)-3-cephem-4-carboxylsdure; Abbildung 6;
freundlicherweise von Dr. R. Medina synthetisiert) in TBS pH 8,0 8 % (v/v) DMF.

N H
(@)
T s
(@)

Abbildung 6: Die Strukturformel von TIC (7B-(2-Thienylacetamido)-3-(indolylthiolyl)-3-cephem-4-
carboxylsdure)

TIC

2.7 Biophysikalische Methoden

2.7.1 Massenspektrometrie

Zur Bestimmung der Molmasse verschiedener Proteine wurde die TOF (Time of Flight)
Massenspektometrie mit zwei unterschiedlichen Ionisierungsmethoden angewendet. Dabei
erfolgt die Trennung der Ionen nach der Beschleunigung in einem elektrischen Feld anhand

der unterschiedlichen Laufzeiten entsprechend dem jeweiligen Molmasse/Ladungs-Verhéltnis
(m/z).

Das MALDI-TOF-Verfahren (Matrix Assisted Laser Desorption-lonisation — TOF'; Zenobi &
Knochenmuss, 1998) dient der zerstorungsfreien Uberfithrung von Proteinmolekiilen in die
Gasphase nach Kokristallisation mit einer lichtabsorbierenden sublimierbaren Matrix, in
diesem Fall a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure mit einem Absorptionsmaximum bei 337 nm.
Durch gepulstes Einstrahlen von Licht eines N,-Lasers mit einer Wellenldnge von 337 nm
kommt es zu einer thermisch induzierten Sublimation der Matrixmolekiile, wobei auch die

Proteinmolekiile freigesetzt und schlielich im Spektrometer aufgetrennt werden konnen. Die
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massenspektrometrische Untersuchungen wurden von Dr. F. J. Winkler, Lehrstuhl fiir
Biologische Chemie TU Miinchen, mithilfe eines Massenspektrometers des Typs Biflex III
(Brucker Instruments, Leipzig) durchgefiihrt.

Beim ESI-TOF-Verfahren (Electrospray-lonisation — TOF; Cole, 1997) wird eine verdiinnte
Probenlosung in ein elektrisches Feld schonend verspriiht und ionisiert. Dabei entstehen sehr
kleine geladene Losungsmitteltropfchen, aus denen nach Verdampfen des Losungsmittels
ionisierte Proteinmolekiile schlieBlich in das Massenspektrometer geleitet werden. Diese
Untersuchungen wurden von Dr. H. Stalz, Lehrstuhl fiir Chemie der Biopolymere TU
Miinchen, an einem Q-ToF Ultima Gerit (Waters Corporation, Eschborn) durchgefiihrt.

Fiir die Messungen wurden 100 pl einer 0,1 mg/ml Proteinlésung in Mikrodialysiereinheiten
(10 kDa MWCO) dreimal im Verhéltnis 1:100 gegen Wasser dialysiert. Die Masse der
Proteine wurde anhand der m/z-Skala als Signal fiir das einfach positiv geladene Molekiil

bestimmt.

2.7.2 Fluoreszenztitration

Zur Bestimmung der Dissoziantionskonstante K, von Komplexen aus der BBP-Variante EPII.
44C4 und einem Hexahistidinpeptid wurden Fluoreszenztitrationen mit dem synthetischen
Abz-Hise-Peptid durchgefiihrt. Dabei wurde die Abnahme der intrinsischen Tryptophan-
Fluoreszenz des Proteins bei der Komplexbildung mit dem Peptid-Liganden (Quenching)
gemessen. Als Resonanz-Energie-Akzeptor fungierte die 2-Aminobenzoylgruppe (Abz), die
an den N-Terminus des Hexahistidinpeptids gekoppelt war. Die Messungen erfolgten mit
einem Fluoreszenzphotometer des Typs LS 50 B (Perkin Elmer) bei einer

Anregungswellenlidnge von 280 nm und einer Emissionswellenldnge von 340 nm.

Durchfiihrung:

Die Proteinlosungen wurden dreimal gegen TBS Puffer dialysiert und sterilfiltriert (0,45 um),
bevor die Konzentration eingestellt wurde. Zur Messung wurden 2 ml einer 1 uM Protein-
16sung in TBS in Gegenwart oder Abwesenheit von NiSOy, in einer Quarzkiivette (1 cm?) mit
Riihrfisch vorgelegt und im Probenhalter des Photometers auf 25°C temperiert. Anschlieend
wurden insgesamt bis zu 40 pl einer 1 mM Ldsung des Abz-Hise-Peptids in TBS in Schritten
von 1 pl bis 4 pl zupipettiert. Die dabei stattfindende Verdiinnung der Proteinlésung um
insgesamt maximal 2 % blieb bei der nachfolgenden Auswertung der Daten unberiicksichtigt.
Nach jedem Titrationsschritt wurde zur Gleichgewichtseinstellung fiir I min unter Riithren im

Dunkeln inkubiert und das Fluoreszenzsignal anschlieend als Mittelwert iiber 10 s gemessen.
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Nach der Subtraktion des Fluoreszenzwertes fiir den Puffer wurden die Signale auf einen
Anfangswert von 100 % normiert.

Bestimmung der Dissoziationskonstanten:

Im Verlauf der Fluoreszenztitration ldsst sich die Komplexbildung aus Protein (£) und Ligand
(L) durch das Massenwirkungsgesetz beschreiben (sieche Abschnitt 2.6.1). Die
Dissoziationskonstante K, ergibt sich gemil Gleichung (4). Daraus ergibt sich durch

Auflésen nach den entsprechenden Konzentrationsvariablen [P-L], [P] und [L]:

P PLHLL K J (PLHLLE KD py 11) ®)
P Ik J (PLHLL KO gy ™
=tk J (PLALLKS (pg7) ®)

Die gemessene Fluoreszenz F setzt sich aus den Fluoreszenzbeitrdgen der im Gleichgewicht

vorliegenden Spezies zusammen.
F:fP[P]+fL[L]+fPL[P'L] ©)

Dabei stehen fp, f, und fp, fiir die jeweiligen molaren Fluoreszenzkoeffizienten. Nach
Einsetzen der Gleichungen 6-8 in Gleichung 9 ergibt sich:

[FI=(PY L]~ K ) 2E+1L) - Pl K ) e+ (P4 L4 K ) L2
NPy (T SRS 10

Da der Ligand unter den gegebenen Messbedingungen keine Eigenfluoreszenz aufwies, wurde

Gleichung 10 mit f; = 0 vereinfacht zu:

[FI=(PL~1L]~K ) 22+ P+ L]+ K ) 222
NP RN (R ET (n

Die korrigierten Fluoreszenzwerte eines Titrationsexperimentes wurden gegen die
Gesamtkonzentration [L], des zugegebenen Liganden aufgetragen. Die Anpassung der Kurve
erfolgte gemidB  Gleichung (11) durch nicht-lineare Regression mithilfe des

Computerprogramms ,,Kaleidagraph* unter Anpassung von f», f», und Kp.



70 Material & Methoden

2.7.3 Oberflichenplasmon-Resonanzspektroskopie (SPR)

Zur Quantifizierung der Bindungsaffinitit der BBP-Variante HisIAC* gegeniiber dem Hise-
tag prasentiert am rekombinanten G9-Cystatin wurde die Methode der Oberfldchen-
Plasmonresonanz in einem BIACORE X System in Verbindung mit dem CM-5 Sensorchip
verwendet. Uber die Carboxyl-Gruppen der Carboxydextran-Matrix wurde das gentechnisch
hergestellte G9-Cystatin-Hise mittels Amin-Kopplung kovalent an der Sensorchip-Oberflache
immobilisiert, und seine Interaktion mit der BBP-Variante His1AC* — in unterschiedlichen
Konzentrationen eingesetzt — wurde daraufhin in Echtzeit gemessen. Das mit einem Rechner
und der BlAcoreX Control Software (Version 2.1) gesteuerte System gestattet den
kontinuierlichen Fliissigkeitsstrom durch anwdhlbare Kanéle iiber die Sensorchip-Oberfliche,
so dass entweder Laufpuffer aus einem Reservoir oder die zu untersuchenden Losungen iiber

die Probenschleife geleitet werden konnen.

Kovalente Immobilisierung von G9-Cystatin-Hise auf der Sensorchip-Oberflache:

Fiir die effiziente kovalente Beladung ist eine Anreicherung des Proteins durch ionische
Wechselwirkung mit der negativ geladenen Carboxydextran-Oberfliche des CMS5-Sensor-
chips essentiell (Preconcentration Effect). Deshalb wurde das G9-Cystatin-Hiss mit einem pl
von 7,0 fir die Immobilisierung in einem 10 mM MES Puffer pH 6,0 appliziert, bei dessen
pH-Wert das Protein positiv geladen vorliegt. Die Aktivierung der Carboxydextran-
Oberflache erfolgte durch Derivatisierung mit 35 pl einer 1:1 Mischung von 0,2 M EDC
(1-Ethyl-3-(3-dimethyl-aminopropyl)carbodiimid ~ Hydrochlorid) und 0,05 M NHS
(N-Hydroxysuccinimid), wodurch N-Hydroxysuccinimidester auf der Sensorchip-Oberflache
generiert werden. Daraufhin wurden 35 pl einer 100 pg/ml Losung des zu immobilisierenden
Proteins auf Kanal Nr. 1 appliziert, wobei die kovalente Immobilisierung durch Ausbildung
von Amidbindungen zwischen den freien Aminogruppen seiner Lysin-Seitenketten und den
Carboxygruppen der Sensorchip-Oberflache erfolgte. Nach Abséttigung verbliebener NHS-
Estergruppen durch Injektion von 35 pl 1 M Ethanolamin war die Chip-Oberfldche fiir

Bindungsanalysen bereit. Kanal 2 diente zur Kontrolle und blieb unbehandelt.

Durchfiihrung von Messungen der Bindungsaffinitt:

Alle Messungen wurden bei 25°C und einem kontinuierlichen Pufferfluss von 5 pl/min
durchgefiihrt. Als Laufpuffer und zur Losung der verwendeten Proteine wurde sterilfiltrierter
und entgaster TBS/P-Puffer (TBS mit 0.005 % Detergenz P-20) benutzt. Fiir eine Interaktions-
analyse wurde eine Reihe an Losungen mit unterschiedlichen Konzentrationen von His1AC*
in TBS/P mit 100 pM NiSO,4 vermessen. Dazu wurden 80 pl der Proteinldsung in die in Reihe
geschalteten Kanéle injiziert und danach durch kontinuierlichen Pufferfluss fiir 10 Minuten

nachgewaschen. Durch eine 5 s Puls-Injektion von 50 mM NaOH wurde die Oberfldche des
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Sensorchips regeneriert und fiir die ndchste Messung vorbereitet. Zur Bestimmung der
Abhéngigkeit des Bindungsverhaltens zwischen Hise-tag und Hisl1AC* von der Ni*'-
Konzentration wurden jeweils 80 pl 500 nM Losung von HislIAC* mit unterschiedlichen

NiSOs-Konzentrationen injiziert.

Bestimmung der Dissoziationskonstanten:

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten wurden die Messkurven einer Gleichgewichts-
analyse unterzogen. Dabei wurde das gemessene Bindungssignal (in Resonance Units, RU)
des Kanals 1 um das Hintergrund-Signal des unbelegten Kontrollkanals 2 mithilfe der B/A-
evaluation Software (Version 3.0) korrigiert. Die maximalen Resonanzsignale fiir die
Gleichgewichtsphase jeder Messkurve wurden bestimmt und anschlieBend gegen die
eingesetzte Konzentration des Proteins bzw. der Ni*" Ionen aufgetragen. Die erhaltenen
Punkte wurden durch nicht-lineare Regression unter Verwendung von Gleichung (5)

angepasst (Voss & Skerra, 1997) und die Dissoziationskonstante (Kp) ermittelt.

2.8 Enzymkinetische Methoden

Die Bestimmung der kinetischen Parameter filir die 3-Lactamase als Fusionsprotein mit einer
BBP-Variante erfolgte nach dem Formalismus von Michaelis und Menten (1913). Dabei
wurde die Umsatzrate fiir das Substrat Nitrocefin (O'Callaghan et al., 1972) durch Messung
der enzymatischen Anfangsgeschwindigkeit in Abhingigkeit von der Substratkonzentration

ermittelt.

Die Messungen wurden bei 25°C mithilfe eines SpectraMAX 250 Instruments in
Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen jedes Ansatzes
betrug 105 pl bei einer konstanten Endkonzentration des Fusionsproteins von 10 nM mit
0,1 M NaPi, pH 7,0 als Reaktionspuffer. Die verwendeten Substrat-Endkonzentrationen
betrugen zwischen 20 und 300 uM ausgehend von einer frischen 1 mM Stammlésung (1 mM
Nitrocefin in 100 mM NaPi pH 7,0, 0,5% (v/v) DMSO), die entsprechend verdiinnt wurde.
Die Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit der enzymatisch katalysierten Hydrolyse von
Nitrocefin (Abbildung 5) erfolgte durch Messung der Absorptionsdnderung bei 486 nm {iiber

1 min, wobei die Absorption alle 10 Sekunden gemessen wurde.

Die Werte fiir die Anfangsgeschwindigkeit innerhalb einer Messreihe wurden gegen die
jeweils eingesetzte Substratkonzentration [S] aufgetragen und die Ky~ und v,.-Werte unter
Verwendung der Michaelis-Menten-Gleichung (12) mithilfe des Computerprogramms

,,JKaleidagraph® durch nicht-lineare Regression bestimmt.
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e (12)

[S]+K
Hierbei bezeichnet v = die stationdre Anfangsgeschwindigkeit, vmax = die maximale stationdre
Anfangsgeschwindigkeit (bei Substratsittigung) = k.[E], Kuw = die Michaelis-Menten

Konstante, k.., = die Wechselzahl und [E], = die Gesamt-Enzymkonzentration.

2.9 Computerprogramme und Datenbanken

Zur Analyse von DNA- und Proteinsequenzen sowie zur Planung von Oligodesoxy-
nukleotiden fiir die ortsgerichtete Mutagenese und die PCR wurden die Programme MAP,
MAPSORT, TRANSLATE, PEPTIDESORT und der Sequenzeditor SEQED aus dem GCG-

Programmpaket (Devereux ef al., 1984) eingesetzt.

Die Visualisierung von dreidimensionalen Proteinstrukturen wurde mithilfe des Programms
Insight II (Version 95.0.3, Biosym Technologies) an einer Indigo 2-Workstation der Firma
Silicon Graphics durchgefiihrt. Alternativ wurden unter OSX / Windows XP die Visuali-
sierungsprogramme PyMOL™ Molecular Graphics System, Version 0.95 (Warren L. DeLano,
,»The PyMol Molecular Graphics System*, DeLano Scientific LLC, San Carlos, CA, USA;
http://www.pymol.org) und Swiss-PdbViewer Version 3.7 (Glaxo Smith Kline;

http://www.expasy.org/spdbv/) eingesetzt.

Die grafische Auswertung von Messwerten erfolgte mithilfe des Programms
,Kaleidagraph* (Abelbeck). Gele aus der SDS-PAGE Analyse und Western Blots wurden
mithilfe eines Scanners und des Programms Adobe Photoshop (Adobe Systems Inc.)

digitalisiert und das erhaltene Bild hinsichtlich Helligkeit und Kontrast optimiert.

Sequenz- und Strukturdaten von Proteinen sowie ggf. deren Analyse wurden durch die

Verwendung folgender im World Wide Web zuginglichen Datenbanken erhalten:

Protein Data Bank[] http:// www.rcsb.org/pdb/

ExPASy Molecular Biology Server http://www.expasy.ch/

Metalloprotein Database http://metallo.scripps.edu/



http://www.pymol.org/
http://metallo.scripps.edu/
http://www.expasy.ch/
http://www.rcsb.org/pdb/
http://www.expasy.orgspdbv/

Ergebnisse 73

3 Ergebnisse
3.1 Charakterisierung von Hiss-tag bindenden BBP-Varianten

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein fiir praktische Zwecke einsetzbares Anticalin mit
metallionenabhéngiger Bindungsaffinitit zu einem Hise-tag hergestellt bzw. optimiert werden.
Der Ausgangspunkt hierfiir bildete die BBP-Variante His1AC* (Weichel, 1997), die aus einer
BBP-Zufallsbibliothek mit einer Komplexitit von 3,7¢10* Varianten (Beste et al., 1999)
mittels Phage Display und Filter Sandwich Colony Screening Assay bereits isoliert worden
war. Als Ligand diente dabei G9-Cystatin-Hiss in Gegenwart von 100 uM Ni*".

Die selektierte BBP-Variante wurde urspriinglich als His1 bezeichnet und unterschied sich in
allen 16 randomisierten Aminosdurepositionen von dem Wildtyp-BBP (Abbildung 7).
Aullerdem trug sie einen weiteren zufalligen Aminosdureaustausch (Thr104—Pro) aullerhalb
der randomisierten Regionen. Um eine verbesserte Produktion und korrekte Ausbildung von
Disulfidbriicken dieser Variante im E. coli supE~ Stamm JM83 zu gewihrleisten, wurden
durch ortsgerichtete Mutagenese (Abschnitt 2.2.5.2) in der Peptidschleifenregion 1 das
Amber-Stoppcodon an Position 34 gegen ein Glutamincodon sowie ein Cysteincodon an
Position 36 gegen eines flir Serin ausgetauscht. Die durch diese Mutationen erhaltene Mutante
wurde His1AC* benannt.

20 30 40 50
TrpSerGlnTyrHisGlyLysTrpTrpGluValAlaLysTyrProAsnSerValGluLysTyrGlyLysCysGlyTrpAlaGluTyrThrProGluGlyLysSerValLysValSerAsn wt BBP
TGGTCCCAGTACCATGGTAAATGGTGGGAAGTCGCCAAATACCCCAACTCAGTTGAGAAGTACGGARAGTGCGGATGGGCTGAGTACACTCCTGAAGGCAAGAGTGTCAAAGTTTCGAAC 375

............................................. NNKNMSNNSNNK. . ...ttt ittt ittt ieeneneneeeaesesessenasesssesnasnsnsnsas. NNS Bibliothek
............................................. TAGGCGTGCTGG. « . o vt ittt ieeseeseieeeeaneasanaaennaeenaaannnsananannnnan..TCG His-1
AmbAlaCysTrp Ser
............................................. [ Ve 0 e 0 0 P o e His-1Ac*
GlnAlaSerTrp Ser
60 70 80 90

TyrHisValIleHisGlyLysGluTyrPheIleGluGlyThrAlaTyrProValGlyAspSerLysIleGlyLysIleTyrHisSerLeuThrTyrGlyGlyValThrLysGluAsnVal wt BBP
TACCACGTAATCCACGGCAAGGAATACTTTATTGAAGGAACTGCCTACCCAGTTGGTGACTCCAAGATTGGAAAGATCTACCACAGCCTGACTTACGGAGGTGTCACCAAGGAGAACGTA 495

S WNNML L. NNS. . .GGTACC. . v vttt tiiieneaannanannnnannnnannnnannnns NNS...NNK...... NNS...VVS...NNK... Bibliothek
CTTT . e TTC..... TG ettt et e s CAG...TTG...... GGC...CGG...GGG. .. His-1
Phe Phe Gln Leu Gly Arg Gly
B 5 TTC..... T CAG...TTG...... GGC...CGG...GGG. .. His-1Ac*
Phe Phe Gln Leu Gly Arg Gly
100 110 120 130

PheAsnValLeuSerThrAspAsnLysAsnTyrIleIleGlyTyrTyrCysLysTyrAspGluAspLysLysGlyHisGlnAspPheValTrpValLeuSerArgSerMetValLeuThr wt BBP
TTCAACGTACTCTCCACTGACAACAAGAACTACATCATCGGATACTACTGCAAATACGACGAGGACAAGAAGGGACACCAAGACTTCGTCTGGGTGCTCTCCAGAAGCATGGTCCTTTAC 615

............................................. NNM...NNS................00......NNS.. .NNM. ... ... ...ttt Bibliothek
............... L L € 1 X € N His-1
Pro Met Val Lys Asp
............... L . ¢ D ¥ Y € His-1AC*
Pro Met Val Lys Asp

Abbildung 7: DNA- und Aminoséuresequenz der BBP-Varianten His1 und HisIAC* im Vergleich zum Wildtyp-
BBP. Gezeigt ist der Bereich der Aminoséurepositionen 19 bis 138, der die gesamte durch die beiden Bs¢XI-
Schnittstellen (CCAN¢TGG, unterstrichen) flankierte Genkassette umfasst. Die degenerierten Codons fiir die
gerichtete Zufallsmutagenese sowie die betroffenen Aminoséurepositionen sind rot eingezeichnet. Die Amino-
sdurepositionen der vier Schleifenregionen sind unterstrichen (geméf Skerra, 2000). Aminosduresubstitutionen,
die die Variante HislAC* von der Variante Hisl unterscheiden, sind blau eingezeichnet. In den Gensequenzen
der BBP-Varianten sind nur diejenigen Basen und Aminoséuren angegeben, die sich von der Sequenz des
Wildtyp-BBP unterscheiden. Die gednderte Sequenz im Bereich der Codon-Positionen 71/72 (unterstrichen) ist
auf die Einfiihrung einer Kpnl-Erkennungssequenz zu analytischen Zwecken im Verlauf der PCR-Mutagenese
zuriickzufiihren (Beste, 1998). Die Nomenklatur der Zufallscodons folgt der NC-IUB (1985).
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3.1.1 Bakterielle Produktion der BBP-Variante His1AC* in JM83

Die bakterielle Produktion der BBP-Variante His1AC* wurde mit dem Expressionsplasmid
pBBP21 (Abbildung 8; Beste, 1998) durchgefiihrt. Dieses codiert fiir das Fusionsprotein des
BBP-Strukturgens mit der bakteriellen Outer Membrane Protein A (OmpA)-Signalsequenz
am N-Terminus und dem Strep-tag II-Affinititsanhingsel am C-Terminus. Durch die
bakterielle OmpA-Signalsequenz wird die Translokation des N-terminalen Segments des
Fusionsproteins iiber die innere Membran der Bakterienzelle in das Periplasma vermittelt
(Movva et al., 1980), wo sich die intramolekularen Disulfidbriicken des Proteins unter den
oxidierenden Bedingungen dieses Zellkompartiments ausbilden konnen. Dabei wird das
Signalpeptid abgespalten, so dass das mature rekombinante Protein {iber das am C-Terminus
fusionierte Affinitdtsanhéngsel aus der periplasmatischen Proteinfraktion isoliert werden
kann. Zusitzlich trdgt der Vektor das Strukturgen fiir die E. coli-eigene Disulfidisomerase
DsbC einschlieBlich deren ribosomaler Bindungsstelle (Zapun et al., 1995), was zu einer
Erhohung des Anteils an korrekt gefaltetem rekombinanten Protein beitragen kann (Schmidt
et al., 1998). Die aufeinanderfolgenden Strukturgene von BBP und dsbC bilden dabei ein
kiinstliches dicistronisches Operon unter der Transkriptionskontrolle des stringent regulierten

Tetracyclin-Promotor/Operators (Skerra, 1994).
Xbal gy X1

tetp/"ompA
bbp
ori strep I
dsbC
pBBP21

t
4467 bp lep

f1-1G
tetR
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Expressionsplasmides pBBP21. Das Strukturgen fiir ein Fusions-
protein aus dem OmpA-Signalpeptid, dem BBP und dem Strep-tag II steht unter der Kontrolle des Tetracyclin-
Promotor/Operators (fef*°). Alle anderen Abkiirzungen entsprechen denen in Abbildung 4. Bs¢XI, HindIll und
Xbal bezeichnen die Erkennungsstellen der entsprechenden Restriktionsendonukleasen. Der Leserahmen wird zur
Steigerung der Ausbeute des korrekt gefalteten Proteins von der Gensequenz fiir die Protein-Disulfidisomerase
DsbC einschlieBlich deren ribosomaler Bindungsstelle gefolgt und die Disulfidisomerase auf diese Weise
iiberexprimiert.
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Die bakterielle Produktion von His1AC* wurde im E. coli Stamm JM83 wie im Abschnitt
2.4.2 beschrieben durchgefiihrt. Die Induktionsdauer betrug 3 Stunden. Danach wurde das
Protein mittels Streptavidin-Affinitdtschromatographie (Abschnitt 2.5.1.1; Schmidt et al.,
1996; Skerra & Schmidt, 2000) gereinigt.

Die Analyse der Proteinproduktion und -reinigung durch SDS-PAGE zeigte, dass diec BBP-
Variante HislAC* zusammen mit einem kontaminierenden kleineren Protein mit einer

apparenten Grofle von 16 kDa aus dem bakteriellen Periplasma isoliert wurde (Abbildung 9).

1 2 3
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66,2 kDa — 2

—_— —
45,0kDa — | s —

—— —

— —

— —
3L,0kDa— | e <—

— —
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——— <— Verunreinigung
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Abbildung 9: SDS-PAGE-Analyse der Reinigung der rekombinanten BBP-Variante HislAC* aus dem Peri-
plasma von E. coli. Auf ein 15 %iges SDS Polyacrylamidgel wurde unter reduzierenden Bedingungen die
periplasmatische Proteinfraktion (1), der Durchlauf (2) sowie das Eluat der Streptavidin-Affinitéts-
chromatographie (3) aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mit Coomassie Brilliantblau
angefarbt.

Zur Identifizierung dieses kleineren Proteins wurde die His1AC*-Proteinpriparation nach der
Streptavidin-Affinitidtschromatographie mittels N-terminaler Sequenzierung und massen-
spektrometrischer Analyse untersucht. Die daraus ermittelte Aminosiduresequenz der ersten
10 Aminosdurereste und anschlieBende Datenbankrecherche lieferten als Ergebnis das
Seventeen Kilodalton Protein (Skp) aus E. coli K12. Die Molmasse wurde mittels MALDI-
TOF-Massenspektrometrie zu 15692,41 Da ermittelt, was in sehr guter Ubereinstimmung mit
der theoretisch berechneten Molmasse von 15691,7 Da fiir das mature Protein steht. Das
trimere periplasmatische Chaperon Skp (Holck & Kleppe, 1988; Korndorfer et al., 2004;
Schlapschy et al., 2004) ist am Transport von dufleren Membranproteinen (Omps: Outer
Membrane Proteins; Schifer et al., 1999, Bulieris et al., 2003) durch das Periplasma beteiligt,
indem es diese dort vermutlich durch Komplexierung vor Aggregation schiitzt. Es interagiert
mit verschiedenen Omps, die alle eine B-Barrel Topologie mit variierender Anzahl an

[B-Stringen besitzen.
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3.1.2 Versuche zur Abtrennung des mit His1AC* assoziierten Skp

Um die BBP-Variante HislAC* in reiner Form zu erhalten, wurde mittels chromato-
graphischer Methoden versucht, das Skp abzutrennen. Da allerdings Skp mit der BBP-
Variante zusammen aus dem Periplasma von E. coli isoliert wurde, konnte angenommen

werden, dass beide Proteine teilweise miteinander assoziiert sind.

Gelfiltrationsexperimente unter Verwendung verschiedener Puffer lieferten nicht den
gewiinschten Trenneffekt (Abschnitt 2.5.1.3; Daten nicht gezeigt). Waihrend unter
standardisierten Pufferbedingungen fiir die GroBenausschlusschromatographie (50 mM
NaH,PO4, 150 mM NaCl pH 7.5) kein Trenneffekt zu beobachten war, wurde durch
Erhohung der Ionenstirke (50 mM NaH,PO.,, 1 M NaCl pH 7.5) lediglich eine partielle
Trennung der beiden Proteine erreicht. Gelfiltrationsversuche unter leicht denaturierenden
Bedingungen (50 mM NaH,PO,, 150 mM NaCl pH 7.5, 1 M Harnstoff) fiihrten zu keiner

Auftrennung der beiden Proteine, was auf eine relativ stabile Interaktion hindeutet.

Aaso z o
500 mM NaCl 1 ) 3

97,4 kDa —
66,2 kDa —

45,0 kDa —

31,0 kDa —

21,5kDa —

14,4 kDa —

Durchfluff Elutionsgradient

Abbildung 10: Anionenaustausch-Chromatographie der rekombinanten BBP-Variante His1AC*. (A) Das aus der
Streptavidin-Affinitdtschromatographie erhaltene Eluat wurde gegen den Puffer AX1-L dialysiert und fiir die
Anionenaustausch-Chromatographie eingesetzt. Die ansteigende Natriumchlorid-Konzentration im Elutions-
gradienten von 0 bis 500 mM ist eingezeichnet. Die Fraktionen 1 und 2 wurden zwecks Aufkonzentrierung mit
TCA gefallt (Abschnitt 2.5.4). (B) Auf ein 15 %iges SDS Polyacrylamidgel wurde unter reduzierenden
Bedingungen eine Probe des Fluates der Streptavidin-Affinitdtschromatographie (1), des nicht an die
Anionenaustauscher-Matrix gebundenen Proteins (2) und der Eluatfraktion bei 200 mM NaCl (3) aufgetragen.
Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mit Coomassie Brilliantblau angefarbt.
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Aufgrund der unterschiedlichen kalkulatorischen isoelektrischen Punkte von Skp (pI = 9,52)
und His1AC* (pl = 6,24) wurde die Anionenaustausch-Chromatographie als weitere Trenn-
methode verwendet. Diese wurde wie im Abschnitt 2.5.1.4 beschrieben unter Verwendung
einer Poros HQ-Sdule und einem Puffer mit pH = 9,0 durchgefiihrt. Wie erwartet wurde das
unter diesen Bedingungen positiv geladene Skp von den Oberflichengruppen der
Sdulenmatrix nicht zuriickgehalten und fand sich mit einem Teil von His1AC* im Durchlauf
wieder. Zur Elution des gebundenen Proteins wurde ein linearer Salzgradient von 0 bis
1 M NaCl angelegt. Dabei wurde die BBP-Variante bei einer NaCl-Konzentration von ca.
200 mM in homogener Form von der Sdule eluiert (Abbildung 10).

3.1.3 Bakterielle Produktion von His1AC* in MC4100Askp

Um die Ausbeute der His1AC*-Produktion durch weitere Reinigungsschritte nicht unnétig zu
schmélern, wurde eine alternative Moglichkeit der Herstellung durch Anwendung des E. coli
Skp-Deletionsstammes MC4100Askp untersucht (Schifer et al., 1999). Dabei mussten die
Expressionsbedingungen hinsichtlich Temperatur und Zeitpunkt der Induktion erst optimiert
werden. Die hochste Ausbeute von 75 pg/l Kulturmedium (bei einer ODsso der
Expressionskultur zum Zeitpunkt der Ernte von 1,9) wurde durch Zugabe von 200 pg/l
Anhydrotetracyclin bei ODssp = 0,8 und einer Kultivierungstemperatur von 30 °C erzielt
(Tabelle 4). Nach dreistiindiger Induktion wurden die Zellen wie in Abschnitt 2.4.2
beschrieben geerntet und die periplasmatische Proteinfraktion isoliert. Daraus wurde das
sekretierte Protein mittels Strepavidin-Affinititschromatographie gereinigt (Abbildung 11).

Die kontaminierende Proteinbande bei 16 kDa trat hierbei erwartungsgemal nicht mehr auf.

%iﬁ;ii?:fl: Induktion Ausbeute .
°C] bei ODssy [ng/l Kulturmedium]
22 0,5 25
22 0,8 50
30 0,5 50
30 0,8 75

Tabelle 4: Optimierung der Expression von His1AC* in E. coli Stamm MC4100Askp. Die transformierten Zellen
wurden bei der angegebenen Temperatur kultiviert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde die
Proteinproduktion mit aTc fiir 3 Stunden induziert. Danach wurde die periplasmatische Zellfraktion isoliert, das
Protein mittels Streptavidin-Affinitdtschromatographie gereinigt und die Ausbeute anhand der Absorption bei
280 nm bestimmt.
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Abbildung 11: Produktion der BBP-Variante His1AC* im E. coli Stamm MC4100Askp. Auf ein 15 %iges SDS
Polyacrylamidgel wurden unter reduzierenden Bedingungen die periplasmatische Proteinfraktion (1), der
Durchlauf (2) sowie das Eluat der Streptavidin-Affinitdtschromatographie (3) aufgetragen. Nach der
Elektrophorese wurden die Proteine mit Coomassie Brilliantblau angefarbt.

3.1.4 Gentechnische Herstellung von G9-Cystatin-His,

Zur Untersuchung der Bindungseigenschaften der BBP-Variante HislIAC* zum Hise-tag
wurde das G9-Cystatin, welches am C-Terminus ein Histidinhexamer trégt, gewéhlt
(G9-Cystatin-Hise) und in E. coli IM83 produziert. Fiir die periplasmatische Produktion des
Proteins wurde ein Derivat des universellen Expressionsvektors pASK40 (Skerra et al.,
1991b), ndmlich das Plasmid pLOES5 (Abbildung 12A) verwendet. Dieses codiert unter der
Transkriptionskontrolle des lac-Promotors fiir ein Fusionsprotein aus dem OmpA-
Signalpeptid, der mit Gly9 (G9) beginnenden verkiirzten Variante des nativen Cystatins und
einem Hexahistidinpeptid (Auerswald et al, 1989; Essen, 1995).

Die funktionelle Produktion in E. coli IM83 (Abschnitt 2.4.1) und anschlieBende Reinigung
mittels Metallchelat-Affinitdtschromatographie (Immobilized Metal Affinity Chromatography,
IMAC; Porath et al., 1975; Abschnitt 2.5.1.2) waren fiir dieses Protein bereits etabliert (Essen,
1995). Bei Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (ODsso = 0,5) wurde mit 1 mM
IPTG fiir 16 Stunden induziert, ohne dass erkennbare Zelllyse eintrat. G9-Cystatin-Hiss wurde
in reiner Form und mit typischen Ausbeuten von 3,5 mg/l Kulturmedium nach der IMAC
erhalten (Abbildung 12B-C).
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Abbildung 12: Produktion von G9-Cystatin-Hiss in E. coli IM83/pLOES. (A) Schematische Darstellung des
Expressionsplasmides pLOES. Das Strukturgen fiir ein Fusionsprotein aus dem OmpA-Signalpeptid, G9-Cystatin
und dem Hise-tag steht unter der Kontrolle des lac-Promotors/Operators (lac”®). Die Abkiirzungen: lacl, lac-
Repressorgen; Erklarung der restlichen genetischen Elemente vgl. Abbildung 4. (B) Elutionsprofil der Reinigung
von G9-Cystatin-Hiss an Zn/IDA-Sepharose aus dem Periplasmaextrakt von E. coli IM83/pLOES mittels IMAC.
Die ansteigende Imidazolkonzentration im FElutionsgradienten von 0 bis 200 mM ist eingezeichnet. Das
Elutionsmaximum fiir G9-Cystatin-Hiss lag bei ca. 150 mM Imidazol. (C) Analyse der IMAC-Fraktionen aus (B)
durch SDS-PAGE. Aufgetragen wurden jeweils 20 pul des periplasmatischen Proteinextraktes (1), des nicht an die
Séule gebundenen Proteins (2) sowie die Elutionsfraktionen von schwach an die Séule gebundenem Wirtsprotein
(3) und schlieBlich das mit Imidazol eluierte rekombinante Protein (4-7).

3.1.5 Gentechnische Herstellung von Wildtyp-BBP-His,

Um zu beurteilen, ob BBP-Varianten mit dem Hise-tag oder mit dessen Tréger interagieren,

wurde in einigen Versuchen Wildtyp-BBP-Hise-tag eingesetzt.

Zur bakteriellen Produktion von Wildtyp-BBP-Hiss wurde das Expressionsplasmid pBBP25
(Abbildung 13A; Schlehuber, 2001), das unter der Transkriptionskontrolle des Tetracyclin-
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Promotor/Operators fiir ein Fusionsprotein aus dem OmpA-Signalpeptid, Wildtyp-BBP und

dem Hise-Anhéngsel codiert, verwendet.

Die periplasmatische Produktion von BBP-Hiss wurde in E. coli JM83 durchgefiihrt
(Abschnitt 2.4.2). Bei Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (ODsso = 0,5) wurde mit
200 pg/l Anhydrotetracyclin fiir 3 Stunden induziert. AnschlieBend wurde das Protein mittels
Metallchelat-Affinitdtschromatographie im Einschrittverfahren gereinigt (Abschnitt 2.5.1.2).
Dabei wurde das BBP-Hiss durch Anlegen eines linearen Imidazol-Gradienten bei ca.
150 mM Imidazol von der Séule eluiert. Die Analyse der eluierten Fraktionen durch SDS-
PAGE zeigte, dass hierbei reines Protein erhalten wurde. Unter nicht reduzierenden
Bedingungen konnten auf dem SDS-Polyacrylamidgel keine Verunreinigungen durch
Disulfidisomere des BBP-Hiss nachgewiesen werden, obwohl die Proteinproduktion mit
diesem Plasmid im Gegensatz zu pBBP21 ohne Uberexpression der Proteindisulfidisomerase

DsbC erfolgte (Abbildung 13B). Die Ausbeute betrug 375 pug/l Kulturmedium.

Bst XI

97,4 kDa —
Bst XI 66,2 kDa —

45,0 kDa —

pBBP25 his,

Yipp

f1-|7

31,0 kDa —

LLLLRRNE

3724 bp

21,5kDa—

I -

14,4 kDa —

Abbildung 13: Produktion von Wildtyp BBP-Hise in E. coli IM83/pBBP25. (A) Schematische Darstellung des
Expressionsplasmides pBBP25. Das Strukturgen fiir ein Fusionsprotein aus dem OmpA-Signalpeptid, BBP und
dem Hiss-tag steht unter der Kontrolle des tet-Promotors/Operators (tet”®). Die Abkiirzungen entsprechen denen
in Abbildung 4. (B) SDS-PAGE Analyse der Proteinreinigung mittels IMAC. Auf ein 15%iges SDS-Gel wurden
jeweils 20 ul des periplasmatischen Proteinextraktes (1), des nicht an die Séule gebundenen Proteins (2) sowie
der vereinigten Elutionsfraktionen (3: unter reduzierenden Bedingungen, 4: unter nicht reduzierenden
Bedingungen) aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mit Coomassie Brilliantblau angeférbt.
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3.1.6 Bestimmung der Affinitit von HislAC* fiir G9-Cystatin-Hiss mittels
Oberflachenplasmon-Resonanzspektroskopie (SPR)

Die Bestimmung der Dissoziationskonstante fiir den terndren Komplex aus G9-Cystatin-Hiss,
Ni** und HisIAC* erfolgte unter Anwendung der Oberflichen-Plasmonresonanz-
spektroskopie, mit der Bindungsereignisse mit hoher Empfindlichkeit und in sifu detektiert
werden konnen (Huber et al, 1999). Dabei wurde durch Carboxydiimidkopplung
G9-Cystatin-Hiss iiber die primdren Amingruppen der Lysinseitenketten an die
Carboxymethyldextran-Oberfliche eines CM-5 Sensorchips (O’Shannessy et al., 1992)

kovalent immobilisiert.

Die Bindungsexperimente wurden durch Injektion einer Konzentrationsreihe von His1AC* in
Gegenwart von 100 uM NiSO; (entsprechend der in den Selektionsexperimenten verwendeten
Ni**-Konzentration) durchgefiihrt. Die konzentrationsabhingige Komplexbildung zwischen
den Bindungspartnern konnte in Form eines Anstiegs des Resonanzsignals bis zum Ende der
Injektionsphase beobachtet werden (Abbildung 14). Auf dem Referenzkanal wurde dagegen

kein nennenswertes Bindungssignal an die Sensorchip-Oberfliche gemessen.

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante wurden die Messkurven unter Verwendung der
Gleichgewichtsanalyse ausgewertet (Neri ef al., 1996). Da bei diesen Experimenten keine
Gleichgewichtsphase erreicht wurde, wurden in erster Nidherung die maximalen
Bindungssignale einer Messkurve bei verschiedenen Analyt-Konzentrationen bestimmt, um
den Hintergrundwert des Referenzkanals korrigiert und gegen die jeweilige Konzentration des
Analyten aufgetragen. Die Komplex-Dissoziationskonstante Kp wurde mittels nichtlinearer
Regression bestimmt (Abschnitt 2.7.3; Abbildung 14B). Fiir die Bindung zwischen His1AC*
und G9-Cystatin-Hiss in Gegenwart von 100 uM NiSO, ergab sich somit ein Kp Wert von
2,2+0,5uM.

Im Weiteren wurde die Abhéngigkeit der Komplexbildung von der NiSO;-Konzentration
untersucht. Dazu wurden Bindungsexperimente mit einer 500 nM Proteinlésung von His1AC*
mit variierender NiSOs-Konzentration durchgefiihrt (Abbildung 14C) und erneut mittels
Gleichgewichtsanalyse ausgewertet. Dabei wurde ein steiler Anstieg der Komplexbildung bis
zu einer NiSO4-Konzentration von 50 uM beobachtet, welcher sich bei einer Konzentration

von 1 mM langsam einem Plateauwert anniherte (Abbildung 14D).

Die Ergebnisse der Oberflaichen-Plasmonresonanzspektroskopie zeigten, das die BBP-
Variante His1AC* eine Ni**-vermittelte Bindungsaffinitét zu Histidinhexameren im niedrigen

mikromolaren Bereich besitzt, welche allerdings von der Ni**-Konzentration abhéngig ist.
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Abbildung 14: Quantitative Analyse der durch Ni*-Ionen vermittelten Affinitdt zwischen HislAC* und
Hexahistidinpeptid, prisentiert an G9-Cystatin, durch Oberfldchenplasmon-Resonanzspektroskopie. Auf der
Carboxymethyldextran-Oberfldche des Flusskanals 1 wurde G9-Cystatin-Hiss (2600 RU) mittels Amin-Kopplung
wie unter Abschnitt 2.7.3 beschrieben kovalent immobilisiert. Der Flusskanal 2 diente als Referenz. (A)
Uberlagerung der Sensorgramme einer Konzentrationsreihe von His1AC*. Jeweils 80 pl einer 0.25, 0.5, 1, 2, 4
bzw. 8 uM Losung von His1AC* in TBS/P mit 100 uM NiSO, wurden bei einer Flussrate von 5 pl/min auf die
beiden in Reihe geschalteten Flusskanéle des Sensorchips appliziert. Die Bindungssignale im Messkanal wurden
um die Signale im Referenzkanal korrigiert und hier in einem Diagramm iiberlagert dargestellt. Die senkrechte
gestrichelte Linie am Ende der Injektionsphase kennzeichnet die maximalen Resonanzsignale. (B) Ermittlung der
Dissoziationskonstante Kp durch Auftragung der maximalen Resonanzsignale (RUpmax) gegen die entsprechende
Analytkonzentration. Die Kurvenanpassung durch nicht-lineare Regression nach Gleichung (5) ergab einen Kp-
Wert von 2.2 + 0.5 uM. (C) Uberlagerung der Sensorgramme einer Konzentrationsreihe von NiSO,. Jeweils 80
ul einer 1, 10, 100 bzw. 1000 uM Lésung von NiSO, in TBS/P mit 500 nM His1AC* wurden bei einer Flussrate
von 5 pl/min auf die beiden in Reihe geschalteten Flusskanile des Sensorchips appliziert. Weitere Angaben wie
unter A. (D) Veranschaulichung der Ni**-Abhingigkeit der Komplexbildung durch Aufiragen des maximalen
Resonanzsignals (RUp,x) gegen die entsprechende NiSO.-Konzentration. Die Kurve wurde mittels nicht-linearer
Regression nach Gleichung (5) angepasst.
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3.2 In vitro Affinititsmaturierung der BBP-Variante His1AC*

Die ermittelte Dissoziationskonstante fiir die durch Ni** vermittelte Bindung von His1AC*
zum Hise-tag liegt im mikromolaren Bereich. Damit ist diese BBP-Variante den kommerziell
erhiltlichen Anti-His-tag Antikdrpern (Tabelle 2) unterlegen. Daher wurden Versuche
unternommen, um die Affinitdt von HisIAC* durch in vitro Affinititsmaturierung (Hawkins
et al., 1992; Hoogenboom, 1997) zu verbessern. Hierzu wurden beschriankte Zufalls-
bibliotheken hergestellt, bei denen nur jeweils eine der Schleifenregionen — im Kontext der

anderen drei — randomisiert wurde.

Die Analyse aller aus der urspriinglichen Bibliothek gegen das Hise-tag selektierten BBP-
Varianten (Weichel, 1997) zeigte in der Schleifenregion 1 Aminosdureaustausche durch
iiberwiegend hydrophile Aminosduren mit Ausnahme der Position 37, wo hauptsdchlich
hydrophobe Aminoséduren (Trp) aufgetreten waren. An der Position 34 wurden Aminosduren
mit ungeladenen polaren Resten bevorzugt. In der Schleifenregion 2 wurden in allen drei
randomisierten Positionen (58, 60, 69) Substitutionen durch hydrophobe Aminosiuren (Leu
oder Phe) oder durch das ungeladene Ser gefunden. Die Aminosdurensubstitutionen in den
Schleifenregionen 3 und 4 zeigten dagegen kein Muster. Daher wurden zur
Affinitdtsmaturierung der BBP-Variante His1AC* Aminosdurepositionen in diesen beiden

Peptidschleifen ausgewéhlt und in zwei getrennten Bibliotheken randomisiert.

3.2.1 Randomisierung des dritten und vierten Schleifensegments von His1AC*

In den Schleifenregionen 3 und 4 wurden zur Mutagenese diejenigen Aminosdurepositionen
ausgewdhlt, die in direktem Kontakt zum natiirlichen Liganden des BBP — Biliverdin Xy —
stehen und bereits fiir die Herstellung der urspriinglichen BBP-Bibliothek randomisiert
worden waren (Beste, 1998). Insgesamt wurden 5 Aminosduren an den Positionen 88, 90, 93,
95 und 97 im Schleifenbereich 3 bzw. 4 Aminosauren an Positionen 114, 116, 125 und 127 im
Schleifenbereich 4 mutagenisiert. Dabei wurden alle 20 moglichen Aminosduresubstitutionen
zugelassen. Lediglich im Falle von Arg95 in der Peptidschleife 3 wurde die Mutagenese auf
Substitutionen durch polare Aminosduren beschrinkt, da diese Aminosdure im BBP dem
Losungsmittel ausgesetzt ist. Weiterhin wurde das Entstehen von Stoppcodons durch Wahl
der Zufallscodons NNS, NNK bzw. VVS eingeschrinkt. Allein das Amber-Stoppcodon
(TAG) wurde hierbei toleriert, da der fiir die Herstellung der Phagemidbibliothek verwendete
supE-Stamm E. coli XL1-Blue dieses Stoppcodon durch den Einbau der Aminosdure Gln
supprimiert (Miller, 1992). Durch Beschridnkung der dritten (Wobble-)Base jedes Codons auf
T oder G (Einbuchstabencode: K) bzw. C oder G (Einbuchstabencode: S) wurden die
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Stoppcodons Ochre (TAA) und Opal (TGA) im mutierten Gen vermieden, ohne dass die Zahl

der 20 codierten Aminosduren eingeschrankt wurde.

Bei einer konzertierten Mutagenese aller neun in den beiden Schleifenbereichen ausgewdéhlten
Aminoséure-Reste ergibt sich eine Komplexitit der Bibliothek von 2¢10" kombinatorischen
Nukleinsaure-Varianten (ca. 3,1°10'" unterschiedliche Proteine). Aufgrund der Limitierungen
bei der Transformation im Verlauf der Herstellung einer solchen Phagemid-Bibliothek wurden
zwei getrennte Teilbibliotheken vorbereitet, die jeweils nur einer randomisierten
Peptidschleife entsprachen. Dadurch wurde die Komplexitdt auf 1,9¢10” kombinatorische
Nukleinsdure-Varianten (ca. 1,9°10° unterschiedliche Proteine) fiir die Teilbibliothek der
Schleifenregion 3 und auf 1,0°10° kombinatorische Nukleinsdure-Varianten (ca. 1,610°
unterschiedliche Proteine) fiir die Teilbibliothek der Schleifenregion 4 reduziert. Vor dem

ersten Selektionszyklus wurden die beiden Teilbibliotheken vereinigt.

Zur Herstellung beider Teilbibliotheken wurde eine vereinfachte Methode der bereits
etablierten zweistufigen PCR-Strategie (Schmidt, 1995; Beste, 1998), die fiir die Herstellung
der urspriinglichen BBP-Zufallsbibliothek entwickelt wurde, angewendet. Diese basiert auf
dem Einsatz von Oligodesoxynukleotiden mit degenerierten Basentripletts an den zu
mutierenden Aminosdurepositionen, welche jeweils eine zu mutierende Peptidschleife
tiberspannen (Abbildung 15). In der ersten Stufe der PCR werden mittels eines Primer-Paares,
darunter ein Oligodesoxynukleotid mit degenerierten Basentripletts, DNA-Fragmente mit
einer randomisierten Peptidschleife produziert. Diese werden als Mischung isoliert und in
einer zweiten PCR als Matrize eingesetzt. Dabei wird durch den Einsatz zweier flankierenden
Primer das Genfragment amplifiziert und gleichzeitig am 5'- bzw. 3'-Ende des resultierenden
DNA-Fragmentes jeweils eine Erkennungsstelle fiir die Restriktionsendonuklease Bs¢XI
eingefiihrt. Diese Schnittstellen dienen der gerichteten Insertion des Genpools in geeignete
Vektoren fiir die Affinititsanreicherung mittels Phage Display (Abschnitt 3.2.2) bzw. fiir den
Filter Sandwich Colony Screening Assay (Abschnitt 3.2.3) oder zur Subklonierung der
selektierten BBP-Varianten in Vektoren flir die ldsliche Proteinproduktion in E. coli
(Abschnitt 3.1.1).

Fiir die Herstellung der Teilbibliothek der Schleifenregion 3 wurde die codierende DNA von
His1AC* auf dem Expressionsplasmid pBBP21 in der ersten Stufe in zwei parallelen PCR-
Reaktionen mittels der Primer-Paare GB-1 und FS-18 bzw. GB-2 und GB-11 amplifiziert
(Abschnitt 2.2.5.4). Der degenerierte Primer GB-11, der die zu mutierende Gensequenz iiber-
spannte, wies dabei eine Mischung der entsprechenden Basen an den zu randomisierenden
Positionen auf (Abbildung 16). Die dabei erhaltenen DNA-Fragmente {iberlappten teilweise

und wurden in der zweiten Stufe der PCR-Reaktion mit den flankierenden Primern GB-1 und
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GB-2 assembliert. Diese Stufe der PCR diente auch dazu, die enstandenen Hybride mit den

3
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A B
GB-1 GB-1
Bst X1 GB-11 Bst X1
| L1 [ L1 [ | ! L1 [ L] [ |
l PCR Nr. 1 l GB-2 l PCR Nr. 1
lisf XI T X1
I ' ! I ' ” ” !
257 462 Bst XI 257 608
445 627
GB-1 GB-1
Bst X1 Bst X1

| | | I ]
] E— R
=

lpCR Nr. 2 Bst X1 lPCR Nr.2
GB-2

Bst X1 Bst X1 Bst X1 Bst X1

4+ 4+ -4 e

\ \ T T

[ [/

[ 1 | 1
257 627 257 627

Abbildung 15: Zweistufige PCR-Strategie zur Randomisierung von Aminosdurepositionen in den Schleifen-
regionen (in grau) des HisIAC*-Gens. (A) Konzertierte Mutagenese von fiinf Aminoséurepositionen in der
Schleifenregion 3. Im ersten Schritt (PCR Nr. 1) wurden mittels der Primer-Paare GB-1/FS-18 und GB-11/GB-2
(randomisierte Bereiche sind als schwarze Balken gezeichnet) unter Verwendung des auf dem Vektor pBBP21
codierten HisIAC*-Gens als Matrize zwei Fragmente durch PCR separat amplifiziert. Im zweiten Schritt (PCR
Nr. 2) wurden die beiden erhaltenen Fragmente gemeinsam als Matrize eingesetzt und das komplette
Genfragment mittels des Primer-paars GB-1/GB-2 assembliert. Die dadurch gleichzeitig eingefiihrten,
gegenseitig nicht kompatiblen (Typ Ila) BsfXI-Restriktionsschnittstellen dienten zur Insertion der randomisierten
His1AC*-Genkassette in den Vektor pBBP24 (Abbildung 16). (B) Konzertierte Mutagenese von vier
Aminoséurepositionen in der Schleifenregion 4. Im ersten Schritt (PCR Nr. 1) wurde mittels des Primer-paars
GB-1/GB-4 unter Verwendung des auf dem Vektor pBBP21 codierten Hisl AC*-Gens als Matrize ein Fragment
durch PCR amplifiziert. Dieses wurde im zweiten Schritt (PCR Nr. 2) als Matrize eingesetzt und mittels des
Primer-paars GB-1/GB-2 zum kompletten Genfragment assembliert.

Fiir die Herstellung der Teilbibliothek der Schleifenregion 4 wurde in der ersten Stufe der
PCR-Reaktion die codierende Sequenz von HislAC* mit dem Oligodesoxynukleotid GB-1
sowie dem degenerierten Primer GB-4 amplifiziert. Das erhaltene randomisierte Genfragment
wurde in der zweiten Stufe der PCR-Reaktion um den fehlenden Abschnitt mit den Primern
GB-1 und GB-2 ergénzt.
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Bst XI
GB-1: CTTCGACTGGTCCCAGTACCATGGTAAATGGT GGGA
GCGCAGGCCGACGTGTACCACGACGGTGCCTGTCCCGAAGTCAAGCCAGTCGACAACT TCGACTGGTCCCAGTACCAT GOTAAATGGTGGGAAGTCGCCARAATACCCCCAGGCGTCCTGC
————————— o -4 320
CGCGTCCGGCTGCACATGGTGCTGCCACGGACAGGGCTTCAGT TCGGTCAGCTGTTGAAGCTGACCAGGGT CATGGTACCATTTACCACCCTTCAGCGGTTTAT CGCAGGACG
Al.ad nAl.aAspVal Tyr Hi sAspd yAl aCysProd uVal LysProVal AspAsnPheAspTr pSer A nTyrH s@ yLysTrpTr pd uVal Al aLysTyr ProG nAl aSer Tr p
OmpA 1 10

Kpnl
AAGTACGGAAAGTGCGGATGGGCTGAGTACACTCCTGAAGGCAAGAGTGTCAAAGTTTCGTCGTACTTTGTAATCCACGGCAAGGAATACTTTTTCGAAGGTACCGCCTACCCAGTTGGT
————————— Bttt e e e e e e e e itaiel S L e Ll e LD T Tl . 7 (0]
TTCATGCCTTTCACGCCTACCCGACTCATGTGAGGACTTCCGTTCTCACAGTTTCAAAGCAGCATGAAACATTAGGTGCCGTTCCTTATGAAAAAGCTTCCATGECGGATGGGTCAACCA

CTTCCATGGCGGATGGGT CAACCA
LysTyrGlyLysCysGlyTrpAlaGluTyrThrProGluGlyLysSerValLysValSerSer TyrPheValIleHisGlyLysGluTyrPhePheGluGlyThrAlaTyrProValGly
40 50 60 70

GB-11: CCAAGATTGGAAAGATCTACCACAGCNNSACTNNKGGAGGTNNSACCVVSGAGNNKGTATTCAACGTACTCTCC

GACTCCAAGATTGGAAAGATCTACCACAGCCAGACTTT TGGCACCC TATTCAACGTACTCTCCCCTGACAACAAGAACTACATCATCGGATACATGTGCGTGTAC
--------- e e e et e Ly e e e L e DL LDt LT-11]
CTGAGGTTCTAACCTTTCTAGATGGTGTCGGTCTGAAACCCTCCACCGTGGGCCCTCCCCCATAAGTTGCATGAGAGGGGACTGTTGTTCTTGATGTAGTAGCCTATGTACACGCACATG
CTGAGGTTCTAACCTTTCTAGA: FS- 18 TTGATGTAGTAGCCTATGNNVACGNNSATG
AspSerLysIleGlyLysIleTyrH sSer @ nThrlLeuGlyGlyG yThrAr gGluG yValPheAsnValLeuSerProAspAsnLysAsnTyrIleIleGlyTyrMet CysVal Tyr
20 100 110
BstXI
GACGAGGACAAGAAGGGACACAAGGACGATGTCTGGGTGCTCT 'CCAGAAGCATGGICCTTACTGGTGAAGCCAAGACCGCTGTCGAGAACTACCTTATCGGCTCCCCAGTAGTCGACTCC
————————————————————————————————————————————— B e e i e e b Sntatebelele bbbl S -1:10)

CTGCTCCTGTTCTTCCCTGTGTTCCTGCTACAGACCCACGAGAGGTCTTCGTAO(‘J&GGAATGACCAL. TTCGGTTCTGGCGACAGCTCTTGATGGAATAGCCGAGGGGTCATCAGCTGAGG
CTGCTCCTGTTCTTCCCTGTGNNSCT GNNMCAGACCCACGAGAGGTCT : GB- 4
CAGACCCACGAGAGGT CTTCGTACCAGGAATGACCAC : GB- 2

AspGluAspLysLysGlyHislysAspAspValTrpValLeuSerArgSer)et ValLeuThrGlyGluAlaLysThrAlaValGluAsnTyrLeulleGlySerProValValAspSer

120 130 140 150
CAGAAACTGGTATACAGTGACTTCTCTGAAGCCGCCTGCAAGGTCAACAATAGCAACTGGTCTCACCCGCAGTTCGAAAAATAG
--------- B ettt el e e et e e e et e A -1
GTCTTTGACCATATGTCACTGAAGAGACTTCGGCGGACGTTCCAGTTGTTATCGTTGACCAGAGTGGGCGTCAAGCTTTTTATC

160 170 174 Strep-tag II

Abbildung 16: DNA-Sequenz des Hisl AC*-Strukturgens und der flir die Synthese der Zufallsbibliotheken
verwendeten Oligodesoxynukleotide. Der Ausschnitt der Gensequenz des Phasmidvektors pBBP24 beginnt
innerhalb der OmpA-Signalsequenz (mit Punkten unterstrichen) und endet mit dem Amber-Stoppcodon, das sich
an die Sequenz des Strep-tag II Affinititsanhéngsels (mit Punkten unterstrichen) anschlie8t. Die Position der
Aminosduren in HislAC* (beginnend mit dem N-terminalen Asp) ist unterhalb der Sequenz angegeben,
zusétzlich geben die Zahlen am Zeilenende die Position der Nukleotide im Vektor pBBP24 an. Die fiir die
Zufallsmutagenese verwendeten Oligodesoxynukleotide sind je nach ihrer Orientierung ober- bzw. unterhalb der
Gensequenz angegeben, wobei komplementdre Bereiche blau und randomisierte Bereiche mit den dazugehorigen
Aminoséuren rot dargestellt sind. Die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen BstXI und Kpnl sind
unterstrichen. Vier gezielt in das Wildtyp-BBP eingefiihrte Aminoséuresubstitutionen (Abschnitt 1.3; Aspl,
GIn21, Ser87 und Met135) sind lila (Beste et al., 1999) und die ausgetauschten Aminoséduren in His] AC* sind
griin gekennzeichnet.

Die erhaltenen PCR-Fragmente der beiden Teilbibliotheken wurden gereinigt und mit der
Restriktionsendonuklease Bs¢XI geschnitten. Darauthin wurden diese getrennt mit einem
analog verdauten Vektorfragment von pBBP24 (Beste, 1998; Abbildung 4) ligiert. Dazu
wurden jeweils 6 pmol des mit Bs¢XI geschnittenen PCR-Fragments (335 bp; 1,3 ug) und des
pBBP24-Vektorfragments (3971 bp; 16 pg) unter den in Abschnitt 2.2.5.7 beschriebenen
Bedingungen ligiert.

3.2.2 Affinititsanreicherung von BBP-Varianten gegeniiber G9-Cystatin-Hiss mittels
Phage Display

Die Ligierungsansitze beider Teilbibliotheken wurden unabhéngig voneinander zur Trans-
formation elektrokompetenter E.coli XL1-Blue-Zellen (Abschnitt 2.2.2.2) eingesetzt. Dabei
wurden fiir die Teilbibliothek der 3. Schleifenregion 4,4¢107 und fiir die Teilbibliothek der 4.
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Schleifenregion 6,6¢107 unabhéngige Trasformanden erhalten. Die GroBe der beiden
Teilbibliotheken reichte aus, um die jeweils theoretisch mdgliche Komplexitit abzudecken.
Ausgehend von diesen zwei Teilbibliotheken wurden anschlieBend zwei Phagemid-
Préaparationen (Abschnitt 2.3.2) hergestellt und zwecks Selektion mittels Phage Display zu

einer Gesamt-Phagemidbibliothek vereinigt.

Zur Prisentation des Targets (Hiss) bei der Affinititsanreicherung von Hexahistidin binden-
den BBP-Varianten mittels Phage Display (Abbildung 17) wurde das rekombinante GO9-
Cystatin-Hiss ausgewihlt. Dieses hydrophile Protein wird durch seine geringe Grofle (ca. 13
kDa) ausgezeichnet. Ein weiterer praktischer Vorteil des rekombinanten G9-Cystatin-Hise
Konstrukts ist dessen Verfiigbarkeit, da es sich in groer Menge und hohem Reinheitsgrad in
E. coli herstellen ldsst (Abschnitt 3.1.4).

BsyXI Bst X1 Amber

N - "

pBBP24  Tet , OmpA BBP-Variante ~ Strep-tag 11 A A plIT tiop

Phagemid-Produktion:

1. Transformation von E. coli XL1-Blue
g 2. Infektion mit Helferphagen

3. Induktion der Genexpression

N+
Ni24

plIl

-

plII-BBP

Amplifizierung

Ni2+

Affinitatsanreicherung am
immobilisierten Liganden

5

AN awy

Eluierte Phagemide:

Isolierung der Phasmid-DNA
Kolonie-Filterstapel-Test
Sequenzanalyse

Produktion der Protein-Varianten

Abbildung 17: Schematische Darstellung des Phage Display auf Grundlage des Vektors pBBP24. Nach der
Transformation von E. coli XL1-Blue mit einer Bibliothek von BBP-Varianten und anschlieBender Infektion mit
Helferphagen wird die Genexpression induziert. Die gebildeten Phagemide werden einer Affinitdtsanreicherung
am immobilisierten Liganden unterworfen. Selektierte Phagemide werden entweder amplifiziert und einem
erneuten Anreicherungszyklus zugefiihrt oder deren Phasmid-DNA wird zum Zwecke der Charakterisierung
selektierter Varianten isoliert.
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Zur funktionellen Immobilisierung des Liganden an einer Kunststoffoberfliche wurden Nunc-
Immuno®-Sticks mit einer hohen Protein-Bindungskapazitit eingesetzt. Diese wurden durch
Inkubation mit einer Losung von rekombinantem G9-Cystatin-Hiss beschichtet. Der mit dem
Liganden beladene Fliigelstift wurde mit den Phagemiden (2,0°10" cfu) der BBP-
Gesamtphagemid-Bibliothek in Gegenwart von 100 uM Ni** inkubiert. Nichtbindende
Phagemide und solche mit geringer Bindungsaffinitit gegeniiber Oligohistidinsequenzen
wurden in acht Waschschritten entfernt. Die gebundenen Phagemide wurden durch Absenken
des pH-Wertes auf 2,2 eluiert und nach der Amplifizierung in E. coli in dem néchsten

Anreicherungszyklus eingesetzt. Insgesamt wurden vier Anreicherungszyklen durchgefiihrt.
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Abbildung 18: Uberlagerung der Elutionsprofile aus den Selektionszyklen 1 bis 4 im Verlauf der Anreicherung
von BBP-Varianten mit durch Metallionen vermittelter Bindungsaffinitit zum Hiss-tag présentiert an
G9-Cystatin. Nach Inkubation eines mit G9-Cystatin-Hiss beschichteten Fliigelstiftes mit 110" bis 210"
Phagemiden in Gegenwart von 100 uM NiSO;, fiir 1 h wurden nicht bindende Phagemide durch wiederholtes
Waschen des Fliigelstiftes entfernt. Die verbliebenen adsorbierten Phagemide wurden nach acht Waschschritten
durch pH-Absenken eluiert, anschlieBend amplifiziert und einem erneuten Selektionszyklus zugefiihrt. Der
Phagemidtiter ausgewéhlter Waschfraktionen sowie der Elutionsfraktion wurde bestimmt und als Anteil der
insgesamt im Selektionszyklus eingesetzten Phagemide (relativer Phagemidtiter) halblogarithmisch aufgetragen.

Der relative Phagemidtiter ausgewdhlter Waschfraktionen sowie der Elutionsfraktion wurde
bestimmt und in einem Elutionsprofil graphisch dargestellt (Abbildung 18). Die Elutions-
profile aller vier Selektionszyklen unterschieden sich nur wenig. Bei allen nahm der relative

Phagemidtiter der Waschfraktionen vom ersten bis zum achten Waschschritt ab. Ein
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signifikanter Anstieg (um den Faktor 40) des Phagemidtiters der Elutionsfraktion im
Vergleich mit der Waschfraktion 8 konnte schon im ersten Selektionszyklus beobachtet
werden. In den darauffolgenden Zyklen fiel dieser weniger stark aus. Der relative
Phagemidtiter der Elutionsfraktion erhohte sich im zweiten Zyklus um den Faktor 2,4 und im
dritten um den Faktor 1,1 — bezogen auf die Elutionsfraktion der vorangegangenen
Selektionsrunde. Dies deutete auf eine Anreicherung hin. Im vierten Zyklus ging der relative
Phagemidtiter jedoch leicht zuriick. Im dritten und vierten durchgefiihrten Zyklus wurden

0,42 %o bzw. 0,25 %o der eingesetzten Phagemide bei der Elution wiedergewonnen.

Phagemide der Elutionsfraktionen des dritten und vierten Selektionszyklus wurden zur Unter-
suchung der individuellen Liganden-Bindungseigenschaften der jeweils codierten BBP-

Varianten mittels Filter Sandwich Colony Screening Assay eingesetzt.

3.2.3 Identifizierung von BBP-Varianten mittels Filter Sandwich Colony Screening
Assay

Zur effizienten parallelen Analyse mehrerer hundert BBP-Varianten auf ihre Liganden-
Bindungseigenschaften wurde im Anschluss an die Phagemidanreicherung das Colony-Filter-
Screening-Verfahren (Abschnitt 1.4; Skerra et al., 1991a) eingesetzt. Dazu wurde die
Phasmid-DNA der Phagemide aus dem Elutionsschritt des dritten und vierten Selektions-
zyklus jeweils getrennt pripariert. AnschlieBend wurde der Genpool der angereicherten BBP-
Varianten mit der Restriktionsendonuklease BstXI verdaut und mit dem durch analogen
Verdau erhaltenen Vektor-Fragment von pBBP22 (Schlehuber, 2001; Abbildung 19) ligiert.

Xbal

Bst XI

Bst XI

strep 1l

pBBP22 ¥

Yipp

f1-|7

3880 bp HindIIl

Abbildung 19: Schematische Darstellung des Vektors pBBP22. Der Vektor codiert unter der Transkriptions-
kontrolle des Tetracyclin-Promotor/Operators (fef”°) fiir ein Fusionsprotein aus dem OmpA-Signalpeptid, dem
Wildtyp-BBP, dem Strep-tag 1I, einem Pro-Ser-Ala-Peptid-Linker und der Albumin-Bindungsdoméne (ABD).
Die Abkiirzungen entspechen denen in Abbildung 4. Xbal, BstX1, Nhel und HindIll bezeichnen die Erkennungs-
stellen der entsprechenden Restriktionsendonukleasen.
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Abbildung 20: Schema des Filter Sandwich Colony Screening Assay zur Identifizierung von BBP-Varianten mit
durch Metallionen vermittelter Affinitdt zum His¢-tag prasentiert an G9-Cystatin. Nach der Transformation von
E. coli TG1-F mit dem Ligierungsansatz der BBP-Varianten auf dem Vektor pPBBP22 wurde die Zellsuspension
auf einer hydrophilen Membran auf LB/Amp-Agar bei 37 °C kultiviert, bis die Kolonien eine Gréfle von ca.
0,5 mm erreicht hatten. Die Membran wurde danach auf eine hydrophobe, zuvor mit HSA beschichtete zweite
Membran positioniert, die zur Induktion der Genexpression auf einer LB/Amp-Agarplatte mit Anhydrotetracyclin
lag. Wihrend einer sechzehnstiindigen Induktionsperiode wurde das Fusionsprotein aus der BBP-Variante und
der Albumin-Bindungsdomine (ABD) zunéchst mittels der bakteriellen OmpA-Signalsequenz in das Periplasma
von E. coli sekretiert und dabei partiell von den Kolonien freigesetzt. Das Protein diffundierte durch die
hydrophile Membran und wurde schlieflich durch Komplexbildung zwischen ABD und HSA auf der
hydrophoben Membran funktionell immobilisiert. Diese Membran wurde daraufhin entnommen und mit Puffer
gespiilt. Die Liganden-Bindungseigenschaften der immobilisierten BBP-Varianten wurden durch aufeinander-
folgende Inkubation der hydrophoben Membran mit Biotin-markiertem G9-Cystatin-Hiss in Gegenwart von
100 uM NiSO, und Avidin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat, gefolgt durch eine chromogene Nachweisreaktion,
detektiert. Die erhaltenen Farbsignale konnten einzelnen Kolonien auf der hydrophilen Membran zugeordnet
werden.

Mit den Ligierungsansédtzen wurden Zellen des Stammes E. coli TG1-F transformiert und
diese direkt auf einer hydrophilen Membran ausplattiert. Dieser Amber-Suppressorstamm
wurde ausgewdhlt, damit auch BBP-Varianten mit einem durch die Mutagenesestrategie
zugelassenen Amber-Stoppcodon (TAG) als funktionelle Fusionsproteine mit der ABD
produziert werden konnen. Das wéhrend der Induktionsphase sekretierte Fusionsprotein
wurde von den Bakterienkolonien teilweise freigesetzt und auf einer darunterliegenden, zuvor
mit HSA beschichteten Membran immobilisiert. AnschlieBend wurde diese zur Identifizierung
von BBP-Varianten mit erwiinschten Liganden-Bindungseigenschaften mit 10 pg/ml
G9-Cystatin-Hisg-Biotin-Konjugat in Gegenwart von 100 uM Ni*" inkubiert. Zum Nachweis

des gebundenen Konjugats wurde danach ein weiterer Inkubationsschritt mit Avidin-
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Alkalische-Phosphatase-Konjugat durchgefiihrt. So gebundenes G9-Cystatin-Hiss wurde am

Ende durch eine chromogene Reaktion nachgewiesen (Abbildung 20).

Die Phagemide aus dem Elutionsschritt des dritten und vierten Selektionszyklus wurden in
zweil getrennten Filter Sandwich Colony Screening Assays durchmustert. Die durch die
chromogene Reaktion erhaltenen Farbspots auf den hydrophoben Membranen unterschieden
sich in der Intensitéit der Farbung und Morphologie (Abbildung 21A). Die Bakterienkolonien,
welche den intensivsten Spots entsprachen, wurden ausgewéhlt und als HisIAC*-1 bis
His1AC*-30 bezeichnet. Insgesamt wurden 7 Kolonien aus dem dritten und 22 aus dem

vierten Selektionszyklus identifiziert.
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Abbildung 21: Ergebnis des Filter Sandwich Colony Screening Assay zur Selektion von BBP-Varianten mit
durch Metallionen vermittelter Affinitdt zu Oligohistidinsequenzen. Phasmid-DNA der Phagemide aus der
Elutionsfraktion des dritten bzw. vierten Anreicherungszyklus (Abbildung 18) wurde prédpariert und auf dem
Vektor pPBBP22 subkloniert. Nach der funktionellen Immobilisierung der BBP-Varianten auf einer hydrophoben
Membran wurden diese auf ihre individuellen Bindungseigenschaften untersucht. (A) Die Abbildung zeigt die
Membran der Elutionsfraktion des vierten Anreicherungszyklus, die nach der Inkubation mit 10 pg/ml
G9-Cystatin-Hisg-Biotin-Konjugat in Gegenwart von 100 pM Ni?* gefolgt von Avidin-Alkalische-Phosphatase-
Konjugat in einer chromogenen Reaktion erhalten wurde. Die Zahlen deuten auf die zur weiteren Analyse
selektierten Farbspots. (B) Die Abbildung zeigt die Membran des vergleichenden Filter Sandwich Colony
Screening Assays, die unter analogen Bedingungen wie in (A), jedoch mit 2 pg/ml G9-Cystatin-His¢-Biotin-
Konjugats, erhalten wurde. Die Zahlen oberhalb der Kolonien beziehen sich auf die Zahl nach dem Bindestrich
(His1AC*-Zahl) in der Bezeichnung der dazugehorigen DNA-Sequenz (Abbildung 19). Kolonien 20, 24-29
kommen aus dem Anreicherungszyklus 3 und Kolonien 1-19, 21-23, 30 aus dem Zyklus 4.

Die Liganden-Bindungseigenschaften der ausgewidhlten Bakterienkolonien wurden in einem
weiteren Filter Sandwich Colony Screening Assay miteinander verglichen (Abbildung 21B).
Dazu wurden die Kolonien mittels steriler Zahnstocher von der Masterplatte gepickt und auf
der Membran abgestreift. Um die Stringenz der Selektion zu erhéhen, wurde die Liganden-

konzentration (d.h. G9-Cystatin-Hise-Biotin-Konjugat) um den Faktor 5 auf 2 pg/ml
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herabgesetzt. Zur Kontrolle wurden parallel dazu 4ssays mit Membranen durchgefiihrt, die in
Abwesenheit entweder des Ni** und oder des G9-Cystatin-Hiss-Biotin-Konjugats inkubiert
worden waren (Daten nicht gezeigt). Damit sollten die BBP-Varianten mit einer metallionen-

vermittelten Affinitdt zum Hiss-Anhédngsel von den anderen unterschieden werden.

Auf der Membran des vergleichenden Filter Sandwich Colony Screening Assays (Abbildung
21B), die mit 2 pg/ml und 100 pM NiSO, inkubiert wurde, konnten Signale mit
unterschiedlicher Morphologie und Intensitdt beobachtet werden. Diese waren zum grofiten
Teil intensiver als das Signal der urspriinglichen Variante His1AC*, die als Kontrolle auf der
selben Membran analysiert wurde. Auf der Membran, die in Abwesenheit des Ni** inkubiert
wurde, wurden nur sehr schwache Signale gesichtet (Daten nicht gezeigt). Auf der Membran,

die nur mit Ni*" inkubiert wurde, wurden keine Signale beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Die stirksten Signale wurden bei den Varianten Hisl1AC*-1, -4, -16 und -24 beobachtet
(Abbildung 21B). Insgesamt wurden neun Bakterienkolonien, die die intensivsten Signale auf

dieser Membran hervorgerufen haben, ausgewéihlt, ihre Phasmid-DNA isoliert und analysiert.

3.2.4 Sequenzanalyse der selektierten Varianten

Die DNA-Sequenzierung ergab, dass alle neun analysierten Phasmide fiir unterschiedliche
HisIAC*-Mutanten codieren und aus demjenigen Teil der Phagemid-Gesamtbibliothek

stammen, bei dem die Schleifenregion 3 randomisiert war (Abbildung 22).

Bei acht von neun Varianten sind an allen fiinf randomisierten Positionen Aminosdure-
austausche aufgetreten. Der ungeladene Aminosiurerest Gln an der Position 88 (Leu in BBP)
wurde dreimal gegen das negativ geladene Asp oder zweimal gegen das hydrophobe Trp
substituiert. Die positiv geladene Aminoséure Arg95 (Lys in BBP) wurde durch eine negativ
geladene Aminosdure (dreimal Asp und einmal Glu) ausgetauscht. Die Aminosduren an
Positionen Leu90 (Tyr in BBP) und Gly93 (Val in BBP) wurden bevorzugt durch hydrophobe
Aminosduren — hauptsachlich Trp (viermal auf der Position 90 und fiinfmal auf der Position
93) ersetzt (Tabelle 5). So treten bei vier selektierten BBP-Varinten (His1AC*-4, -24, -25 und
-30) je zwei Trp-Reste in der Peptidschleife 3 auf.

Bei allen Varianten wurden weitere Mutationen auBlerhalb des randomisierten Bereiches
gefunden. Diese Basenaustausche konnen auf statistische Fehler der Tag-DNA-Polymerase
bei der PCR-Mutagenese oder auf Fehler bei der Replikation der einzelstrangigen Phagemid-
DNA zuriickgefiihrt werden. Auffillig ist die Héaufigkeit der dabei aufgetretenen
Substitutionen von positiv geladenem Lys zu negativ geladenem Glu, die immer an
unterschiedlichen Positionen (31, 38, 41, 55, 122) stattgefunden haben, jedoch gehduft in den
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Peptidschleifen 1 und 4. Ein weiterer zusétzlicher Aminosdureaustausch von einem
ungeladenen Tyr109 zu einem positiv geladenen His wurde bei der BBP-Variante
His1AC*-13 im [-Faltblatt G am Boden der Bindungstasche gefunden.

20 30 40 50
TrpSerGlnTyrHisGlyLysTrpTrpGluValAlaLysTyrProGlnAlaSerTrpLysTyrGlyLysCysGlyTrpAlaGluTyrThrProGluGlyLysSerValLysValSerSer HislAC*
TGGTCCCAGTACCATGGTAAATGGTGGGAAGTCGCCAAATACCCACAGGCCTCCTGGAAGTACGGAAAGTGCGGATGGGCTGAGTACACTCCTGAAGGCAAGAGTGTCAAAGTTTCGTCG 375

.................................................... PP £ X3 7. Yo4 85 §
Cys
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA PP - & =3 A Yoi S|
Glu
.................................... PO PUP PP - & X% 1A o S N1}
Glu
........................................................................................................................ HislAC*-13
......................................................... Gttt e aeaaiiaaaiaeiaaeaaieaaaaa.... .. His1AC*-16
Glu
........................................................................................................................ His1AC*-20
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA G........... HislAC*-24
Glu
........................................................................................................................ HislAC*-25
........................................................................................................................ His1AC*-30
60 70 80 90
TyrPheValIleHisGlyLysGluTyrPhePheGluGlyThrAlaTyrProValGlyAspSerLysIleGlyLysIleTyrHisSerGlnThrLeuGlyGlyGlyThrArgGluGlyVal HislAC*
TACTTTGTAATCCACGGCAAGGAATACTTTTTCGAAGGTACCGCCTACCC 'TGGTGACTCCA. 'TGGAAAGATCTACCACAGCCAGACTTT ACCC A 495
....................................................................................... NNS NNK......NNS vvs NNK. . .
....................................................................................... G.C............T.G...G.....TCT... HislAC*-1
Asp Trp Gly Ser
............................................................ C..iitiiiiiiiiie i .GG.....G.......T.G...GAC. . .TAT... HislAC*-4
Pro Gly Trp Trp Asp Tyr
....................................................................................... G.C....G.......TTG...AAC...CAT... HislAC*-10
Asp Trp Leu Asn Pro
....................................................................................... TG....A........TT....GA....T..... HislAC*-13
Trp Met Phe Glu Trp
....................................................................................... G.C...GGT......AC....ACC....AT... HislAC*-16
Asp Gly Thr Thr  Asp
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AT.....GT......TTG...GAC...T..... HislAC*-20
Met Cys Leu Asp Trp
....................................................................................... TG....G.T......T.G...GCC...AAT... HislAC*-24
Trp Val Trp Ala Asn
............................................................................... T.......ATC....G.......T.G...G.C....T.... HislAC*-25
Phe Ile Trp Trp Gly Val
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA C.iiiiiie i CCLLL .G ... ... .T.G...GAC.. . TCT. .. His1lAC*-30
Pro Pro Trp Trp Asp Ser
100 110 120 130

PheAsnValLeuSerProAspAsnLysAsnTyrIleIleGlyTyrMetCysValTyrAspGluAspLysLysGlyHisLysAspAspValTrpValLeuSerArgSerMetValLeuThr HislAC*
TTCAACGTACTCTCCCCTGACAACAAGAACTACATCATCGGATACATGTGCGTGTACGACGAGGACAAGAAGGGACACAAGGACGATGTCTGGGTGCTCTCCAGAAGCATGGTCCTTACT 615

. HislAC*-1
HislAC*-4
His1AC*-10
HislAC*-13
HislAC*-16
His1lAC*-20
HislAC*-24

HislAC*-25

HislAC*-30

Abbildung 22: DNA- und korrespondierende Aminoséure-Sequenz der selektierten HislAC*-Varianten im
Vergleich mit der Sequenz von HislAC*. Gezeigt ist der Bereich der Aminoséurepositionen 19 bis 138, der die
gesamte durch die BsfXI-Schnittstellen (CCAN¢TGG, unterstrichen) flankierte Genkassette umfasst. Die
degenerierten Codons fiir die gerichtete Zufallsmutagenese sowie die betroffenen Aminoséurepositionen sind rot
gekennzeichnet. Die Aminosiurepositionen der vier Schleifenregionen sind unterstrichen. In den Gensequenzen
der BBP-Varianten sind nur diejenigen Basen und Aminosduren angegeben, die sich von der Sequenz des
His1AC* unterscheiden. Die Nomenklatur der Zufallscodons wurde gemil NC-IUB (1985) verwendet. Neu
aufgetretene Cys-Reste sind lila eingezeichnet.
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Die BBP-Variante His1AC*-16 trigt zwei negativ geladene Asp-Reste in der randomisierten
Peptidschleife 3 (auf den Positionen 88 und 97) und eine zusétzliche Lys38—Glu Substitution
im Schleifenbereich 1. Bemerkenswert ist die Primdrstruktur der gesamten Peptidschleife 3
dieser Mutante: Ser87-Asp88-Thr89-Gly90-Gly91-Gly92-Thr93-Thr94-Thr95-Glu96-Asp97.

Sie besteht aus drei negativ geladenen Resten, drei Gly- und vier Thr-Resten.

Zwei der BBP-Varianten trugen zusétzliche Cys-Reste: His1AC*-20 an Position 90 und
His1AC*-1 an Position 36. Der letztere ist identisch mit dem Cystein-Rest in der BBP-
Variante Hisl, also der Vorgidngerin der Variante HisIAC*, die durch Substitution
Cys36—Ser generiert wurde. Demzufolge ist bei der Variante His1AC*-1 eine Riickmutation
Ser36—Cys erfolgt. Cysteinreste sind im Hinblick auf die eventuelle Entstehung von
Disulfidisomeren oder Dimeren unerwiinscht. Sie kdnnen auch als Lewis-Basen Metallionen

koordinieren und so eine unspezifische Bindung hervorrufen.

Aminosiurereste im 3. Schleifenbereich

Varianten o3 % 9 95 97 zus. ASS*
wt-BBP Leu Tyr Val Lys Asn
His1AC* Gln Leu Gly Arg Gly
His1AC*-1 Asp --- Trp Gly Ser Ser 36 Cys
His1AC*-4 Gly Trp Trp Asp Tyr Lys 41 Glu
His1AC*-10 Asp Trp Leu Asn Pro Lys 31 Glu
His1AC*-13 Trp Met Phe Glu Trp Tyr 109 His
His1AC*-16 Asp Gly Thr Thr Asp Lys 38 Glu
His1AC*-20 Met Cys Leu Asp Trp Lys 122 Glu
His1AC*-24 Trp Val Trp Ala Asn Lys 55 Glu
His1AC*-25 Ile Trp Trp Gly Val Tyr 85 Phe
His1AC*-30 Pro Trp Trp Asp Ser Ser 79 Pro

Tabelle 5: Die Aminosauren der selektierten His1AC*-Varianten sowie des Wildtyp-BBP und der BBP-Variante
HisIAC* an den mutagenisierten Positionen.
*zusitzliche Aminosduresubstitutionen an nicht randomisierten Positionen.

3.2.5 Produktion der HislAC*-Varianten in E. coli und Untersuchung ihrer
Bindungseigenschaften im ELISA

Zur weiteren Charakterisierung wurden fiinf Varianten (His1AC*-1, -4, -16, -24 und -30), die
die intensivsten Signale im Filter Sandwich Colony Screening Assay zeigten (Abbildung 21),
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ausgewdhlt. Zur bakteriellen Produktion der selektierten Varianten wurden die Strukturgene
zundchst auf dem Expressionsvektor pBBP21 (Abbildung 8) mittels der beiden Bs¢XI-
Schnittstellen subkloniert. AnschlieBend wurden die Proteine im E. coli Stamm JMS83
produziert und mittels Streptavidin-Affinititschromatographie gereinigt.

Die Analyse der Proteinproduktion und -reinigung durch SDS-PAGE zeigte, dass alle
selektierten BBP-Varianten zusammen mit einer 16 kDa grossen Proteinverunreinigung aus
dem bakteriellen Periplasma isoliert wurden (Daten nicht gezeigt). Ein Vergleich des Lauf-
verhaltens dieser Verunreinigung auf einem SDS-Gel mit der in E. coli JIM83 hergestellten
Variante His1AC* legte nahe, dass es sich dabei — wie im Falle von His1AC* — um das Skp
handelte. Die eingeflihrten Aminosduresubstitutionen in allen analysierten Varianten hatten
also keinen Einfluss auf die entsprechende Bindungswechselwirkung.
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Abbildung 23: ELISA zur Untersuchung der Liganden-Bindungsaktivitit der selektierten BBP-Varianten im
Vergleich zum Wildtyp-BBP und His1AC*. (A) Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden mit G9-Cystatin-Hise
beschichtet und die Oberflidche anschliefend mit BSA abgesittigt. Danach wurde eine Verdiinnungsreihe des im
E. coli Stamm JM83 produzierten und durch Streptavidin-Affinitdtschromatographie gereinigten Anticalins in
Gegenwart von 100 pM Ni** appliziert. Gebundenes rekombinantes Protein wurde anschlieBend mithilfe des
Strep-tag II-Affinitdtsanhidngsels mit Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat durch enzymbkatalysierte
Hydrolyse von p-Nitrophenylphosphat nachgewiesen. Die gemessene Aktivitdt des Reporterenzyms (AAss/At)
wurde gegen die jeweilige Konzentration des eingesetzten Anticalins aufgetragen. Die Anpassung der Messwerte

erfolgte mithilfe des Computerprogramms ,Kaleidagraph® nach Gleichung (5). (B) Wie (A) jedoch in
Abwesenheit von Ni*".
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Die BBP-Varianten wurden in einem ELISA auf ihre Liganden-Bindungseigenschaften
untersucht und mit denen von HislAC* sowie mit Wildtyp-BBP als Kontrolle verglichen
(Abbildung 23). Dabei wurden bei allen BBP-Varianten konzentrationsabhéngige Bindungs-
signale in Gegenwart von Ni** beobachtet, wenn die Mikrotiterplatte mit dem rekombinanten
G9-Cystatin-Hiss beladen war (Abbildung 23A). In Abwesenheit von Ni*" waren deutlich
geringere Aktivititen messbar (Abbildung 23B). Wurden die Vertiefungen der Mikrotiter-
platte nur mit BSA beschichtet, wurde fiir keines der Anticaline ein Bindungssignal detektiert
(Daten nicht gezeigt). Die hochsten Bindungssignale wurden fiir die Variante His1AC*-1
gefolgt von His1AC*-4, -16 und -30 erhalten. Fiir weitere Untersuchungen wurde die BBP-
Variante HisAC*-16 ausgewihlt, da sie ein hohes Bindungssignal in Anwesenheit von Ni**,
jedoch ein geringes in Abwesenheit von Ni** zeigte, was auf eine durch Metallionen
vermittelte Affinitdt zu Oligohistidinsequenzen hinweist. Die BBP-Variante His1AC*-1 zeigte
zwar ein starkes Ni*'-abhidngiges Bindungsverhalten, was moglicherweise auf einen freien
Cysteinrest auf der Position 36 zuriickgefiihrt werden kann. Dieser war jedoch aufgrund der
eventuellen Entstehung von Protein-Dimeren unerwiinscht. Die BBP-Varianten His1AC*-4
und -30 zeigten dagegen auch in Abwesenheit von Ni** vergleichsweise hohe

Bindungssignale, was auf unspezifische Bindung hindeutet.

Zur weiteren Charakterisierung wurde die BBP-Variante His1AC*-16 in dem E. coli Skp-
Deletionsstamm MC4100Askp wie im Abschnitt 2.4.2 beschrieben produziert. Das sekretierte
Protein wurde mittels Strepavidin-Affinitdtschromatographie effizient und ohne weitere
Verunreinigungen aus dem bakteriellen Periplasma isoliert (Abbildung 24). In der SDS-PAGE
zeigte es eine zum BBP erhohte elektrophoretische Mobilitdt (Abbildung 30). Die Ausbeute
lag bei 90 pg pro Liter Kulturvolumen.

1 2 3
97,4 kDa —
66,2 kDa — S e——
45,0 kDa — g —
—
31,0 kDa — g --------- —
21,5 kDa—
14,4 kDa —

Abbildung 24: Produktion der rekombinanten BBP-Variante HisIAC*-16 in E. coli. Die periplasmatische
Zellfraktion einer flir 3 h mit 200 pg/l aTc induzierten Kultur von E. coli MC4100Askp/pBBP21HisAC*-16 (1),
der Durchlauf (2) sowie das Eluat der Streptavidin-Affinitdtschromatographie (3) wurden auf ein 15%iges SDS-
Gel aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mit Coomassie Brilliantblau angefarbt.
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Abbildung 25: ELISA zur Untersuchung der Liganden-Bindungsaktivitit der BBP-Varianten Hisl1AC* und
His1AC*-16 im Vergleich zum Wildtyp-BBP. (A) Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden mit 10 pg/ml
G9-Cystatin-Hiss beschichtet und die Oberfliche anschliefend mit BSA abgesittigt. Danach wurde eine
Verdiinnungsreihe des im E. coli Stamm JMS83 (fiir wt-BBP) bzw. MC4100Askp (fiir die beiden BBP-Varianten)
produzierten und durch Streptavidin-Affinitdtschromatographie gereinigten Anticalins in Gegenwart von 100 pM
Ni** appliziert. Gebundenes rekombinantes Protein wurde anschlieBend mithilfe des Strep-tag 1I-
Affinitdtsanhdngsels mit Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat durch enzymkatalysierte Hydrolyse von
p-Nitrophenylphosphat nachgewiesen. (B) Wie (A) jedoch in Abwesenheit von Ni**. (C) Wie (A) jedoch in
Gegenwart von 100 uM Ni**, Zn** oder Cu*'. Die Verdiinnungsreihe wurde mit His1AC*-16 erstellt. (D) Wie (A)
jedoch in Gegenwart von 100 uM Ni**. Die Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden mit je 100 pg/ml

G9-Cystatin-Hise, Wildtyp-BBP-Hise bzw. IN1-Hiss beschichtet. Die Verdiinnungsreihe wurde mit His1AC*-16
erstellt.

Um zu analysieren, ob sich die BBP-Variante His1AC*-16 zum Nachweis von Proteinen mit
einem Hise-tag eignet, wurde ihre Liganden-Bindungseigenschaft erneut in einem ELISA-
Experiment untersucht und mit HislAc* sowie mit Wildtyp-BBP als Kontrolle verglichen
(Abbildung 25). HislIAC*-16 zeigte deutlich hohere Bindungssignale als HislAC* in
Gegenwart von Ni** (Abbildung 25A). Die in Abwesenheit von Ni** gemessenen Signale
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waren niedriger als jene in Gegenwart von Ni*". Dies weist auf eine metallionenabhéngige
Bindung zwischen HisAC*-16 und Hiss-tag hin (Abbildung 25B). Im Falle des BBP-Wildtyps

konnte keinerlei signifikante Bindungsaktivitit beobachtet werden.

Zur Untersuchung der Bindungsaktivitit von His1AC*-16 in Abhidngigkeit von der Art des
Ubergangsmetallions wurde die Inkubation in Anwesenheit von Ni**, Zn*" bzw. Cu*" durch-
geflihrt (Abbildung 25C). Dabei wiesen die gemessenen Aktivititen in Gegenwart von Ni*
und Cu*" keinen Unterschied auf, wéhrend fiir Zn*" geringfligig niedrigere Bindungsaktivitéten

sichtbar waren.

Um zu untersuchen, ob die Bindungsaktivitdt von His1AC*-16 zu Oligohistidinsequenzen
unabhingig von dem His¢-Tragerprotein ist, wurden ELISAs durchgefiihrt, bei denen die
Mikrotiterplatte mit dem rekombinanten G9-Cystatin-Hiss, dem rekombinanten F,,-Fragment
des Antikorpers IN1 mit dem Hise-tag an der schweren Kette (Bantlow et al., 1996; prapariert
von H. Zander) und rekombinantem Wildtyp-BBP-Hise (Schlehuber, 2001; préapariert wie im
Abschnitt 3.1.5 beschrieben) beladen wurde (Abbildung 25D). Wenn hierfiir eine Protein-
konzentration von 10 pg/ml verwendet wurde, konnten fiir IN1-Hiss und wt-BBP-Hiss im
Vergleich zu G9-Cystatin-Hiss nur vernachldssigbare Aktivititen gemessen werden, was
moglicherweise mit dem Adsorptionsverhalten des jeweiligen Proteins an die Kunststoft-
oberflache der Mikrotiterplatten zusammenhingt. Die Proteinkonzentration wurde daher auf
100 pg/ml erhoht. Dabei konnten fiir alle drei Hise-Fusionsproteine Bindungsaktivititen

gemessen werden, jedoch mit unterschiedlichen Maxima der Bindungssignale.

Demzufolge zeigt die selektierte BBP-Variante HislAC*-16 eine metallionenabhéngige
Bindung von Oligohistidinsequenzen, die groBtenteils unabhingig von der Art des Hisg-

Trégerproteins ist und sich zum Nachweis des Hise-tags in einem ELISA eignet.

3.2.6 Einsatz von His1AC* und His1AC*-16 zur Detektion von Hisc-Gruppen auf dem
Western Blot

Die gereinigten BBP-Varianten HisAC* und His1AC*-16 wurden in einem Western Blot-
Experiment eingesetzt. Dazu wurde ein Proteingemisch aus BSA, Ovalbumin sowie zwei
rekombinanten Proteinen mit dem C-terminalen Hise-tag, G9-Cystatin-Hiss und das F,p-
Fragment HRS3c mit dem Hise-tag an der schweren Kette (Schlapschy, 2004; priapariert von
Dr. M. Schlapschy) auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschlieBend durch
Elektrotransfer auf eine Nitrozellulose-Membran {iberfiihrt. Einzelne Streifen der Membran
mit jeweils denselben Proben wurden mit der jeweiligen BBP-Variante bei unterschiedlichen

Ni**-Konzentrationen inkubiert. Die Anfirbung der gebundenen Proteine erfolgte durch
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Inkubation mit Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat und anschlieBende chromogene
Reaktion (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Untersuchung der Bindungseigenschaften von BBP-Varianten im Western Blot. (A) Ein Gemisch
aus BSA, Ovalbumin, rekombinantem HRS3c-Hiss Fap-Fragment und rekombinantem G9-Cystatin-Hiss wurde auf
einem 12 %igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Elektrotransfer der Proteine auf
eine Nitrozellulose-Membran wurde diese mit Ponceau S-Losung gefarbt (Spur PS) und in Streifen geschnitten.
Die Membran-Streifen wurden mit ChemiBLOCKER abgesittigt und anschlieBend mit einer Losung von wt-BBP
(B), His1AC* (C) und His1AC*-16 (D) jeweils in Abwesenheit von Ni** (Spur 1), in Gegenwart von 100 pM Ni**
(Spur 2) bzw. von 1 mM Ni** (Spur 3) inkubiert. Die gebundenen BBP-Varianten wurden anschlieBend mithilfe
des Strep-tag II-Affinitdtsanhéngsels mit Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat durch chromogene
Reaktion von NBT und BCIP nachgewiesen.

Das Experiment ergab, dass die BBP-Variante His1AC*-16 ausschlieSlich an Proteine mit
dem Hise-tag bindet (Abbildung 26D). Dabei ist die Bindungsaffinitidt von der Metallionen-
konzentration in der Weise abhingig, dass der Hisg-tag in Abwesenheit von Ni** zwar erkannt
wird (Spur 1), das Signal jedoch mit ansteigender Ni**-Konzentration deutlich stérker wird.
Bei 1 mM Ni**-Konzentration (Spur 3) wird zusétzlich eine Bande auf der Hohe der leichten
Kette des HRS3c-Hiss erkannt. Dabei kann es sich allerdings auch um die unprozessierte
Form der schweren Kette mit dem Hiss-tag handeln, die auf dieser Hohe lauft und
moglicherweise in der Proteinpridparation noch als Verunreinigung vorhanden war. Die
Bindungssignale der BBP-Variante HislAC* waren im Vergleich zu His1AC*-16 im
allgemeinen schwécher. His1AC* bindet die beiden Proteine, die einen Hise-tag tragen, (d.h.
G9-Cystatin-Hiss und HRS3c-Hise) unterschiedlich stark (Abbildung 26C). Auch hier ist wie
bei HisIAC*-16 die Bindungsaffinitit abhéngig von der Metallionenkonzentration. Bei einer
Ni**-Konzentration von 1 mM wurden die Proteine ohne das Hise-tag sehr schwach angefarbt,

was auf eine durch die hohe Ni*-Konzentration hervorgerufene unspezifische Bindung
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hindeutet (Spur 3). Im Falle des BBP-Wildtyps wurden unter allen getesteten Bedingungen
keine Signale beobachtet (Abbildung 26B).

Demnach ist die Bindungsaffinitdt der BBP-Variante His1AC*-16 zu Oligohistidinsequenzen
spezifisch und im Vergleich zu HisIAC* erhoht. Um als Nachweisreagenz verwendet zu

werden, miisste seine Affinitit weiter verbessert werden.

3.3 Affinitatsmaturierung mittels Error Prone PCR

Zur weiteren Optimierung der BBP-Variante HisIAC*-16 wurde die Methode der fehler-
erzeugenden (Error Prone) PCR gewéhlt, die auf der Einfiihrung zufélliger Punktmutationen

wihrend der Amplifizierung eines Gens beruht.

Die am haufigsten angewendete Strategie der Error Prone PCR bedient sich der Erzeugung
von Basenfehlpaarungen durch den Finsatz der Nukleotidanaloga dPTP und 8-o0xo-dGTP
(Abbildung 27; Zaccolo et al., 1996). Die Vorteile dieser beiden Analoga liegen in der hohen
Mutageneseeffizienz und Stabilitdt unter PCR-Bedingungen sowie einer guten Akzeptanz als
Substrat der Tag-DNA-Polymerase. dPTP (2'-Deoxy-P-nucleosid-5'-triphosphat) bildet stabile
Basenpaarungen mit A und G und generiert infolgedessen Transitionen, vorzugsweise A—G
und T—C. 8-0x0-dGTP (8-Oxo0-2'-deoxyguanosin-5'-triphosphat) ist eines der wenigen
Nukleotidanaloga, welches Transversionen verursacht (Zaccolo et al,, 1996). Es geht

Basenpaarungen mit A und C ein und verursacht dadurch Transversionen T—G und A—C.
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Abbildung 27: Die Strukturformel der bei der Error Prone PCR verwendeten Nukleotidanaloga dPTP (2'-
Deoxy-P-nucleosid-5'-triphosphat) und 8-0xo-dGTP (8-Oxo0-2'-deoxyguanosin-5'-triphosphat).
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3.3.1 Zufallsmutagenese EPI

Zufallsmutagenese ,,EPI*“ diente dem Test der Mutagenesevorschrift von Zaccolo et al.
(1996). Die Bedingungen wurden so gewihlt, dass etwa eine bis fiinf Mutationen pro BBP-
Genkassette angestrebt wurden (Abschnitt 2.2.5.4). Dazu wurde eine &quimolare
Konzentration an dNTPs und den beiden Nukleotidanaloga von je 500 uM eingesetzt. Als
Matrize wurde die codierende DNA von HislIAC* auf dem Expressionsplasmid pBBP21
verwendet. Der von den eingesetzten Primern GB1 und GB2 eingeschlossene Sequenzbereich
der BstXI-Kassette umfasste die Aminosdurepositionen 28 bis 127 und beinhaltete alle vier

Schleifenregionen mit den diese verbindenden [3-Faltblattstrangen (Abbildung 16).

Die nach der Selektion auf oligohistidinbindende Varianten direkt mittels Filter Sandwich
Colony Screening Assay isolierten und analysierten Varianten trugen 5 bis 23
Basenaustausche pro BBP-Gen (das ergab 4 bis 20 Aminosdureaustausche) und wiesen keine

deutlich verbesserte Affinitdt zu G9-Cystatin-Hise auf (Daten nicht gezeigt).

3.3.2 Zufallsmutagenese EPII

Um die Anzahl an Mutationen pro BBP-Gen zu erniedrigen, wurde im Zufallsmutagenese-
Experiment ,,EPII* die Konzentration der beiden eingesetzten Nukleotidanaloga auf je
250 puM herabgesetzt. Als Matrize wurde die codierende DNA von HislAC* bzw.

His1AC*-16 auf dem Expressionsplasmid pBBP21 in getrennten Ansétzen verwendet.

Die erhaltenen PCR-Fragmente der beiden Bibliotheken wurden gereinigt, mit der
Restriktionsendonuklease BstXI im praparativen Mallstab gespalten und getrennt mit einem
analog verdauten Vektorfragment des Plasmides pBBP22 bzw. pBBP41 ligiert. Der Vektor
pBBP41 ist ein Abkommling von pBBP22 (Abbildung 19) und unterscheidet sich nur durch
die Anwesenheit eines Amber-Stoppcodons (TAG) anstelle des ersten Codons (CCA) der
ABD-Doméne. Er wurde konstruiert, um die seclektierten BBP-Varianten in einem nicht-
Amber-Suppressorstamm ohne Fusion mit der ABD produzieren zu konnen. Die vier
Ligierungsansitze wurden unabhdngig voneinander zur Transformation elektrokompetenter
E.coli TG1-F-Zellen (Abschnitt 2.2.2.2) eingesetzt und anschlieBend zur Selektion auf
oligohistidinbindende Varianten in einem Filter Sandwich Colony Screening Assay

durchgemustert.
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3.3.2.1 Selektion von BBP-Varianten mittels Filter Sandwich Colony Screening Assay

und Sequenzanalyse der selektierten Varianten

Zur Prisentation des Hiss Targets im Selektionsexperiment wurde diesmal das mit
Digoxigenin markierte rekombinante Wildtyp-BBP (Abschnitt 3.1.5) eingesetzt, um zu
gewihrleisten, dass keine BBP-Varianten, die bevorzugt mit dem Trager-Protein G9-Cystatin

interagieren, selektiert werden.

Zur Erhohung der Stringenz wurde bei der Entwicklung der hydrophoben Membran eine
niedrigere Konzentration (300 nM) des Tréigerproteins als in der Affinitdtsmaturierung von
His1AC* (770 nM) eingesetzt. Die Konzentration von Ni** betrug 100 uM. Von jedem der
vier Ligierungsanséitze wurden je zwei Membranen vorbereitet und im Filter Sandwich
Colony Screening Assay analysiert. So wurden insgesamt ca. 10000 Kolonien auf insgesamt 8
Membranen auf ihre Liganden-Bindungseigenschaften durchgemustert. Bei mehr als 90 % der
Kolonien wurden die dazugehorigen sekretierten Varianten angefarbt. Die Signale
unterschieden sich in der Morphologie und Intensitit. Insgesamt 50 Kolonien von den acht
Membranen (bezeichnet als EPIL.1 bis EPIL.61), die die intensivsten Farbspots hervorgerufen
haben, wurden ausgewihlt und deren Liganden-Bindungseigenschaften in einem weiteren
Filter Sandwich Colony Screening Assay miteinander verglichen (Abbildung 28). Dazu
wurden zwei identische Membranen vorbereitet und mit Digoxigenin markiertem Wildtyp-
BBP-Hiss (Abbildung 28A) bzw. G9-Cystatin-Hiss (Abbildung 28B) in Gegenwart von
100 uM Ni** inkubiert.

Die Signalintensitit der BBP-Variante His1AC*-16 war wie erwartet stirker als die Intensitét
der BBP-Ausgangsvariante Hisl1AC*. Zwischen den fiir dieselbe Mutante (His1AC* bzw.
His1AC*-16) verwendeten unterschiedlichen Vektoren (pBBP22 bzw. pBBP41) gab es keinen
merklichen Unterschied in der Signalintensitit. Das deutet darauf hin, dass im Falle des
Plasmids pBBP41 im supE Amber-Suppressorstamm E. coli TGI1-F geniigend Protein

produziert und sekretiert wurde, um das auf der Membran immobilisierte HSA zu sittigen.

Der Grofiteil der Signale der 50 Kolonien war intensiver als die Signale der beiden
urspriinglichen Varianten. Die relativen Intensititen der Signale der einzelnen Mutanten auf
der einen Membran entsprachen den korrespondierenden Signalen auf der anderen Membran.
Dies deutete daraufhin, dass die selektierten Varianten unabhingig vom Trigerprotein gegen
das Hise-tag gerichtet sind. Die Farbspots der BBP-Variante EPI1.44 auf der Membran, die mit
G9-Cystatin-Hise-Digoxigenin-Konjugat inkubiert wurde, erscheinen etwas diffuser als
diejenigen auf der mit BBP-Hiss-Digoxigenin-Konjugat behandelten Membran. Spéter stellte
sich heraus, dass diese Spots von einem Mischklon herriihrten, was die Ursache fiir die

unterschiedlichen Signalintensitdten sein kann.
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Abbildung 28: Ergebnis des vergleichenden Filter Sandwich Colony Screening Assay zur Selektion von BBP-
Varianten aus der Error Prone Mutagenese EPII. Die selektierten Bakterienkolonien von TG1-F- von insgesamt
acht Membranen wurden parallel auf zwei weitere Membranen paarweise aufgetragen und die Biosynthese der
codierten BBP-Varianten bei 22 °C induziert. Nach der Inkubation mit Wildtyp BBP-Hiss-Digoxigenin-Konjugat
(A) bzw. G9-Cystatin-Hiss-Digoxigenin-Konjugat (B) in Gegenwart von Ni** und anschlieBender Entwicklung
mit Anti-Digoxigenin-F.,-Alkalische-Phosphatase-Konjugat wurde eine chromogene Reaktion durchgefiihrt. Die
Zahlen oberhalb der Kolonien in (A) beziehen sich auf die Zahl nach dem Punkt (EPII.Zahl) in der Bezeichnung
der dazugehorigen DNA-Sequenz (Abbildung 29) und gelten analog auch fiir die rechte Membran (B). Zur
Kontrolle wurden je zwei verschiedene Vektor-Konstrukte der BBP-Varianten Hisl1AC* und His1AC*-16 auf
jeder Membran mitgefiihrt: pBBP41-His1AC* (a), pBBP41-His1AC*-16 (b), pBBP22-HislAC* (c) und

pBBP22-His1AC*-16 (d). Kolonien 1-28 stammen von dem Ligierungsansatz mit dem Vektortyp pBBP41,
wihrend Kolonien 31-61 von demjenigen mit dem Vektortyp pBBP22 herriihren.

Die stirksten Signale wurden bei den Varianten EPIIL.1, 20, 21, 22, 23 und 44 beobachtet.
Insgesamt wurden acht Bakterienkolonien, die die intensivsten Signale hervorriefen,
ausgewdhlt, ihre Plasmid-DNA isoliert und analysiert. Die DNA-Sequenzierung der Variante
EPIL.44 zeigte, dass es sich hierbei um einen Mischklon handelte. Dieser wurde in einem
weiteren Filter-Stapel-Test vereinzelt (Daten nicht gezeigt), dessen DNA isoliert und erneut
sequenziert.

Die DNA-Sequenzierung ergab, dass alle acht analysierten Varianten unterschiedlich waren
und keine Leserahmenverschiebungen sowie auch keine Stoppcodons aufwiesen. Sie
enthielten mehrfache Mutationen, die iiber alle vier Schleifenbereiche und das [3-Barrel
verteilt waren. Davon waren ca. 21 % stille Mutationen. Insgesamt wurden 3-14
Aminosédureaustausche (Mittelwert: 8,25) pro BBP-Gen gefunden (Tabelle 6). In den
selektierten Varianten wurden hauptséchlich Transitionen generiert (Transitionen /

Transversionen = 41/1); davon waren 80 % Transitionen von A—G.
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BBP- Anzahl Transitionen Aminosiuresubstitutionen
Variante Mut:tlilonen Transvérsionen still codierend Cystein
EPIIL1 14 14:0 3 11 1+ und 1-
EPIL.20 16 16:0 2 14 1+
EPIL.21 12 11:1 4 7 1+
EPIL.22 16 15:1 3 13 1+
EPIL.23 3 3:0 0 3 0
EPIL41 6 6:0 1 5 0
EPIL42 4 4:0 0 4 0
EPIL44 12 12:0 9 0

Tabelle 6: Basen- und Aminosduren-Charakteristika der selektierten BBP-Varianten aus der Error Prone
Mutagenese EPII

Von den selektierten BBP-Varianten wurde eine — die Mutante EPII.1 — durch Mutagenese
von HisIAC* und die restlichen sieben durch Mutagenese von HislAC*-16 erhalten
(Abbildung 29). Von diesen sieben Varianten leiteten sich anndhernd gleich viele Klone von
den beiden unterschiedlichen Vektoren fiir die Variante His1AC*-16 ab: EPIL.20, EPIL.21,
EPII.22 und EPII.23 von pBBP41-HislAC*-16 und EPIL.41, EPIl.42 und EPIL.44 von
pBBP22-His1AC*-16.

Die prominenteste Art der Aminosduresubstitution, die an unterschiedlichen Positionen in
allen selektierten Varianten aufgetreten ist, war der Austausch des positiv geladenen Lys
(AAA oder AAG) durch das negativ geladene Glu (GAA oder GAG) als Folge einer A—G
Transition. Diese Substitution trat 2 bis 6-mal in jeder einzelnen BBP-Variante auf. Eine
Ausnahme stellt Variante EPI1.23 dar, wo dieser Austausch dreimal als einzige aufgetretene
Substitution erscheint. Die Lys—Glu Substitution fand gehduft sowohl am oberen Ende der
Bindungstasche in den Peptidschleifen 1 (Position 41), 4 (Positionen 121, 122 und 125) und
am oberem Ende des [-Faltblatts A (Position 31) als auch am Boden der Bindungstasche
(Positionen 80 und 107) und am unterem Ende des [(-Faltblatts E (Position 83) statt.
Dieselben Substitutionen an den Positionen 31, 41 und 122 wurden vereinzelt auch in der
vorangegangenen in vitro Affinitdtsmaturierung der BBP-Variante His1AC* (Abschnitt 3.2.4;
Abbildung 22) festgestellt. Das deutet darauf hin, dass negativ geladene

Aminosdureseitenketten giinstig zur Bindung des Liganden beitragen.

Weitere héufige Aminosduresubstitutionen waren Lys—Arg, Glu—Gly und Asp—Gly,

welche alle durch eine A—G Transition entstanden waren.
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Abbildung 29: DNA- und korrespondierende Aminosiure-Sequenz der selektierten BBP-Varianten aus der

Error Prone Mutagenese EPII im Vergleich zur Sequenz von Wildtyp-BBP, His1AC* bzw. His1AC*-

16. Gezeigt

ist der Bereich der Aminosédurepositionen 19 bis 138, der die gesamte durch die BszXI-Schnittstellen
(CCANGTGG, unterstrichen) flankierte Genkassette umfasst. Die Aminosdurepositionen der vier Schleifen-
regionen sind unterstrichen. Die B-Faltblattstringe sind durch graue Pfeile oberhalb der Aminosiduresequenz
gekennzeichnet. Die zur Randomisierung ausgewihlten Basen und Aminoséurepositionen der urspriinglichen
BBP-Bibliothek (Beste, 1999) sind rot, die ausgetauschten Basen und Aminosdurepositionen in Hisl1AC* blau
und die in Hisl1AC*-16 griin gekennzeichnet. In den Gensequenzen der selektierten BBP-Varianten sind nur
diejenigen Basen und Aminosduren angegeben, die sich von der Sequenz von HislAC* bzw. His1AC*-16

unterscheiden. Neu aufgetretene Cys-Reste sind lila eingezeichnet.
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Bei vier BBP-Varianten, die im vergleichenden Kolonie-Filterstapel-Test die intensivsten
Signale lieferten, wurden zusétzliche Cys-Reste gefunden: bei EPII.1 an Position 67, bei EPII.
20 an Position 32, bei EPIL.21 an Position 47 und bei EPIL.22 an Position 74. Diese
Substitutionen wurden durch eine einfache A—G Transition im Tyr-Codon (TAC)
hervorgerufen. Bei EPIl.1 wurde zusitzlich dazu das Cys an der Position 115 durch Arg
ausgetauscht. Im Fall der Mutanten EPII.1 und EPIL.20 lagen all diese Substitutionen am

oberen Ende der Bindungstasche.

Die BBP-Variante EPIL.44, die die stirksten Signale im Filterstapeltest gezeigt hatte
(Abbildung 28), trug insgesamt neun Aminosduresubstitutionen. Vier davon waren
Austausche von Lys zu Glu. Sie sind gehduft am oberem Ende der Bindungstasche aufgetreten
(am Ende des [-Faltblatts A an Position 31, innerhalb der Peptidschleife 1 an Position 41 und
am Ende der Peptidschleife 4 an Position 125). Weiterhin wurde auch im (-Faltblattstrang C
an Position 55 diese Art von Substitution gefunden. In der Schleifenregion 1 wurde zudem ein
ungeladenes Tyr an Position 39 durch einen positiv geladenen His-Rest ersetzt. Bei den vier
restlichen Austauschen handelte es sich um konservative Substitutionen (Lys83—Arg am
N-Terminus des [-Faltblattstrangs E, Val98—Ala und Phe99—Leu am N-Terminus des
[-Faltblattstrangs F, Asn108—Ser am Boden der Bindungstasche).

Fir die weitergehende Charakterisierung der Liganden-Bindungseigenschaften wurden von
den Varianten, die die stirksten Signale im Vergleichs-Filter-Stapel-Test zeigten, diejenigen

ausgewdhlt, die keine zusdtzlichen Cys-Reste enthielten. Dies waren EPII1.23 und EPI1.44.

3.3.2.2 Produktion der selektierten BBP-Varianten in E. coli und Untersuchung ihrer
Bindungseigenschaften im ELISA

Die His1AC*-16-Variante EPI1.44 war auf dem Vektor pPBBP22 codiert und konnte damit nur
als Fusionsprotein mit der ABD produziert werden. Daher wurden die randomisierten
Gensegmente beider ausgewihlten Mutanten (EPIL23 und EPIL.44) zur bakteriellen
Produktion, wie schon in Abschnitt 3.2.5, auf dem Expressionsplasmid pBBP21 subkloniert.
AnschlieBend wurden die Proteine in E. coli JM83 wie in Abschnitt 2.4.2 beschrieben
produziert und mittels Streptavidin-Affinitdtschromatographie gereinigt. Wiahrend der
Induktion neigten die Zellen bei beiden Mutanten zur Lyse. Deshalb wurde das Wachstum der
Zellkultur durch Messung der optischen Dichte verfolgt und die Zellernte gegebenfalls schon
2,5 - 2,75 Stunden nach der Induktion eingeleitet.

Die Analyse der Proteinproduktion und -reinigung durch SDS-PAGE zeigte, dass die Variante
EPII.23 zusammen mit unprozessiertem Protein und einer 16 kDa groflen Verunreinigung,

vermutlich Skp, aus dem bakteriellen Periplasma isoliert werden konnte (Daten nicht gezeigt).
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Bei der Variante EPIL.44 wurden je nach Grad der Lyse zum Zeitpunkt der Zellernte nur
geringe Verunreinigungen nach der Streptavidin-Affinitdtschromatographie beobachtet. Eine
prominente Proteinbande, die dem Skp zuzuordnen war, wurde nicht beobachtet. Somit haben
die eingefiihrten Aminosduresubstitutionen in der HislAC*-16-Variante die Interaktion
zwischen dem Skp und der BBP-Variante aufgehoben. Weiterhin zeigte die Variante EP11.44
eine zum BBP etwas erniedrigte und zu der vorangegangenen Mutante His1AC*-16 nahezu
identische elektrophoretische Mobilitdt (Abbildung 30). Dariiber hinaus wurde eine
Steigerung der Ausbeute auf 150 pg/l Kulturmedium (bei einer ODsso der Expressionskultur

zum Zeitpunkt der Ernte von 1,1) erzielt.

116,0 kDa —
66,2 kDa —
45,0 kDa —
35,0 kDa —

25,0kDa —
18,4kDa —

144kDa —

Abbildung 30: Analyse der BBP-Varianten in einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel. Die Proteine wurden
durch Sekretion in das Periplasma von E. coli JM83/pBBP21 (fir Wildtyp BBP und EPIl.44 ) bzw.
MC4100Askp/pBBP21 (fiir His1AC* und His1AC*-16) produziert und mithilfe des Strep-tag I gereinigt. Die
Proteinproben wurden vor der Elektrophorese reduziert: Wildtyp BBP (1), His1AC* (2), HisAC*-16 (3) und
EPIL.44 (4). Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mit Coomassie Brilliantblau angefarbt.

Beide His1AC*-16-Varianten wurden im ELISA auf ihre Liganden-Bindungseigenschaften
zum Hise-tag analysiert. Dazu wurden die Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit G9-Cystatin-
Hiss beschichtet und anschlieend mit einer Verdiinnungsreihe der jeweiligen BBP-Variante
in Gegenwart von 100 uM Ni*" inkubiert. Die Variante EPII.44 zeigte dabei deutlich hohere
Signale (Daten nicht gezeigt). In einem weiteren ELISA-Experiment wurde diese mit den
urspriinglichen Varianten His1AC* und His1AC*-16 sowie mit Wildtyp-BBP als Kontrolle
verglichen (Abbildung 31). In Gegenwart von 100 uM Ni** zeigte EPI[.44 konzentrations-
abhéngige Bindungssignale, die etwa doppelt so hoch waren wie diejenigen flir die Mutante
His1AC*-16 (Abbildung 31A). Die apparente Dissoziationskonstante betrug 14 + 2 nM. Die
in Abwesenheit von Ni** gemessenen Signale waren deutlich niedriger (Abbildung 31B).
Wurden die Vertiefungen der Mikrotiterplatte nur mit BSA beschichtet, wurden keine
Bindungssignale detektiert (Daten nicht gezeigt).
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Somit konnte mittels Error Prone PCR eine weitere Verbesserung der Bindungsaffinitit
dieses Anticalins erzielt werden.
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Abbildung 31: ELISA-Experimente zur Untersuchung der Liganden-Bindungsaktivitit der selektierten BBP-
Variante EPI1.44 im Vergleich zum Wildtyp-BBP, His1AC* und HisIAC*-16. (A) Vertiefungen der Mikrotiter-
platte wurden mit G9-Cystatin-Hiss beschichtet und die Oberflache anschlieBend mit BSA abgeséttigt. Danach
wurde eine Verdiinnungsreihe des Anticalins in Gegenwart von 100 puM Ni** appliziert. Gebundenes
rekombinantes Protein wurde anschlieBend mithilfe des Strep-tag II-Affinititsanhdngsels mit Streptavidin-
Alkalische-Phosphatase-Konjugat durch enzymbkatalysierte Hydrolyse von p-Nitrophenylphosphat nachgewiesen.

(Die Anpassung der Messwerte erfolgte mithilfe des Computerprogramms ,,Kaleidagraph® nach Gleichung (5).)
(B) Wie (A) jedoch in Abwesenheit von Ni*',

3.3.3 Zufallsmutagenese EPIII

Um die metallionenabhédngige Affinitit der Variante EPI1.44 noch mehr zu verbessern, wurde
eine zweite Affinitdtsmaturierung mittels Error Prone PCR ausgefiihrt. Die Mutagenese fand
wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben statt. Als Matrize wurde die codierende DNA von EPII.44
auf dem Expressionsplasmid pBBP21 verwendet. Um die Anzahl an Mutationen pro BBP-
Gen zu erniedrigen, wurde die Konzentration beider in der ersten PCR-Stufe eingesetzten
Nucleotidanaloga von 250 uM auf 100 puM herabgesetzt und betrug somit nur noch 1/5 der
eingesetzten dNTP-Konzentrationen. Das erhaltene randomisierte PCR-Fragment wurde auf
dem Plasmid pBBP41 subkloniert (Abschnitt 3.3.2) und zur Transformation -elektro-
kompetenter E.coli TG1-F-Zellen eingesetzt. AnschlieBend wurden die erhaltenen
Transformanden zur Selektion auf Hise-bindende EPI1.44-Varianten wiederum in einem Filter

Sandwich Colony Screening Assay analysiert.



Ergebnisse 109

3.3.3.1 Selektion von BBP-Varianten mittels Filter Sandwich Colony Screening Assay

und Sequenzanalyse der selektierten Varianten

Zur Préisentation des Hiss-Affinitdtsanhdngsels im Filter Sandwich Colony Screening Assay
wurde erneut das mit Digoxigenin markierte rekombinante Wildtyp-BBP ausgewihlt. Die
Konzentration dieses Trigerproteins wurde bei der Entwicklung der hydrophoben Membran
zur Erhohung der Stringenz auf 100 nM gegeniiber dem ersten Affinitdtsmaturierungszyklus
mittels Error Prone PCR (300 nM) erniedrigt. Die Konzentration von Ni*" betrug unverindert
100 uM.

Insgesamt wurden ca. 3000 Kolonien auf zwei Membranen auf ihre Liganden-Bindungs-
eigenschaften durchmustert. Dabei traten bei mehr als 90 % der Kolonien Farbsignale auf,
wobei sich die individuellen Spots in ihrer Morphologie und Intensitdt voneinander teilweise
unterschieden. Von den zwei Membranen wurden insgesamt 25 Kolonien (bezeichnet als
EPIIL.501 bis 511 und EPII.101 bis 116), die zu den intensivsten Signalen fiihrten,
ausgewdhlt und deren Liganden-Bindungseigenschaften in einem weiteren Filter Sandwich

Colony Screening Assay miteinander verglichen (Abbildung 32).

In diesem Assay wurden sechs identische Membranen vorbereitet und unter verschiedenen
Bedingungen entwickelt. Dabei wurde jeweils das G9-Cystatin als Trager des Hise-tags
eingesetzt. Zum Vergleich wurden auf jeder Membran auch Kolonien aller drei Generationen
der oligohistidinbindenden BBP-Varianten (His1AC*, His1AC*-16 und EPII.44) aufgetragen.

Die ersten zwei Mebranen wurden mit gleichen Konzentrationen an mit Digoxigenin
markiertem G9-Cystatin-Hiss (Abbildung 32A) bzw. G9-Cystatin-Strep 11 (Abbildung 32B) in
Gegenwart von 100 pM Ni** inkubiert. Dabei wurde auf der mit G9-Cystatin-Strep 11
inkubierten Membran B fiir keine der BBP-Varianten ein Bindungssignal detektiert, wihrend
auf der mit G9-Cystatin-Hiss inkubierten Membran alle Mutanten sichtbare Spots lieferten.
Daraus war zu schlieBen, dass die Bindungssignale der Varianten von deren Affinitdt zum
Hise-tag und nicht zum Tréagerprotein herriihrten. Die stirksten Signale, die auch als erste
beim Entwickeln der Membran auftraten, lieferten die Varianten EPIII.501 und EPIIL.509.
Dabei waren die Bakterien-Kolonien, die die Variante EPIII.509 sekretierten, viel kleiner als
die der Variante EPIIL.501, was auf eine hohere Produktion oder Affinitiat der Variante EPIIIL.
509 hindeutete. Signale von zwei Varianten (EPII.103 und EPIII.108) waren schwécher als
diejenigen der Matrizen-Variante EPI1.44. Da die Signalintensitdten aller getesteten Varianten
auf der mit 100 nM digG9-Cyst-Hiss und 100 uM Ni** inkubierten Membran A einander sehr
dhnlich waren, konnte man annehmen, dass die Ligandenkonzentration schon im
Sattigungsbereich lag. Daher wurden die weiteren vier Membranen C bis F unter stringenteren
Bedingungen in Bezug auf die Konzentration des mit Digoxigenin markierten G9-Cystatin-

Hise sowie der Ni**-Ionen entwickelt.
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Abbildung 32: Ergebnis des vergleichenden Filter Sandwich Colony Screening Assay zur Selektion von BBP-
Varianten aus der Error Prone Mutagenese EPIIL. Die selektierten Bakterienkolonien von TG1-F/pBBP41 von
insgesamt zwei Membranen wurden auf sechs weitere Membranen parallel (immer vierfach) aufgetragen und die
Biosynthese der codierten BBP-Varianten bei 22 °C induziert. Nach der funktionellen Immobilisierung der BBP-
Varianten auf einer hydrophoben Membran wurden diese auf ihre individuellen Bindungseigenschaften
untersucht. Nach der Inkubation mit digoxigeniertem G9-Cystatin-Hiss (G9-Cyst-Hise) bzw. digoxigeniertem
G9-Cystatin-Strep 11 (G9-Cyst-Strep 1) in Gegenwart von Ni** und anschlieBender Inkubation mit Anti-
Digoxigenin-F-Alkalische-Phosphatase-Konjugat ~ wurde  eine  chromogene Reaktion  durchgefiihrt.
(A) Inkubation mit 100 nM G9-Cyst-Hiss und 100 uM Ni*, (B) 100 nM G9-Cyst-Strep 1T und 100 uM Ni*, (C)
20 nM G9-Cyst-Hiss und 100 uM Ni*, (D) 20 nM G9-Cyst-Hiss und 10 uM Ni*, (E) 5 nM G9-Cyst-Hiss und
10 uM Ni**, (F) 5 nM G9-Cyst-Hiss und 1 uM Ni**. Die Zahlen oberhalb der Kolonien in (A) beziehen sich auf
die Zahl nach dem Punkt (EPIII.Zahl) in der Bezeichnung der dazugehdrigen DNA-Sequenz (Abbildung 33) und
gelten analog auch fiir die restlichen fiinf Membranen (B - F). Zur Kontrolle wurden die BBP-Varianten

His1AC* (a), His1AC*-16 (b) und EPIL.44 (c) mitanalysiert.

Die Membranen C und D wurden mit einer 20 nM Losung von mit Digoxigenin markiertem
G9-Cystatin-Hiss in Gegenwart von 100 uM Ni** fiir die Membran C (Abbildung 32C) und
10 uM Ni** fiir die Membran D (Abbildung 32D) inkubiert. Die intensivsten Signale wurden
wiederum fiir die Varianten EPIIL.501 und EPIIL.509 beobachtet. Zusitzlich trat der Spot der
Variante EPIII.109 besonders stark hervor. Die Membranen E und F wurden mit einer 5 nM
Losung von Digoxigenin markiertem G9-Cystatin-Hiss in Gegenwart von 10 uM Ni** fiir die
Membran E (Abbildung 32E) und 1 puM Ni** fiir die Membran F (Abbildung 32F) inkubiert.
Auf diesen beiden Membranen waren die Signale der Variante EPIIL.501 etwas schwécher,
wihrend die Signale der Varianten EPII.105 und EPIIL.111 im Vergleich zu den vorherigen

Membranen verstarkt waren.

Insgesamt wurden acht Bakterienkolonien, die die intensivsten Signale hervorriefen,
ausgewdhlt, ihre Plasmid-DNA isoliert und analysiert (Abbildung 33). Alle acht analysierten

Varianten waren funktionell. Sie enthielten mehrfache Mutationen, die sich {liber das ganze
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BBP-Gen erstreckten. Insgesamt wurde wie erwlinscht eine geringere Anzahl an Mutationen,
generiert. Je BBP-Gen wurden 1 bis 5 Aminosiureaustausche (Mittelwert: 3,75) gefunden
(Tabelle 7). Der Anteil an stillen Mutationen war mit ca. 19 % anndhernd gleich hoch wie
derjenige bei der Error Prone Mutagenese EPIL. In den selektierten Varianten wurden
hauptsidchlich Transitionen beobachtet (Transitionen/Transversionen = 18/1), davon waren
64 % Transitionen A—G.

BBP- Anzahl Transitionen Aminosiuresubstitutionen
Variante Mut:tlilonen Transve::rsionen still codierend Cystein
EPIIL.501 6 5:1 1 5 0
EPIIL509 6 6:0 1 4 0
EPIIL.105 5 4:1 1 4 0
EPIIL.109 3 3:0 0 3 0
EPIIL111 4 4:0 1 3 0
EPIIL.112 2 2:0 1 1 0
EPIIL.113 5 5:0 0 5 0
EPIIL.115 7 7:0 2 5 1+ und 1-

Tabelle 7: Basen- und Aminosdure-Substitutionen der selektierten BBP-Varianten aus der Error Prone
Mutagenese EPIIIL

Im Schleifenbereich 4 ist an Position 122 bei fiinf von acht selektierten Varianten (EPIIL.509,
109, 111, 112 und 113) der Austausch eines positiv geladenen Lys mit dem negativ geladenen
Glu als Folge einer einfachen A—G Transition aufgetreten. Die gleiche Substitution war
vereinzelt auch in den beiden vorangegangenen Affinitditsmaturierungen bei den Varianten
His1AC*-20, EPIL.20 und EPIL.23 aufgetreten. Im Gegensatz zu der Zufallsmutagenese EPII
ist diese Art von Aminosdureaustausch nur an Position 122 erfolgt. Bei den Varianten EPIII.
509 und EPIII.113 wurde an Position 53 am unteren Ende des [3-Faltblattstrangs C das Ser
gegen ein Gly ersetzt. Diese Substitution wurde zuvor schon in der Variante EPIIL.20
beobachtet. Im Fall der Varianten EPIIL.501 und EPIIL105 wurde das Glu55 im
[-Faltblattstrang C, welches durch den Austausch von Lys in der vorangegangenen Variante
EPIL.44 generiert worden war, durch Gly ausgetauscht. Eine Substitution von Glu durch Gly
wurde auch bei den Varianten EPIII.111 und EPIII.115 in der Peptidschleife 4 an der Position
119 festgestellt. Bei der Variante EPIII.115 wurde an Position 85 ein neuer Cys-Rest
eingeflihrt, wiahrend das Cys an der Position 42 durch ein Tyr ersetzt wurde (Abbildung 33).
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Die Varianten EPIIL.105, 109, 111 und 509, die die stirksten Signale auf verschiedenen
Membranen im vergleichenden Filter-Stapel-Test zeigten, wurden zur Charakterisierung der

Liganden-Bindungseigenschaften ausgewihlt.

20 30 40 50
TrpSerGlnTyrHisGlyLysTrpTrpGluValAlaGluTyrProGlnAlaSerTrpGluHisGlyGluCysGlyTrpAlaGluTyrThrProGluGlyLysSerValGluValSerSer EPII. 44
TGGTCCCAGTACCATGGTAAATGGTGGGAAGTCGCCGAATACCCACAGGCCTCCTGGGAGCACGGAGAGTGCGGATGGGCTGAGTACACTCCTGAAGGCAAGAGTGTCGAAGTCTCGTCG 375
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Abbildung 33: DNA- und korrespondierende Aminoséure-Sequenz der selektierten BBP-Varianten aus der
Error Prone Mutagenese EPIIl im Vergleich mit der Sequenz von EPIL44. Gezeigt ist der Bereich der

Aminosdurepositionen 19 bis 138, der die gesamte durch die BstXI-Schnittstellen (CCANgTGG, unterstrichen)
flankierte Genkassette umfasst. Die Aminoséurepositionen der vier Schleifenregionen sind unterstrichen. Die in
der Error Prone Mutagenese EPII randomisierten Basen und Aminosiurepositionen der BBP-Variante EPI1.44
sind rot gekennzeichnet. In den Gensequenzen der selektierten BBP-Varianten sind nur diejenigen Basen und
Aminoséduren angegeben, die sich von der Sequenz des EPII.44 unterscheiden. Neu aufgetretene Cys-Reste sind
lila eingezeichnet.



Ergebnisse 113

3.3.3.2 Produktion der BBP-Varianten in E. coli und Untersuchung ihrer
Bindungseigenschaften im ELISA

Zur bakteriellen Produktion der Anticaline ohne die Albumin-Bindungsdoméine wurden
E. coli IM83 Zellen mit dem Vektor pBBP41, auf dem die Gensegmente der ausgewihlten
Varianten codiert waren, transformiert. AnschlieBend wurden die Proteine wie in Abschnitt

2.4.2 beschrieben produziert und mittels Streptavidin-Affinititschromatographie gereinigt.

Die Ausbeuten fiir die einzelnen Varianten lagen zwischen 270 und 500 pg pro Liter
Kulturmedium. Wiahrend der Induktion und auch bei der Zellernte neigten die Zellen aller vier
Mutanten zur Lyse. Die Analyse der Proteinproduktion und -reinigung durch SDS-PAGE
zeigte, dass die Elutionsfraktionen der Streptavidin-Affinititschromatographie aller Varianten
aufgrund mehr oder weniger starker Zelllyse durch kleinere und grof3ere Proteine verunreinigt
waren. Um dieses Problem zu beheben, wurden die Gensegmente der Varianten in den Vektor
pBBP21 subkloniert und die Proteinproduktion erneut in E. coli Stamm JM83 durchgefiihrt.
Bei der Zellernte wurde auf den Einsatz von Lysozym verzichtet. Auf diese Weise gewonnene
Proteinprédparationen enthielten nur noch geringe Mengen von zwei kleineren Protein-

Verunreinigungen.

AA, /At [107 min|
AA,J/At[107 min™]

40 60 80
Anticalin-Konzentration [nM] Anticalin-Konzentration [nM]
——&—— wt BBP - - 0 - - EPIIL.105 — — EPIIL111
——— EPIL44 ----O---- EPIIL109 - - v - - EPIIL509

Abbildung 34: ELISA zur Untersuchung der Liganden-Bindungsaktivitit der selektierten BBP-Varianten im
Vergleich zum Wildtyp-BBP und EPII.44. (A) Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden mit G9-Cystatin-Hiss
beschichtet und die Oberfliche anschlieBend mit BSA abgesittigt. Danach wurde eine Verdiinnungsreihe des
Anticalins in Gegenwart von 100 pM Ni*" appliziert. Gebundenes rekombinantes Protein wurde anschlieBend
mithilfe des Strep-tag II-Affinitdtsanhéngsels mit Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat durch
enzymkatalysierte Hydrolyse von p-Nitrophenylphosphat nachgewiesen. (B) Wie (A) jedoch in Abwesenheit von
Ni*",
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Alle vier EPIl.44-Varianten wurden in einem ELISA-Experiment auf ihre Liganden-
Bindungseigenschaften zum Hise-tag analysiert und mit EPI.44 sowie Wildtyp-BBP als
Kontrolle verglichen (Abbildung 34).

In Gegenwart von Ni*" zeigten alle Varianten konzentrationsabhédngige Bindungssignale, die
jedoch gleich hoch waren wie diejenigen fiir die Mutante EPI1.44 (Abbildung 34A). Die in
Abwesenheit von Ni*" gemessenen Signale waren deutlich geringer als in Gegenwart von Ni**
und im Falle der Variante EPIIL.109 am niedrigsten (Abbildung 34B). Wurden die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte nur mit BSA beschichtet, wurden keine Bindungssignale
detektiert (Daten nicht gezeigt).

Die zweite Affinititsmaturierung mittels Error Prone PCR hatte demzufolge keine

signifikante Verbesserung der Affinitdt zum Hiss-Target mit sich gebracht.

3.4 Eliminierung der Disulfidbriicken in der BBP-Variante EPII.44

Die in E. coli JIM83 produzierte und mittels Streptavidin-Affinitdtschromatographie gereinigte
Proteinpréparation der BBP-Variante EPIl.44 wurde mithilfe der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese unter reduzierenden sowie nicht-reduzierenden Bedingungen untersucht
(Abbildung 35). Die Variante zeigte im reduzierten Zustand eine gegniiber dem Wildtyp-BBP
erniedrigte elektrophoretische Mobilitit. Die nicht reduzierte Proteinprobe wies dagegen zwei
Proteinbanden mit einer deutlich erhohten Mobilitdt auf. Die Bande mit einer zum nicht-
reduzierten Wildtyp-BBP vergleichbaren Mobilitit kann auf die kompaktere Form der
Polypeptidkette nach Ausbildung der beiden Disulfidbriicken zuriickgefiihrt werden. Die
zweite Proteinbande, mit etwas erniedrigter Mobilitdt, deutete auf die Anwesenheit eines nicht
nativen Disulfidisomers hin. Weiterhin waren im oberen Gel-Bereich zwei weitere prominente
Proteinbanden mit apparenten Molmassen von ca. 34 bis 40 kDa zu sehen. Dabei konnte es

sich um kovalente Dimere handeln.

Variationen der Expressionsbedingungen @nderten nichts an der Ausbildung von Disulfid-
isomeren. Eine leichte Verbesserung brachte die Koexpression von Proteindisulfid-
Oxidoreduktasen DsbA und DsbC und Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerase PPI, die auf dem
Vektor pTUM3 codiert sind. Dabei wurde das Verhéltnis zwischen dem nativen und dem

nicht-nativen Disulfidisomer zugunsten des ersten verschoben (Daten nicht gezeigt).

Die vier Cysteinreste Cys8, Cys42, Cys115 und Cys170 in der Variante EPI1.44 sind an der
Ausbildung der beiden Disulfidisomere beteiligt. Cys8 und Cys115 bilden im Wildtyp-BBP
eine Disulfidbriicke aus, die das N-terminale Segment des Proteins mit dem [-Strang G des
B-Barrel verbindet. Cys42, am Ubergang der Peptidschleife 1 in den B-Strang B, und Cys170
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verbinden das kurze C-terminale Peptid mit dem [3-Barrel (Huber et al., 1987b). Um eine
weniger heterogene Proteinpréparation der BBP-Variante EPIL.44 zu erhalten, wurde

versucht, diese Cysteinreste mittels ortsspezifischer Mutagenese durch Serin zu ersetzen
(Abbildung 36).

116,0 kDa —
66,2 kDa —

45,0 kDa —
35,0 kDa —

t

250 kDa —
18,4 kDa —

i

14,4 kDa —

Abbildung 35: Analyse der gereinigten BBP-Varianten EPI1.44 und EPIL.44C4 in einem 15 %igen SDS-
Polyacrylamidgel. Die Proteinproben der Spuren 1 bis 3 wurden vor der Elektrophorese mit Mercaptoethanol
behandelt, die Proben der Spuren 4 bis 6 wurden nicht reduziert: BBP (Spur 1 und 4), EPI1.44 (Spur 2 und 5)
und EPI1.44C4 (Spur 3 und 6). Die mit Buchstaben a-d markierten Pfeile auf der rechten Seite des Gels
kennzeichnen die im Text erwahnten einzelnen Proteinbanden in Spur 5. Nach der Elektrophorese wurden die
Proteine mit Coomassie Brilliantblau angefarbt.

3.4.1 Entfernung der Disulfidbriicke C42-C170 (Variante EPI1.44CC)

Die BBP-Variante EPI.44 trigt in der Peptidschleife 1 (Abbildung 29) drei Aminosdure-
substitutionen, Tyr39—His und Lys41—Glu sowie Lys38—Glu, und einen weiteren
Austausch Lys31—Glu am Ende des [3-Stranges A. Lys31 ist im Wildtyp-BBP an der
Salzbriicke mit Glu28 beteiligt und soll zur Stabilisierung des [3-Barrels beitragen (Huber et
al., 1987b). Dennoch hatte im Falle des Anticalins DigA16 (Schlehuber, 2001) das Fehlen
dieser Salzbriicke durch die Austausche Glu28—GIn und Lys31—Ala keinen negativen
Effekt auf die Proteinstabilitét.

Durch die oben genannten Mutationen konnte die Peptidschleife 1 eine Konformations-
dnderung erfahren, die zur Ausbildung nicht-nativer Disulfidisomere fiihren kdnnte. Darum
wurden im ersten Schritt die Cysteinreste der Disulfidbriicke Cys42-Cys170 durch Serin

ausgetauscht. Die auf diese Weise erzeugte Mutante wurde als EPI1.44CC bezeichnet.

Um das Ausmal} an Zelllyse wihrend der Induktionsphase und an Protein-Verunreinigungen
in der Proteinpriparation zu erniedrigen, wurden die Expressionsbedingungen fiir diese
Mutante optimiert. Die besten Ergebnise wurden bei Verwendung des E. coli Stamms KS272
in Verbindung mit pTUM4 erzielt. Dieser Vektor codiert fiir die Proteindisulfid-Oxido-
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reduktasen DsbA und DsbC unter der Kontrolle des konstitutiv exprimierten dsbA Promotors
sowie fiir Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerasen FkpA und SurA unter der Kontrolle des
konstitutiv exprimierten fkpA Promotors (Schlapschy et al., 2006).

OmpA 1 8 10 20 30
Al ad nAl aAspValTyrHisAspGlyAlaCysProGluValLysProValAspAsnPheAspTrpSerGlnTyrHisGlyLysTrpTrpGluValAlaGluTyrProGlnAlaSerTrp EPII.44
GCGCAGGCCGACGTGTACCACGACGGTGCCTGTCCCGAAGTCAAGCCAGTCGACAACTTCGACTGGTCCCAGTACCATGGTAAATGGTGGGAAGTCGCCGAATACCCACAGGCCTCCTGG

+ + + + + + —ommmm - o o o Fommmm + 312
CGCGTCCGGCTGCACATGGTGCTGCCACGGACAGGGCTTCAGTTCGGTCAGCTGTTGAAGCTGACCAGGGTCATGGTACCATTTACCACCCTTCAGC TTATGGGTGTCC ACC
GGTGCTGCCACGATCGGGGCTTCAGTTCGG :ZL8
Ser
40 42 50 60 70

GluHisGlyGluCysGlyTrpAlaGluTyrThrProGluGlyLysSerValGluValSerSerTyrPheValIleHisGlyLysGluTyrPhePheGluGlyThrAlaTyrProValGly EPII.44
GAGCACGGAGA 1bthALhhbb1uAGTACALlLL1bAAGGCAAGAGTGTCGAAGTCTCGTCGTACTTTGTAATCCACGGCAAGGAATACTTTTTCGAAGGTACCGCCTACCCAGTTGGT
+ - B i e i Fomm o + 432
CTCGTGCCTCTCACGCCTACCCGACTCATGTGAGGACTTCCGTTCTCACAGCTTCAGAGCAGCATGAAACATTAGGTGCCGTTCCTTATGAAAAAGCTTCCATCKEGGATGGGTCAACCA
CGTGCCTCTCAGGCCTACCCGAC :ZL6
Ser

80 920 100 110 115
AspSerLysIleGlyArgIleTyrHisSerAspThrGlyGlyGlyThrThrThrGluAspAlaLeuAsnValLeuSerProAspAsnLysSerTyrIleIleGlyTyrMetCysValTyr EPII. 44
GACTCCAAGATTGGAAGGATCTACCACAGCGACACTGGTGGAGGTACCACCACCGAGAATGCGCTCAACGTACTCTCCCCTGACAACAAGAGCTACATCATCGGATACATGTGCGTGTAC

+ + + + + + e Fomm Fomm Fomm Fomm + 552
CTGAGGTTCTAACCTTCCTAGATGGTGTCGCTGTGACCACCTCCATGGTGGTGGCTCTTCCGCGAGTTGCATGAGAGGGGACTGTTGTTCTCGATGTAGTAGCCTATGTACACGCACATG
GTAGTAGCCTATATACAGGCACATG
Ser

120 130 140 150
AspGluAspLysLysGlyHisGluAspAspValTrpValLeuSerArgSerMetValLeuThrGlyGluAlaLysThrAlaValGluAsnTyrLeulleGlySerProValValAspSer EPII.44
GACGAGGACAAGAAGGGGCACGAGGACGATGTCTGGGTGCTCTCCAGAAGCATGGTCCTTACTGGTGAAGCCAAGACCGCTGTCGAGAACTACCTTATCGGCTCCCCAGTAGTCGACTCC

+ + + + + - o Fommm o Fommmm 672
LLuLLLLluL1L1LLLLLuLuL1LL1uL1ACAGACCCACGAGAGSTCTTCGTACCAGGAATGACCAL11LuuxLLLuuLuACAuLLLL1uATGGAATAGCCGAGGGGTCATCAGCTGAGG
CTGCTCC :ZL9

160 170 174 Strep-tag II
GlnLysLeuValTyrSerAspPheSerGluAlaAlaCysLysValAsnAsnSer AsnTr pSer Hi sProd nPhed uLysEnd EPII.44
CAGAAALLuuxATACAGTGALx1L1L1hAAhLLuLL1bLAAGGTCAACAATAGCAACTGGTCTCACCCGCAGTTCGAAAAATAA
B e Bl 756
GTCTTTGACCATATGTCACTGAAGAGACTTCGGCGGACGTTCCAGTTGTTATCGTTGACCAGAGTGGGCGTCAAGCTTTTTATT

GAGACTTCGGCGATCGTTCCAGTTGT :ZL3
Ser

Abbildung 36: DNA-Sequenzen der fiir den Austausch von Cysteinresten verwendeten Oligodesoxynukleotide
zusammen mit der Sequenz des EPII.44-Strukturgens. Der Ausschnitt der Gensequenz des Vektors pBBP21
beginnt innerhalb der OmpA-Signalsequenz (unterstrichen) und endet mit einem Stoppcodon, das sich an die
Sequenz des Strep-tag 11 Affinititsanhdngsels (unterstrichen) anschlieit. Die Position der Aminosédurereste in
EPIL.44 ist oberhalb der Sequenz angegeben, zusdtzlich geben die Zahlen am Zeilenende die Position der
Nukleotide im Vektor pBBP21 an. Die fiir die gerichtete Mutagenese verwendeten Oligodesoxynukleotide sind
unterhalb der Gensequenz angegeben, wobei komplementdre Bereiche blau und mutierte Bereiche mit den
dazugehorigen Aminosduren rot dargestellt sind. Vier gezielt in das Wildtyp-BBP eingefiihrte Aminoséure-
substitutionen (Abschnitt 1.3; Aspl, GIn21, Ser87 und Met135) sind lila (Beste et al., 1999) und die gegeniiber
BBP ausgetauschten Aminosiuren sind griin gekennzeichnet.

Das Anticalin wurde aus der periplasmatischen Zellfraktion mittels Streptavidin-Affinitéts-
chromatographie und Gelfiltration unter Verwendung des GF-Puffers (Abschnitt 2.5.1.4)
gereinigt. Dabei eluierte die Mutante EPIL.44CC von der Gelfiltrationssdule bei einem
Volumen, welches einer Molmasse von 51 kDa entspricht. Eine Probe der Elutionsfraktion
wurde mithilfe der SDS-PAGE unter reduzierenden sowie nicht-reduzierenden Bedingungen
analysiert (Abbildung 37).

EPIL.44CC zeigte im reduzierten Zustand eine zum Wildtyp-BBP erniedrigte elektro-
phoretische Mobilitdt. Dasselbe wurde auch schon fiir die Mutante EPII.44 beobachtet
(Abbildung 35). Die nicht reduzierte Proteinprobe von EPI1.44CC wies zwei Proteinbanden

auf. Die Bande a erschien auf der halben Hohe zwischen den Proteinbanden fiir das Wildtyp-
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BBP unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen. Das kann durch eine im
Vergleich zum Wildtyp-BBP weniger kompakte Form der durch SDS denaturierten
Polypeptidkette durch die Anwesenheit nur einer Disulfidbriicke (Cys8-Cysl15) erklért
werden. Die Proteinbande b trat ausschlielich bei der nicht reduzierten Proteinprobe EPII.
44CC auf. Sie zeigte eine apparente Molmasse von ca. 41 kDa auf, was einem Dimer von
EPII.44CC entsprechen wiirde. In Verbindung mit dem oben genannten Elutionsvolumen bei
der Gelfiltration ergibt sich, dass die Proteinbande b einem kovalenten Dimer und die

Proteinbande a einem nicht-kovalenten Dimer entspricht.

116,0 kDa —
66,2 kDa —

45,0 kDa —
35,0 kDa —

25,0 kDa —
18,4 kDa — . <—a

14,4 kDa —

Abbildung 37: Analyse der gereinigten BBP-Variante EPI1.44CC in einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel.
Die Proteinproben der Spuren 1 bis 2 wurden vor der Elektrophorese mit Mercaptoethanol behandelt, die Proben
der Spuren 3 bis 4 wurden nicht reduziert: BBP (Spur 1 und 3) und EPI.44CC (Spur 2 und 4). Die mit
Buchstaben a und b markierten Pfeile auf der rechten Seite des Gels kennzeichnen die beiden im Text genannten
Proteinbanden in der Spur 4. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mit Coomassie Brilliantblau
angefarbt.

3.4.2 Entfernung der Dbeiden Disulfidbriicken C42-C170 und C8-C115
(Variante EPI1.44C4)

Um die Ausbildung eines kovalenten Dimers in der Variante EPI.44CC weiter zu
unterbinden und dadurch eine homogene Proteinpriaparation zu erhalten, wurden im zweiten
Schritt die Cysteinreste der Disulfidbriicke Cys8-Cys115 durch Serin ausgetauscht. Die auf
diese Weise erzeugte Cystein-freie Mutante wurde mit EPI1.44C4 bezeichnet (vgl. Abbildung
36).

Diese Mutante wurde zunéchst im E. coli Stamm JM83 produziert (Abschnitt 2.4.2) und
mittels Streptavidin-Affinitdtschromatographie gereinigt. Wie im Fall von EPIL.44 neigten
auch hier die Zellen wihrend der Induktionphase zur Lyse. Daher wurde die Zellernte nach
2,5 Stunden Induktion eingeleitet. Nach der affinitdtschromatographischen Reinigung waren
noch einige kleinere Proteinverunreinigungen auf einem SDS-Polyacrylamidgel nachweisbar

(Daten nicht gezeigt). Im Vergleich zur BBP-Variante EPIL.44 wurde allerdings eine
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Steigerung der Ausbeute von 150 pg/l auf 315 pg/l Kulturmedium erreicht. Um das Ausmal
an Zelllyse wihrend der Induktionsphase und an Protein-Verunreinigungen in der Protein-
priaparation zu erniedrigen, wurden die Expressionsbedingungen optimiert. Die besten
Ergebnisse wurden wie schon im Fall von EPI1.44CC mit dem E. coli Stamm KS272/pTUM4
erreicht, wobei die Ausbeute nach 2,5-stiindiger Induktion 750 pg/l Kulturmedium betrug.

Fiir die Produktion groBerer Proteinmengen wurde die Mutante EPI1.44C4 mithilfe eines Fed-
Batch Fermentationsverfahrens (Abschnitt 2.4.3) unter Verwendung eines synthetischen
Glucose/Mineralsalzmediums hergestellt (Schiweck & Skerra, 1995). Als Wirtsorganismus
wurde dabei der E. coli Stamm KS272, der mit den Vektoren pBBP21-EPI.44C4 und

pTUM4 transformiert worden war, verwendet.

Dabei zeigten die Zellen ein exponentielles Wachstum (Abbildung 38A) und hatten nach ca.
18 h Stunden einen ODss-Wert von 21 erreicht, woraufthin die Induktion der Genexpression
mit 0,5 mg aTc pro Liter Kultur erfolgte. Nach 2,25 Stunden Induktion traten erste Anzeichen
von Zelllyse auf, und die Zellernte wurde begonnen. Die erreichte Zelldichte betrug 34. Das
Protein wurde mittels Streptavidin-Affinitdtschromatographie aus der periplasmatischen
Proteinfraktion isoliert (Abbildung 38B). Die Ausbeute aus der Fermentation im 8 1-Mal3stab

betrug nach dem ersten Reinigungsschritt ca. 200 mg.

Um verbliebene Proteinverunreinigungen abzutrennen (Abbildung 38B, Spur 3), wurden

Versuche mit Anionenaustausch- bzw. Gelpermeations-Chromatographie durchgefiihrt.

Die Anionenaustausch-Chromatographie wurde wie im Abschnitt 2.5.1.4 beschrieben mit dem
Laufpuffer AX2-L (20 mM NaPi pH 5,5) durchgefiihrt. Das Protein EPI1.44C4 mit einem
kalkulatorischen isoelektrischen Punkt von 4,6 wurde unter diesen Bedingungen an der Séule
zuriickgehalten und konnte mit einem linearen Salzgradienten bei einer NaCl-Konzentration
von 327 mM von der Séule eluiert werden (Abbildung 38C). Die Analyse mittels SDS-PAGE
(Abbildung 38B, Spur 4) zeigte, dass dabei alle Verunreinigungen bis auf eine schwache
Bande mit einer apparenten Molmasse von ca. 17 kDa abgetrennt wurden. Die Molmasse fiir
die so isolierte Mutante EPI.44C4 wurde mittels ESI-TOF-Massenspektrometrie zu
20697,0 Da bestimmt, was in sehr guter Ubereinstimmung mit der theoretisch berechneten
Molmasse von 20696,4 Da fiir die prozessierte Form steht. Fiir die verbliebene Protein-
verunreinigung wurde eine Molmasse von 17223,0 Da ermittelt. Dies konnte einem
proteolytischen Fragment der Mutante EPI1.44C4 mit der Aminoséduresequenz von Ala30 bis
Lys184 und einer theoretisch bestimmten Masse von 172227 Da entsprechen. Dies wurde

durch die N-terminale Sequenzierung der ersten 10 Aminoséurereste bestétigt.
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Abbildung 38: Produktion der BBP-Variante EPI1.44C4 mithilfe von KS272/pTUM4/pBBP21-EPI1.44C4 im
8 l-Fermenter unter Verwendung eines Glucose/Mineralsalz-Mediums mit Ampicillin und Chloramphenikol als
Antibiotika. (A) Das Wachstum der Kultur wurde durch halbstiindliche Messung der optischen Dichte bei
550 nm dokumentiert. Die Expression der Gene fiir das EPI1.44C4 wurde bei ODsso = 21,15 induziert und die
Zellen 2,25 h Stunden nach der Induktion mittels Zentrifugation geerntet. (B) Dokumentation der Reinigung des
EPI1.44C4 aus dem periplasmatischen Proteinextrakt von (A) auf einem 15 %igen SDS-Gel (reduzierend).
Aufgetragen wurde jeweils eine Probe des periplasmatischen Proteinextraktes (1), des nicht an die Séule
gebundenen Proteins (2), des Fluates aus der Streptavidin-Affinititschromatographie (3) und des mittels
Anionenaustausch-Chromatographie (4) sowie des mittels Gelfiltration gereinigten Proteins (5,6). Nach der
Elektrophorese wurden die Proteine mit Coomassie Brilliantblau angeféarbt. (C) Elutionsprofil der Reinigung des
EPI1.44C4 nach der Streptavidin-Affinitdtschromatographie mittels Anionenaustausch-Chromatographie. Die
ansteigende NaCl-Konzentration im Elutionsgradienten von 0 bis 1 M ist markiert (rechte Skala).
(D) Elutionsprofil der Reinigung des EPIL.44C4 nach der Streptavidin-Affinititschromatographie mittels
Gelfiltration.
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Ein Teil der mittels Streptavidin-Affinititschromatographie isolierten Proteinpriparation
wurde einem Gelpermeations-Chromatographie-Versuch mit dem GF-Laufpuffer (50 mM
NaPi, 150 mM NaCl pH 7.5) unterzogen (Abschnitt 2.5.1.3; Abbildung 38D). Die Mutante
EPII1.44C4 wurde bei einem Elutionsvolumen eluiert, welches einer Molmasse von 41 kDa
entspricht. Proben der Elutionsfraktion wurden auf ein 15 %iges SDS-PAGE aufgetragen
(Abbildung 38B). Dabei zeigte sich, dass die Elutionsfraktion zusitzlich zum EPII.44C4-
Protein zwei Proteinverunreinigungen mit Molmassen von ca. 17 kDa bzw. ca. 45 kDa
enthielt. Die erste Proteinverunreinigung konnte das oben bereits erwdhnte proteolytische
Fragment der Mutante EPI1.44C4 darstellen. Bei der letzteren hingegen konnte es sich um die
Peptidyl-Prolyl cis/trans Isomerase SurA handeln, die auf dem Plasmid pTUM4 codiert ist.

Zum Vergleich wurden die BBP-Varianten EPIl.44 und EPI1.44C4 auf einem weiteren
15 %igen SDS-PAGE aufgetragen. Mutante EPI1.44C4 zeigte sowohl unter reduzierenden als
auch unter nicht-reduzierenden Bedingungen das gleiche Laufverhalten (Abbildung 35,
Spuren 3 und 6) mit einer Bande bei ca. 22 kDa. Diese zeigte die gleiche Mobilitit wie die

Proteinbande fiir die Variante EPII.44 unter reduzierenden Bedingungen.

Die Reinigungsversuche mit Anionenaustausch-Chromatographie lieferten eine sauberere
Proteinpréaparation (Abbildung 38B). In den Fluoreszenztitrations-Versuchen zeigte die auf
diese Weise gereinigte Proteinvariante jedoch eine um den Faktor 4 hohere Dissoziations-
konstante als eine nur mittels Streptavidin-Affinitidtschromatographie gereinigte Protein-
préparation (Daten nicht gezeigt). Das konnte auf eine partielle Deaktivierung des Proteins bei
dem verwendeten niedrigen pH von 5,5 bei der Reinigung zuriickzufiihren sein. Daher wurde
fiir die Charakterisierung der Liganden-Bindungseigenschaften die Gelpermeations-

Chromatographie als zweiter Reinigungsschritt angewendet.

3.4.3 Untersuchung des Oligomerisierungsverhaltens von EPI1.44C4

Um den Oligomerisierungsstatus von EPI1.44C4 zu bestimmen, wurden Experimente mittels

Gelpermeations-Chromatographie und chemischer Quervernetzung durchgefiihrt.

Die Gelfiltrations-Versuche wurden mit Losungen von EPI1.44C4 — bzw. von Wildtyp-BBP
als Kontrolle — unter standardisierten Pufferbedingungen mit dem GF-Laufpuffer durchgefiihrt
(Abschnitt 2.5.1.3). Die Proteinproben wurden auf eine analytische Superdex 75 HR-
Gelpermeationssdule, die zuvor mit 5 Markerproteinen kalibriert worden war, aufgetragen
(Abbildung 39). Dabei zeigte sich, dass die Retentionszeit der rekombinanten Variante EPIL
44C4 kiirzer als die des Bilin-Bindungs-Proteins war. EPI1.44C4 eluierte als Dimer von der
Sdule bei einer apparenten Molmasse von 40,7 kDa. Dies stimmt gut mit der kalkulatorischen
Molmasse von 41,4 kDa (entsprechend 2 x 20,7 kDa fiir das Monomer) liberein.
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In einem weiteren Schritt wurde die Oligomerisierung der Variante EPI1.44C4 durch die
chemische Quervernetzung iiber Lysinseitenketten untersucht. Dabei wurde das rekombinante
Protein mit Disuccinimidylsuberat (DSS) umgesetzt (Abschnitt 2.5.7) und durch 15 %ige
SDS-PAGE analysiert (Abbildung 39B). Die dimere Form des Proteins wurde als eine
prominente Bande bei etwa 42 kDa sichtbar. Auf der Hohe des unvernetzten Monomers war
nur ein leichter Schatten erkennbar. Als Kontrolle wurde auf demselben Gel eine Probe des
nicht-quervernetzten Proteins aufgetragen, das nur eine starke Bande bei ca. 22 kDa zeigt.

Demzufolge tritt die cysteinfreie BBP-Variante EPI1.44C4 in Losung als nicht-kovalentes

Dimer auf.
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Abbildung 39: Untersuchung des Oligomerisierungsverhaltens von EPIL44C4. (A) Uberlagerung der
Elutionsprofile der analytischen Gelfiltration von rekombinantem Wildtyp-BBP (gestrichelte Linie) und dessen
Variante EPI1.44C4 (durchgezogene Linie). In E. coli produzierte und mittels Streptavidin-Affinitits- sowie
Gelpermeations-Chromatographie gereinigte Proteinldsungen wurden auf eine Superdex 75 HR 10/30-
Gelpermeationssdule aufgetragen und bei einer Flussrate von 0,5 ml/min mit GF-Puffer als Laufpuffer
aufgetrennt. Gleichzeitig wurde die Absorption der eluierten Losung bei 280 nm in einem Durchflussphotometer
gemessen. Vo und V. bezeichnen das Ausschluss- bzw. das Bettvolumen der Séule. Die Pfeile bezeichnen das
jeweilige Elutionsvolumen der entsprechenden Markerproteine: Ribonuklease A, 13,7 kDa; Myoglobin,
17,6 kDa; Carboanhydrase, 29 kDa; Ovalbumin, 45 kDa; BSA, 66 kDa. Das Kleinbild zeigt das Diagramm von
log Mm der Markerproteine als Funktion ihrer Elutionsvolumina, das zur Bestimmung der Molmasse von EPIL.
44C4 verwendet wurde. BBP eluierte von der Sdule mit dem Retentionsvolumen von 11,3 ml, was einer Masse
von 21,8 kDa entspricht, wihrend EPI.44C4 ecin Retentionsvolumen von 9,8 ml, einer Masse von 40,7 kDa
entsprechend, zeigte. (B) Analyse von EPI1.44C4 auf einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel nach chemischer
Quervernetzung. Dazu wurde die gereinigte Proteinlosung mit Disuccinimidylsuberat (DSS) fiir 1 Stunde bei RT
inkubiert. Spur 1: gereinigtes EPI1.44C4 vor der Quervernetzung; Spur 2: quervernetztes EPI1.44C4. Die aus der
Aminoséuresequenz kalkulierten Molmassen der BBP-Variante EPI1.44C4 betragen 20,7 kDa fiir das Monomer
bzw. 41,4 kDa fiir das Dimer. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mit Coomassie Brilliantblau
angefarbt.
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3.4.4 Untersuchung der Liganden-Bindungseigenschaften von EPIL.44C4 mittels
ELISA und Western Blot

Die BBP-Variante EPI1.44C4 wurde in einem ELISA auf ihre Liganden-Bindungs-
eigenschaften zum Hise-tag analysiert und mit EPI1.44 sowie Wildtyp-BBP als Kontrolle
verglichen (Abbildung 40). Dazu wurden die Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit
G9-Cystatin-Hise beschichtet und anschlieBend mit einer Verdiinnungsreihe der jeweiligen
BBP-Variante in Gegenwart von Ni*" inkubiert. Die Variante EPI1.44C4 zeigte dabei deutlich
hohere konzentrationsabhidngige Bindungssignale als die Variante EPI.44 und eine um den

Faktor 10 niedrigere apparente Dissoziationskonstante von 1,6 + 0,1 nM.
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Abbildung 40: ELISAs zur Untersuchung der Liganden-Bindungsaktivitdt der BBP-Variante EPIL.44C4 im
Vergleich zum Wildtyp-BBP und EPIL.44. (A) Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden mit G9-Cystatin-Hiss
beschichtet und die Oberfliache anschlieBend mit BSA abgesittigt. Danach wurde eine Verdiinnungsreihe des
Anticalins in Gegenwart von 100 uM Ni*" appliziert. Gebundenes rekombinantes Protein wurde anschlieBend
mithilfe des Strep-tag 11 mit Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat durch enzymkatalysierte Hydrolyse
von p-Nitrophenylphosphat nachgewiesen. (B) Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden mit G9-Cystatin-Hise
bzw. G9-Cystatin-Strep 11 beschichtet und mit einer Verdiinnungsreihe des jeweiligen Anticalin-Digoxigenin-
Konjugates in Gegenwart von 100 pM Ni?" inkubiert. Gebundenes rekombinantes Protein wurde anschlieBend
mit Anti-Digoxigenin-F.,-Alkalische-Phosphatase-Konjugat nachgewiesen. Die gemessene Aktivitdt des
Reporterenzyms (AA4s/At) wurde gegen die jeweilige Konzentration des eingesetzten Anticalins aufgetragen.
Die Anpassung der Messwerte erfolgte mithilfe des Computerprogramms ,,Kaleidagraph* nach Gleichung (5).

Um zu demonstrieren, dass die Affinitit von EPI1.44C4 zu G9-Cystatin-Hiss auf der
Wechselwirkung mit dem Hise-tags beruht, wurde ein ELISA durchgefiihrt, bei dem die
Mikrotiterplatte mit dem rekombinanten G9-Cystatin-Hiss bzw. mit G9-Cystatin-Strep 11
beladen wurde (Abbildung 40). AnschlieBend wurde die Platte mit einer Verdiinnungsreihe
von digoxigeniertem EPIL.44C4 in Gegenwart von Ni** inkubiert. Das gebundene
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rekombinante Protein wurde mit Anti-Digoxigenin-F.,-Alkalische-Phosphatase-Konjugat
nachgewiesen. Fiir die Bindungsaktivitdt der Variante EPI1.44C4 gegeniiber G9-Cystatin-His
konnten erneut konzentrationsabhingige Signale gemessen werden. Die daraus resultierende
apparente Dissoziationskonstante von 0,92 + 0,06 nM stimmte gut mit der im vorherigen
Bindungsexperiment ermittelten Kp, tiberein. Im Fall des G9-Cystatin-Strep 11 konnte nur eine

geringe Hintergrund-Bindungsaktivitit detektiert werden.

Die praktische Verwendbarkeit von EPI1.44C4 als Reagens zur Detektion von mit dem Hise-
tag markierten rekombinanten Proteinen wurde in einem Western Blot-Experiment tiberpriift
(Abbildung 41). Dazu wurden unterschiedliche rekombinante Proteine, BBP-His,
F.-Fragment IN1-Hise (prapariert von H. Zander), mB7.1-Hiss (prapariert von G. Haug) und
G9-Cystatin-Hisg, nicht markierte Proteine (BSA und Ovalbumin) sowie ein
Gesamtzellextrakt von E. coli JIM83/pBBP25 mit dem Wildtyp-BBP-Hiss auf einem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Proteine durch Elektrotransfer auf
eine Nitrozellulose-Membran {iberfiihrt. Die Oberfliche der Membran wurde mit
Magermilchpulver abgesittigt und mit einer Losung von EPI1.44C4-Digoxigenin-Konjugat in
Gegenwart von Ni*" inkubiert. Die Anfdarbung der gebundenen Proteine erfolgte durch
anschlieBende Inkubation mit Anti-Digoxigenin-F,,-Alkalische-Phosphatase-Konjugat und
chromogene Reaktion. In einem Kontrollexperiment wurde eine identische Membran mit Ni-
NTA-Alkalische-Phosphatase-Konjugat entwickelt.

Das Experiment ergab, dass die BBP-Variante EPI1.44C4 alle gereinigten rekombinanten
Proteine mit dem His¢-tag band, wéahrend nicht markierte Proteine nicht erkannt wurden. Im
Fall des Wildtyp-BBP-Hiss im Gesamtzellaufschluss von E. coli IM83 wurden zwei Banden
detektiert, wobei die obere hochstwahrscheinlich die unprozessierte Form (als Fusion mit der
OmpA-Signalsequenz) und die untere das mature Protein darstellt. Weiterhin wurde von EPII.
44C4 eine dritte Bande im Gesamtzellextrakt angefdarbt. Diese wurde unter vergleichbaren
Bedingungen auch von Ni-NTA erkannt, was auf einen @hnlichen Erkennungsmodus der
beiden Detektionsreagenzien hindeutet. Bei der dritten Bande konnte es sich um das Ni*'-
bindende Protein Whp/SlyD handeln (Wiilfing et al., 1994). Diese cytoplasmatische
Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerase mit einer C-terminalen Metallbindungsdomédne von
50 Aminosduren wurde schon frither als typische Verunreinigung bei der Isolierung von

rekombinanten Proteinen aus E. coli mittels IMAC beschrieben.

Demzufolge zeigt die BBP-Variante EPI1.44C4 eine spezifische Bindung von Oligohistidin-
sequenzen und ist als Nachweisreagenz fiir mit dem Hise-tag markierte Proteine in ELISA-

und Western Blot-Experimenten geeignet.
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Abbildung 41: Nachweis des Hiss-tags mithilfe von EPI1.44C4 auf dem Western Blot. (A) Auf einem 15 %igen
SDS-Polyacrlyamidgel wurden folgende Proben aufgetrennt: Gesamtzellaufschluss von E. coli IM83/pBBP25
mit Wildtyp-BBP-Hiss (Spur 1), gereinigtes rekombinantes Wildtyp-BBP-Hiss (Spur 2), ein Gemisch von BSA,
Ovalbumin und rekombinantem F-Fragment (HC-Hiss) des Antikorpers IN1 (Spur 3), Gemisch von
rekombinantem mB7-1-Hiss und G9-Cystatin-Hise (Spur 4). Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mit
Coomassie Brilliantblau angeférbt. (B) Ein Duplikat des SDS-PAGE aus (A) wurde vorbereitet und die Proteine
wurden mittels Elektrotransfer auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet. Die Oberfliche der Membran wurde
mit Magermilchpulver abgesittigt und mit einer 100 nM Losung von EPII.44C4-Digoxigenin-Konjugat in
Gegenwart von 1 mM Ni** inkubiert. Das gebundene Anticalin wurde anschlieBend mit Anti-Digoxigenin-F,-
Alkalische-Phosphatase-Konjugat durch chromogene Reaktion von NBT und BCIP nachgewiesen. (C) Zum
Vergleich wurde eine identische Nitrozellulose-Membran nur mit Ni-NTA-Alkalische-Phosphatase-Konjugat
inkubiert und analog angefarbt.

3.4.5 Untersuchung der Liganden-Affinitit von EPI1.44C4 mittels Fluoreszenztitration

Die Bestimmung der Dissoziationskonstante (Kp) in Losung fiir den Komplex aus der BBP-
Variante EPI1.44C4, einem synthetischen Hisg-Peptid und einem Ni**-Ion wurde mithilfe der
Fluoreszenztitration nach einer im Prinzip etablierten Methode (Voss & Skerra, 1997)
durchgefiihrt. Das Verfahren beruht auf der Anderung der Trp-Fluoreszenzeigenschaften des
Proteins infolge der Komplexbildung (Abschnitt 2.7.2). Das synthetische Hexahistidinpeptid
(Abz-Hise) trug am N-Terminus eine 2-Aminobenzoylgruppe, die als Resonanz-Energie-
Akzeptor diente.

Zur Fluoreszenztitration wurde eine 1 uM Proteinlosung der BBP-Variante EPI11.44C4 in
TBS, welche mit einer NiSO,-Stammldsung auf die gewiinschte Ni**-Konzentration gebracht
wurde, mit einer 1 mM Losung des Liganden in TBS titriert. Fiir die Messung der
Flureszenztitration in Abwesenheit von Ni*, wurde die Proteinlosung auf eine 1 mM EDTA-
Konzentration eingestellt, um moglichst alle in der Losung vorhandenen zweiwertigen

Metallionen zu komplexieren.
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Bei der Titration von EPIL.44C4 mit Abz-Hiss in Gegenwart von Ni*" (Abbildung 42) nahm
die Proteinfluoreszenz in Abhingigkeit von der Konzentration des zugegebenen Liganden ab
(Quenching). Bei einer 100 uM Ni**-Konzentration wurde eine Dissoziationskonstante von
8,2 = 0,2 uM fiir das Abz-Hise-Peptid ermittelt. Diese war erheblich hoher als die im ELISA
bestimmte apparente Kp zum G9-Cystatin-Hise-tag (vgl. Abschnitt 3.4.4).

In einem weiteren Titrationsexperiment wurde die Ni**-Konzentration auf 1 uM herabgesetzt
und eine analog konzentrierte Proteinlosung eingesetzt. Bei der Zugabe des Abz-Hise-Peptids
wurde eine starke Abnahme der Proteinfloureszenz detektiert. Der beobachtete Quenching-

Effekt lag bei 65 % und die Dissoziationskonstante wurde zu 1,90 = 0,12 pM ermittelt.

Bei der Titration von EPI1.44C4 mit Abz-Hiss in Abwesenheit von Ni** konnte dagegen keine
signifikante Abnahme der Proteinfluoreszenz gemessen werden, was die Ni*"-Abhingigkeit
der Wechselwirkung bestétigt.
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Abbildung 42: Fluoreszenztitration von EPI.44C4 mit dem Abz-Hise-Peptid bei verschiedenen NiSOs-
Konzentrationen. Das Protein wurde in E. coli produziert und mittels Streptavidin-Affinititschromatographie und
Gelfiltration gereinigt. Die 1 uM Proteinlésung in TBS/NiSO4 wurde mit einer Liganden-Stammldsung in H,O
titriert und die Abnahme der Proteinfluoreszenz (Anregungswellenlinge = 280 nm, Emissionswellenldnge =
340 nm) in Abhédngigkeit von der Ligandenkonzentration verfolgt. Die Messwerte wurden auf einen
Ausgangswert von 100 % skaliert und mittels nichtlinearer Regression gemidl dem Massenwirkungsgesetz
angepasst (siche Abschnitt 2.7.2).
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3.5 Herstellung eines Fusionsproteins aus einer BBP-Variante und der

TEMI1 B-Lactamase

In ELISAs und Western Blot-Experimenten wurde gezeigt, dass die BBP-Variante EPI1.44C4
ein geeignetes Nachweisreagenz flir mit dem Hise-tag markierte Proteine darstellt (Abschnitt
3.4.4). Um eine bequeme Ein-Schritt-Detektion der Antigenbindung zu ermdoglichen, sollte
ein Fusionsprotein aus diesem Anticalin und einem Reporterenzym als bioanalytisches
Nachweisreagenz produziert und getestet werden. Erfolgreich wurde das schon am Beispiel
der Digoxigenin bindenden Anticaline DigAl16 und DigA16/19 mit der Alkalischen
Phosphatase demonstriert (Schlehuber, 2001).

Als Reporterenzym wurde hier die [3-Lactamase, ein relativ kleines (ca. 30 kDa) und sehr
stabiles Protein, ausgewéhlt. 3-Lactamasen sind duflerst effiziente Enzyme. Sie katalysieren
die hydrolytische Spaltung der Amidbindung im -Lactamring. Einige Vertreter der Klasse A
B-Lactamasen (TEM1, Bacillus cereus I, Bacillus licheniformis) werden bei der Umsetzung
geeigneter Substrate als ,,perfekte” Enzyme betrachtet, deren Umsatzrate nur von der
Diffusionsgeschwindigkeit des Substrates bei der Substratsittigung begrenzt ist (Christensen
et al., 1990). Im Gegensatz zur Alkalischen Phosphatase sind diese Enzyme in Sdugetieren
nicht vorhanden und konnten daher fiir therapeutische Anwendungen zur Prodrug-
Aktivierung in Betracht kommen (McDonagh et al., 2003).

Die TEM1 [-Lactamase (EC 3.5.2.6.) ist verantwortlich fiir die Resistenz gegeniiber
B-Lactam-Antibiotika bei der Behandlung bakterieller Infektionen (Frére, 1995). In der
Molekularbiologie wird sie als ein wichtiger Selektionsmarker verwendet. Die Struktur und
die Funktion der TEM1 B-Lactamase wurden in mehreren Studien untersucht (Strynadka et
al., 1992; Jelsch et al., 1993; Minasov et al., 2002).

Die Verwendung der -Lactamase als Reporterenzym in ELISA-Experimenten wurde nur in
Einzelfillen untersucht (Khatkhatay & Desai 1999), obwohl drei chromogene Substrate
CENTA (Jones et al., 1982b), PADAC (Jones et al., 1982a) und Nitrocefin (O'Callaghan et
al., 1972) kommerziell verfligbar sind. Zudem wurde eine Reaktion beschrieben, die zur
Bildung eines chromogenen Prizipitates filihrt, es wurden jedoch keine Anwendungen fiir den
Western Blot publiziert (Bieniarz et al., 1992a; Bieniarz et al., 1992b).

Die TEM1 [-Lactamase wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Skerra bereits erfolgreich als
Rezeptorenzym in einem Fusionsprotein mit dem F,-Fragment des Anti-Lysozym-
Antikorpers D1.3 eingesetzt (Fiedler, 2002).
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3.5.1 Gentechnische Produktion des Fusionsproteins in E. coli

Zur Produktion von Fusionsproteinen mit der bakteriellen [3-Lactamase (bla) wurden in der
Arbeitsgruppe zwei Vektoren konstruiert. Vektor pPBBP33 codiert fiir das Anticalin-Strep-tag
II-B-Lactamase Fusionsprotein, wiahrend im Vektor pBBP34 die (3-Lactamase als Linker
zwischen dem Anticalin und dem Strep-tag Il angeordnet ist. Versuche zur Proteinproduktion
von Digoxigenin bindenden BBP-Varianten DigA16 und DigA16/19 (Schlehuber, 2001) mit
beiden Vektoren haben ergeben, dass im Falle des Plasmids pBBP34 (Abbildung 43A) die
Fragmentierung des Fusionsproteins geringer war (personliche Mitteilung von J.-P. Mayer).
Daher wurde dieses Plasmid fiir die Produktion von His1AC*-f3-Lactamase Fusionsprotein

ausgewdhlt.

Zur bakteriellen Produktion des Fusionsproteins aus der BBP-Variante His1AC* und der [3-
Lactamase wurde das Strukturgen von HisIAC* mittels der beiden BstXI-Schnittstellen aus
dem Plasmid pBBP21 auf dem Expressionsvektor pBBP34 subkloniert. Das Fusionsprotein
wurde in E. coli JM83 produziert (Abschnitt 2.4.2) und mittels Strepavidin-Affinitéts-
chromatographie isoliert. Die Ausbeute betrug typischerweise 25 pg/l Kulturmedium. Zur
Analyse wurde das gereinigte Protein auf einem SDS-Polyacrylamidgel analysiert (Abbildung
43B).

A B
1 2 3
116,0 kDa —
bbp 66,2 kDa —
bla —
strep Il 45,0 kDa — » e— —
350kDa — | R S

dsbC

pBBP34

5275 bp 25,0 kDa — | sm— —

18,4kDa —

144kDa —

Abbildung 43: Produktion von HislAC*-Bla in E. coli JM83/pBBP34. (A) Schematische Darstellung des
Expressionsplasmides pBBP34. Das Strukturgen fiir ein Fusionsprotein aus dem OmpA-Signalpeptid, BBP, Tri-
Glycin-Linker, B-Lactamase und dem Strep-tag 1I steht unter der Kontrolle des tet-Promotors/Operators (tet”®).
Zusétzlich befindet sich das DsbC-Strukturgen (dsbC) auf einem zweiten Cistron. Die Abkiirzungen entsprechen
denen in Abbildung 4. (B) Analyse der Proteinreinigung mittels SDS-PAGE. Auf ein 15 %iges SDS-Gel wurden
unter reduzierenden Bedingungen jeweils 20 pl des periplasmatischen Proteinextraktes (1), des nicht an die Saule
gebundenen Proteins (2) sowie die aufkonzentrierte Elutionsfraktion (3) aufgetragen. Nach der Elektrophorese
wurden die Proteine mit Coomassie Brilliantblau angefarbt.
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Dabei zeigte das Fusionsprotein eine einheitliche Bande mit der erwarteten Grofle von ca.
50 kDa. Zusitzlich wurden leichte Kontaminationen mit kleineren Proteinen beobachtet. Das
geringste Ausmal} an Verunreinigungen wurde erreicht, wenn der periplasmatische Protein-
extrakt moglichst schnell weiter verarbeitet und nicht zwischenzeitlich eingefroren wurde.
Interessanterweise war die Proteinpridparation des Fusionsproteins im Gegensatz zum
unfusionierten His1AC*-Anticalin nicht durch Skp kontaminiert, obwohl die Produktion im
E. coli Stamm JM83 stattfand.

3.5.2 Funktionelle Analyse des Fusionsproteins und Anwendung im ELISA

Die katalytische Aktivitdt der -Lactamase im Fusionsprotein mit dem Anticalin His1AC*
wurde mithilfe des kommerziell erhédltlichen Cephalosporin-Derivates Nitrocefin
(O'Callaghan et al., 1972) als Substrat untersucht (Abbildung 44). Die kinetischen Parameter
fiir die enzymatische Umsetzung von Nitrocefin durch das Fusionsprotein His1AC*-Bla
wurden ermittelt und mit denjenigen fiir die freie [-Lactamase und fiir das [3-Lactamase-
Fusionsprotein mit dem F,-Fragment des Anti-Lysozym-Antikorpers D1.3 (D1.3-F.,(HC-
Bla)) verglichen (Tabelle 8). Die Messungen zeigten, dass die Aktivitdt der B-Lactamase im
Fusionsprotein mit dem Anticalin His1AC* erhalten blieb. Die kinetischen Parameter des

Fusionsproteins waren vergleichbar mit denen von D1.3 F,,(HC-Bla).

His1AC*-Bla D1.3 F,,(HC-Bla) * TEM1 B-Lactamase "
Kwm [uM] 51,3 (£8,0) 123,4 (£ 26) 136
Vinax [WM min™'] 24,4 33,0
Kat [87] 40,6 22,0 —
Kia/Ky [uM™ 5] 0,79 0,17 ---
spezifische Aktivitit 48,8 15,8 1,06

[umol min™ mg']

Tabelle 8: Charakterisierung der enzymatischen Aktivitdt der [-Lactamase im Fusionsprotein Hisl1AC*-Bla
gegeniiber Nitrocefin im Vergleich mit den publizierten Daten fiir freie 3-Lactamase und einem F,,-[3-Lactamase-

Fusionsprotein. * Lysozym bindendes F.-Fragment D1.3 mit der B-Lactamase fusioniert am C-Terminus der
schweren Kette (Fiedler, 2002), * O'Callaghan et al., 1972.

In weiterer Folge wurde das Fusionsprotein HisIAC*-Bla in einem ELISA eingesetzt
(Abbildung 44). Dazu wurden die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit G9-Cystatin-Hiss
als Antigen beladen und anschlieBend mit einer Verdiinnungsreihe des gereinigten

rekombinanten Fusionsproteins in Gegenwart von Ni** inkubiert. Gebundenes Fusionsprotein
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wurde durch enzymkatalysierte Hydrolyse von Nitrocefin nach mehreren Waschschritten
direkt nachgewiesen. Dabei zeigte His1AC*-Bla konzentrationsabhéngige Bindungssignale
mit einem Sattigungsverhalten bei hoheren Konzentrationen an Fusionsprotein. In den
Vertiefungen, die als Kontrolle mit BSA belegt worden waren, konnten keine Bindungs-
signale detektiert werden. Demzufolge wird das Bindungsverhalten des Anticalins durch

dessen Kopplung an die 3-Lactamase nicht beeintréchtigt.
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Abbildung 44: Funktionelle Analyse von Fusionsproteinen aus [3-Lactamase und dem Anticalin His1AC*.
(A) Enzymatische Aktivitit der B-Lactamase in Form des Fusionsproteins mit dem Anticalin His1AC* gegeniiber
Nitrocefin. In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurde eine Verdiinnungsreihe des Substrats vorgelegt und
die Reaktion durch Zugabe von 210 nM His1AC*-Bla-Losung gestartet. Die gemessene enzymatische Anfangs-
Aktivitat des Reporterenzyms (AAuse/At) wurde gegen die jeweilige Konzentration des Nitrocefins aufgetragen.
Die Anpassung der Messwerte erfolgte mithilfe des Computerprogramms ,,Kaleidagraph® nach Gleichung (12).
(B) ELISA zum Nachweis der funktionellen Aktivitdt des Fusionsproteins Hisl1AC*-Bla. Vertiefungen der
Mikrotiterplatte wurden mit G9-Cystatin-Hiss beschichtet und die Oberfldche anschlieBend mit BSA abgesittigt.
Danach wurde eine Verdiinnungsreihe des gereinigten Fusionsproteins in Gegenwart von 100 uM Ni** appliziert.
Gebundenes rekombinantes Fusionsprotein wurde anschlieBend durch enzymkatalysierte Hydrolyse von
Nitrocefin nachgewiesen. Die gemessene Aktivitit des Reporterenzyms (AAuse/At) wurde gegen die jeweilige
Konzentration des eingesetzten Anticalins aufgetragen. Die Anpassung der Messwerte erfolgte mithilfe des
Computer-programms ,,Kaleidagraph* nach Gleichung (5).

3.5.3 Einsatz des Fusionsproteins zum direkten Nachweis von Hise-Gruppen auf dem

Western Blot unter Verwendung eines neuartigen Substrates

Ein neues Substrat fiir die 3-Lactamase (TIC: 7(-(2-Thienylacetamido)-3-(indolylthiolyl)-3-
cephem-4-carbonsdure; Abbildung 45), welches nach der enzymatischen Hydrolyse ein
chromogenes Prizipitat liefert, wurde von Dr. R. Medina in der Arbeitsgruppe synthetisiert

und die Kinetik der enzymkatalysierten Reaktion evaluiert (Lazar ef al., in Vorbereitung).
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Die chromogene Nachweisreaktion lduft in zwei Schritten ab (Abbildung 45). Im ersten
Schritt erfolgt die enzymkatalysierte hydrolytische Spaltung des B-Lactam Ringes des 1 (TIC).
Dieser folgt eine post-enzymatische Eliminierung des C3'-Thiolatsubstituenten, die ein
substituiertes 1,3-Thiazin 2 und 3-Mercaptoindol 3 liefert. Im zweiten Schritt reagiert 3-
Mercaptoindol 3 in einer Redoxreaktion mit NBT 4. Dabei wird das 3-Mercaptoindol 3 zu
einem Bisindolyl-3,3'-disulfid 5§ oxidiert und das NBT 4 gleichzeitig zu einem chromogenen

Prézipitat der Diformazanform von NBT 6 reduziert.
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Abbildung 45: Reaktionsgleichung der (3-Lactamase-katalysierten Umsetzung von TIC in Gegenwart von NBT.
Die Bezeichnungen der nummerierten Substanzen 1-6 befinden sich im Text (Abschnitt 3.5.3).

In einem Western Blot-Experiment sollte die Anwendbarkeit dieses Substrates fiir Festphasen-
Assays in Verbindung mit dem oben beschriebenen Anticalin-[3-Lactamase-Fusionsprotein als
immunchemisches Nachweisreagenz getestet werden. Dazu wurde ein Proteingemisch aus
BSA, Ovalbumin und G9-Cystatin-Hiss auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und
anschlieend durch Elektrotransfer auf eine Immobilon™-P-Membran {iberfiihrt. Danach
wurde die Oberfliche der Membran mit BSA abgeséttigt und mit einer Losung von His1AC*-
Bla in Gegenwart von Ni** inkubiert. Das gebundene Fusionsprotein wurde schlieBlich anhand
seiner katalytischen Aktivitdt in Gegenwart von TIC und NBT sichtbar gemacht (Abbildung
46).

Bereits nach 6 min trat eine rosa Fiarbung der Proteinbande von G9-Cystatin-Hiss ein. Eine
verlidngerte Inkubation mit dem Substrat bis zu 45 min fiihrte noch zu keiner nennenswerten
Hintergrundfarbung, wie sie sonst oft im Falle der Alkalischen Phosphatase als
Reporterenzym unter Verwendung von NBT und BCIP (Blake et al., 1984) beobachtet wird.

Das Fusionsprotein His1AC*-Bla fiihrte zu einem eindeutigen Signal fiir das gereinigte
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rekombinante G9-Cystatin-Hiss, wéihrend nicht markierte Proteine (BSA und Ovalbumin)

nicht erkannt wurden.

100 kDa —
72 kDa —

55 kDa —
40 kDa — < Ovalbumin

33 kDa —

< BSA

24 kDa —
17 kDa —

11 kDa —

[ o < GO-Cystatin-Hisg
|

Abbildung 46: Nachweis des Hise-tags mithilfe eines Fusionsproteins aus der [-Lactamase und dem His1AC*-
Anticalin auf dem Western Blot. Auf einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel wurde ein Gemisch aus BSA,
Ovalbumin und G9-Cystatin-His, aufgetrennt. Nach Elektrotransfer der Proteine auf eine Immobilon™-P-
Membran wurde diese mit Ponceau S-Losung gefarbt (1). Die Oberfliche der Membran wurde mit BSA
abgesittigt und mit einer 300 nM Losung von His1AC*-Bla in Gegenwart von 1 mM Ni** (2) inkubiert. Danach
wurde das gebundene Fusionsprotein anhand seiner katalytischen Aktivitdt in Gegenwart von TIC und NBT
angefarbt (Abschnitt 2.6.2).

Aus den durchgefiihrten Experimenten ist ersichtlich, dass das eingesetzte Fusionsprotein
His1DC*-Bla sowohl beziiglich seiner Antigen-Bindungsaktivitét als auch hinsichtlich seiner
enzymatischen Aktivitit vollstindig funktionell ist und somit zum direkten Nachweis
entsprechend markierter Biomolekiile verwendet werden kann. Die Anwendbarkeit der

hinsichtlich des Bindungsverhaltens verbesserten Variante EPI1.44C4 wurde nicht untersucht.
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4 Diskussion
4.1 Komplexbildung zwischen Anticalinen, Ni" und His¢-tag

Der Hise-Ni-NTA-Komplex ist das meistverbreitete Reinigungs- und Detektionssystem in der
Proteinchemie. In diesem oktaedrischen Komplex belegt NTA vier Koordinationsstellen des
Nickels. An die restlichen zwei Koordinationsstellen binden zwei Histidin-Reste des Hisg-tags
(Hearn & Acosta, 2001). Die Aufgabe dieser Arbeit war ein Anticalin zu generieren, das an
die Stelle der NTA treten kann und dabei einen terndren Komplex mit Ni*" und dem Hiss-tag
bildet. Unter der Annahme, dass die oktaedrische Geometrie dabei erhalten bleibt, bleiben in
diesem Modell maximal vier Koordinationsstellen fiir die Ausbildung von koordinativen

Bindungen des Nickels mit den Aminosduren des Anticalins frei.

In den Proteinen gehen die Ubergangsmetallionen Ni**, Zn?* und Cu>" im Allgemeinen
Koordinationsbindungen mit Elektron-Donor-Gruppen wie N-, S- und O-Atomen ein (Chao et
al., 1998). Dabei werden Histidin-, Cystein- und Tryptophan-Reste sowie die 0-Aminogruppe

am N-Terminus des Proteins bevorzugt (Hearn & Acosta, 2001).

Den haufigsten Bindungspartner stellt dabei das freie Elektronenpaar des N-Atoms des
Imidazolringes von Histidin dar. Dies veranschaulicht das aktive Zentrum der Urease aus
Klebsiella aerogenes, das zwei Ni-Atome beinhaltet. Diese gehen Koordinationsbindungen
mit N-Atomen von vier Histidin-Resten, dem O-Atom der Carboxylgruppe eines Aspartat-
Restes sowie mit Wasser ein (Pearson et al., 1998). Zusétzlich dazu sind die Ni-Atome iiber
ein Wassermolekiil und einen modifizierten Lysin-Rest miteinander verbunden. Sie besitzen
eine verzerrte oktaedrische Geometrie, da ein Ni-Atom sechsfach und das andere fiinffach

koordiniert ist.

Cystein ist eine schwache Lewis-Sdure und bildet stabile Koordinationsbindungen mit
Metallionen. In unterschiedlichen Ni-Fe-Enzymen wie der Ni-Fe-Hydrogenase aus
Desulfovibrio gigas (Volbeda et al., 1995), CO-Dehydrogenase aus Carboxydothermus
hydrogenoformans (Dobbek et al., 2001) und CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA-Synthase aus
Moorella thermoacetica (Darnault et al., 2003) werden Metallionen der Ni-Fe-Zentren iiber
Cystein-Reste miteinander verbriickt. Die Nickelatome werden dabei in verschiedenen

Geometrien koordiniert.

Auch die freie a-Aminogruppe des N-Terminus eines Proteins kann Nickel koordinieren, wie
im Falle von Thioredoxin aus E. coli (Jensen et al., 2005) und Ni-Superoxiddismutase aus
Streptomyces coelicolor (Barondeau et al., 2004) gezeigt wurde. Ni-Superoxiddismutase
besitzt am N-Terminus sogar einen sogenannten Ni-Haken aus neun Aminosiureresten
(H-C-X-X-P-C-G-X-Y). Wihrend der katalysierten Disproportionierung von Superoxid wird
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das Ni im aktiven Zentrum des Enzyms abwechselnd oxidiert und reduziert. Dabei welchselt
Nickel von der Ni*" quadratisch-planaren in die Ni*" quadratisch-pyramidale Geometrie. Ni**
wird von der a-Aminogruppe des N-Terminus des Enzyms, S-Atomen zweier Cystein-Reste
und einer Amidgruppe des Proteinriickgrades koordiniert. Ni** wird zusétzlich von einem

N-Atom des Imidazolringes des N-terminalen Histidins koordiniert.

Dariiberhinaus werden Ni-lonen oft von Seitenketten saurer Aminoséduren koordiniert. Sowohl
in der Ni-abhdngigen Glyoxylase aus E. coli (He et al., 2000) als auch in Acireducton-
Dioxygenase aus Mus musculus (Xu et al., 2006) wird Nickel in einer oktaedrischen
Geometrie von den Seitenketten von Histidin- und Glutamat-Resten koordiniert. Die noch
freien Koordinationsstellen werden bei der Glyoxylase von Wasser und bei der Acireducton-

Dioxygenase von einem noch unbekannten Liganden belegt.

Viele Bakterien sind fahig Nickel mithilfe von Nickel-spezifischen Transportsystemen
aufzunehmen und das Metallion danach mittels Nickel-Helferproteinen spezifisch in Nickel-
abhingige Enzyme einzubauen. Von den meisten dieser Transport- und Helferproteine sind
noch keine Kristallstrukturen bekannt. Aus spektroskopischen Untersuchungen ist jedoch
ersichtlich, dass Nickel in diesen Proteinen von Histidin-, Cystein-, Aspartat- sowie Glutamat-

Resten koordiniert wird (Mulrooney & Hausinger, 2003).

Auch Whp/SlyD, eine cytosolische Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerase von E. coli, enthilt eine
50 Aminosduren umfassende Metallionen bindende Doméne. Zum ersten Mal wurde dieses
Protein als Verunreinigung bei der Isolierung von rekombinanten Proteinen aus E. coli mittels
IMAC beobachtet (Wiilfing et al., 1994). Bindungsexperimente zeigten, dass Ni**- und Zn**-
Ionen am stirksten gebunden wurden. Dabei wurden drei Ni**-Ionen pro SlyD-Molekiil
gebunden und eine Dissoziationskonstante von 1,8 uM fiir das NiCl, ermittelt (Hottenrott et
al., 1997). Die Metallionen bindende Doméne besteht zu 12 % aus Cys, 30 % His, 32 % Gly,
10 % Asp und 4 % Glu. Im Vergleich dazu wurden wéhrend der Affinititsmaturierung der
BBP-Variante His]1AC* dhnliche Metallionen bindende Aminosduren (His, Cys, Glu, Asp)
eingefiihrt, die moglicherweise zur metallionenabhéngigen Bindung von Oligohistidin-

sequenzen beitragen (Abbildung 29).

Sowohl die Variante His1AC*-13 aus der ersten Stufe der Affinitdtsmaturierung als auch die
Variante EPII.1 aus der Zufallsmutagenese EPII weisen eine Tyr109—His Substitution am
Boden der BBP-Bindungstasche auf (Abbildung 22, 29). Dieser Histidin-Rest kann zur
Bindung des Ni*-lons beitragen, wenn der Ni**-Hiss-Komplex tief in die Bindungstasche des
Anticalins eindringt. Bei der Variante EPI1.44 hingegen tritt diese Substitution am anderen
Ende der Bindungstasche in der Schleifenregion 1 (Tyr39—His) auf (Abbildung 29). An
dieser Position kann der Histidin-Rest nur dann Ni**-Ionen koordinieren, wenn der Ni*"-Hisg-

Komplex nicht tief in die Bindungstasche eindringt. In der Kristallstruktur einer Mutante des
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Anti-His-tag scFv Antikorperfragmentes 3D5 gehen die Histidin-Reste des scFv hydrophobe
Interaktionen mit den Imidazolringen der Histidin-Reste des Hise-tags ein (Kaufmann ef al.,
2002). Das konnte auch die Rolle des His39-Restes in der Variante EPI1.44 sein, im Fall dass

der Ni**-Hiss-Komplex tief in die Bindungstasche des Anticalins eingedrungen ist.

Cystein-Reste treten bei den Varianten aus der ersten Stufe der Affinititsmaturierung in den
Schleifenregionen 1 und 3 auf. Mehrere selektierte Varianten aus den Zufallsmutagenesen
EPII und EPIII weisen an unterschiedlichen Positionen Tyr(TAC)—Cys(TGC) Substitutionen
auf, die als Folge einer einzelnen A—G Punktmutation aufgetreten sind.

Am héaufigsten wurden wihrend der Affinitdtsmaturierung jedoch jene Varianten selektiert,
die neue saure Aminosduregruppen trugen. In der ersten Stufe der Affinitdtsmaturierung
wurden bei sieben von neun selektierten Varianten in der Schleifenregion 3 unterschiedliche
Aminosduren gegen einen Asp-Rest ausgetauscht. Bei fiinf der selektierten Varianten traten
zusitzliche Lys—Glu Substitutionen auflerhalb der randomisierten Bereiche auf. Diese
Substitution trat auch bei allen acht aus der Zufallsmutagenese EPII selektierten Mutanten
mehrfach entweder in den Schleifenregionen 1 und 4 oder in den Peptidschlaufen am Boden
der Bindungstasche auf. Daraus ist ersichtlich, dass im Laufe der Affinitdtsmaturierung sehr
viele saure Aminosduregruppen in den exponierten Regionen der Peptidschleifen am Eingang
in die Bindungstasche des BBPs aufgetreten sind. Unter der Voraussetzung, dass der Ni*'-
Hiss-Komplex tief in der Bindungstasche des Anticalins bindet, kann angenommen werden,
dass diese Glutamat- und Aspartat-Reste Salzbriicken mit Histidin-Resten des Hise-tags
ausbilden. Solche Wechselwirkungen sind auch aus der Kristallstruktur des oben bereits
erwihnten Anti-His-tag scFv erkennbar (Kaufmann et al, 2002). Die sauren Amino-

sduregruppen am Boden der Bindungstasche hingegen konnen Nickel koordinieren.

Interessant erweist sich die Primérstruktur der Peptidschleife 3 der Variante HisIAC*-16. Sie
beinhaltet drei saure Aminosdure- sowie vier Threonin-Reste. Die letzteren sind theoretisch
befahigt, Wasserstoffbriickenbindungen mit N-Atomen der Histidin-Reste des Liganden zu
bilden. Die aus der Zufallsmutagenese EPII selektierte Variante EPI1.44 beinhaltet zusétzlich
dazu einen Histidin-, einen Tyrosin- sowie vier saure Aminosdure-Reste in der Peptidschleife
4. Aromatische Aminoséure-Reste kdnnen 7-7-stacking Wechselwirkungen mit den Imidazol-
ringen der Histidin-Reste eingehen und diese dadurch stabilisieren, wie am Beispiel des

Histamin-Bindungsproteins aus Rhiphicephalus appendiculatus (Andersen et al., 2002).

Bis dato wurden drei Lipocaline gefunden, die beféhigt sind Metallionen zu binden. Das E.
coli Outlier Lipocalin YodA ist in die Stressantwort der Bakterien involviert. Die geldsten
Kristallstrukturen in Anwesenheit der Liganden zeigen in der zentralen Metallbindungsstelle
entweder ein Cadmiumion, das oktaedrisch von drei Histidin-Resten sowie drei Wasser-

molekiilen koordiniert wird, oder zwei Zinkionen, die von Histidin- und Glutamat-Resten
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koordiniert werden. Die Rontgenfluoreszenzanalyse der nativen Form zeigt die Anwesenheit
eines Nickelions, das von drei Histidin-Resten und einem Wassermolekiil koordiniert wird
(David et al., 2003).

Zwei humane Lipocaline, NGAL und Trénenlipocalin, komplexieren Eisenionen. Sie gehen
jedoch keine direkte Bindung mit den Metallionen ein, sondern binden bakterielle
Siderophore, die ihrerseits das Eisen komplexieren. Siderophore sind in der mikrobiellen
Eisenaufnahme involviert. Wihrend NGAL spezifisch bakterielle Catecholat-Siderophore
bindet (Goetz et al., 2002), geht Tranenlipocalin zusitzlich Interaktionen mit Hydroxamat-
Siderophoren von Bakteriellen sowie Pilzen ein. Wegen der hohen Bindungsaffinitit von
NGAL zum Eisen-Enterobactin-Komplex wird dieses Lipocalin als ein Bakteriostatikum
angesehen. Das Tranenlipocalin gilt jedoch nicht als ein siderophorspezifisches
Bindungsprotein sondern eher als ein Scavenger mit einer breiten Ligandenspezifitit
(Fluckinger et al., 2004).

4.2 Charakterisierung der Bindungseigenschaften von Hiss-tag bindenden

Anticalinen

Die Bildung eines Anticalin/Ni*"/His¢-Sandwich-Komplexes hingt dhnlich wie bei IMAG
(Schmidt, 1998) von einer Reihe von Konkurrenzreaktionen ab (Abbildung 47). Ni" reagiert
mit Hiss unter Bildung eines Hiss*Ni"-Komplexes. Fiir diese Reaktion wurde mit der Methode
der Gleichgewichtsanalyse eine Dissoziationskonstante (Kp) von 14,7 + 1,3 uM bestimmt
(Schmidt et al., 1996). In der Folge reagiert Hisq*Ni" idealerweise mit einem Anticalin (zur
Vereinfachung als BBP, abgekiirzt) unter Ausbildung eines terndren BBP[Hisg*Ni"]-
Komplexes. Da theoretisch in einem Hiss-Peptid jeweils zwei Histidine ein Ni'-Ion
komplexieren konnen, kann ein Hiss-Peptid bis zu drei Ni"-Ionen binden (Hearn & Acosta,
2001). Bei einem erheblichen Ni"-Uberschuss im Reaktionsgemisch ist die Wahr-
scheinlichkeit groB, dass der Hisg*Ni"-Komplex weitere Ni"-lonen unter Ausbildung von
Hiss*Ni", bzw. Hise*Ni"; komplexiert und daher keine Bindung mit BBP, eingeht. Die
Komplexbildung mit BBP, kann erst dann erfolgen, wenn die tiberschiissigen Ni'-Ionen

abdissoziieren.

Auf der anderen Seite konnen Ni"-Ionen anstatt mit Hiss mit BBP4 einen BBP,*Ni"-Komplex
bilden. Wenn die Bindungstasche von BBP, mit Ni'-Ionen besetzt ist, bleiben keine
Koordinationsstellen fir die Bindung des Hiss*Ni"-Komplexes mehr frei. Dieser kann erst
dann an das BBP, binden, wenn das Ni"-Ion vom BBP,*Ni" abdissoziert ist, was wiederum

von der Dissoziationskonstante fiir diese Reaktion abhingt.
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Abbildung 47: Reaktionsschema der Ausbildung eines terndren Komplexes zwischen dem Anticalin (vereinfacht
als BBP, abgekiirzt), Ni"-Tonen und Hiss-tag.

Die Quantifizierung der Bindung zwischen der BBP-Variante His1AC* und G9-Cystatin-His
in Gegenwart von Ni**-Ionen erfolgte mit der Methode der Oberflichen-Plasmonresonanz
(SPR; Huber et al., 1999). Unter Anwendung der Gleichgewichtsanalyse wurde dabei eine
Komplex-Dissoziationskonstante von 2,2 + 0,5 uM bei einer Ni**-Konzentration von 100 uM
ermittelt (Abschnitt 3.1.6). Die Komplexbildung ist dabei abhéngig von der Ni*'-
Konzentration und ndhert sich im millimolaren Bereich beziiglich des Metallions der
Sattigung. Man muss jedoch vermerken, dass die auf diese Weise bestimmte Dissoziations-
konstante vom realen Wert in Losung abweichen kann, da einer der Bindungspartner an einer

Festphase immobilisiert war.

Die Komplexbildung des His1AC*-Bla Fusionsproteins mit G9-Cystatin-Hiss in Gegenwart
von Ni**-Ionen (100uM Konzentration) wurde in einem ELISA analysiert (Abschnitt 3.5.2).
Die dabei ermittelte apparente Dissoziationskonstante war um den Faktor 40 niedriger als die
fiir das unfusionierte His1AC* in SPR-Experimenten bestimmte. Dies konnte eine Folge der

unspezifischen Wechselwirkung des Fusionspartners mit dem G9-Cystatin-Hisg sein.

Die Dissoziationskonstante der BBP-Variante EPI1.44C4 gegeniiber dem Hise-tag (am C-
Terminus von G9-Cystatin) wurde in zwei unterschiedlichen ELISA-Experimenten in
Gegenwart von 100 uM Ni** mit 1,6 nM bzw. 0,92 nM bestimmt. Zugleich konnte gezeigt
werden, dass das Trigerprotein des Hiss-tags nicht wesentlich zu dessen Bindung beitrigt
(Abschnitt 3.4.4). Diese Affinitdt liegt durchaus im Bereich der kommerziell erhiltlichen anti-
His-tag Antikorper (Abschnitt 1.5, Tabelle 2).

Die Bindungsaffinitit von EPI1.44C4 zu einem Abz-Hises-Peptid wurde durch Fluoreszenz-
titrations-Experimente in Gegenwart von 1 pM Ni** bestimmt (Abschnitt 3,4,5). Mit einem
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Wert von 1,90 uM ist diese Bindungsaffinitit vergleichbar mit derjenigen von Hise-tag zu
Ni-NTA. Diese wurde mittels eines mit Ni**-Ionen aktivierten NTA-Chips zu 1pM bestimmt
(Nieba et al., 1997). Dariiber hinaus liegt die Kp vom Abz-Hise/Ni*"/EPI1.44C4-Komplex in
der GroBenordnung derjenigen fiir den Strep tag II/ Streptavidin Mutante 1-Komplex
(1.37 uM) (Voss and Skerra 1997), der stark verbreitet in der Affinititsreinigung sowie fiir die

Detektion von Proteinen angewendet wird.

Die Diskrepanz in den Bindungsaffinititen von EPI1.44C4 konnte mehrere Ursachen haben.
Bei der ELISA-Methode handelt es sich um ein Verfahren, bei dem einer der Bindungspartner
an einer Oberfldche immobilisiert ist, wahrend bei der Fluoreszenztitration die Reaktion in der
Losung stattfindet. Zusidtzlich dazu wurde in einem Fall ein Hiss-Peptid als Zielmolekiil
verwendet. Im anderem Fall war der Hise-tag mit dem C-Terminus eines Proteins fusioniert,
wodurch die rdumliche Struktur des Hexahistidinpeptides beeinflusst werden konnte. Um
diesen Sachverhalt genauer zu kldren, miissten entweder ELISA Experimente mit dem

Abz-Hise-Peptid oder Fluoreszenztitrationen mit G9-Cystatin-Hiss durchgefiihrt werden.

Die Western Blot-Experimente zeigten, dass die BBP-Variante EPI1.44C4 selektiv Proteine
mit dem Hise-Affinitdtsanhdngsel bindet. Im Falle des Gesamtzellextraktes von E. coli wurde
neben dem Wildtyp BBP-Hise eine weitere Proteinbande mit einer apparenten Molmasse von
ca. 30 kDa angefdrbt (Abschnitt 3.4.4). Dabei konnte es sich um Whp/SlyD, eine Ni**-lonen
bindende cytosolische Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerase von E. coli, handeln (Abschnitt 4.1).
Der Erkennungsmodus war dabei identisch mit dem géngigsten kommerziellen Produkt zur
Detektion von Hise-tags, dem Ni-NTA-Alkalische-Phosphatase-Konjugat. Dies macht das
EPI1.44C4 zu einem geeigneten Reagens zur Detektion von Proteinen mit dem Hise-

Affinitdtsanhingsel.

4.3 In vitro Affinititsmaturierung von His1AC*

Die Affinitdit von Bindungsproteinen, die aus einer Zufallsbibliothek isoliert wurden,
korreliert nach theoretischen Erwdgungen mit der Komplexitdt der eingesetzten Bibliothek
(Perelson & Oster, 1979). Proteinbibliotheken konnen anhand zweier unterschiedlicher
Vorgehensweisen konstruiert werden (Ladner, 1996). Im Falle des Minority Sampling werden
Bibliotheken mit einer groBen Anzahl an mutagenisierten Aminosdurepositionen konstruiert,
wobei dessen theoretische Diversitidt experimentell nur partiell erzielt werden kann. So
beinhaltete die BBP-Zufallsbibliothek mit 3,7¢10° unabhidngigen Transformanden, die in
weiterer Folge zur Generierung von His1AC* fiihrte, lediglich einen sehr geringen Anteil der
bei einer konzertierten Mutagenese von 16 Aminosdurepositionen insgesamt moglichen

Anzahl von 32'° = 1,2¢10** kombinatorischen Nukleinsdure-Varianten. Die daraus selektierte
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BBP-Variante His1 und die von ihr abgeleitete Mutante His1AC* waren wahrscheinlich nicht
optimal zur Bindung des vorgegebenen Liganden befahigt und wurden daher in weiterer Folge
einer Affinitdtsmaturierung unterzogen. In diesem als Majority Sampling bezeichneten
Verfahren werden nur einige wenige Aminosédurepositionen variiert, wodurch im Prinzip alle
theoretisch moglichen Proteinvarianten der Bibliothek durchgemustert werden kénnen. Dabei
wird vorausgesetzt, dass fiir die Bindung relevante Aminosdurepositionen bereits bekannt sind
(Hawkins et al., 1992; Yang et al., 1995; Schlehuber & Skerra, 2002).

Zur Erzeugung genetischer Diversitidt werden neben der bereits erwidhnten Zufallsmutagenese
der ausgewihlten Aminosaurepositionen auch Verfahren zur randomisierten Mutagenese der
gesamten Gen-Region angewendet. Diese bedienen sich der natiirlichen Mutationsrate von
mutagenen Polymerasen (Cline & Hogrefe, 2000) oder bakteriellen Mutatorstimmen (Low ef
al., 1996; Nguyen & Daugherty, 2003). Zur Affinitdtsanreicherung wird jedoch am héufigsten
das in vitro Vertfahren der Error Prone PCR (Neylon, 2004) eingesetzt, bei dem mittels PCR-
Amplifizierung unter Bedingungen, die Basenfehlpaarungen begiinstigen, Genbibliotheken
der Zufallsmutanten hergestellt werden. Dies wird durch Zugabe von Mn**-Ionen,
Nukleotidanaloga oder durch unbalancierte Konzentrationen an dNTPs erzielt, wobei die
Mutationsrate sowohl von deren Konzentration als auch von der Anzahl an Amplifizierungs-

zyklen abhéngt.

Die Verwendung von Mn?**-Ionen und/oder unbalancierten Konzentrationen an dNTPs ist die
am héufigsten verwendete Error Prone PCR Strategie. Sie hat den Nachteil, dass
hauptsidchlich Transitionen generiert werden, wodurch die theoretische Komplexitit einer
Bibliothek erheblich eingeschrinkt ist. Dagegen wurde die Verwendung von
Nukleotidanaloga bereits erfolgreich zur Verbesserung der Bindungsaffinititen von
Antikorpern sowie der enzymatischen Aktivitit von Enzymen und katalytischen Antikérpern
angewendet (Cesaro-Tadic et al., 2003; Jermutus et al., 2001, Zaccolo & Gherardi, 1999).
Nukleotidanaloga dPTP und 8-0xo-dGTP zeichnen sich durch hohe Stabilitit unter PCR-
Bedingungen, guten Einbau durch die 7ag DNA-Polymerase und hohe Mutageneseeftfizienz
aus (Zaccolo et al, 1996). dPTP generiert Transitionen, wéhrend 8-oxo-dGTP zu
Transversionen fiihrt. dITP ist im Gegensatz dazu ein schlechtes Substrat fiir die 7ag DNA-
Polymerase, ruft lediglich eine niedrige Mutagenesefrequenz hervor und verursacht

hauptséchlich Transitionen (Zaccolo ef al., 1996).

Durch die zielgerichtete Mutagenese der Schleifenregionen von His1AC* wurde eine
Verbesserung der Affinitdt zum Hise-tag erreicht, jedoch nicht in dem erhofften Ausmall. Um
die Bindungsaffinitdt weiter anzuheben, sollten auch Aminoséurepositionen mutiert werden,
die auBerhalb der Schleifenregionen von His1AC*-16 liegen und auf direkte oder indirekte

Weise einen positiven Effekt auf die Bindung von Hise-tag ausiiben konnten. Nachdem sich
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solche Aminosdurepositionen nur schlecht eingrenzen lassen, sollten Zufallsmutationen iiber
die gesamte Lange des Gens erzeugt werden. Dazu wurde das Verfahren der Error Prone PCR
nach der Methode von Zaccolo et al. (1996) unter Verwendung der Nukleotidanaloga dPTP
und 8-0x0-dGTP in Kombination mit dem Screening-Verfahren des Filter Sandwich Colony

Screening Assay angewendet.

Die Bedingungen fiir die Error Prone PCR wurden in dieser Arbeit so gewdhlt, dass eine
tiberschaubare Anzahl an Mutationen von ein bis fiinf Basenaustausche pro BBP-Gen erreicht
wurde. Dazu wurde die Konzentration von dNTPs konstant gehalten und die der
Nukleotidanaloga variiert. Die erwiinschte Héufigkeit der Mutationen in den selektierten
Varianten wurde bei einem Verhiltnis der Konzentrationen von Nukleotidanaloga zu dNTPs
von 1:5 erreicht (Abschnitt 3.3.2.1). Die Art und die Haufigkeit der ermittelten Mutationen
bezog sich jedoch nur auf die mittels Filter Sandwich Colony Screening Assay selektierten
Varianten, welche Affinitdt gegeniiber Hisq-tag zeigten, und sind daher fiir die

Gesamtbibliothek nicht repréasentativ.

In den isolierten Varianten wurden iiberwiegend A—G Transitionen generiert. Dabei wurde
am héufigsten ein positiv geladenes Lys (AAA, AAG) durch ein negativ geladenes Glu (GAA,
GAG) ausgetauscht. Am héufigsten ist die Lys—Glu Substitution an Positionen am oberen
Ende der Bindungstasche der BBP-Varianten in den Peptidschleifen 1 (Positionen 31 und 41)
sowie 4 (Positionen 121, 122, 125) aufgetreten (Abschnitt 3.3.2.1). Diese Substitutionen
wurden vereinzelt sogar als spontane Mutationen in den Varianten aus der ersten Affinitdts-
maturierung der dritten und der vierten Schleife des His1AC* an den Positionen 31, 38, 41, 55
und 122 generiert (Abschnitt 3.2.4).

Hier spiegelt sich ein Schwachpunkt der Error Prone PCR Mutagenese wider (Neylon, 2004).
Aus statistischen Griinden werden meistens nur einzelne Punktmutationen pro Basentriplet
erzeugt, d.h. Lys kann nur durch Arg, Asn, Gln, Glu, Ile, Met und Thr ersetzt werden. Die
restlichen Substitutionen kdnnen nur als Folge einer Doppel- oder Dreifachmutation erreicht
werden, z.B. Lys zu Asp, das wie Glu negativ geladen ist. Da Transitionen, vor allem A—G,
bevorzugt auftreten, ist es wahrscheinlicher, dass eine Substitution von Lys (AAA, AAG) zu
Glu (GAA, GAG) oder Arg (AGA, AGG) und nicht zu Gln (CAA, CAG) eintritt. In den
selektierten Varianten der Zufallsmutagenese EPII wurde Lys zu 2,9 % gegen Thr, zu 20 %
gegen Arg und zu 77,1 % gegen Glu ausgetauscht und im Falle der Zufallsmutagenese EPIII
sogar zu 29 % gegen Arg und zu 71 % gegen Glu. Das deutet darauf hin, dass Varianten mit

dieser Art von Substitution bevorzugt selektiert wurden.

Die bei der Zufallsmutagenese EPII selektierte BBP-Variante EPI1.44, die im ELISA und
Filter Sandwich Colony Screening Assay die hochste Bindungsaktivitit gegeniiber dem Hiss-

tag in Gegenwart von Ni**-Ionen aufwies, trigt insgesamt neun Aminosiuresubstitutionen.
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Davon sind vier Lys—Glu Austausche an den Positionen 31, 41, 55 und 125 und eine
Tyr39—His Substitution (Abschnitt 3.3.2.1). Eine weitere, aus derselben Bibliothek
selektierte Variante EPII.23 besitzt einen Lys125—Glu Austausch, zeigt jedoch im ELISA
eine geringere Bindungsaffinitit zum Liganden als EPII.44 (Daten nicht gezeigt). EPII.44
diente als Matrize fiir die Zufallsmutagenese EPIII. Bei den daraus selektierten Varianten
wurde keine weitere Verbesserung der Bindungsaffinitit erzielt, obwohl bei drei im ELISA
getesteten Varianten eine Lys122—Glu Substitution aufgetreten ist. Bei der Variante EPIII.
105 wurde Glu55 gegen Gly ausgetauscht, was jedoch keinen negativen Einfluss auf die
Bindungsaffinitdt hatte (Abschnitt 3.3.3.2). Unter der Voraussetzung, dass Lys—Glu
Substitutionen den grofiten Effekt auf die Bindung des Hisq-tags ausiiben und andere
aufgetretene Aminoséduresubstitutionen keine wesentliche Rolle fiir die Liganden-Bindung
spielen, kann man ableiten, dass Mutationen von Lys zu Glu an den Positionen 55, 122 und

125 keinen relevanten Beitrag zur Bindung des Hise-tags leisten.

Das wiirde wiederum bedeuten, dass bei der Variante EPI1.44 der Austausch Lys—Glu an den
Positionen 31 und 41 sowie die Tyr39—His Substitution {iberwiegend fiir die Verbesserung
der Bindungsaffinitit zum Hise-tag verantwortlich sind. Natiirlich konnen sich die Beitrage
der einzelnen Aminoséduresubstitutionen einer Variante zur Antigen-Bindung gegenseitig
kompensieren (d.h. der positive Effekt einer Substitution wird durch den negativen Effekt
einer anderen, in der selben Mutagenese generierten Substitution aufgehoben). Einen
genaueren Aufschluss {iber die Rolle der einzelnen Aminosiureaustausche konnten
kristallographische Untersuchungen des EPIL.44/Ni*/Hiss-tag Komplexes oder gerichtete

Riickmutationen der einzelnen Aminosiuren liefern.

4.4 Produktion von Hiss-tag bindenden Anticalinen in E. coli

Das E. coli eigene periplasmatische Chaperon Skp (Seventeen Kilodalton Protein) ist an der
Faltung von verschiedenen dufleren Membranproteinen mit einer [3-Barrel Topologie beteiligt
(Harms et al., 2001). Bei der Produktion der Hiss-tag bindenden BBP-Variante His1AC* im
E. coli Stamm JM83 wurde Skp mittels Streptavidin-Affinitidtschromatographie mit His1AC*
aus dem Periplasma mitisoliert (Abschnitt 3.1.1). Dieses Protein konnte durch
GroBenausschluss-Chromatographie unter Verwendung denaturierender Reagenzien bzw.
Puffer mit unterschiedlichen Ionenstirken nicht abgetrennt werden, was auf eine

Komplexbildung zwischen dem Skp und HisIAC* schliefen lésst.

In der Arbeitsgruppe wurde bei einigen voneinander unabhéngig generierten, rekombinanten
BBP-Varianten eine Komplexbildung mit Skp beobachtet, wihrend dies bei dem parentalen
Wildtyp BBP nicht der Fall war (Korndorfer et al., 2004). HisAC* unterscheidet sich in der
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Primérstruktur durch insgesamt 21 Aminosdureaustausche vom Wildtyp BBP. Die meisten
davon befinden sich in den vier Peptidschleifen. Zwei Aminoséuren im [3-Barrel wurden im
Laufe der Mutagenese durch zwei Aminosduren, die als starke (-Faltblatt-Brecher bekannt
sind, ausgetauscht (Thr104—Pro am Ende des Faltblatts F und Phe127—Asp am Anfang des
Faltblatts H). Diese Modifikation des [-Barrels konnte fiir die Komplexbildung mit Skp

mitentscheidend sein.

Die Komplexbildung konnte auch eine Folge der Erkennung eines Sekundérstrukturmotivs
sein oder einer Bindung der teilweise ungefalteten Proteinkette, was auf die Existenz eines
Faltungsproblems hindeutet. Letzteres wird unterstiitzt von den Ergebnissen der Produktion
des His1AC*-Bla Fusionsproteins im Expressionsstamm JM83, wo keine Komplexbildung
mit dem Skp beobachtet wurde (Abschnitt 3.5.1). Es ist denkbar, dass die 3-Lactamase des
Fusionsproteins als intramolekulares Chaperon fungiert und somit zu einer korrekten Faltung

des fusionierten Anticalins beitragt (Nygren et al., 1994).

Bei der periplasmatischen Produktion von EPI.44 in E. coli kam es zur teilweisen Ausbildung
von nicht-nativen Disulfidbindungen. Im Falle des apo-RBP mit 3 Disulfidbindungen
(Schmidt et al, 1998; Miiller & Skerra, 1993) hatte die Uberexpression der Protein-
disulfidisomerase DsbC bei der Proteinproduktion in E. coli zur Ausbildung eines homogenen
Disulfidbindungsmusters gefiihrt. In dieser Arbeit wurden wéhrend der Produktion der Hise-
tag bindenden BBP-Variante EPI1.44 drei die Faltung beeinflussende Faktoren, die Protein-
disulfidisomerasen DsbC und DsbA sowie die Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerase PPI,
iiberexprimiert. Dadurch wurde lediglich eine Verschiebung des Verhéltnisses der
Proteindisulfid-Isomere zugunsten des nativen Disulfidisomers erzielt (Daten nicht gezeigt).
Die vier Cysteinreste dieser Variante sollten wie beim Wildtyp-BBP zwei Disulfidbriicken
(Cys8-Cysl115 und Cys42-Cys170) ausbilden, die den N- und den C-Terminus der
Polypeptidkette an das [-Barrel heften. Beide Termini sind im BBP kein Bestandteil von
ausgepragten Sekundérstrukturen (Huber et al., 1987).

Fir das Lipocalin RBP wurde bereits gezeigt, dass trotz Eliminierung der drei Disulfid-
briicken das [3-Barrel nach wie vor kompakt gefaltet ist (Schmidt, 1998). In dieser Arbeit
wurde die Problematik der Disulfidisomerenbildung durch stufenweise Eliminierung der
Disulfidbriicken der BBP-Variante EPII.44 umgangen. Nach Entfernung der Disulfidbriicke
Cys42-Cys170, die zur Generierung von EPIL.44CC fiihrte, lag die BBP-Variante EPI1.44CC
in Losung als Gemisch aus kovalentem und nicht-kovalentem Dimer vor (Abschnitt 3.4.1).
Auch die Uberexpression von DsbC, DsbA und PPI konnte die Ausbildung der
intermolekularen Disulfidbindungen nicht unterdriicken. Darauthin wurde auch die zweite
Disulfidbriicke (Cys8-Cys115) entfernt. Fiir die dabei generierte Variante EPI1.44C4 wurde
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durch Gelpermeations-Chromatographie und chemische Quervernetzung gezeigt, dass diese

als nicht-kovalentes Dimer vorliegt (Abschnitt 3.4.3).

Bei der bakteriellen periplasmatischen Produktion von EPI1.44C4 (wie auch von EPI1.44CC
und von EPIL44) in E. coli wurde wiederholt Zelllyse wéhrend der Induktion der
Bakterienkultur beobachtet. Dieser toxische Effekt wurde schon bei der Produktion
sekretorischer Antikorperfragmente beschrieben (Pliickthun & Skerra, 1989) und kann eine
Folge der Anhdufung an im Periplasma denaturiertem Protein in Form von periplasmatischen
Einschlusskorpern sein. Dabei konnen missgefaltete Proteine entweder Phospholipasen
aktivieren (Langen et al., 2001) oder durch ihre exponierten hydrophoben Oberflachen-
bereiche direkt eine Permeabilisierung der dulleren Zellmembran bewirken und dadurch die
Zelllyse begiinstigen (Skerra, 1989). Im Falle der BBP-Varianten EPI1.44 sowie EPI1.44CC
konnen auch freie Cysteinreste des ungefalteten Proteins mit wirtseigenen periplasmatischen
oder membranstdndigen Proteinen in Wechselwirkung treten und dadurch einen letalen Effekt
auf die Wirtszelle ausiiben (Schmiedl et al., 2000).

Bei der Optimierung der Expressionsbedingungen filir die BBP-Variante EPI1.44C4 wurde das
niedrigste Ausmall an Zelllyse und die hochste Ausbeute an gereinigtem Protein unter den
Bedingungen der Uberexpression von Proteindisulfidisomerasen (PDIs) DsbA und DsbC
sowie der Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerasen (PPIs) FkpA und SurA mit pTUM4 erzielt. Da
diese Variante jedoch keine Cysteine triigt, kann dieser Effekt nur mit der Uberexpression der
PPIs zusammenhédngen. FkpA und SurA sind periplasmatische E. coli PPls, die die cis/trans-
Isomerisierung der Peptidylprolyl-Bindung in Proteinen katalysieren. Zusitzlich dazu agieren
sie auch als periplasmatische Chaperone, indem sie die Proteinaggregation unterbinden
(Behrens et al., 2001, Ramm & Pliickthun, 2000).

SurA ist fiir den Transport von Porinen durch das Periplasma zur dufleren Membran von
E. coli verantwortlich (Bitto & McKay, 2002). Bei der Untersuchung der Spezifitit von SurA
wurde ein Bindungsmotiv als eine Abfolge von fiinf Aminosdureresten mit der Sequenz
aromatisch-polar-aromatisch-unpolar-Prolin identifiziert (Bitto & McKay, 2003). Eine
schwichere Bindung wurde auch fiir das Tripeptid aromatisch-beliebig-aromatisch ermittelt.
Dieses Motiv findet man mit hoher Frequenz in unterschiedlichen Proteinen der duferen
Membran von E. coli. Auch in der Variante EPI1.44C4 tritt dieses Motiv zweimal auf: als Tyr-
Phe-Phe im B-Faltblatt D und Phe-Asp-Trp am Boden der Bindungstasche. Geht man davon
aus, dass SurA in der gereinigten Praparation von EPI1.44C4 vorhanden ist, dann konnte dies
aufgrund der Bindung von SurA an die oben genannten Segmente infolge der Ausiibung

seiner Chaperonaktivitit erklart werden.

In zwei getrennten Selektionsexperimenten wurden FkpA (Bothmann & Pliickthun, 2000)
bzw. Skp (Bothmann & Pliickthun, 1998) als Faktoren, die zur Verbesserung der
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periplasmatischen Expression von scFv-Fragmenten in E. coli beitragen, isoliert. Bei der
Produktion von Antikdrperfragmenten im Periplasma von E. coli zeigte die Uberexpression
des periplasmatischen Chaperons Skp eine Verbesserung der Faltungseffizienz und damit der
Proteinausbeute (Mavrangelos et al., 2001). Im Falle des FkpA wurde dies sogar in
Abwesenheit von cis-Prolinresten in dem scFv-Fragment erreicht, was auf die Unabhéngigkeit
der Chaperon-Aktivitdit von der Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerase-Funktion des FkpA
hinweist (Ramm & Pliickthun, 2000). Demzufolge konnten die PPIs FkpA und SurA bei der
Produktion von EPI.44C4 die Faltung des Proteins als Chaperone positiv beeinflussen und
wahrscheinlich die Rolle des Skp bei der Produktion von vorherigen BBP-Varianten His1AC*
und His1AC*-16 iibernehmen.

Die BBP-Variante EP11.44C4 zeigt im Vergleich zu EPI1.44 neben der hoheren Ausbeute bei
der Produktion auch eine verbesserte Affinitdt zum His¢-tag. Das Fehlen der Disulfidbriicken,
die oft die native rdaumliche Struktur des Proteins stabilisieren, iibt somit bei dieser Variante
keinen negativen Effekt auf die Faltung des Proteins aus. Daher wire es theoretisch auch
moglich, die BBP-Variante EPI1.44C4 in groBeren Mengen im Cytosol von E. coli zu

produzieren.

4.5 Dimerisierungsverhalten von Hisc-tag bindenden Anticalinen

Assoziation von Monomeren zu Dimeren oder hoéheren Oligomeren ist ein geldufiges
Phénomen in der Proteinchemie. Die Oligomerisierung bringt strukturelle und funktionelle
Vorteile, wie verbesserte Stabilitdt und Kontrolle der Erreichbarkeit der aktiven Zentren sowie
deren Spezifitidt. Die Mechanismen der Dimerisierung sind sehr unterschiedlich. Kovalente
Dimere werden iiber Disulfidbriicken verbunden. Nicht-kovalente Dimere konnen durch
Interaktion von hydrophoben Patches, durch polare Wechselwirkungen, Domain Swapping
oder auch durch Metallionenbindung entstehen (Marianayagam et al., 2004). Im DNA
Korrekturprotein RAD50 kommt es bei der Dimerisierung zur Bildung eines Zink-Haken-
Motivs. Dabei koordinieren jeweils zwei Cystein-Reste jedes Monomers ein einziges Zn**-Ion
in einer tetraedrischen Geometrie. Nur wenige Dimerisierungs-Schnittstellen bestehen aus nur
einem Sekunddrstrukturtyp (Helix, Faltblatt oder Schleife), die meisten sind gemischt (Jones
& Thornton, 1996).

Auch einige Vertreter der Lipocalin-Familie bilden Homodimere aus. Das native BBP
existiert in Pieris brassicae in zwei Isoformen: als monomeres BBP II mit einem
N-terminalen Asp-Rest und als dimeres BBP I mit einem N-terminalem Asn-Rest. Die mittels

Rontgenbeugung ermittelte Kristallstruktur beider Isoformen ist nahezu gleich. Die
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Dimerisierung der Isoform BBP I beruht auf den Interaktionen der Aminosduren 1-4 beider
Peptidketten (Huber et al., 1987b).

Das bovine OBP bildet ein verschrinktes Dimer, bei dem die oa-Helix der ersten
Proteindoméne ein Strukturelement der jeweils zweiten Proteindomédne darstellt. Der
Vergleich mit dem monomeren porcinen OBP zeigt, dass die Abwesenheit des Glyl21 im
Schleifensegment zwischen dem [3-Barrel und der a-Helix bei bovinem OBP
mitverantwortlich fiir Swapping der Helices ist. Im bovinen OBP fehlt auch jene
intramolekulare Disulfidbriicke, die bei vielen Lipocalinen den C-Terminus mit dem [3-Barrel
verbindet, daher ist dieser terminale Bereich in seiner rdumlichen Konformation flexibler
(Ramoni et al., 2002).

Bei E. coli Lipocalin Blc sind hydrophobe Wechselwirkungen zwischen aromatischen
Aminoséureresten fiir die Dimerisierung verantwortlich. Die Dimerisierungsregion erstreckt
sich tiber Teile der B-Stringe 36 und B7 sowie das dazwischenliegende Schleifensegment.
Dabei werden die Ligandenbindungstaschen beider Monomere leicht zueinander gedreht, so
dass sich eine einzige vergroferte Bindungstasche ausbildet. Pro Dimer wird in dieser

Bindungstasche nur ein Ligand gebunden (Campanacci et al., 2006).

Auch die Dimerisierungskontaktfliche des von Pferden ausgeschiedenen Allergen Equ cl
besteht aus hydrophoben Aminoséureresten. Die B-Barrels beider Monomere sind im Dimer
durch Interaktionen der [-Faltblitter F, G und H seitlich und antiparallel zueinander
ausgerichtet, so dass die Ligandenbindungstaschen an entgegengesetzten Seiten des Dimers
liegen (Lascombe ef al., 2000).

Das bovine und das porcine [3-Lactoglobulin (BLG) weisen unterschiedliche Dimerisierungs-
mechanismen auf. Wahrend es im porcinen BLG zum Swapping der N-Termini zwischen
zwei Monomeren kommt, geht im bovinen BLG das 3-Faltblatt I des ersten Monomers eine
antiparalle Interaktion mit demselben Faltblatt im zweiten Monomer ein. Zusétzlich dazu wird
das Dimer im bovinen BLG durch Wechselwirkungen zwischen den Aminoséureresten in dem
die [-Faltblitter A und B verbindenden Schleifensegment stabilisiert. Ein weiterer
Unterschied zwischen den zwei BLGs duflert sich in der pH-Abhingigkeit der Dimerisierung:
das bovine BLG dimerisiert im neutralen pH-Bereich und dissoziiert zu Monomeren im
sauren pH-Bereich, wihrend beim porcinen BLG dieses Verhalten umgekehrt ist (Invernizzi
et al., 2006).

Die in dieser Arbeit generierte BBP-Variante EPI1.44CC liegt in Losung als Gemisch aus
kovalentem und nicht-kovalentem Dimer vor. Die Dimerisierungsregion dieser Variante kann
nicht dieselbe wie im Falle des BBP I sein, da EPI1.44CC einen N-terminalen Asp-Rest trigt
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und keinen Asn-Rest. Der letztere ist mallgeblich fiir die Dimerisierung des BBP I

verantwortlich.

Die BBP-Variante EPI1.44CC besitzt die gleichen zwei Cystein-Reste, die im Wildtyp-BBP
eine intramolekulare Disulfidbriicke (Cys8-Cys115) bilden. Wenn die Geschwindigkeit der
Ausbildung von intermolekularen Disulfidbriicken gréBer als jene der intramolekularen ist,
kommt es zur Bildung eines kovalenten Dimers. Die freien Cysteinreste konnen jedoch
wiahrend der Expression mit unterschiedlichen niedermolekularen Substanzen wie z.B.
einzelnen Aminosduren oder Sulfinsduren kovalente Bindungen eingehen. Dadurch wird die
Ausbildung von kovalenten Dimeren unterbunden, die Assoziation zu nicht kovalenten

Dimeren jedoch nicht.

Im Wildtyp-BBP verbinden vier Cystein-Reste sowohl den N- wie auch den C-Terminus mit
dem [-Barrel iiber zwei Disulfidbriicken (Abbildung 2). In der BBP-Variante EPI1.44C4
fehlen diese Cystein-Reste, dadurch sind die Termini dieses Anticalins in ihrer rdumlichen
Anordnung flexibler. Die Dimerisierung dieser BBP-Variante konnte daher durch hydrophobe
Wechselwirkungen oder durch Domain Swapping erfolgen. Es gibt Hinweise, dass eine lokale
Destabilisierung der Monomere die Bildung von Dimeren initiert. Dies fiihrt vor allem in den
terminalen Bereichen der Proteine zur Ausbildung von Domain Swapped-Dimeren
(Hoedemaeker ef al., 2002). Genauere Aufschliisse konnte die Aufkldrung der Kristallstruktur

des Proteins ergeben.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde auf der Basis des Bilin-Bindungsproteins, eines typischen Vertreters
der Lipocalin-Proteinfamilie, ein Anticalin mit metallionenabhingiger Bindungsaktivitat fiir
das Hise-tag entwickelt. Das Engineering kiinstlicher Bindungsproteine, sogenannter
Anticaline, ausgehend von der Lipocalin-Architektur bietet eine Reihe von Vorteilen
gegeniiber der rekombinanten Antkorpertechnologie, vor allem wegen der geringen Grof3e, der
Zusammensetzung aus blo einer Polypeptidkette und der nicht erforderlichen
Glycosylierung. Die Lipocaline zeigen eine flir das Protein-Engineering besonders geeignete
Faltung mit einer zentralen [-Barrel-Struktur, an deren einem Ende vier variable
Peptidschleifen den Eingang zu einer Bindungstasche bilden. Das Hise-tag ist aufgrund seiner
weitverbreiteten Anwendung bei der gentechnischen Herstellung von Proteinen ein
interessantes Target fiir die Generierung eines spezifischen Anticalins, welches neue

bioanalytische Anwendungen eréffnen sollte.

Beginnend mit der bereits aus Vorarbeiten vorhandenen BBP-Variante His1AC* wurden
mehrere Zyklen der Affinitditsmaturierung durchgefiihrt. Daraus selektierte Varianten trugen
zusitzliche His-, Cys-, Glu- und Asp-Reste, die vermutlich eine Rolle bei der angestrebten

metallionenabhingigen Bindung der Oligohistidinsequenz spielen.

Im ersten Schritt der Affinitditsmaturierung wurden durch ortsgerichtete Randomisierung mit
Hilfe degenerierter Oligodesoxynukleotide in den Schleifenbereichen 3 und 4 zwei
Molekiilbibliotheken hergestellt und als Mischung der Selektion auf His¢-tag-bindende
Varianten mittels Phage Display unterworfen. Von den neun aus dem anschlieBendem Filter
Sandwich Colony Screening Assay isolierten Varianten stammten alle aus der Bibliothek mit
der randomisierten Schleifenregion 3. Die dabei gefundene Variante HisIAC*-16 zeigte im

ELISA und Western Blot-Experiment signifikant erhohte Bindungsaffinitidt zum Hise-tag.

In der zweiten Stufe der in vitro Affinitdtsmaturierung wurde mittels Error Prone PCR eines
Grofteils der fiir die BBP-Variante kodierenden Region, einschlielich aller vier Schleifen,
unter FEinsatz der Nukleotidanaloga dPTP und 8-0xo-dGTP eine Bibliothek mit
Zufallsmutationen pripariert. Diese wurde im Filter Sandwich Colony Screening Assay auf
verbesserte Bindung durchmustert. Die dabei identifizierte Variante EPIL.44 mit weiter
gesteigerter Bindungsaktivitit wurde in E. coli produziert und chromatographisch gereinigt.
Die bei dieser Variante beobachtete Problematik der Bildung von nicht nativen
Disulfidisomeren und kovalenten Dimeren konnte erfolgreich durch paarweise Substitution
der an den beiden Disulfidbriicken (C42-C170, C8-C115) beteiligten Cysteinreste gegen Serin
behoben werden. Auf diese Weise wurde die Variante EPI1.44C4 generiert, die im ELISA

keine wesentliche EinbuBlen beziiglich der Bindungsaffinitit zum Liganden zeigte.
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Uberraschenderweise trat die cysteinfreie Variante EPI1.44C4 jedoch in Lsung in Form eines

nicht kovalenten Dimers auf.

Nichtsdestotrotz konnte in ELISA und Western Blot-Experimenten gezeigt werden, dal3 diese
BBP-Variante eine dhnliche Selektivitit aufweist wie das gingigste kommerzielle Produkt zur
Detektion des Hise-tags, das Ni-NTA-Alkalische-Phosphatase-Konjugat. Geméafl dem ELISA
besitzt EPIL.44C4 mit einer Dissoziationskonstante (Kp) von 1,6 nM eine hohe
Bindungsaffinitdit zu dem mit G9-Cystatin als Trdgerprotein fusionierten Hise-tag. In
Fluoreszenz-Titrationsexperimenten mit einem synthetischen Hise-Peptid wurde jedoch eine
weitaus niedrigere Affinitdt mit einer Kp von 1,9 uM ermittelt. Allerdings liegt EPI1.44C4

damit dennoch in der GréBenordnung gingiger kommerziell erhéltlicher Affinititsreagenzien.

AbschlieBend wurde ein Fusionsprotein aus der Variante HislAC* und der TEM 1
B-Lactamase in FE.coli produziert und seine enzymatische Aktivitit sowie die
Bindungsaktivitét fiir das Hise-tag mit Hilfe enzymkinetischer Experimente und im ELISA
nachgewiesen. Das dabei erhaltene funktionelle Fusionsprotein kann als Reagenz fiir
immunchemische Nachweismethoden verwendet werden. In einem Western Blot-Experiment
wurde das neue [-Lactamase Substrat TIC (7[-(2-Thienylacetamido)-3-(indolylthiolyl)-3-
cephem-4-carbonsédure), welches nach enzymatischer Hydrolyse ein gefirbtes Prazipitat
bildet, getestet. Durch den schnellen Umsatz durch die 3-Lactamase, gute Farbintensitat und
geringe Hintergrundfarbung eignet sich TIC gut zur Anwendung in Festphasen-Assays wie

dem Western Blot oder auch dem Filter Sandwich Colony Screening Assay.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

Ay Absorption bei x nm

A Angstrom (1 x 107" m)

ABD Albumin-Bindungsdoméne des Proteins G aus Streptococcus
G148

Amb Amber-Stoppkodon (TAG)

Ampr Ampicillin-Resistenz

AP Alkalische Phosphatase

BBP Bilin-Bindungsprotein

Bla B-Lactamase

bp Basenpaare

BSA Rinder-Serumalbumin (Bovine Serum Albumin)

C Konzentration

Cam’ Chloramphenicol-Resistenz

CBP Calmodulin-Bindungspeptid

cfu Colony Forming Units

AApIII Aminosduren 198 bis 406 umfassendes Segment des
Phagenhiillproteins pllII

DsbC Bakterielle Disulfidisomerase C

E Extinktion

€x molarer Extinktionskoeffizient bei x nm

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

F Fluoreszenzintensitét

Fab Antigen-bindendes Fragment eines Immunglobulins

F, Immunglobulinfragment bestehend aus den beiden

variablen Doméanen

fx molare Fluoreszenz eines Molekiils oder Komplexes X
GST Glutathion-S-Transferase

HSA Humanes Serum Albumin

IDA Iminodiessigsdure

IMAC Immobilized Metal Affinity Chromatography

IPTG Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid

Kp Komplexdissoziationskonstante

Kum Michaelis-Menten-Konstante

kb Kilobasen

Keat Enzymatische Wechselzahl



150

Abkiirzungsverzeichnis

kDa
MBP

moi
NaP1
NTA
ODSSO
OmpA
plll
PCR
PDB

RBP
RNase A
rpm

RT

RU
SDS-PAGE
SPA
SPR
ssDNA
Tc

tety

u

u. N.

v/v

w/V
WT

Kilodalton
Maltose-Bindungsprotein
Molmasse

Multiplicity of Infection
Natriumphosphat
Nitrilotriessigsédure

Optische Dichte bei 550 nm
Outer Membrane Protein A
Hiillprotein des filamentdsen Bakteriophagen M13
Polymerase-Kettenreaktion
Protein Data Bank

Plaque Forming Units
Retinol-Bindungsprotein
Ribonuclease A

Rounds per Minute
Raumtemperatur
Resonanz-Einheiten
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Staphylococcus Protein A
Oberfachen-Plasmonresonanz
einzelstrangige DNA
Tetracyclin
Tetracyclin-Promotor/Operator
Einheit der Enzymaktivitét (unit)
tiber Nacht

Volumen pro Volumen

Masse (Weight) pro Volumen
Wildtyp
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