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Einleitung

1 Einleitung

Der Zusammenhang von Licht und Leben wird von Wissenschaftlern ebenso oft zi-
tiert wie die Aussage "Wasser ist Leben”. Unter sonst vergleichbaren Umsténden hitte sich
ohne Sonnenstrahlung auf der Erde kein Leben der heutigen Komplexitét entwickelt. Nach
Verbrauch verfiigbarer chemischer Energiequellen wurde die Photosynthese zur Voraus-
setzung fiir das weitere Leben auf unserem Planeten. Die Biochemie des irdischen Lebens
hidngt zur Energiegewinnung von Oxidationsprozessen ab; damit ist das Endprodukt des
Kohlenstoffmetabolismus in die Atmospédre abgegebenes CO,. Zur SchlieBung des Kreis-
laufs ist es notwendig, dieses wieder in die Nahrungskette einzuschleusen. Die zu dieser
Assimilation notige Energie gewinnen photosynthetisch aktive Organismen durch Absorp-

tion von Sonnenlicht und bilden so die Grundlage aller anderen Lebensformen.

1.1 Licht und Transkription

1.1.1 Natdrliche Lichtrezeptoren

Neben der Nutzung von Lichtenergie existieren in den meisten hoheren Organismen
(Metazoa) auch Mechanismen zur Wahrnehmung und Reaktion auf Licht spezifischer
Wellenldngen. In Organismen, deren Metabolismus zur Energiegewinnung direkt von
Licht abhédngt, miissen lichtgesteuerte Schaltvorgénge existieren, welche die Expression
der Maschinerie zur Lichtenergiegewinnung regulieren. Auch Bewegungen zur Optimie-
rung der Belichtung werden lichtabhéingig gesteuert. In einer frithen Beschreibung einer
biologischen Antwort auf Lichteinstrahlung erwéhnte Charles Darwin, dal3 die heliotrope
Bewegung von Pflanzen bei Filterung des Lichts durch eine Losung von Kaliumdichromat
verhindert wird (Darwin, 1881). Da diese speziell den Blaulichtanteil reduziert, zeigte das
Experiment die Sensibilitit der Pflanzen fiir diesen Bereich des Spektrums. Heutzutage ist
bekannt, dal die Fahigkeit zur Blaulichtrezeption (400 bis 500 nm) in allen biologischen
Reichen weit verbreitet ist. Lange Zeit blieb die Natur der entsprechenden Photorezeptoren
unklar, was ithnen den Namen Cryptochrome einbrachte (Gressel, 1979). Die Absorption

von Licht durch diese Flavoproteine verursacht neben der beschriebenen Phototropie auch
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die Synthese von Anthocyaninen und Carotinoiden in Pflanzen und Pilzen. Ahnlichkeiten
in den Sequenzen dieser Rezeptoren in entfernt verwandten Organismen lassen vermuten,
dal3 die Féhigkeit der Blaulichtrezeption ausgehend von einer Photolyase als gemeinsa-
mem Vorfahr mehrfach und analog entwickelt wurde (Van Gelder, 2002). In Insekten sorgt
sie flir die Anpassung des Tagesrhythmus', in Sdugern stellt sie eine zentrale Komponente
der circadianen Uhr dar (ebenda).

Diese Cryptochrome sind hier nur stellvertretend fiir die Vielzahl natiirlicher Photo-
rezeptoren genannt. Bei ihnen, wie den anderen Vertretern dieser Funktionsklasse, ist zur
Ubertragung der Information einer Lichtrezeption eine Signalwandlung notwendig. In der
Funktionsweise aller Lichtrezeptoren wird die Anregungsinformation nach Lichtabsorption
transient intramolekular gespeichert (intramolecular signalling). Fiir die Flavine der
Cryptochrome vermutet man eine Verdnderung des Redoxpotentials (Cashmore et al.,
1999); Phytochrome vollziehen eine strukturelle Isomerisierung des Chromophors (Furuya
& Song, 1994). Letzere findet sich auch nach Anregung bei den Lichtrezeptoren der Rho-
dopsin-Familie (Wald, 1968).

1.1.2 Lichtabhangige Transkriptionskontrolle

In phototropen Organismen erfolgt auch die Regulation der Transkription (Kap. 1.2)
in Abhingigkeit von der Lichtrezeption. Pflanzen nehmen Lichtsignale mit mindestens drei
verschiedenen Photorezeptorfamilien wahr, mit den Phototropinen, den Cryptochromen
und den Phytochromen. Die einzelnen Vertreter dieser Gruppen erfiillen unterschiedliche
Funktionen in der Ontogenese. Ihre zellulairen Wirkungen sind jedoch iiber ein komplexes
Netzwerk verflochten. Phytochrome vermitteln Lichtsignale auf photoresponse-Promo-
toren durch die Bindung von Transkriptions-Regulatoren, wie neuere Befunde vermuten
lassen (Quail, 2002). Cryptochrome scheinen dagegen eher posttranskriptional zu wirken,
indem sie durch direkte Bindung einer putativen Ubiquitin-Ligase die Proteasom-vermit-
telte Degradation eines Transkriptionsaktivators verhindern (ebenda). Weiterhin wurde aus
halophilen Bakterien ein transkriptionsaktives Protein mit einer dem photoactive yellow

protein verwandten Doméne beschrieben, dessen Sequenzdhnlichkeit in den tibrigen Berei-
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chen zu Phytochromen auf einen gemeinsamen Vorldufer schlieBen 1d6t (Jiang et al.,

1999).

1.2 Transkriptionsregulation durch modulare Mechanismen

Proteine konnen prinzipiell auf drei Wegen reguliert werden: durch Beeinflussung
threr Produktion, ihres Abbaus oder ihrer Aktivitidt. Die Proteinsynthese wird durch Re-
gulation der Transkription genetischer Information, durch alternatives Spleiflen, durch
mRNA-Degradation und bei der Translation an Ribosomen kontrolliert. Den groBten An-
passungsspielraum erlaubt dabei die Regulation der Transkription. In Abhéngigkeit von
externen oder zelluldren Signalen wird dieser Schritt durch eine Vielzahl von Aktivatoren
und Repressoren reguliert. Den modularen Charakter ihrer Funktionsweise findet man so-
wohl in Pro- als auch in Eukaryonten. Die RNA-Polymerase letzterer kann jedoch die
Transkription nicht selbst initiieren, daher vervielféltigen sich die EinfluBmoglichkeiten
hier durch Interaktionen mit essentiellen Transkriptionsfaktoren (TFs). Weiterhin kénnen
liber tausend Basenpaare entfernt liegende enhancer- oder repressor-Sequenzen eine Rolle
spielen. Oft assemblieren daran bindende regulatorische Proteine zu Komplexen, deren
Funktion von jedem einzelnen Element gesteuert wird. SchlieBlich wird die Freilegung
transkriptionsaktiver Sequenzen aus eng gepackten Nukleosomkomplexen durch Histon-
Acetyltransferasen, -Methylasen und ihre Gegenspieler aktiv reguliert. Durch Kombination
positiver und negativer Stimuli werden die vielfiltigen Einfliisse auf einen Promotor inte-
griert. Die Aktivitdt regulatorischer Proteine selbst kann durch eine Vielzahl posttransla-
tionaler Modifikationen wie z.B. Phosphorylierung reguliert werden. Letztendlich sind die
Mechanismen, welche zur Initiation der RNA-Synthese in Eukaryonten fithren, um ein
Vielfaches komplexer als in Prokaryonten.

Die einzelnen Effektoren der beteiligten Signaliibertragungskaskaden wirken jedoch
in den meisten Féllen modular, die Erkennung des gleichen Signals durch verschiedene
Proteine kann unterschiedliche Reaktionen zur Folge haben. Ein deutliches Beispiel ist die
Wirkung der Gravitation auf die Wuchsrichtung von Sprofl und Wurzel eines Pflanzen-
keimlings. Andererseits konnen verschiedene Signale iiber entsprechende Rezeptoren eine

gleiche Wirkung erzielen. Diese Modularitdt der Faktoren, welche an der Transkriptions-
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aktivierung beteiligt sind, und die Integration ihrer Wirkungen sollte eine kiinstliche Be-
einflussung durch gezielte Verdnderung von einzelnen Effektoren ermoglichen. Damit
wird die technische Funktionalisierung einzelner Komponenten besonders interessant
(Kap. 1.2.2). Eine Anderung der Transkriptionsfrequenz von Genen sollte daher von einer
indirekten EinfluBnahme auf die Initiationsaktivitit in Abhiangigkeit von molekularen Sig-
nalen ausgehen. Diese Regulation kann prinzipiell iiber Promotor-bindende Proteinen er-

folgen, welche mit organismusspezifischen Faktoren der RNA-Polymerase interagieren.

1.2.1 Kunstliche Beeinflussung der Transkription

Seit der Kenntnis der in Kap. 1.2 nur skizzierten, grundlegenden Transkriptionsme-
chanismen wird an Moglichkeiten geforscht, diese Vorgénge in Zellen, Geweben oder Or-
ganismen gezielt zu beeinflussen. Prinzipiell sind Eingriffe auf jeder Ebene der Transkrip-
tionsregulation mdglich. Die Inhibition der RNA-Polymerase selbst ist fiir Therapeutika in
der Krebstherapie interessant; sie hat zumeist eine letale Wirkung auf die Zelle. Hier liegt
das Problem in der Selektivitdt, nur das Krebsgewebe zu treffen. Das andere Extrem wiére
die Modulation des externen Signals, wie in dem eingangs erwdhnten Experiment der
Lichtfilterung von Darwin (Kap. 1.1.1). Dazwischen liegen Moglichkeiten, die Transkrip-
tion durch sogenannte transcription modifier zu regulieren. Grundlegend lassen sich dazu
zweil Ansitze unterscheiden.

I) Eine EinfluBnahme auf die Transkription in natiirlichen Zellen oder Gewebe ist
durch Zugabe von isolierten oder modifizierten Naturstoffen, aber auch vollstandig synthe-
tischen Verbindungen moglich. Diese wirken zumeist als Analoga organismuseigener
Faktoren, wie orale Kontrazeptiva, oder die Zufuhr von Insulin bei Diabetes. In der Mole-
kularbiologie erfolgt z.B. die Induktion von Genen, die unter Kontrolle des /ac-Repressors
stehen, durch das synthetische Lactose-Analogon 3-D-Isopropyl-thiogalactosid.

IT) Die andere Strategie nutzt eine genetische Verdnderung der Zielzellen. Verstind-
licherweise ist dies im intakten Organismus ungleich schwieriger, als in Zellkultur. Durch
Deletion, Uberexpression oder Modifizierung (Mutation) von TFs, Repressoren oder Pro-
motorsequenzen, also von einzelnen an der Transkriptionsinitiation beteiligten Modulen,

1Bt sich Einfluf auf zelluldre Expressionsmuster nehmen. Hierzu gehdren jene Derivate
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des tetracyclinkontrollierten Transaktivators, welche durch Analoga des Tetracyclins

(Doxycyclin) aktiviert werden (Baron et al., 1999).

1.2.2 Artifizielle Transkriptionsfaktoren

Zur Funktionsanalyse eines Proteins oder einer Regulationssequenz bzw. zur Aufkla-
rung zelluldrer und ontogenetischer Zusammenhénge ist es oft vorteilhaft, ein System zu
verwenden, welches die externe Kontrolle durch den Experimentator ermdglicht. Bei-
spielsweise schlieft embryonale Lethalitdt bei knockout eines Gens die Analyse weiterer
phénotypischer Effekte des Proteins aus; eine Aktivierung kompensatorischer Mechanis-
men kann diese behindern. Die Nutzung eines gezielt induzierbaren Expressionsystems ist
hier vorteilhaft. Eine reversible Kontrolle der Genexpression wiirde die adressierbaren
Fragestellungen noch erweitern. In einem idealen System sollte sich das Zielgen an- und
abschalten lassen, ohne daf3 die Expression anderer Gene beeinfluBit wird. Verstandlicher-
weise 148t sich ein solches nicht mit endogenen Faktoren realisieren, wenn diese jeweils
auch andere Promotoren regulieren. Durch Verwendung von Faktoren aus genetisch ent-
fernten Organismen kann dieses Problem umgangen werden. Die Ubertragung der Tetra-
cylin-response-Elemente in eucaryontische Zellen war einer der bedeutendsten Fortschritte
auf diesem Gebiet (Gossen & Bujard, 1992). Ein anderes vollstindig transgenes Verfahren
wurde fiir induzierbare Genexpression in Mausen unter der Kontrolle des lac-Repressors
aus E. coli beschrieben (Cronin et al., 2001). Die Vorteile liegen hier in der Reversibilitét
(bei Entzug des Induktors IPTG) und der Selektivitit, da ausschlieBlich Gene unter der
Kontrolle des kiinstlichen Promotors beeinflult werden. Bemerkenswert ist die Funktions-
tiichtigkeit des Systems nicht nur in Zellkultur, sondern auch im intakten Organismus der
Maus. Fiir die Anwendung in anderen Organismen miifite jedoch der verwendete Promotor
jeweils neu konzipiert werden. Die Konstruktion eines generellen, unabhdngigen Systems
zur Transkriptionsregulation, welches auch in Prokaryonten selektiv arbeitet, umgeht die-
ses Problem. Durch Adaption von Elementen, die in keinem bekannten Organismus be-
deutsam fiir die Regulation der Genexpression sind, liele sich ein solches unabhédngiges

System schaffen (Kap. 1.3.1).
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1.2.3 Artifizielle Lichtrezeptoren

Die Komplexierung einer photoschaltbaren Verbindung durch einen artifiziellen TF
(Kap. 1.2.2) konnte eine kiinstliche Lichtregulation der Genexpression ermoglichen (Kap.
1.5). Um das Konzept zu verwirklichen, bedarf es einer lichtschaltbaren Komponente, die
weder von speziellen Stoffwechselmechanismen im jeweiligen Organismus abhéngt, noch
mit zelluldren Prozessen interferiert. In modernen Technologien wird eine Reihe von syn-
thetischen lichtsensiblen Substanzen genutzt. Einfache Beispiele sind die photolabilen
Komponenten von Fotolacken. Eine breite Anwendung finden auch Materialien, die ihre
Leitfahigkeit infolge Lichteinwirkung verdndern. Die technische Nutzung von reversibel
optisch schaltbaren organischen Verbindungen, deren molekulare Verédnderung sich aus-
lesen 146t, steckt jedoch noch in den Kinderschuhen.

Die Anwendung von photoaktiven Verbindungen in der Biochemie bzw. Molekular-
biologie konzentriert sich bislang auf sogenannte caged compounds. Hier wird die Photo-
sensibilitdt einer Abgangsgruppe genutzt; durch Belichtung wird in einer irreversiblen Re-
aktion die aktive Verbindung freigesetzt. Damit sind solche Substanzen als kiinstliche
Lichtsensoren geeignet. So konnte eine zeitlich und rdumlich kontrollierte Genexpression
durch Anwendung von Derivaten natiirlicher Signalmolekiile erzielt werden. Unter Be-
strahlung mit Licht lassen sich mit z.B. Dimethoxy-nitrobenzyl-Gruppen blockierte Sub-
stanzen intrazellulédr freisetzen, um dann ihre natiirliche Funktion auszuiiben. So lieBen
sich durch Verwendung eines Ostradiol-Derivates Gene unter der Kontrolle des Ostrogen-
Rezeptors gezielt exprimieren (Cruz et al., 2000). Mit einem analogen Verfahren konnten
Li et al. (1998) zeigen, dal3 durch wiederholte kurzzeitige (gepulste) Freisetzung von Ino-
sitolphosphaten die Ca*"-induzierte Transkription stirker stimuliert wird. Allerdings sind

die Photoreaktionen solcher Verbindungen nicht reversibel.

1.2.4 Azobenzol-Derivate

Fiir die intrazelluldre Detektion von Licht sollte die sensorische Komponente nieder-
molekular und reversibel schaltbar sein (Kap. 1.2.2), um das Signal auch effizient zuriick-
setzen zu konnen. Weiterhin sollte es biologische Membranen passieren konnen und eine

molekulare Unterscheidung seiner Zustédnde z.B. durch Proteinbindung moéglich sein. Ein
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solches reversibel lichtschaltbares Molekiil ist Azobenzol. Seine beiden Isomere (cis/trans)
sind bei Zimmertemperatur photostabil und lassen sich durch gezielte Belichtung rever-
sibel und mit hoher Quantenausbeute ineinander iiberfiihren. Sie unterscheiden sich erheb-

lich in Konfiguration, Polaritit und spektralen Eigenschaften (Abb. 1.1, Abb. 2.18).

"~ (4

Abb. 1.1 Azobenzol, links trans-, rechts cis-Isomer, A; = 340 nm, A\, = 450 nm.

Die spezifische Komplexierung eines der Azobenzol-Isomere wiirde die Verwirkli-
chung eines neuartigen Prinzips artifizieller Transkriptionskontrolle ermdglichen. Die
synthetische Verbindung wird jedoch von bekannten natiirlichen Proteinen nicht spezifisch
gebunden. Die intrazelluldre Erkennung von Azobenzolderivaten durch zelluldr codierte
Proteine bleibt damit der entscheidende Schritt zur Entwicklung eines in vivo funktionalen,
lichtschaltbaren TFs (Kap. 2.1.1). Durch Kombination von lichtregulierbarer Genexpres-
sion mit einem solchen artifiziellen, transgenen TF sollte sich die rdumliche und zeitliche
Adressierbarkeit eines Promotors verwirklichen lassen. Die Beeinflussung liele sich
”minimalinvasiv” gestalten; Gewebe bzw. Zellen konnen selektiv belichtet werden. Das
artifizielle Rezeptorsystem sollte mit natiirlichen zelluldren Komponenten nicht interferie-
ren und wire in verschiedenen Organismen anwendbar. Ein solcher TF liee sich mogli-

cherweise mit Azobenzol-bindenden Antikdrperfragmenten (Kap. 1.3) realisieren.

1.3 Antikorperfragmente zur molekularen Erkennung
In der Literatur wurde bislang die Konstruktion kiinstlicher TFs ausschlieBlich mit
Proteinen beschrieben, welche auch die Natur dafiir verwendet (Kap. 1.2.2). Ein generelles

Konzept zur Erkennung neuartiger exogener Stimuli 146t sich jedoch am sinnvollsten mit



Einleitung

Proteinmodulen verwirklichen, die natiirlicherweise die Bindung von Fremdstoffen iiber-

nehmen.

jul )
¢ b
9] ]
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Abb. 1.2 Links: Schema der Doménenanordnung eines Antikorpers (IgG) mit Darstellung der intra- und
intermolekularen Disulfidbriicken (-S—S-). Die variablen Doménen der schweren (VH) und leichten Kette
(VL) sowie die konstanten Doménen (CH1-3, CL) sind bezeichnet. Das Fv-Fragment (grau) mit seinen
CDRs (schwarz) ist nur iiber CHI und CL kovalent verkniipft. Rechts: Tertidrstrukturmodell eines IgG.

Ein Fv-Fragment, hier als Dimer der N-terminalen, variablen Doméanen zu erkennen, ist umrahmt.

Antikorper sind fiir die spezifische Erkennung und Markierung von organismus-
fremden Substanzen verantwortlich. Sie sind Bestandteile des adaptierenden Immunsys-
tems der Sduger, welches fiir die Vernichtung von Endoparasiten, Pathogenen und krank-
haft verdnderten Zellen sorgt. Fiir die jeweils spezifische Bindung besitzt diese Protein-
klasse eine enorme Diversitit innerhalb eines Individuums (~10'° Klone), welche durch
besondere genetische Mechanismen der Rekombination gewéhrleistet wird (Tonegawa,
1983). Die Antigen-bindenden Bereiche beschrianken sich auf das sogenannte Fv-Frag-

ment, das Dimer der variablen Doménen von leichter und schwerer Kette eines Antikor-
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pers (Abb. 1.2). Beide Teile enthalten jeweils drei hypervariable Peptidregionen, in wel-
chen die antigenkontaktierenden Aminosduren konzentriert sind (Kabat, 1978). Diese so-
genannten CDRs verleihen einem Antikorper die Spezifitit gegeniiber seinem Antigen.

Mit der Hybridomatechnik lassen sich monoklonale Antikérper (mAB) herstellen
(Kohler & Milstein, 1975); im Gegensatz zum natiirlichen, polyklonalen Immunserum
besitzen sie eine einzige Spezifitit. Dies ermdglicht es, die Wechselwirkung mit ihrem
jeweiligen Antigen detailliert zu charakterisieren; durch Rontgenkristallanalyse oder mit
NMR-Techniken 148t sich die molekulare Struktur solcher Proteinpréparationen bestim-
men.

Die Produktion von spezifischen Antikérpern gegen Fremdstoffe durch das Immun-
system 146t sich auch kiinstlich induzieren. Sie wurde zur Erzeugung von Proteinen gegen
eine Vielzahl von Zielverbindungen eingesetzt (Nicklas, 1993). Molekularbiologische Ver-
fahren wie das phage display (Winter et al., 1994) erlauben die in vitro-Selektion von An-
tikorperfragmenten aus kiinstlich randomisierten oder natiirlichen Bibliotheken. Beide
Methoden verhalfen der Antikdrpertechnologie zu einer Schliisselfunktion in der Entwick-
lung von Diagnostika und Therapeutika der modernen Medizin. Aber auch als molekulare
Werkzeuge der biotechnologischen Forschung lassen sie sich heutzutage kaum ersetzen.

Bislang ist die Anwendung von Antikdrpern im Cytoplasma lebender Zellen jedoch
ein nur in Einzelfdllen geldstes Problem (Cattaneo & Biocca, 1997; Worn et al., 2000).
Das reduzierende Milieu dieses Kompartiments verhindert die Ausbildung von Disulfid-
briicken (Gilbert, 1990), welche ein zentrales Struktur- und Stabilititsmerkmal von Im-
munglobulin-Doménen (Ig-Doménen) sind. Die thermodynamische Stabilitit als Grund-
voraussetzung der Funktion solcher Proteine konnte jedoch sowohl mit evolutiven als auch
rationalen Verfahren erfolgreich erhoht werden, um den Schwellenwert fiir cytoplasma-
tische Exprimierbarkeit zu iiberschreiten (Ubersichtsartikel, Steipe, 1998; Steipe, 1999;
Worn & Pliickthun, 2001). Damit bieten Antikdrper bzw. deren antigenbindende Frag-

mente das Potential, auch intrazelluldar molekulare Oberflichen zu erkennen.
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1.3.1 Fv-Fragmente als Dimerisierungsmodule

Die Rezeption eines Signals ist nur der erste Schritt einer Signalkaskade zur trans-
kriptionellen Reaktion. Um eine zelluldre Reaktion zu ermdglichen, mul3 das Signal ent-
sprechend verarbeitet, gewandelt werden (z.B. durch Transkriptionsregulatoren, Kap. 1.2).
Wie bereits fiir Lichtrezeptoren erwdhnt (Kap. 1.1.2), kann eine Signalwandlung durch
Konformationsénderung erfolgen.

Antikorper besitzen keine derartigen Moglichkeiten zur intrinsischen Signalwand-
lung. Natiirlicherweise wird das Signal ihrer Bindung aufgrund hoher lokaler Konzentra-
tion an der Oberfldche eines Fremdkorpers erkannt (IgG). Die Quervernetzung der Rezep-
toren liber den Fremdkdorper ermdglicht eine Rezeptordimerisierung an der Zelloberfldche,
welche zur Aktivierung von Kinasen und intrazelludrer Signaltransduktion fiihrt. Bei Er-
kennung von MHC-présentierten Peptiden auf Antigen-préasentierenden Zellen wird dieses
Signal durch Aktivierung der Corezeptoren auf entsprechendem Wege weitergeleitet.
Hierbei wird der modulare Aufbau dieser Signaliibertragung deutlich (Antigenerkennung
durch Antikorper, Antikoérperbindung durch Fc-Rezeptoren, Rezeptordimerisierung, Ki-
nase-Aktivierung).

Jedoch bieten Antikorperfragmente das Potential einer intrinsischen Signalwandlung.
Den kleinsten Antigen-erkennenden Bestandteil stellt das Dimer der variablen Doménen
dar (Abb. 1.2). Im Antikorper sind diese Fv-Fragmente iiber konstante Doméanen kovalent
verkniipft. Auf effiziente Dimerisierung wird daher in der Natur nicht selektiert. Im Kom-
plex mit dem Antigen kann die apparente Dissoziationskonstante eines Fv-Dimers deutlich
gesenkt sein. Unter der Voraussetzung, da3 beide Doméinen an der Bindung des Antigens
beteiligt sind, 146t sich dieser Zusammenhang aus folgender thermodynamischen Betrach-

tung herleiten.

GL11  VL+VH+ Ligand Fv + Ligand [Fv-Ligand]
GL 1.2 K, _ [ AvH] K, = M
[F V] [F v—Ligand ]
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Bei geniigend hoher Affinitit zum Antigen (Kp; >> Kp,) héngt die apparente Dime-
risierungskonstante der Doménen direkt von der Antigenkonzentration ab. Damit 1463t sich
die Bindung eines Antigens zum Dimerisierungssignal wandeln!

Mit diesem Prinzip wurde von Suzuki ef al. (2000) ein open sandwich-ELISA mit
Fv-Fragmenten zum Nachweis von Haptenen entwickelt. Die eine, Enzym-gekoppelte
Doméne zeigte hier eine antigenabhingige Affinitdt zur immobilisierten anderen. Das
Prinzip lieB sich auch fiir homogene Immunoassays verwenden, unter Verwendung von
Chromophor-markierten Doméanen kann mit Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
(FRET, Kap. 2.3.3) die Assoziation bestimmt werden (Arai ef al., 2000). Ein dhnlicher
Ansatz unter Komplementation von Fusionen an [3-(Aa)-Galactosidase mit einer a-Peptid-
fusion erlaubt die einfachere Bestimmung eines lumineszenten Substrates (Yokozeki et al.,
2002).

Auch als Dimerisierungsmodule von kiinstlichen TFs wurden Immunglobulin-Frag-
mente bereits verwendet. Fusionen von variablen Doménen an ToxR aus Vibrio cholerae
induzieren so in vivo den ctx-Promotor abhédngig von ihrer Dimerisierungsneigung
(Kolmar et al., 1994). Diese bakterielle Signaltransduktion basiert auf der Homodimerisie-

rung der cytoplasmatischen DNA-Bindeproteine.

1.3.2 in vivo-Proteininteraktions-Assays

Zur in vivo-Untersuchung der Assoziation bzw. Dimerisierung zweier verschiedener
Proteine ist ein polares System mit unterschiedlichen DNA-Bindungs- und Aktivierungs-
modulen sinnvoll. Diese Moglichkeit bieten sogenannte 2hybrid-Systeme, die sowohl in
Pro- als auch Eukaryonten etabliert sind. Sie werden intensiv zur Erforschung der Wech-
selwirkungen von Proteinen genutzt. Um mit solchen Methoden die Assoziation von Pro-
teinen nachzuweisen, werden diese an Faktoren der Transkriptionsaktivierung fusioniert
(Kap. 2.1.4.2,2.1.4.3; Auerbach et al., 2002).

Im yeast2hybrid (Y2H) wird ein ”Kdder”-Gen als Fusion mit der DNA-bindenden
Domine von Gal4 (DNA-BD) exprimiert, wihrend ein anderes Genprodukt als Fusion mit
der Gal4-Aktivierungsdomine (AD) vorliegt (Fields & Song, 1989; Chien ef al., 1991).

Wenn die beiden interagieren, bringen sie DNA-BD und AD in rdumliche Nihe, wodurch

11
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die Expression von Reportergenen aktiviert wird. Die Technologie kann zur Identifikation
unbekannter, zur Bestdtigung vermuteter Interaktionen und zur Eingrenzung von Interak-
tionsdoménen genutzt werden. Die Sensitivitit der Y2H-Systeme liegt vor allem an der
Vervielfachung der Signale liber Transkription, Translation und Enzymaktivitdt. Da der
Assay in vivo durchgefiihrt wird, liegen die Proteine mit groerer Wahrscheinlichkeit in
ihrer nativen Konformation vor als bei in vitro-Studien. Jedoch kann die Fusionierung der
Proteine ihre Struktur oder Funktion negativ beeinflussen. Die Methode erlaubt auch eine
Bestimmung relativer Interaktionsunterschiede verschiedener Proteinvarianten (Yang et
al., 1995). scFv-Fragmente wurden bereits in solchen Systemen zur Selektion gegen be-

stimmte Antigene verwendet (Cattaneo & Biocca, 1999).

1.4 Biologische Nanoassemblies

1.4.1 Nanotechnologie

Die Beobachtung und Beeinflussung zelluldrer Vorgénge unter Nutzung modifizier-
ter natiirlicher oder vollig artifizieller Komponenten ist ein Weg, molekulare Prozesse der
Natur verstehen zu lernen. Ein anderer, im Grunde jedoch &hnlicher Ansatz wendet natiir-
liche Prinzipien fiir den Bau artifizieller Strukturen in vitro an. Damit wird eine andere
Ebene der Organisation beeinflult. Erkenntnisse zu molekularen Prozessen lassen sich aus
beidem ableiten, sowohl aus dem Verstdndnis des Zusammenspiels von Bestandteilen in
einer lebenden Zelle, als auch aus der Erforschung grundlegender Prozesse bei der Selbst-
organisation biologischer Makromolekiile. Ein relativ junges Gebiet, in welchem zuneh-
mend solche natiirlichen Prinzipien Anwendung zur Herstellung neuartiger Materialien fin-
den, ist die Nanotechnologie (Andreas ef al., 1998). Mit diesem Begriff lassen sich jene
Technologien zusammenfassen, welche die Erforschung, gezielte Strukturierung und An-
wendung von Molekiilen und Prozessen auf der submikroskopischen, makromolekularen

GroBenordnung verfolgen.
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1.4.2 Biologische Makromolekiile in der Nanotechnologie

Biologische Makromolekiile sind aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften fiir diese
Forschungsrichtung auBerordentlich interessant. Die Vielfalt in der Natur verwirklichter
Funktionen 14Bt sich zum Teil in kiinstliche Systeme iibertragen. Die Kenntnis ihrer gene-
tischen Information vorausgesetzt, lassen sich beispielsweise Proteine oder RNA-Molekiile
einfach produzieren und modifizieren. Sie besitzen die Féhigkeiten sowohl zur Selbstorga-
nisation, sich also schnell und effizient in einfache oder komplexe Strukturen zu ordnen,
als auch diese umgebungsabhingig zu &dndern. Gegeniiber nicht biologischen Materialien
besitzen diese Molekiile einen entscheidenden Vorteil. Fiir die kiinstliche Entwicklung und
Optimierung ihrer Eigenschaften konnen evolutive Prozesse genutzt werden. Dazu lassen
sich ihre Gene variieren, die entstehenden Bibliotheken konnen nach relevanten Kriterien
selektiert werden. Erzielte Verdanderungen sind mit der genetischen Information verkniipft.

Dem Erfolg dieser funktionellen Selektionen biologischer Molekiile steht ein ent-
scheidender Nachteil gegeniiber: das fehlende Verstindnis von Prinzipien zur rationalen
Konstruktion von Biomolekiilen mit neuen Eigenschaften. Die Schwierigkeiten eines Bio-
molekiil-Designs liegen unter anderem in dem komplexen, kontextabhdngigen Verhalten
der Verbindungen begriindet. Selbst geringfiigige, lokale Verdnderungen (z.B. Punktmuta-
tionen) konnen zum Teil globale, scheinbar unvorhersehbare Effekte wie den Verlust der
Strukturbildung nach sich ziehen. Die erfolgreiche systematische Anwendung von Wissen
liber Zusammenhédnge von Proteinstruktur und -sequenz blieb daher bislang auf wenige
Beispiele gezielter Verdanderung bestehender Strukturen beschrédnkt (Steipe et al., 1994;
Kraemer-Pecore et al., 2001). Inzwischen werden dennoch beachtliche Erfolge auf dem
Weg zu einem Verstindnis von Proteinfaltung und -funktion erzielt (Berezovsky & Trifo-

nov, 2001; Trifonov & Berezovsky, 2002).

Die Reif3brett-Konstruktion biologischer makromolekularer Strukturen gelang aller-
dings mit kiinstlichen DNA-Assemblies (Seeman, 1998; Bashir, 2001). Diese aus synthe-
tischen Oligonukleotiden bestehenden Komplexe lieen sich zu vielfdltigen, rdumlich ge-
ordneten Geriiststrukturen assemblieren. Die spezifische Proteinbindung an solche Geriiste

wurde bislang noch nicht beschrieben. Die Erkennung der Doppelhelixstrukturen innerhalb
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des Geriistes gelang jedoch durch Enzyme, wodurch die korrekte Ausbildung und Zugéing-
lichkeit der Strukturen belegt werden konnte.

Die gentechnisch erzeugte, kovalente Verkniipfung von unabhédngigen Proteindoma-
nen zu sogannten “Fusionsproteinen” ist heutzutage eine Standardtechnik. Bei Zuginglich-
keit der N- bzw. C-Termini sowie guter Exprimierbarkeit der einzelnen Doménen stellt die
Herstellung von Fusionsproteinen zumeist kein Problem dar.

Zur Verkniipfung funktionaler Einheiten verschiedener Makromolekiile kommt dem
in der Natur verwirklichten Prinzip des self assembly eine grundlegende Rolle zu. in vitro
ist die gegenseitige Erkennung und Bindung von Partnermolekiilen zur funktionellen Ein-
heit jedoch nur begrenzt anwendbar, da natiirliche Kontroll- und Korrekturfunktionen feh-
len. Daher ist die sequentielle Kombination von Konzepten der molekularen Erkennung
mit gezielter Assemblierung ein naheliegender Weg zur Herstellung nanoskopischer As-
semblies aus biologischen Molekiilen (nanoskopische biomolekulare Assemblies, NBAs).
Die Konstruktion solcher NBAs sollte sich unter Nutzung natiirlicher Prinzipien der

Selbstorganisation vereinfachen lassen.

1.5 Aufgabenstellung

Mit der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit sich die Eigenschaf-
ten der variablen Doménen von Antikdrper-Fv-Fragmenten zur Konstruktion artifizieller
schaltbarer Elemente nutzen lassen, die antigenabhingig dimerisieren. Unter Verwendung
einer photoisomerisierbaren Verbindung als Antigen sollte die Mdglichkeit der Licht-
schaltbarkeit dieser Dimerisierung untersucht werden.

Als Ausgangspunkt diente das framework eines rational stabilisierten Fv-Fragments,
welches sich intrazelluldr in E.coli exprimieren 1aBt (Wirtz et al., 2003). Auf diese Platt-
form liefen sich andere Spezifititen effizient iibertragen. Um damit die Schaltbarkeit zu
realisieren, sollten Antikorper-Fragmente isoliert werden, deren Eigenschaften dem stabili-
sierten Fv-Fragment die Erkennung niedermolekularer Antigene (Haptene) ermdglicht.
Sowohl evolutive Methoden wie phage display, als auch rationale Ansitze wie die Anwen-

dung von Strukturdatenbanken sollten als Zugang zu Proteinen genutzt werden, welche
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spezifisch derartige Liganden binden. Die Anwendungsmdglichkeiten eines solchen schalt-
baren Elements sollten sowohl in vitro als auch in vivo untersucht werden.

Im einzelnen sollte durch genetische Fusion der Doménen eines anti-Digoxin-Fv mit
DNA-bindenden Zinkfingern deren Ankniipfung an DNA-Strange ermdglicht werden. Auf
diesem Weg sollten biomolekulare Assemblies mit den funktionstragenden Eigenschaften
der Antikorperdoménen sowie den strukturierenden Eigenschaften von doppelstrangiger
DNA konstruiert werden. Dimerisierung und Antigenbindung des Fv-Fragments sollten in
diesem Kontext iiber FRET als Distanzmall DNA-gebundener Fluoreszenzchromophore
untersucht werden.

Die genetische Fusionierung von Fv-Doménen an transkriptionsaktive zelluldre
Komponenten sollte einen Zugang fiir die Untersuchung dieser Eigenschaften in lebenden
Zellen schaffen. Die Reportergenaktivitdt in verschiedenen 2hybrid-Systemen bietet ein
sensitives MaB fiir Proteininteraktionen. Dazu sollte ein Fv-Fragment gegen die photoiso-
merisierbare Verbindung Azobenzol entwickelt werden. Die selektive Erkennung eines der
Isomere sollte verbunden mit den Dimerisierungseigenschaften des Fv zur Entwicklung

eines lichtschaltbaren Transkriptionsfaktors fithren.

In der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Christoph Brauchle (Institut fiir Physikali-
sche Chemie, Department Chemie, LMU Miinchen) wurde dazu Einzelmolekiil-Fluores-
zenzspektroskopie durchgefiihrt. In Zusammenarbeit mit Frau Dr. Eva-Kathrin Sinner
(Abteilung Membranbiochemie, MPI fiir Biochemie, Martinsried) wurden plasmonenspek-
troskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Messungen zur Isothermalen Titrationskalori-
metrie wurden mit Unterstiitzung der AG Buchner (Institut fiir Chemie, TU Miinchen,

Garching) durchgefiihrt.
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2 Ergebnisse

2.1 Entwicklung eines lichtschaltbaren Antikorper-Fragmentes

2.1.1 Konzept

Die Grundvoraussetzung zur Konstruktion eines lichtschaltbaren genetischen Ele-
ments ist eine Licht absorbierende Komponente als Signal-Eingang. Die Absorption sollte
eine Verdnderung des Molekiils hervorrufen (z.B. Konformationswechsel). Die Verinde-
rung muf3 wiederum von einem biologischen Makromolekiil erkannt werden, welches in-
folgedessen intrazelluldr die Genexpression beeinflult (z.B. durch Transkriptionsaktivie-

rung oder -repression, sieche auch Abb. 2.1).

Abb. 2.1 Schema eines genetischen Lichtschalters. Eine DNA-bindende Doméne (DB) lokalisiert das Li-
ganden-abhéngig dimerisierende Fv-Fragment in Promotornéhe. Bei Photoisomerisierung des Liganden
wird die Transkription eines Reportergens, welche von der Aktivierungsdoméne (AD) abhéngt, induziert

bzw. reprimiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Azobenzol-Derivate als photoisomerisierbare syn-
thetische Liganden genutzt (Abb. 2.2, Abb. 2.21). Um ein Lichtsignal auf die Genexpres-
sion zu iibertragen, mufl es entweder direkt intrazellulér rezeptiert (absorbiert) werden oder
eine Verknilipfung zur extrazelluldren Erkennung hergestellt werden. Die cytosolische Lo-

kalisation sollte durch chemische Modifizierung der funktionellen Gruppen des artifiziel-
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len Lichtrezeptors zur Permeation der Zellmembran mdoglich sein (Kap. 2.1.4.1; Tsien,
1981; Li et al., 1998).

Die Konformer-selektive Erkennung von Azobenzol durch ein Protein ist Vorausset-
zung fiir eine weitere Ubertragung der Information. Die synthetische Verbindung Azoben-
zol wird von bekannten natiirlichen Proteinen nicht selektiv gebunden. Das Immunsystem
von Sédugern ist jedoch in der Lage, Antikdrper zu erzeugen, welche spezifisch organis-
musfremde Substanzen binden (Kap. 1.3). Damit stellt es eine hervorragende Mdoglichkeit
dar, bindende Proteine gegen artifizielle Liganden zu selektieren (Nicklas, 1993). Alterna-
tiv konnen Binder auch iiber in vitro-Selektionsverfahren von randomisierten Proteinen
gewonnen werden (Hoess, 1993). Das phage display mit scFv-Fragmenten ist eine dieser
erfolgreichen Methoden, bei denen sich die Bedingungen genauer einstellen lassen, als in
vivo bei der Nutzung eines Immunsystems (Gavilondo & Larrick, 2000; Schmitz et al.,
2000).

Zur cytosolischen Bindung von Azobenzol-Derivaten sind dort exprimierbare bzw.
funktionsfihige Antikorperfragmente notwendig. Natiirliche Ig-Domidnen lassen sich
cytoplasmatisch dann erfolgreich exprimieren, wenn sie sich trotz fehlender intramolekula-
rer Disulfidbriicke effizient falten konnen. Dies ist nur bei ausreichend hoher thermody-
namischer Stabilitit der Domidnen moglich. Durch rationales engineering, sogenannte
Konsensus-Sequenz-Approximation (Steipe, ) wurden Antikorper-Fragmente mit dieser
Eigenschaft entwickelt (Ohage, 1999). Durch /loopgrafting konnten Spezifititen anderer
Antikorper auf das so stabilisierte framework scFvAR iibertragen werden (Wirtz et al.,
2003). Eine derartiges Experiment sollte auch mit selektierten Azobenzol-Bindern moglich
sein.

Azobenzol sollte nicht nur gebunden werden, das Signal der [somerisierung muf3 von
Proteinen iibertragen werden konnen. Natiirliche Licht-Rezeptoren erfahren z.B. eine Li-
ganden-induzierte intrinsische Strukturdnderung des Proteins. In einem kiinstlichen System
kann die Signalvermittlung vom Liganden auch iiber die induzierte Assoziation bzw. Dis-
soziation eines Antikorperfragmentes erfolgen. Eine solche Liganden-abhidngige Dimeri-

sierung wurde fiir Fv-Fragmente in vitro beschrieben (Suzuki et al., 2000). Bei konforma-
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tionsselektiver Bindung von Azobenzol wire ein entsprechendes Fv-Dimer sensitiv fiir die
Photoisomerisierung.

Die Signalvermittlung auf die Transkription erfordert die Beeinflussung zellularer
Komponenten. Ein genereller Zugang zur Transkriptionsaktivierung bzw. -repression in-
folge von Dimerisierung bzw. Dissoziation von Proteinen besteht mit sogenannten
yeast2hybrid-Experimenten (Fields & Song, 1989; Chienef al., 1991). Dazu wird einer der
Interaktoren an eine DNA-bindende Doméne und der andere an eine die RNA-Polymerase
aktivierende Doméne fusioniert. Die Transkriptionsaktivierung eines Reportergens ist da-
mit abhingig von der Affinitdt der beiden Proteine zueinander. Der Effekt 148t sich anhand
eines Wachstumsvorteils von Zellen mit Reporter-Aktivitdt makroskopisch sichtbar ma-
chen. Das System sollte sich auch zur Untersuchung der Affinitit von Fv-Doménen zuein-

ander, in Abhéngigkeit von der Ligandenkonzentration, nutzen lassen.

2.1.2 Selektion von Azobenzol-bindenden Antikérperfragmenten

Unter Ausnutzung der Lichtschaltbarkeit von Azobenzolderivaten sollte eine gezielte
Selektion von scFvs im phage display moglich sein, die nur ein Isomer binden und die
moglicherweise sogar infolge seiner Isomerisierung von diesem Antigen dissoziieren.

Im Rahmen der Arbeit wurde die "ETH-2"-Phagenbibliothek verwendet (Kap. 7.5;
Pini et al., 1998). Sie besteht aus filamentosen Phagen, welche auf ihrer Oberfliche ran-
domisierte scFv-Fragmente priasentieren. Durch Mutagenese der kurzen CDR3-Regionen
in Fv-Genen humaner Keimzellen tragen diese Proteine an Positionen Vh 95-98 und V191,
93, 94 und 96 zufillige Aminosduren (Abb. 2.3; Numerierung nach Tomlinson et al.,
1995).

In den drei im Verlaufe dieser Arbeit durchgefiihrten Selektionen kamen die unter
Kap. 2.1.2.1 aufgefiihrten Strategien zur Anwendung. Generell wurde das Antigen iiber
kovalent gebundenes Biotin an eine mit Streptavidin beschichtete Oberfldche gekoppelt.
Als besonderer Ansatz zur Elution frans-Azobenzol-spezifischer Proteine wurde kein de-
naturierendes Agenz verwendet, wie es gewdhnlich im phage display eingesetzt wird. An-
stelle dessen wurde durch UV-Belichtung bei 356 nm die trans — cis-Isomerisierung ange-

regt. Diese Wellenlidnge trifft nicht das Absorptionsmaximum des trans-Isomers, aber die
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Absorption des cis-Isomers ist hier deutlich geringer, so da3 sein Anteil bei photostationa-
ren Experimenten maximiert wird (Rudolph-Bohner et al., 1997). Durch die Belichtung
sollten sich speziell die bei diesem Konformationswechsel dissoziierenden Antikorper-
fragmente gewinnen lassen.

Durch Photoisomerisierung der verwendeten Azobenzol-Derivate (Abb. 2.2) wird ein
maximaler cis-Anteil von etwa 80 % erreicht (Kap. 2.1.3.3.4; Harada et al., 1991; Ru-
dolph-Bohner ef al., 1997). Es verbleibt also nach optischer Isomerisierung ein Fiinftel des
immobilisierten Azobenzols an der Festphasengrenze im trans-Zustand. Deshalb wurde in
den Selektionen B und C bei der Elution zusétzlich mit 16slichem Antigen kompetiert, um

die Riickbindung zum farget an der Oberfldche zu verhindern.

Ligand 1 Kompetitor 1

| 7 |
A M -

0~ " N-PFG-NH-(CHy),-NH-Biotin
OH

Ligand 2 Kompetitor 2
_N =N
N N
N-(GGS),KD-NH-(CH,),-NH-Biotin OH

(0] (0]

Ligand 3

©\(N-(GGS)ZKD-NH-(CH2)2-NH-Biotin

o

Abb. 2.2 Im phage display verwendete Liganden: 4-(Phenylazo)-phenol-O-carbamoyl-N-Pro-Phe-Gly-
1,2-diaminoethyl-biotin (Ligand 1, oben-links), 4-(Phenylazo)-benzylalkohol (Kompetitor 1, oben-rechts)
4-(4-Aminomethyl-phenylazo)-benzoyl-N-(Gly,-Ser)-Lys-Asp-1,2-diaminoethyl-biotin (Ligand 2, mitte-
links), 4-(4-Aminomethyl-phenylazo)-benzoesdure (Kompetitor 2, mitte-rechts), Benzoyl-N-(Gly,-Ser)-
Lys-Asp-1,2-diaminoethyl-biotin (Ligand 3, unten).

Weiterhin kam in der Selektion C ein verdndertes Antigen mit besserer Loslichkeit

zum Finsatz. Seine geringere Immunogenitit durch Vermeidung des Pro-Phe-Gly-Motivs
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im verlidngerten Linkerbereich lieen eher die Gewinnung eines Azobenzol-bindenden
Antikorpers erwarten. Um die Spezifitdt der Bibliothek auf die Azo-Gruppe zu lenken,
wurden in einem zusétzlichen Subtraktionsschritt mit dem Benzoyl-Analogon des Antigens

Linker- bzw. Streptavidin-bindende scFvs entfernt.

2.1.2.1 Ubersicht zu den durchgefiihrten Selektionen

In drei verschiedenen Selektionen wurde versucht, Klone mit Spezifitét fiir Azoben-
zol anzureichern. Die Unterschiede der verwendeten Strategien sind im folgenden kurz
zusammengefallit. Willkiirlich ausgewihlte Klone nach 7-10 Selektionsrunden wurden mit
den Primern fdseql und DP47CDR2back sequenziert. Die Sequenzunterschiede sind in
Tabelle 2.1 zusammengefaf3t. Die Untersuchung der Spezifititen erfolgte mit ELISA (Kap.
2.1.2.2,7.5.6).

Selektion A)
Immobilisiertes Antigen: Ligand 1 (Abb. 2.2
Tragermaterial: Dyna-beads, Streptavidin-beschichtet
Durchfiihrung:
Elution durch Belichtung mit UV-Licht, 356 nm
10 Zyklen
Probleme: lange Trennzeiten der Phasen (begiinstigte Riickbindung),
Storung der magnetischen Partikel bei der Abtrennung der Fliissigphase
Ergebnis:
teilweise Konvergenz, 2 Sequenzen populiert (4 bzw. 3 von 11 zufillig gewéhlten Klonen)

Klone #1, 2, 3, 6 getestet mit ELISA (Abb. 2.4). Alle Klone lassen sich gut exprimieren.
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Selektion B)

Immobilisiertes Antigen: Ligand 1

Tragermaterial: Nunc-Rohrchen, Streptavidin-beschichtet

Durchfiihrung:

Elution durch Belichtung, A = 356 nm, in Gegenwart von Kompetitor 1

9 Zyklen

Problem: keine signifikanten Unterschiede im Phagentiter zwischen Vorelution und ver-
schieden langen Elutionsdauern bis zum 9. Zyklus

Ergebnis:

teilweise Konvergenz, 2 Sequenzen populiert (andere als in Selektion A), 2 Cluster a 4
bzw. 3 Klone (mit vereinzelten Punktmutationen).

Die Klone #4, 5 lassen sich schlecht exprimieren.

ELISA: Klone #1(=12), 7, 11 positiv (Abb. 2.5) binden jedoch an Oberfl4che, lassen sich
nicht mit Ligand 1 kompetieren (Abb. 2.6).

Selektion C)

Immobilisiertes Antigen: Ligand 2

Tragermaterial: Nunc-Rohrchen, Streptavidin-beschichtet

Durchfiihrung:

Subtraktionsschritt mit Ligand 3 (Eliminierung von Linker- bzw. Streptavidinbindung)

Elution durch Belichtung, A = 356 nm, in Gegenwart von Kompetitor 2

Erh6hung der Stringenz mit jeder Selektionsrunde durch Herabsetzen der Streptavidin-
Konzentration bei der Immobilisierung, Erhdhung von Anzahl und Dauer der Wasch-
schritte

7 Zyklen

Problem: die priaparierte DNA war Sequenzierung nicht zuganglich

Ergebnis: 20 Klone getestet, bei keinem war signifikante Affinitdt im ELISA nachweis-

bar.
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1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYAMBW/RQA PGKGLEW/SA
51 | SGSGGSTYY ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQWNSLRAED TAVYYCAKxxX
101 xxxxFDYWGQ GTLVTVSRGG GGSGGGGSGG GGSSELTQDP AVSVALGQTV
151 RI TCQEDSLR SYYASWYQQK PGQAPVLVI Y GKNNRPSG P DRFSGSSSGN
201 TASLTI TGAQ AEDEADYYCN SSxxxxxxVVW FGGGTKLTVL GAAADDDSDD
251 DYKDDDDKHH HHHH*

Abb. 2.3 Sequenz der scFv-Fragmente der ETH-2-Bibliothek. x - randomisierte Positionen in CDRH3
(99-104) und CDRL3 (223-228), entspricht Vh95-98, V191-96 nach Tomlinson (1995), * - amber-Codon,
welches die Fusion mit dem Capsidprotein G3 des Phagen ermdglicht (Kap. 7.5).

Tabelle 2.1 Sequenzen selektierter Klone an den randomisierten Positionen der ETH-2-Bibliothek

(Numerierung nach Abb. 2.3).

Klon# CDRH3 (99-104) CDRL3 (223-228) sekund. Mutationen
Al VGWYTA PSDNMN
A2 VYHKKD ENREPP Q169R
A3 MNVNYT DPLQRQ
A4 VGWYTA PSDNMN
A5 MNVNYT DPLHRQ
A6 TMMDRG YPLTES
A8 VGWYTA PSDNMN
A9 MNVNYT DPLQRQ
Al0 MNPQLT IPMTRN
Al2 MNVNYT DPLQRQ
Bl NDHGDQ SPARDG Q82R, N220S
B2 .FRPHN ENEERP Q82R
B3 TTPPFG NPLSET V116A
B4 TNELY. NPLRMA
B5 AGPYY ISAESP
B6 NDHGDQ SPARDG Q82R, N220S
B7 FAEA.. PDMGGR V116A
B8 .LRPHN VNEERP
B9 .LRPHN VNEERP V116A
B10 NDHGDQ SPARDG Q82R, V116A, D246E, D247Y
B11 VGWYTA PSDNMN
B12 NDHGDQ SPARDG Q82R, V116A, N220S
B17 SIPTR. NPLQQT
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2.1.2.2 Spezielle Charakterisierungsverfahren

2.1.2.2.1 Klassischer ELISA

Die Spezifitiaten der selektierten Klone wurden im ELISA (Kap. 7.5.6) durch Ver-
gleich mehrerer scFvs in einem Experiment charakterisiert. Das genetische Konzept der
ETH-2-Phagemide (pelB-/leader-Sequenz vor, amber-Stopcodon nach scFv-Gen) ermog-
lichte die periplasmatische Expression unfusionierter scFvs (Kap. 7.7.1). Die Assays wur-
den in ELISA-Platten durchgefiihrt, welche analog den Selektionsgefia3en modifiziert wa-
ren: mit biotinyliertem Antigen, welches iiber Streptavidin an die GefaBBwand gekoppelt
wurde. Die Bindung der scFvs erfolgte an diesen Oberflichen und wurde iiber ihren C-
terminalen FLAG-fag nachgewiesen. Eine Unterscheidung, ob die selektierten scFvs aus-
schlieBlich Azobenzol oder auch an Streptavidin binden, gelang jedoch nicht direkt. Um
die Spezifitdt einzugrenzen, wurde daher die Bindung mit geldsten Azobenzolderivaten
kompetiert.

Zur effizienteren Bestimmung der Spezifitit selektierter Proteine sollte die Azoben-
zol-Komponente auf einem Trigermolekiil prisentiert werden, das nicht bereits zur Selek-
tion verwendet wurde. Dadurch wiirde die Bindung bei der Untersuchung auf das interes-

sierende Epitop gelenkt.

2.1.2.2.2 Vereinfachter ELISA

Unter Verwendung eines Fusionsproteins aus einem anti-Hisg-scFv und alkalischer
Phosphatase (AP) sowie eines entsprechenden 16slichen Substrats sollten die Schrittanzahl
und Dauer der Entwicklung der Immunoassays (Kap. 7.5.6) verringert werden (nach Lind-
ner et al., 1997), da diese limitierend fiir die Sensitivitit des Tests war. Mit diesen Experi-
menten wurden keine auswertbaren Daten fiir die Spezifitit der getesteten scFvs erzielt.
Anscheinend ist die Affinitdt des Konstrukts fiir die hier beschriebene Anwendung nicht

ausreichend.

2.1.2.2.3 Direkter ELISA
Eine Vereinfachung des ELISA war durch Umklonierung der nach Kap. 2.1.2.2.1

positiv getesteten Klone als genetische Fusionen an AP moglich. Hierzu wurde ein Derivat
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von pAK100 15L (Lindner et al., 1997) hergestellt (Kap. 9.1.2). Nach ortspezifischer
Mutagenese (verwendete Oligonukleotide in Klammern) zur Einfiihrung der Klonierungs-
Schnittstelle Notl (phoA Notl.as) und eines Hiss-tags am C-Terminus der AP
(phoA His.as) sowie Deletion einer intrinsischen Ncol-Sequenz des Vektors
(phoA_delNcol.as) lieBen sich die selektierten scFv-Gene iiber Ncol und Notl direkt in
diesen Vektor pscFv-AP klonieren.

Bei Expression selektierter Klone in diesem Format zeigte sich teilweise eine An-
gleichung der Expressionseffizienz. Bei den scFvs im urspriinglichen Format (im pHEN-
Vektor der ETH2-Bibliothek) waren z.T. erhebliche Unterschiede in der Menge expri-
mierten Proteins zu beobachten. Daher kdnnen die Unterschiede nicht durch die selektierte
scFv-Sequenz bedingt sein. Als Ursache liegen Mutationen an anderen Stellen im Phage-
mid nahe. Da diese fiir die Charakterisierung der scFvs nicht von Bedeutung waren, er-

folgte keine nidhere Untersuchung.

2.1.2.3 Charakterisierung von selektierten Klonen

Fiir einen von 10 getesteten Klonen aus Selektion A (Klon Al) konnte im ELISA
eine deutliche Affinitdt zur Ligand 1-modifizierten Streptavidin-Oberflache gezeigt wer-
den (Abb. 2.4). Die Bindung lieB} sich jedoch nicht mit dem 18slichem linkerlosen Kompe-
titor 1 unterdriicken (Daten nicht gezeigt, vgl. Abb. 2.6).

Fiir die Klone B1 (sequenzidentisch mit B12), B7 und B11 der angereicherten Po-
pulation von Selektion B wurde ebenfalls eine deutliche Bindung beobachtet. Eine Affini-
tat zu Streptavidin ohne Ligand war nicht festzustellen, dies bestdtigt die Spezifitét zu ei-

ner das Antigen enthaltenden Struktur (Abb. 2.5).
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Abb. 2.4 ELISA-Signal verdiinnter Expressions-Kulturiiberstinde, Klone A1, A2, A3, A6, Kontr. (Uber-
stand ohne scFv), 1°AK: a-FLAG mAB-M2, 2°AK: a-mouse::HRP, Entwicklung mit TMB. Nur Klon 1,

unverdiinnt, zeigte signifikante Bindung.

12_

11
B ohne Ligand

[] Ligand1

Klon

0 0,05 0,1 0,15 0,2
rel. OD (450 nm/650 nm)

Abb. 2.5 ELISA-Signal unverdiinnter Expressions-Kulturiiberstinde, Klone B1, B7, B11, B12,
1°AK: a-FLAG mAB-M2, 2°AK: a-mouse::HRP, Entwicklung mit TMB. Die Bindung erfolgte an
eine Oberfliche mit bzw. ohne immobilisiertem Ligand 1. Die scFvs banden nur bei Prisentation

des Liganden.
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10 uM

0,1 nM

Prankubation mit [Ligand 1]

0 0,05 0,1 0,15 0,2
rel. OD (450 nm/ 650 nm)

Abb. 2.6 ELISA-Signal unverdiinnten Expressions-Kulturiiberstands, Klon B12, 1°AK: a-FLAG mAB-
M2, 2°AK: o-mouse::HRP, Entwicklung mit TMB. Die Bindung erfolgte nach Priinkubation des Uber-
stands mit geldstem Ligand 1, (oL) bezeichnet die Bindung an ligandenfreie Streptavidin-Oberflidche. Die
Bindung des scFv lief} sich nicht durch Kompetition unterdriicken, war jedoch abhéngig von der Prasenta-

tion des Liganden.

Eine beispielhafte ndhere Charakterisierung von Klon B12 ergab folgendes Bild: Ein
ELISA unter Kompetition mit dem kompletten Liganden 1 (inklusive Linkerpeptid) zeigte
keine Verringerung der Bindung (Abb. 2.6). Eine Bindung an ligandenfreies Streptavidin
konnte nicht beobachtet werden. Das erkannte Epitop ist demzufolge komplex; es umfal3t
offenbar sowohl den immobilisierten Liganden, als auch einen Teil der Streptavidin-Ober-
fliche. Der Anteil der Bindungsoberfliche zum Liganden allein reicht jedoch nicht aus, um
die Wechselwirkung im ELISA kompetieren.

Fiir Klon B6 wurde eine deutliche Verringerung des ELISA-Signals nach Isomerisie-
rung zum cis-Azobenzol festgestellt (Abb. 2.7). Die Bindung dieses Antikorperfragments
ist also von der Prédsentation des frans-Isomers abhiangig. Durch die Bedingungen in Se-
lektion B (Elution durch Isomerisierung und Zugabe von Kompetitor 1) konnte somit ein
Klon isoliert werden, welcher Isomer-abhingig an eine Azobenzol-prisentierende Strepta-

vidin-Oberfliche bindet.
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Abb. 2.7 ELISA von unverdiinntem Expressions-Kulturiiberstand, Klon B6, 1°AK: a-FLAG mAB-M2,
2°AK: a-mouse::HRP, Entwicklung mit TMB. Nach Immobilisierung verschiedener Konzentrationen an
Ligand 1 erfolgte die Bindung ohne Belichtung oder unter UV-Belichtung (365 nm). Sie wurde durch
UV-Belichtung deutlich vermindert.

Eine Lenkung der Spezifitit durch Subtraktion der Phagenbibliothek an einem Tra-
ger ohne das Zielmolekiil wurde in Selektion C versucht. Hierbei konnte fiir keinen Klon
eine Affinitdt zu Ligand 2 (Abb. 2.2) im ELISA festgestellt werden. Moglicherweise wur-
den bereits im Subtraktionsschritt potentielle Azobenzolbinder eliminiert, wenn sie eine
hinreichende Affinitdt zum Ligand 3 zeigten. Als Optimierung der Subtraktionsmethode

konnte man nur das Linkerpeptid an der Oberfldche anbieten.

2.1.2.4 Diskussion zur Selektion eines Azobenzol-bindenden scFv

Die hier beschriebenen Versuche mit der Phagenbibliothek ETH-2 fiihrten nicht zur
Selektion eines scFv, das spezifisch die Azobenzolgruppe der eingesetzten Liganden bin-
det. Mogliche Griinde dafiir kdnnen sowohl an der Art des targets liegen, als auch an der

verwendeten Bibliothek bzw. Selektionsmethode.
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Zur Erzeugung von Antikorpern gegen niedermolekulare Haptene wird zumeist die
Kopplung an groflere Tragermolekiile genutzt, da kleine Molekiile zumeist eine zu geringe
Immunogenitit besitzen. In der Folge ist jedoch vor allem eine Erkennung des Liganden
am Triager zu erwarten, wie auch hier beobachtet wurde. Bei Elution durch Kompetition
mit dem ungekoppelten Hapten wie in Selektion B und C sollte sich die Anreicherung sol-
cher Phagen jedoch unterdriicken lassen (Moghaddam et al., 2001). Offenbar war dies hier
nicht erfolgreich. Mdglicherweise wire eine Selektion unter Kompetition jedoch ohne
Isomerisierung des Liganden sinnvoller. Damit lieBe sich die Elution auf Azobenzol-spezi-
fische scFvs beschrianken. Eine Dissoziation von Bindern an komplexe Epitope sollte so
vermeidbar sein.

Die Selektion von Proteinen, welche das Tragermolekiil erkennen, sollte auch durch
Wechsel des Tragers zwischen den Selektionsrunden vermeidbar sein.

Vom Konzept her ist die Verwendung der ETH-2-Bibliothek wahrscheinlich nicht
optimal fiir die experimentelle Fragestellung. Die scFv-Fragmente, welche von den Phagen
prasentiert werden, besitzen eng begrenzte randomisierte Bereiche (siehe Kap. 2.1.2). Spe-
ziell fiir kleine Antigene findet man andere Bindungsoberflichentopologien als bei Anti-
korpern gegen groBBere Epitope (MacCallum et al., 1996). Nach diesen Statistiken sind die
randomisierten Bereiche der verwendeten Bibliothek nur teilweise an der Bindung von

Haptenen beteiligt.

Prinzipiell kann die Selektion einer Spezifitit im phage display nur dann erfolgreich
sein, wenn eines der randomisierten Proteine per se in der Lage ist, das gewiinschte Anti-
gen wenn auch mit niedriger Affinitdt zu erkennen. Ob ein solches vorhanden ist, 148t sich
nur nach erfolgreicher Selektion positiv feststellen, die Umkehrung gilt jedoch nicht. Da-
her bestehen bessere Chancen zur Selektion eines Azobenzol-bindenden Antikdrperfrag-
ments mit einer Bibliothek, die speziell fiir die Bindung von kleinen Liganden konzipiert
ist. Die Herstellung einer ”préselektierten” (nicht naiven) phage display-Bibliothek ist z.B.
mit der Klonierung von Antikdrperfragmenten aus der Immunantwort (aus den B-Zell-
klonen) nach Immunisierung von Méusen mit dem gewiinschten Antigen moglich. Ein

solches Konzept war urspriinglich im Rahmen dieser Arbeit geplant, wurde jedoch auf-
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grund unzureichender zeitlicher Uberschneidung nicht genutzt. Eine entsprechende Immu-
nisierung von Méusen erfolgte inzwischen mit dem Azopeptid Ligand 1 (siehe Abb. 2.2
oben).

Eine weitere Alternative besteht in der gezielten Randomisierung eines Hapten-Bin-
ders mit bekannter Struktur, wie des mAB 19G2 aus der Immunantwort auf das Stilben-
derivat ASGA (Simeonov et al., 2000). Dabei sollten die randomisierten Positionen auf
jene Bereiche fokussiert sein, die statistisch gesehen hiufig an der Bindung kleiner (und

hydrophober) Antigene beteiligt sind (MacCallum ef al., 1996).

Immerhin konnte ein Klon (B6) selektiert werden, dessen Bindung von der Prisenta-
tion des frans-Isomers abhdngt. Somit war die photoselektive Elution im Prinzip erfolg-
reich. Eine Strategie zur schrittweisen Verbesserung eines Antikorpers durch Mutagenese
ist generell denkbar. Da jedoch bei Untersuchung der Spezifitit unter Kompetition mit
Azobenzol kein spezifischer Klon identifiziert werden konnte, bietet sich dies hier nicht
an. Insofern stellt auch B6 keine “Leitstruktur” zur Darstellung eines Azobenzolbinders
dar. Ndheren AufschluB3 wiirde hier eine experimentell bestimmte Kristallstruktur des

Antigen-Antikorper-Komplexes geben.

Als Alternative zum phage display konnte die Adaption eines bekannten Antikorpers
zum rationalen Design einer Leitstruktur fiir einen Azobenzolbinder moglich sein. Durch
einen gliicklichen Zufall wurde vor Abschlu3 der vorliegenden Arbeit ein anti-Stilben-
Antikoérper von Simeonov et al. (2000) publiziert, dessen Struktur die Bindung von Azo-
benzol-Derivaten denkbar erscheinen lie. In Anlehnung an diese Arbeiten wurde ein

Antikorper gegen Azobenzol rational designed (Kap. 2.1.3).

2.1.3 Rationales Design eines Phenyl-azobenzol-bindenden Fv-Fragments
Die photoisomerisierbare Verbindung Azobenzol ist isoelektronisch zu Stilben. Im

trans-Zustand sind ihre molekularen Oberflachen nahezu identisch (Abb. 2.8). Die tiefere

Kerbe zwischen den aromatischen Ringen des Azobenzols ist aufgrund der freien Elektro-

nenpaare durch eine erhohte Elektronegativitdt gekennzeichnet.
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Abb. 2.8 Strukturmodelle mit van-der-Waals-Oberfldchen von Azobenzol (links) und Stilben (rechts).

Aufbauend auf dieser Ahnlichkeit wurde der Antikdrper 19G2, welcher ein Stilben-
derivat bindet (Abb. 2.9; Simeonov ef al., 2000), als Vorlage zur Konstruktion eines
Azobenzol bindenden scFv-Fragmentes genutzt. Um dieses fiir in vivo-Anwendungen
(Kap. 2.1.4) intrazelluldr exprimieren zu kdnnen, wurden seine CDRs auf ein stabilisiertes

Antikorper-Fv-Fragment tibertragen.

2.1.3.1 Nutzung eines stabilisierten Fv-Fragmentes fir CDR-  loopgrafting

Das verwendete Fv-framework besteht aus einer VI-Domine, welche von MCPc603
(Glockshuber, 1989) durch die Kombination Punktmutationen gezielt stabilisiert wurde
(Steinbacher, 1993; Ohage & Steipe, 1999), und der ebenso stabilisierten Vh-Doméne von
B1-8 (Wirtz & Steipe, 1999). Die CDRs beider Dominen wurden an den esterolytischen
Antikorper 17E8 adaptiert (Ohage et al., 1999). In ihre Gene wurden im Bereich der CDRs
Restriktionsschnittstellen zur effizienten Ubertragung neuer Spezifititen eingefiigt (Kap.
7.4.4; Wirtz et al., 2003). Dieses rational stabilisierte Fv-Fragment ”scFvAR” 148t sich
hervorragend l6slich im Cytoplasma von E. coli exprimieren (12 mg pro Kulturliter). Seine

Aggregationstemperatur als MaB fiir die Stabilitét liegt bei 48 °C (ebenda).
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Sogenanntes grafting von Proteinstrukturen unter Funktionserhalt ist prinzipiell
moglich; fiir Antikdrper lieB sich die Ubertragbarkeit der Spezifitit zeigen (Jones et al.,
1986), welche von den CDR-Sequenzen abhingt. Selbst fiir katalytisch aktive Antikorper-
fragmente ist ein solches loopgrafting moglich (Ohage et al., 1999).

Das Konzept der Bindung eines fremden anstelle des natiirlichen Liganden an ein
Protein ist eine der Grundvoraussetzungen fiir die Entwicklung pharmazeutischer Pro-
dukte. Anhand von Strukturmodellen der Proteine konnen kiinstliche Liganden vor ihrer
Synthese entworfen werden (Moon & Howe, 1991). Vor diesem Hintergrund ist die An-
nahme der Affinitdt eines Stilben bindenden Antikorpers zu Azobenzol als isoelektroni-
scher Verbindung mit dhnlicher Van-der-Waals-Oberflache (Abb. 2.8) durchaus gerecht-

fertigt.

2.1.3.2 Strukturdesign und Herstellung

Abb. 2.9 Strukturmodell des Antikorpers 19G2 (1FL3.pdb, Simeonov et al., 2000), Ausschnitte.
Oben links: Fv-Fragment des Antikorpers (vgl. Abb. 1.2), oben rechts: Schnittdarstellung der Antigen-
bindungstasche (mit freundlicherweise von Dr. K. Zeth zur Verfligung gestellt), unten: Sicht jeweils aus

der Richtung des Antigens ASGA, Modell um 90° gedreht.
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Zur Ubertragung der Spezifitit von 19G2 auf das stabiliserte Fv-Fragment scFvAR
(Kap. 2.1.3) wurden anhand von Strukturmodellen zunichst die antigenbindenden Berei-
che von 19G2 ermittelt. Zur Visualisierung der stabilisierten Antikdrperdominen wurden
die Raumkoordinaten der pdb-Eintrdge von 17E8 (1EAP.pdb), von MCPc601 (2IMM.pdb)
und ein unverdffentlichter Datensatz des Antikdrpers B1-8 (personliche Mitteilung von T.
Simon) als Strukturmodelle genutzt. Eine Uberlagerung der V1- bzw. Vh-Dominen aus
diesen mit dem Strukturmodell von 19G2 (1FL3.pdb) erlaubte die Bestimmung antigen-
kontaktierender AS im Stilben-bindenden Fv (siche auch Abb. 2.9). Von diesen Positionen
sowie benachbarten Resten wurde eine ausschlaggebende Rolle fiir die Stilbenbindung
erwartet, wenn sich thre Konformation deutlich von jener in den Modellen fiir Fv-AR un-
terscheidet. Diese Bereiche wurden fiir eine Mutagenese zum CDR-loopgrafting in Be-

tracht gezogen.

In den Sequenz-alignments der Abb. 2.10 sind die auf das stabilisierte framework zu
iibertragenden Bereiche durch ”+” markiert. Anhand dieser Festlegungen wurde die Muta-
genese mit einer effizienten Methode zur Anderung der CDR-Sequenzen durchgefiihrt. Der
namensgebende Verdau parentaler DNA erlaubt bei dieser restriction selection (Kap.
7.4.4; Wirtz et al., 2003) eine Sechsfach-Mutagenese des Vektors pTscFv-AR in einem
Schritt. Zur Durchfiihrung der Mutagenese wurden die Oligonukleotide Asth1-3 und Astl1-
3 verwendet.

Das so hergestellte Antikorper-Fragment (aSt-scFv) mit den an 19G2 adaptierten
CDRs lieB3 sich im Cytoplasma von E.coli sehr gut l6slich exprimieren (Ausbeute 8 mg/l
Kultur) und durch IMAC (Kap. 7.8.2) reinigen. Damit war das loopgrafting unter Bei-
behalt der cytoplasmatischen Exprimierbarkeit erfolgreich. Die Aggregationstemperatur
des synthetischen Antikorperfragments aSt-scFv liegt bei 41 °C (Wirtz et al., 2003), es
besitzt demzufolge eine deutlich erhdhte thermodynamische Stabilitdt gegeniiber typischen
natiirlichen variablen Doménen. Die libertragenen Sequenzen interferieren offenbar nicht
mit der Faltung bzw. Expression.

Als néchstes wurde untersucht, ob die Spezifitit von 19G2 erhalten werden konnte

und ob sich eine Affinitit zu Azobenzol feststellen 1463t.
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VH

01 _50
VH AR M AEVKLQQSGAE LVKPGGSVKL SCKASGYTFT DHVI HWKQR PGQGLEW GY
19&2H AALLESGGG LVKPGGSLKL SCTASGAE TFS RYI MSWRQ PEKRLEWAS
ast H M AEVKLQOSGAE LVKPGGSVKL SCKASGYTFT RYlI MSWKQR PGOQRLEW GS
mut . - - - - - B s a2 U —_
cons. EVQLQeS&EE LVKPGaSVKL SCKASGYTFT SYYMhWKQR PGKGLEW GY

51 _ 100
VH AR | SPGNGHVKY NEKFKSKATL TVDKSSSTAY MJLSSLTSED SAVYYCKRSY
19&2H I S. SGA TYY PDSVAGRFTI SRDNVRNI LY LOMSSLRSED TALYYCARG
aSt H | NPGNGSTYY NEKFKSKATL TVDKSSSTAY MQLSSLTSED SAVYYCARG
nmut . R LT - - ea---- - - - - - ++++
cons. | NPGNGSTnY NEKFKGKATL Tr DKSSSTAY | QLSSLTSED SAVYYCARAY

101 120

VH AR YGSSHVDYWG QGTTLTVSSH HHHHH
19&2H QR . . PYWG QGTSVTVSAA
ast H QR .. PYWG QGITLTVSSH HHHHH
mut . +- +++++ -- --
cons. Yy SGYFDYWG QGTTVTVSS
VL

01 _50
VL- AR M Al VMIQ PSS LSVSLGERVT | SCRASTSVS NH. . . .. LAWQKP GQPPKLLI YE
19&2L AALTQSPVS NPVTLGTSAS | SCRSTKSLL HSNG TYLYWYLQKP GQSPQLLI YQ
ast L M Al VMIQ PSS LSVSLGERVT | SCRASKSLS SY.. ... LYWYQQKP GQPPKLLI YK
Mut . .- - - oo o oo B T 5 2 ok s e e s - - +
cons. DI VMIQSPSS LSVSLGERVT | SCRASQSVS sY. .. .. LAWYQQKP GQSPKLLI Yk

51 100
VL- AR ASTREPGVPD RFSGSGSGID FTLTI SSVQA EDLAVYYCQQ DHSYPLTFGA
19&2L MSNLASGVPN RFSSSGSGID FTLRI NTVEA EDVGVYYCAQ NLELPPTFGA
ast L ASNLASGVPD RFSGSGSGID FTLTI SSVQA EDLAVYYCAQ NLELPPTFGA
Mut . -+t - - - -- - -- +  ++++ +
cons. ASNLASGVPD RFSGSGSGID FTLTI SSVEA EDLAt YYCQQ DSSYPLTFGG

101

VL- AR GTKLELKHHH HH
19&2L GTKLELKRA
ast L GTKLELKHHH HH
Mut . - -
cons. GTKLEI KRA

Abb. 2.10 Sequenzalignment zur Ubertragung der Spezifitit von 19G2 auf Fv-AR durch CDR-loopgraf-
ting. Sequenzen des stabilisierten framework “Fv-AR”, des anti-Stilben-mAB 19G2, des resultierenden,
chimiren anti-Stilben-Fv ”aSt-Fv”’ und der Konsensus-Sequenzen Vh bzw. V K-kombiniert (cons, Steipe,
a). Mutationen, welche zur Herstellung von aSt in FvAR eingefiihrt wurden, sind mit (+), verbliebene
Sequenzunterschiede zu 19G2 mit (-) gekennzeichnet, CDRs iiberstrichen. Das N-terminale Met wurde

prozessiert (vgl. Ohage & Steipe, 1999).
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2.1.3.3 Uberpriifung der Spezifitaten von aSt-Fv

2.1.3.3.1 Fluoreszenztitration der Affinitat zu ASGA

Fiir die Experimente zur Bestimmung der Spezifitit von des synthetischen aSt-Fv-
Fragmentes wurden die Verbindungen 4-Aminostilben-N-glutaramid (ASGA) und
4-Amino-phenylazobenzol-N-glutaramid (PZGA) genutzt (Abb. 2.11).

L

X
7 N//N\O\ 0 0
A A~

H

‘\/\‘\ o o)
NJ\/\/U\OH
H

Abb. 2.11 Liganden von aSt-Fv: 4-Amino-phenylazobenzol-N-glutaramid (PZGA, oben) und 4-Amino-
stilben-N-glutaramid (ASGA, unten).

Infolge der Bindung des Stilbenderivats ASGA durch den mAB 19G2 wurde eine
dramatische Zunahme der Stilben-Fluoreszenz beschrieben (Simeonov ef al., 2000). Einen
solchen Effekt zeigte das stabilisierte, intrazelluldr exprimierbare aSt-scFv ebenfalls. In
Gegenwart dieses Proteins findet also ebenfalls eine sterische Hinderung der Relaxation
optisch angeregter Stilbene statt, wie sie fiir 19G2 beschrieben wurde; diese Eigenschaft
konnte also tibertragen werden.

Diese Fluoreszenzzunahme erfolgte nur in Gegenwart des Fv-Fragments wie ein
Vergleich mit den Spektren in Gegenwart der isolierten aSt-Doménen Vh und VI zeigte,
bei denen keine Fluoreszenzsteigerung des Stilbens beobachtet wurde (Abb. 2.12). Da die
Anwesenheit beider Dominen Voraussetzung fiir die sterische Einschrankung des ange-
regten Chromophors ist, welche zur Fluoreszenz fiihrt, 148t sich dies als spezifische Bin-

dung durch das Fv-Fragment interpretieren.
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Abb. 2.12 Fluoreszenzspektren von ASGA und aSt, Agx = (340 + 2.5) nm, Agm £ 10 nm, PBS, 1 %
DMSO, ohne Protein (O, @), 1 uM aSt: V1 (A, A), Vh [0, ¥), Fv (O, W), ohne Ligand (offene Sym-
bole), 1 uM ASGA (gefiillte Symbole), Fv mit ASGA zwei aufeinanderfolgende Messungen. Das Stil-

benderivat zeigte deutliche Fluoreszenz in Gegenwart von aSt-Fv.

Die spektroskopische Anderung bei Bindung des Aromaten an das Fv wurde zur Be-
stimmung der Affinitdt des stabilisierten aSt-scFv zu ASGA genutzt. Zum Vergleich mit
dem mAB 19G2 wurde das periplasmatisch exprimierte, also oxidierte scFv fiir eine Fluo-
reszenztitration unter Variation der Ligandenkonzentration eingesetzt. Die Dissoziations-
konstante Kp = (390 + 40) nM konnte durch Anpassung einer Funktion fiir bimolekulare
Reaktion (Kap. 2.1.3.3.3, GI. 2.9) an die gemessenen Daten ermittelt werden (Abb. 2.13).
Dieser Wert ist dem durch Gleichgewichtsdialyse von Simeonov et al. (2000) fiir 19G2
bestimmten Kp = 160 nM fiir trans-Stilben erstaunlich nahe. Abweichungen von dem
Reaktionsmodell, welches aus theoretischen Uberlegungen zur Auswertung in Betracht
kam (Gl. 2.1), wurden aufgrund der guten Korrelation der Funktion mit den MefBdaten
nicht deutlich. Die Spezifitit des Originalantikdrpers wurde demzufolge ohne deutliche

Verdnderung der Affinitét auf das stabilisierte Fv-Fragment tibertragen.

36



Ergebnisse

600

500

400

300

200

Fluoreszenz / [w.E.]

100

Il Il ‘ Il Il Il Il ‘ Il Il Il Il ‘ Il Il Il Il ‘ Il Il Il Il ‘ Il Il Il Il
0 110° 210 310° 410 510° 6 10
ASGA / [M]

Abb. 2.13 Fluoreszenztitration der Affinitdt von aSt-scFv (oxidiert) zu ASGA. 250 nM Protein (O), ohne
Protein (A), PBS, 1 % DMSO, Aex = 340 nm, Agm = 410 nm, Fit fiir bimolekulare Reaktion, Kp = (386 +
42) nM.

In einem weiteren Experiment wurde die Signalzunahme infolge zunehmender Pro-
teinmenge bei konstanter Konzentration des fluoreszenten Liganden verfolgt. Bei der hier
dargestellten Messung wurde das cytoplasmatisch exprimierte Fv-Heterodimer eingesetzt,
um festzustellen, inwiefern die Affinitdt durch die kovalente Doménenverkniipfung beein-
fluft wird (Abb. 2.14). Das halbmaximale Fluoreszenzsignal lag bei 0.4 uM aSt-Fv. Durch
Anpassung einer Gleichung fiir bimolekulare Reaktion (Gl. 2.9) wurde ein Kp von
(360 £60) nM ermittelt; das Fehlerintervall lag im Bereich der zuvor beschriebenen Mes-
sung. Die Daten lieen sich jedoch nicht sinnvoll mit dem Modell (Gl. 2.1) beschreiben.
Hier hing die Affinitdt des Fv zu seinem Liganden offenbar aufgrund eines vorgelagerten
Gleichgewichts von der Fv-Dimerisierung ab (Gl. 1.1, siehe auch Abb. 3.1). Ein solch
komplexer Zusammenhang war hier zu erwarten. Sein Einflufl auf die tatsichlich beob-
achtbare Reaktion hdngt von den einzelnen Gleichgewichtskonstanten ab. Fiir die geplan-

ten Anwendungen des Antikorperfragmentes (Kap. 2.1.1, 2.1.4) ist die ligandenabhéngige
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Assoziation eine Voraussetzung. Eine kubische Gleichung, welche diesen Zusammenhang
beschreibt, ist unter Kap. 2.1.3.3.3 zu finden (GI. 2.15). Sie lieB3 sich unter den gegebenen
Voraussetzungen nicht explizit herleiten, eine ndhere Untersuchung wurde mit dieser Me-
thode nicht verfolgt, da eine signifikante Affinitit von aSt zu ASGA durch die vorliegen-
den Experimente bestdtigt werden konnte (siehe auch Kap. 2.1.3.3.3 Abschnitt nach GI.
2.15).
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Abb. 2.14 Fluoreszenztitration der Affinitit von aSt-Fv (Dimer, reduziert), 225 nM ASGA, sonst wie in
Abb. 2.13, Anpassung einer Gleichung fiir bimolekulare Reaktion mit Kp = (358 + 55) nM.

2.1.3.3.2 Fluoreszenztitration der Affinitat zu PZGA

Eine Abschédtzung der Affinitdt des Proteins zum Azobenzolderivat PZGA (Abb.
2.11) gelang ebenfalls durch Fluoreszenztitration. Die Bindung des nichtfluoreszenten Li-
ganden fiithrte zu einem deutlichen quenching der intrinsischen Tryptophan-Fluoreszenz.
Die beiden Tryptophane Wh49 und Wh106 liegen in direkter Nachbarschaft der Antigen-
bindungstasche, die konservierten (Wh38, W140) befinden sich neben den ebenfalls als
Fluoreszenz-quencher wirksamen Disulfidbriicken, wie aus dem Strukturmodell von 19G2

ersichtlich ist. Daher war im oxidierten scFv mit gebundenem PZGA eine nahezu vollstin-
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dige Fluoreszenz-Loschung zu erwarten. Die Messung wurde analog zu Abb. 2.13 durch-
gefithrt. Das halbmaximale Fluoreszenzsignal lag bei 1 pM PZGA. Durch Anpassung der
entsprechenden Funktion (Gl. 2.7) wurde die Dissoziationskonstante fiir das oxidierte scFv
mit Kp = (980 £+ 40) nM bestimmt (Abb. 2.15). Damit schien die Affinitdt von aSt zu

PZGA gegeniiber ASGA nur geringfiigig schwicher.
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Abb. 2.15 Fluoreszenztitration der Affinitdt von aSt-scFv (oxidiert) zu PZGA, 0.6 uM Protein, PBS, 1 %
DMSO, Agx =280 nm, Agm = 335 nm, Fit fiir bimolekulare Reaktion mit Kp = (984 + 41) nM.

Eine bimolekulare Reaktion beschrieb den Titrationsverlauf auch hier nicht exakt,
wenngleich die Abweichung weniger deutlich wurde als in Abb. 2.14. Allerdings blieb die
Proteinkonzentration hier wie auch bei der in Abb. 2.13 dargestellten Titration konstant.
Daraus 148t sich schlu3folgern, da3 mit der Sonde Trp-Fluoreszenz ein molekularer Vor-
gang beobachtet wurde, welcher bei Messung der Stilbenfluoreszenz nicht detektiert
wurde. Aufgrund des anderen Liganden PZGA war keine Verdnderung des Reaktionsme-
chanismus zu erwarten (siche Abb. 3.1). Daher weisen die Abweichungen in Abb. 2.15 auf

eine vorgelagerte Reaktion hin, welche die Umgebung der Tryptophane beeinfluflit. Diese
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Reaktion findet offenbar auch im scFv statt! Aufgrund der hohen lokalen Konzentration
der Dimerisierungspartner ist die eigentliche Dimerisierung hier unwahrscheinlich. Mogli-
cherweise findet im scFv aber eine Antigen-induzierte Umorientierung der Doménen in
Bezug auf ihre Assoziationsoberfldche statt. In der Kristallstruktur des Komplexes von
19G2 mit dem zwischen den Doménen gebundenen Antigen (1FL3.pdb) ist eine leicht ver-
drehte VI-Vh-Orientierung gegeniiber Fv-Fragmenten mit “normaler” Quartérstruktur zu
erkennen. Eine Umorientierung kann iiber die Anderung der Trp-Umgebung zur Beeinflus-
sung des Fluoreszenzsignals fithren.

Die Ergebnisse lassen sich nicht genauer quantifizieren, geben jedoch einen guten
Hinweis auf vorhandene Affinitit und vorgelagerte Dimerisierung. Mit der unabhingigen
Methode ITC wurde eine analoge Titration durchgefiihrt, deren Ergebnisse in dieselbe
Richtung weisen (Kap. 2.1.3.3.4); deshalb wurde im folgenden von einer ausreichenden

Affinitét des Proteins zu dem verwendeten Azobenzol-Derivat ausgegangen.
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Abb. 2.16 Fluoreszenztitration zur Kompetition der Bindung von ASGA an aSt-scFv (red.) durch
PZGA. 1 uM Protein, 2 uM ASGA, PBS, 1 % DMSO, Agx = 340 nm, Agy = 410 nm.
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Um das Verhiltnis der Bindungskonstanten zu den beiden Liganden in einem Expe-
riment zu untersuchen, wurde eine Fluoreszenztitration von scFv-gebundenem ASGA mit
PZGA als Kompetitor unternommen (Abb. 2.16). Auch hier zeigte sich eine deutliche Ab-
nahme der Fluoreszenz, infolge der Verdrangung des fluoreszenten Liganden mit steigen-
der PZGA-Konzentration. Die halbmaximale Fluoreszenzsignal lag im Bereich von 10 uM
PZGA, dies korreliert mit einer hoheren Affinitdt zu ASGA. Die Anpassung einer Funk-
tion, welche eine einfache Kompetition beschreibt, war hier nicht sinnvoll moglich. Die
dargestellte Kurve enthilt einen negativen Wert fiir den Fluoreszenzkoeffizienten des
freien Liganden. Dieser Befund lieB sich durch Fluoreszenz-shielding erklaren; PZGA ab-
sorbiert deutlich bei Konzentrationen iiber 10° M im Bereich der Anregungswellenlinge
(A =340 nm, &y, = 25 000 I/(mol*cm). Eine komplexere Funktion zur Auswertung der

Daten wurde nicht explizit hergeleitet.

2.1.3.3.3 Mathematisches Modell fiir die Fluoreszenztitrationen

Fiir das Gleichgewicht

Gl 2.1 PROTEIN + LIGAND [PROTEIN-LIGAND]

gilt die Gleichgewichtskonstante Kp mit den Gleichgewichtskonzentrationen [X]g und

« AT,

Gl 2.2 b IPL]
G

Weiterhin ergeben sich mit den initialen Konzentrationen [X], nach dem Massenwirkungs-

gesetz die Zusammenhéinge
Gl 2.3 [P]Gz[P]O_[PL]G; [L]Gz[L]O_[PL]G'
Durch Einsetzen erhilt man die quadratische Gleichung

cr24  [PL] - (Pl +[L], + K, JIPL], +[P [ L], = 0.
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Wenn [L], =0, gilt auch [PL], = 0, daher ist die positive Halblsung der Gleichung phy-

sikalisch nicht sinnvoll. Es ergibt sich die explizite Form der Gleichung fiir die Konzen-

tration des Komplexes im Gleichgewicht mit

GL 2.5 [PL]. :W’—\/WY[P]O[L]O.

A) Fiir das Fluoreszenzsignal F1 gilt unter Annahme zweier fluoreszenter Proteinspezies

mit verschiedenen Fluoreszenzkoeffizienten flp, flp;
Gl 2.6 Fl:ﬂp[P]G+ﬂPL[PL]G-

Nach Einsetzen erhalt man

Gl 2.7 Fl =ﬂP[P]0_[§]()_KD +ﬂpL [P](J+[§]4I+KD +(ﬂp _ﬂPL)\/(P](H-[é](wKDj _[P]o[L]() '

B) Unter Annahme zweier fluoreszenter Ligandenspezies mit verschiedenen Fluoreszenz-

koeffizienten fl;, flpp
Gl 2.8 Fl:ﬂL[L]G+ﬂPL[PL]G

ergibt sich das Fluoreszenzsignal F1 entsprechend zu

GL 2.9 Fl=1l, [L]LL};]@ + My [ﬂﬂ%}@ +(ﬂL _ﬂPL)\/< . 0+L20 +K0j _[P]()[L]O .

Gl. 2.7 und Gl. 2.9 wurden zur Anpassung von Funktionen an die Daten der Fluoreszenz-
titrationen (Kap. 2.1.3.3 und 2.3.2.3 genutzt, um rechnerisch die jeweiligen Dissoziations-
konstanten zu bestimmen.

Fluoreszenztitrationen unter Variation der Proteinkonzentration lieBen sich durch
diese Funktionen nicht genau beschreiben. Eine Gleichung fiir einen komplexeren Mecha-
nismus unter Annahme eines vorgelagerten Dimerisierungsgleichgewichts wurde wie folgt
abgeleitet:

Fiir das zusammengesetzte Gleichgewicht

GL 2.10 A+B+L - = P+L = C
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gelten unter der Voraussetzung [4], =[B], die Gleichgewichtskonstanten

U V% - PR 1 5 72
A, " g,

GL211 K,

Weiterhin nach dem Massenwirkungsgesetz
G212 [Plo=[4]; +[Plo+[des [L], =[], +[C],.
Durch Einsetzen erhdlt man die quadratische Gleichung

Gl 2.13

K.l
4. —z[L]GD[P]O 1,410, + 504, +

(Z[P] [, - 2020 [1, - 2[PL L], + P +I2], +[)=0

Wenn [P],=0, gilt auch [C],=0, daher ist die positive Halblosung der Gleichung nicht

sinnvoll. Es ergibt sich fiir die Konzentration des Komplexes im Gleichgewicht die nicht

explizite Gleichung

Gl 2.14

_1.° 5o gad, el 07, K0
(o =Ee Tl 121, % 0121, =) g+ K0P -0, K0,

Nach Einsetzen in die Gleichung fiir die Fluoreszenzintensitit erhdlt man

Gl 2.15

Fl:ﬂP[L]O +(ﬂPL - ﬂp)% [P]o _[L]o P "'[L]G_\/Dgpﬁ2 +KP[P]O _KP[L]O +KP[L]G%'

Diese Gleichung wird nur unter bestimmten Voraussetzungen explizit darstellbar. So
148t sie sich bei groBem Uberschuf an Ligand gegeniiber Protein (Sittigung) unter der An-
nahme [Z], O[], nidherungsweise vereinfachen.

Mit den verwendeten Verbindungen und Fluoreszenzspektroskopie als MeBmethode
lieBen sich Versuche jedoch nicht unter derartigen Bedingungen durchfiihren. Sowohl die
Hydrophobizitit als auch die Absorbtionseigenschaften der Liganden ASGA und PZGA
schlossen einen Einsatz in dafiir ausreichend hohen Konzentrationen bei den Fluoreszenz-

titrationen aus. Eine untere Konzentrationsgrenze an Reaktanden war durch die Empfind-
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lichkeit des Fluoreszenz-Spektrometers gesetzt. Die Ergebnisse lassen sich zwar nicht ge-
nauer quantifizieren, geben jedoch einen guten Hinweis auf vorhandene Affinitit und vor-
gelagerte Dimerisierung. Mit der unabhédngigen Methode ITC wurde eine analoge Titration
durchgefiihrt, deren Ergebnisse in dieselbe Richtung weisen; deshalb wurde im folgenden
von einer ausreichenden Affinitdt des Proteins zu dem verwendeten Azobenzol-Derivat

ausgegangen.

2.1.3.3.4 trans-/cis-Spezifitat

In der Rontgen-Kristallstruktur von 19G2 (1FL3.pdb) wird nur die Bindung des
trans-Stilbens dargestellt (Abb. 2.9). Simeonov et al. (2000) konnten durch Kompetitions-
experimente auch eine zehnfach schwichere Bindung des cis-Isomers beobachten. Fiir die
Nutzung von aSt-Fv als cis/trans abhingiger Schalter (2.1.4) wire eine deutliche Dis-
kriminierung der Azobenzolisomere Voraussetzung.

Zur Untersuchung der differentiellen Affinitidten zu den Isomeren war Fluoreszenz-
titration als Methode ungeeignet. Wenn die PZGA-aSt-Komplexe der beiden Isomere un-
terschiedliche Fluoreszenz-Intensititen zeigen, lieBe sich daraus nicht folgerichtig auf
einen Affinitdtsunterschied schlieBen. Unterschiedlich effizientes quenching der Trypto-
phanfluoreszenz bei vergleichbarer Bindung konnte ebenfalls diesen Effekt nach sich
ziehen.

Eine selektive Methode, die Bindung verschiedener Isomere zu charakterisieren, ist
die direkte Messung der freiwerdenden Reaktionswarme. Die isothermale Titrations-Kalo-
rimetrie (ITC, Kap. 7.11) erlaubt bei etwa zehnfach hoheren Konzentrationen (Protein
aStscFv 20 uM, PZGA 320 pM) deren Bestimmung und theoretisch auch eine Berechnung
der Gleichgewichtskonstanten.

Experimente mit zuvor auf all-frans oder 80 % cis geschaltetem PZGA (Kap. 7.10.5)
zeigten deutliche Unterschiedliche fiir den Verlauf dieser Titrationen (Abb. 2.17). Im Fall
des all-trans-Liganden wurde die Sattigung bereits nach Zugabe wesentlich kleinerer
Volumina erreicht wurde. Im 780 %-cis”-Experiment war flir die Sittigung eine grofere
Menge an Ligandenlosung ndtig. Weiterhin fiel die zunéchst deutlich kleinere und bis zur

Sattigung leicht zunehmende Amplitude der Reaktionswiarme auf. Dieser Kurvenverlauf
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korrelierte gut mit dem initialen Anteil von 20 % trans-Azobenzol und der fortschreiten-
den cis — trans-Konversion; eine deutliche Reaktion mit dem cis-Isomer konnte daraus
nicht abgeleitet werden. Unter Berlicksichtigung der Halbwertszeit von cis-PZGA (Abb.
2.18) lie3 sich anhand der durchgefiihrten Titrationen zumindest die qualitative Aussage
treffen, daB fiir cis-Azobenzolderivate eine deutlich geringere Affinitét vorliegt. Eine Ab-
schitzung war nur schwer moglich, sie sollte sich zumindest um mehr als eine GroBen-
ordnung von derjenigen zu frans unterscheiden. Ein solches Verhiltnis der Affinititen zu
Stilbenisomeren wurde fiir 19G2 ebenfalls bestimmt (Simeonov et al., 2000). Eine
genauere Bestimmung der Bindungskonstanten fiir beide PZGA-Isomere auf diesem Weg

lieB die thermisch aktivierte Konversion von cis-PZGA nicht zu.

Q / [kcal] pro Injektion
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molares Verhaltnis [PZGA] / [aSt]

Abb. 2.17 Diskriminierung von cis- und trans-PZGA durch aSt-scFv. Isothermale Titrationskalorimetrie,
PBS, 1 % DMSO, 20 uM aSt-scFv vorgelegt, 320 uM PZGA injiziert, all-trans (O) bzw. vor Beginn der
Messung durch UV-Belichtung (A = 356 nm, siehe Kap. 7.10.5) zu 80 % cis isomerisiert (A und O, zwei
Experimente). An die Daten wurden zu 20 % gewichtete Graphen angepalit. Bei der Titration mit all-

trans-PZGA wurde pro Injektion mehr Warme frei, und die Stochiometrie wurde eher erreicht.
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2.1.3.3.5 Thermische Konversion von PZGA

Zur Ermittlung der Halbwertszeit einer thermisch aktivierten Umwandlung von cis-

zu trans-Azobenzol wurden zeitabhingig Spektren von PZGA aufgenommenen (Abb.

2.18), welches zuvor durch UV-Belichtung zu 80 % cis isomerisiert wurde (Kap. 7.10.5).

Um einen moglichen Effekt der Proteinbindung auf die Konversion festzustellen, erfolgten

die Experimente sowohl mit ”freiem” PZGA als auch in Gegenwart von aStscFv in

stochiometrischen Konzentrationen. Die mit dem Fv-Fragment aufgenommenen Spektren

zeigten eine deutliche Schulter der Proteinabsorption.

Absorption
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Abb. 2.18 Thermisch aktivierte Konversion von PZGA. Zeitabhéngig aufgenommene UV/vis-Spektren
von PZGA nach Belichtung (A = 356 nm, siehe Kap. 7.10.5), PBS, 2 % DMSO, 20°C. links: PZGA
20 uM, rechts: aStscFv 20 uM, PZGA 20 pM. Deutlich ist der Anteil der Proteinabsorption zu erkennen.

unten: Sekundérauftragung, A = 347 nm, Anpassung der Exponentialfunktion Ayax—AA = e”(a—kt),
PZGA (O), k = (7.24 + 0.68) min"', PZGA/aStscFv (0), k = (6.80 + 0.12) min™". Die Unterschiede der

Geschwindigkeitskonstanten waren nicht signifikant.
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Durch Sekundérauftragung der Absorptionsdifferenzen fiir das Maximum bei
347 nm konnten die Geschwindigkeitskonstanten der Konversion von cis-PZGA mit bzw.
ohne aStscFv ermittelt werden: kpzga = (7.2 £ 0.7) min~', Krast-pzga) = (6.8 £0.2) min~'.
Aufgrund der iiberlappenden Fehlerintervalle konnte nicht auf einen signifikanten Unter-
schied der Konversionsraten in Abhéngigkeit von der Gegenwart des Antikdrperfragments
geschlossen werden. Es lieB3 sich jedoch die Halbwertszeit mit T = (97 + 10) min abschit-
zen. Sie lag damit deutlich innerhalb des experimentellen Zeitraums der Isothermalen

Titrationen (Kap. 2.1.3.3.4).

Tabelle 2.2 Aus den Experimenten zur thermischen Konversion von cis-PZGA (Abb. 2.18) durch Sekun-

dérauftragungen ermittelte Konstanten.

Ayax—DA = e”N(a—kt) PZGA PZGA-aStscFv
a —0.921 + 0.027 —1.272 + 0.005
k [1/min] x10°3 7.24 +0.68 6.80+0.12
T [min] 97 £ 10 102 +2

2.1.3.4 Ligandenabhangigkeit der Fv-Dimerisierung

Ein Ziel dieser Arbeit war die Anwendung von Fv-Fragmenten als ligandenabhéin-
gige genetische Schalter analog zum yeast2hybrid-System. Eine Voraussetzung dafiir war
die Beeinflussung des Assoziationsgleichgewichts der variablen Domédnen durch die
Ligandenkonzentration (siche dazu auch Abb. 3.1). Auch fiir das in-vitro-System der
nanoskopischen biomolekularen Assemblies (Kap. 2.2) war eine solche Eigenschaft von
zentraler Bedeutung.

Um ihre Assoziation zu untersuchen, wurden die getrennt exprimierten Doménen des
aSt-Fv in einem ITC-Experiment (Kap. 7.11) zueinander titriert. Unter Vorlage der VI1-
Domine (20 uM) wurden kleine Aliquots (jeweils wenige tausendstel Volumina) von Vh
(200 uM) stufenweise iiber den Stochiometrie-Bereich hinaus zugegeben. Ein sigmoider

Verlauf der Titration, welcher die Sittigung einer Bindung charakterisiert, konnte durch
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Auftragung der freigewordenen Wirme in diesem Fall nicht beobachtet werden. Wurde
das gleiche Experiment bei fiinffachem Liganden-UberschuB (100 uM) durchgefiihrt, lie3
der sigmoide Verlauf der Kurve auf die Séttigung einer Reaktion im Stochiometrie-Bereich

schlieen (Abb. 2.19).

Q / [kd/mol] pro Injektion
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Abb. 2.19 Ligandenabhingigkeit der Dimerisierung von aSt-Fv. Isothermale Titrationskaloriemetrie,
20 uM VI vorgelegt, 200 uM Vh injiziert, PBS, 1 % DMSO, ohne Ligand (x), mit 100 uM ASGA (O),
mit 100 uM trans-PZGA (A). In Gegenwart der Liganden wurde der sigmoide Titrationsverlauf der
deutlich.

Dies war sowohl fiir den beschriebenen Bindungspartner Stilben, als auch fiir trans-
Azobenzol zu beobachten. Die beobachtete Reaktion setzt sich hierbei aus der Assoziation
der Doménen und der Bindung des Liganden zusammen. Da im Experiment ohne Ligand
keine Reaktion beobachtet wurde und die einzelnen Doméanen den Liganden nicht binden
(vgl. Abb. 2.12), muB ein gekoppeltes Gleichgewicht von Ligandenbindung und induzier-
ter Dimerisierung vorliegen (sieche auch Abb. 3.1). Anhand der freigewordenen Warme

lie} sich nur die Summe der beiden Reaktionen beobachten. Dies sollte sich mit gleich-
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artigen Titrationen unter Austausch der beiden Dominen bestitigen lassen (Titration von
VI zu vorgelegter Vh-Doméne). Ein solches Experiment wurde nicht durchgefiihrt, da die
VI-Domaéne nicht in ausreichenden Konzentrationen gewonnen werden konnte. Die aus
dem Kurvenverlauf berechneten apparenten Affinitéten der variablen Dominen zueinander
in Gegenwart von Liganden sind in Tabelle 2.3 zusammengefaf3t. Ihr Verhiltnis (Q = 3.2)
liegt jenem der Bindungskonstanten zu den Antigenen (Kap. 2.1.3.3.1, Q =2.5) nahe. Da
jeweils identische Proteine vermessen wurden, lieBen sich Unterschiede in der Doménen-
assoziation auf die Affinititen von aSt zu den beiden Liganden zuriickfiihren. Somit lie3
sich feststellen, dafl die Doménenassoziation des aSt-Fv-Dimers im vermessenen Konzen-
trationsbereich deutlich von der Antigenkonzentration abhiangig ist. Sie 148t sich sowohl
mit Stilben- als auch Azobenzol-Derivaten induzieren. Prinzipiell wire eine Bestimmung
der einzelnen Gleichgewichtskonstanten fiir das zusammengesetzte Gleichgewicht im vor-
liegenden Fall mit einer Reihe von ITC-Messungen iiber einen breiten Konzentrationsbe-
reich des Liganden moglich. Da eine Ligandenabhingigkeit der Fv-Dimerisierung bereits

bestitigt werden konnte, wurde auf diese Experimente verzichtet.

Tabelle 2.3 Aus der ITC (Abb. 2.19) berechnete Konstanten fiir die Dimerisierung von aSt-Vh und -VL.
Stochiometrie (N), Assoziationskonstante (K = 1/Kp), freie Enthalpie (AH), Entropie (AS). Die Doméinen

zeigten in Gegenwart jedes der beiden Liganden eine deutliche Affinitét zueinander.

Ligand ASGA PZGA
N 0.845 + 0.013 0.877 £ 0.014
K, [1/M] (3.41 + 2.38) E7 (1.06 + 0.41) E7
AH [kJ/mol] -5186 + 144.6 -4409 + 110.8
AS [kI/mol/K] 17.07 17.34

Ein Experiment mit cis-Azobenzol zur Uberpriifung einer moglichen Verhinderung
der Doméanenassoziation wurde nicht durchgefiihrt (siche Kap. 2.1.3.3.5). Die Messung der
Dimerisierung in Gegenwart von 80 % cis-PZGA entspriache aufgrund der thermischen
Konversion einem Experiment mit langsam steigender frans-Konzentration. Bei Messung
mit vergleichbarem (fiinffachem) Ligandeniiberschull wiirde der Anteil an trans-PZGA

bereits zur Séttigung der Proteine ausreichen. Hierbei wiirden sich Signale fiir die Asso-
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ziation der Doménen, die Bindung verbleibenden trans- mit moglicher schwacher Bindung

von cis-Azobenzol iiberlagern. Daher wurde auf diese Messung ebenfalls verzichtet.

2.1.3.5 Dissoziation infolge Antigen-lsomerisierung

Mit der surface plasmon resonance-Spektroskopie (SPR) 148t {iber die Verschiebung
des Brechungsindex' an einer (modifizierten) Goldoberfliche sowohl Bindung als auch
Dissoziation von Proteinen und Nukleinsduren direkt verfolgen (Kap. 7.10.4). Auf diesem
Weg wurde versucht, die molekularen Vorgénge infolge Isomerisierung des Liganden im
Azobenzol/aSt-scFv-Komplex zu charakterisieren.

An die Au-Oberfliche wurde ein Derivat von PZGA gekoppelt, welches einen Ab-
stand von etwa 6 Peptidbindungen zur Oberfldche gewihrleistet: PZGA-N-Gly-Ahx,-Cys-
OH (PZGA-SH, mit Ahx = Aminohexansdure). 1/10 mit einem entsprechenden Peptid
ohne die PZGA-Kopfgruppe (HN-Gly-Ahx,-Cys-OH) verdiinnt, wurde der Ligand aus der
Fliissigphase durch Chemisorption des Thiols auf Gold bis nahe der Sittigungsgrenze auf-
gebracht (Beobachtung der Bindungskinetik anhand des Reflektivitétssignals).

Bei Inkubation von aSt-scFv mit der Ligand-modifizierten Oberfliche zeigte der Re-
flektivitdtsverlauf eine deutliche Bindungskurve (Abb. 2.20, oben). In einem weiteren Ex-
periment (neu priparierte Oberfldche) wurde zuerst das Azobenzol isomerisiert. Nach UV-
Belichtung zeigte die entsprechende Bindungskurve des scFvs eine deutlich kleinere Am-
plitude (Abb. 2.20, unten). Offenbar fand die Bindung an das trans-Isomer in groBerem
Ausmal statt. Eine detaillierte Auswertung zur Bestimmung von Affinitdtsunterschieden
erfolgte hier nicht. Im tibrigen ist die in Kap. 2.1.3.3.5 beschriebene, thermisch aktivierte
Konversion des cis-Azobenzols hier ebenfalls zu beriicksichtigen.

Im Experiment, Abb. 2.20 oben, war die Amplitude der Dissoziation nach UV-Be-
lichtung groBer als im unten dargestellten Experiment. Dies ist ein Hinweis auf eine
Desorption infolge UV-Belichtung. Da die Dissoziation nach Pufferwechsel hier noch
nicht abgeschlossen war, ist fraglich, inwiefern dies ein spezifisches Signal fiir die Disso-
ziation des aStscFv/Azobenzol-Komplexes darstellt. Der Waschschritt sollte im betrachte-
ten Zeitrahmen zur Entfernung unspezifisch gebundenen Proteins dienen. Ob eine ver-

gleichbare Amplitude der Dissoziation auch ohne UV-Belichtung erreichbar wire, konnte
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nicht eindeutig zugeordnet werden. Die Vorgidnge, welche die Isomerisierung des protein-
komplexierten Azobenzol-Derivates an der Oberfliche auslosen, lieBen sich mit der

Methode bislang nicht verstédndlich analysieren.
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Abb. 2.20 Bindung von aSt-scFv an PZGA-SH. Reflektivititsverlauf in surface plasmon resonance-Ex-
perimenten. PBS, PZGA-SH gekoppelt an Au-Oberfldche, Isomerisierung durch UV-Belichtung
(356 nm), 2 getrennte Experimente. Oben: Bindung vor UV-Belichtung, unten: Bindung nach UV-Be-
lichtung. P) Zugabe von 10 uM aSt-scFv in PBS; W) Waschen mit PBS, 3x ; L) UV-Bestrahlung; D)
Dunkel-Inkubation. Nach UV-Belichtung war die Bindung von aSt-scFv deutlich schwicher. Die Ampli-
tuden an Unstetigkeiten (infolge Pufferwechsel, deutliche peaks) sind nicht vergleichbar, da zur Darstel-

lung der Kurven die Absolutwerte angeglichen wurden.
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Fiir gew6hnlich werden Experimente zur spezifischen Proteinbindung an Oberfla-
chen in Gegenwart milder Detergenzien durchgefiihrt, z.B. 0.01 % Triton X-100. Dadurch
wird eine dauerhafte Benetzung der Oberfliche auch bei Pufferwechsel bewirkt. Infolge-
dessen werden Spriinge im Refraktivitatsverlauf (wie in Abb. 2.20) vermindert. Beim Ver-
gleich von Experimenten mit bzw. ohne Detergenz im MeBpuffer konnte sein Einflufl auf
den Refraktivititsverlauf festgestellt werden. Die Beschichtung von Au-Oberflichen mit
PZGA-SH war in Gegenwart von Triton biphasisch (Daten nicht gezeigt). Weiterhin zeigte
sich mit Detergenz eine deutliche Refraktivititsminderung bei UV-Belichtung zur Isomeri-
sierung, unabhéngig von der Anwesenheit von Protein. Eine solche Minderung wurde in
Abwesenheit von Detergenz und Protein nicht beobachtet (Abb. 2.20, unten). Offenbar
erfolgt eine konformationsabhidngige Wechselwirkung des Detergenz mit dem hydro-
phoben Azobenzol-Derivat. Bei weiteren Experimenten zur Wechselwirkung von Protei-

nen mit diesen Aromaten sollten solche Einfliisse Beriicksichtigung finden.

2.1.4 invivo-Anwendung des aSt-Fv als lichtschaltbarer Transkriptionsfaktor

Die Dimerisierung des cytoplasmatisch exprimierbaren aSt-Fv-Fragments war von
der Anwesenheit eines frans-Azobenzol- oder -Stilben-Derivates abhéngig, wie in den vor-
angegangenen Kapiteln dargestellt werden konnte.

Um die zelluldr vorliegenden Konzentrationen der Proteine abzuschétzen, kann man
bei cytoplasmatischer Expression auch unter einem schwachen konstitutiven Promotor von
10 Kopien pro E. coli-Zelle ausgehen. Das entspriche bei einem Zellvolumen von 2 pl
einer intrazelluldren Konzentration von 10 uM. In diesem Bereich konnte fiir das Azoben-
zol bindende Fv-Fragment die Antigenabhidngigkeit der Dimerisierung bestétigt werden.
Bei fiinffachem UberschuB der Liganden ASGA bzw. PZGA zeigte sich ein deutliches
Signal fiir Domédnenassoziation (Kap. 2.1.3.4). Bei gleicher Proteinkonzentration wurde
mit ITC die Antigenbindung nachgewiesen (Kap. 2.1.3.3.4), durch Fluoreszenztitration
gelang dies bei mikromolaren Konzentrationen des Fv-Fragmentes (Kap. 2.1.3.3.1). Inso-
fern liegen die Bindungskonstanten in einem Bereich, welcher die intrazelluldre Nutzung

der Ligand-abhingigen Dimerisierung von aSt-Fv ermdglichen sollte.
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Mit den in Kap. 2.1.4.2 und 2.1.4.3 dargestellten Experimenten wurde das Fv-Frag-
ment in 2hybrid-Systemen auf seine Eignung als dimerisierender Transkriptionsfaktor hin
untersucht. Dazu wurden die Fv-Doménen an Proteine fusioniert, die in dem jeweiligen
Organismus eine Transkriptionsaktivierung auslosen konnen. Mit diesen Konstrukten
sollte sich Promotor-bindendes Element hergestellt werden, welches in lebenden Zellen die
belichtungsabhéngige Steuerung der Genexpression ermoglicht (siehe Kap. 2.1.1).

Als Voraussetzung dafiir wurde zunichst untersucht, ob der lichtschaltbare Ligand

des Fv-Fragments intrazelluldr verfiigbar vorliegen kann.

2.1.4.1 Zellulare Lokalisation von Azobenzol-Derivaten
Nach dem in Kap. 2.1.1 beschriebenen Konzept mufl der Ligand membrangéngig
sein. Fiir in vivo-Experimente wurden daher chemisch modifizierte Derivate des N-Gluta-
royl-4-aminoazobenzols und -4-aminostilbens sowie das N-Acetyl-4-aminoazobenzol ver-
wendet (Abb. 2.21). Die Maskierung der negativ geladenen Glutarsdaurefunktion mit einer
O-Acetoxymethylgruppe sollte eine effiziente Permeation der zelluldiren Membranen als
Diffusionsbarriere gewahrleisten (Tsien, 1981; Li et al., 1998). Die Schutzgruppe kann von
zelluldren Esterasen abgespalten werden. Das entstehende Halbacetal hydrolysiert unter
Freisetzung der Sdurefunktion, die Ladung bedingt eine Retention der Verbindung im Zell-
inneren.
Q L.
L, T
O

Abb. 2.21 Im yeast2hybrid und Bakteriomatch® genutzte Liganden. O-Acetoxymethyl-N-glutaroyl-4-
amino-phenylazobenzol (PZGA-Ac, oben) und N-Acetyl-4-amino-phenylazobenzol (unten).
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Aufgrund der physikochemischen Eigenschaften der aromatischen Azobenzol-Deri-
vate war der Nachweis ihrer zelluldren Lokalisation nicht mit einfachen Methoden mdog-
lich. Von den hydrophoben Verbindungen wiirde man eine Konzentrierung in Lipidmem-
branen erwarten. Eine detaillierte Analyse setzt die Trennung von Membran- und
Cytoplasma-Fraktion voraus; normalerweise werden die Nicht-Membranbestandteile beim
Zellaufschlufl durch Zugabe eines Puffers verdiinnt. Dieses Vorgehen kommt bei dem
Konzentrationsgefille einer hydrophoben Substanz zwischen den Fraktionen einer Fliissig-
Fliissig-Extraktion gleich. Daher lassen sich nach Aufschluf3 nicht mehr die urspriinglichen
Konzentrationsverhéltnisse beobachten.

Ein recht spezifischer Nachweis war jedoch fiir die analogen Stilbenderivate durch
ihre Bindung an aSt-scFv zugénglich; die Bindung von ASGA an das Antikdrperfragment
wird von der beschriebenen Fluoreszenzzunahme begleitet (Kap. 2.1.3.3.1). Unter der An-
nahme dhnlicher Membrangéngigkeit beider Aromaten sollten sich die Ergebnisse auf die
nichtfluoreszierenden Azobenzol-Derivate iibertragen lassen. Zur Feststellung intrazellu-
larer Lokalisation bietet sich daher ein Vergleich der Stilbenfluoreszenz in Zellen, die aSt
exprimieren, mit aSt-freien an. Unter Vermeidung des Zellaufschlusses sollte somit eine
spezifische Detektion der intrazelluldren Verfiigbarkeit in Gegenwart des cytoplasmati-
schen Bindeproteins moglich sein. Die Fluoreszenz von membranlokalisierten Stilbenen ist
dabei zu beriicksichtigen; aufgrund der erhohten Viskositdt kommt es in Lipidschichten
ebenfalls zu einer Verldngerung der Lebensdauer der fluoreszenten Spezies (Likhtenshtein
etal., 1996).

Zur Analyse der Aufnahme wurde O-Acetoxymethyl-N-glutaroyl-4-aminostilben
(ASGA-Ac, analog zu PZGA-Ac, Abb. 2.21) genutzt. Die zelluldre Lokalisation des Stil-
benderivats wurde in exponentiell wachsenden E. coli BL21-Stimmen untersucht. Die
Zellen wurden in Gegenwart von 20 puM ASGA-Ac fiir 4 h bei 20°C wachsen gelassen,
weitere 24 h bei 4°C h inkubiert, danach abzentrifugiert, das Zellpellet in PBS gewaschen
und die Zellen zu ODgq 0.1 verdiinnt. Von dieser Suspension wurden Fluoreszenzspektren

aufgenommen (Abb. 2.22).
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Abb. 2.22 Aufnahme des Stilbenderivats ASGA-Ac durch BL21-Zellen. Die Fluoreszenzspektren von
Zellsuspensionen in PBS (ODggo 0.1) nach Wachstum in 20 uM ASGA-Ac. Aex = 340 nm waren sehr

stark verraucht. Dargestellt sind zu 35 % gewichtete, geglittete Graphen, welche an die Spektren ange-

palit wurden. Zellsuspension, aSt-scFv-exprimierend mit ASGA-Ac ( ), aStscFv-exprimierend

ohne ASGA-Ac (— - —), ohne Fv-Expression mit ASGA-Ac (-----), FlaK-scFv-exprimierend mit
ASGA-Ac (— — —). Nur Zellen, welche das Stilben-bindende Fv-Fragment exprimierten, zeigten die

erhohte Stilbenfluoreszenz.

Trotz des ungiinstigen Signal/Rausch-Verhiltnisses wird anhand der Spektren eine
Korrelation der Stilbenfluoreszenz in der Zellfraktion mit der Expression des Stilben-bin-
denden aStscFv-Fragmentes deutlich. Nur in Gegenwart dieses Proteins zeigte sich die
deutlich erhohte zellgebundene Fluoreszenz gegeniiber den Kontrollzellen. Dieser Unter-
schied 148t sich als intrazellulire Bindung an das Protein interpretieren, was eine Zugéing-
lichkeit des Cytosols durch das Antigen voraussetzt. Die Anwesenheit des aStscFv-Frag-
mentes war offenbar Voraussetzung fiir eine intrazelluldre Retention des Chromophors, da
zwischen Zellen mit und ohne diesem Protein kein Unterschied in der Aufnahme zu er-

warten war.

55



Ergebnisse

Bei analoger Aufnahme des Azobenzol-Derivats O-Acetoxymethyl-N-glutaryl-4-
amino-phenylazobenzol (PZGA-Ac, Abb. 2.21) sollte eine intrazelluldre Verfiigbarkeit
dieses Lichtrezeptors sichergestellt sein.

Im Weiteren wurde davon ausgegangen, dal die Hefe-Zellwand keine zusétzliche
Diffusionsbarriere fiir Verbindungen niedrigen Molekulargewichts darstellt. Eine néhere
Charakterisierung ihrer zelluldren Konzentration erfolgte im Rahmen dieser Arbeit nicht,
da der Nachweis tiber den funktionalen Transkriptionsfaktor eine sensitive Methode dar-
stellen sollte. Die Verbindungen reichern sich aufgrund ihres hydrophoben Charakters in
Membranen an, eine effektive Permeation der Zellmembran und intrazelluldre Verfiigbar-
keit konnten bislang nicht zufriedenstellend quantifiziert werden. Als entsprechend kom-
plizierter gestaltet sich der Nachweis intrazelluldrer Lokalisation in den Kompartimenten
eukaryontischer Zellen. Fiir eine Anwendung im Y2H sollte jedoch die Diffusion von klei-
nen Molekiilen zwischen Cytoplasma und Nukleus durch Kernporen ausreichend sein.

Ob die Verbindung im zelluldren Kontext gleichfalls photoisomerisierbar bleibt,
wurde ebenfalls zundchst nicht ndher untersucht. Vor allem aufgrund der moglichen Wir-
kung von Zellbestandteilen als optische Filter besteht hier Klarungsbedarf, ob das Molekiil
unter zelluldren Bedingungen effizient durch Belichtung isomerisiert werden kann.

Fiir die in vivo-Interaktionstests wurde neben PZGA-Ac auch das Acetamid des

Aminoazobenzols genutzt (Abb. 2.21).

2.1.4.2 Untersuchungen mit dem yeast2hybrid-System

Die Assoziation der Dominen des aSt-Fv-Fragmentes in vivo wurde mit einem
yeast2hybrid-System (Y2H) charakterisiert. Das verwendete System Proquest® wurde ur-
spriinglich fiir die Untersuchung der Interaktion von Fusionsproteinen im grolen MalBstab,
sogenannten Y2H-screenings, entwickelt. Die Fusionen erfolgten an die beiden Doménen
des Transkriptionsfaktors Gal4. In Hefe rekrutiert dieser durch seine Bindung an die ent-
sprechende upstream activating sequence die RNA-Polymerase an den gal-Promotor. Eine
Trennung der beiden Gal4-Doménen verhindert die Transkription der von diesem Promo-
tor kontrollierten Gene. Die Fusion von miteinander interagierenden Proteinen an die bei-

den Gal4-Doménen schliefit die Briicke zwischen DNA-Bindung und RNA-Polymerase-
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Rekrutierung und fiihrt wieder zur Genexpression (siehe auch Abb. 2.23). Die Fiille an
Varianten der kommerziell erhiltlichen Interaktions-screening-Systeme zeigt den Erfolg

dieser Methode zur Untersuchung von Proteininteraktionen in vivo.

ﬁ Ligand

Abb. 2.23 Schema der Konstrukte in den 2Ahybrid-Systemen. Eine DNA-bindende Doméne lokalisiert den
einen Interaktor in Promotorndhe (im Y2H Gal4-DB, im B2H Acl). Der andere ist an eine transkriptions-
aktivierende Doméne fusioniert (im Y2H Gal4-AD, im B2H RpoA). Ligandenabhéngige Assoziation zum
Komplex induziert die Transkription vom jeweiligen Promotor. Die Fusionierung der variablen Doménen

erfolgte sowohl in der dargestellten Richtung, als auch umgekehrt (Vh, V1 vertauscht).

2.1.4.2.1 Konstrukte fur das Y2H

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, die Affinitdt der Domédnen des aSt-Fv-
Fragmentes zueinander zur Transkriptionsaktivierung im Y2H zu nutzen. Die in vitro
deutlich verstirkte Assoziation in Gegenwart des Liganden sollte entsprechend in der Zelle
zu einer Verstiarkung der Transkription flihren. Fiir diese Experimente wurden die varia-
blen Doménen an die Gal4-DNA-bindende (DB) bzw. Gal4-Aktivierungsdoméne (AD) in
Vektoren des Y2H-Systems Proquest® fusioniert (siche Abb. 9.7). Die verwendeten
Vektoren waren von Stefan Eimer (AG Baumeister, Genzentrum der LMU Miinchen,
personliche Mitteilung) dahingehend modifiziert worden, daf3 die Interaktoren an den N-
Termini der Fusionsproteine vorlagen. Die entsprechenden Gene wurden mit den
Oligonukleotiden IcaF.for, SE Vl-rev bzw. SE tiVh-for und SE_Vh-rev amplifiziert und
iiber Ncol- und EcoRlI-sites in die Vektoren pPC86VH-AD und pVL-DBleu ligiert (Kap.
9.1.4). Auf diese Weise wurden Fusionen an die AD und die DB sowohl mit Vh- als auch
VI-Dominen kloniert. Die AS-Sequenzen der erhaltenen Konstrukte sind in Abb. 2.24

dargestellt. Eine Prozessierung des N-terminalen Methionins der cytoplasmatisch
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exprimierten Polypeptide wird in Hefe durch die Methionin-Aminopeptidasen I und II

sichergestellt (Bradshaw et al., 1998).

VL-
M Al VMI/ / KLELK -

VH
M AEVKL//LTVSS -

- Gal 4DB (1-147)

NSGAYPYDVP DYATSSGMWKL LSSI EQACDI CRLKKLKCSK EKPKCAKCLK
NNWECRYSPK TKRSPLTRAH LTEVESRLER LEQLFLLI FP REDLDM LKM
DSLQDI KALL TGLFVQDNVN KDAVTDRLAS VETDVPLTLR QHRI SATSSS
EESSNKGQRQ LTVSSRSTSL RPHSSK

- Gal 4AD (767-818)

ANSGAYPYDV PDYATSSVDK LMPKKKRKVS SGANFNQSGN | ADSSLSFTF
TNSSNGPNLI  TTQTNSQALS QPI ASSNVHD NFMNNEI TAS KI DDGNNSKP
LSPGATDQTA YNAFG TTGM FNTTTMDDVY NYLFDDEDTP PNPKKEGGST
PG QY

Abb. 2.24 Sequenzen der im Y2H verwendeten Fusionsproteine. Sie bestanden aus einer N-terminalen
Fv-Doméne (unterstrichen, durch ihre jeweils ersten und letzten 5 AS dargestellt, vollstindige Fv-
Sequenzen siche Abb. 2.10), und einer C-terminalen Gal4-Domaéne (bei der Klonierung eingefiihrte AS

kursiv). Die 4 Kombinationen waren VL-Gal4DB, VL-GalAD, VH-Gal4DB, VH-Gal4AD.

2.1.4.2.2 Interaktion der Fusionsproteine im Y2H

Bei Wachstum von Stdmmen mit beiden Fusionsproteinen auf Selektivagar (mit
5 mM 3-Amino-1,2,4-triazol), der eine Minimalaktivitdt des Reportergens Ais3 unter-
driickt, konnte kein Wachstumsunterschiedes gegeniiber Stimmen mit nur einem Fusions-
protein (AD unfusioniert) festgestellt werden. Die Stimme wuchsen unter gleichen Bedin-
gungen ebenso schwach bzw. langsam. Eine spezifische Interaktion der Fusionsproteine
sollte sich hier anhand eines Wachstumsvorteils zeigen (Grofe der Kolonien auf Fest-
medium nach gleicher Zeit). Es konnte somit keine Assoziation der aSt-Doménen anhand
einer Transkriptionsaktivierung des Reportergens vor Hintergrund beobachtet werden. Im
Vergleich mit anderen stabilisierten, nicht “zusammengehdrigen” Antikdrperdoménen
(V1703, Ohage & Steipe, 1999; V1401, Wirtz & Steipe, 1999; kloniert von Stefan Eimer,

personliche Mitteilung) zeigte sich jedoch eine leichte Aktivierung, die Zellen wuchsen
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etwas schneller bzw. Kolonien wurden etwas friither sichtbar und grofler. Demzufolge liegt
das Assoziationsgleichgewicht bei der intranukledren Konzentration der Proteine weit-
gehend auf der Seite der Monomere, es zeigt sich keine feste Assoziation. Dies wire ideal,
um eine Liganden-induzierte Assoziierung beobachten zu koénnen. Verglichen mit der
Interaktion der Doménen des anti-Fluoreszein-Fv (FlaK, Kap. 2.2) zeigte sich kein signifi-
kanter Unterschied. Allerdings lie sich anhand der schwachen Interaktion keine sichere
Aussage iiber die Funktionalitdt der Dominen in den Konstrukten treffen. Bei einer spezi-
fischen, starken Interaktion (Wachstum bei héheren 3-Amino-1,2,4-triazol-Konzentratio-
nen) konnte man von funktionalen Proteinen ausgehen. Ein Nachweis der Exprimierbarkeit

dieser Fusionsproteine gelang zumindest im Western blot (Kap. 7.8.5).

2.1.4.2.3 in vivo-Effekte in Gegenwart des Liganden

Weiterhin wurde untersucht, ob die Gegenwart des Antigens (wie in vitro, Kap.
2.1.3.4) eine Assoziation der aSt-Fv-Doménen induziert. Mit keinem der getesteten Deri-
vate (Abb. 2.21) konnte eine Verstirkung der Reportergenaktivitit bei Wachstum das Fv-
Dimer-exprimierender Linien auf Liganden-haltigem Medium festgestellt werden. Auch
fiir die Interaktion der Doménen des FlaK-scFv konnte auf Fluoreszeindiacetat-haltigem
Medium kein Signal beobachtet werden.

Bei hohen Konzentrationen der Stilbenderivate (100 uM) kam es unabhingig von
den exprimierten Fusionen zu einer Inhibition des Wachstums. Offensichtlich wirkten die
Azobenzoldervate ab bestimmten Konzentrationen zytotoxisch. Dieser Effekt war bei
zehnfach hoheren Konzentrationen des Acetoxymethyl-glutaroyl-Derivats etwa vergleich-
bar dem von Acetyl-Aminoazobenzol. Dieser Effekt wurde auch fiir andere aromatische
Amine beschrieben und ist auf Nitreniumionen als Stoffwechselzwischenprodukte zuriick-
zufiihren (Ford & Herman, 1992). Offenbar wird das verwendete Acetamid effizienter hy-
drolysiert. Diese Toxizitdt sollte durch Wahl geeigneter Substituenten vermeidbar sein,

welche zellulédr nicht zum freien Amin hydrolysiert werden.

2.1.4.2.4 Diskussion zum Y2H
Abgesehen von der Inhibition bei hoheren Antigenkonzentrationen lie3 sich insge-

samt also weder eine signifikante Interaktion der Doménen der Fv-Dimere {iber dem Hin-
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tergrund nachweisen, noch eine Verstdrkung der Transkription in Gegenwart der Antigene
feststellen. Die moglichen Ursachen konnten zum Teil liberpriift werden. Ein Nachweis der
Expression gelang im Western blot. Die Konzentration der Fusionsproteine am Funktions-
ort im Kern und die Antigenbindung durch die Proteine konnten jedoch im vorliegenden
Format nicht iiberpriift werden. Aufgrund der hohen Aggregationstemperatur und guten
cytoplasmatischen Exprimierbarkeit war von einer ausreichenden Stabilitdt auszugehen.

Eine Beeintrachtigung der Funktion durch die Fusionierung war ebenfalls nicht zu
erwarten. Die Assoziationsfdhigkeit von Proteinen kann beeintrichtigt sein, wenn DB-
oder AD-Fusionen die natiirliche Interaktionsseite eines Proteins ausschlieen oder seine
richtige Faltung behindern (van Aelst et al., 1993). Fiir die verwendeten variablen Anti-
korperdoménen war dies unwahrscheinlich, da sie natiirlicherweise C-terminale Fusionen
tragen (die konstanten Doménen) und ihre Fusionen mit anderen Proteinen flir gewohnlich
funktionsfdhig sind. Speziell im Y2H wurden randomisierte scFv-Fragmente erfolgreich
eingesetzt (Visintin ef al., 2002). Insofern ist auch bei den hier verwendeten Konstrukten
eine Kernlokalisation zu erwarten.

Durch Verwendung des ADHlong-Promotors war eine niedrige intrazelluldre Kon-
zentration der Fusionsproteine beabsichtigt, um grofftmdgliche Sensitivitit zu gewahrlei-
sten. Da in vitro im mikromolaren Konzentrationsbereich eine signifikante Reaktion auf
das Antigen beobachtet wurde, sollte eine stidrkere Expression ohne eine Assoziation der
Doménen in Abwesenheit des Liganden moglich sein. Moglicherweise wére die nicht in-
duzierte Dimerisierung dann auch vom Hindergrundsignal (Kontrolle mit freier DB) unter-
scheidbar. Bei gentligend hohen zelluldren Konzentrationen des Rezeptors 1a6t sich mogli-
cherweise eine Abschwichung des zytotoxischen Effekts durch das Antigen erwarten. In-
sofern wire zur Uberpriifung bzw. Realisierung der Ligandenabhiingigkeit einer Fv-Dime-
risierung in vivo die Expression dhnlicher Konstrkte unter einem etwas stirkeren Promotor

(z.B. ADH anstelle ADHlong) sinnvoll.

2.1.4.3 Untersuchungen mit dem bakteriellen  2hybrid-System
Das bakterielle 2hybrid-System (Bacteriomatch®) erlaubt die Untersuchung der In-

teraktion von Proteinen in E.coli (Dove et al., 1997); als alternatives screening-System
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umgeht es eine Reihe von Nachteilen des yeast2hybrid (Joung, 2001). Es wurde fiir die
Untersuchung der Fv-Dimerisierung im vorliegenden Fall verwendet, da in der E.coli-Zelle
als einfacherem Organismus einige Unwégbarkeiten vermieden werden konnen:
* Es st kein Transport der Fusionsproteine in den Zellkern notig.
* Die zelluldren Mechanismen, auf Chemikalien im Medium zu reagieren, sind in
Bakterien weniger komplex.

* Die Kulturen sind in der Laborhandhabung wesentlich einfacher, etc.

2.1.4.3.1 Konstrukte fur das bakterielle 2hybrid

RpoA-
1 mggsvtefl k prlvdi equs sthakvtlep lergfghtlg nalrrillss
51 npgcavteve idgvl heyst kegvgedile illnlkglav rvqgkdevi l
101 tl nksgi gpv taadithdgd vei vkpghvi chltdenasi snrikvqrgr
151 gyvpastrih seederpigr |lvdacyspv eriaynveaa rveqrtdl dk
201 lviemetngt idpeeairra atilaeqgl ea fvdlrdvrgp evkeekpe

AAGSAAAs/ / NSV
-VL DI VMT/ / KLELK
—-VH EVKLQ / LTVSS

Acl —
1 nstkkkpltq eqgl edarrl k ai yekkknel gl sgesvadk ngnggsgvga
51 I fnginal na ynaal | akil kvsveefsps iareiyenye avsngpslrs
101 eyeypvfshv qagnfspelr tftkgdaerw vsttkkasds afw evegns
151 mtaptgskps fpdgmilvd peqavepgdf ciarl ggdef tfkklirdsg
201 qvfl gpl npg ypm pcnesc svvgkvi asq wpeetfg

AAAs/ / NSRGS SS
-VL DI VMT/ / KLELK
—-VH EVKLQ / LTVSS

Abb. 2.25 Sequenzen der fiir den Bacteriomatch-Interaktionsassay verwendeten Fusionsproteine. Sie be-
standen aus RpoA (oben, gegeniiber natiirlichem Protein C-terminal um 81 AS trunkiert) bzw. Acl und
einer C-terminalen Fv-Domaéne (unterstrichen, durch ihre ersten und letzten 5 AS dargestellt, vollstédndige
Fv-Sequenzen siehe Abb. 2.10). Bei der Klonierung eingefiihrte AS kursiv. Die 4 Kombinationen waren

RpoA-VL, RpoA-VH, AcI-VL, AcI-VH.

Das Prinzip der Interaktionsanalyse ist vergleichbar dem yeast2hybrid. In diesem
Fall liegen auf dem F'-Episom des Reporterstammes proximal der Erkennungssequenz (A-
Operator) die Reportergene amp™® und lac”. Eines der zu untersuchenden Proteine wird C-

terminal an das DNA-bindende Bakteriophagenprotein Acl fusioniert (siche auch Abb.
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2.23). Das andere wird an die N-terminale Doméne der bakteriellen RNA-Polymerase -
Untereinheit (RpoA) fusioniert und konkurriert daher mit der endogenen RpoA im core-
Enzym. Bei Affinitdt der beiden Interaktoren zueinander erhélt die Zelle mit diesen Kon-
strukten einen Wachstumsvorteil auf Selektivmedium mit Carbenicillin.

Um die aSt-Fv-Doménen in dieses Systems einzubringen, wurden ihre Gene mit den
Oligonukleotiden Noti_Vh2.For, Vh_Ecori.rev bzw. Noti_V1.For und V1 _Ecori.rev ampli-
fiziert und tiber Notl und EcoRlI in frame zu den jeweiligen Fusionspartnern in je beide
Vektoren, pBT und pTRG, kloniert (sieche Kap. 9.1.3, Abb. 9.6). Die Sequenzen der
Fusionen von RpoA und Acl mit den C-terminalen V1- bzw. Vh-Doménen sind in Abb.

2.25 dargestellt.

2.1.4.3.2 Anwendung der Fusionsproteine im bakteriellen 2hybrid

Die Expression beider aSt-Fusionsproteine im Reporterstamm ergab keinen Wachs-
tumsvorteil gegeniiber Kontrollinien, in welchen nur der DNA-bindende Acl eine Fusions-
doméne trug (RpoA unfusioniert). Es konnte also in vivo keine Interaktion der Fusions-
proteine vor dem entsprechenden Hintergrund festgestellt werden. Bei Wachstum auf
einem den Liganden PZGA-Ac enthaltenden Medium wurde keine iiber diesen Hinter-
grund hinaus verstérkte Interaktion der beiden Proteine beobachtet. Das gleiche Bild zeich-
nete sich mit den Domédnen des Fluoreszein-bindenden Fv-Fragmentes ab (Kap. 2.2). Eine
Uberexpression der Fusionen durch Induktion mit IPTG, was dieses System ermdglicht,
fithrte zu deutlich schwiacherem Wachstum der Zellinien mit Fusionsproteinen, unabhingig

von der Anwesenheit des Liganden.

Mogliche Ursachen, warum keine Antigen-induzierte Assoziation der Fusionspro-
teine beobachtet werden konnte, wurden mit weiteren Experimenten eingegrenzt.

Um ihre zelluldre Verfiigbarkeit festzustellen, wurden die Konstrukte zunédchst ge-
trennt iiberexprimiert und die Fusionsproteine durch Zellfraktionierung und gelelektropho-
retische Auftrennung charakterisiert. Die AcI-Konstrukte lagen demnach sowohl in der
unloslichen als auch in der 16slichen Zellfraktion vor. Das unfusionierte N-terminale

Fragment der RNA-Pol a war {iberexprimiert gut 16slich. Die Fusionen mit diesem konn-
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ten jedoch weder in der loslichen noch unléslichen Zellfraktion in mit Coomassie nach-
weisbaren Mengen gefunden werden (Abb. 2.26). Da die Ubereinstimmung mit der er-
warteten Gensequenz fiir alle Konstrukte bestitigt wurde, scheint das Problem eher in der
effizienten Faltung der Fusionsproteine zu liegen, moglicherweise aufgrund der ungiin-

stigen Fusionsrichtung.

1234567891011
TR L )

- ol B

12 3 456 7 8 910 11
I

Abb. 2.26 Expression der im Bacteriomatch verwendeten Fusionsproteine (Abb. 2.25) in BL21-Zellen.
SDS-PAGE, Coomassie-gefarbt, links 16sliche, rechts unlésliche Fraktionen nach Zellaufschluf3: Spurl:
Marker, Spuren 2-6: Acl-0, -aStH, -aStL, -FlaKH, -FlaKL, Spuren 7-11: RpoA-0, -aStH, -aStL, -FlaKH,

-FlaKL. Die Banden von 16slichem RpoA-0 und der unldslichen AcI-Fusionen sind gekennzeichnet (>).

2.1.4.3.3 Diskussion zum bakteriellen 2hybrid

Das Bacteriomatch®-System erlaubt in der verwendeten Version lediglich Fusionen
an die C-Termini von Acl und RpoA. Natiirlicherweise liegen die variablen Doménen im
Antikorper N-terminal vor. Wahrscheinlich beeintrachtigt die ungiinstige Doméinenabfolge
Faltung und Loslichkeit der Konstrukte. Dafiir spricht auch die Wachstumsinhibition bei
Uberexpression, die zum Teil zu unldslichem Protein fiihrt. Eine Klonierung in umgekehr-
ter Orientierung, wie sie im yeast2hybrid genutzt wurde, war hier neben der recht aufwen-
digen Durchfiihrung auch aus anderen Griinden nicht sinnvoll. Die N-terminale Doméne
von RpoA interagiert direkt mit der katalytischen UE der Polymerase. Bei Kompetition mit
endogener RpoA wire ein in diesem Bereich verdndertes Protein eher benachteiligt, da der

N-Terminus an der Dimerisierung der Dominen direkt beteiligt ist (zur Struktur des
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Dimers sieche auch IHQM.pdb). Ebenso wiirde eine N-terminale Fusion an den A-Repres-
sor wahrscheinlich dessen Funktion beeintrdchtigen, da dieser Bereich unmittelbar an der
DNA-Bindungsstelle lokalisiert ist (Strukturmodell 1LMB.pdb). Nichtsdestotrotz sollte ein
Interaktionsassay mit N-terminal fusioniertem Acl moglich sein, da dieser nicht mit endo-
genem Protein um die Operator-Bindung kompetieren muf3.

Prinzipiell lieBen sich auch Fusionen mit anderen Proteinen vorstellen, um einen
dhnlichen Interaktionsassay in E. coli zu konstruieren. Fiir eine sequenzspezifische DNA-
Lokalisation in groBeren Genomen sind multiple Zinkfingerdominen geeignet (Beerli &
Barbas, 2002), welche sowohl N- als auch C-terminal fusioniert werden kénnen. Ein Fu-
sionsprotein zur Rekrutierung der RNA-Polymerase liee sich auch mit der w-Untereinheit
der bakteriellen RNA-Polymerase herstellen. Sie wurde bereits erfolgreich fiir dhnliche
Zwecke verwendet. Da ihr knockout in Laborstimmen keinen nachteiligen Phinotyp zu
verursachen scheint, 146t sich eine Kompetition mit endogenem Protein umgehen. Nach
der Kristallstruktur (1HQM.pdb) wiirde allerdings eine N-terminale Fusion auch hier die
Funktion bzw. Bindungsstelle zum core-Enzym deutlich beeintrachtigen, die entsprechen-

den AS sind in der Interaktionsfldche verborgen.

2.2 Fluoreszein-bindendes Fv-Fragment

2.2.1 Design

Als Referenz fiir die in vivo-Untersuchungen mit dem stilbenbindenden stabilisierten
Fv-Fragment aSt wurde ein weiteres cytoplasmatisch exprimierbares funktionales Fv-
Fragment konstruiert. Dazu wurde die Spezifitit des Fluoreszein bindenden mAB 4-4-20
durch CDR-loopgrafting auf scFv-AR {iibertragen. Die Methodik hinsichtlich Feststellung
der antigenkontaktierenden Bereiche und Festlegung der auf das stabilisierte framework zu
iibertragenden AS war analog zu Kap. 2.1.3.2. Der Datensatz 1FL3.pdb (Gibson et al.,
1988) wurde als Strukturmodell des Antikorpers 4-4-20 (Bedzyk et al., 1989) verwendet.
Die Sequenzalignments mit dem resultierenden Fv-Fragment FlaK sind in Abb. 2.27 dar-

gestellt. Die Mutagenese zur Anderung der CDR-Sequenzen erfolgte mit restriction selec-
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tion (Kap. 7.4.4; Wirtz et al., 2003). Hier wurden die Oligonukleotide Flahl, Flah2K,
Flah3 und Flal1-3 verwendet.

VH

01 _50
VH AR M AEVKLQQSGAE LVKPGGSVKL SCKASGYTFT DHVI HWKQR PGQGLEW GY
4-4-20H EVKLDETGGG LVQPGRPMKL SCVASGFTFS DYWWNWRQS PEKGLEW/AQ
Fl akH M AEVKLQQSGAE LVKPGGSVKL SCKASGYTFT DYWWNVWKQR PGQGLEW GQ
nmut . ++++ - - .-+

cons. EVQLQESGGE LVKPGASVKL SCKASGYTFT SYYMNWKOQR PGKGLEW GY

51 __100
VH AR | SP. . GNGHVKY NEKFKSKATL TVDKSSSTAY MQLSSLTSED SAVYYCKRSY
4-4-20H | RNKPYNYETYY SDSVKGRFTI SRDDSKSSVY LOQWNLRVED M3 YYCTGSY
FI akH | RNKPYNYDTYY NEKFKSKATL TVDKSSSTAY MQLSSLTSED SAVYYCTGSY
nmut . B s U ++
cons. I NP. . GNGSTNY NEKFKGKATL TRDKSSSTAY LQLSSLTSED SAVYYCARDY

101 120

VH AR YGSSHVDYWG QGTTLTVSSH HHHHH
4-4-20H YG ..MDYWs QGISVTVSS
Fl akKH YG .. MDYWG QGTTLTVSSH HHHHH
mut . ++++ --
cons. YYSGYFDYWG QGTTVTVSS
VL

01 50
VL-AR M Al VMIQ PSS LSVSLGERVT | SCRASTSVS ... .. NHLAWYQUQKP GQPPKLLI YE
4-4-20L DWMIQTPLS LPVSLGDQAS | SCRSSQSLY HSNGNTYLRWYLQKP GQSPKVLI YK
Fl aKL M Al VMTQ PSS LSVSLGERVT | SCRASQSLV HSNGNTYLRWYQKP GQDPKLLI YK
Mut . -- - -+ 4 A+ - - +
cons. DI VMTQBPSS LSVSLGERVT | SCRASQSVS .. ... SYLAWYQKP G(BPKLLI YK

51 100
VL- AR ASTREPGVPD RFSGSGSGID FTLTI SSVQA EDLAVYYCQQ DHSYPLTFGA
1FLRL VSNRFSGVPD RFSGSGSGID FTLKI SRVEA EDLGVYFCSQ STHVPWIFGG
Fl aKL VSNRFSGVPD RFSGSGSGID FTLTI SSVQA EDLAVYYCSQ STHVPWIFGA
Mut . + + ++ - - e T s = s -
cons. ASNLASGVPD RFSGSGSGID FTLTI SSVEA EDLATYYCQQ DSSYPLTFGG

101

VL- AR GITKLELKHHH HH
1FLRL GTKLEI KRA
FI aKL GITKLELKHHH HH
Mut . --
cons. GIKLEI KRA

Abb. 2.27 Sequenzalignment zur Ubertragung der Spezifitit von 4-4-20 auf Fv-AR durch CDR-
loopgrafting. Sequenzen des stabilisierten framework ”Fv-AR”, des anti-Fluoreszein-mAB 4-4-20,
des resultierenden, chiméren anti-Fluoreszein-Fv ”FlaK” und der Konsensus-Sequenzen Vh bzw.
VK-kombiniert (cons, Steipe, a). Mutationen, welche zur Herstellung von FlaK in FvAR eingefiihrt
wurden, sind mit (+), verbliebene Sequenzunterschiede zu 4-4-20 mit (-) gekennzeichnet, CDRs

iiberstrichen. Das N-terminale Met wurde prozessiert (vgl. Ohage & Steipe, 1999).
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2.2.2 Charakterisierung

Das so hergestellte Antikorper-Fragment (FlaK-scFv) mit den an 4-4-20 adaptierten
CDRs lieB3 sich im Cytoplasma von E.coli gut 16slich exprimieren (Ausbeute 2 mg/l Kul-
tur) und durch IMAC (Kap. 7.8.2) reinigen. Damit war auch hier das loopgrafting unter
Beibehalt der cytoplasmatischen Exprimierbarkeit erfolgreich. Die Aggregationstempera-
tur dieses Antikorperfragments liegt bei 40 °C (Wirtz et al., 2003), es besitzt demzufolge
ebenfalls eine erhohte thermodynamische Stabilitit gegeniiber natiirlichen variablen Do-

manen.
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Abb. 2.28 Fluoreszenzspektren von Fluoreszein (1 nM), Azx = 480 nm, PBS, ohne Protein (O), 4 uM
Flak-scFv (oxidiert, (1), Differenzspektrum (A). Fluoreszein zeigte deutliche abgeschwiéchte Fluoreszenz

in Gegenwart von Flak-scFv.

Zur Untersuchung der Spezifitit wurde in diesem Fall die Fluoreszenz des Antigens
Fluoreszein fiir eine Fluoreszenztitration genutzt. Fiir ein Fluoreszein bindendes Protein
der Lipocalin-Familie wurde ein deutliches Fluoreszenz-quenching infolge Bindung an das

Protein beschrieben (Beste et al., 1999). Bei FlaK-scFv konnte ebenfalls eine solche Ab-
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schwichung der Liganden-Fluoreszenz festgestellt werden (Abb. 2.28), sie wurde zur Be-
stimmung der Affinitdt zu Fluoreszein genutzt (Abb. 2.29). Der Kp-Wert konnte mit Kp =
(932 £ 151) nM bestimmt werden. Hier zeigte sich eine deutliche Verringerung der Affi-
nitit gegeniiber 4-4-20 (K, = 1.7E10 M, entspricht Kd = 5.9 pM). Die Affinitit von 4-4-

20 lieB sich also partiell auf das stabilisierte Fv-framework ibertragen.
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Abb. 2.29 Fluoreszenztitration der Affinitdt von FlaK-scFv (oxidiert) zu Fluoreszein. 1.3 nM Fluoreszein,

PBS, Aex = 490 nm, Agy = 512 nm, Fit fiir bimolekulare Reaktion, Kp = (932 £+ 151) nM.

Die Aufnahme des zellmembranpermeablen ungeladenen Derivates Fluoreszein-
diacetat (FDA) in Bakterienzellen wurde analog zu Kap. 2.1.4.1 untersucht. Hier zeigte
sich die deutlich erhohte intrazelluldre Fluoreszenz des hydrolysierten Derivates nur in
Gegenwart des Fluoreszein bindenden Fv-Fragmentes (Abb. 2.30). Ohne dieses spezifische
Protein lag die Fluoreszenz der Zellen nur geringfiigig erh6ht gegeniiber dem Nullwert

ohne Fluorophor.
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Abb. 2.30 Aufnahme des Fluoreszeinderivats FDA durch BL21-Zellen. Fluoreszenzspektren von Zellsus-
pensionen in PBS (ODgg 0.1) nach Wachstum in 20 pM FDA, Aex = 480 nm. Zellsuspension, FlaK-scFv-
exprimierend mit FDA (O), FlaK-scFv-exprimierend ohne FDA (), ohne Fv-Expression mit FDA (O),
aSt-scFv-exprimierend mit FDA (). Nur Zellen, welche das Fluoreszein-bindende Fv-Fragment expri-

mierten, zeigten erhohte Fluoreszenz.

Die Anwesenheit des FlaK-Fv-Fragmentes war offenbar Voraussetzung fiir eine in-
trazelluldre Retention des Chromophors, da zwischen Zellen mit und ohne diesem Protein
kein Unterschied in der Aufnahme bestehen sollte. Offenbar wurden geniigend hohe zel-
luldre Konzentrationen erreicht, so dal} eine signifikante Fluoreszenz detektierbar war,
obwohl die Fluoreszeinbindung an Flak-Fv zu Fluoreszenz-quenching fiihrt.

Die Doménen dieses Antikorperfragments wurden als Referenzproteine in den in
vivo-Untersuchungen zur ligandenabhingigen Doménenassoziation genutzt (Kap. 2.1.4.2,
2.1.4.3). Dazu wurden sie analog in die Vektoren pPC86VH-AD und pVL-DBleu (Abb.
2.24) bzw. pBT und pTRG kloniert (Abb. 2.25).
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2.3 Konstruktion nanoskopischer biomolekularer Assemblies /

ein in vitro-Interaktionsassay fur Fv-Fragmente *

In einem weiteren Projekt wurde die Dimerisierung von Fv-Fragmenten in vitro in
einem nanomechanischen Sensor angewandt. Dieser sollte vergleichbar mit den in vivo-
Untersuchungen ebenfalls das Konzept der Modularitit eines schaltbaren Elements verkor-
pern. Dazu wurden einzelne Module in vitro zu artifiziellen Komplexen (nanoskopischen
biomolekularen Asssemblies, NBAs) verkniipft. Aufgrund ihres kontextabhingigen Ver-
haltens gestaltet sich die rationale Konstruktion von biologischen Makromolekiilen mit
neuartigen Eigenschaften problematisch (siehe Kap. 1.4.2). Die Konstruktion eines funk-
tionalen NBA sollte jedoch ermdglicht werden, indem durch Verkniipfung verschiedenar-
tiger Biomolekiile die beiden Aspekte der Funktionalisierung und der Strukturierung ge-
trennten Verbindungsklassen zugeordnet werden. Hier wurden die strukturgebenden Ei-
genschaften von Nukleinsduren mit den Funktionen von Proteindoménen kombiniert.
Diese Proteine sollten mit DNA-Gertiststrukturen zur rdumlichen Selbstorganisation in

einem artifiziellen biomolekularen Assembly (NBA) gebracht werden.

2.3.1 Konzept

Das Prinzip der Strukturierung und Selbstorganisation eines NBA wurde zunéchst als
Modellsystem anhand eines Nanosensors verwirklicht. In dem konzipierten Komplex sollte
durch reversible Bindung eines Liganden ein Konformationswechsel induziert werden, der
optisch nachgewiesen werden kann (Abb. 2.31). Der modulare Komplex wurde mit einem
Gertist aus jeweils zwei DNA-Strangen geplant, an welches Antikorperfragmente gebun-
den werden sollten. Dimerisieren die Proteindoménen, so sollte dies durch ein FRET-
Signal von FRET-Donor- bzw. —Akzeptormolekiilen an den Enden der DNA-Stréinge ange-
zeigt werden. Da das FRET-Signal von einzelnen Chromophor-Paaren nachgewiesen wer-

den kann, lassen sich die funktionstragenden Komplexe einzeln betrachten. Durch Immo-

' Die Y-Scharniere und die Fusionsproteine SH, SL betreffende Arbeiten wurden von Dr. Ingo Korndérfer

und Dr. Yali Chen in der AG von Dr. Steipe am Genzentrum der LMU Miinchen durchgefiihrt.
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bilisierung der Assemblies sollte sich das ”On-Off”’-FRET-Signal iiber die Zeit fiir ein ein-
zelnes molekulares Reaktionspaar verfolgen lassen.

Dem Konzept liegt die Verallgemeinerung eines Prozessors zugrunde, eine Vorrich-
tung, welche eine Eingabe in eine Ausgabe umwandelt. Dieser Informationsprozessor ist
hier gleichzeitig ein Sensor, das Eingabesignal wird an einem Detektor empfangen, iiber

einen Modulator transformiert und ein Signal von einem Effektor ausgegeben.

Donor

FRET

\I

Ligand

Akzeptor

Abb. 2.31 Schema eines Biosensors, der auf Ligandenbindung mit erhohter FRET-Effizienz reagiert. An
strukturgebende, scharnierartige DNA-Strénge sind terminale Fluoreszenzchromophore (Donor bzw. Ak-
zeptor) gekniipft, an die DNA gebundene, dimerisierende Proteine versehen das Konstrukt mit einer

Ligandenerkennungs-Funktion (nach B. Steipe).

Der vorgeschlagene Aufbau sollte sich aufgrund seiner Modularitit fiir eine Vielzahl
von Anwendungen anpassen lassen. Ein Konformationswechsel des Konstrukts sollte
durch reversible Bindung eines Liganden stabilisiert und mittels optischer Spektroskopie
detektiert werden. Der spezielle Autbau nutzt die Assoziation der Fv-Domédnen von Anti-
korpern als Dimer mit einem Liganden. Diese Bindung des Liganden ist ebenso wie die
Dimerisierung ein reversibler Vorgang. Als Detektorelement wird ein Fv-Dimer verwendet
(Kap. 2.3.2.3); seine Dimerisierungseigenschaften dienen gleichzeitig als Modulator. Des-
sen beide Domidnen werden genetisch an je eine Zinkfinger-Doméne fusioniert (Kap.
2.3.2.2). Dies ermoglicht ihre sequenzspezifische Bindung an ein DNA-Geriist (Kap.
2.3.2.5.2), in welches entsprechende Zinkfinger-Erkennungssequenzen inkorporiert wer-

den. Das Signal sollte durch die DNA-Stringe (Transducer) auf das Donor-Akzeptor-
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FRET-Paar als Effektor tibertragen werden. Bei der Synthese der Oligonukleotide fiir die-
ses DNA-Scharnier werden an den gegeniiberliegenden Enden geeignete Fluoreszenzfarb-
stoffe gekoppelt (Kap. 2.3.2.1). Nach Assemblierung des gesamten Komplexes sollte durch
Antigenbindung am Fv-Fragment eine Konformation stabilisiert werden, welche die
Chromophore in rdumliche Néhe bringt. Die Bestimmung der Effizienz des Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfers (FRET, Kap. 2.3.3), die ein MaB fiir den Abstand der Chro-
mophore darstellt, wiirde dementsprechend einen Riickschluf auf den Assoziationszustand
der Fv-Dominen ermdglichen. Durch die Untersuchung der spektroskopischen Eigen-
schaften einzelner Komplexe sollte Einblick in die Populationsverteilung des Chromophor-
abstandes gewonnen werden (Kap. 2.3.3). Die Hiufigkeit einer geringen Distanz sollte sich

iiber eine Erhohung der Antigenkonzentration steigern lassen.

2.3.2 Design und Konstruktion

2.3.2.1 Design der DNA-Scharniere

Die Oligonukleotide fiir DNA-Strange wurden gezielt nach der konzipierten Struktur
entworfen. Je nach Konstrukt sollten diese zu zwei oder drei Doppelstrangen (ds) hybridi-
sieren, die durch flexible Einzelstrangbereiche (ss) verbunden sind (Abb. 2.32). Fiir die
DNA-Scharniere ”U”, ”V”, ”Y3” und Y 10” (Nomenklatur nach Kolb, 2002) wurden
synthetische Oligonukleotide entworfen: TMR-P53-8T-ZIF268, CY5-ZIF268-8T-P53 fiir
”V”, zusitzlich TMR-P53, Zif268-OL fiir ”U”, sowie Yt, Yb, Yc, YO fiir ”Y3” und zu-
satzlich B-7T, Cy5-7T fiir ’Y10” (Kap. 6.2.2.5). An zwei Enden pro Scharnier wurden die
FRET-Donor- bzw. -Akzeptor-Fluorophore Tetramethylrhodamin (TMR) und Cyanin5
(Cy5) chemisch gebunden (zu physikochemischen Daten der Chromophore sieche auch
Tabelle 7.1). Die Auswahl speziell dieser Chromophore erfolgte im Hinblick auf die An-
forderungen durch die Untersuchungsmethode single pair-FRET-Spektroskopie (spFRET,
siche Kap. 2.3.3 bzw. 7.10.3). Diese 5'-Fluorophorverkniipfungen erfolgten fiir TMR mit
einem Cs-linker, fiir Cy5 mit einem Cg-Linker. Die FRET-Effizienz gewéhrte so eindimen-
sionale Einsicht in die molekulare Anordnung der Scharniere. Am dritten Arm des Y3-

Konstrukt gekoppeltes Biotin ermoglichte seine Immobilisierung an Streptavidin. Zum
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Verstandnis der unterschiedlichen Hybridisierungsstrukturen findet sich in Abb. 2.32 eine
schematische Darstellung.

Zur Ankniipfung von Proteinen an die DNA-Scharniere wurden zwei Erkennungsse-
quenzen von Zinkfinger-Doménen in die doppelstrangigen Bereiche inkorporiert. In rdum-
lich gerichteter Weise konnten so eine Zif268-Doméane und eine Mutante mit verédnderter

Spezifitit, welche die p53-Sequenz erkennt, die DNA komplexieren (siche dazu auch Abb.
2.33; Wolfe et al., 1999).

2 2
4?)0» & o %G‘» & o
AQ)\( ) c«?’)\c/) é:bib?»y C’%@
‘<9\(O<7} é&f’p ‘(‘)07)\ égfy
N& & R &
%Q%‘\(‘YV A’SSJ bf&b 6\4(59
Loyt Loyt
7y 7y
% O 1% fO
Brie 55 & Mg:%"
Q%%"Cq C(;KFP g%) \b%chq dpﬁ} o2
LS, o 4&35) \/8"%% C cjf“((f)
R e R
bopce %P b FoP
%‘6 ﬁop 8% % 4
Pk %{Q 5
>
Eg < J
£3 29
' i
i '
e

Abb. 2.32 Hybridisierungs-Schemata der DNA-Scharniere: V (oben links), U (oben rechts), Y3 (unten

links), Y10 (unten rechts). Die Erkennungssequenzen der Zinkfinger in den schrig dargestellten Berei-
chen sind schwarz umrahmt (Kolb, 2002).

2.3.2.2 Design der DNA-bindenden Fusionsproteine

Die funktionstragenden Proteine wurden als Fusionen eines Zinkfingers mit einer va-

riablen Antikorperdoméne konzipiert. Zur Verwendung mit den zweiarmigen DNA-Kom-
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plexen U und V wurden die variablen Doménen des mAB 1C10 (Wahyono et al., 1990) an
einen C-terminalen Zinkfinger wie folgt fusioniert: 1C10VI1-P53zf (WL) resp. 1C10Vh-
7if268 (WH, Abb. 2.35). Das Fv-Fragment dieses mAB bindet Digitalis-Glycoside
(Lemeulle ef al., 1998). Es besitzt eine flinffach hohere Affinitdt zu Lanatosid C (LC) als
zu Digoxin (Dig, Abb. 2.34). Beide Dissoziationskonstanten liegen im nanomolaren Be-
reich. Das strukturell &hnliche Ouabain wird jedoch nicht gebunden. Mit den DNA-Schar-
nieren Y3 und Y10 wurden Fusionsproteine kombiniert, welche die stabilisierten Domédnen
des anti-Digoxin-Fv-Fragmentes aDX enthielten (siehe hierzu Kap. 2.3.2.3). Das Fusions-
protein SH (aDXh-Zif268) war analog zu WH, im dazugehorenden SL (P53zf-aDXVI) lag
die VI-Doméne jedoch C-terminal (Abb. 2.35).

TMR . VL @ Cy5

p53zf Zif268

™R VL VH @ Cy5

p53zf Zif268

’ Biotin

Abb. 2.33 Schematische Darstellung der NBAs. Links U-Scharnier mit den Fusionsproteinen WL (VI-
P53zf) und WH (Vh-Zif268); (V-Scharnier analog mit Doppelstrang-/inker, siche Abb. 2.32), rechts Y3-
Scharnier mit den Fusionsproteinen SL (P53zf-V1) und SH (Vh-Zif268); (Y 10-Scharnier analog mit lan-

geren linker-Regionen). Die Scharniere unterscheiden sich in den Orientierungen der Fusionsproteine.
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Abb. 2.34 Links: Die Digitalis-Cardenolide Digoxin (R; = R, = H) und Lanatosid C (R; = O1-glucosyl,
R, = acetyl). Die Unterschiede beschrinken sich auf den Kohlenhydrat-Teil. Rechts: Das von 1C10 nicht
gebundene Strophantus-Cardenolid Ouabain.

Somit wiesen in den Komplexen U und V die Antikdrperdoménen der gebundenen
Proteine in Richtung der Chromophore. Dagegen war in den Y-Komplexen die Vh-

Domaine zur Scharniermitte gerichtet, die VI-Domine zum TMR-Chromophor (Abb. 2.33).
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Abb. 2.35 Sequenzen der aDX-Zinkfinger-Fusionsproteine. Zinkfingersequenzen unterstrichen.
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2.3.2.3 Konstruktion eines stabilisierten Digoxin-bindenden Fv-Fragments

Um stabilisierte, im reduzierten Zustand effizient faltende Antikdrperdoménen mit
natiirlichen auf ihre Funktion in den NBAs hin vergleichen zu konnen, wurden stabilisierte
Varianten von 1C10 hergestellt. Die Spezifitit wurde durch CDR-loopgrafting auf das
rational stabilisierte Fv-Fragment Fv-AR analog zu Kap. 2.1.3.2 iibertragen. Zum Zeit-
punkt dieser Experimente gab es kein experimentell bestimmtes Strukturmodell des mAB
1C10. Deshalb wurden zur Festlegung der zu tibertragenden AS-Positionen Strukturmo-
delle von variablen Doménen hochster Sequenzidentitit verwendet; 1KNOa.pdb (VI-Do-
mine), lA3Lh.pdb (Vh-Doméne). Durch Vergleich von 1C10 mit Fv-AR und den Modell-
proteinen wurden die Sequenzunterschiede analysiert. Anhand der Strukturmodelle wurde
die anzunehmende Position der jeweiligen Aminosdure in 1C10 ermittelt. Bei Kontakt zur
Antigenbindungstasche oder Relevanz fiir eine alternative Peptidstruktur wurde diese Po-
sition zur Mutagenese in Betracht gezogen (Abb. 2.36). Zur restriction selection-Mutage-
nese des Vektors pTscFv-AR wurden die Oligonukleotide DigcdrH1.rev -H3.rev und
DigcdrL1.rev -L3.rev verwendet. Das durch loopgrafting hergestellte chimére Fv-Frag-
ment lieB sich mit einer Ausbeute von 0.7 mg/l Kultur cytoplasmatisch exprimieren und
durch IMAC (Kap. 7.8.2) reinigen. Die Aggregationstemperatur des reduzierten scFv-
Fragments lag bei 39.6 °C, das Protein besitzt also eine erhdhte thermodynamische Stabi-
litdt, diese ist jedoch gegeniiber der des framework scFv-AR (48°C) deutlich reduziert
(Kap. 2.1.3; Wirtz et al., 2003).

Die Bindung des Antigene (LC oder Dig) an das synthetische aDX-Fv fiihrte zu
deutlicher Abschwichung der intrinsischen Tryptophan-Fluoreszenz. Ein solcher Effekt
wurde auch bei Proteinen anderer Strukturklassen mit Affinitdt zu derartigen Steroiden
festgestellt (Schlehuber et al., 2000). Dies wurde zur Messung der Affinitdt des Proteins zu
LC durch Fluoreszenztitration genutzt (Abb. 2.37, Kap. 7.10.2.2).
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VH 01 50
VH AR  NMA EVKLQQSGAE LVKPGGSVKL SCKASGYTFT DHVI HWKOR PGQGELEW GY
1C10vh QVQAAESGAE LVRPGISVKI SCKASAYSLT NYW.GAYKQR PGQGLEW GD
1A3L h QVQLGGSGPE LVRPGISVKI SCKASGYTFT NYW.GWKQR PGHGFEW GD
aDxh MA EVKLQQSGAE LVKPGGSVKL SCKASGYTFT NYW.GWKQR PGQGLEW GD
cons. EVQLQeSGE LVKPGSVKL SCKASGYTFT SYYMhW/KOQR PGKGELEW GY
S - - - - -t - +
51 _100
VH AR | SPGNGHVKY NEKFKSKATL TVDKSSSTAY MQLSSLTSED SAVYYCKRSY
1C10vh | YSGGGYTNH NEKFKGKASL TADTSSSTAY MALSSLTPED SAVYFCVRSG
1A3L h I YPGGVYTTN NEKFRGKAI L TADTSSSTAY MALSSLTSED SAVYFCARAG
abDXh | YSGGGYTNH NEKFKSKATL TVDKSSSTAY MQLSSLTSED SAVYYCKRSG
cons. | NPGNGSTnY NEKFKGKATL Tr DKSSSTAY | QLSSLTSED SAVYYCARAY
++ + ++++ - - - - - - -+
101 125
VH AR YGSSHVDYWG QGTTLTVSSH HHHHH
1C10vh PYDYDEVYWG QGTLVTVSA
1A3L h GYYTGCEYWG QGTSVTVSS
abX h PYDYDEVYWG GQTTLTVSSH HHHHH
cons. Yy SGYFDYWG QGTTVTVSS
+++++++ -- -
VL 01 _50
VL- AR MA | VMIQ PSS LSVSLGERVT | SCRASTSVS NHLAWYQQKP GOQPPKLLI YE
1C10vl DI QMITQTPSS LSASLGERVS LTCRASQDI G SSLNW.QQEP DGTI KRLI YA
1KNO a QVQUITQSPSS LSASLGERVS LTCRASCQEI S GYLSW.QQKP DGTI KRLI TA
abXx | MA | VMIQ PSS LSVSLGERVT | SCRASQDI G SSLNW.QQKP GOQPPKRLI YA
cons. DI VMIQSPSS LSVSLGERVT | SCRASQSVS sYLAWQXKP GQSPKLLI Yk
- - - - - -- ++++ ++ + + - ---- + +
51 100
VL- AR ASTREPGVPD RFSGSGSGID FTLTI SSVQA EDLAVYYCQQ DHSYPLTFGA
1C10vl TSSLDSGVPK RFSGSRSGSD YSLTI SSLES EDFGDYYCLQ YASSPWIFGG
1KNO a ASTLDSGVPK RFSGSRSGSD YSLTI SSLES EDFADYYCLQ YASSPYTFGG
abXx | TSSLDSGVPD RFSGSRSGID YTLTI SSVQA EDLAVYYCLQ YASSPWIFGA
cons. ASNLASGVPD RFSGSGSGID FTLTI SSVEA EDLAt YYCQQ DSSYPLTFGG
+ ++++ - + - +- --- --- + ++ + + -
101 112
VL- AR GTKLELKHHH HH
1C10vl GRKLEI K
1KNO a GTKLEI L
abDX | GTKLELKHHH HH
cons. GTKLEI KRA

Abb. 2.36 Sequenzalignment zur Ubertragung der Spezifitiit von 1C10 auf Fv-AR durch CDR-loopgraf-
ting. Sequenzen des stabilisierten frameworks “Fv-AR”, des anti-Digoxin-mAB 1C10, der Strukturmo-
delle 1A3L(Vh), IKNO(VI), des resultierenden, chiméren anti-Digoxin-Fv ”aDX” und der Konsensus-
Sequenzen Vh bzw. VK-kombiniert (cons, Steipe, a). Mutationen, welche zur Herstellung von aDX in
FvAR eingefiihrt wurden, sind mit (+), verbliebene Sequenzunterschiede zu 1C10 mit (-) gekennzeichnet,

CDRs iiberstrichen. Das N-terminale Met wurde prozessiert (vgl. Ohage & Steipe, 1999).
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Abb. 2.37 Fluoreszenztitration zur Bestimmung der Affinitit des oxidierten anti-Digoxin-scFv aDX zu

Lanatosid C (LC). 1 uM Protein, 1 % DMF, Asx = 280 nm, Agv = 350 nm, Kp = (7.3 £ 0.3) pM.

Im Vergleich zu 1C10 war die ermittelte Dissoziationskonstante mit Kp = (7.3 £ 0.3)
UM um drei GroBenordnungen erhoht. Lemeulle ef al. (1998) bestimmten die Affinitét des
scFv von 1C10 durch Kompetitions-ELISA mit Kp = (2.5 £ 0.5) nM. Die Spezifitit des
Antikorpers 1C10 zu LC konnte also mit verminderter Affinitdt auf das cytoplasmatisch

exprimierbare aDX-Fv-Fragment iibertragen werden.

Da zum Design der Mutationen fiir das loopgrafting die Nutzung eines experimen-
tellen Strukturmodells nicht moglich war, wurden hier moglicherweise nicht alle fiir eine
effiziente Antigenbindung notwendigen Positionen einbezogen. Die Feststellung von Posi-
tionen, welche an der Antigenbindung beteiligt und daher zu iibertragen sind, ist anhand
eines solchen Modells recht einfach. Gerade Haptene wie das Digoxin werden von Anti-
korpern oft in tiefen Kavitdten gebunden, an deren Kontaktfliche auch Nicht-CDR-Seiten-
ketten beteiligt sind (MacCallum et al., 1996). Eine Modellierung anhand der Struktur ho-

mologer Proteine (Schwede et al., ) war zur Bestimmung antigenkontaktierender AS nicht
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verwertbar. Die putativen Kontaktregionen wurden nur anhand der Sequenz- und Struktur-
alignments von Proteinen mit hoher Sequenzidentitdt ermittelt (Abb. 2.36). Diese Vor-
gehensweise ist offenbar weniger effizient fiir den Erhalt der Affinitét als die Verwendung
eines experimentellen Strukturmodells wie im Fall des Stilben-bindenden mAB 19G2
(Kap. 2.1.3.2). Andererseits ist das Erreichen der nanomolaren Dissoziationskonstante von
1C10 bei tiefgreifenden framework-Verdnderungen ohnehin weniger wahrscheinlich, als
die Konservierung einer schwicheren Affinitit. Moglicherweise spielen fiir die Affinitit
von 1C10 auch AS-Kontakte zur Doménenadjustierung eine Rolle, die im Templat scFv-
AR nicht nachvollzogen werden.

DaB die Spezifitit auf das stabilisierte Fv auch ohne Kenntnis einer Kristallstruktur
des Antigen-Antikorper-Komplexes von 1C10 iibertragen wurde, bestétigt die Robustheit
der loopgrafting-Methode. Ein Grofteil der entscheidenden AS-Positionen wurde also mit

den Alignments identifiziert und libertragen.

2.3.2.4 Herstellung der Fusionsproteine

Das Gen von Zif268 wurde mit den Oligonukleotiden 5P-zif.for und 3P-zif.rev aus
einer Maus-cDNA-Bank (zur Verfiigung gestellt von Dr. Adelheit Dinkel, AG Grossched],
Genzentrum der LMU, Miinchen) amplifiziert. Die Gene der stabilisierten aDX-Doménen
wurden mit den Oligonukleotiden Spvhzif, vh3pzif bzw. zif5pvl, zifvl3p amplifiziert, das
Zinkfinger-Gen entsprechend mit vh5pzif, vhzif3p bzw. Spzifvl und zif3pvl. Diese prima-
ren Produkte wurden durch zweistufige PCR fusioniert und iiber Ncol / BamHI in den
Vektor pET15b kloniert. Der Zinkfinger mit zur p53-Sequenz verdnderter Spezifitdt wurde
durch drei aufeinanderfolgende zweistufige PCR-Schritte hergestellt und in die jeweiligen
Vektoren im Austausch gegen Zif268 kloniert. Die Gene der variablen Doménen von
1C10 wurden aus dem Vektor BM28 mit den Oligonukleotiden 1cl10h.For,
1C10H_BpulOlLrev, 1c10l.For, IC10L_Sacl.rev amplifiziert und iiber Ncol und Bpul01
bzw. Sacl als Fusionen an die Zinkfinger im Austausch gegen die stabilisierten Doménen

in den pET15b-Derivaten kloniert (Klonierungsschemata siche Kap. 9.1.5, Abb. 9.8).
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Die Reinigung der Fusionsproteine gelang iiber in E.coli exprimierte inclusion
bodies (Kap. 7.7.2). Die im denaturierenden Puffer solubilisierten Polypeptide konnten in
vitro rickgefaltet werden (Kap. 7.8.3). Der dazu verwendete Puffer ROAMG (Kap. 7.8.3)
wurde durch Vergleich von verschiedenen Riickfaltungsbedingungen optimiert (nach Arm-
strong et al., 1999). Nach dem Waschen der inclusion bodies verbliebene Verunreini-
gungen an zelluldren Proteinen prézipitierten zum groBten Teil im Faltungsschritt sowie
der anschlieBenden Dialyse. Die Fusionsproteine konnten so, je nach Konstrukt, zu 90 bis
95 % Reinheit erhalten werden. Den grundsétzlich verschiedenen Redoxbedingungen, wel-
che Ig-Domidnen und Zinkfinger zur Funktion bendtigen, wurde hierbei keine Rechnung
getragen. Die Experimente fanden in reduzierendem Milieu statt, um eine Quervernetzung
iiber Cystine zu vermeiden. Zinkfinger-Dominen benétigen reduzierte Cysteine zur Zn*'-
Komplexierung als Voraussetzung ihrer DNA-Bindung. Thre Strukturbildung und Funktio-
nalitdt konnte anhand ihrer Bindung an die DNA-Strukturen iiberpriift werden (Kap.
2.3.2.5.2). Eine effiziente Faltung natiirlicher Fv-Doménen unter Ausbildung der intra-
chenaren Disulfid-Briicke erfordert fiir gewohnlich oxidierende Bedingungen. Daher war
nach dem Riickfaltungsschritt nicht von korrekter Strukturbildung der 1C10-Doménen
auszugehen. Fiir die stabilisierten aDX-Dominen, welche sich unter den reduzierenden
Bedingungen im Cytoplasma von E. coli 16slich und funktional exprimieren lassen, konnte
dagegen das Vorliegen einer korrekt gefalteten Struktur angenommen werden. Die Funk-
tion der Ig-Domainen in den Fusionsproteinen als Antigen bindende Module sollte durch

Untersuchung im Kontext der NBAs erfolgen (Kap. 2.3.3.1, 2.3.3.2).

2.3.2.5 Konstitution der Nanoassemblies

Die NBAs wurden jeweils schrittweise aufgebaut. Nach DNA-Hybridisierung (Kap.
7.9.1) erfolgte die Bindung der Zinkfingern-Fusionsproteine (Kap. 7.9.2). Danach wurden
die Komplexe mit nativer Gelelektrophorese analysiert (Kap. 7.9.3) bzw. durch Extraktion
relevanter Banden gereinigt. Die Antigenreaktion erfolgte jeweils direkt vor der spFRET-

Messung (Kap. 2.3.2.5.3).

2.3.2.5.1 DNA-Hybridisierung

79



Ergebnisse

Das annealing der DNA-Strange (Kap. 7.9.1) fiihrte zu gegeniiber dem Einzelstrang
verringerter elektrophoretischer Mobilidt des resultierenden partiellen Doppelstranges fiir
alle beschriebenen Konstrukte. Der Doppelstrangcharakter wurde weiterhin anhand der
erhohten Ethidiumbromid-Bindekapazitit verglichen mit den einzelstrangigen Oligonu-

kleotiden deutlich.

Abb. 2.38 Gel-Retardationsassay der NBAs (V-DNA) mit bzw. ohne komplexierendes Protein. 8 % Poly-
acrylamid; Laufrichtung nach unten; links: Coomassie-Fiarbung; rechts: EtBr-Farbung; Spur 1: DNA V
(siche Abb. 2.32) mit den Proteinen WH und WL (siche Abb. 2.35); Spur 2: DNA V mit WH; Spur 3:
DNA V. Die unterschiedliche Laufweite der Komplexe mit zwei Proteinen, der mit einem und der freien

DNA-Scharniere ist gekennzeichnet (>).

2.3.2.5.2 Komplexierung der Proteine an der DNA

Die Inkubation der gefalteten Fusionsproteine mit den DNA-Scharnieren (Kap.
7.9.2) fiihrte zur Bildung eines Komplexes mit weiter verringerter Mobilitdt im nativen
Gelshift-Assay (Kap. 7.9.3). Diese Komplexe konnten durch Anfarbung sowohl mit Coo-
massie Blue R-250 als auch Ethidiumbromid nachgewiesen werden (Abb. 2.38). Die
Komplexbildung mit nur je einem der beiden Proteine fiihrte zu einem intermedidren
Laufverhalten im Gel. Daraus lie sich auf unabhingige und spezifische Bindung beider

Zinkfingerdoménen an ihre jeweiligen Erkennungssequenzen schlieBen. Die Komplexie-
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rung mit Fv-Zinkfinger-Fusionen verlieh dem System den Charakter eines Biosensors, der

auf Antigenbindung mit erhohter FRET-Effizienz reagieren sollte (Kap. 2.3.3).

2.3.2.5.3 Antigenbindung

Die Bindung des Antigens durch die DNA-gekoppelten Fv-Fragmente erfolgte nach
einfachem Mischen der Antigen-haltigen DMF-L6sung zu den gereinigten Komplexen.
Fiir U- und V-Scharniere wurde LC als Ligand verwendet. Seine Endkonzentration lag bei
2 mM im jeweiligen Puffer mit 2 % DMSO. Y3-Komplexe wurden mit 2 mM Dig oder
Ouabain, 2 % DMF, Y10 in Gegenwart von 5 mM Ligand, 5 % DMF vermessen. Um effi-
ziente Bindung zu ermoglichen, wurde die Inkubationszeit zwischen 5 min im Fall der
aDX-Doménen (Y3 und Y10-Scharniere) und 24 h fiir die 1C10-Doménen (U- und V-
Komplexe) variiert. Nach diesen Zeiten ergaben sich in den jeweiligen Experimenten keine

weiteren Verschiebungen der Populationsstatistiken (Kap. 2.3.3).

2.3.2.6 Diskussion zur Konstruktion der NBAs

Die von der Natur vor allem als Informationsspeicher genutzte DNA wurde im Rah-
men der vorliegenden Arbeit zur Organisation der Assemblies verwendet. DNA-Oligonu-
kleotide als Geriiststruktur boten eine Reihe von Vorteilen. Ihre Synthese und die spezifi-
sche Chromophoranbindung sind mit den Methoden der heutigen Chemie sehr einfach und
gezielt durchfithrbar. Die Doppelstrang-Hybridisierung als spontaner, strukturbildender
Prozef3, aber auch weitere Schritte wie Proteinbindung waren unter milden physiologischen
Bedingungen moglich. Die sequenzabhingige Hybridisierung komplementérer Stringe
ermoglichte im Design eine Unterteilung in rigide doppelstrangige Bereiche und flexible
nicht komplementire Scharnierregionen. Auf vergleichbare Art wurden bereits eine Reihe
von Strukturen entwickelt, welche DNA zur Verkniipfung und Anordnung anderer Kom-
ponenten nutzen (siche Zitationen in Seeman, 1998). Die Sequenzinformation der doppel-
strangigen Teile diente weiterhin der spezifischen Lokalisation von Proteinen an dem
Nukleinsduregeriist.

Zur Verkniipfung von Proteinfunktion und DNA boten sich Zinkfingerdoménen an.
Da sie auch in der Natur als kovalent-repetitive Einheiten auftreten, was die Erkennung

asymmetrischer Sequenzen ermdglicht, sind sie zur Konstruktion DNA-bindender Fakto-
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ren besonders geeignet. IThre Modularitit in Funktion und Struktur ist der entscheidende
Vorteil bei der Verwendung in artifiziellen Systemen gegeniiber anderen Proteinen, welche
DNA mit nichtmodularen Doménen zumeist als Dimer binden (Beerli & Barbas, 2002).
Natiirlicherweise sind diese Doménen in einer Vielzahl verschiedener Multidoménenpro-
teine zu finden. Die gezielte kiinstliche Bindung von anderen Proteinen iiber Zinkfinger an
DNA wurde sehr erfolgreich zur Konstruktion verschiedenartiger intrazelluldrer Tran-
skriptionseffektoren verwendet (ebenda).

Auch in vitro-Anwendungen von Zinkfingern zur Selektion verdnderter Spezifititen
sind bekannt (Rebar & Pabo, 1994). Thre Verwendung zur Lokalisation in artifiziellen
Komplexen wie NBAs wurde jedoch bislang nicht beschrieben.

Durch genetische Fusion dieser Proteine mit Antikdrperdoménen gelang es, den
DNA-Scharnieren eine antigenbindende Funktion zu geben. Die Separation der DNA-Bin-
dungsstellen verkniipfte die Fv-Doménenassoziation mit einer rdumlichen Anndherung der
DNA-Arme des Gerlists. Somit konnte dem Komplex eine antigenabhidngige Reaktion
verliehen werden, welche sich iiber DNA-gekoppelte Chromophore spektroskopisch analy-
sieren lie. Damit wurde eine neue Methode der Verkniipfung von molekularer Erkennung

mit makroskopischer Detektion realisiert.

2.3.3 Charakterisierung durch Einzelmolektl-FRET-Spektroskopie

Zur Charakterisierung der NBAs sollte die Detektion von Konformationsdnderungen
innerhalb eines Makromolekiils mit hoher Sensitivitdit moglich sein. Fiir die Messung von
Abstéinden im Bereich von 10-100 A unter diesen Anforderungen hat sich die Nutzung des
Energietransfers nach Forster (FRET) bewidhrt (Forster, 1946; Selvin, 1995). Da seine
Messung unter physiologischen Bedingungen durchgefiihrt werden kann, hat sich die
Technik auch in der Biologie und Biochemie durchgesetzt. Bei dem strahlungslosen Ener-
gietransfer wird iiber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen Energie von einem Donormolekiil
auf ein Akzeptormolekiil iibertragen. Die Effizienz des Transfers ®@ggt ist sensibel (mit

der sechsten Potenz) fiir die Distanz R (Gl. 2.16).

GL216 D, =1 /(1 + (R/RO)6)
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Ry als Abstand, bei welchem die Effizienz 50 % betragt, stellt eine Funktion der Do-
nor- und Akzeptoreigenschaften und der Orientierung ihrer Ubergangsdipolmomente dar

(Gl. 2.17; Yang & Millar, 1997).
GL2.17 RS =8.79?107 20, % 277" 2J(A) [AY

In die Berechnung dieses Abstandes gehen die spektrale Uberlappung J(A) der Do-
noremission mit der Akzeptorabsorption, die Fluoreszenzquantenausbeute des Donors
(®Pp), der Refraktionsindex n des Mediums und ein geometrischer Faktor k* ein, der die
Orientierung der Ubergangsdipolmomente beschreibt. In Losung liegen die Molekiile in
einer Vielzahl von Orientierungen vor. Durch Mittelung iiber diese ergibt sich K = 2/3, K
kann Werte zwischen Ound 4 annehmen. Typische Werte fiir Ry liegen zwischen 30 und
70 A, fiir das verwendete Chromophorpaar TMR und Cy5 betrigt R, = 53 A.

Mit der Entwicklung der Einzelmolekiilspektrokopie ist auch der Nachweis des
Energietransfers zwischen einzelnen Molekiilen moglich (Ha et al., 1996; Schlichting et
al., 1999). Sie erlaubt, im Gegensatz zur konventionellen Ensemble-Spektroskopie, die
Verteilung von Molekiileigenschaften inhomogener Systeme zu messen. Dabei kann die
Verteilung entweder statisch (Craig et al., 1996) oder dynamisch sein (Geva & Skinner,
1998). Die Aufnahme stochastischer Trajektorien von Einzelmolekiileigenschaften in
Echtzeit erlaubt eine statistische Analyse (Lu et al., 1998). Dadurch werden detaillierte
Aussagen iiber unterschiedlich reagierende Molekiile aufgrund ihrer unterscheidbaren
spektralen Eigenschaften moglich. Durch die Mittelung eines MeBwertes aufgrund der
Detektionsmethode konnte eine vollstdndige Umsetzung mit einer kleinen Signaldnderung
zu einem dhnlichen Resultat fiihren, wie eine partielle Umsetzung mit verhéltnisméBig

starkerem Signal. Anhand von Populationsstatistiken lassen sich diese Félle unterscheiden.

Die single pair-FRET (spFRET)-Spektroskopie wurde an den hier beschriebenen
Nanoassemblies von Frau Pamela Kolb in der Arbeitsgruppe von Prof. Christoph Brauchle,
Institut fiir Physikalische Chemie, Department Chemie der Ludwigs-Maximilians-Univer-

sitdt Miinchen durchgefiihrt (sieche auch Kap. 7.10.3; Kolb, 2002).
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Die konstruierten DNA-Scharniere wurden auf Verdnderungen ihrer FRET-Effizien-
zen in Abhéngigkeit von gebundenen Proteinen und deren jeweiliger Reaktion mit Ligan-
den untersucht (Kap. 2.3.3.1, 2.3.3.2). Zum Vergleich wurden die ermittelten FRET-Effi-
zienzen gegen ihre Haufigkeit aufgetragen (Abb. 2.39, Abb. 2.40). An die Daten wurden
GauB-Verteilungen angepallt, um die verschiedenen Populationen mathematisch zu analy-

sieren. Die ermittelten Daten sind in Tabelle 2.4 zusammengefalit.

2.3.3.1 Komplexe mit Wildtyp -Doméanen (1C10-Fv)

Die Untersuchungen ergaben fiir die freie U-DNA eine breite Verteilung des FRET-
Signals mit einer Halbwertsbreite von 45 % (Abb. 2.39, Tabelle 2.4), die auf hohe Flexibi-
litdt des 8 Nukleotid (nt)-Einzelstranglinkers schlieBen lie. Die Bindung der Proteine WL
und WH fiihrte zu deutlicher Einschrankung dieser Flexibilitdt, wie die schmalere Vertei-
lung (Halbwertsbreite 20 %) mit einem Maximum (Max.) bei 0 % und das Fehlen von
Molekiilen mit FRET-Effizienzen iiber 60 % anzeigten. Weniger ausgeprigt war dieser
Effekt, wenn nur ein Protein gebunden wurde (Max. 7-10 %, Halbwertsbreite 31-35 %).

Fiir den Komplex V konnte die Bindung der Proteine nicht deutlich beobachtet wer-
den, da bereits das FRET-Max. der unkomplexierten DNA bei 10 % lag. Offenbar erzeug-
ten die beiden gleich langen ungepaarten Stringe eine Rigiditdt bzw. konformationelle

Beschrinkung, die keine breite Konformationsverteilung erlaubte.
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Die Bindung von LC an V-DNA-gekoppelte Fv-Fragmente wurde von einer Ver-
schiebung einer Subpopulation um 50 % zu hoheren FRET-Effizienzen (Max. 59 %) be-
gleitet. Diese Reaktion konnte erst nach sehr langen Inkubationszeiten (24 h) festgestellt
werden. Sie erfolgte trotz sittigender Ligand-Konzentration (10 M) nur bei 24 % der
Komplexe. Zur Kontrolle ebensolang inkubierte Proben ohne LC zeigten nach dieser Zeit
keine mefbare Verdnderung ihrer FRET-Verteilungen. Die Aufrechterhaltung reduzieren-
der Bedingungen wihrend der langen Inkubation wurde allerdings nicht kontrolliert. Daher
konnte die partielle Reaktion auf Fv-Fragmente zuriickzufiihren sein, welche durch falsche
Verkniipfung ihrer Cysteine ihre Funktionalitit verloren haben. Ein Funktionsverlust mit
Dissoziation der Zinkfinger-Doméanen konnte im Vergleich mit U-DNA ausgeschlossen
werden, da hier die proteinkomplexierten DNA-Scharniere deutlich andere FRET-Vertei-
lungen als die freie DNA zeigten.

Bei Komplexen, die nur eines der Fusionsproteine enthielten, war keine Konforma-
tionsdnderung nach Antigenzugabe zu beobachten, wie an den unveridnderten FRET-Wer-
ten (Max. 10 %) deutlich wurde. Daher lie sich die Reaktion der Scharniere mit dem voll-
standigen Fv-Fragment als spezifische Antigen-Antikorper-Reaktion interpretieren. Durch
die Bindung von Antigen an transient dimerisierende Doménen wurde das Dimer fixiert.
Diese Reaktion lieB sich anhand der erhohten FRET-Effizienzen in der geschlossenen

Konformation des Scharniers fiir einen Teil der Population beobachten.

2.3.3.2 Komplexe mit stabilisierten Domé&nen (aDX-Fv)

Proteinfreie Y3-DNA zeigte eine FRET-Verteilung (Max. 11 %, Halbwertsbreite
23 %, Tabelle 2.4) dhnlich zu V, trotz ihrer zwei “aufeinanderfolgenden” einzelstrangigen
3 nt-Scharnierbereiche (Abb. 2.32). Die Flexibilitdt war also ebenfalls deutlich geringer als
im Komplex U mit dem 8 nt-Scharnier. Andererseits war hier eher eine Abnahme des An-
teils an offener Konformation aufgrund der Raumeinnahme durch den dritten Arm bei den
Y-Scharnieren zu erwarten. Dies wurde jedoch anhand der gemessenen FRET-Werte allein
nicht deutlich, die Fluorophore sind offenbar ausreichend voneinander entfernt. Eine Ver-
langerung des Linkers um 14 nt bei Y10 (Abb. 2.32), die eine hohere Flexibilitit erwarten

lieB3, driickte sich nicht in einer verbreiterten FRET-Verteilung aus (Halbwertsbreite 23 %).
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Demnach war die Flexibilitdt in proteinfreien Y-Komplexen nicht durch die
Linkerldnge beschrankt.

Die Bindung der Proteine SL und SH an Y3 bzw. Y10 fiihrte zu einer leichten Ver-
schiebung der FRET-Maxima um 2 bzw. 4 % zu niedrigeren Effizienzen. Bei Y10 wurde
auch eine deutlicher Verringerung der Halbwertsbreite des Peaks um 10 auf 13 % beob-
achtet (siehe auch Abb. 2.40); bei Komplexierung mit nur einem Protein war dieser Effekt
weniger ausgeprigt (Verringerung um 4 %). Die Proteinbindung konnte also wie auch im
Fall des U-Scharniers anhand der FRET-Verteilung bestétigt werden.

Im Gegensatz zu den 1C10-gekoppelten U- und V-Scharnieren zeigte die Mehrheit
(fast 90 %) der aDX-Y-Komplexe infolge Dig-Bindung eine Konformationsidnderung, die
zu hoheren FRET-Effizienzen fiihrte. Das Maximum lag mit 28 % (Y3) bzw. 24 % (Y'10)
deutlich niedriger als fiir den 1C10-V-LC-Komplex. Die Max.-Verschiebung betrug fiir
beide Y-Scharniere 19 % gegeniiber 50 % bei V-DNA. Andererseits konnte die Reaktion
bereits 5 min nach Ligandenzugabe beobachtet werden. Die Halbwertsbreiten wurden
durch Antigenbindung ebenfalls erhoht, auf 31 % (Y3) bzw. 28 % (Y 10).

Die Zugabe von Ouabain fiihrte zu keiner signifikanten Verschiebung der FRET-
Werte, es wurde nicht als Ligand gebunden. Die leichte Verschiebung des FRET-Max. von
Y10 auf 11 % wurde auch bei Zugabe von Digoxin zum Scharnier mit nur einem Protein
(Tabelle 2.4) oder nach Zugabe von 5 % reinem DMF (Daten nicht gezeigt) festgestellt.

Aus den Maxima lieBen sich theoretische Abstinde von R = 62 A fiir den Komplex
aDX-Y3-Dig, R = 64 A fiir aDX-Y10-Dig und R = 50 A fiir 1C10-V-LC berechnen. Diese
Distanzen korrelieren mit einer geknickten Konformation der flexiblen DNA-Struktur, da
sie unterhalb des Erwartungswertes fiir ein gestrecktes 48 bp DNA-Molekiil in der B-Kon-
formation liegen, der bei Vernachldssigung der Chromophorankniipfung 163 A betrigt
(3,4 A/bp). Ausgehend von dieser Linge entsprechen die berechneten Abstinde bei ideali-
sierter Konformation (keine Torsion, ein Knickpunkt im Linkerbereich) theoretischen
Winkeln zwischen 43° (aDX-Y3-Dig) und 34° (1C10-V-LC).

Auch bei diesen Komplexen wurde also eine spezifische Antigen-Antikorper-Reak-
tion beobachtet werden. Die erhdhten FRET-Effizienzen, welche mit der Antigenbindung

korrelieren wurde fiir einen Grofteil der Population beobachtet. Die stabilisierten Fv-Do-
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ménen reagieren offenbar wesentlich effizienter, bzw. sind sie unter den Versuchsbedin-

gungen deutlich robuster in Bezug auf ihre Funktionsfahigkeit.

Tabelle 2.4 Numerische Auswertung der FRET-Statistiken (Abb. 2.39 und Abb. 2.40). Maximum (Max.),
Halbwertsbreite (HB), Populationsanteil (F) des relevanten GauBplots, durchschnittliche ”bulk”-Effizienz
(BE) der jeweiligen Probe. {Daten eines dritten Gauf3plots fiir Y3i/SH/ SL/Dig in geschweiften Klam-
mern.} *) Maximum fiir UUWH/WL/LC bei 66 % nicht signifikant.

DNA Proteine Ligand Max. [%] HB [%] F [%] BE [%]
- 46 45 . 45
- LC 46 . . 41
- 10 35 ) 13
WH
U LC 10 : ) 15
WL - 7 31 . 9
- 0 20 ) 3
WH, WL
LC 66%) 35 9 11
- 9 27 . 9
LC 10 . 10
- 9 26 . 11
\'} WH
LC 10 . 10
- 9 21 . 10
WH, WL
LC 59 29 24 19
- - 11 23 . 11
- 9 19 . 9
Y3
SH, SL Dig 28 31 89 25
QOuabain 5 13 . 6
- - 10 21 . 12
Y3i - 10 24 ) 10
SH, SL
Dig 26 {56} 20{14} 38 {6} 18
- - 9 23 ) 11
- 6 19 ) 7
SL
Dig 11 ) ) 9
Y10
- 5 13 ) 5
SH, SL Dig 24 28 87 22
QOuabain 11 . . 10
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2.3.3.3 Immobilisierte Komplexe (Y3i)

Durch Immobilisierung der Y3-Komplexe iiber kovalent gekoppeltes Biotin, Strept-
avidin und biotinyliertes BSA an einer Glasoberfldche (Y3i) konnte der zeitliche Verlauf
der spektroskopischen Eigenschaften einzelner Komplexe aufgenommen werden. Thre
FRET-Effizienzen als Mal} der Chromophor-Abstidnde beschrieben damit die Molekular-
dynamik solcher einzelnen Partikel im MefBzeitraum. Experimente mit oder ohne gebun-
dene Proteine ergaben ein gleichartiges Verhalten der Molekiilkomplexe. Der FRET-Wert
jedes einzelnen schwankte um einen zeitlich konstanten Mittelwert, die Verteilung der
Mittelwerte entsprach den in Abb. 2.40 fiir Y3i dargestellten. Dieser begrenzte Bereich der
Signalfluktuation einzelner Komplexe in antigenfreien Proben war mit 30 % deutlich brei-
ter als fiir Digoxin komplexierende (10 %). Fiir die einzelnen vermessenen Komplexe
konnte jedoch keine zeitliche Anderung ihrer Konformationen unter den gewihlten
Bedingungen festgestellt werden.

Die immobilisierten Scharniere verhielten sich in Bezug auf ihre Populations-Vertei-
lungen analog den frei im Puffer diffundierenden. Allerdings zeigte sich in Anwesenheit
von Ligand eine Subpopulation mit hoheren FRET-Werten {in Tabelle 2.4 in geschweiften
Klammern dargestellt}. Besonders deutlich wurde eine geringere Effizienz der Antigen-
bindung durch immobilisierte Komplexe. Offenbar wurde der Anteil antigenerkennender

Komplexe durch die Bedingungen der Immobilisierung an der Oberflache verringert.

2.3.3.4 Diskussion zu spFRET-Untersuchungen der NBAs

Fiir die hier verwendeten Komplexe gelang die Analyse ihrer Funktion auf der Ein-
zelmolekiil-Ebene. Damit war die Unterscheidung von in Antigengegenwart
”geschlossenen” und offenbar nicht reagierenden Populationen moglich. Anhand der un-
terschiedlichen Konstrukte konnte eine Zuordnung von Faktoren erfolgen, welche das de-
tektierbare Signal beeinflussen. Eine unzureichende Komplexbildung der DNA mit daran
bindenden Doménen wurde zunichst durch den Gelretardations-Assay ausgeschlossen
(Kap. 2.3.2.5.2). Die Funktion der antigenbindenden Proteine dagegen zeigte sich anhand
der spektroskopischen Messung (Kap. 2.3.3.1, 2.3.3.2). Bei niedriger Stabilitét dieser Do-

maénen verringerte anscheinend die Grofle der an einer Antigen-Reaktion teilnehmenden
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Population. Auch nahm ihre Reaktion deutlich mehr Zeit in Anspruch, was jedoch nicht
ndher untersucht wurde. Als Ursache fiir die nur partielle Reaktion kamen sowohl die ge-
ringe Stabilitdt der Domédnen als auch mdégliche Oxidationseffekte wihrend der langen
Inkubationszeit in Frage. Einerseits wurde die Funktionalitdt der reduzierten Fv-Doménen
vor Kopplung an die DNA-Scharniere nicht eingehend analysiert. Mdglicherweise war
nach der Riickfaltung nur eben jener Teil in der Lage, Antigen zu binden. Fiir wenig effizi-
ente bzw. erst durch das Antigen induzierte Faltung der Antikérperdoménen spricht auch
die notwendige Inkubationsdauer bis zur Beobachtung der Reaktion. Andererseits konnte
in dieser Zeit eine Oxidation von Cysteinen nicht ausgeschlossen werden. Reduzierte SH-
Gruppen sind fiir die Bindung des strukturellen Metallions der Zinkfinger notwendig. Der
resultierende Verlust der DNA-Bindungsfunktion konnte den FRET von der Antigenbin-
dung entkoppelt haben. Ein Vergleich mit den breiten Effizienz-Verteilungen des Zinkfin-
ger-freien U-Scharniers schloB jedoch eine Dissoziation der Proteine von der DNA als
Grund fiir fehlende Reaktion aus. Daher war eher von Fehlfaltung bzw. fehlerhafter Oxi-

dation der Antikorperdoménen auszugehen.

Bei Verwendung von stabilisierten Doménen reagierte die Mehrheit der Population
bereits nach einer kurzen Inkubation mit dem Antigen. Die Funktionsfahigkeit dieser Pro-
teine wurde unter den Versuchbedingungen also nicht durch die Faktoren wie Fehlfaltung
oder Oxidation der Cysteine eingeschrinkt. Allerdings lag kein Vergleich mit 24 h inku-
bierten aDX-Komplexen vor. Aufgrund der erhohten Faltungsstabilitit wére hier jedoch
eher mit korrekter Oxidation der Cysteine zu rechnen.

Die verzerrte Anordnung der aDX-Doménen bedingte einen grofleren verbleibenden
Abstand zwischen den Chromophoren, was mit einer Erh6hung der FRET-Effizienzen um
einen geringeren Betrag korreliert, verglichen mit optimaler Ausrichtung am Scharnier wie

bei den 1C10-Doménen.
Durch Immobilisierung von Y3-Scharnieren wurde das FRET-Signal beziiglich der

SchlieB- und Offnungsbewegung einzelner Scharniere in Abhingigkeit von der Zeit beob-

achtet. Allerdings konnte keine Verdnderung des Mittelwertes des FRET-Signals festge-
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stellt werden. Offenbar fand unter den Versuchsbedingungen keine zeitlich auflosbare
Konformationsdnderung der Scharniere statt. Die Schwankungen der FRET-Daten um
einen jeweils charakteristischen Mittelwert lassen auf Fluktuation im Mikrosekunden-Be-
reich schlieBen. Anhand der Messungen konnte jedoch keine Dissoziation des Liganden
von den Scharnieren beobachtet werden, welche mit einer dauerhaften Anderung des
Chromophorabstiindes verbunden war. Entweder erfolgte trotz Dissoziation keine Offnung
des Scharniers, oder die Antigen-Konzentration unterband aus thermodynamischer Sicht
die Dissoziation. Eine Unterscheidung der Félle sollte bei Variation der Antigenkonzentra-
tion mdglich sein.

Aus der statistischen Analyse reversibler Einzelmolekiilreaktionen als stochastische
Ereignisse lieBen sich die Ratenkonstanten der Hin- und Riickreaktion ermitteln. Durch
Messung vieler einzelner Nanoassemblies wiirde eine Verteilung der Raten die statische
Inhomogenitit des Reaktionssystems aufzeigen (Craig ef al., 1996). Bei zeitlicher Fluktua-
tion der Raten einzelner Komplexe liefe sich die dynamische Inhomogenitit feststellen
(Lu et al., 1998). Diese Parameter lieBen sich in dem beschriebenen System jedoch nicht

naher charakterisieren.

Die optimale Anordnung der natiirlichen Antikoérperdoménen fiihrte zu einer deut-
lichen Verschiebung des FRET-Maximums bei einem Teil der Scharniere um 50 % oder
mehr. Dies belegt die prinzipielle Eignung auch nicht stabilisierter Fv-Fragmente. Eine
sterisch optimale Anordnung mit stabilisierten antigenbindenden Doménen ist demnach die
sinnvollste Kombination. Ein solches Konstrukt wire zur deutlichsten Reaktion (Antigen-
induzierte Dimerisierung des Fv) in Bezug auf teilnehmende Population und Erhéhung der
FRET-Effizienz befdhigt. Sowohl die Faltungsstabilitit der verwendeten Proteine als auch
ihre Orientierung im Komplex mit der DNA spielen also eine bedeutende Rolle bei der
Konstruktion von derartigen biomolekularen Nanoassemblies.

Einen genauerer Vergleich der molekular-mechanischen Zustinde und Vorginge

sollte mit Methoden des molecular modelling zugénglich sein.
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Zusammenfassend lie} sich mit den spektroskopischen Untersuchungen die Ver-
wirklichung des eingangs beschriebenen Konzeptes der NBAs bestétigen. Die Strukturie-
rung unter Hybridisierung zu DNA-Doppelstringen mit einzelstrangigen Scharnierberei-
chen konnte im Gelshift nachgewiesen werden. Ebenso fiithrte die Bindung der verschiede-
nen Proteine zu verdnderter elektrophoretischer Mobilitit. In den spektroskopischen Unter-
suchungen fiihrte die Bindung der Zinkfinger-Proteine z.T. zu einer deutlichen Einschrén-
kung der DNA-Scharniere beziiglich ihrer konformationellen Freirdume. An diesen Kom-
plexen konnten Antigen-induzierte Populationsverschiebungen der FRET-Effizienzen be-
obachtet werden, welche sich mit einer Dimerisierung der Fv-Domaénen erkldren lief3. Das
lieB auf eine erfolgreiche Funktionalisierung der Konstrukte mit den Fv-Fragmenten
schlieBen. Zur Konstruktion eines nanomechanischen Sensors lielen sich also sowohl die
Antigenbindungs- als auch die Dimerisierungseigenschaften der 1C10- und aDX-Fv-

Fragmente nutzen.
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3 Disku ssion ?

3.1 Ist das Design neuartiger Proteinfunktionen moglich?

Die Anwendung in der Natur verwirklichter Prinzipien hat die Geschichte von Wis-
senschaft und Technik begriindet und begleitet. In der modernen Forschung gewinnt sie
weiter an Bedeutung aufgrund der Zunahme an Einsicht in natiirliche Prozesse.

Eine Schliisselstellung in sdmtlichen zelluldren Prozessen kommt der molekularen
Erkennung zu. In dieser Arbeit wurde im Rahmen der Entwicklung eines kiinstlichen,
lichtschaltbaren Transkriptionsfaktors eine artifizielle Ligand-Protein-Wechselwirkung
(Kap. 2.1.1) konzipiert und genutzt. Eine weitere Anwendung fand dieses Prinzip bei der
Konstruktion von artifiziellen biologischen Assemblies (NBAs, Kap. 2.3.2).

Dabei stellte sich die Frage, ob die Implementation neuartiger Funktionalititen in
natiirliche Systeme iiberhaupt moglich ist. Offenbar arbeitet die Natur in dieser Hinsicht
konservativ; wenn eine dhnliche Funktion bereits vorhanden ist, wird sie eher adaptiert als
”neu erfunden”. Auch die vom Menschen betriebene technische Entwicklung folgt diesem
Prinzip, insbesondere in der naturwissenschaftlichen Forschung:

So wurden in Proteine neu implementierte Funktionalititen bereits existierenden ab-
geschaut. Durch Mutationen wurden beispielsweise Metall-Bindungsstellen erzeugt, wel-
che bekannten Metallo-Proteinstrukturen nachempfundenen sind (Hellinga, 1996). Die
Anforderungen der Koordinationsgeometrie solcher Chelatliganden lieen sich z.T. bereits
durch Punkt-Mutationen auf der Oberflache natiirlicher Proteine erfiillen (Higaki et al.,
1990). Im diesem Fall konnte die Aktivitét einer Trypsin-Mutante liber die Konzentration
divalenter Kationen gesteuert werden. Das Enzym wurde auf diesem Weg mit einer neue
Steuerungsfunktion seiner Aktivitit versehen; umgekehrt betrachtet stellt es somit einen

Metallsensor dar.

? Eine Diskussion und Interpretation der einzelnen Experimente erfolgte jeweils im Zusammenhang

des betreffenden Ergebnis-Kapitels.
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Auch im Rahmen dieser Arbeit wurden existierende Funktionen zum Design neu-
artiger adaptiert, so ist das Azobenzol bindende Fv-Fragment aSt einem dhnlichen, Stilben
bindenden nachgebaut.

Prinzipiell scheint die Anwendung von Biomolekiilen mit neuartigen Funktionen in
lebenden Zellen ein seltener begangener Weg zu sein. Die gezielte genetische Verdanderung
zelluldrer Elemente sollte es ermoglichen, die Zellen nicht-natiirlichen Stimuli zugénglich
zu machen. So fiihren in die Interaktionsoberfliche des humanen Wachstumsfaktors (hGH)
und seines extrazelluldren Rezeptors (hGHR) an entscheidenden Positionen eingefiihrte
Mutationen zur Inhibition ihrer Interaktion. Die Assoziation der verdnderten Proteine und
die davon abhingige Transkriptionsaktivitit der entsprechenden Zellen konnte mit einem
synthetischen Benzimidazolderivat wiederhergestellt werden, das die Kavitét in der zer-
storten Interaktionsoberfliche komplementiert (Guo et al., 2000). In diesem Fall lieB3 sich
die hGH-regulierte Genexpression nun gezielt stimulieren. Eine breite Anwendung des

vielversprechenden Prinzips auf andere Proteininteraktionen steht bislang noch aus.

3.2 Intrazellulare Anwendung von AntikOrperfragmenten

Zur Konstruktion eines artifiziellen, lichtschaltbaren Transkriptionsfaktors wurden
im Rahmen dieser Arbeit Antikorperfragmente hergestellt, die intrazelluldr angewandt sein
sollten. Damit war ihre Funktion unter den reduzierenden Bedingungen des Cytoplasmas
notwendig. Dies wurde durch Nutzung eines rational stabilisierten frameworks ermoglicht,
welches sich auch ohne seine Disulfid-Briicke stabil faltet (Kap. 2.1.3.1; Wirtz ef al.,
2003).

Die systematische Anwendung intrazelluldrer Antikorpertechnologie ist ein recht
junges Gebiet, auch wenn cytoplasmatische Exprimierbarkeit funktionalen Proteins bereits
in einer Reihe von Fillen erreicht worden ist (Cattaneo & Biocca, 1997; Cochet et al.,
1999). Die ersten Berichte von Antikorpern, welche Enzyme intrazelluldr inaktivieren oder
ersetzen konnen, liegen bereits ldnger zuriick (Carlson, 1988; Tang et al., 1991). Eine de-
taillierte Analyse wurde fiir die in vivo-Funktion eines anti-Tau-scFv beschrieben (Visintin

etal.,2002).
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3.3 Dimerisierung von Fv-Fragmenten

Fiir bestimmte Fv-Fragmente konnte bereits gezeigt werden, da3 ihre Dimerisierung
sensitiv gegeniiber Konzentrationsdnderungen des Antigens ist bzw. durch das Antigen
induziert wird (Suzuki et al., 2000). Voraussetzung dafiir ist die Dissoziation der variablen
Doménen im entsprechenden Konzentrationsbereich, der fiir natiirliche Fv-Fragmente sehr
variabel ist. Entscheidend ist das Verhéltnis der beiden Dissoziationskonstanten fiir Dime-
risierung und Antigenbindung sowie die intrazelluliren Konzentrationen. Aus theoreti-
schen Uberlegungen sollte das System dann sensitiv gegeniiber der Antigenkonzentration

sein, wenn Kp >> Kp, gilt (Abb. 3.1).

I'<D1

Abb. 3.1 Schema der Gleichgewichtsreaktion eines Fv-Dimers mit seinem Antigen (Ligand).

Bei niedriger Proteinkonzentration kann Fv-Dissoziation in Abwesenheit des Anti-
gens sogar zur Entfaltung der Dominen fiihren (Jiger & Pliickthun, 1999). Hier kommt die
thermodynamische (Faltungs-)Stabilitdt der einzelnen Doménen zum Tragen. Die Korrela-
tion von guter Exprimierbarkeit mit Stabilitidt (Ohage & Steipe, 1999) 1463t einen solchen
Fall fiir die aSt-Doménen nicht erwarten. Fiir dieses Fv-Fragment konnte eine Antigen-
abhdngige Dimerisierung nach obigem Schema mit I[TC-Untersuchungen bestétigt werden
(Kap. 2.1.3.4). Damit war eine wichtige Voraussetzung zur Nutzung des Fv als Transkrip-

tionsfaktor erfullt.
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3.4 Voraussetzungen zur Anwendung des ast-Fv

Nach dem in Kap. 2.1.1 vorgestellten Konzept eines Transkriptionsfaktors muf3ten
weitere Bedingungen erfiillt sein. Dazu gehoren seine intrazellulare Exprimierbarkeit, die
Funktionalitdt in diesem Kompartiment auch als Fusionsprotein und die Lichtschaltbarkeit
der Dimerisierung.

Die intrazellulidre Expression des Fv wurde durch loopgrafting der CDRs auf ein sta-
bilisiertes framework erreicht, welches sich in sehr guten Ausbeuten cytoplasmatisch ex-
primieren 148t (Wirtz et al., 2003). Auch das synthetische aSt-scFv lief3 sich unter diesen
reduzierenden Bedingungen herstellen (Kap. 2.1.3.2).

Die Spezifitit des Proteins konnte durch Fluoreszenztitration bestitigt werden (Kap.
2.1.3.3.1). Der Nachweis der in vivo-Funktion, also Bindung des Antigens in der lebenden
Zelle, sollte mit der Anwendung des Transkripionsfaktors selbst erfolgen. Ein positives
Indiz fiir diese Bindung war die verstérkte Stilbenfluoreszenz in aSt-scFv exprimierenden
Zellen (Kap. 2.1.4.1).

Die Funktionalitit eines dhnlichen Dimerisierungsmoduls aus den aDX-Fv-Dominen
(fusioniert mit Zinkfingern) konnte unter reduzierenden Bedingungen in vitro nachgewie-
sen werden. Die Konstruktion der NBAs 148t sich gewissenmallen als Modellsystem zur
Untersuchung der Dimerisierungseigenschaften eines Fv-Fragmentes verstehen.

Fusionsproteine mit Fv-Fragmenten bzw. Antikérperdoménen wurden in einer Reihe
von Anwendungen genutzt (Gavilondo & Larrick, 2000). Eine Funktionalitit der Fusionen
kann jedoch nicht generell vorausgesagt werden. In den meisten Féllen beeintrachtigt die
Verkniipfung der Doménen {iber das ”’sc”-Linkerpeptid die Funktion nicht. Auch bei Ver-
einzelung der Dominen erfolgt die Antigenbindung fiir gewohnlich durch das Dimer. Auf-
grund des grofBen Anteils der Antigenbindungstasche am Doménen-interface war dies auch

im Fall des Azobenzol-bindenden Fv zu erwarten.

3.5 Anwendung von Fv-Fragmenten als Transkriptionsfaktoren

Eine interessante Theorie zur Funktion kiinstlicher Transkriptionsfaktoren (SIBRAs,
synthetic inducible biological response amplifiers) wurde von Radulescu (1995) vorge-

stellt. Die wichtigsten Eckpunke des Konzeptes sind Ligandenbindung, DNA-Lokalisation
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und eine Transaktivierungsdomédne. Im beschriebenen Fall sollte der Faktor auch seine
eigene Expression kontrollieren kénnen.

Das Konzept der Anwendung des aSt-Fv-Fragmentes schien im Prinzip ein gangba-
rer Weg zur Entwicklung eines kiinstlichen Transkriptionsfaktors zu sein. Die DNA-Loka-
lisation wird durch das 2hybrid-System gegeben, die Ligandenbindung konnte in vitro
nachgewiesen werden, Indizien fiir die Funktion in vivo wurden ebenfalls gefunden (Kap.
2.1.4.1). Sowohl die Abhéngigkeit der Azobenzolbindung von seiner Konformation (Kap.
2.1.3.3.4; siehe auch Harada et al., 1994), als auch die Antigen-induzierte Dimerisierung
von Antikorperfragmenten (Kap. 2.1.3.4; siehe auch Suzuki ef al., 2000) sind verstandene
Prinzipien und konnten fiir das verwendete Fv ebenfalls gezeigt werden.

Beispiele fiir Antikorperfragmente als Interaktoren in 2hybrid-Systemen sind bereits
bekannt (Cattaneo & Biocca, 1999; Visintin et al., 2002). Allerdings ist die Antigen-indu-
zierte Dimerisierung in die Anwendung von Antikérperdoménen als Transkriptionsfakto-
ren bislang nicht einbezogen worden. Bezogen auf die Theorie der SIBRAs (s.0., Radu-
lescu, 1995) entspricht dies der Verkniipfung von Ligandenbindung mit der Transaktivie-
rungsdomine. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit beschriebene Anwendung eines Fv-
Fragmentes implementiert damit einen neuartigen, artifiziellem Mechanismus. Im Gegen-
satz zu natilirlichen photosensitiven Transkriptionsfaktoren reagiert es auf Lichtstimuli
nicht durch Aktivierung von Phosphorylierungskaskaden weiterer Faktoren. Hier sollte die
Photoisomerisierung eines artifiziellen Lichtsensors direkt die Dissoziation der transkrip-
tionsaktivierenden Doméne von der Initiationssite an der DNA ausldsen.

Die Anwendung des Fv-Fragmentes in den 2hybrid-Systemen fiihrte jedoch bislang
nicht zum erwarteten Erfolg. Wahrscheinlich waren die Konzentrationen der Proteine zur
Komplexbildung im Sinne des thermodynamischen Gleichgewichts aufgrund des verwen-
deten Y2H-Systems nicht ausreichend (Kap. 2.1.4.2.4). Eine hohere Konzentration der
Azobenzolderivate war aufgrund ihrer Toxizitéit nicht sinnvoll einsetzbar. Im bakteriellen
2hybrid verhinderte wahrscheinlich die Fusionsrichtung eine effiziente Strukturbildung der

Fv-Domaénen (Kap. 2.1.4.3.3).
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3.6 Azobenzol als Lichtsensor

Bislang beschriebene, in vivo anwendbare photosensitive Elemente umfassen vor
allem caged compounds, welche bei Belichtung eine photolabile Komponente abspalten
und ein natiirliches Effektormolekiil freisetzen (caged Ostradiol, Cruz et al., 2000).

Die Verwendung von Azobenzol-Derivaten in den Materialwissenschaften umfaf3t
z.B. Fliissigkristalle mit modulierbarer Refraktivitdt oder optische Speicher (Ikeda et al.,
2000; Ikeda et al., 2002). Aber auch aus der Biochemie und Molekularbiologie sind erfolg-
reiche in vitro-Anwendungen des photoisomerisierbaren Azobenzol bereits bekannt. So
wurde sie zur lichtabhéngigen Regulation von Enzymaktivititen genutzt (Willner et al.,
1991a; Willner et al., 1991b). Eine neuere Entwicklung ermoglicht gezieltes labeling von
Proteinen durch Einsatz Azobenzol-modifizierter Aminoacyl-tRNAs, welche spezielle
Quadruplett-Codons erkennen (Muranaka et al., 2002). In einem anderen Fall konnte nach
kiinstlichem Einbau von Azobenzol-markierten Basen in Promotorregionen eine lichtab-
héngige direkte Transkriptionsmodulation bewirkt werden (Asanuma et al., 2002). Die
erzielte spezifische Interkalation des Aromaten in transkriptionell aktive DNA-Bereiche
eroffnet vollig neuartige Moglichkeiten der EinfluBnahme auf die Aktivitdt von RNA-
Polymerasen. Bislang blieben solche Anwendungen unter Einsatz kiinstlich modifizierter
Komponenten der Genexpression jedoch auf in vitro-Systeme beschrinkt.

Bei Verwendung eines Azobenzol-Derivats als Antigen zur Immunisierung lief sich
ein lichtsensitiv bindender Antikdrper gewinnen. So wurde von dem murinen Antikdrper
1ZHO1, der das frans-Isomer eines Azobenzol-alanin-haltigen Peptids bindet, eine photo-
reversible Antigen-Antikorper-Reaktion beschrieben (Harada et al.,, 1991). Weiterhin
konnte unter Bestrahlung mit gepulstem Laserlicht festgestellt werden, dal3 eine Photoiso-
merisation des Antigens im gebundenen Zustand moglich ist und erst infolgedessen der
sterisch ungiinstige cis-Ligand von diesem Antikorper dissoziiert (Harada et al., 1994).
Eine in vivo-Anwendung, welche auf der spezifischen Bindung des Antigens beruht, ist

bislang nicht beschrieben.

Vor diesem Hintergrund stellt eine in vivo-Anwendung von Azobenzol nach dem in

der vorliegenden Arbeit beschriebenen Prinzip einen neuen Weg zu einem kiinstlichen
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transkriptionsaktiven Lichtsensor dar (Abb. 2.1). Allerdings sind fiir eine erfolgreiche Eta-
blierung noch einige Fragen offen. Die Reaktionen auf eine Photoisomerisation des Azo-
benzols lielen sich in allen oben genannten Fillen makroskopisch nachweisen, sind jedoch

im molekularen Detail bislang nicht verstanden.

3.7 Nanoskopische biomolekulare Assemblies

Die Konstruktion der NBAs erfolgte als Modellsystem zur Untersuchung der ligand-
induzierten Dimerisierungseigenschaften von Fv-Fragmenten. Mit diesem System konnten
zugleich Konzepte der Konstruktion eines modularen Biosensors verwirklicht werden. Die
Aspekte “Funktion” und ”Organisation” wurden dazu auf verschiedene Klassen von Bio-
molekiilen aufgeteilt. Auch in natiirlichen Systemen findet man eine ”Aufgabenteilung”
zwischen Molekiilen verschiedener Klassen, wenn auch weniger strikt (z.B. dient DNA als
Speicher genetischer Information, Lipide begrenzen als Membranen zelluldre Reaktions-
rdume, Proteine libernehmen Funktionen katalytischer Art im Metabolismus, der Signal-
rezeption bzw. -iibertragung, aber auch der Strukturgebung).

In artifiziellen Systemen wurde das Konzept einer solchen Aufgabenteilung zur Pri-
sentation von Oligonukleotiden auf Membranen angewandt, welche sich durch Hybridisie-
rung modifizieren lassen. Boireau ef al. (2001) verkniipften Oligonukleotide zur Veranke-
rung chemisch mit Cytochrom BS5. Die ssDNA diente der Funktionalisierung, das Protein
lokalisierte die Komplexe in Lipidmembranen. Miyake et al. (1997) konnten Cyto-
chrom C-modifizierte, photosynthetische Reaktionszentren an Lipidschichten assemblie-
ren. Mit diesen konstruierten sie kiinstliche /ight harvesting-Komplexe in Chlorophyll-hal-
tigen Liposomen. Niemeyer et al. (2001) verwendeten dsDNA als spacer und Proteine als
Knotenpunke zur Strukturierung artifizieller Nanoassemblies. Eine Funktionalisierung
erfolgte auch hier tiber Hybridisierung der chemisch an Streptavidin gekoppelten ssDNA
mit komplementédren Oligonukleotiden. Diese konnen beispielsweise mit Enzymen oder
Antikdrpern modifiziert werden. Der Artikel von Niemeyer (2002) bietet eine Ubersicht
iiber semisynthetische DNA-Protein-Komplexe.

Ein prinzipiell dhnlicher FRET-Sensor zur Antigendetektion, der jedoch nicht durch

DNA-Strukturen praformiert ist, wurde von Arai et al. (2000) als open sandwich-ELISA
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entwickelt. Die Autoren konnten mit Fusionsproteinen von GFP-Derivaten und Antikor-
perdoménen in bulk-Messungen eine gute Korrelation von FRET-Effizienz und Antigen-
konzentration feststellen. Die Untersuchung einer derartigen Reaktion durch Einzelmole-
kiilspektroskopie wurde jedoch noch nicht beschrieben.

Die Konstruktion von nanoskopischen biomolekularen Assemblies konnte auch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit realisiert werden. Das hier verwendete Konzept der nicht-
kovalenten Verkniipfung 1Bt den einfachen Austausch sowohl der struktur- als auch funk-
tionsgebenden Module zu. Damit ist ein Umbau oder eine Erweiterung derartiger Assem-
blies aufgrund von ReiB3brettskizzen prinzipiell moglich. Verdnderte Module zur Veranke-
rung, Quervernetzung oder Detektion lassen sich mit einfachen chemischen oder mole-

kularbiologischen Methoden effizient und preiswert herstellen.
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4 Zusammenfassung

Die Nutzung von Antikorpern als Werkzeuge der molekularen Erkennung findet zu-
nehmendes Interesse in nicht medizinischen Gebieten wie der molekularbiologischen For-
schung und der Nanotechnologie. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Anwen-
dungsmoglichkeiten der Dimerisierung von Antikorper-Fv-Domédnen als modulare Ein-
heiten untersucht. Zur intrazelluldren Expression dieser Proteine wurden die Spezifititen
bekannter Antikorper auf rational stabilisierte Fv-Fragmente libertragen. Darauf aufbauend
wurden zwei grundlegend verschiedene Einsatzmdéglichkeiten der Proteine entworfen und
entwickelt. Die intrinsische Fahigkeit unverbriickter Antikorper-Fv-Fragmente zur Domé-
nen-Dissoziation war Voraussetzung fiir beide Anwendungen. Daher konnte die Verschie-
bung des Dimerisierungsgleichgewichts der variablen Domédnen in Abhédngigkeit von der
Konzentration des Fv-spezifischen Antigens (Ligand) fiir molekulare Schaltvorgédnge ge-
nutzt werden.

in vitro wurde diese Ligand-induzierbare Assoziation zur Funktionalisierung von
modular aufgebauten, artifiziellen nanoskopischen Assemblies genutzt. Hierzu wurden
anti-Digoxin-Fv-Dominen mit DNA-bindenden Zinkfingerproteinen fusioniert. Diese
wurden sequenzspezifisch an flexiblen synthetischen DNA-Scharnieren mit terminalen
FRET-Fluorophoren verankert. Der Chromophorabstand in den Komplexen war damit ein
MaB fiir die Dimerisierung und Ligandenbindung der Fv-Fragmente. Der Zusammenhang
von FRET-Effizienz mit der ligandeninduzierten Dimerisierung konnte bestétigt werden.

Struktur und Wirkung dieser Komplexe lieBen sich offenbar aufgrund einfacher na-
tiirlicher Prinzipien entwerfen und verstehen. Damit bietet das Konzept der verwendeten
Module (synthetische DNA-Stringe, Zinkfinger, Antikérperdomédnen als dimerisierender
Schalter) interessante Moglichkeiten zur Funktionalisierung von makromolekularen na-

noskopischen Strukturen.
Aufbauend auf den Erkenntnissen zur Konstruktion dieses modularen Schalters

wurde in einem weiteren Projekt die Dimerisierung von Antikérperdoménen fiir einen

molekularen Lichtschalter genutzt. Zur Konstruktion eines Fv-Fragmentes, welches iso-
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merselektiv ein Azobenzol-Derivat bindet, wurde die Antigenbindungstasche eines Stil-
ben-bindenden Antikdrpers adaptiert. Auch fiir diese Fv-Doménen konnte eine Abhéngig-
keit der Dimerisierung von der Gegenwart des Liganden trans-Azobenzol festgestellt wer-
den. Unter Nutzung der Photoisomerisierbarkeit der Azobenzols konnte ein System konzi-
piert werden, dessen Dimerisierungszustand sich in Abhéngigkeit von der eingestrahlten
Wellenlédnge dndern 1463t.

Erste Experimente zur in vivo-Anwendung dieses molekularen Lichtschalters zeigten
bislang keine Beeinflussung durch Zugabe eines membranpermeablen Azobenzolderivats
unter zelluldiren Bedingungen, weder im bakteriellen noch im yeast-2hybrid. Dies unter-
streicht die groBBere Komplexitdt der zu beriicksichtigenden Faktoren bei der Etablierung
kiinstlicher funktionaler Systeme in lebenden Organismen verglichen mit in vitro-Anwen-

dungen.
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5 Ausb lick

Die natiirlichen Mechanismen, welche zur Funktion biomolekularer Strukturen bei-
tragen, sind durchaus komplex. Artifizielle Assemblies biologischer Makromolekiile lassen
sich jedoch auch in einer “naiven” Art funktional herstellen. Voraussetzung fiir eine ge-
zielte Strukturierung ist das Verstdndnis einfacher Prinzipien der molekularen Erkennung.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde es bei der Komplexierung von Proteinen an DNA-Mole-
kiilen und anschlieBender Ligandenbindung angewandt. Fiir die Konstruktion hohergeord-
neter kiinstlicher Strukturen werden diese Prinzipien ebenfalls hilfreich sein. Insofern ist
das Verstidndnis des Konzeptes und die hier gewonnenen Erkenntnisse von Interesse bei

der kiinstlichen Herstellung und Funktionalisierung biomolekularer Komplexe.

Stabilisierte Antikorperdoménen konnen im Kontext artifizieller Systeme sowohl die
Rolle einer Ligandenbindung libernehmen, als auch ein induzierbares Dimerisierungs-
modul darstellen. Diese Kombination erdffnet Anwendungen, welche nur mit wenigen
natiirlichen Bindeproteinen denkbar wéren. In diesem Zusammenhang liegt der Vorteil von
Antikorperfragmenten in der Mdglichkeit, sie gezielt gegen bestimmte Antigene herstellen

zu konnen.

Antikorper erkennen ein “chemisches Signal”, Anwesenheit ihres Liganden. Mit dem
Design des trans-Azobenzol-bindenden Fv-Fragmentes wurde dies um den Aspekt der
Erkennung eines physikalischen Signals, der Lichtabsorption erweitert. Seine Anwendung
in vitro oder in vivo sollte die Herstellung eines kiinstlichen “molekularen Lichtschalters”
erlauben. Versuche zur intrazelluliren Expression von Fusionen mit diesen Fv-Doménen
und zur Zellokalisation von membranpermeablen Azobenzol-Derivaten lassen letzteres

vielversprechend erscheinen.
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6 Material

6.1 Bakterien und Phagen

6.1.1 Escherichia coli Stamme

BL21 (DE3), hsdS gal (\clts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 gene 1)

Der Stamm wird zur Uberexpression plasmidkodierter Gene unter dem starken Pro-
moter des T7-Bakteriophagen verwendet. Das Gen fiir die T7-RNA-Polymerase ist in das
Genom des Stamms integriert und befindet sich dort hinter dem /ac-Promotor/Operator.
Durch Zugabe von IPTG wird die Expression der T7-RNA-Polymerase induziert, die das
gewlinschte Gen unter dem T7-Promotor transkribiert (Studier & Moffatt, 1986). Alle
BL21-Stdmme sind beziiglich der Proteasen OmpT und Lon defizient und lassen sich auch

fiir Genexpressionen einsetzen, die nicht unter dem T7-Promotor stattfinden.

CJ 236, F'cat [pCJ 105 M13°Cm")]/dutl ungl thi-1 relAl spoTI mcrA
Der Stamm wird zur Gewinnung von Uracil-haltiger Einzelstrang-DNA (ssDNA)
verwendet. Um das zur Phagen-Transfektion essentielle F'-Plasmid zu erhalten, miissen

Bakterien dieses Stammes unter Selektionsdruck mit Chloramphenicol gehalten werden

(Geisselsoder et al., 1987).

IM 83, F" ara A(lac-proAB) rpsL (Str') [@80 dlacA(lacZ)M15] thi

E. coli JIM83 wird zur Expression und Sekretion von Proteinen ins Periplasma ver-
wendet. Bakterien dieses Stammes sind in der Lage, Resistenzgene eines Plasmids in das
Genom zu rekombinieren. Sie sind deshalb nicht ldngerfristig mit Plasmid in Kultur haltbar
und miissen regelmalig aus Glycerinkulturen angezogen werden (Yanisch-Perron et al.,

1985).

IM 109, F* traD36 lacl? A(lacZ)M15 proA*B" /el14-(McrA-) A(lac-proAB) thi gyrA96
(Nal") endA1 hsdR17 (rx” mg) relAl supE44 recAl
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Der Stamm dient zu Klonierungsexperimenten. Zur Selektion auf plasmidtragende
Klone wird dem Medium das entsprechende Antibiotikum zugesetzt (Yanisch-Perron et

al., 1985).

TG 1, supE thi-1 D(lac proAB) D(mcrB-hsdSM)5 (rK~ mK") [F’ traD36 proAB
laclgZDM15]

Aus diesem Stamm lassen sich elektrokompetente Zellen mit besonders hoher Trans-
formationskompetenz herstellen. Er eignet sich deshalb hervorragend zur Herstellung von

plasmidkodierten Bibliotheken (z. B. fiir phage-display Bibliotheken).

XL 1-blue, recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F" proAB lacl’ZAM15
Tnl0 (Tetr)]

Dieser Stamm kann DNA nicht rekombinieren (rec4) und ist DNase defizient
(endA1I). Er eignet sich somit besonders zum Préparieren von DNA und fiir Klonierungs-

experimente.

Bacteriomatch™ Reporter-Stamm, A(mcrA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA 1
supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’ lagl? bla lacZ Kan']

Der Stamm wird zur in vivo-Untersuchung von Protein-Interaktionen mit dem Bacte-
riomatch™ Two-Hybrid System genutzt. (Stratagene, Heidelberg). Um das als Reporter-
konstrukt dienende F’-Plasmid zu erhalten, miissen Bakterien dieses Stammes unter Selek-

tionsdruck mit Kanamycin gehalten werden.

TG 1-Zellen und Bacteriomatch™ Reporter-Zellen wurden von Stratagene® GmbH
(Heidelberg) bezogen. Alle anderen Stimme wurden aus der Sammlung der Arbeitsgruppe

bezogen.

6.1.2 Bakteriophage

M13K07, I’ (M13mpl), ori p15A, kan" (Tn903)
(Vieira & Messing, 1987), von Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen.
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6.1.3 Saccharomyces cerevisiae
MaV203, MATQ; leu2-3,112; trpl1-901; his3A200; ade2-101; cyh2R; canlR; gal4/;
gal80A; Gall::lacZ; His3(UASGall)::His3@Lys2; Spal10::Ura3

Stefan Eimer, AG Baumeister, Genzentrum der LMU Miinchen, personliche Mitteilung.

6.2 DNA

6.2.1 Vektoren

ETH-2 Phagenbibliothek Dr. Dario Neri, Inst. flir Biotechnologie,

ETH Ziirich, Schweiz
Diese Bibliothek basiert auf dem Phagemid-Vektor pHEN1 (Hoogenboom et al., 1998)
und liegt in TG1 Zellen vor (Pini et al., 1998).

BM28 (Lemeulle et al., 1998) Thierry Chardgs, Inst. de Biotechnol. et Pharmacologie,
UMR CNRS 5094, Montpellier, Frankreich,

pET15b von Dr. Ingo Korndérfer, LMU Miinchen / Novagen
pTscFv-AR von Peter Wirtz, LMU Miinchen, (Wirtz, 2002)
pRSETS5d, ptetGFPO1 von Dr. H. Bruhn, LMU Miinchen
pAK100_ 15L von Dr. P. Lindner (Lindner et al., 1997)
Bacteriomatch™ Vector Kit ~ Stratagene GmbH, Heidelberg
(pBT, pTRG)
Y2H Proquest Stefan Eimer, AG Baumeister, Genzentrum
(pDBleu, pPC86-AD)
pPC86VH-AD Stefan Eimer, AG Baumeister, Genzentrum
pVL-DBleu Stefan Eimer, AG Baumeister, Genzentrum

6.2.2 Oligodesoxynukleotide

Samtliche Oligonukleotide sind in 5'-3'-Richtung dargestellt. In dieser Arbeit wur-
den ausschlieBlich Oligodesoxynukleotide verwendet. Auler jener zur Konstruktion der
nanoskopischen biomolekularen Assemblies wurden sie von der Firma Interactiva, Ulm,
nach dem Phosphoramiditverfahren (Sinha ef al., 1984; Kaplan, 1985) hergestellt. Sie

wurden entschiitzt und entsalzt geliefert.
6.2.2.1 Sequenzier-Oligonukleotide

hind-rev (antisense)
TTCACTTCAC AGGTCAAGC
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IcaF for
GAAAAGTGAA ATGAATAGIT CG

ompA.for (sense)
GCTATCCCGA TTGCAGTG

T7 (sense)
TAATACGACT CACTATAGGG

Y2H, pPC4200.for
CTGCACAATA TTTCAAGC

ETH-2
DP47CDR2back (sense)
TACTACGCAG ACTCCGICAA C

fdseql (antisense)
GAATTTTCTG TATGAGG

Bacteriomatch

pBT for (sense)
TCCGITGTGG GGAAAGITAT C

PTRG.for (sense)
CAGCCTGAAG TGAAAGAA

6.2.2.2 PCR-primer
Y2H
SE tiVh-for
ACTTAACCAT GGCCGAAGTT AAACTGCAG

SE Vh-rev
GIT'GGGAGCTC GCGGTACCAG AATTCCCTGA GGAGACGGTG AGCGTGGTC

SE Vi-rev
CGTGAATTCT TCAGITCCAG TTTGGTGCC

1c10h.For
CAGGTCCAAG CCGCAGAGTIC C

1c10h.Rev
AGCCGGATCC CTATTATGCA GAGACAGTIGA CCAGAGTICC

1cl0l.For
ATCCAGATGA CCCAGACTCC ATCC

1c10l.Rev
AGCCGGATCC CTATTACGCC CGITTGATTT CCAGC
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1CIOL Sacl rev
GAATTCTTGAGCTCCAGCTTGGTGC

ICI10H BpulOI rev
GAATTCCCTGAGGAGACAGT GACCAGAGTCC

Bacteriomatch

Noti_ Vh2.For
ATGATGATGG CGGCCGCATCT GAAGTTAAAC TGCAGCAGAG

Noti_VI.For
ATGATGATGG CGGCCGCATC TGATATCGIT ATGACCCAGC CGAG

Vh_Ecori.rev
CATCATCATG AATTCGAGGA GACGGIGAGC GGG

VI Ecori.rev
CATCATCATG AATTCTITGAG CTCCAGITTG GTGCC

Isolierung des Zif268-Gens
SP-zif.for
CCATGGAACG CCCATATCCT TGCTTG

3P-zif rev
GGATCCCTAT TAGICCTTCT GICTTAAATG GATTTTGG

PCR-Mutagenese des Zinkfingers
Zif268 2 P53 Fingerl.for
CCTGCGATCG CCGCTTTTCT ATGAGCCACC ATCTTAAAGA ACATATCCGA ATTCACACAG

Zif268 2 P53 Fingerl.rev
CTGIGTGAAT TCGGATATGT TCTTTAAGAT GGTGGCTCAT AGAAAAGCGG CGATCGCAGG

Zif268 2 P53 Finger2.for
CGAATCTGCA TGCGAAATTT CAGTCAGCGC GGCACCCTTA CGCGCCACAT CCGCACCCAC ACAG

Zif268 2 P53 Finger2.rev
CTGIGTGGGT GCGGATGIGG CCGCGTAAGEG TGCCGCCGCTG ACTGAAATTT CGCATGCAGA TTCG

Zif268 2 P53 Finger5.for
CATTTGTGEG AGGAAATTTG CCAGGCTTCA CCATAGGCTT CTTCATACCA AAATCCATTT
AAGACAGAAG

Zif268 2 P53 Finger3.rev
CTTCTGICTT AAATGGATTT TGGTATGAAG AAGCCTATGG TGAAGCCTGG CAAATTTCCT
CCCACAAATG

Zinkfinger-Fusionen

Spvhzif
GCGCCATGGA AGTTAAACTG CAGCAGAGC
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vh3pzif
ATATGGECGT TCTCCACCTC CTGAGGAGAC GGTGAGCGTG

vhipzif
ACGCTCACCG TCTCCTCAGG AGGTGGAGAA CGCCCATATG CTTGCCC

vhzif3p
GGATCCCTAT TAGICCTTCT GTICTTAAATG GATTTTGG

Spzifvl
CCATGGAACG CCCATATGCT TGCTTG

zif3pvl
AACGATAGCC ATTCCACCTC CGICCTTCTG TCTTAAATGG

zif5pvl
GACAGAAGCGA CGGAGGTGGA ATGGCTATCG TTATGACCCA GC

zifvi3p
GGATCCCTAT TACTTGAGCT CCAGTITTGGT GC

6.2.2.3 Oligonukleotide zur restriction selection

alle antisense

Asthl.rev
CCTCTGCTTC ACCCAGCTCA TGATGTAACG GGTGAAGGTG TAGCCAGAAG CCTTGC

Asth2.rev
CCTTGCTCTT GAACTTCTCA TTGTAATAAG TGCTACCGIT ACCAGGGTTA ATGGATCCAA
TCCACTCGAG ACGITGTCCA GG

Asth3.rev
GGICCCTTGG CCCCAGTACG GACGACCCTG ACCACGCGCA CAATAATAGA CCGCAGAGTC CTC

Astll.rev
CCAGCGCTTTT GCTGATACCA GTACAGGTAG CTGGAGAGCG ACTTCGACGC GCGGCACGCTG

Astl2.rev
CGGTCCGGAA CACCCGATGEC AAGGTTGGAC GCCTTGTAGA TCAGCAGITT CGEC

Astl3.rev
GGTGCCAGCG CCAAAGGTCG GCGGCAGITC GAGGITCTGT GCACAGTAGT AAACAGCCAG
ATCTTCAGC

Flahl.rev
TCCAGGCCTC TGCTTCACCC AGITCATCCA GTAGICGGTG AAGGTGTAGC CAGAAG

Flah2k.rev
CCTTGCTCTT GAACTTCTCA TTGTAGTACG TGICGTAGIT GITAAGGITTG TTGCGAATCT
GICCAATCCA CTCGAGACCT TG

Flah3.rev
GGTCCCTTGG CCCCAGTAGT CCATACCGTA GTAAGAACCG GTACAATAAT AGACCGCARA
GICCTC
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Flall.rev
CCAGGCTTTT GCTGATACCA ACGCAGGTAG GIGITGCCAT TGGAGIGGAC GAGCGACTGC
GACGCGECGEEC AGC

Flal2.rev
GAGAAACGGT CCGGAACACC AGAGAAACGG TTCGACACCT TGTAGATCAG CAGITTCGEC G

Flal3.rev
GGIGCCAGCG CCAAAGGICC ACGGAACGTG GGTGGACTGG CTACAGTAGT AAACAGCCAG
ATCTTCAGC

DigcdrH]I.rev
CTCTGCTTCA CCCAGCCGAG CCAGTAGITG GTGAAGGTGT AGCC

DigcdrH2.rev
CTTGAACTTC TCATTGIGGT TGGTGIAACC GCCACCAGAG TAAATGTCTC CAATCCACTC GAG

DigcdrH3.rev
CCTTGECCCC AGTAGACCTC GICGTAATCA TAAGGGCCAG AACGITTACA ATAATAG

DigcdrL1.rev
CCAGGCTTTT GCTGAAGCCA GITCAGGTAG CTGCCGATGI CCTGCGACGC GCGGCAGCTG

DigcdrL2.rev
GGTCCGGAAC ACCCGAGTCA AGGGACGAGG TCCCGTAGAT CAGACGTTTC GECGGTTGG

DigcdrL3.rev
CCAGCGCCAA AGGTCCAAGA GGAAGAGECG TACTGGAGAC AGTAGTAAAC AGC.

6.2.2.4 Mutagenese-Oligonukleotide

AP-Mutagenese fiir Fusionen mit scFv aus ETH-2, antisense

phoA_Notl.as
GCCTTCGECC CCCCCGEECCG CAGAGACAG

phoA_delNcol.as
GCTTATCGAT ATTGCCGIGG TACGITGC

phoA_His.as
CACTTCACAG GICAAGCTTA ATGGTGATGG TGATGGTGCT TAAGCCCCAG AGCGCGC

6.2.2.5 Oligonukleotide zur Konstruktion der NBAs

Diese Oligodesoxynukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg, her-
gestellt. Die Fluorophorverkniipfungen erfolgten fiir TMR mit einem Cs-linker, fiir Cy5
mit einem Cg-linker.

TMR-P53-8T-ZIF268
TMR- GICGAACATG TCCCAAGTGG TTTTTTTTGC TAGIGCGIGG GCGGACTC

113



Material

CY5-ZIF268-8T-P53
CY5- GAGICCGCCC ACGCACTAGC TTTTTTTTCC ACTTGGGACA TGITCGAC

TMR-P53
TMR- GTCGAACATG TCCCAAGTGG

Zif268-OL
GCTAGIGCGTI GGGECGGACTC

Yt
TMR- CACTTGGGAC ACGITCGACC

Yb
Bl OTI N TGAGGCGAAT TCCTACACAG GICGAACGTG TCCCAAGTG

Ye
CY5- CTAGIGCGTIG GGCGGATCTC GCAGTAGGAA TTCGCCTCA

Yo
GAGATCCECC CACGCACTAG

B-7T
TGAGGCGAAT TCCTACTTTT TTTACAGGTC GAACGTGTCC CAAGTG

Cy5-7T
CY5- CTAGIGCGTG GGCGGATCTC GCATTTTTTT GTAGGAATTC GCCTCA

6.3 Enzyme und andere Proteine

Alkalische Phosphatase (CIAP) MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Restriktionsendonukleasen New England Biolabs GmbH, Schwalbach
Rinderserum-Albumin (BSA) New England Biolabs GmbH, Schwalbach
RNase A Roth GmbH, Karlsruhe

Streptavidin PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
T4-DNA-Ligase New England Biolabs GmbH, Schwalbach
T4-DNA-Polymerase New England Biolabs GmbH, Schwalbach
T4-Polynukleotidkinase New England Biolabs GmbH, Schwalbach
Taq-DNA-Polymerase MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Vent-DNA-Polymerase New England Biolabs GmbH, Schwalbach
a-FLAG mAB-M2 IBI/Kodak, Rochester, New York, USA
mAB a-mouse::HRP Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

6.4 Standards und Kits

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

DNA-Léngenstandards MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Proteinmarker Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein /
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Qiagen® Mini Plasmid Kit Qiagen, Hilden

Qiagen® DNA-Purification Kit ~ Qiagen, Hilden
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6.5 Chemikalien

Acetanhydrid

Acrylamid (rotiphorese®-Gel30)
Adenosin-5’-triphosphat (ATP)
Agarose, elektrophoresis grade
4-Amino-azobenzol
3-Amino-1,2,4-triazol
Ammoniumpersulfonsdure (APS)
Ampicillin (Amp)

anhydro-Tetracyclin-hydrochlorid (a-Tet)

Bacto®-Trypton

Bacto®-Yeast

BiTecTM-Agar

Borsédure

Bromomethylacetat

Bromphenolblau

Calciumchlorid

Calciumcarbonat

Carbenicillin Dinatriumsalz

Chloramphenicol, kristallin

Coomassie® Brilliant Blau G250

2’-Desoxynukleotid-
5’-triphosphate (ANTP’s)

Digoxin

N,N-Dimethylformamid (DMF)

Dimethylsulfoxid, puriss. (DMSO)

Dinatrium-hydrogenphosphat

1,4-Dithiothreitol (DTT)

Essigsdure, p.a.

Ethanol, p.a. (EtOH)

Ethidiumbromid (EtBr)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Fluoreszein

Fluoreszeindiacetat

Glutaranhydrid

Glycerin (87 %)

Glycin, p.a.

Guanidiniumchlorid (GdmCl)

Harnstoff, p.a.

Heringsspermien-DNA

Imidazol, > 99 %

Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG)

Kalium-dihydrogenphosphat

Kaliumacetat

Merck AG, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tautkirchen
ICN Biomedicals GmbH, Eschwege

Merck AG, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

Acros Organics, Geel, Belgien

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA
Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA
Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA
Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck AG, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tautkirchen
Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Fluka Chemie, Neu-Ulm

Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Riedel de Haén, Seelze

Riedel de Haén, Seelze

ICN-Biomedicals GmbH, Meckenheim
Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Roth GmbH, Karlsruhe

Hoechst, Gersthofen, Industriespende
Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt
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Kaliumchlorid Merck AG, Darmstadt

Kanamycin-disulfat Merck AG, Darmstadt

Lanatosid C Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Lithiumacetat Merck AG, Darmstadt

Lithiumchlorid Roth GmbH, Karlsruhe

Magnesiumchlorid Merck AG, Darmstadt
Mangan-(II)-chlorid-2-hydrat Merck AG, Darmstadt

2-Mercaptoethanol Roth GmbH, Karlsruhe

Natriumacetat Merck AG, Darmstadt

Natriumazid Merck AG, Darmstadt

Natriumchlorid Roth GmbH, Karlsruhe
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth GmbH, Karlsruhe
Natriumhydrogensulfat Merck AG, Darmstadt

Natriumhydroxid Merck AG, Darmstadt
Nickelsulfat-hexahydrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Ouabain Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Paraffin, diinnfliissig Merck AG, Darmstadt
Pivaloyloxymethylchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Polyethylenglykol 3550, 6000 (PEG) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Roti®-Block Roth GmbH, Karlsruhe

Roti®-Phenol Roth GmbH, Karlsruhe

2-Propanol, 99 % z. Synth. Roth GmbH, Karlsruhe

Salzsaure, 32 % Riedel de Haén, Seelze

Tetracyclin Hydrochlorid (Tet) Merck AG, Darmstadt
N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin =~ Roth GmbH, Karlsruhe

(TEMED)

3,3',5,5"-Tetramethyl-benzidin (TMB) Pierce, Rockford, Illinois, USA
Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Roth GmbH, Karlsruhe

Triton X-100 Roth GmbH, Karlsruhe
Tween® 20 Roth GmbH, Karlsruhe
Xylencyanol FF Merck AG, Darmstadt
Zinkchlorid Merck AG, Darmstadt

6.6 nicht kommerziell erhaltliche Chemikalien

Neben den Substanznamen sind die in dieser Arbeit verwendeten Abkiirzungen und die je-
weiligen Quellen angegeben.

Synthesen durchgefiihrt im Lit-Praktikum”, Institut fiir Organische Chemie, Department
Chemie der LMU Miinchen:

*  4-Aminostilben-N-glutaramid (ASGA), Oswald Krotz

* ASGA-O-acetoxymethylester (ASGA-Ac), Julia Spatz

* 4-Aminoazobenzol-N-glutaramid (PZGA), Christian Schmolke
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* PZGA-O-acetoxymethylester (PZGA-Ac), Gunter Heymann

* PZGA-O-pivaloyloxymethylester (PZGA-Piv), Gunter Heymann

Synthesen der in phage display- und surface plasmon resonance-Experimenten (SPR)

verwendeten Azobenzol-Derivate, durchgefiihrt von Raymond Behrend, AG Moroder/

Peptidservice, MPI fiir Biochemie, Martinsried:

* 4-(Phenylazo)-phenol-O-carbamoyl-N-Pro-Phe-Gly-1,2-diaminoethyl-biotin (RB106)

* 4-(Phenylazo)-benzylalkohol (PZOH)

*  4-(4-Aminomethyl-phenylazo)-benzoyl-N-(Gly,-Ser),-Lys-Asp-1,2-diaminoethyl-

biotin (AMPB-Biotin)

*  4-(4-Amino-methyl-phenylazo)-benzoat (AMPB)

* Benzoyl-N-(Gly,-Ser),-Lys-Asp-1,2-diaminoethyl-biotin

*  PZGA-N-Gly-Ahx,-Cys-OH (PZGA-Cys, Ahx: Aminohexanséiure)

e HN-Gly-Ahx,-Cys-OH

4-Aminostilben, auf Anfrage synthetisiert von Chemstar Ltd., Moskau, GUS

N-Acetyl-(N-4-Aminostilben) (AS-Ac), Synthese durchgefithrt vom Autor mit freundli-

cher Unterstiitzung durch Raymond Behrend, AG Moroder/ Peptidservice, MPI fiir Bio-

chemie, Martinsried

6.7 Gerate

Absorptionsspektrophotometer
Uvikon 941

Brutschrank fiir Agarplatten

Brutschrank fiir Schiittelkulturen

Chromatographiesiulen

Eagle Eye TM 11

Elektrophoresekammern

ELISA-Plattenreader SpectraMAX 250
Fluoreszenzspektrometer Hitachi F4500
french press

lasys Biosensor

Kontron Instruments GmbH, Neufahrn

WTB Binder Labortechnik GmbH, Tuttlingen
Adolf Kiihner AG, Birsfelden, Schweiz
Pharmacia GmbH, Freiburg

Stratagene GmbH, Heidelberg
Harnischmacher Labortechnik, Miinchen /
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Molecular Devices, CA, USA

Jouan Mefltechnik GmbH, Miinchen

Gaulin, Hintertupfingen

Applied Biosystems,

117



Material

ITC-Gerit MicroCal
UK
Kiihlzentrifuge Universal 16R
Kiihlzentrifuge Z233MK
Kiihlzentrifugen Sorvall RC-3B/-5B/-5C
Kugelmiihle
Massenspektrometer TSQ 7000
Mikroprozessor pH-Meter, 471 Calamatic
Niederdruck-Chromatographie-Anlage
Pippetten Gilson Pipetman
Quecksilberdampflampe

dazugehorige Filtersets UG 1, BG 12,
ThermoBlock Typ 5436
Thermocycler Varius V45
Uberkopfrotor
Ultraschallgeridt Branson Sonifier 250
UV-Handlampe
Vortex Genie 2, G560 E
Wasserbad DC1

6.8 Andere Materialien

Blot-Membran PVDF
centricon10 centrifugal filter device
Chelating-sepharose”, fast flow
Dialyse Membran Spectra Por 1
(MWCO: 6-8 kDa) 14,6 mm
Dyna-beads, Streptavidin-beschichtet
ELISA-Platten, (unbeschichtet und
Streptavidin-beschichtet, PrecInnova)
Gel drying film
Glasperlen © 0.1-0.2 mm
Magnetriihrfische
membraspin-micro, 10 kDa
Nickel-NTA-Agarose
Nunc-Réhrchen maxisorb
Plastikverbrauchsmaterialien
Quarzglas-Kiivetten
Sterilfilter 0.2uM, 0.4uM
Ultrafiltrationsmembran YM 10
Zentrifugenbecher 11/ GS3 / GSA / SS34

Heath Scientific Co Ltd, Bletchley, England,

Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen
Du Pont GmbH, Bad Homburg

Retsch, Oberammergau

Finnigan MAT GmbH, Bremen

Knick GmbH, Berlin

Pharmacia GmbH, Freiburg

Abimed, Langenfeld

Abt. Moroder, MPI fiir Biochemie, Martinsried

Itos, Mainz

Eppendorf GmbH, Hamburg

Landgraf, Langenhagen

Werkstatt, Genzentrum, Miinchen
Branson Ultrasonics, Danbury, CT, USA

Genzentrum (Erstausstattung), LMU, Miinchen

Scientific Industries Inc., NY, USA
Gebriider Haake GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Pharmacia GmbH, Freiburg

Spectrum Medical Industries, Houston ,Texas

Dynal
Peske GmbH, Ainding-Pichl

Promega, Madison, Wisconsin, USA
Bernd Euler, Frankfurt

Roth GmbH, Karlsruhe

membraPure GmbH, Lorzweiler
Qiagen, Hilden

Nunc, Paris

Peske GmbH, Ainding-Pichl

Hellma GmbH & Co., Miillheim/Baden
Peske GmbH, Ainding-Pichl

Amicon GmbH, Witten

Nalgene Company, Rochester, N.Y., USA
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7 Methoden

Die Vorschriften orientieren sich iiberwiegend an den von (Sambrook ef al., 1989)
publizierten Protokollen. Medien werden mit entionisiertem, Puffer mit zusatzlich ultrafil-
triertem Wasser angesetzt. Mischungsverhéltnisse sind fiir fliissige Substanzen als Volu-
men pro Volumen (v/v), fiir Losungen fester Stoffe als Masse pro Volumen (w/v) angege-
ben. Molekularbiologische Arbeiten werden mit sterilen Medien und GefaB3en durchge-
fiihrt. Nach Benutzung werden alle mit Bakterien kontaminierten Geréte und Fliissigkeiten

autoklaviert.

7.1 Kultivierung und Aufbewahrung von E. coli

Einzelkolonien werden durch einen Verdiinnungsausstrich auf Luria-Bertani-Kultur-
schalen (LB-Platten, je nach Stamm und Plasmid mit den entsprechenden Antibiotika ver-
setzt), und Inkubation fiir 12-15 h bei 37 °C erhalten. Die Platten konnen, mit Parafilm
verschlossen, etwa 1 Monat bei 4 °C gelagert werden. Kulturschalen werden generell auf
dem Deckel liegend aufbewahrt. Fiir Fliissigkulturen von E. coli wird LB-Medium je nach
Selektion (z.B. auf plasmidtragende Zellen) Losung (Lsg.) des Antibiotikums zugesetzt.
Nach Animpfen mit einer Einzelkolonie wird, soweit nicht anders angegeben, fiir ca. 12-
15 h mit 200 Upm bei 37 °C geschiittelt. Die Zelldichte wird durch Messung der optischen
Dichte bei 600 nm (ODg) verfolgt.

LB-Medium: 10g Bacto Trypton
5S¢ Bacto Yeast Extract
5g NaCl
1.3 ml 2 M NaOH
ad 1L Hzo

autoklaviert und bei RT gelagert;
fiir Kulturschalen + 1.5 % Bacto Agar

Antibiotika-Stammldsungen, 1/1000 verdiinnt einzusetzen

Amp 100 mg/ml Ampicillin in H,O
Carb 10 mg/ml Carbenicillin in H,O
Cam 30 mg/ml Chloramphenicol in Ethanol
Kan 70 mg/ml Kanamycin in H,O
Tet 50 mg/ml Tetracyclin in Ethanol

sterilfiltriert, aliquotiert, bei -20 °C gelagert
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Zur langerfristigen Aufbewahrung von E.-coli-Stimmen werden Glycerinkulturen
angelegt. Hierzu werden 700 ul einer Ubernachtkultur mit 300 pl sterilem 87 % Glycerin
in einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefa3 gemischt und bei -80 °C gelagert. Glycerinkultu-

ren konnen uber mehrere Jahre aufbewahrt werden.

7.2 Transformation von E. coli (Hanahan, 1983)

7.2.1 Herstellung kompetenter Zellen (Tang et al., 1994)

200 ml LB-Medium werden in einem 2 |1 Erlenmeyerkolben mit 20 ml stationdrer
Ubernachtkultur des gewiinschten E. coli-Stammes angeimpft. Die Kultur wird bei 200
Upm und 37 °C bis zu einer ODgy, von mdglichst genau 0.94 geschiittelt, durch Schwen-
ken in einem Eiswasserbad abgekiihlt und in Zentrifugenbecher iiberfiihrt. Alle weiteren
Schritte erfolgen unter strikter Eiskiihlung.

Die Bakteriensuspension wird 15 min bei 3 000 rcf und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet
wird vorsichtig in 40 ml TfBI-Lésung resuspendiert und die Suspension in Falcongefil3e
iiberfiihrt. Nach 15 miniitiger Zentrifugation bei 4 °C, 2 000 rcf wird das Pellet vorsichtig
in 8 ml TfBII-Losung aufgenommen, zu je 100-200 pl in sterile Eppendorf-Reaktionsge-
faBe tberfiihrt und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die kompetenten Zellen
konnen bei -80 °C mehrere Monate gelagert werden. Die Transformationseffizienz sollte

bei ca. 10° Kolonien pro pg DNA liegen.

TfBI1: 100 mM KCl1
50 mM MnCl,
30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCl,
15% Glycerin
(sterilfiltriert)

TfB II: 75 mM CaCl,
10 mM KCl1
10 mM NaMOPS, pH 7.0
15% Glycerin
(autoklaviert)
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7.2.2 Schnelltransformation mit Plasmid-DNA (Pope & Kent, 1996)

Diese besonders schnelle Transformationsmethode kann fiir Plasmide mit z.B. Am-
picillinresistenz als Selektionsmarker verwendet werden. Fiir 10-100 cfu miissen 0.1 bis
1 ng Plasmid-DNA eingesetzt werden.

Ein Aliquot (100 pul) kompetenter Zellen wird auf Eis aufgetaut. Maximal 10 pl
DNA-Losung werden zugegeben und durch mehrmaliges Aufnehmen mit der Pipette ge-
mischt. Nach 5-miniitiger Inkubation auf Eis wird der Ansatz auf eine bei 37 °C vorge-
wiarmte LB-Kulturschale mit geeignetem Antibiotikum plattiert. Diese wird anschlieend

bei 37 °C fur 12-15 h inkubiert. Kolonien werden nach ca. 8 h sichtbar.

7.2.3 Transformation kompetenter Zellen mit Plasmid-DNA

Ein Aliquot (100 ul) kompetenter Zellen wird auf Eis aufgetaut. Fiir 10-100 cfu wer-
den 0.1 bis 1 ng Plasmid-DNA in < 10 pl Losung kalt zugegeben und durch kurzes Antip-
pen gemischt. Nach 10 min Inkubation auf Eis erhalten die Zellen fiir 45 s bei genau 42 °C
einen Hitzeschock und werden danach fiir wenige min wiederum auf Eis abgekiihlt. An-
schlieBend werden die Zellen mit 1 ml vorgewdrmten SOB-Mediums verdiinnt und in ein
Reagenzglas tiberfiihrt. Nach 1-2 h schiittelnder Inkubation (37 °C, 200 Upm) wird 1/10
der Kultur auf antibiotikahaltige LB-Platten ausgestrichen und bei 37 °C bis zum Sichtbar-

werden von Kolonien inkubiert.

SOC-Medium: 20g Bacto Trypton
5¢g Bacto Yeast Extract
7.8 mM NaCl
2.5mM KCl
pH 7.0 (NaOH)
ad 1 1 H,O, autoklaviert
SOB-Medium: SOC-Medium +
20 mM Glukose, sterilfiltriert
10 mM MgCl,, sterilfiltriert

7.3 Transformation von Hefe mit Plasmid-DNA

Fiir diese vereinfachte Transformation werden 25 pl einer frisch gewachsenen Kolo-

nie von Saccharomyces cerevisiae pro Ansatz mit steriler Impfose in 1 ml sterilem H,O in
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einem 1.5 ml GefaB resuspendiert (fiir 4 Ansdtze entsprechend 100 pl). Die Kolonie sollte
nicht dlter als eine Woche sein. Die Zellen werden durch Zentrifugation bei 14 000 rcf in
5 s pelletiert, in 1 ml 100 mM Lithiumacetat (LiAc) resupendiert und 5 min bei 30 °C in-
kubiert. Das einem Ansatz entsprechende Volumen (250 pl bei 4 Ansédtzen) wird in ein
neues Gefif iiberfiihrt, die Zellen pelletiert und der Uberstand vorsichtig mit einer Pipette
entnommen. Auf das Pellet werden in angegebener Reihenfolge folgende Losungen ge-

schichtet (!) und dabei nicht gemischt:

240 pL PEG, My 3350 (50 %), sterilisiert
36 ul LiAc 1 M, sterilisiert
50 pl ssDNA (Heringsspermien-DNA, 2.0 mg/ml in TE),
vor Verwendung 5 min, 100 °C denaturiert, auf Eis abgekiihlt
ca. 5 ul Plasmid-DNA (0.1-5 ng pro Plasmid)
20 ul H>O (Vol. Plasmid-DNA + H,O = 25 pl)

Die Ansitze werden mindestens 1 min gevortext, um die Zellen im Transformations-
mix zu resuspendieren und 20 min bei 42 °C inkubiert. Danach werden die Zellen erneut
bei 14 000 rcf'in 10 s pelletiert und der Uberstand verworfen. Nach sanftem Resuspendie-
ren in 200-400 pl sterilem H,O werden die Zellen auf SCdropout-Medium zur Selektion

auf das(die) Plasmid(e) plattiert. Kolonien sollten nach 2-4 d bei 30 °C sichtbar sein.

SCdropout-Mix: 20¢g Adeninhemisulfat *
20¢g Arginin-HCI
20g Histidin-HCl *
20¢g Isoleucin
40¢g Leucin *
20¢g Lysin-HCl
20¢g Methionin
30¢g Phenylalanin
20¢g Serin
20¢g Threonin
30g Tryptophan *
20¢g Tyrosin
12¢g Uracil *
90¢g Valin

Die Festsubstanzen werden in eine Plasteflasche eingewogen und mit wenigen zugegebenen Glasperlen unter
kraftigem Schiitteln vermischt. Zur Selektion auf Plasmide werden die mit * markierten Komponenten weg-
gelassen und bei Bedarf in entsprechenden Konzentrationen dem sterilisierten Medium zugefiigt. (Alle Kom-
ponenten von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)

SCdropout-Medium: 4.0 g Yeast Nitrogen Base (ohne Aminoséuren)
120¢g Glucose
05¢g SCdropout-Mix (s.u.)
600 ml H,O

pH 5.6 (NaOH)
autoklavieren.
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Fiir Platten nur mit 300 ml H,O ansetzen und mit folgender getrennt zu autoklavierender Losung mischen.
100 g Bacto Agar (fiir festes Medium)
300 ml H,O
Dem Gemisch eventuell zusétzliche Komponenten zugeben (bei unvollstindigem SCdropout-Mix) und in
Petrischalen gief3en.

7.4 Molekularbiologische Methoden

7.4.1 Plasmid-DNA-Praparation

7.4.1.1 Alkalische Lyse (Birnboim, 1979)

2 ml einer Ubernacht-Fliissigkultur eines plasmidtragenden E. coli-Stammes werden
in Eppendorf-Reaktionsgefife iiberfithrt und 2 min mit 18 000 rcf zentrifugiert. Das Zell-
sediment wird in 100 ul Losung I resuspendiert, mit 200 pl Losung II versetzt, durch In-
vertieren gemischt und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wird durch Zugabe von
150 pl Losung III neutralisiert.

Die wissrige (obere!) Phase enthilt die Plasmid-DNA und wird mdglichst ohne Ver-
unreinigungen in ein neues 2 ml-Reaktionsgefdl3 itiberfiihrt. Nach Zugabe von 0.7 Vol.
2-Propanol und anschlieBendem Durchmischen wird die gefallte Plasmid-DNA durch Zen-
trifugation 4 °C, 18 000 rcf pelletiert. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet mit 0.5 ml
70 % Ethanol (RT) gewaschen, zentrifugiert und bei RT vollstindig getrocknet. Zur Ent-
fernung der RNA wird das Pellet in 20 pl TE/RNase A gelost. Die DNA wird bei -20 °C
gelagert.

Bei einem high-copy-number-Plasmid mit einem Col/E1 Replikationsursprung ist
eine Ausbeute von ca. 3-5 ug Plasmid-DNA pro ml Bakterienkultur zu erwarten.

Das Uberspringen der iiblichen Proteinextraktion mit TE-gesittigter Phenol/ Chloro-
form-Ldsung nach Zugabe von Losung III bedingt eine stirkere Verunreinigung mit Prote-
inen. Bei Anwendungen wie analytischen Restriktionsdaus und sekundéren Transformatio-

nen wird dies in Kauf genommen, wenn ihre Effizienz eine untergeordnete Rolle spielt.

Losung I: 50 mM Tris/HCI, pH 8.0
10 mM EDTA
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Losung II: 02M NaOH

1% SDS
Losung III: 60 ml 5 M Kaliumacetat

11.5 ml Eisessig

28.5ml H,O

Endkonzentrationen: 3 M K, 5 M Acetat
TE: 10 mM Tris/HCI, pH 8.0

1 mM EDTA

TE/RNase A: 10 mg/ml DNase-freie RNase A
20 min bei 95-100 °C in TE erhitzen, langsam abkiihlen lassen,
in einer Endkonzentration von 20 pg/ml einsetzen.

7.4.1.2 Qiagen-Plasmid-DNA-Praparation

Hochreine Plasmid-DNA, welche mit Hilfe des Qiagen-Midi-Plasmid Kits nach An-
leitung der Hersteller gewonnen wird, kann fiir Sequenzierreaktionen verwendet werden.
Die Methode beruht auf der alkalischen Lyse und einer anschlieBenden Reinigung iiber

einen Anionenaustauscher.

7.4.2 Praparation von Einzelstrang-DNA (nach Sambrook et al., 1989)

1 ml 2xYT-Medium (incl. 30 pg/ml Chloramphenicol und Antibiotikum zur Selek-
tion auf das Plasmid) wird mit einer Einzelkolonie von E. coli CJ236 angeimpft und bei
37 °C mit 200 Upm geschiittelt. Sobald in der Kultur eine leichte Triibung erkennbar wird,
wird sie zu 20 ml gleichen Mediums in einen 100 ml Erlenmeyerkolben gegeben und mit
dem Phagen M13K07 (Endkonzentration 2 x 107 pfu/ml) transfiziert. Nach zweistiindigem
Schiitteln bei 37 °C und 250 Upm wird Kanamycin (Endkonzentration 70 pg/ml) zur Se-
lektion auf Phageninfektion zugesetzt und weiter iiber Nacht inkubiert (37 °C, 250 Upm).

Die Ubernachtkultur wird zweimal 5 min bei 4 °C und 12 000 rcf zentrifugiert, das
Zellpellet jeweils verworfen. Die Phagenpartikel werden aus dem Uberstand durch Zugabe
von 135 pl 20 % PEG 6000 in 2.5 M NaCl-Lésung pro ml Uberstand gefillt. Nach 15 min
Inkubation bei RT und 5 min Zentrifugation bei 12 000 rcf und 4 °C wird das Pellet durch
Vortexen in 500 pl TE aufgenommen und in Eppendorf-Reaktionsgefdfle iiberfiihrt. Nach
Aufschlull der Phagenpartikel durch 1 Vol. TE-gesittigtem Phenol wird bei 4 °C, 18 000
rcf zentrifugiert. Der Uberstandes wird in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und die phe-

nolische Phase erneut mit 200 ul TE extrahiert. Die Uberstinde werden in einem Corex-

124



Methoden

Glas vereinigt und die Einzelstrang-DNA nach Zugabe von 0.1 Vol. 8 M Lithiumchlorid-
Losung mit 2.5 Vol. EtOH 1 h bei -20 °C gefillt. Nach Zentrifugation (20 min, 4 °C,
12 000 rcf) wird das Pellet mit 70 % EtOH gewaschen, nochmals zentrifugiert (10 min)
und bei RT getrocknet. Die DNA wird in 25-50 pul TE aufgenommen und bei -20 °C gela-
gert.

Durch Elektrophorese eines Aliquots im Agarose-Gel kann die Reinheit (Anteil an
M13K07) und durch Extinktionsmessung bei 260 nm die Ausbeute abgeschdtzt werden

(4260 = 1 entspricht etwa 33 pug ssDNA). Es sind etwa 1 pg ssDNA pro ml Ubernachtkultur

Zu erwarten.
2xYT-Medium: 16 g/l Bacto Trypton

10 g/l Bacto Yeast Extrakt

S5¢gl NaCl

mit NaOH auf pH 7.4 einstellen und autoklavieren
PEG-Losung: 20 % PEG 6000

25M NaCl

sterilfiltrieren

7.4.3 Phosphorylierung von Oligodesoxynukleotiden
Oligodesoxynukleotide werden in sterilem Wasser zu einer Endkonzentration von
100 pmol/pl geldst. Zu 200 pmol eines Oligonukleotids werden 10 pl 3x Kinase-Mix so-
wie 4.5 U T4-Polynukleotidkinase gegeben, der Ansatz wird mit Wasser auf 30 pl aufge-
fiillt. Nach einer Inkubationszeit von 45 min bei 37 °C wird die Kinase durch 10 min Be-
handlung bei 65 °C inaktiviert. Die Losung wird mit 70 ul Wasser aufgefiillt (Endkonzen-

tration der phosphorylierten Oligonukleotide 2 pmol/ul) und bei -20 °C gelagert.

3x Kinase Mix: 300 mM Tris/HCI, pH 8.0
60 mM DTT
30 mM MgCl,
3 mM ATP

zu 10 pl aliquotiert bei -20 °C gelagert
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7.4.4 Restriction Selection (nach Wirtz et al., 2003)

Diese Methode erlaubt eine effiziente ortspezifische Mutagenese nach (Kunkel,
1985) an mehreren Stellen eines Vektors in einem Experiment. Dazu wird ein spezieller
Vektor verwendet, der nur innerhalb der zu mutierenden Genabschnitte ausgewéhlte Re-
striktionsendonuklease-Schnittstellen trdgt, hier pTscFv-AR (siehe dazu auch Kap. 9.1.1).
Nach annealing der mutierenden Oligonukleotide und Auffiillreaktion des einzelstrangigen
Vektors werden unvollstindig mutierte Gene (in denen nicht alle Oligonukleotide
hybridisierten) spezifisch fragmentiert. Die Transformation des verbleibenden Ansatzes
erzielt demzufolge Klone, die aufgrund der Heteroduplex-DNA nur zur Hilfte fiir das
mutierte Gen positiv sind. Ein weiterer Dau der aus diesen Zellen préiparierten Plasmid-
DNA erlaubt eine nahezu 100 %ige Selektion auf vollstindig mutiertes Gen.

Fiir die ortsspezifische Mutagenese werden 5’-phosphorylierte Mutagenese-Oligo-
desoxynukleotide (Kap. 7.4.3) eingesetzt. 0.2 pmol Einzelstrang-DNA und mit je 2 pmol
der Mutagenese-Oligonukleotide werden mit 1.5 pl 10x annealing-Puffer gemischt und
mit H,O auf 15 pl aufgefiillt. Der Ansatz wird 5 min auf 95 °C erhitzt, um die Sekundar-
strukturen der DNA zu losen. Anschlieend wird fiir 15 min bei der Oligo-spezifischen
Hybridisierungstemperatur (Ty;) inkubiert und danach auf Eis gestellt. Ein Ansatz ohne
Zugabe eines Primers dient zur Kontrolle.

Zur in-vitro-Polymerisation werden dem Ansatz 3 pl 10x Synthese-Puffer, 10 pl
H,0, 1 pl T4-DNA-Polymerase (3 U) und 1 ul T4-DNA-Ligase (6 U) zugegeben. Nach
vorsichtigem Schiitteln wird 5 min auf Eis und 2 h bei 37 °C inkubiert. Danach werden die
Enzyme 15 min bei 65 °C inaktiviert.

AnschlieBend wird der Ansatz einem Restriktionsendonukleasedau unterzogen. Nach
Zugabe von geeignetem Puffer werden je 5 U der im parentalen Vektor schneidenden
Nukleasen Hincll und Pmll sowie 1 U Alkalische Phosphatasen (AP) zugesetzt. Der An-
satz wird 3 h bei 37 °C und 20 min bei 75 °C (zur Inaktivierung) inkubiert. Nach Dialyse
gegen H,O werden damit E. coli XLI-Blue-Zellen elektroporiert. Zum Vergleich dient eine
Kontrolle unverdaute DNA und die Mutagenese-Kontrolle ohne Oligonukleotide. Zur Be-
stimmung der Transformationseffizienz wird ein Teil der Zellen (1/10) plattiert, der Rest in

einer 100 ml Ubernachtkultur angezogen.
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Aus dieser Kultur praparierte Plasmid-DNA wird einem zweiten Restriktionsverdau
unterzogen, um die aus der Hetero-Duplex-DNA entstandene gemischte Plasmidpopulation
auf vollstindig mutierte Gene zu selektieren. Dazu werden 0.5 ug Plasmid-DNA mit den
selektierenden Enzymen wie oben beschrieben behandelt und erneut in E. coli elektropo-
riert oder transformiert. Von den erzielten Klonen priparierte Plasmide werden durch

analytischen Verdau oder Sequenzierung auf das mutierte Gen hin untersucht.

10x annealing-Puffer:

500 mM NaCl
200 mM Tris/HCI, pH 7.4
20 mM MgClz
10x Synthese-Puffer:
100 mM Tris/HCI, pH 7.9
50 mM MgCl,
20 mM DTT
10 mM ATP
5 mM jedes ANTP

sterilfiltriert und bei -20 °C aufbewahrt

Die Hybridisierungstemperatur Ty berechnet sich nach (Wu et al., 1991):

[Tv] =22 + 1.44%(Z(A+T)+2*Y(G+C)).

7.4.5 DNA-Amplifikation durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wird zur einfachen Amplifikation eines Gens, zur
Mutagenese oder zur Einfiihrung neuer Restriktionsendonuklease-Schnittstellen durchge-
fihrt, um ein Gen in einen Vektor klonieren zu kénnen.

Ein 50 pl Ansatz ist meist fiir eine einfache Amplifikation ausreichend.

PCR-Standard-Ansatz:

1-10 ng Templat-DNA

50 pmol sense-Oligo

50 pmol antisense-0ligo

Sul dNTPs (je 10 mM)
Sul 10x Reaktionspuffer

2 ul 100 mM MgSO,

Il Vent-Polymerase (2 U)
ad 50 pl H,O steril

Die Losung wird in einem PCR-Reaktionsgefdll gemischt und mit 1 Tropfen diinn-

fliissigen Paraffinéls {iberschichtet.
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Die Reaktion findet in einen Thermocycler nach folgendem Schema statt. Zur Am-
plifikation des Templats wird die Doppelstrang-DNA aufgeschmolzen, das Oligonukleotid
bei der spezifischen Ty (vgl. Kap. 7.4.4) hybridisiert und durch die Polymerase zur Dop-
pelstrang-DNA aufgefiillt.

PCR-Programm, Muster

1. Zyklus: 120 s 94 °C
30s Twm
60 s 72 °C
2.-30. Zyklus 30s 94 °C
30s Twm
60 s 72 °C
31. Zyklus: 30s 94 °C
30s Twm
300 s 72 °C, danach 4 °C

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgt entweder direkt nach der Reaktion oder
nach Abtrennung parentaler DNA und mdglicher Nebenprodukte durch Agarose-Gelelek-
trophorese mit dem Qiagen® DNA-Purification Kit.

Zur Einfiihrung von Mutationen und Schnittstellen werden Oligonukleotide verwen-
det, die 3' einen perfekt mit dem Templat hybridisierenden Bereich aus 16-20 Nukleotiden
(nt) besitzen. Ihr 5'-Bereich enthilt die in das Gen einzufiihrenden Verdnderungen. Zur
Klonierung der PCR-Produkte enthilt dieser Bereich in der Regel die Sequenz einer Re-
striktions-Schnittstelle. Die nach Herstellerangaben oft eingeschrinkte Effizienz dieser

Enzyme nahe von DNA-Enden ist hierbei zu beachten.

7.4.6 Zweistufige PCR

Zur Herstellung von Genfusionen und fiir spezielle Mutagenesen wird eine modifi-
zierte PCR-Methode genutzt. Unter Verwendung von zueinander komplementiren “inne-
ren” Oligonukleotiden und je einem “dufleren” Primer werden in zwei getrennten Reaktio-
nen primire PCR-Produkte hergestellt, die einen liberlappenden homologen Bereich besit-
zen. In der zweiten Stufe der PCR werden diese Produkte gemischt und mit den “dufleren”,
zueinander nicht komplementiaren Oligonukleotiden amplifiziert. Dies fiihrt zur Strangver-
langerung an den iiberlappenden Bereichen. Als Produkt entsteht eine Fusion der Primar-

amplifikate, die sich analog zu normalen PCR-Produkte klonieren 14t.
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7.4.7 Restriktionsendonukleaseverdau von Plasmid-DNA

Die Restriktionsenzyme werden unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen
verwendet. Bei Doppelverdaus mit unterschiedlichen Enzymen, fiir die der Hersteller kei-
nen gemeinsamen Reaktionspuffer empfiehlt, wird zundchst mit dem Enzym geschnitten,
das niedrigere Salzkonzentrationen benétigt. Nach Hitzeinaktivierung, meist 20 min bei
65 °C, werden die Pufferbedingungen angeglichen und mit dem zweiten Enzym verdaut.
Analytisch:

Zu etwa lpg Plasmid-DNA werden 1-2 U der entsprechenden Restriktionsendonu-
kleasen, 1 pl des empfohlenen 10x Reaktionspuffers und 1 pl einer BSA-Lsg. (Img/ml,
Endkonzentration 100 pg/ml) gegeben. Der Ansatz wird mit sterilem Wasser auf 10 pl
aufgefiillt und mindestens 1 h bei der fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur inku-
biert.

Priparativ:

Zur Kombination von DNA-Fragmenten bzw. Umklonierung entsprechende Gene.
wird etwa 500 ng DNA eingesetzt, sodal3 die entstehenden Fragmente im Agarose-Gel gut
erkennbar sind. Die Vollstindigkeit der Spaltung wird durch Auftrag eines Aliquots auf ein
analytisches Agarosegel iiberpriift.

Die gewiinschten Banden werden unter langwelligen UV-Licht (366 nm) sorgfaltig
mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein zuvor abgewogenes Reaktionsgefal} iiber-
fithrt. Nach Bestimmung der Masse des Gelbrosels wird das DNA-Fragment mit dem Qia-
gen® DNA-Purification Kit extrahiert und fiir weitere Verwendungen (Ligation, vgl. Kap.

7.4.9) bei -20 °C autbewahrt.

7.4.8 Agarose-Gelelektrophorese

Verdaute DNA-Proben werden nach Zugabe von 6x Auftragspuffers in einem Aga-
rose-Gel aufgetrennt. Zum Grofenvergleich dient ein DNA-Léngenstandard. Bei Trennung
von Fragmenten < 500 bp wird ein 1.4-1.7%iges Gel, fiir groBere Fragmente ein 1%iges
Agarose-Gel verwendet.

Zur Herstellung von Agarose-Gelen wird trockene Agarose im entsprechenden Vo-

lumen TBE-Puffer in einem Mikrowellenherd aufgekocht, bis eine homogene, viskose
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Losung entsteht. Dieser heilen Losung wird ein 1/10 000 Vol. Ethidium-bromid-(EtBr)-
Lsg. (10 mg/ml) zugegeben, um DNA durch die Fluoreszenz des interkalierenden Farbstof-
fes im UV-Licht (254 oder 366 nm) sichtbar zu machen. Nach Abkiihlen auf unter 50 °C
kann das Gel in die entsprechende Apparatur gegossen und ein Taschenformer eingescho-
ben werden. Nach Erstarren konnen die Proben aufgetragen werden. Gele der Grofle 10 x
15 cm werden bei 80-100 V, Gele der Grofle 6 x 8 cm bei ca. 50 V in TBE-Puffer gefah-
ren. Die Laufzeiten betragen zwischen 30 und 60 min. Die Gele werden mit einem

Eagle Eye II dokumentiert.

TBE-Puffer: 89 mM Tris
89 mM Borsédure
2 mM EDTA
6x Auftragspuffer: 1.5 mg/ml Bromphenolblau
1.5 mg/ml Xylencyanol
50 % Glycerin

7.4.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Umklonierung werden das gewiinschte Vektorplasmid und Insert priaparativ mit
den gleichen Enzymen gespalten und die DNA-Fragmente isoliert (vgl. Kap. 7.4.7). Die
gewlinschte Kombination von Vektor und Insert wird in einem molaren Verhéltnis von
etwa 1:10 gemischt (Endvolumen 20 pl). Nach kurzem Erwdrmen zum Schmelzen der
homologen DNA-Uberhinge werden auf Eis 1/10 Volumen 10x Ligasepuffer des Herstel-
lers und ca. 2 U T4-DNA-Ligase zugegeben. Der Ansatz wird 1 h bei 20 °C inkubiert und
danach in kompetente E. coli IM109 oder XLI Blue transformiert. Als Kontrolle dient ein

Ligationsansatz mit Vektor-DNA ohne Insert.

7.4.10DNA-Sequenzierung

Fiir Sequenzierreaktionen werden unphosphorylierte Oligodesoxynukleotide einge-
setzt. Diese sind so zu wihlen, daf3 der Abstand zwischen dem 3'-Ende des Primers und
dem ersten Nukleotid von Interesse etwa 30-50 bp betrdgt. Die Sequenzier-Oligonukleo-

tide sollten einen T-Wert von 54-56 °C besitzen. (vgl. Kap. 7.4.4)
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Die Sequenzierreaktionen werden vom hauseigenen Sequenzierservice des Genzen-
trums, AG Blum, mit einem Cycle-Sequencing-Kit und fluoreszenzmarkierten Termina-
toren nach der Kettenabbruch-Methode durch Didesoxynukleotide durchgefiihrt. Die De-
tektion und Sequenzanalytik erfolgt mit einem Automatischen DNA-Sequenzer ABI Prism

373 XL96.

7.5 Das phage-display-Verfahren

Die Vorschriften fiir Experimente zum phage display orientieren sich iiberwiegend

an den von (Kay et al., 1996) publizierten Protokollen.

7.5.1 Infektion von E. coli mit Phagen

E. coli Staimme, die mit F' gekennzeichnet sind, besitzen die Fahigkeit zur Ausbil-
dung von F-Pili. Uber diese erfolgt eine Infektion mit M13-Bakteriophagen bzw. Derivaten
davon. E. coli mit F-Pilus lassen sich in der exponentiellen Wachstumsphase hoch effizient
infizieren.

Zur Herstellung phagen-kompetenter E. coli 1Bt man TG 1-Zellen (alternativ XL 1-
blue oder JM 109) mit oder ohne Phagemid in 2xYT-Medium bis zu einer ODg, von 0.4-
0.5 wachsen. Bei ODgy > 0.5 ist die Infektionseffizienz deutlich reduziert.

Fiir die Infektion werden z.B. 1.5 ml (aus dem panning gewonnener) Phagenlosung
zur Bakterienkultur gegeben und 30 min bis 1 h bei 37 °C ohne Schiitteln inkubiert. Die
Bakterien werden bei 3 300 rcf, 10 min abzentrifugiert, in 1 ml 2xTY Medium zur weite-
ren Verwendung resuspendiert.

i) Zur Vermehrung von Bibliotheken werden die Zellen auf groen Agarplatten ent-
sprechenden Mediums zur Selektion auf das Phagemid (hier mit Ampicillin) plattiert.

ii) Nach Infektion mit Helferphage zur Herstellung von Phagen, welche das Phage-
mid enthalten, werden die Zellen iiber Nacht unter Selektion sowohl auf das Phagemid als

auch den Helferphagen in Fliissigkultur inkubiert.

2xYT-Medium: 16 g/l Bacto Trypton
10 g/l Bacto Yeast Extrakt
5¢/l NaCl

mit NaOH auf pH 7.4 einstellen und autoklavieren
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PEG-Losung: 20 % PEG 6000
25M NaCl
sterilfiltrieren

7.5.2 Herstellung und Reinigung von Bakteriophagen

Zum Herstellen von Phagen werden die ein Phagemid enthaltenden Bakterien von
LB-Platten mit 5-10 ml 2xTY/15% Glycerin vorsichtig abgespiilt. Ein Teil davon kann als
Glycerinstock bei -80 °C gelagert werden. Eine der Komplexitit der Bibliothek entspre-
chende Menge der Bakterienbibliothekstockldsung (ca. 100 ul) wird in 50 ml 2xYT-Me-
dium/Amp/0.5 % Glukose angimpft. Die ODg, sollte anfangs bei 0.05-0.1 liegen. Bei ei-
ner ODgy von ca. 0.4-0.5 wird die Kultur mit Helferphagen M13K07 im Verhéltnis 20:1
Phagen:Bakterien (8x10% Zellen/ml bei ODgq = 1, also 2x10'° tu) infiziert (s.0.). Die Bak-
terien werden bei 3 300 rcf, 10 min abzentrifugiert, vorsichtig in 100 ml 2xTY-Amp-Kan
Medium resuspendiert. Die Kultur wird tiber Nacht bei 30 °C schiittelnd inkubiert.

Zur Aufreinigung der Phagen wird die E. coli-Kultur mit 3 300 r¢f fiir 10 min und
der anfallende Uberstand erneut 10 min bei 10 800 rcf zentrifugiert. Alle weiteren Schritte
werden bei 4 °C oder auf Eis durchgefiihrt. Zum Uberstand wird 1/5 des Volumens
PEG/NaCl-Losung gegeben, die Losung geschiittelt und 1 h auf Eis gelegt. Die prézipi-
tierten Phagen werden 30 min bei 10 800 rcf und 4 °C abzentrifugiert und das Pellet in
40 ml Wasser resuspendiert. Zur Abtrennung unldslicher Substanzen wird die Losung
10 min bei 10 800 rcf zentrifugiert und der Uberstand mit den Phagen erneut einer Fillung
mit 8 ml PEG/NaCl-Losung unterzogen. Nach einstlindiger Fallung auf Eis wird 30 min
bei 10 800 rcf zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml PBS geldst
und sterilfiltriert. Von dieser Phagenldsung wird der Titer (s. Kapitel 3.9.1.) bestimmt. Fiir
langere Aufbewahrung konnen die Phagen auch mit 15 % Glycerol bei -70 °C gelagert

werden.

7.5.3 Bestimmung des Phagentiters einer Losung

Die Anzahl von Phagen in einer Losung wird indirekt {iber die Anzahl der Bakterien

ermittelt, die sich durch die Phagen infizieren lassen und damit eine phagenkodierte Anti-
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biotikumresistenz erlangen. Da die hier verwendeten Phagenderivate nur zur Transfektion
nicht jedoch zur Lyse fahig sind, wird die Anzahl der Phagen nicht in plaque forming units
(pfu) sondern transforming units (tu) angegeben.

Die Losung, deren Phagentiter bestimmt werden soll, wird seriell verdiinnt, um einen
Bereich abzudecken, in welchem sich die cfu gut durch Auszihlen bestimmen lassen. Eine
Bakterienkultur wird mit der Phagenldsung infiziert. Die Bakterien werden dann auf
LB-Platten mit dem phagemidspezifischen Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei
37 °C inkubiert. Nach ca. 12 h 148t sich anhand der Zahl der Klone und der jeweiligen

Verdiinnung der Phagentiter in der Stammldsung zuriickrechnen.

7.5.4 Immobilisierung von Zielsubstanzen

Synthetische Liganden niedrigen Molekulargewichts (im folgenden auch Haptene
genannt) werden liber kovalentes Biotin an immobilisiertes Streptavidin gekoppelt. Dazu
werden 4 ml-Nunc-Maxisorb-Réhrchen mit Streptavidin-Lsg. (0.2 mg/ml in Carbonatpuf-
fer) beschichtet (coating). Zur Erh6hung der Stringenz in spéteren Selektionsrunden kann

auch eine niedrigere Proteinkonzentration verwendet werden.

5x Carbonatpuffer 0.5M NaHCOs;
pH 9.5
Verdiinnen 1/5 ergibt pH 7.4

Die Proteinlosung wird jeweils in ein 4-ml Nunc-Maxisorb-Rohrchen gegeben, die-
ses verschlossen und zur gleichmifBigen Verteilung im Uberkopfrotor bei 4 °C 2.5 h inku-
biert. Zur Entfernung ungebundenen Proteins wird die Proteinlosung verworfen und das
Rohrchen 3 x 10 min bei RT mit PBS gewaschen. Zur Blockierung verbleibender Bin-
dungsoberflache wird mit RotiBlock/PBS-Losung 2.5 h bei 4 °C iiber Kopf geschiittelt und
abschlieBend dreimal 5 min mit PBS-Losung gewaschen. Die Proteine sind nun iiber hy-
drophobe Wechselwirkungen an der Oberfliche der R6hrchen immobilisiert (coated) und
restliche Bindungsstellen mit RotiBlock abgesittigt. Zur Kopplung eines Liganden {iber
Biotin wird dieser im Blockierungsschritt im Uberschu8 zum immobilisierten Streptavidin
zugegeben und ebenfalls schiittelnd > 1 h inkubiert. Die abschlieBenden Waschschritte

dienen dann der Entfernung nicht gebundenen Haptens. Die beschichteten Nunc-Maxisorb-
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Rohrchen sind direkt flir panning-Runden im phage display einsatzfahig, lassen sich aber

auch tiber einige Wochen verschlossen bei -20 °C lagern.

7.5.5 Panning von Phagen-Bibliotheken

Bindung
Ca. 10" Phagen in 2 ml PBS/RotiBlock-Lsg. werden in Nunc-Maxisorb-Réhrchen

(mit immobilisiertem target) gegeben, die Rohrchen verschlossen und 2 h bei 4 °C im
Uberkopfrotor inkubiert.

Waschen

Die Phagenlsg. wird nach der Inkubation verworfen und die gebundenen Phagen mit
unterschiedlicher Stringenz von der immobilisierten Substanz gewaschen. Dazu wird das
Gefall mit 4 ml Waschlosung befiillt, verschlossen, invertiert und entleert. Die Entfernung
von Losungsresten kann durch Ausklopfen erfolgen. Typischerweise erfolgt das Waschen
durch 10 aufeinanderfolgende Zugaben von PBS/0.1 % Tween-20 (PBST) und 5-30 Zuga-
ben von PBS. Je nach Stringenz wird hierbei die Gesamtwaschdauer von wenigen Minuten
bis auf mehrere Stunden ausgedehnt. Die Selektionen mit Azobenzol-Derivaten erfolgen
prinzipiell unter Lichtausschluf} in einer Dunkelkammer, um Isomerisierung des des Hap-
tens zu vermeiden.

Es sollte moglichst so stringent gewaschen werden, da8 10° bis 10° Phagen eluiert
werden konnen. Nach der ersten panning-Runde befinden sich in der eluierten Phagen-
Losung nur sehr wenige Phagen, die eine besonders hohe Affinitdt zur immobilisierten
Zielsubstanz aufweisen, wahrend mit steigender Zahl von panning-Runden Phagen mit
groBerer Affinitit angereichert werden und sich somit die intrinsische Stringenz erhdht.

Zur Uberpriifung der Waschschritte (und der Elution) werden die Phagentiter der
letzten Waschlésung und der Elutionslosung bestimmt. Die panning-Runde wird so haufig
wiederholt, bis Waschbedingungen gefunden werden, die bei der Elution die gewiinschte
Zahl von Phagen freisetzen; z.B. durch Variation der Waschschrittzahl, Dauer, Detergenz-
konzentration. Ein erfolgreiches Waschen 1a6t sich also nur ex eventu nach Bestimmung

der Phagentiter nachweisen.
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Elution

Nach dem letzten Waschen wird Elutionslosung zugegeben und fiir wenige Minuten
bis 1 h im Uberkopfrotor inkubiert. Fiir gewohnlich 1d8t man 1 ml 100 mM Triethylamin
einwirken. Durch den pH-Wechsel auf ca. 10 und das sterisch groBe Triethylammonium
als Gegenion werden die Bindungen der Phagenproteine an die immobilisierten Substan-
zen kompetitiert bzw. aufgeldst. Die Elutionslosung wird durch Entleeren in ein Gefal mit
1/10 Vol.1 M HCI sofort neutralisiert.

Bei Selektionen an Azobenzol erfolgt die Elution der bindenden Phagen nach Zu-
gabe von 1 ml PBS durch trans - cis-Isomerisierung infolge UV-Belichtung (siehe Kap.
7.10.5) und Kompetition mit in PBS gelostem Hapten (sieche Kap. 2.1.2.1). Bindende Pha-
gen, die sich kompetitieren lassen, werden so von den immobilisierten Zielsubstanzen ge-
16st. Die Elutionslosung wird in ein Reaktionsgefaf iiberfiihrt und zur erneuten Infektion
von Bakterien verwendet.

Néhere Angaben zu den Bedingungen bei einzelnen Experimenten finden sich im

Ergebnisteil (Kap. 2.1.2.1).

7.5.6 ELISA zur Bestimmung der Spezifitat selektierter Klone

In einem ELISA-Test (enzyme linked immuno-sorbent assay) wird die Bindung einer
Molekiilspezies aus der Losung an eine andere im Testrohrchen immobilisierte nachgewie-
sen. Erstere wird iiber eine sekundire Antikorperreaktion nachgewiesen. Diese ist daher
bei sonst gleichen Bedingungen von der Konzentration des immobilisierten und der des
daran bindenden Molekiils, sowie der Affinitédt der beiden zueinander abhéngig.

Mit den hier beschriebenen ELISA-Tests werden Vergleiche der Spezifitit und Affi-
nitit verschiedener selektierter scFvs gegen Azobenzolderivate durchgefiihrt. Biotinge-
koppelte Azobenzolderivate werden in Streptavidin-beschichteten ELISA-Platten (Prec-
Innova) immobilisiert. scFvs aus Kulturiiberstinden entsprechender Bakterienstimme
(Kap. 7.7.1) werden nach ihrer Bindung an die Oberfliche iiber einen murinen FLAG-tag-
spezifischen Antikorper (d-FLAG-mAB M2) nachgewiesen, dieser wiederum durch ein
sekunddres anti-Maus::HRP-Konjugat (aus Ziege). Der Umsatz eines chromogenen Sub-

strats der Peroxidase (HRP) ist somit ein MaB fiir die Wechselwirkung der scFvs mit an
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der Oberfliche immobilisierten Substanzen. Er 148t sich durch Quotientenbildung der Ex-
tinktionen bei 450 und 650 nm nach Abstoppen der Reaktion mit Schwefelsdure bestim-
men. Hier werden nur relative Messungen durchgefiihrt. Zur Eichung des Systems wiirde

ein Antikorper bekannter Affinitit bendtigt.

Ablaufschema eines ELISA-Experimentes
Angegeben sind jeweils Endkonzentrationen, wenn im einzelnen nicht anders beschrieben.
Nach jedem Schritt ist die Losung durch invertieren und ausklopfen zu entfernen.

mind. 1 h 100 pl PBS, 0.25 % DMSO, 6 pM Azobenzol-Biotin
kurz 100 pl PBS
mind. 1 h 200 pl RotiBlock
3x kurz 200 pl PBS
mind. 30 min 100 pl Kulturiiberstand, 1/10 RotiBlock
3x kurz 100 pl PBS
mind. 1 h 100 pl AK-Mix
3x kurz 100 pl TBST

50 ul HRP-Substratlésung

50 ul 1 M H,SO,
Auslesen der Extinktion bei 450 nm und 650 nm im ELISA-Plattenreader
AK-Mix 3ml RotiBlock

1ul 1° AK a-FLAG mAB M2 (Maus)

4 ul 2° AK a-Maus::HRP (Ziege)
HRP-Substratldsung 1 Tablette TMB (Pierce) in

100 pl DMSO lssen

9.9 ml 0.1 M NaAc

bei 4 °C dunkel lagern,

Vor Gebrauch einem Aliquot
1/333 30 % iges H,O; zusetzen.

7.6 in vivo-Interaktionstests

7.6.1 Yeast2Hybrid (Y2H)-Interaktionstest

Die Vorbereitung der Konstrukte fiir diesen Interaktionstest (Klonierung der Gene,
Hefetransformation) erfolgte nach den bisher beschriebenen Methoden (Kap. 7.3, 7.4).

Fiir einen yeast2hybrid-Interaktionstest werden Hefezellen des Stamms MaV203
gleichzeitig mit einem pDBleu und einem pPC86AD Plasmid-Derivat transformiert (sieche
Kap. 7.3). Zum Vergleich der Interaktion von Fusionsproteinen an der Gal4-Aktivierungs-

domine (AD) und der Gal4-DNA-bindenden Domine (DB) mit einer moglichen Hinter-
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grund-Aktivierung werden parallel Transformationen mit Kontrollplasmiden durchgefiihrt,
welche die unfusionierten Doménen enthalten.
Ein Transformationsschema fiir zwei zu untersuchende Proteine X und Y kann fol-

gendermal3en aussehen:

# DB-Fusion AD-Fusion
1 i _

2 X -

3 - Y

4 X Y

5 Y -

6 - X

7 Y X

Frisch gewachsene Kolonien der transformierten Linien konnen nochmals auf frische
Agarplatten (SCdropout-Medium, siehe Kap. 7.3) umgestrichen werden. So erhélt man
auch gleichméBig wachsende Hefelinien.

Pro Linie wird eine Kolonie in sterilem H,O resuspendiert, seriell verdiinnt, um
einen Zelldichtebereich um 1 cfu/pl zu iiberstreichen. Aliquots dieser Verdiinnungsstufen
werden auf groBBen Agarplatten gespottet. Sinnvollerweise ordnet man dabei Reihen der
verschiedenen Konstrukte und der jeweiligen Kontrollen zum besseren Vergleich iiberein-
ander an.

Bei Untersuchung einer Interaktion der Fusionsproteine auf Histidin-freiem Medium
werden zur Selektion mindestens 5 mM 3-Amino-1,2,4-triazol (3AT) zugegeben. Dieser
Inhibitor der Histidin-Biosynthese unterdriickt eine Hintergrund-Enzymaktivitdt. Bei hohe-
ren Konzentrationen an 3AT bis 250 mM lassen sich besonders starke Interaktoren von
schwiécheren unterscheiden. Zur optimalen Detektion ist die jeweilige 3AT-konzentration
auszutesten.

Unterschiedliches schnelles Wachstum der Zellinien auf Selektivmedium innerhalb
von 2-7 Tagen laft auf entsprechend verschiedene Affinitdt der Fusionsproteine zueinan-
der schlieBen. Dabei ist ein moglicher Hintergrund in Linien ohne bzw. mit nur einer

Fusion zu beriicksichtigen.
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Um den EinfluB von Liganden auf die Interaktion von Proteinen zu testen, werden
diese in verschiedenen Konzentrationen dem Medium zugesetzt. Azobenzol bzw. Stilben-
Derivate werden zwischen 10 nM und 100 uM eingesetzt. Ein Vergleich des Wachstums
auf ligandenfreiem und -haltigem Medium erlaubt nur dann den Riickschluf} auf eine mog-
liche Affinititsverdnderung der Interaktoren in Gegenwart eines solchen Haptens, wenn

die Kontrollinien unbeeinfluf3t bleiben.

7.6.2 Bacteriomatch®-Interaktionstest

Die Vorbereitung (Klonierung der Gene, Transformationen in den Reporterstamm)
fiir den Interaktionstest erfolgt ebenfalls nach den in Kap. 7.3 und 7.4 beschriebenen
Methoden.

Die Durchfithrung des 2Hybrid-Tests mit diesem System richtet sich weitgehend
nach den entsprechenden Herstellerangaben (sieche dazu auch Stratagene, ).

Da die verwendeten Plasmide fiir Chloramphenicol- bzw. Tetracyclin-Resistenz co-
dieren, werden die Transformationen nach Kap. 7.2.3 durchgefiihrt. Zellen, die beide
Plasmide tragen, miissen entsprechend auf Selektivmedium mit mehreren Antibiotika an-
gezogen werden. Fiir den Interaktionstest werden die Bakterien in Verdiinnungsreihen
(analog zum Y2H, Kap. 7.6.1) auf Indikator-Platten mit LB-CTCK-Agar gespottet. Die
Kontrollen werden ebenfalls wie in Kap. 7.6.1 durchgefiihrt. Wenn keine positive Interak-
tion der Fusionsproteine aufgrund zu schwachen Wachstums detektiert werden kann, 143t
sich die Konzentration an Carbenicillin bis 150pug/ml verringern.

Unterschiede im Wachstum der Zellinien, welche klonierte Konstrukte exprimieren,
gegeniiber entsprechenden Kontrollinien sollten nach bei 30 °C 17-24 h sichtbar sein. Eine

langere Inkubation ist wegen des Auftretens von Satellitenkolonien nicht sinnvoll.

LB-CTCK Agar: 11 LB-Agar (siche 7.1)
25 ml Carbenicillin 10 mg/ml
1.5 ml Tetracyclin 10 mg/ml in 50% Ethanol
34 ml Chloramphenicol 10 mg/ml in 100% Ethanol
5.0ml Kanamycin 10 mg/ml
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7.7 Expression rekombinanter Ig-Domé&nen und deren Fusionen

Antikorper-Doménen konnen nach drei Methoden exprimiert werden: Disulfid-in-
takte, also oxidierte Doménen erhdlt man durch Sekretion der Polypeptidketten in das
bakterielle Periplasma, wo die beiden Cysteine aufgrund des positiven Redoxpotentials
spontan zur Disulfidbriicke oxidiert werden (Skerra & Pliickthun, 1988). Zur gezielten
Reinigung der Proteine aus diesem Kompartiment, erfolgt die Expression der an ein
ompA- oder phoA-Signalpeptid fusionierten Doménen unter der Kontrolle des tet-Promo-
ters in den pT-Vektoren. Die periplasmatische Uberexpression als Fusion mit einem pelB-
Signalpeptid (pHEN-Derivate) fiihrt zur partiellen Lyse der Bakterien unter Freisetzung
der Proteine in den Kulturiiberstand, welcher sich z.B. fiir ELISA-Experimente direkt ein-
setzen laft.

Disulfidfreie Doménen werden cytoplasmatisch unter der Kontrolle des T7- (pET-
Vektor) oder fet-Promoters (pT-Vektoren) exprimiert. Die Proteine liegen dann abhéngig
von ihrer Faltungseffizienz und den experimentellen Bedingungen iiberwiegend 16slich
(tet-Promoter, gut faltend) oder unléslich als inclusion bodies (T7-Promoter, schlecht fal-
tend) vor. Letzteres wird zur Expression von Fusionen mit Zinkfinger-Doménen genutzt.
Losliche Doméanen miissen nach Zellaufschluf lediglich gereinigt, unldsliche Proteine zu-

sitzlich solubilisiert und riickgefaltet werden.

7.7.1 Periplasmatische Expression von Immunglobulin-Domé&nen

1-21 auf 37 °C vorgewédrmtes LB-Medium werden mit Ampicillin versetzt
(100 pg/ml) und 1/30 mit einer Ubernachtkultur von E. coli IM83 iiberimpft, die das ge-
wiinschte Plasmid trdgt. Nach etwa 2 h haben die Zellen eine ODg(, von 0.8 erreicht. Bei
grofleren Volumen sollte vorher die Temperatur auf 20 °C reduziert werden. Alternativ 1463t
sich die Kultur vor Induktion auch auf Eis abkiihlen. Zur Induktion der Expression wird
nun a-Tet zu 430 nM zugesetzt. Die Zellen werden 3-4 h bei 20 °C weiter inkubiert, in
gewogene Zentrifugenbecher iiberfiihrt und 20 min bei 4 °C, 6 000 rcf zentrifugiert. Der
Uberstand wird sorgfiltig dekantiert und das feuchte Bakterienpellet gewogen.

Das Bakterienpellet wird in Periplasma-Aufschlusspuffer (2 ml/g Feuchtgewicht)

suspendiert und iiber Nacht bei 4 °C kriftig geriihrt. Durch die Komplexierung divalenter
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Kationen wird so die Zellwand durchléssig gemacht. Die Sphéroblasten werden scharf
abzentrifugiert (20 min, 4 °C, 50 000 rcf). Der Uberstand des Periplasma-Aufschlusses
kann direkt auf Sdulen zur Affinititschromatographie aufgetragen (vgl. Kap. 7.8.1) oder

bei -20 °C eingefroren werden.

Zur Expression selektierter Antikdrper-Fragmente der ETH-2-Bibliothek aus den
pHEN-Derivaten wird prinzipiell analog verfahren. Es konnen direkt die phagemidhaltigen
TG1-Zellen der Selektion verwendet werden. Die Uberexpression wird durch Zugabe von
0.5 mM IPTG induziert und kann iiber Nacht erfolgen. Zur Analyse der Affinititen wird

direkt der Kulturiiberstand nach einer effizienten Pelletierung der Bakterien (20 min, 4 °C,

50 000 rcf) verwendet.
a-Tet-Stock 2 mg/ml (4.3mM) anhydro-Tetracylin in DMF,
1/10 000 eingesetzt
IPTG-Stock 1M Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG)

1/2000 eingesetzt

Periplasma-Aufschlusspuffer:

IM NaCl
50 mM Tris/HCI, pH 8.0
ImM EDTA

7.7.2 Expression in inclusion bodies

Unlosliche, Disulfid-freie Immunglobulin-Doménen erhdlt man durch Expression
unter dem T7-Promoter in pET-Vektoren. Hierzu werden 0.2-2 1 vorgewédrmtes LB-Me-
dium mit Ampicillin (100 pg/ml) und einer Ubernacht-Kultur von E. coli BL21(DE3)
iiberimpft, die das gewiinschte Plasmid trigt. Die Kultur wird bei 37 °C mit 180 Upm ge-
schiittelt. Bei einer ODgo von 1.0 wird die Expression der T7-Polymerase durch Zugabe
von IPTG zu 0.5 mM induziert. Die Zellen werden iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt und
dann durch Zentrifugation (10 min, 4 000 rcf, GSA-Rotor) geerntet. Man erhélt etwa 5 mg
Bakterien pro Kulturliter, in deren unldslicher Fraktion sich die fehlgefalteten bzw. aggre-

gierten Proteine befinden.
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IPTG IM in Wasser, sterilfiltrieren
Sonifizier-Puffer 300 mM NaCl

50 mM Tris/HCI, pH 8
IB-Puffer I 50 mM EDTA

10 mM Tris/HC1 pH 8

1% Triton X-100
IB-Puffer 11 500 mM GdmCl1

100 mM Tris/HC1 pH 7.5

20 mM EDTA

7.7.3 Cytoplasmatische Expression I6slicher Immunglobulin-Domé&nen

Zur léslichen, cytoplasmatischen Expression wird eine stationdre Ubernachtkultur
des Stamms E. coli BL21(DE3) mit dem entsprechenden Plasmid (pT-Vektoren) 1:20-50
auf 100 ml - 2 1 vorgewiarmtes Medium (LB, 100 pg/ml Ampicillin) tiberimpft und bei
37 °C und 200 upm (145 upm bei 5 1-Kolben) geschiittelt. Nach etwa 2 h haben die Kultu-
ren eine ODgy, von 0.8 erreicht und werden mit 430 nM a-Tet induziert. Bei groeren Vo-
lumen sollte vorher die Temperatur auf 20 °C reduziert werden. Alternativ 146t sich die
Kultur vor Induktion auch auf Eis abkiihlen. Die Kulturen werden nun weitere 3-4 h bei
20 °C geschiittelt. Zur Ernte werden die Kulturen in Zentrifugenbecher iiberfiihrt und
20 min bei 4 000 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wird sorgfiltig dekantiert. Die Pellets
koénnen bei -80 °C eingefroren werden.

Um Ausbeuteverluste durch die Bildung intermolekularer Disulfidbriicken wéhrend
der Aufreinigung zu vermeiden, werden die Zellen unter reduzierenden Bedingungen auf-
geschlossen. Hierzu werden die Pellets in reduzierendem Sonifizierpuffer mit 2 mM 3-
Mercaptoethanol (B-ME), 2-5 ml/g Zellen, resuspendiert und in der french press aufge-
schlossen. danach 20 min bei 18 000 rcf und 4 °C zentrifugiert. Alternativ kann der Auf-
schluB auch analog Kap. 7.7.2, unter Verwendung des Uberstands nach dem ersten Sonifi-
zieren erfolgen. Der Uberstand (I16sliche Fraktion) wird zur Reinigung der His-tag-Proteine

anschlielend auf eine Nickel-NTA-Sdule aufgetragen (vgl. Kap. 7.8.1).
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7.7.4 Expression eines anti-His-tag-scFv-Fragments

Zum Nachweis von His-tag-Proteinen im Western-Blot ist von Lindner et al. (1997)
ein anti-His-tag-scFv-Fragment entwickelt worden, das genetisch mit der Alkalischen
Phosphatase (AP) verbunden ist. Das Expressionsplasmid fiir dieses Konstrukt
(pAK100_15L) codiert aulerdem fiir die Chloramphenicol-Resistenz und wurde von Dr.
Peter Lindner freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Fiir die Anwendung im Western-
Blot ist es ausreichend, einen Zellextrakt herzustellen, der das Fusionsprotein enthélt.
Hierzu wird das Plasmid zunichst in E. coli IM83 transformiert und die Zellen in LB-Me-
dium mit Chloramphenicol (30 pg/ml) bei 37 °C geschiittelt. Bei einer ODgy von 0.8 wird
die Expression mit IPTG (0.5 mM) induziert und iiber Nacht bei 25 °C weitergeschiittelt.
Die Zellen werden geerntet, in 20 ml TBS aufgenommen und zweimal in der french press
lysiert. Das Lysat wird in 200 pl-Aliquots bei -20 °C eingefroren. Das Fusionsprotein wird

nicht weiter aufgereinigt.

TBS 130 mM NaCl
4 mM KCl1
25 mM Tris/HC1 pH 7.0

7.8 Proteinchemische Methoden

7.8.1 Reinigung von Ig-Domanen aus dem Periplasma-Extrakt

Proteine mit einem C-terminalen His-tag konnen durch Affinitdts-Chromatographie
an immobilisierten Metallionen (IMAC) in einem Schritt zu hoher Reinheit aufgereinigt
werden (Hochuli et al., 1987). Fiir die Reinigung Disulfid-intakter Doménen aus dem Peri-
plasma (vgl. Kap. 7.7.1) wird als Sdulenmaterial chelating-Sepharose fast flow und als
Metallion Zink verwendet (Lindner ef al., 1992). Das Saulenvolumen (SV) richtet sich
nach der zu erwartenden Proteinmenge, die Kapazitét liegt laut Herstellerangaben bei 5-
10 mg Hisg-Protein pro ml Material. Eine Sédule wird zunédchst mit folgenden Lésungen

vorbereitet:
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4 SV Regenerationspuffer
8 SV H,O
4 SV 0.5 M NaOH
8 SV H,O
48V Zn’'-Losung
8 SV H,O
48V Aquilibrierpuffer (AP)

Der Periplasma-Aufschluss wird nun aufgetragen und unspezifisch bindende Pro-
teine mit 4 SV Waschpuffer (AP mit 25 mM Imidazol) entfernt. Die spezifisch iiber den
His-tag gebundenen Immunglobulin-Dominen werden schlieBlich mit 4 SV Elutionspuffer
(AP mit 200 mM Imidazol) eluiert. Die erhaltenen Fraktionen (Auftrag, Durchlauf, Wasch-
fraktion, Eluat) werden durch eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) auf

Gehalt und Reinheit des exprimierten Proteins iiberpriift (vgl. Kap. 7.8.4).

Regenerationspuffer

SM GdmCl
100 mM EDTA
100 mM Tris/HCI, pH 8.0
Aquilibrierpuffer (AP)
1M NaCl
50 mM Tris/HCI, pH 8.0
Zn’"-Lésung
5¢/l ZnCl,, mit 2 Tropfen 2 M HCI ansduern

7.8.2 Reinigung cytoplasmatisch exprimierter loslicher Proteine
Cytoplasmatisch exprimierte, 10sliche Proteine werden auf eine dquilibrierte Nickel-
NTA-Séule (Qiagen, Hilden) aufgetragen. Die hier angewandte Methode ist analog zu
Kap. 7.8.1, die Chromatographie wird jedoch unter reduzierenden Bedingungen durchge-
fiihrt. Simtliche Puffer enthalten eine niedrigere NaCl-Konzentration (300 mM) und Re-
duktionsmittel (5 mM [-ME), um eine mdgliche Vernetzung von Proteinen iiber freie

Thiole der Cysteine zu verhindern. Die Wasch- und Elutionsbedingungen sind entspre-
chend.

Gut exprimierende Hisg-fag-Protein liegen im Eluat meist zu iiber 98% Reinheit vor.

7.8.3 Reinigung und Faltung von Proteinen aus inclusion bodies

Fiir die Reinigung wird eine fraktionierte Solubilisierung der unldslichen Zellbe-

standteile angewandt. Das Zellpellet (vgl. Kap. 7.7.2) wird in Sonifizier-Puffer (5 ml/g)
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resuspendiert und unter Eiskiihlung durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen
(’sonifiziert”, SpitzengroBe 1 cm?, Intensitit Stufe 6, 10-20% Zeitkonstante, 5-20 min).
Der Aufschluf} ist erfolgreich, wenn die zunéchst triilbe Suspension durchscheinend wird
und die erhohte Viskositdt infolge Freisetzung genomischer DNA durch Fragmentierung
wieder sinkt. Die Suspension wird zentrifugiert (10 min, 20 000 rcf), der Uberstand de-
kantiert und der Aufschluss wiederholt. Nach einer zweiten Zentrifugation sollten alle 16s-
lichen Zellbestandteile vom Pellet, das die inclusion bodies enthilt getrennt sein. Nun wird
das Pellet nacheinander je zweimal in 10 ml IB-Puffer I, IB-Puffer II und schlieBlich Was-
ser suspendiert, dazwischen jeweils kurz sonifiziert und 10 min bei 20 000 rcf zentrifugiert
(Freund, 1994). Nach der letzten Zentrifugation kann das Pellet solubilisiert bei -20 °C
eingefroren werden.

Die Pellets der inclusion bodies (vgl. 3.2.2) werden in denaturierendem Puffer (6 M
GdmCl, 50 mM NaPO, pH 8.0, 5 mM B-ME) zunichst aufgeschwemmt und durch Inku-
bation im Uberkopfrotor geldst, danach 15 min bei 18 000 rcf zentrifugiert. Die Protein-
fraktion des Uberstands enthilt bei guten Expressionsausbeuten zu iiber 95 % die expri-

mierten Proteine in denaturiertem Zustand.

Das aus inclusion bodies gereinigte Material wird durch Verdiinnen zu unter 5 uM
Protein in Puffer ROAMG gefaltet. Zu 10 ml Puffer werden unter Riihren auf Eis tropfen-
weise 200 ul des in 6 M GdmCl-Losung solubilisierten Proteins gegeben und 1 h Stunde
ruhen gelassen. Dabei prézipitierendes Material wird anschlieBend durch 20 min Zentrifu-
gation bei 30 000 rcf, 4 °C abgetrennt.

Reinigung sowie Proteinausbeute nach Riickfaltung konnen durch Analyse der ein-
zelnen Fraktionen mittels SDS-PAGE (Kap. 7.8.4) iiberpriift werden. GdmCl-haltige Pro-
ben sind dazu nicht geeignet. Das Guanidin aus aus solchen Proteinfraktionen kann durch
eine Féllung mit 1 Vol. 10%iger Trifluoressigsdure, 10 min Inkubation auf Eis, 10 min
Zentrifugation bei 18 000 rcf, 4 °C, Waschen des Pellets mit kaltem Aceton und Aufnahme
in SDS-Probenpuffer entfernt werden.

Der Uberstand wird entweder direkt fiir weitere Experimente eingesetzt (Kap. 7.9.2)

oder einer Dialyse (Kap. 7.8.6) zum Austausch des Faltungspuffers unterzogen.
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Puffer ROAMG 0.5M GdmCl1
0.5M Arginin-HCl
250 mM NaCl
10 mM KCl
50 mM Tris/HCI
2 mM MgCl,
2 mM Ca(Cl,
ImM ZnCl,
0.05 % PEG 4000
1 mM DTT

7.8.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-
PAGE)

Proteine konnen in Polyacrylamid-Gelen nach Denaturierung mit Natriumdodecyl-
Sulfat (SDS) und Reduktion nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Die Im-
munglobulin-Doménen (ca. 12 kDa) werden gut durch ein 17%-iges Gel unter den Puffer-
bedingungen von (Fling & Gregerson, 1986) aufgeldst. Fiir die groferen scFv-Fragmente

und Fusionen mit Zinkfingerdoménen verwendet man ein 12.5%-iges Gel.

7.8.4.1 Herstellen der Gele

Das folgende Rezept geniigt zum Gielen von vier Gelen. Fiir das 17%-ige Trenngel
werden 13.6 ml Ultrapure Protogel (30 % Acrylamid, 0.8 % Bisacrylamid), 6 ml 4x lower-
tris-Puffer und 4.2 ml Wasser gemischt, mit 30 ul TEMED und 45 pl 10 % APS versetzt
und die Gelkammern bis ca. 2 cm unter dem Rand gefiillt. Um Eintrocknung wihrend der
Polymerisation zu vermeiden, wird mit etwa 1 ml 50 % 2-Propanol tiberschichtet, welches
nach erfolgter Polymerisation mit Wasser herausgespiilt wird. Fiir das 5%-ige Sammelgel
werden 1.9 ml Ultrapure Protogel, 3 ml 4x upper-tris-Puffer und 7 ml Wasser mit 20 pl
TEMED und 40 pl 10 % APS-Losung angesetzt und auf das Trenngel gegossen. Nach dem
Einsetzen des Taschenformers und erfolgter Polymerisation konnen die Gele in feuchten

Zellulosetiichern bei 4 °C ca. 2 Wochen gelagert werden.

4x lower-tris-Puffer: 3 M Tris/HCI, pH 8.85
0.4 % SDS

4x upper-tris-Puffer: 0.5 M Tris/HCI, pH 6.8
0.4 % SDS
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7.8.4.2 Elektrophorese

Zur Elektrophorese werden die Gele in die Vertikal-Gelelektrophoresekammer ein-
gespannt und die Pufferkammern mit Laufpuffer gefiillt. Die Proteinproben werden mit 1/4
Vol. an 5x SDS-Auftragspuffer versetzt und zur Denaturierung 5 min auf 95 °C erhitzt.
Vor dem Auftragen der Proben werden die Taschen mit Laufpuffer gespiilt. Die Elektro-
phorese erfolgt bei 100-150 V. Zur Visualisierung der Proteinbanden werden die Gele mit

Coomassie gefarbt.

5x SDS-Auftragspuffer:

50 % Glycerin

7.5% SDS

250 mM Tris/HCI, pH 8.0

0.5 % Bromphenolblau

12.5 mM 2-Mercaptoethanol
Laufpuffer nach Fling&Gregerson

50 mM Tris

190 mM Glycin

0.1 % SDS

7.8.4.3 Coomassie-Farbung

Die Coomassie-Farbung dient dem Nachweis von Proteinen bis 0.1 pg nach Auf-
trennung in einem Gel. Fiir die Farbung wird das Gel zunidchst in einer Losung von
0.125 % Coomassie Brilliant Blue R-250 in 50 % Ethanol, 7 % Essigsdure 30 min ge-
schwenkt. Zur Entfiarbung wird es zundchst 10 min in 10 % Ethanol / 7 % Essigsédure und
danach in 7 % Essigsdure geschwenkt.

Das gefirbte Gel kann zwischen Polyacetat-Folien (gel drying film) getrocknet wer-

den.

7.8.5 Western-Blots

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine konnen im elektrischen Feld auf eine
PVDF-Membran iibertragen werden. Darauf lassen sich beispielsweise His-tag-Proteine
durch eine spezifische Immunfarbung nachweisen. Hierzu wird das SDS-Gel luftblasenfrei
auf eine zuvor in technischem Ethanol und Transferpuffer behandelte PVDF-Folie gelegt,

dies zusammen dann auf beiden Seiten mit drei Lagen feuchtem Whatman-Filterpapier und

146



Methoden

je einem Filterschwamm belegt und in einen mit Transferpuffer gefiillten Blotting-Tank
iiberfiihrt. Nach dem Blot (9 h bei 40 V oder 14 h bei 25 V) kann die Membran direkt
blockiert oder bei -20 °C eingefroren werden.

Um unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren, wird die Membran 30 min

mit 5 % Milchpulver in hTBST inkubiert. Die folgenden Schritte sind

' waschen mit h\TBST
30' 10 ml hTBST + 0.5 % Milchpulver + 200 ul anti-His-fag scFv-Lysat (vgl. Kap. 7.7.4)
3x 10 waschen mit h\TBST
kurz in AP-Puffer schwenken
1-20' farben in 5 ml AP-Puffer + 16 ul BCIP-Losung + 33 pl NBT-Ldsung.
Die Farbung wird durch Zugabe von Wasser gestoppt.
Transferpuffer 150 mM Glycin
10 % Methanol
hTBST-Puffer 500 mM NaCl
50 mM Tris pH 7.0
0.2 % Tween 20
AP-Puffer 100 mM Tris pH 9.5
100 mM NaCl
5 mM MgCl,
BCIP-Losung 5 % in DMF
NBT-Losung 5% in 70 % DMF

7.8.6 Dialyse und Konzentrierung von Proteinen

Proteinlosungen werden zweifach gegen das hundertfache Volumen des gewiinsch-
ten Puffers (meist PBS, phosphate buffered saline) entweder 3 h bei RT oder bei 4 °C iiber
Nacht dialysiert. Hierzu werden Dialyseschldauche (Spectra Por 1 aus regenerierter Cellu-
lose mit einer AusschluBgrofle von 6-8 kDa) verwendet, die zuvor zweimal in jeweils fri-
schem TE-Puffer aufgekocht und bis zur Verwendung bei 4 °C in TE-Puffer steril aufbe-
wahrt werden. Nach der Dialyse werden die Proteine sterilfiltriert und nach Zugabe von
1/100 Vol. 2%-iger NaN;-Losung bei 4 °C oder-20 °C aufbewahrt.

Die Aufkonzentrierung von Proteinlosungen erfolgt durch Ultrafiltration an einem
Membranfilter. Dazu wird eine Amicon 8400 bzw. 8050 Ultrafiltrationszelle mit Magnet-
rihrer und einer YM10 Membran (AusschluBBgrofe 10 kDa) verwendet, in der die Proteine

unter Stickstoffatmosphire von 3-4.5 bar bei 4 °C konzentriert werden. Volumina bis 4 ml

147



Methoden

konnen mittels Ultrafiltration durch Zentrifugation in membraspin-micro-Gefdflen bei

5000 rcf, 4 °C aufkonzentriert werden.

PBS 4 mM KH,PO4
16 mM NazHPO4
115 mM NaCl

ergibt pH 7.4

7.8.7 Bestimmung der Proteinkonzentration (nach Bradford, 1976)

Bei der Bindung von Coomassie BrilliantBlau G-250 an Proteine verschiebt sich das
Absorptionsmaximum von 465 nm (freier Farbstoff) nach 595 nm (peptidgebunden). Die
Zunahme der Absorption bei 595 nm ist somit ein MaB fiir die Proteinkonzentration einer
Losung. Die Reaktion ldauft im sauren Milieu ab. Stark basische Losungen und Seifen wie
Triton X-100 oder SDS storen die Messung.

Bradford-Stocklosung (Bio-Rad Protein Assay) wird 1/5 mit H,O verdiinnt. Die zu
bestimmende Proteinlosung wird mit Puffer (z.B. PBS) auf ein Volumen von 100ul ge-
bracht und mit 900 pul der verdiinnten Bradford-Losung gemischt. Eine Losung mit pro-
teinfreiem Puffer dient jeweils als Referenz. Zur Erhohung der Genauigkeit sind hier Dop-
pelbestimmungen angebracht. Nach 15 min kann die Extinktion der Losung bei 595 nm
gemessen werden. Fiir den interessierenden Konzentrationsbereich (1-20 pg) ist jeweils
eine Eichkurve mit Protein bekannter Konzentration aufzunehmen.

Fiir den Zusammenhang von Proteinkonzentration und Extinktion bei 595 nm in der
vermessenen Losung gilt hier folgende Gleichung:

[c] = (AE+0.044)/0.0855 in [ug/ml].
Eine alternative Bestimmung der Konzentration einer Losung mit einem reinen Pro-

tein ist nach Kap. 7.10.1.3 moglich.

7.9 Analyse und Praparation von Protein-DNA-Komplexen

1.1.1 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Zu hybridisierende Oligonukleotide werden stochiometrisch gemischt (z.B. 100 uM)

und in einem Reaktionsgefdl mit 1/10 Endvol. 10x Hybridisierungspuffer versetzt. Nach
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5 min Denaturierung bei 95 °C im Wasserbad 143t man die Proben iiber mehrere Stunden

langsam abkiihlen, um eine optimale Hybridisierung zu gewahrleisten.

10x Hybridisierungspuffer
45M NacCl
0.24 M Na-Citrat
pH 7.06 (NaOH)

7.9.2 Praparation von Protein-DNA-Komplexen

Hybridisierte Oligonukleotide (DNA-Doppelstrange) werden in Verhéltnissen zwi-
schen 1:5 bis 5:1 mit riickgefalteten Proteinen direkt in deren jeweiligen Puffer (10-50 pl)
gemischt und mindestens 1 h, besser iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Analyse der Kom-
plexbildung erfolgt nach 20 min Mikrodialsye gegen Gellaufpuffer durch native Gelelek-
trophorese (Kap. 7.9.3).

7.9.3 Native Gelelektrophorese

Sowohl die Hybridisierung von DNA-Stridngen (Oligonukleotiden) als auch deren
Komplexierung durch Proteine kann durch Auftrennung nach elektrophoretischer Mobilitit
in einem nativen Polyacrylamidgel analisiert werden. Zur Gewéhrleistung reduzierender
Bedingungen wird 1 mM DTT in allen Puffern verwendet, fiir Zinkfingerproteine weiter-
hin 1 uM ZnCl,.

Dazu werden 8%-ige Gele in einer Vertikal-Gelkammer gegossen (analog Kap.
7.8.4.1). Es wird jedoch 1/5 Vol. Laufpuffer (5x) ohne SDS sowohl zum GieB3en des Gels,
als auch zur Elektrophorese verwendet. Ein Sammelgel wird nicht hergestellt. Die Proben
werden nach Dialyse gegen Laufpuffer und Mischen mit 1/10 Vol. Glycerin / 0.1 % Brom-
phenolblau aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt bei 50 V, bis der Farbstoff etwa 2/3 der
Trennstrecke durchquert hat.

dsDNA kann nach Auftrennung durch Farben mit EtBr visualisiert werden, protein-
haltige Komplexe lassen sich mit Coomassie (Kap. 7.8.4.3) anfarben.

Nach Excision entsprechender Banden und Zerkleinerung lassen sich die Komplexe

mit 1-2 Vol. Laufpuffer aus dem Gel extrahieren.
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5x Laufpuffer 250 mM Tris
1.9M Glycin
pH 8.5

7.10 Spektroskopische Methoden

7.10.1 Absorptionsspektroskopie

Die Methode dient der Charakterisierung und Konzentrationsbestimmung insbeson-
dere aromatischer Verbindungen, zur Abschitzung der Anregungsmaxima fluoreszenter

Proben, aber auch zur Charakterisierung der Azobenzol-Isomerisierung.

7.10.1.1 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA-Proben erfolgt durch Messung der Ab-
sorption bei 260 nm (A,¢) in 100 pl-Quarzglas-Mikrokiivetten und Anwendung des Lam-
bert-Beerschen Gesetzes (A = €-X*c). Bei dsDNA entspricht eine Absorptionseinheit

50 pg/ml, fiir ssDNA 40 pg/ml.

7.10.1.2 Aufnahme von Absorptionsspektren

Absorptionsspektren (von Protein-, Stilben-, Azobenzol-, Fluoreszeinlosungen) wer-
den durch Messung der Extinktion iiber den jeweils angegebenen Wellenldngenbereich in
500 pl-Quarzglas-Kiivetten bestimmt. Als Referenz wird eine gleiche Lsg. ohne die zu
untersuchende Verbindung bzw. ohne das Protein (Dialysepuffer) in den zweiten Strahlen-

gang des Photometers gestellt.

7.10.1.3Konzentrationsbestimmung von Proteinen, intrinsische Absorption

Die Bestimmung der Konzentration erfolgt fiir reine Proteine durch Messung der
Absorption bei 280 nm in 1 ml Quarzglas-Kiivetten nach Denaturierung in konzentrierter
GdmCI-Losung (5-6 M) gegen eine Referenz mit dem gleichen Losungsmittel ohne Protein
(meist Dialyse-Puffer). Da in vollstindig denaturierten Proteinen alle Chromophore die
gleiche chemische Umgebung besitzen, gilt fiir ihren molaren Absorptionskoeffizienten

folgende Relation (Gill & Hippel, 1989):
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E359= 5690 2n,, + 1280 ?n, + 120 2n,

Ny Anzahl der Tryptophane
ny Anzahl der Tyrosine
N$SBr Anzahl der Disulfidbriicken im Molekiil

Experimentell kann ein Faktor zur Korrelation des molaren Absorptionskoeffizienten
fiir natives und denaturiertes Protein in jedem Einzelfall bestimmt werden, um auch eine
Abschitzung der Konzentration nativen Proteins vorzunehmen.

Die Methode ist nur mit Puffern moglich, welche bei 280 nm keine signifikante
Eigenabsorption besitzen. Eine alternative Methode ist die Konzentrationsbestimmung

nach Bradford (Kap. 7.8.7)

7.10.2Fluoreszenzspektroskopie

Fiir fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen werden alle Losungen partikelfil-
triert und entgast. Das Probenvolumen betrdgt mindestens 1 ml. Die Proben werden in eine
Quarzglas-Fluoreszenzkiivette iiberfithrt und im Kiivettenhalter des Fluoreszenzspektro-
meters unter Rithren und Thermostatierung bei 20 °C mindestens 30 s dquilibiriert. Um
Linearitédt des Detektorempfindlichkeit zu gewihrleisten, sollte die Probenkonzentration so
gewahlt werden, da3 ein MeBsignal von 1 000 (willkiirlichen) Fluoreszenzeinheiten nicht
iiberschritten wird. Wenn im einzelnen nicht anders angegeben, werden die Fluoreszenz-

eigenschaften der Losungen mit folgenden Geriteeinstellungen vermessen:

Excitations-Schlitzbreite 2.5 nm
Emissions-Schlitzbreite 10 nm
Vorspannung Photomultiplier 700 V

7.10.2.1 Aufnahme von Fluoreszenzspektren

Fluoreszenz-Emissionsspektren werden bei konstanter Excitationswellenlédnge durch
Abtasten der Emission iiber einen jeweils angegebenen Wellenldngenbereich aufgenom-
men. Durch Aufnahme von Spektren eines Chromophors in unterschiedlichen Zustinden
bzw. Umgebungen 148t sich das Maximum der Signaldnderung fiir den entsprechenden

Ubergang finden.
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7.10.2.2 Fluoreszenztitration der Affinitat von lg-Fragmenten

Zur Bestimmung der Affinitit eines Proteins zu seinem Liganden kann Fluoreszenz-
Spektroskopie herangezogen werden. Wenn die Bindung Einflu3 auf die Umgebung der
aromatischen Seitenketten des Proteins nimmt, 148t sich eine Verdnderung ihrer Fluores-
zenzeigenschaften feststellen. Andererseits wird auch die Umgebung eines autofluoeszen-
ten Liganden bei Komplexierung am Protein beeinflufit. Beide Prozesse fithren zu Si-
gnalidnderungen, die sich zur Titration der Affinitit heranziehen lassen.

Zur Messung werden die Losungen ohne Bldschenbildung und Erwdrmung in die
Riihrkiivette pipettiert. Bei der Wellenldnge mit maximaler Signaldnderung wird fiir jede
Probe das Fluoreszenzsignal iiber fiinf einzelne MeBintervalle von je 20-45 s aufgenom-
men und gemittelt. In Doppelbestimmungen werden iiber Nacht dquilibrierte Losungen

von je 1 ml mit aufsteigender Konzentration der variablen Komponente vermessen.

7.10.3Einzelmolekuiil-FRET-Spektroskopie®

Die Messung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) erfolgt mit ei-
nem Setup zur Einzelmolekiildetektion (Kolb, 2002). Hierbei wurde die Emission von Cy5
in Abhangigkeit des angeregten Chromophors aufgezeichnet. Die Anregung der verwen-
deten Chromphore TMR und Cy5 erfolgte nahe ihrer Excitationsmaxima (siche Tabelle
7.1); fiir TMR wurde die 532 nm Linie eines frequenzverdoppelten Nd:YVO4-Laser, fiir
CyS5 die 632 nm Linie eines HeNe-Lasers verwendet.

Die Verdiinnung der chromophor haltigen Proben auf etwa 10 M ist durch das
riumliche und zeitliche Aufldsungsvermogen der Gerite bedingt. Uber einen Zeitraum von
bis zu 10 s wird in MeBintervallen von jeweils 500 ps bis 10 ms die Fluoreszenz beider
Chromophore fiir einzelne Proben in Abhéngigkeit von der Anregungswellenldnge aufge-
zeichnet. Aus diesen Daten kann die FRET-Effizienz fiir detektierte Molekiile errechnet

und gegen die Héufigkeit aufgetragen werden (Abb. 2.39, Abb. 2.40). Aufgrund der ver-

* Samtliche Untersuchungen mit dieser Methode wurden von Frau Pamela Kolb, AG von Prof.
Christoph Bréuchle, Institut fiir Physikalische Chemie, Department Chemie der Ludwigs-Maximilians-
Universitdt Miinchen durchgefiihrt und ausgewertet (Kolb, 2002).
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wendeten Korrekturfunktionen kdnnen sich auch negative Werte fiir die FRET-Effizienzen

ergeben.

Tabelle 7.1 Photophysikalische Daten der Fluoreszenzchromophore Tetramethylrhodamin (TMR) und
Cyanin5 (Cy?).

Farbstoff TMR Cy5
Excitation Ayax / [nmM] 544 649
Emission Ayax / [nm] 572 670
€ [I/(mol*cm)] bei Ayax 90 000 250 000

7.10.4 Surface plasmon resonance-Spektroskopie®

Um molekulare Architekuren auf Oberflachen zu charakterisieren, l1ast sich Plasmo-
nenspektroskopie (surface plasmon resonance spectroscopy, SPR) nutzen. Bindungsvor-
ginge an einer totalreflektierenden optischen Grenzschicht (LaSFNo-Glas/Gold/ Dielektri-
kum) konnen nahezu in Echtzeit beobachtet werden. Bei dieser Spektroskopie wird die
Intensitét der Lichtreflexion in Abhingigkeit vom Einfallswinkel betrachtet. Bei Kopplung
des eingestrahlten Lichts mit einem Oberfldchenplasmon unter einem bestimmten Ein-
fallswinkel ergibt sich ein Intensititsminimum des reflektierten Lichts. Andert sich dieser
Winkel durch Anderung des Brechungsindex an der Grenzfliche, so verschiebt sich auch
das Minimum. Ist die Goldschicht ausreichend diinn, setzt sich das vom einfallenden Licht
angeregte elektrische Feld des Plasmons durch das Metall hindurch auf der riickseitigen
Grenzfldche fort. Dort kann das Plasmon zur Detektion von molekularen Schichten ver-
wendet werden, die durch ihre Adsorption an dieser Oberfliche den Brechungsindex &n-
dern. Bei Messung der Reflektivitit an einem festgelegten Winkel im linearen Stei-
gungsbereich der Resonanzkurve als Funktion der Zeit 146t sich eine Reaktion (Bindung

eines Molekiils) an der Oberfldche verfolgen.

* Nach Schmidt (Schmidt, 1998). Die Experimente wurden in der Abt. Membranbiochemie, MPI fiir

Biochemie, Martinsried, mit freundlicher Unterstiitzung durch Dr. Eva-Kathrin Sinner durchgefiihrt.

153



Methoden

Fiir die Untersuchungen wird ein HeNe-Laser (A = 633 nm) verwendet, diese Wel-
lenlénge interferiert nicht mit der Isomerisierung verwendeter Azobenzolderivate. Mit ei-
ner Anordnung nach Schmidt (1998) kann in einer optisch zugénglichen MeBkiivette die
Bindung von Molekiilen aus physiologischen Puffern an die Goldoberfliche bzw. zuvor
immobilisierte Substanzen verfolgt werden. Eine UV-Belichtung der Oberflache kann wie

unter Kap. 7.10.5 erfolgen.

7.10.5Photo-Isomerisierung von Azobenzol-Derivaten

Azobenzol kann durch Anregung des Tt-T*-Ubergangs aus dem trans- in den cis-Zu-
stand isomerisiert werden. Substituierte Derivate zeigen eine bathochrom verschobene
Absorption fiir diesen Ubergang. Durch Belichtung im trans-Absorptionsbereich bei
350 nm 146t sich ein photostationires Gleichgewicht erzeugen, das einen hohen cis-Anteil
(> 80 %) aufweist (Rudolph-Bohner ef al., 1997). Zur trans - cis-Isomerisierung wird eine
Quecksilberdampflampe (Abt. Moroder, MPI fiir Biochemie, Martinsried) verwendet. Das
Licht wird durch einen UGI-Filter mit einem Transmissionsmaximum bei 356 nm und
einen Lichtleiter mysteriosen Ursprungs geleitet. Eine schnelle cis — trans-Isomerisierung
kann analog unter Verwendung des BG12-Filters bei 450 nm angeregt werden. Auch diese
Reaktion ist nicht quantitativ (> 95 % trans). Wenn nicht anders angegeben, wird die ver-
diinnte Probe mit Azobenzol-Derivaten (bis 20 uM) in einer Quarzglas-Kiivette fiir minde-
stens 5 min belichtet.

Thermisch aktiviert kann im Dunkeln das trans-Derivat quantitativ gewonnen wer-
den. Dazu ist eine Inkubation iiber Nacht bei 50 °C hinreichend. Bei RT kann nach 24 h
eine quantitative Ausbeute erwartet werden. (personliche Mitteilung, Raymond Behrendt,

MPI fiir Biochemie)

7.11 Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)

Die bei einer Assoziationsreaktion von Proteinen untereinander oder mit Liganden
freiwerdende Warme 148t sich bei geniigend hohen Konzentrationen mit einem Isother-

malen Titrationskalorimeter direkt messen.
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Dazu wird eine Proteinldsung von mindestens 20 uM in der MeBzelle (> 1.8 ml)
vorgelegt und eine zehnfach hoher konzentrierte Losung des Bindungspartners in die In-
jektionskantile (> 400 pl) gefiillt. Eine sinnvolle Auswertung ist moglich, wenn durch Mi-
schen der Reaktanden lediglich eine Reaktion ausgeldst wird. Um Mischungsartefakte zu
vermeiden, miissen beide Losungen alle anderen Bestandteile wie Pufferkomponenten zu
identischen Konzentrationen enthalten. Die Losungen sollten partikelfrei sein und werden
vor Verwendung in der zugehdrigen Vakuumkammer entgast.

Die Messung selbst fithrt das Gerdt automatisch durch. Nach Vorlauf unter sehr ex-
akter Temperierung der MeBkammer werden festgelegte Volumina im pl-Bereich injiziert
und aus der Thermostatfunktion die jeweils freigewordene Wiarme berechnet. Das zugeho-
rige Programm erlaubt nach Eingabe der Reaktanden-Konzentrationen eine Auswertung

inklusive Ermittlung von Affinitét, Enthalpie und Entropie fiir die Reaktion.

7.12 Computer-Analysen

Kristallstrukturen von Proteinen werden mit dem Programmpaket Insightll 2.3. (Bio-
sym Technologies Inc.) oder RasMac visualisiert.

DNA- und Proteinsequenz-Analysen, wie die Erstellung der Restriktionsanalysen,
Planung von Oligodesoxynukleotiden fiir ortsspezifische Mutagenesen sowie Sequenzver-
gleiche, werden mit Hilfe des sequence analysis package der Genetics Computer Group,
University of Wisconsin (UWGCG, Devereux et al., 1984) durchgefiihrt.

Spektren, Titrationsexperimente usw. (und SPR-Experimente) werden mit dem Ka-
leidagraph-Programmpaket (Abelbeck Software) dargestellt und ausgewertet. Die Dar-

stellung der spFRET-Ergebnisse erfolgt mit Origin.
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9 Anhang

9.1 Klonierungsschemata

9.1.1 Konstruktion von scFv-Fragmenten durch restriction-selection

Plasmid Oligonukleotide
pT-FlaK AstH1-3.as, AstH1-3.as
pT-aSt FlaH1-3.as, FlaL1-3.as
pT-aDX DigH1-3.as, Digl.1-3.as

Alle Konstrukte wurden durch Sequenzierung (Icaf.for, Hind.rev) und Restriktionsdaus

(AhdI/Hincll bzw. Earl/Eco721) verifiziert.

Fv-Dimer-Varianten (nicht scFv) wurden durch Klonierung einer RBS iiber Sstl/Pstl her-
gestellt. Aus den Dimer-Konstrukten lieBen sich die einzelne Doménen iiber Ncol/Bpil
(V1) bzw. Ncol/Ncol (Vh) klonieren. Periplasmatisch exprimierbare Varianten wurden

durch Umklonierung in einen Vektor mit ompAM-leader iiber Ncol/Bpil hergestellt.

pT-scFv-AR und Derivate: tet-Promotor, Amp-Resistenz
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v, scFv-AR Viy
Hincll Hincll Hincll Pmil Pmll Pmll
— | | [ ] [ [ I [ [ | [ |
Linker N/ His;tag
\A CDR-Regionen (GSh Vy CDR-Regionen

}

Ortsspezifische M utagenese
Oligonukleotide fur CDR-Regionen ohne (!) Hincll/Pmll-sites

Ll el TR TR 1
Ll U l

I 1 I 1 —1 — | — ——1

ss-DNA scFv-AR

}

Selektion

Behandlung des Mutageneseansatzes
mit den Restriktionsendonukleaddmcll und Pmll

}

scFv-NEU
Hixell Hixel! Hixell Pxall Px| PX|
— [ [ [ ] [ 1 I [ [ T 1 [ [ [
v, Link Vi His.t
L ket ’ isstag

Abb. 9.1 Schema der Restriction selection (nach Wirtz, 2002).
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9.1.2 pT-ph-AP

Vektor zur Fusionierung selektierter scFvs der ETH2-Bibliothek an alkalische Phosphatase

Die Mutagenese wurde durch Restriktionsdau (Notl, Pstl, Ncol) und nach Umklonierung

durch Sequenzierung (IcaF.for, Hind.rev) tiberpriift.

tet-Promotor, Amp-Resistenz

PAK100_15L Notl Ncol Hindlll

| | anti-Histag-scFv-Gen | phoA f

< oy s
phoA Notl.as  phoA delNcol.as phoA His.as

Ortsspezifische Mutagenese,
Klonierung von phoA' tiber Notl/Hindlll in pT-ompA-ph-g3

pT-ph-AP

Ncol Notl Hindlll
| | PH-Domanen-Gen | phoA' | [
ompAM-leader Hisg

scFv-Gen der ETH2-Bibliothek

Ncol Notl
| | Klonierung tiber Ncol/Notl
vh sc-linker vl linker

Fusion von ETH2-scFv-Gen mit phoA

Abb. 9.2 Herstellung des Vektors pT-ph-AP zur Fusionierung von scFvs an AP.
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9.1.3 Bacteriomatch-Konstrukte

Vektoren zum Test der Fv-Doméneninteraktion in Hefe /in Abhidngigkeit vom Antigen

Alle Fv-Gene wurden mit demgleichen Primerpaar mittels PCR amplifiziert und iiber Notl-

und EcoRI-sites in die MCS der Vektoren pTRG bzw. pBT kloniert.

pTRG -aStH pBT -aStL
-aStL -aStH
-FlaKH -FlaKL
-FlaKL -FlaKH

Alle Konstrukte wurden durch Sequenzierung (pBT.for, pTRG.for) und Restriktionsdau
(Vh: Accl, Pstl; VI: Sacl/Xbal) verifiziert.

Fusionsgene unter lac-Promotor, Uberexpression durch IPTG induzierbar

Resistenzen:

pTRG-Derivate Tetracyclin
pBT-Derivate Chloramphenicol
Teststamm Kanamycin

Test der Interaktion Carbenicillin

Notl
J_Noti_Vh2.for
PTRG Notl EcoRI
| Vh-Gen | EcoRI 7 I
;Z rpoA
Vh_Ecori.re i — P ] [MCS—
Notl

VI-Gen

VI_Ecori.rev z

J_Noti_Vl.for pBT Notl EcoRl
l | EcoRl < — Acl 7

|  [MCS—

Abb. 9.3 Klonierung der Bacteriomatch-Konstrukte.
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9.1.4 Y2H-Konstrukte

zur Uberpriifung der Fv-Domineninteraktion in Hefe /in Abhéngigkeit vom Antigen
von Stefan Eimer erhalten: pPC86AD (7.1 kbp), pDBleu (9.9 kbp), pPC-"VI-HA-AD"
(enthielt V1703-HA-DB), p"Vh-HA-DB"leu (enthielt Vh401-HA-AD)

Die Gal4-Dominen wurden von Stefan Eimer in ein anderes System (pBlueskript?)
zur effizienten Modifikation tibertragen (personliche Mitteilung, Klonierung tiber HindIII,
Notl). Hier erfolgte die N-terminale Fusionierung Vh401-DB, VI1703-AD durch PCR.
Dabei wurde zwischen den Doménen jeweils ein HA-tag eingefiigt. Offenbar kam es bei
der Riickklonierung zur Verwechslung der fusionierten Fragmente/Inserts. Es lagen die
Vektoren pPC86-x-"AD" mit VEDB und p-x-"DB"leu mit Vh-AD vor, wie durch Sequen-

zierung festgestellt wurde.

Aus diesen Vektoren wurden die folgenden Derivate hergestellt:

pPC86-Derivate pDBIleu-Derivate
-aStH-DB -aStL-AD
-aStL-DB -aStH-AD
-FlaKH-DB -FlaKL-AD
-FlaKL-DB -FlaKH-AD
-aDXH-DB -aDXL-AD
-aDXL -DB -aDXH-AD
-1C10H-DB -1C10L-AD
-1C10L-DB -1C10H-AD
-DB -AD

Alle Konstrukte wurden durch Sequenzierung (SE_tiVh.rev, SE_VL.rev, pPC4200.for)
und Restriktionsdau (pPC86: Van911/Notl, Accl; pLeu: PfIMI, Pvull) {iberpriift.

Zur Klonierung anderer Fv-Doménen (Fv-AR-Derivate) in das System wurden je-
weils die VI-Doménen mit Icaf.for und SE_vl-rev bzw. die Vh-Doménen mit SE_tivh-for
und SE_vh-rev amplifiziert. Eine analoge Klonierung der 1C10-Doménen erfolgte mit
1C10h.for & 1C10h.rev bzw. 1C10l.rev & 1C10Lrev. Die PCR-Produkte wurden iiber
Ncol und Sacl in den pPC-Vektor kloniert (pDBleu besitzt eine intrinsische Sacl site).

Hieraus wurden Ncol-EcoRI-Fragmente (incl. HA-tag) in den Vektor pleu iibertragen.
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Um sinnvolle Kontrollkonstrukte herzustellen, wurden die "unfusionierten" DB-

bzw. AD-Dominen ausgetauscht. Dazu wurden die BsaBI-Notl-Fragmente der Proquest-

Vektoren pPC86AD und pDBleu jeweils vertauscht kloniert zu pPC-DB und pleu-AD.

Resistenzen:
pPC86-Derivate Ampicillin
pDBleu-Derivate ~ Kanamycin

Ncol

SE_tiVh-for

1C10H.for

[ Vh-Gen | sacl
SE_Vh-rev \_Z

Ncol 1C10H.rev

IcaF.for

1C10L.for pPC86-VI703-"AD"

l VI-Gen | saal Ncol ic/l EcoRlI
SE_Vl-rev ] —| VI703 HAtag DB | —
1CT0L.rev f

pPC86-XX-DB

Ncol Sacl EcoRI

[ XX (VI oder Vh) [HAtad DB

\ , pLeu-Vh401-"DB"

. . Ncol @ EcoRl

' ' f— VI703 HAtad AD —

pleu-XX-AD

Ncol Sacl EcoRlI

| XX (VI oder Vh) [HAtad AD

Abb. 9.4 Klonierung der Y2H-Konstrukte.
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9.1.5 Konstrukte fiir die NBAs

zur Expression von Fusionsproteinen von Ig-Doménen mit Zinkfingern
pET15b Derivate wurden von Ingo Korndorfer erhalten:

pET-p53zt-VI1, pET-VI1-p53zf, pET-Vh-zif268, (jeweils aDX-Domaénen).

Zur Herstellung von Fusionen mit den Wildtyp-Ig-Doménen wurden aDX- gegen 1C10-
Domaénen (aus Y2H-Konstrukten) ausgetauscht. Die entsprechenden Gene wurden dazu
mit 1c10LFor, 1C101 Sacl rev bzw. 1c10h.For, 1C10h_BpulOI rev amplifiziert und iiber
Ncol/Sacl (V1) bzw. Ncol/BpulOI (Vh) kloniert: pET-1C10L-p53zf, pET-1C10H-Zif268.

Die Konstrukte wurden durch Restriktionsdau (AfIIII) und Sequenzierung (T7) verifiziert.

T7-Promotor, in BL21DE3 IPTG induzierbar, Amp-Resistenz

PET-p53zf-aDXL p53zf|aDXL }—

Ncol
pET-aDXH-zif268 —[aDXH|zif268]— { 1C10H.for
pPC86-1C10H-DB | 1C10H | Bpu1ol
|r 1C10H_BpulOl_rev
pET-1C10H-zif268 —| 1C10H| zif268|—
Ncol
pET-aDXL-p53zf p53zfl— \Z 1C10L.for
pPC86-1C10L-DB | 1CI10L | sacl
| r‘ 1C10L_Sacl_rev
pET-1C10L-p53zf —[1C100 p53f

Abb. 9.5 Schema der Konstruktion von Fusionsproteinen fiir die NBAs
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9.2 Plasmidkarten

P lpp/lac-UV5

tefracycline RNAP-alpha

MCS
pTRG
4.4 kb

ColE1 ori

chloramphenicol

MCS

pl5A ori

lambda-C1

.. P lac-UV5

Abb. 9.6 Bacteriomatch-Vektoren pTRG und pBT, Abb. mit Genehmigung von Stratagene.
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Snab |, 6772
Kpre |, 6757
Swal, 541
Al B53E Psgh Il 578
v |, £330

D=l 55628

AREHCENG
TRHA
AR r
£1 intergenic Ezm1105 1, 1497
region

pPLC86
BarH |, 5204
: 7093 bp :
Sotll, 473 =l) = Akl |, 1576
Satl,'4707 TaDH '
Azt 4701
Mot 4682
ML ple '
Zlaning
Site
Sall, 4653 Ko |, 2785
As |, 274
Sty l, 063
' Fac |, 2470
Eced 7 11, 4410 sty ], 3580
Rarll, 4374 Nao ', 4023
Swal 544
Tif 1, 9707 Foo?? 1, Ga6
Fsi |, 6G8
N | B9E
ARS4CENG Egfl, 1234
il |, &2ad F
BsfE |1, 8180 K
Al |, 1994
pDBLeu
Dra lil, 7202 @ﬁ intergenic 9903 bp
FE'QII;_H'I
——" Ml 1, 2804
s T,
Esatl, 53N ADH . £
: ¥
Aal |, B275 Lyhe
Not |, 6256 GALADEB Balll, 2478
Muitipie ALH pramaofar
Cloning
Site
Sall, 207 Pacl, 4839

Bag | 5604
Hind I, 5736

Abb. 9.7 Y2H-Vektoren, Abb. mit Genehmigung von Invitrogen.
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Bpu1102 1{267)

BamH I{319)
Xho l(324)
Nde 1{331)
Moo |{380)

Xha l(428)

Egl 1{404)

SgrA (538

Sph 1(ga1)
EcoN [{751)

EcoR 1{5T06)
Cla i24)
Hind {24

Aat ||{5B38)
S5p [(5517)

Soa l(5193)
Pwu [(50&3)

Pst |{4658)

Bsa [(4774)

Ahd 1{4713)
5 Ml [{(1218)
(2 Bcl I{1230)
@
2 1 {BstE ll{1307)
AlwN 1{4236 ET-15b N )
o ptE?OBI}p] Apa H1427)

(cp

BssH II{1627)
Hpa {17223

BspLLU11 [{3820)

Sap laro
Bst1107 I{3831) PshA 12061}
Acc |(3590)
Bzah [(3572) Eag I{22e4)
Tth111 1{3565) Mru 1(2319)
BspM {23093

Bam [{2704)
Mso 1(2791)

Bpu1i [(2826)

Abb. 9.8 Vektor pET-15b zur Expression unter dem T7-Promotor, Abb. mit Genehmigung von Novagen.
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9.3 Abkulrzungsverzeichnis

Abb.
AD
aDX
AG
aSt
AS
ASGA
aSt-scFv
bp
BSA
CDR

cons
Cy5
DB
Dig
DMF
DMSO
DNA
dsDNA
E. coli
ELISA
EtBr
FDA
FLAG-fag
FlaK
FRET
Fv

Gl

h

HRP
IMAC
Ig
IPTG
ITC
Kap.
LC
Lsg.
mAB
min
Mut.
NBA

Abbildung

Aktivierungsdoméne

anti-Digoxin-Fv

Arbeitsgruppe

anti-Stilben-Fv

Aminoséure

4-Aminostilben-N-glutaramid

anti-Stilben-single chain Fv-Fragment

Basenpaar(e)

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
komplementaritdtsbestimmende Region eines Antikdrpers
(complementarity determining region)
Konsensussequenz

Cyanin3, Fluoreszenzfarbstoff (molecular probes)
DNA-bindende Doméne

Digoxin

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure

doppelstrangige DNA

Escherichia coli

enzyme linked immunosorbent assay

Ethidiumbromid

Fluoresceindiacetat

Peptid-Sequenz zum spezifischen Nachweis mit mAB M2
Fluoreszein-bindendes Fv
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Fragment der variablen Doménen (VL + VH) eines Antikorpers
Gleichung

Stunden

Merrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)
Immobilisierte-Metallionen-A ffinitdts-Chromatographie
Immunglobulin

Isopropyl-[3-D-thiogalactosid

isothermale Titrationskalorimetrie (isothermal titration calorimetry)
Kapitel

Lanatosid C

Losung

monoklonaler Antikorper (monoclonal antibody)
Minuten

Mutation

nanoskopischer biomolekularer Assembly
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nt Nukleotid(e)

Ou Ouabain

P53zf Zinkfingerprotein, welches an die p5S3-DNA-site bindet (Wolfe et al., 1999)
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS physiologischer Phosphat-Puffer (phosphate buffered saline)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

.pdb Eintrag in der Proteinstrukturdatenbank (http://www.rcsb.org)
PZGA 4-Amino-phenylazobenzol-N-glutaramid

RB Gellaufpuffer fiir native PAGE (running buffer)

scFv single chain Antikorper Fv-Fragment

SDS Natriumdodecylsulfat

SH Fusionsprotein aus aDX-Vh und Zif268

SIBRA  synthetic inducible biological response amplifier (Radulescu, 1995)
SL Fusionsprotein aus P53zf und aDX-V1

spFRET  single pair FRET
ssDNA einzelstringige DNA

SV Sdulenvolumen

Tab. Tabelle

TBST Tris-gepufferte Saline mit Tween-20

Tm Hybridisierungstemperatur

T™MB Tetramethyl-benzidin

TMR Tetramethyl-rhodamin

U zweiarmiges DNA-Scharnier mit einem Linkerstrang

UE Untereinheit

A% zweiarmiges DNA-Scharnier mit zwei nicht paarenden Linkerstringen
vgl. vergleiche

VH variable Domine der schweren Kette eines Antikorpers

VL variable Domine der leichten Kette

Vol. Volumen

w.E. willkiirliche Einheiten

WH Fusionsprotein aus 1C10-Vh und Zif268

WL Fusionsprotein aus aDX-V1 und P53zf

Y2H yeast2hybrid

Y3 dreiarmiges DNA-Scharnier mit zwei 3 nt-Linkerbereichen
Y10 dreiarmiges DNA-Scharnier mit zwei 10 nt-Linkerbereichen

Z1f268 DNA-bindendes Zinkfingerprotein
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Anhang

9.4 Lebenslauf

Jan Barnikow
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2000 - 2002

Allgemeinbildende Polytechnische Oberschule, Berlin

mit erweitertem Russischunterricht
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der Martin-Luther-Universitdt (MLU), Halle/Saale
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Abitur
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Vordiplom
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Doktorarbeit bei Dr. Boris Steipe, Genzentrum, LMU, Miinchen, Thema:
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Hochschullehrer: Prof. Dr. Dieter Oesterhelt
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