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1 Einleitung
Im menschlichen Körper repräsentiert die Vielfalt der durch B-Zellen synthetisierbaren Anti-
körper ein äußerst wirkungsvolles Mittel zur Erkennung und Bekämpfung von Infektionen.
Antikörper binden an eingedrungene Krankheitserreger, sogenannte Antigene und markieren
diese so für die gerichtete Zerstörung durch Makrophagen. Durch Rekombination und Muta-
tion multipler Gene kann der Mensch mindestens einhundert Milliarden (1011) solcher Anti-
körper mit unterschiedlichsten Spezifitäten bilden. Das Antigen wird im ersten Schritt der
Immunantwort mit dieser großen Zahl von vorhandenen Immunglobulin-Molekülen konfron-
tiert. Aus dem Antikörperrepertoire werden dann diejenigen mit der größten Affinität zum An-
tigen selektiert und anschließend in großem Maßstab vervielfältigt. Es erfolgt also in vivo ein
Screening einer Sammlung von Antikörpern (Bibliothek). Antikörper stellen wegen ihrer ho-

hen Spezifität und Affinität ein unentbehrliches Werkzeug in der modernen biologischen For-
schung, der Biomedizin und der Diagnostik dar. Die nach Immunisierung eines geeigneten
Organismus erhaltenen Antikörper können zum Nachweis oder zur Isolierung nahezu jeder
beliebigen biologischen Substanz verwendet werden.

1.1 Kombinatorische Chemie

In der biomedizinischen und biotechnologischen Forschung wird nun versucht, die natürliche
Bildung von Antikörpern im Labor, d. h. unter in vitro Bedingungen nachzuahmen, indem
sogenannte evolutive kombinatorische Methoden bei ihrer Synthese eingesetzt werden. Da-
bei sollen die komplexen biochemischen Schritte, die zur Generierung von maßgeschneider-
ten, hochspezifischen und funktionalen Molekülen nötig sind möglichst einfach imitiert wer-
den. Neue Wege in der Synthese von Substanzbibliotheken mit gewünschten Eigenschaften
eröffnen hier die kodierte Kombinatorik (Übersichten in Lit.[1,2]).

In den achtziger Jahren wurde der Grundstein für die kombinatorische Chemie durch die
Entwicklung der Parallelsynthese von Peptiden durch MARIO GEYSEN[3] gelegt. Inzwischen
hat sich dieses Forschungsgebiet rasant und mannigfaltig weiterentwickelt und stark an Be-
deutung gewonnen. Mit der von GEYSEN vorgestellten Methode war es möglich eine damals
große Anzahl von 96 Peptiden simultan durch Festphasensynthese herzustellen. Mittlerweile
wurden die Techniken soweit weiter entwickelt und verfeinert, dass es heute möglich ist, in
kürzester Zeit mehrere Millionen strukturell verwandter Substanzen zu erzeugen. Durch ge-
eignete Screening-Verfahren können die wirksamen Substanz-Varianten isoliert werden[4,5].

Dennoch ist diese Technik mit noch relativ hohem technischen Aufwand verbunden und die
Komplexität der Substanzbibliotheken ist auf wenige Millionen Moleküle beschränkt. Zudem
stellt das Wiederfinden der Strukturinformation selektierter Proteine ein Problem dar, da für
die Strukturanalyse oft nur geringste Mengen der einzelnen Proteine zur Verfügung stehen
und geeignete Amplifikationsmethoden noch nicht entwickelt wurden.

Seit diesen ersten Arbeiten wurde die kombinatorische Chemie auf unterschiedlichste Mole-
kül-Klassen ausgedehnt, die es nun unter anderem erlauben, funktionale Ribonukleinsäuren,
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Desoxyribonukleinsäuren, modifizierte Nukleinsäuren, Peptide bzw. Proteine aus komplexen
Bibliotheken zu isolieren. Die Entdeckung und Erforschung von replizierenden Enzymen er-
möglichte es, den Nachteilen der Parallelsynthese entgegenzuwirken und Biomoleküle bzw.
Biopolymere durch enzymatische Reaktionen zu vervielfältigen. Getrieben von dieser Entde-
ckung, wurden in vitro Selektionsverfahren entwickelt, die es ermöglichen, funktionale Nuk-
leinsäuren zu identifizieren, die aufgrund ihrer dreidimensionalen Struktur ähnlich den Anti-
körpern ein Zielmolekül erkennen und dieses binden können sollten[6]. Molekularbiologische
Techniken wie die Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Vervielfältigung von DNA, in vitro
Transkription für die Umschrift von DNA in RNA oder die reverse Transkription zur Erstellung
von DNA aus einem RNA-Templat waren hierfür grundlegend. Ebenso war es entscheidend,
die in den Nukleinsäuren enthaltene Information einfach durch Sequenzierung zurück gewin-
nen zu können. Die Entwicklung der Festphasesynthese zur Herstellung großer Mengen an
Nukleinsäuren brachte zusätzliche Vorteile. Essentiell für den Erfolg der kombinatorischen
Chemie jedoch ist die Möglichkeit, Moleküle durch die Synthese an der Festphase mit Zu-
fallssequenzen zu versehen.

1.2 In vitro Selektion
J.W. SZOSTAK[7] und L. GOLD[8] veröffentlichten Anfang der Neunziger Jahre unabhängig von-
einander ein Verfahren, mit dem große Bibliotheken von bis zu 1016 verschiedenen Nuklein-
säuremolekülen untersucht werden können. Die in vitro Selektion und Evolution von DNA-
oder RNA-Molekülen durch SELEX (Systematische Evolution von Liganden durch Exponen-

tielle Anreicherung) ermöglicht es, solche umfangreichen Oligonukleotid-Bibliotheken gezielt
auf bestimmte Eigenschaften hin anzureichern und zu analysieren. In der Regel wird hierbei
das Zielmolekül an einer festen Matrix immobilisiert und nach der Inkubation mit der Biblio-
thek alle diejenigen Moleküle entfernt, die nicht gebunden haben. Anschließend werden die
funktionalen Sequenzen mittels PCR vervielfältigt und erneut einem Selektionsschritt unter-
worfen, wodurch diese Sequenzen im Laufe der Selektion angereichert werden können. So
wurden Moleküle isoliert und charakterisiert, die als sogenannte Aptamere[9,10] (lat.: aptus =
passend, gr.: meros = Ort, Stelle) bezeichnet werden. Diese sind in der Lage ihre
Zielmoleküle, wie z.B. Aminosäuren[11,12], Small Molecules (chemische Substanzen,

Pharmazeutika)[13], Cofaktoren[14], Peptide[15] oder Proteine[16-18] spezifisch zu erkennen und
hochaffin zu binden. Weitere interessante Beispiele für Nukleinsäuremoleküle, die Proteine
erkennen und binden können, sind Aptamere gegen das zelluläre Prion-Protein (PrPc)[19], mit
denen das PrPc in Hirnhomogenaten nachgewiesen werden kann; sowie Aptamere, die das
Rev-Protein aus HIV-1[20] binden und nach Expression in vivo die biologische Aktivität dieses
Proteins blockieren können oder in der Zelle exprimierte Aptamere, sog. Intramere, welche
Cytohesin-1[21] binden, seine Funktion beeinflussen und somit das Cytoskelett der Zellen
verändern.Jedoch konnten nicht nur Aptamere durch SELEX identifiziert werden. In der Natur kommen
auch katalytisch aktive Ribonukleinsäuren, sogenannte Ribozyme[22,23] vor. Selbst solche
Moleküle, die neue katalytische Eigenschaften besitzen konnten selektiert werden[24]. Zum
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Beispiel Nukleinsäuren mit Ligase-[25], Estertransferase-[26] und Peptidyltransferaseaktivität[27],
sowie eine Diels-Alderase[28,29] und Michaelase[30].

Der Vorteil des Einsatzes von Nukleinsäuren für die kombinatorische Chemie liegt darin,
dass die wenigen funktionalen Moleküle in einer Bibliothek zu jeder Zeit ihren Bauplan in
Form ihrer Basensequenz selbst mitbringen. Aptamere und Ribozyme sind als Nukleinsäu-
remoleküle gleichzeitig Träger von Funktionalität und Strukturinformation. Dies birgt gegen-
über der Selektion von Proteinen einen entscheidenden Vorteil, der Genotyp (genetische
Information) muss nicht mit dem Phänotyp (funktionale Struktur) verknüpft werden. Mittels
der PCR können selbst geringste Mengen der Nukleinsäuren vervielfältigt werden, wodurch
es möglich wird, sehr komplexe Bibliotheken gleichzeitig zu durchsuchen. Der Nachteil liegt
in der relativ begrenzten Diversität funktionaler Gruppen der 4 Nukleinsäurebausteine. Pepti-
de oder Proteine haben aufgrund der 20 verschiedenen Aminosäure-Bausteine mit ihren
vielseitigen Funktionalitäten möglicherweise entscheidende Vorteile, zumal die Seitenketten
noch in posttranslationalen Prozessen weiter modifiziert werden können. Ein Problem ist
jedoch, dass sie nicht wie Nukleinsäuren durch wirksame Amplifikationsmethoden wie der
PCR vervielfältigt werden können. Es gibt verschiedene Ansätze, erweiterte Funktionalitäten
durch den Einsatz von modifizierten Basen in Nukleinsäuren zu integrieren und damit zu se-
lektieren. Erste Selektionen mit modifizierten Nukleinsäuren waren bereits erfolgreich[31]. Mitt-
lerweile konnte auch der Einbau von allen 4 Basen, welche unterschiedliche Modifikationen
tragen gezeigt werden[32].

In jüngster Zeit wurden unterschiedliche neue Methoden entwickelt, um die für ein Protein
kodierende RNA-Sequenz mit dem Protein zu verknüpfen. Damit soll das SELEX-Prinzip,
also die exponentielle Vermehrung geeigneter Vertreter der Bibliothek mittels PCR auf das
Durchmustern von Peptidbibliotheken übertragen werden.

Hierzu gibt es verschiedene Ansätze. Ausgehend vom Gen eines Proteins kann dieses bei-
spielsweise durch DNA-Shuffling[33] neu arrangiert, in E. coli-Zellen kloniert und in vivo auf

neue Eigenschaften selektiert und somit dieses Protein letztendlich maßgeschneidert wer-
den.

Eine weitere Technik ist das sogenannten Phagen-Display[34,35]. Dabei wird die genetische
Information des Proteins bzw. Peptids über den Phagen in Bakterien eingeschleust. Relativ
leicht lassen sich somit große kombinatorische Peptidbibliotheken durch gentechnische Me-
thoden erstellen. Dazu wird in das Gen eines Phagen ein DNA-Fragment integriert, das für
ein Peptid kodiert. Infiziert man anschließend Bakterien mit dem transformierten Phagen,
kann dieser sich dort vermehren und präsentiert das neu eingeführte Peptid an seiner Ober-
fläche, dessen genetische Information gleichzeitig in seinem Inneren verpackt ist. Durch sys-
tematische oder zufällige Variation der DNA-Sequenz können Bibliotheken mit einer Kom-
plexität von 107 - 109 Peptiden erzeugt werden. Die Selektion der Phagen, die ein funktiona-
les Peptid auf der Oberfläche tragen kann dann in vitro, beispielsweise durch "panning" er-

folgen. Dabei wird die Zielstruktur oder das Antigen, gegen das ein spezifischer Binder ge-
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sucht wird auf einer Plastikoberfläche immobilisiert und mit der Phagenbibliothek inkubiert.
Bindende Phagen können daraufhin isoliert und in ihrem Wirt erneut vermehrt werden. Durch
wiederholtes Durchlaufen dieser Schritte können so letztlich hochaffine Proteine oder Pepti-
de angereichert werden. Bei Verwendung des Phagen-Display können die Nachteile des
chemisch-kombinatorischen Ansatzes umgangen werden. Phagenbibliotheken mit einer
Größe von 106 bis 109 Individuen sind relativ leicht handhabbar. Zudem ist die Strukturinfor-
mation in Form der Erbinformation, die im Inneren des Phagen lokalisiert ist, fest mit dem
exprimierten Protein verbunden und kann nach der Selektion durch gentechnische Methoden
leicht vervielfältigt und entschlüsselt werden.

Ähnliche Techniken, die zu den neuen Entwicklungen der evolutiven Verfahren gerechnet
werden, und bei denen Phänotyp und Genotyp eines Peptids oder Proteins direkt miteinan-
der verknüpft werden, sind das Ribosomen- oder Polysomen-Display[36-38]. Anders als beim
Phagen-Display können diese Techniken vollständig in vitro durchgeführt werden. Beide Me-
thoden nutzen die zelluläre Translationsmaschinerie in Form der Ribosomen zur Verknüp-
fung von Genotyp und Phänotyp. Polysomen sind Komplexe aus einer mRNA und darauf
angelagerten Ribosomen, die im Begriff sind, die kodierte Information zu übersetzen. Durch
Veränderung der äußeren Bedingungen kann die Translation der mRNA unterbrochen wer-
den, ohne dass das Polysom zerfällt. Der Komplex aus mRNA, Ribosom und dem noch an
das Ribosom gebundenen Peptid oder Protein kann in dieser Form für eine in vitro Selekti-
on/Evolution von Proteinen eingesetzt werden. Das Ribosomen-Display ist als eine Weiter-
entwicklung des Polysomen-Displays zu betrachten[39]. Die Methode basiert grundsätzlich auf
der des Polysomen-Displays und wurde durch die Arbeiten von HANES und PLÜCKTHUN zu
einem allgemein anwendbaren System für die in vitro Selektion von funktionellen Peptiden
und Proteinen verbessert. Jede mRNA der bis zu 109 verschiedenen Moleküle umfassenden
Bibliotheken kodiert für ein spezielles Protein und ist mit diesem über ein einzelnes Ribosom
verbunden[40].

Problematisch und begrenzend an den genannten Techniken ist allerdings die Tatsache,
dass die zu screenende Proteinbibliothek unmittelbar an die komplexen Strukturen des Pha-
gen bzw. des Ribosoms angeknüpft ist. Dies bringt nicht nur technische Probleme mit sich,
sondern kann auch die Faltung des gebundenen Proteins gegenüber dem freien Protein be-
einflussen, was die Reproduzierbarkeit der Selektionszyklen einschränkt.

Diese Nachteile könnten umgangen werden, wenn es gelänge, diese komplexen Strukturen
durch ein kleines organisches Molekül zu substituieren, über welches jedes Mitglied einer
Peptid- oder Protein-Bibliothek direkt mit seiner kodierenden mRNA verknüpft ist.
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1.3 mRNA Display

1.3.1 Prinzip

Eine solche Möglichkeit bietet das neu entwickelte mRNA Display[41,42]. 1997 stellten
SZOSTAK[43] und YANAGAWA[44] nahezu gleichzeitig ein Prinzip vor, das es ermöglicht, Peptide
mit der für sie kodierenden mRNA kovalent über ein Brückenmolekül miteinander zu ver-
knüpfen. So können Geno- und Phänotyp des Proteins direkt miteinander verbunden werden
wodurch die eindeutige Aussage über die funktionelle Struktur des Proteins erhalten bleibt.
Im Zentrum dieser Technologie steht das Antibiotikum Puromycin (Abbildung 1). Das Anti-
biotikum wurde 1959 erstmals aus dem Bodenpilz Streptomyces alboniger isoliert und wird in

die Gruppe der Aminonukleosidantibiotika eingeordnet.
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Abbildung 1: (A) Puromycin-Molekül, (B) 3'-Ende einer Tyrosyl-tRNA. Die Unterschiede zwischen

den beiden Molekülen sind farblich hervorgehoben. Über die 5'-Hydroxylgruppe des Puromycin erfolgt
eine kovalente Bindung an das 3'-Ende des DNA-Linkers, welcher wiederum mit der für das Peptid
kodierenden RNA verknüpft ist.

Der Wirkmechanismus von Puromycin wurde 1967 aufgeklärt[45,46]. Demnach ahmt das Mo-
lekül aufgrund einer strukturellen Ähnlichkeit das 3'-Ende einer aminoacylierten tRNA (siehe
Abbildung 1) nach und kann so in die Aminoacyl-tRNA-Bindungsstelle (A-Stelle) des Ribo-

soms eintreten. Durch die Peptidyl-Transferase-Aktivität des Ribosoms wird eine Transpepti-
dierung mit der naszierenden Peptidkette katalysiert, wobei die wachsende Polypeptidkette
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auf das Molekül übertragen wird und Peptidyl-Puromycin entsteht. Da der Aminosäurerest
des Puromycin jedoch nicht über eine Esterbindung (Abbildung 1B) sondern über eine A-
midbindung (Abbildung 1A) an die Riboseeinheit gebunden ist, kann der nächste Transpep-

tidierungsschritt wegen der verminderten Reaktivität der Amidbindung nicht stattfinden. Die
Protein- bzw. Peptidsynthese bricht ab und der Translationskomplex zerfällt unter Freiset-
zung von Peptidyl-Puromycin.

Abbildung 2: Mechanismus der Puromycin-vermittelten Fusion von RNA und dem entsprechenden
kodierten Peptid. (A) Als Ausgangsmaterial wird eine chimäre RNA-DNA-Puromycin-Bibliothek einge-
setzt. (B) In vitro Translation: das Ribosom bindet die RNA und bewegt sich auf dem Templat in Rich-

tung des 3'-Endes. Die Aminosäuren der wachsenden Peptidkette sind als schwarze Kreise darge-
stellt. (C) Das Ribosom erreicht die Verbindungsstelle RNA-DNA und pausiert, das Puromycin kann in
die A-Stelle eintreten, wo es kovalent mit dem Peptid verknüpft wird. (D) Freisetzung der gebildeten

Fusionsmoleküle.
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Durch organische Synthese kann nun ein DNA-Puromycin-Oligomer hergestellt werden, wel-
ches am 3'-Ende ein kovalent verknüpftes Puromycin-Molekül trägt. Durch enzymvermittelte
Ligation kann eine RNA-Bibliothek mit diesem Linkermolekül verknüpft werden und man er-
hält ein RNA-DNA-Puromycin-Molekül, welches für die Translation als Ausgangstemplat
verwendet werden kann (mRNA Display Templat). Diese Puromycin-gekoppelte RNA-
Bibliothek wird nun in eine in vitro Translation eingesetzt. Nach erfolgter Peptidsynthese wird
die Translation durch das an die mRNA gekoppelte Puromycin gestoppt und es resultieren
letztlich Fusionsmoleküle, die aus dem Protein, Puromycin, dem Linker und der mRNA be-
stehen. In Abbildung 2 wird schematisch skizziert, wie die kovalente Fusion des RNA-Teils

mit dem entstehenden Peptid zustande kommt. Nach dem oben beschriebenen Mechanis-
mus verursacht Puromycin einen vorzeitigen Kettenabbruch und wird kovalent durch eine
Peptidbindung an das Carboxylende der wachsenden Peptidkette geknüpft. Wichtigster
Schritt bei der Bildung der Fusionsmoleküle ist der Eintritt von Puromycin ins Ribosom und
die anschließende Übertragung des im Ribosom entstehenden Peptids auf das Puromycin-
Molekül (Abbildung 2C).

Während das Ribosom, so der hypothetische Mechanismus, bei Erreichen der Verbindungs-
stelle zwischen RNA und DNA pausiert, hat das Puromycin Gelegenheit, die A-Stelle zu be-
setzen. Durch die Peptidyl-Transferase-Aktivität wird daraufhin das Peptid an das Puromycin
gebunden (siehe Abbildung 3). Somit ist eine stabile kovalente Verbindung zwischen dem

Genotyp und dem Phänotyp entstanden.

Abbildung 3: Das RNA-DNA-Puromycin-Ligationsprodukt wird im Ribosom kovalent an das Peptid

geknüpft.
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Das gebildete mRNA Display Peptid wird anschließend revers transkribiert, um ein dop-
pelsträngiges RNA-DNA-Hybrid zu gewinnen, um mögliche störende Einflüsse der mRNA,
die zur Ausbildung von Sekundärstrukturen befähigt ist zu vermeiden. Somit wird sicherge-
stellt, dass im eigentlichen Selektionsschritt kein RNA-Aptamer isoliert wird. Zudem wird da-
durch die Stabilität der Ribonukleinsäure erhöht und Degradation zurückgedrängt. Unter
Umständen kann es allerdings gerade interessant sein, sowohl mit der Funktionalität des
Peptids und derjenigen der Nukleinsäure gleichzeitig zu selektieren[47]. LARRY GOLD be-
schreibt die Möglichkeit, Proteinaptamere in Konkurrenz mit RNA-Aptameren zu selektieren,
deren Kd-Werte bereits unter 1 nM liegen können. Somit können für ein Zielmolekül sowohl
die Eigenschaften von Nukleinsäuren als auch von Proteinen genutzt werden, was die Wahr-
scheinlichkeit für eine spezifische Bindung möglicherweise erhöht, da unterschiedliche Epi-
tope gleichzeitig adressiert werden können.

1.3.2 Anwendung

In Abbildung 4 ist aufgezeigt, wie eine Selektion mit einer Bibliothek von mRNA Display

Peptiden grundsätzlich aufgebaut ist, und welche Schritte in jedem einzelnen Selektionszyk-
lus durchlaufen werden müssen.

Abbildung 4: Selektionsschema. (A) Ausgehend von der dsDNA der Bibliothek wird die mRNA, die
mit dem Puromycin (P) verknüpft ist, erzeugt. (B) Durch in vitro Translation werden die mRNA Display
Peptide hergestellt (Aminosäuren als graue Kreise dargestellt). (C) Nach der reversen Transkription

wird die Bibliothek in den Selektionsschritt eingesetzt und auf die Eigenschaften gegenüber einem
immobilisierten Targetmolekül untersucht. (D) Durch PCR werden die funktionalen Sequenzen ange-

reichert.
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Zuerst wird eine DNA-Bibliothek chemisch synthetisiert, welche aufgrund von randomisierten
Bereichen eine Diversität von bis zu 1015 verschiedenen Molekülen aufweist. Nach der Um-
schrift in RNA (in vitro Transkription) und der Verknüpfung mit dem Puromycin-Linker wird
eine in vitro Translation mit dem erhaltenen Templat angeschlossen. Während der Translati-
on, die in Gegenwart von radioaktivem 35S-Methionin durchgeführt wird, werden die entste-
henden Peptide markiert. Durch die radioaktive Markierung kann anschließend der Selekti-
onsverlauf verfolgt werden. Nach der reversen Transkription wird mit den so hergestellten
Molekülen der eigentliche Selektionsschritt hinsichtlich der gewünschten Eigenschaft ausge-
führt. Dabei wird die gewonnene Bibliothek z.B. mit einem an einer Matrix immobilisierten
Zielmolekül inkubiert. Nicht gebundene Mitglieder der Bibliothek werden durch sukzessives
Waschen entfernt und die gebundenen Spezies spezifisch eluiert. Um bei der Selektion auf
Bindung unspezifische Wechselwirkungen zu vermeiden, kann vor den eigentlichen Selekti-
onsschritt noch eine Präselektion mit einer underivatisierten Matrix geschaltet werden. Um
im Verlauf der Selektion die Spezifität zu erhöhen, wird der Selektionsdruck schrittweise ge-
steigert. Dies geschieht in der Regel durch Verwendung von niedriger derivatisierten Selekti-
onsmatrices, Erhöhung der Waschvolumina, Erhöhung der Ionenstärke, Zusatz von Kompeti-
toren oder Ähnlichem. Die DNA der zurückbehaltenen Moleküle wird mittels PCR amplifiziert
und dient als Templat für den nächsten Zyklus. Reichern sich nach mehrmaligem Durchlau-
fen des Selektionszyklus funktionale Repräsentanten der Bibliothek an, so wird die DNA der
finalen Bibliothek kloniert, sequenziert und die erhaltenen funktionalen Vertreter analysiert
und charakterisiert.

Mit dieser Methode sind mittlerweile einige sehr interessante Proteine selektiert worden. Aus
komplett randomisierten Proteinbibliotheken wurde z.B. eine Sequenz isoliert, die spezifisch
ATP binden kann[48]. Hinsichtlich der Wahrscheinlichkeit einer funktionalen Sequenz von
1 in 1011 und der Entdeckung eines Zn2+-abhängigen Motivs handelt es sich um ein beson-
ders aussagekräftiges Beispiel. Zum einen wird in dieser Selektion bestätigt, dass die Wahr-
scheinlichkeit für das Auffinden von funktionalen Proteinen aus randomisierten Bibliotheken
ähnlich der von RNA-Selektionen ist. Zweitens zeigt die Evolvierung eines Zinkfingers, dass
ein solches Motiv, wie es auch in der Natur häufig verwendet wird, entscheidend für die
Funktionalität von Proteinen ist.

Weiterhin wurde ein Streptavidin-bindendes Peptid selektiert, welches mit einer extrem nied-
rigen Bindungskonstante (Kd = 2 nM) eine hohe Affinität zum Zielprotein besitzt[49]. Der Se-
quenzraum, d.h. diejenige Zahl an verschiedenen Molekülen, innerhalb der es wahrschein-
lich ist, einen funktionalen Vertreter zu finden, wurde ebenfalls anhand der Selektion von
Peptiden untersucht, die RNA-Motive binden können[50]. Weiterhin wurden durch das Scree-
ning von cDNA-Bibliotheken Proteine identifiziert, die an das antiapoptotisch wirksame Prote-

in Bcl-X(L)[51], oder phosphoryliertes Tyrosin[52] binden können.

Unter den verschiedenen Techniken, die eine eindeutige Verknüpfung zwischen dem Geno-
und dem Phänotyp einer Proteinsequenz erlauben, wurde das mRNA Display inzwischen
stark weiterentwickelt[53]. Hinsichtlich der Einfachheit und Stabilität der Verknüpfung, sowie



Einleitung 1.4 Thrombin

- 10 -

der erzielbaren Komplexität der Bibliotheken stellte es sich als besonders leistungsstark her-
aus[54-59].

1.4 Thrombin
Ein wichtiges, mögliches Zielmolekül für einen kombinatorischen Screening-Ansatz mit dem

mRNA Display könnte humanes α-Thrombin darstellen. Es ist eines der Schlüsselenzyme in
der Blutgerinnungskaskade[60] und reguliert sowohl prokoagulative als auch antikoagulative
Prozesse. Aufgrund der Vielseitigkeit dieses Enzyms und der mannigfaltigen Interaktionen im
menschlichen Körper würde kleine Peptide als Bindungspartner ein wichtiges Werkzeug für
biochemische Untersuchungen darstellen. Thrombin, auch bezeichnet als Faktor IIa, zählt
sicher zu einem der am besten charakterisierten Proteine. Zum einen wird durch die Se-
rinprotease Thrombin das Fibrinogenmolekül in Fibrin gespalten, was schließlich zur Ausbil-
dung eines Blutgerinnsels führt. Durch Polymerisation und Quervernetzung der einzelnen
Fibrinfasern entsteht ein unlösliches netzartiges Gebilde, welches an der Kontaktregion von
verletzten Gefäßen mit der Luft gebildet wird. Abbildung 5 zeigt schematisch die Gerin-

nungskaskade mit ihren vielfältigen Interaktionen zwischen den einzelnen Proteinen.

Abbildung 5: Blutgerinnungskaskade. Thrombin (IIa) spielt eine zentrale Rolle. Die Pfeile verdeutli-

chen jeweils die Regulation des angegebenen Schrittes; dick gezeichnete Pfeile sind Reaktionen, die
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von Thrombin katalysiert werden. (wichtigste Abkürzungen: aPC = aktiviertes Protein C, ATIII = Anti-
thrombin III, PC = Protein C, PCI = Protein C Inhibitor, PS = Protein S, TM = Thrombomodulin)

Zusätzlich zu diesen grundlegenden Funktionen regelt das Protein seine eigene Produktion
durch die enzymatische Aktivierung der Blutgerinnungsfaktoren V, VIII und XI[61-63]. In einer

Übersicht ist in Abbildung 6 die Kristallstruktur von humanem α-Thrombin dargestellt.

Abbildung 6: Struktur von humanem α-Thrombin (nach Lit.[68], pdb: 1HAH). Farblich hervorgehoben

sind die wichtigen Seitenketten der Exosite-1 (rot), der Exosite-2 (blau) und dem katalytischen Zent-
rum (gelb).

Man erkennt, dass es sich um ein weitgehend globuläres Protein handelt, welches unter-
schiedlichste Domänen für Interaktionen auf seiner Oberfläche besitzt. Die Struktur und die

Oberfläche von α-Thrombin wurde in Mutationsstudien[64,65] intensiv erforscht und neben der
gleich einem Canyon geformten aktiven Stelle wurden zwei vornehmlich positiv geladene
Epitope identifiziert, die sogenannten Anionen-Bindungsstellen, oder exosites. Die beiden als

Fibrinogen-Erkennungs-Exosite (FRE oder Exosite-1) bzw. Heparin-Bindungs-Exosite (Exo-
site-2) bezeichneten Epitope liegen auf gegenüberliegenden Seiten des Thrombinmole-
küls[66]. Viele natürliche Regulatoren und Inhibitoren von Thrombin, wie Heparin, Hirudin,
Haemadin oder Antithrombin III, die das aktive Zentrum, bzw. eine oder beide Exostellen auf
der Thrombinoberfläche binden, wurden identifiziert, charakterisiert und daraufhin mit synthe-
tischen oder molekularbiologischen Methoden neu gestaltet.[67] Viele davon spielen eine
wichtige Rolle als Antikoagulantien in einer Vielzahl von klinischen Anwendungen.

Wie bereits erwähnt, bindet Thrombin an Fibrinogen und spaltet dieses spezifisch an einer
Stelle, wodurch das Epitop für die Polymerisation freigesetzt wird. Die Bindung des Fibrino-
genmoleküls erstreckt sich weitreichend über das gesamte Thrombin-Protein, die Fixierung

der Aα-Kette des Fibrinopeptids an der Exosite-1 jedoch trägt entscheidend zur Stabilisie-
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rung des Thrombin-Substrat-Komplexes und somit zu einer effizienteren Reaktion bei. Inte-
ressant ist ebenfalls die inhibitorische Wirkung von Heparin, einem polysulfatierten Glycan.
Das negativ geladene Molekül bindet direkt an die Exosite-2 von Thrombin und beeinflusst
so die enzymatische Aktivität. Da Heparin die Bindung von Heparin Cofaktor II (aktives Zent-
rum und Exosite-1) und von Antithrombin III (aktives Zentrum und Exosite-2) um mehrere
Größenordnungen steigert[69-71], ist es von hohem klinischen Interesse und medizinischer
Bedeutung. Hirudin, einer der effektivsten natürlichen Thrombininhibitoren wurde aus dem
medizinischen Blutegel (Hirudis medicinalis) isoliert und inaktiviert Thrombin sowohl in Lö-

sung als auch im an Fibrin gebundenen Zustand[72]. Ein Teil des 65 Aminosäuren langen
Proteins bindet an die Exosite-1, während der andere, der eine schwanzartige Struktur be-
sitzt, sich über das gesamte Thrombin-Molekül erstreckt und somit die aktive Stelle blo-
ckiert[73,74]. Der 12 Aminosäuren lange C-terminale Teil des Hirudin-Proteins (Aminosäuren
54-65) wird als Hirugen bezeichnet wird bindet auch alleine die Exosite-1. Das Fragment ist
immer noch als direkter Thrombin-Inhibitor aktiv[75]. Durch die Bindung von humanem

α-Thrombin an Thrombomodulin (TM), welches auf Endothelzellen zu finden ist, wird die
enzymatische Aktivität von Thrombin geändert. Es erfolgt nun eine Beschleunigung der
Aktivierung von Protein C (PC)[76,77]. Wird der 1:1 Komplex mit TM gebildet, so spaltet
Thrombin schließlich PC unter der Freisetzung von aktiviertem Protein C (aPC). Dadurch
wird eine antikoagulatorische Kaskade induziert, die eine verminderte Produktion von
Thrombin zur Folge hat (Abbildung 5).

Name Sequenz Ziel Lit.

Fibrinogen 52-DWPFCSDEDWN-62 Exosite-1 [81]

Hirudin 54-DFEEIPEEYLQ-65 Exosite-1 [73,74]

Heparin Cofactor II 54-NDWIPEGEEDDDYLDLEKIFSEDDDYI-75 Exosite-1 [82]

Thrombomodulin 415-LDDGFICTDIDECEN-429 Exosite-1 [83]

Heparin Polysulfatiertes Glycan Exosite-2 [84]

Haemadin 46-EFEEFEIDEEEK-57 Exosite-2 [79]

Antithrombin III 391-AGRSLNPNRVTFKA-404 Exosite-2 [67]

Platelet Glycoprotein Ibα 272-DTDLYDYYPEE-282 Exosite-2 [85]

Tabelle 1: Verschiedene Proteine, die an humanes α-Thrombin binden, deren Bindungsmotive und

die Stelle der hauptsächlichen Interaktion. Zahlen bezeichnen die jeweilige Aminosäureposition im
Protein.

Haemadin, ein Protein, das ebenfalls aus einem Blutegel (Haemadipsa sylvestris) isoliert

wurde, ist strukturell sehr ähnlich dem Hirudin, bindet aber im Gegensatz dazu an die Exosi-
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te-2[78,79]. Ein weiteres Protein, das an die Exosite-2 bindet, ist das Platelet Glycoprotein Ibα,
jedoch ist dessen biologische Rolle bis jetzt noch nicht vollständig geklärt[80].

In Tabelle 1 sind zusammenfassend die unterschiedlichen Proteine aufgelistet, die mit hu-

manem α-Thrombin interagieren.Es wird deutlich, dass Interaktionspartner des Thrombins

sehr effektiv mit kurzen Peptidepitopen an beiden Exo-Stellen des Thrombin-Proteins wech-
selwirken und somit die Funktion von Thrombin beeinflussen. Daher stellt Thrombin ein inte-
ressantes Zielmolekül für die Anwendung von Selektionstechniken unter Verwendung geeig-
neter Peptid-Bibliotheken durch mRNA Display dar. Die Selektion von neuartigen Proteinen,
die an Thrombin binden kann zu einer neuen Klasse von Inhibitoren oder Regulatoren füh-
ren. Dies ist vor allem wegen der weitreichenden klinischen und medizinischen Bedeutung
von Thrombin von besonderem Interesse.
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2 Aufgabenstellung und Zielsetzung
Die Identifizierung von Proteinen und Peptiden mit gewünschten Eigenschaften und Funktio-
nalitäten wurde durch den Einsatz von unterschiedlichsten Methoden angestrebt, jedoch
haben sich in vitro Selektionstechniken als eine der erfolgsversprechendsten erwiesen. Mitt-
lerweile sind eine Reihe von Methoden entwickelt worden, welche die Verknüpfung der Pri-
märsequenz von Proteinen mit ihrer kodierenden mRNA erlauben. In dieser Arbeit sollten
mittels des mRNA Display kleine Peptide selektiert werden, die an ein multifunktionelles

Zielmolekül, nämlich humanes α-Thrombin binden. Dazu war es nötig, eine Bibliothek für die
Selektion eines kleinen Peptides, vergleichbar mit der Sequenzlänge der natürlichen Interak-

tionsmotive gegen α-Thrombin (Tabelle 1) zu konzipieren und zu synthetisieren. Die rando-
misierten Aminosäuren sollten dabei keinem Bias unterliegen, die Verteilung allerdings hin-

sichtlich der gewünschten Applikation optimiert sein. Die hierfür notwendigen Techniken und
Arbeitsschritte, wie Ligation, Translation und die Aufreinigungschritte mussten etabliert und
optimiert werden.

Zudem waren Untersuchungen vorgesehen, ob die selektierten Sequenzen hinsichtlich der
Proteinsequenz Ähnlichkeiten mit den natürlichen Thrombin-Bindern aufweisen. Schließlich
galt es, die erhaltenen Peptide auf ihre Bindungsaffinität, die Bindungsstelle am Thrombin-
Molekül und die Fähigkeit zur Inhibition von Thrombin zu charakterisieren und zu analysie-
ren, sowie gegebenenfalls hinsichtlich ihrer Struktur zu untersuchen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Selektion

Die erste Aufgabe bei der Vorbereitung einer Peptidselektion mit dem mRNA Display war
das Design und die Herstellung der Anfangs-DNA-Bibliothek. Um für die Selektion eine gro-
ße Anzahl unterschiedlicher Moleküle zu erhalten, wurde eine DNA Sequenz gewählt, die
über einen längeren Bereich randomisiert war. Für die spätere Übersetzung der genetischen
Information in Peptidmoleküle, musste die DNA so gestaltet werden, dass sie für Aminosäu-
ren kodiert, d. h. es mussten bei der DNA-Synthese jeweils Codon-Tripletts eingebaut wer-
den.

Diese DNA Sequenz wurde auf chemisch-synthetischem Wege erzeugt. Dadurch wurde die
Einführung von randomisierten Basenpositionen durch den Einsatz von Mischungen der
Nukleosidphosphoramidite während der Synthese erleichtert. Zusätzlich zu der „dem Zufall
überlassenen Region“ musste die DNA Bibliothek noch konstante Regionen am 5’- und 3’-
Ende besitzen, die eine spätere Amplifikation durch PCR ermöglichen. In den konstanten
Bereichen wurden Sequenzen eingebaut, die für Proteinaffinitätsanker kodieren, welche die
Reinigung der mRNA Display Peptide über Affinitätschromatographie erlauben. Durch die
Einführung von Restriktionsschnittstellen an der Grenze zwischen den randomisierten und
konstanten Bereichen wurde gewährleistet, dass diese konstanten Sequenzen ausgetauscht
werden können, falls eine Neuorganisierung der Bibliothek nötig sein sollte. Zusätzlich er-
leichterte sich so die spätere Klonierung.

Nach Fertigstellung der DNA-Bibliothek war es wichtig, die einzelnen Schritte der späteren
Selektion jeweils separat zu optimieren. Ein entscheidender Teil der Planung war jedoch die
Ausarbeitung der Selektionsstrategie.

3.1.1 Selektionsstrategie

Für die Ausarbeitung einer Strategie für die Selektion von Peptiden wurden bekannt Prinzi-
pien der Selektion von Nukleinsäureaptameren zugrunde gelegt. Ausgehend davon wurde
dieses entsprechend modifiziert und um zusätzlich nötigen Schritte erweitert. Eine solche
Strategie hat sich bereits in verschiedenen Arbeiten bewährt[43,49,50,57]. Angelehnt daran wur-
de das in Abbildung 7 gezeigte Selektionsschema entwickelt. Startpunkt ist hierbei ein syn-

thetisches Oligonukleotid, welches die randomisierte Region enthält. Mittels einer Polymera-
se-Ketten-Reaktion (PCR) im großen Maßstab (a) wird das doppelsträngige DNA-Templat
gewonnen. Dieses wird transkribiert (b) und die erhaltene RNA in einem Ligationsschritt, der
durch einen sogenannten Splint als molekulares Ligationstemplat vermittelt wird, mit dem
DNA-Puromycin-Linker verknüpft (c). Das gereinigte mRNA Display Templat wird in die in
vitro Translation (d) in Kaninchenretikulozytenlysat eingesetzt, wobei die entsprechenden

Peptide synthetisiert werden. Nach der anschließenden Reaktion mit dem Puromycin-
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Molekül (Fusion) werden die mRNA Display Peptide aufgereinigt (e) und anschließend re-
vers transkribiert (f), so dass man den mRNA-Anteil als mRNA-cDNA-Duplex erhält.

Abbildung 7: Selektionsschema. (a) Large Scale PCR, (b) Large Scale Transkription, (c) Ligation mit
dem DNA-Puromycin-Linker, (d) Translation und Generierung der mRNA Display Peptide, (e) Aufrei-
nigung, (f) RT, (g) Selektionsschritt, (h) Waschen, (i) Elution, (j) PCR, (k) Transkription, (l) Klonierung

Die so generierten Moleküle werden schließlich in den Selektionsschritt eingesetzt (g). Hier-

bei wird die Bibliothek in der Regel mit einem an einer festen Matrix gebundenen Zielmolekül
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inkubiert. Die Inkubation erlaubt es den funktionalen Mitgliedern der Bibliothek an das Ziel-
molekül zu binden. Um Matrix-Binder aus der Bibliothek abzutrennen wird unter Umständen
eine nicht-derivatisierte Säule als Präselektionsmatrix vorangeschaltet.

Nicht an das Target gebundene Moleküle werden anschließend von der Säule gewaschen
(h) und die bindenden daraufhin eluiert (i). Danach werden durch PCR aus den cDNA’s die
gebundenen Sequenzen amplifiziert (j) und für die nächste Runde der Selektion transkribiert
(k). Der Zyklus wird bis zur Anreicherung von funktionalen Sequenzen mehrmals durchlaufen
und nach Beendigung der Selektion zur Analyse kloniert (l).

Um eine Selektion erfolgreich durchführen zu können, muss jeder einzelne Schritt des Selek-
tionszyklus standardisiert funktionieren.

3.1.2 Design der Bibliothek

Im Folgenden werden die einzelnen Anforderungen an eine Peptid-Bibliothek für eine Selek-
tion dargelegt, die notwendig sind, um einen erfolgreichen Selektionsverlauf zu gewährleis-
ten.

T7 RNA Polymerase Promotor Sequenz

Um die DNA Bibliothek transkribieren und damit in RNA umschreiben zu können wird an de-
ren 5’-Ende eine spezifische Erkennungssequenz (Promotor) für eine RNA Polymerase be-
nötigt. In diesem Fall ist für die T7 RNA Polymerase eine 17 Basen lange Sequenz nötig. Die

beiden folgenden Sequenzen TAATACGACTCACTATA und TTCTAATACGACTCACTATA wer-

den hierzu standardisiert eingesetzt, wobei hier die kürzere erste Sequenz verwendet wurde.
Die Transkription läuft sehr effizient ab, wenn direkt nach der Promotor Sequenz mindestens
zwei Guanosin-Basen folgen. In den ersten Basen des Transkripts sollten zudem Pyrimidine

(T oder C) vermieden werden. Für die hier vorliegende RNA wurde die Sequenz GGG für den

Start gewählt.

Sequenz für die Translation

Da die transkribierte RNA keine Cap-Struktur trägt, welche die Bindung an das Ribosom er-

möglicht, wurde vor dem Translationsstartcodon eine Sequenz für die Ribosomenbindung
eingefügt. Eine verkürzte Sequenz aus der 5’ untranslatierten Region (UTR) des
Tabakmosaikvirus[86], welche die Einschleusung der RNA in das Ribosom fördert (translation
enhancer) schließt sich deshalb direkt an die Promotor Sequenz an. Die Basenfolge der

Tabakmosaikvirus-translation-enhancer Region (TMV-TE) ist ACAATTACTATTTACAATTACA

und fördert die Assemblierung des Ribosoms mit der mRNA.
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Start-Methionin

Das Codon für das initiierende Start-Methionin (ATG) wurde unmittelbar hinter die TMV-TE

Sequenz für die Translation gesetzt. Zusätzlich beginnt das erste Codon direkt nach dem
Initiator-Methionin mit einem G, wodurch die Effizienz der Translation gefördert wird[87]. E-
benfalls wurde in den konstanten Teil des N-terminalen offenen Leserahmens (ORF) noch
ein weiteres Codon für ein Methionin platziert, um eine alternative Translationsinitiation zu
ermöglichen und eine Signalverstärkung durch den Einbau von radioaktiv markiertem Methi-
onin zu erzielen.

Restriktionsschnittstellen

Da nach der Selektion die erhaltene DNA in ein passendes Plasmid kloniert werden muss,
wurden entsprechende Restriktionsschnittstellen bereits in die Ausgangsbibliothek eingefügt.
Zudem können so die konstanten Regionen im Bedarfsfall ausgetauscht werde, ohne dass
die Bibliothek neu synthetisiert werden muss. In die Sequenz wurden die Erkennungsstellen

für die Restriktionsenzyme KpnI (G’GTACC = Gly-Thr) und BamHI (GGATC’C = Gly-Ser) je-

weils in die 3’- bzw. in die 5’-Seite außerhalb der randomisierten Region eingebaut. Die Moti-
ve wurden so gewählt, dass sie auf Proteinebene für Aminosäuren kodieren, die keine ent-
scheidenden strukturellen Einflüsse auf die Sekundär- und Tertiärstruktur haben (Gly, Ser
und Thr). Es wurden zwei unterschiedliche Restriktionsschnittstellen ausgewählt, um sowohl
das 5’- als auch das 3’-Ende unabhängig von einander modifizieren zu können, sollte dies für
eine Fehlersuche oder bei einer Änderung der Selektionsstrategie nötig sein. Zudem können
so Probleme bei der Klonierung vermieden werden.

Konstantes Cystein

Direkt vor die randomisierte Region wurde ein Codon, welches für Cystein kodiert (TGT) in-

tegriert, um so einen fixierten Aminosäurerest, der eine SH-Funktion trägt in das Protein ein-
zuführen. Der randomisierte Bereich wurde danach so gestaltet, dass mindestens ein weite-
res Cystein enthalten sein soll, damit die Möglichkeit der konformationellen Stabilisierung der
Peptide über eine Disulfidbrücke gegeben ist.

Affinitätsanker

Zur Erleichterung der Aufreinigung der Peptide ist es sehr hilfreich, diese mit einer entspre-
chenden Ankersequenz (Tag) für eine Affinitätschromatographie zu versehen. In den

C-terminalen Teil der Bibliothek wurde deshalb die Sequenz für einen 6x Histidin-Tag[88]

(CATCATCATCACCACCAT) eingebettet. Dadurch ist die Reinigung über Metallionenchelatisie-

rung an Ni-NTA Agarose möglich.
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Allgemeines

In der RNA sollten lange Bereiche mit Uracil-Basen möglichst vermieden werden, da es
sonst während der Ligation der RNA mit dem Puromycin-Linker unter Umständen zu Fehl-
hybridisierungen mit dem Poly(dA) Teil des Linkers kommen kann. Außerdem kann das ent-
stehende doppelsträngige RNA-DNA-Hybrid mitgeschleppt werden und wird dann als Sub-
strat von der endogen im Kaninchenretikulozytenlysat vorkommenden RNase H erkannt, was
zu einer Zerstörung des mRNA Display Templats führen kann.

Da das 3’-Ende der RNA für die C-terminale Region des Peptids kodiert ist die Sequenz,
sowohl der RNA wie auch des Proteins zum einen für die Ligation mit dem Splint als auch für
die Bildung der mRNA Display Proteine von entscheidender Bedeutung. Deshalb wurde mit-
tels eines Computeralgorithmus[89,90], der im Internet verfügbar ist (http://bioin-
fo.math.rpi.edu/~mfold/rna/form1.cgi) die Faltung des Splints und der RNA überprüft, um
Sekundärstrukturen zu vermeiden, welche die Ligation stören könnten. Es wurde unter ande-
rem darauf geachtet, dass das 5’- und das 3’-Ende der RNA nicht intramolekular hybridisie-
ren, um eine problemlose Bindung in das Ribosom zu gewährleisten. Nach der erfolgten
Translation wird das Peptid über seinen C-Terminus mit der mRNA verknüpft. Diese Ver-
knüpfung kann erleichtert werden, indem der C-Terminus Aminosäuren enthält, die keine
ausgeprägte Tendenz zur Ausbildung von Strukturen besitzen. In diesem Fall wurde als
Spacer die Sequenz Ser-Gly-Ser gewählt. Zudem wurde noch ein weiteres Methionin einge-

baut, um zusätzliche Radioaktivität in die Peptide zu inkorporieren und somit das Signal zu
verstärken. Das ATG-Codon hierfür wurde jedoch erst nach dem Histidin-Tag eingefügt, um

bei Fehlinitiationen eine Aufreinigung über den Affinitätsanker zusammen mit den vollständig
translatierten Peptiden unmöglich zu machen. Weiterhin wurde eine Sequenzfolge eingebet-
tet, die dann ein STOP-Codon beinhaltet, wenn es zu einer Verschiebung des Leserahmens
um –1 oder +1 kommt (CAT’AGT’ATG’AGC). Bei einer Insertion entsteht auf RNA-Basis UAG,

bei einer Deletion UGA. Wenn eine solche Leserasterverschiebung auftritt werden diese

translatierten Peptide vor der Bindungsknüpfung mit dem Puromycin aus dem Ribosom ent-
lassen und werden somit nicht mit aufgereinigt.

Unter Berücksichtigung aller oben genannten Betrachtungen ergab sich das in Abbildung 8
gezeigte Schema für die Sequenz der Bibliothek.

Abbildung 8: Schema für die DNA-Sequenz der kompletten Bibliothek (TK = Transkriptionsstart,
TMV-TE = Tabakmosaikvirus translation enhancer).

T7-Promotor TMV-TE Start Cys randomisierte Region His-TagTK
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In Abbildung 9 ist zusammenfassend die komplette Sequenz der DNA-Bibliothek auf der

Ebene der Nukleobasen gezeigt.

T7 TK TMV-TE Met KpnI Cys

TAATACGACTCACTATAGGGACAATTACTATTTACAATTACAATGGGTATGGGTACCTGT

TCCGGATCCCATCATCATCACCACCATAGTATGAGCGGCAGT

BamHI His

Abbildung 9: Sequenz der DNA-Bibliothek, wobei T7 = T7 RNA-Polymerase-Promotorsequenz,
TK = Transkriptionsstart, TMV-TE = Tabakmosaikvirus-translation-enhancer-Sequenz, Met = Start-
codon, Cys = fixiertes Cystein, His = Histidin-Tag; Restriktionsschnittstellen für KpnI und BamHI sind

unterstrichen; 123 - Codonpositionen 1, 2 und 3 des Aminosäure-Tripletts.

Randomisierte Region

Der randomisierte Bereich der Bibliothek, wurde auf eine Länge von 15 Aminosäuren festge-
legt. Dies entspricht einem kodierenden DNA-Bereich von 45 Basen, wobei jeweils drei Ba-
sen zu einem Codon-Triplett zusammengefasst werden, welche schließlich für eine Amino-
säure kodieren. Da es für die DNA maximal 4 unterschiedliche Baustein-Variationen gibt
ergeben sich hier maximal 445 unterschiedliche Moleküle, was in etwa 1027 entspricht. Diese
Menge ist allerdings technisch nicht synthetisierbar und stellt deshalb nur eine hypothetische
Zahl dar. Es darf allerdings hier nicht die Komplexität der DNA betrachtet werden, sondern
die der Aminosäuresequenz, welche bei der gegebenen Länge und dem Vorkommen von 20

verschiedenen natürlichen Aminosäuren gleich 2015 ist. Daraus ergeben sich etwa 33⋅1018

unterschiedliche Moleküle. Durch die Degeneriertheit des genetischen Codes jedoch, d. h.
einzelne Aminosäuren werden durch mehrere Codon-Tripletts kodiert, ist diese Zahl noch
reduziert. Die hohe Anzahl möglicher, voneinander unterschiedlicher Moleküle übersteigt
allerdings bei weitem die Kapazität der Synthese und somit kann davon ausgegangen wer-
den, dass jedes synthetisierte Molekül genau einer Sequenz entspricht.

Aminosäureverteilung

Da die Herstellung von DNA-Oligonukleotiden an einem Syntheseautomaten durchgeführt
wird, ist es möglich, den Einbau der einzelnen Basen in Form der jeweiligen Phosphoramidi-
te an jeder Position des Oligonukleotids genau zu bestimmen und statistisch zu steuern.
Wird nun an einer Position nicht eine definierte Base in der Synthese vorgegeben und einge-
setzt, sondern ein Gemisch aus allen vier Bausteinen, so resultiert dabei für jede Codonposi-
tion eine bestimmte Wahrscheinlichkeit für ein Auftreten aller 20 Aminosäuren in jeder
Triplett-Position der randomisierten Region. Durch geeignete Wahl der Zusammensetzung
der Basenmischungen für die Synthese kann die statistische Aminosäureverteilung jedoch

(123)15
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beeinflusst werden. Die Häufigkeit von STOP-Codons, die einen Translationsabbruch verur-
sachen, kann zum Beispiel verringert werden, was sich allerdings auf die Häufigkeit von an-
deren Aminosäuren auswirkt. Tryptophan und Methionin zum Beispiel werden bei Verringe-
rung der STOP-Codon-Wahrscheinlichkeit ebenfalls stark zurückgedrängt.

Es ist allerdings nicht zwingend notwendig, die Zahl der STOP-Codons zu minimieren, da
später Sequenzen, die STOP-Codons enthalten durch die Selektion entfernt werden. Des-
halb wurde hier darauf geachtet, dass alle Aminosäuren ausreichend vorhanden waren, ob-
wohl der Anteil an STOP-Codons leicht erhöht war. Um nach der Translation die Möglichkeit
einer Zyklisierung der Peptide über eine Disulfidbindung zu ermöglichen, wurde die Basen-
verteilung so gewählt, dass mindestens ein weiteres Cystein in der 15 Aminosäure langen
randomisierten Sequenz eingefügt wurde. Hierzu musste die Wahrscheinlichkeit für Cystein
bei mindestens 7.7% liegen. Ebenfalls wurde darauf geachtet, dass der Anteil der hydrophi-
len Aminosäuren über dem der hydrophoben liegt, um eine gute Löslichkeit des Peptids zu
gewährleisten. Die gewünschte Aminosäureverteilung wurde mit Hilfe eines im Internet zur
Verfügung stehenden Computer-Algorithmus[91] ermittelt (http://gaiberg.wi.mit.edu/cgi-
bin/CombinatorialCodons). Die prozentuale Verteilung der Aminosäuren innerhalb des ran-
domisierten Bereich ist in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Aminosäureverteilung in der randomisierten Region.

Die gezeigte Verteilung ist eine Kompromisslösung über viele Parameter. Schon kleine Än-
derungen in der Aminosäurezusammensetzung haben einen großen Einfluss auf die gesam-
te Verteilung. Auffällig ist der relativ hohe Anteil an Serin, Tyrosin, Glycin und Arginin, der

Aminosäure % Aminosäure %
Hydrophile AA Hydrophobe AA

Serin 8.9 Cystein 7.7
Tyrosin 7.8 Leucin 6.9
Glycin 7.7 Phenylalanin 4.8
Histidin 5.4 Valin 4.8
Asparagin 4.4 Tryptophan 3.5
Threonin 2.6 Alanin 3.2
Glutamin 2.4 Prolin 3.2
Geladene AA Isoleucin 2.7

Arginin 9.7 Methionin 1.2

Asparaginsäure 5.4 Stop

Glutaminsäure 2.4 STOP 3.5
Lysin 2.0
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jeweils über 7% liegt. Unter der Prämisse, alle Aminosäuren gleich wahrscheinlich zu ma-
chen und den Cysteinanteil entsprechend auf 7.7% einzustellen ist diese Verteilung jedoch
akzeptabel. Zudem wurde versucht, Aminosäuren mit ähnlichen Seitenketten in ein ausge-
wogenes Verhältnis zu bringen. Ein geringer Anteil an Threonin (2.6%) wurde durch einen
erhöhten Anteil an Serin (8.9%) ausgeglichen. Ebenso ein niedriger Gehalt an Alanin (3.2%)
und Isoleucin (2.7%) durch höhere Anteile von Glycin (7.7%) bzw. Leucin (6.9%). Unter den
gleichen Gesichtspunkten wurden Arginin (9.7%) und Lysin (2.0%) ausgeglichen. Einzig
Methionin bleibt mit einem Anteil von 1.2% etwas unterrepräsentiert, was sich allerdings un-
ter dem Vorbehalt, die STOP-Codon-Wahrscheinlichkeit nicht noch weiter zu steigern, vertre-
ten lässt. Die Verteilung der einzelnen Aminosäuregruppen, sowohl in der randomisierten
Region als auch über das gesamte Protein hinweg sind in Abbildung 10 gezeigt.

39,2%

62,5%
54,8%

38,0%

27,7%
33,4%

19,5%

8,4% 10,1%
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Abbildung 10: Aminosäureverteilung (schwarz – geladene AA, dunkelgrau – hydrophobe AA, hell-
grau - hydrophile AA) der randomisierten Region, der gesamten Sequenz (konstante Regionen sind
mit berücksichtigt) der Bibliothek, sowie der Bibliothek ohne den Histidin-Anker im Vergleich.

Man erkennt, dass sich unter Berücksichtigung der konstanten Bereiche der Bibliothek das
Verhältnis hin zu einem Übergewicht an hydrophilen Aminosäuren verschiebt. Dies ist ein
durchaus gewünschter Effekt der zur Aufreinigung eingesetzten Sequenz und entsteht durch
das Hinzufügen der 6 Histidin-Reste. Nach der Selektion sollen diese aus der Peptidsequenz
entfernt werden, wobei statistisch noch die in Abbildung 10 gezeigte Verteilung bestehen

bleibt. Der Anteil an geladenen und hydrophilen Aminosäuren liegt dann bei 64.9%, wodurch
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eine leichte Wasserlöslichkeit des durchschnittlich erwarteten Peptids gewährleistet sein soll-
te.

Unter Zuhilfenahme des oben genannten Programms wurden die Zusammensetzungen der
einzelnen Basenmischungen für jede Position des Codon-Tripletts optimiert. Diese sind in
Abbildung 11 dargestellt. In der ersten Codonposition findet sich ein ausgeglichenes Ver-

hältnis von G und C (23.4%), der Anteil an A ist erniedrigt (19.2%), der an T erhöht (34%).
Für die zweite Position errechnete sich ein in etwa ausgeglichenes Verhältnis von A und G
(33.2% bzw. 32.9%). Die Menge an C ist mit 13.5% stark erniedrigt. Der Anteil an T liegt bei
20.4%. Auffällig ist, dass für die dritte Codonposition kein A verwendet wird, wodurch die
Wahrscheinlichkeit für STOP-Codons zurückgedrängt wird (zwei der 3 STOP-Codons besit-
zen ein A an der dritten Codonposition). Die drei restlichen Basen werden in einem etwa
ausgeglichenen Verhältnis eingesetzt (G = 31%; C und T = 34.5%).

A B C

Base 1

0,0

0,5

1,0

A G C T

Base 2

0,0

0,5

1,0

A G C T

Base 3

0,0

0,5

1,0

A G C T

Abbildung 11: Zusammensetzung der Basengemische der einzelnen Codonpositionen für die Syn-
these (A, B und C entsprechend den Basenpositionen 1, 2 und 3 des Codon-Tripletts).

Phosphoramidit
Molekulargewicht

(g/mol)
Massenkorrektur

Korrektur für die
Kopplungseffizienz

Gesamtkorrektur

5’-CE-dA 858 0.87 0.67 0.58
5’-CE-dC 834 0.89 0.67 0.60
5’-CE-dG 840 0.89 1.00 0.89
5’-CE-dT 745 1.00 0.83 0.83

Tabelle 3: Berechnung der Gesamtkorrekturfaktoren für Phosphoramidite bezüglich ihrer Masse und

der Kopplungseffizienz (nach Lit.[92]).

Für die Synthese musste zusätzlich noch die unterschiedliche Masse und die Reaktivität
(Kopplungseffizienz) der jeweiligen Phosphoramidite berücksichtigt werden[92] (siehe Tabelle
3).

Um den in Tabelle 3 aufgelisteten Korrekturen gerecht zu werden, was sich durch eine ent-

sprechend unterschiedlich starke Verdünnung erzielen ließ, wurde jeweils 1 Gramm des ent-
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sprechenden Phosphoramidites in einem bestimmten, in Tabelle 4 gezeigten Volumen Ace-

tonitril gelöst.

Phosphoramidit Acetonitril (mL)

5’-CE-dA 11.9
5’-CE-dC 12.2

5’-CE-dG 18.1

5’-CE-dT 16.6

Tabelle 4: Benötigtes Volumen Acetonitril zum Auflösen der entsprechenden Phosphoramidite.

3.1.3 Synthese der Bibliothek

Somit umfasst die Sequenz der DNA-Bibliothek insgesamt 147 Basen (102 konstante und
45 randomisierte Positionen). Deshalb konnte das Oligonukleotid aufgrund der geringen
Ausbeuten bei einer solchen Länge in einem einzelnen Syntheseansatz nicht vollständig
synthetisiert werden. Darum wurde nur ein Kernstück der DNA-Bibliothek, welches die kom-
plette randomisierte Region enthielt, als einzelsträngige DNA (99-mer) an der Festphase mit
dem Oligonukleotidsynthesizer in einem 1 µmol Maßstab synthetisiert. Die fehlenden 5’- und
3’-Enden wurden nach der Aufreinigung in der Amplifikation mittels PCR (siehe 3.1.6.1) über
die entsprechenden Primer eingefügt. Für die Herstellung des DNA-Stranges wurden die in
Abbildung 11 genannten Phosphoramiditmischungen für die einzelnen Codonpositionen
aus den in Tabelle 4 aufgeführten, korrigierten Phosphoramiditlösungen vorbereitet und die

Synthese am Oligonukleotidsynthesizer durchgeführt.

Etwa 10 Prozent der Synthese wurde in die Entschützung eingesetzt. Anschließend wurde
das Material, um die in der Synthese durch unvollständige Abspaltung der Tritylschutzgrup-
pen entstehenden Abbruchfragmente abzutrennen über ein denaturierendes Polyacrylamid-
gel weiter aufgereinigt. Die Ausbeute an einzelsträngiger DNA lag bei insgesamt 7.5 nmol.
Unter der Voraussetzung, dass in der Synthese kein Molekül zweifach hergestellt wurde,

kann somit von einer maximalen Diversität von 4.5⋅1015 für die Bibliothek ausgegangen wer-
den.

3.1.4 Optimierung des Selektionszyklus

Vor Beginn der Selektion wurde jeder einzelne Schritt des Selektionszyklus separat durchge-
führt , auf seine Funktion hin überprüft und entsprechend optimiert.

3.1.4.1 PCR

Die Amplifikation von DNA wurde nach dem in 5.2.5.1 angegebenen Protokoll durchgeführt
und lieferte unter den gegebenen Standardbedingungen gute Ausbeuten ohne Überamplifi-
kate. Es wurde eine relativ hohe Hybridisierungstemperatur von 55°C gewählt, da die beiden
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Primer mit 41 und 55 Nukleotiden relativ lang sind. Im ersten Schritt der PCR liegt der Über-
lappungsbereich bei nur 20 bzw. 28 Basen, wobei ab dem zweiten Zyklus die Hybridisierung
über den gesamten Bereich erfolgt. Somit sollte die Spezifität der Reaktion erhöht und eine
reproduzierbare Amplifikation gewährleistet werden.

A

B
5'-d(TTTTTTTTTTTTTTTACTGCCGCTC)-3'

C
RNA DNA-Puro-Linker

Splint

Abbildung 12: (A) Struktur des DNA-Puromycin-Linkers. Links der Poly(dA)-Teil, in der Mitte der fle-
xible Bereich mit jeweils drei Polyethylenglycol-Einheiten und rechts das Puromycin-Molekül. Der ein-
gebettete d(ACC)-Teil soll das 3’-Ende einer tRNA nachahmen. (B) Sequenz des Splint-

Oligonukleotids. Über den Poly(dT)-Bereich hybridisiert dieser mit dem Poly(dA)-Teil des DNA-
Puromycin-Linkers und mit dem 3’-Ende mit der RNA der Bibliothek. (C) Schematische Darstellung

des Ligationsschrittes. Der Splint ist and die mRNA und den DNA-Puro-Linker hybridisiert.

3.1.4.2 Transkription

Transkriptionen wurden gemäß den in 5.2.5.2 beschriebenen Angaben durchgeführt. Um die
Ausbeute an RNA zu steigern wurde zum Ansatz anorganische Pyrophosphatase gegeben.
Diese zerlegt das bei der enzymatischen Synthese aus den Nukleosidtriphosphaten freiwer-
dende Pyrophosphat und verschiebt somit das Gleichgewicht zugunsten der Produktion von
RNA. Unter diesen Bedingungen wurden bei Einsatz von 100 bis 300 pmol dsDNA jeweils
1 bis 3 nmol RNA aus einem 100 µL-Ansatz isoliert, was etwa 10 bis 30 Kopien von jedem
RNA-Molekül entspricht.

3.1.4.3 Ligation

Der synthetisch hergestellte DNA-Puromycin-Linker (DNA-Puro) trägt am 3'-Ende ein kova-
lent verknüpftes Puromycin-Molekül. Um nun die Ligation von RNA mit dem DNA-Puro
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durchzuführen wurde ein sogenannter Splint verwendet. In Abbildung 12 sind der Linker

und der Splint sowie schematisch die Ligation gezeigt.

Der Splint ist sowohl dem 3'-Ende der RNA als auch dem 5'-Ende des DNA-Puromycin-
Linkers komplementär. Dadurch können durch gleichzeitige Hybridisierung die beiden zu
ligierenden Nukleinsäuremoleküle zusammengeführt, zusammengehalten und so mit der T4
DNA Ligase verknüpft werden. Der Splint wirkt quasi als molekulare Schiene, welche die
enzymatische Ligation der blunt ends erleichtert[93].

In unterschiedlichen Versuchsreihen wurden anhand eines Testtemplates die
Reaktionsbedingungen für den Ligationsschritt optimiert. In Vorexperimenten wurde
festgestellt, dass in der Ligation ein Überschuss an Linker auf alle Fälle erforderlich ist. In
Tabelle 5 sind die jeweiligen unterschiedlichen Reaktionsbedingungen und in Abbildung 13
das dazugehörige Gel der Versuche unter Verwendung von radioaktiv markierter RNA
dargestellt.

Tabelle 5: Optimierung der Verhältnisse von RNA zu DNA-Puro und dem Splint. Angaben in µM.

Auf dem in Abbildung 13 gezeigten Gel lässt sich erkennen, dass es keinen großen Einfluss

auf die Ligationseffizienz hat, wenn das Verhältnis der Reaktionspartner variiert wird. Ledig-
lich eine Erhöhung der Menge der Ligase ergibt eine leichte Steigerung der Ausbeute an
ligierter RNA. Die Ligationen lieferten hier durchweg etwa 25 – 35% des gewünschten Pro-
duktes. Ein Verhältnis RNA:DNA-Puro:Splint von 1:1:1.5 erwies sich folglich als effektiv und
besonders günstig (vgl. 5.2.5.10).

In weiteren Studien, wobei auch Gemische von T4 DNA-Ligase und T4 RNA-Ligase verwen-
det wurden, konnte die Effektivität weiter gesteigert werden und lag normalerweise im Be-
reich zwischen 45 und 70%. In der anschließenden Aufreinigung über ein präparatives Poly-
acrylamidgel und der passiven Elution aus dem Gelmaterial mit nachfolgender Ethanol-
präzipitation wurde meist noch Material verloren, so dass die effektive Gesamtausbeute ei-
nes Ligationsansatzes bezogen auf das eingesetzte Ausgangsmaterial in der Regel zwi-
schen 25 und 50 Prozent lag. Um die nach der Fällung noch enthaltenen Salze zu entfernen,

RNA DNA-Puro Splint Ligase Ausbeute (%)

1 1 1 1.5 3.2 U/pmol RNA 25.5

2 1 1 3 3.2 U/pmol RNA 23.5

3 1 1 10 3.2 U/pmol RNA 22.4

4 1 1.5 1.5 3.2 U/pmol RNA 27.1

5 1 3 3 3.2 U/pmol RNA 26.6

6 1 8 8 3.2 U/pmol RNA 28.4

7 1 1 1.5 1.6 U/pmol RNA 27.4

8 1 1 1.5 6.4 U/pmol RNA 34.7
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was für die spätere Translation von entscheidender Bedeutung ist, wurden die Ligationspro-
dukte über eine voräquilibrierte NAP-Säule entsalzt (siehe 5.2.6.3) und das Eluat an einem
Gefriertrockner lyophyllisiert.

Abbildung 13: Optimierung der Ligation. Analytisches Polyacrylamidgel zu den in Tabelle 5
aufgelisteten Experimenten. Die Nummern der Banden 1 – 8 entsprechen der Numerierung in Tabelle
5. Zusätzlich sind in Spur 9 radioaktiv markiertes DNA-Puro und in Spur 10 radioaktiv markierte RNA

zum Vergleich aufgetragen.

3.1.4.4 Translation

Die Translation wurde in Kaninchenretikulozytenlysat durchgeführt. Im Retikulozytenlysat
sind Ribosomen, tRNA’s, tRNA-Synthetasen, sowie EGTA, Kreatinphosphokinase und He-
min enthalten. Die mit HEPES gepufferten Translationsmischung ohne die Aminosäure
Methionin enthält noch DTT, Kreatinphosphat und die restlichen 19 Aminosäuren. Das ein-
gesetzte gereinigte mRNA Display Templat wird während der Reaktion an das Ribosom ge-
bunden und das kodierte Peptid synthetisiert, welches schließlich an das Puromycin ge-
knüpft wird. Die finalen Ausbeuten an mRNA Display Peptiden waren jedoch nur sehr gering
und lagen in der Regel zwischen 0.1 und 1%. Dies bedeutet, dass nur etwa 1‰ des einge-
setzten mRNA Display Templats nach der Translation und der Fusion mit dem Puromycin ein
Peptid trägt.

Da die Salzbedingungen in der Translation sehr entscheidend sind, war es unbedingt nötig,
das Produkt der Ligation nach der Reinigung noch zusätzlich über eine NAP-Säule zu ent-
salzen. Zudem konnte so noch eventuell mitgeschleppter Splint abgetrennt werden, der
sonst während der Translation wieder an die RNA hybridisieren könnte. Dadurch könnte das
mRNA Display Templat durch die im Lysat vorhandene RNase H zerstört werden. Ausge-
hend von einer Grundkonzentration von 0.5 mM Magnesium und 100 mM Kalium für die
Translation wurde die optimale Salzkonzentration sowohl für die Bedingungen während als
auch nach der erfolgten Translation ermittelt. Erst durch die Hochsalzbedingungen nach der
Translation wurde die Verknüpfung des entstandenen Peptids mit dem Puromycin-Molekül

RNA

DNA-Puro

1 2 3 54 6 7 8 109

Ligation
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eingeleitet. Ausgegangen wurde hierbei von einer Endkonzentration von 565 mM Kalium und
50 mM Magnesium.

Bestimmung der optimalen Kalium- und Magnesiumkonzentration:

Während der Translation

In einem ersten Experiment wurde die Konzentration an Magnesium (0.5 mM) konstant be-
lassen und die Konzentration an Kalium im Bereich von 0 bis 250 mM variiert. Dann ließ man
die Kaliumkonzentration konstant und die Menge an Magnesium wurde von 0 bis 1 mM vari-
iert. In beiden Fällen wurden nach 1 Stunde Inkubation die Salzbedingungen auf 565 mM
Kalium und 50 mM Magnesium erhöht. Hierbei ergaben sich als günstigste Konzentrationen
25 mM für Kalium und 0.25 mM für Magnesium (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 14: Optimierung von Hochsalzbedingungen. Tricin-SDS Polyacrylamidgel zur Optimierung
der Salzkonzentration nach der Translation. In Spur 1 ist das Ergebnis nach der Translation gezeigt.
Es ist noch kein Fusionsprodukt zu detektieren, nur das freie Peptid. Die Bahnen 2 – 9 zeigen die
Ergebnisse der Zugabe von 300, 400, 500 oder 600 mM Kalium (2 – 5) und von 50, 60, 75 und 100
mM Magnesium (6 – 9). Man erkennt, dass bei der Einstellung von Hochsalzbedingungen die Bande

des freien Peptids geringer wird und bei hohem Molekulargewicht, welches etwa dem der RNA ent-
spricht eine neue Bande auftaucht (das Molekulargewicht der RNA von etwa 50 kDa ändert sich nur
wenig, wenn diese mit dem Peptid verknüpft ist).

Nach der Translation

Aufgrund der oben gewonnenen Werte wurden die Salzkonzentrationen für die Inkubation
nach der Translation ermittelt. Hierzu wurden Translationen unter diesen Bedingungen
durchgeführt und anschließend für die Hochsalzinkubation die Konzentrationen an Kalium
von 300 mM bis 600 mM und die Konzentrationen an Magnesium im Bereich von 50 mM bis
100 mM getestet. Die höchsten Ausbeuten an fusionierten Peptiden lieferten hier eine Kon-
zentration von 300 mM Kalium und 100 mM Magnesium (siehe Abbildung 14). Diese Kon-

zentrationen wurden somit für alle weiteren Experimente beibehalten. Die prozentuale Vertei-

1 2 3 54 6 7 8

mRNA Display
Peptid

freies Peptid
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lung von freiem Peptid und fusioniertem Produkt wurde durch Quantifizierung mit dem
Phosphorimager ermittelt.

Lysatanteil

Vom Hersteller des Lysates wird ein Lysatanteil in der Reaktion von 40% empfohlen. Den-
noch wurde eine Untersuchung bezüglich des Lysatanteils durchgeführt. Das Ergebnis ist in
Abbildung 15 dargestellt.

Abbildung 15: Lysatanteil. Gezeigt ist ein Tricin-SDS Polyacrylamidgel für die Verwendung von un-
terschiedlichen Lysatanteilen während der Translation. Spur 1 zeigt eine Negativkontrolle ohne das

mRNA Display Templat, hier entsteht weder das freie Peptid noch das fusionierte Produkt. In den
Bahnen 2 – 5 sind Translationsreaktionen mit Lysatanteilen von 40%, 30%, 20% und 10% aufgetra-

gen.

Man kann erkennen, dass bei einem reduzierten Lysatanteil von 30% noch genauso viel
mRNA Display Peptide generiert werden, wie unter den empfohlenen Standardbedingungen,
weshalb mit diesem niedrigeren Anteil weitergearbeitet wurde. Erst bei weiterer Verringerung
der Anteile reduzierte sich die Ausbeute deutlich, was sich bei einem Anteil von nur 10%
Lysat als besonders gravierend herausstellte.

3.1.4.5 Affinitätschromatographie

Nach dem Translations- und dem Fusionsschritt erfolgte die Aufreinigung der Moleküle über
Affinitätschromatographien. Dazu wurde zum einen der Poly(dA)-Teil des Linker-Moleküls
verwendet (vgl. Abbildung 12), sowie der in der Proteinsequenz enthaltene Histidin-Tag
(vgl. Abbildung 8). Über den Poly(dA)-Teil konnten diejenigen Moleküle durch Hybridisie-

rung an eine Oligo dT Cellulose immobilisiert werden, deren RNA mit dem Linker verknüpft
ist. Jedoch wurden gleichzeitig auch alle mRNA Display Templat Moleküle an die Matrix ge-
bunden, die nicht mit dem kodierten Peptid verknüpft waren. Alle Lysatproteine, sowie die

1 2 3 54

mRNA Display Peptid

freies Peptid
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tRNA’s und nicht inkorporiertes Methionin konnten so abgetrennt werden. Um nun aus-
schließlich die mRNA Display Peptide zu gewinnen, wurde eine zweite Affinitätssäule nach-
geschaltet, welche über chelatisierte Ni2+-Ionen die Imidazolringe des Histidin-Tags bindet.
An die Ni-NTA Agarose konnten nur noch Moleküle binden, die den vollständigen Histidin-
Anker tragen. Das bedeutet, dass auch alle Peptide, die eine Verschiebung des Leserah-
mens erfahren haben und deshalb keinen Histidin-Anker mehr besitzen, in diesem Schritt
abgetrennt wurden.

Sowohl die Reinigung über Oligo dT Cellulose, als auch über Ni-NTA Agarose wurde im
Kühlraum bei 4°C durchgeführt, um eine mögliche Degradierung der mRNA Display Peptide
zu vermeiden. Von der Oligo dT Matrix wurden die Moleküle durch Zugabe von destilliertem
Wasser, was für die Aufschmelzung des RNA/DNA-Hybrids bereits genügend denaturieren-
de Wirkung besitzt wieder eluiert. Bei der Ni-NTA Agarose erfolgte der Elutionsschritt mit
einem Puffer, der als kompetitierende Substanz Imidazol enthielt. Die Verluste bei der Affini-
tätschromatographie mit Oligo dT Cellulose waren in der Regel sehr gering und normaler-
weise konnten 80 – 95% des Ausgangsmaterials wieder gewonnen werden. Die Ausbeuten
bei der Ni-NTA Reinigung lagen niedriger und lieferten Werte zwischen 50 und 70 Prozent.
Die Ausbeuten wurden jeweils über die Intensität der Banden auf einem Tricin-SDS Polyac-
rylamidgel bestimmt. Da es sich bei der vorliegenden Bibliothek um relativ kurze Peptide
handelt, die in den Möglichkeiten zur Ausbildung von Tertiärstrukturen beschränkt sind,
konnte davon ausgegangen werden, dass der Histidin-Tag bei den gegebenen Verhältnissen
für die Immobilisierung an die Säulenmatrix frei zugänglich war. Somit konnte auf denaturie-
rende Bedingungen während der Reinigung mittels Ni-NTA Agarose verzichtet werden. Nach
dem zweiten Reinigungsschritt wurde das Eluat zuerst zur Komplexierung eventuell eluierter
Ni2+-Ionen mit EDTA-Lösung auf 5 mM eingestellt und daraufhin zur Vorbereitung für die
reverse Transkription über eine NAP-Säule entsalzt.

3.1.4.6 Reverse Transkription

Durch die reverse Transkription (RT) wurde die noch als Einzelstrang vorliegende mRNA in
einen doppelsträngigen RNA/DNA-Hybridstrang überführt. Durch diesen Schritt sollte verhin-
dert werden, dass die einzelsträngige mRNA Sekundär- und Tertiärstrukturen ausbildet, was
unter Umständen zur Selektion eines Nukleinsäureaptamers statt dem gewünschten Pepti-
daptamer führen könnte. Der gebildete Doppelstrang liegt als Helix vor, die keine Faltungen
und Möglichkeiten zur Ausbildung von dreidimensionalen Bindungsmotiven besitzt. Diese
Helix steht quasi als langer Stock vom verknüpften Peptid weg. Ein zusätzlicher Effekt, in der
Duplexbildung besteht in der erhöhten Stabilisierung des gesamten Nukleinsäureteils, was
für die Selektion von Vorteil ist. Aus beiden genannten Gründen wurde die RT im Gegensatz
zur klassischen Aptamerselektion bereits vor dem Selektionsschritt durchgeführt.

Die RT wurde nach den in 5.2.5.3 angegebenen Bedingungen durchgeführt, wobei als Pri-
mer der Splint aus der Ligation verwendet wurde. Die Reaktionskontrolle erfolgte anschlie-
ßend über ein Tricin-SDS Gel. Obwohl das mRNA Display Molekül durch die Ausbildung des
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Doppelstrangs ein höheres Molekulargewicht besitzt, sieht man auf dem Gel eine Verschie-
bung zu höherer Mobilität (siehe Abbildung 16). Zum einen kann dies durch die geordnete

Struktur der Helix und zum anderen durch die starke Erhöhung der negativen Ladungen er-
klärt werden.

Abbildung 16: Reinigung und RT. Dargestellt ist ein Tricin-SDS Gel der einzelnen Reinigungsschritte
mit anschließender RT. In Spur 1 ist eine Negativkontrolle ohne mRNA Display Templat gezeigt, in
Spur 2 das Ergebnis nach der Translation: man erkennt die Bande des freien Peptids und des mRNA
Display Peptids. Die Bahnen 3 bis 5 enthalten jeweils eine Probe nach der Oligo dT Reinigung (3), der
Ni-NTA Reinigung (4) und nach der Entsalzung über eine NAP-Säule (5). In Spur 6 ist das zu höherer

elektrophoretischer Mobilität verschobene Produkt nach der RT gezeigt.

Der denaturierende Effekt in SDS Gelen wirkt sich nur auf den Protein-Anteil der mRNA Dis-
play Moleküle aus, der sich durch die RT nicht ändert. Durch die Synthese des zur RNA
komplementären DNA-Stranges wird jedoch über das neu gebildete Phosphatrückgrat pro
eingebauter Base eine zusätzliche negative Ladung in das Molekül integriert, was zu dem
gezeigten Effekt führen kann.

3.1.5 Vorbereitungen

Nachdem die einzelnen Schritte, die zur Herstellung der Bibliothek für die Selektion führen
optimiert waren, wurde die Stabilität des Zielmoleküls bzw. seine Immobilisierung auf einer
geeigneten Trägermatrix untersucht.

3.1.5.1 Stabilität und Reinheit von Thrombin

Um sowohl Reinheit als auch die Stabilität von kommerziell erhältlichem Thrombin (Cell Sys-
tems) zu testen wurden Proben bei einer Konzentration von 5 µg/mL in 150 µL Volumen bei
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4°C, 25°C und 37°C für 4 Stunden inkubiert. Nach jeweils 30, 60, 120 und 240 Minuten wur-
den Aliquots entnommen und auf einem Tricin-SDS Gel analysiert (siehe Abbildung 17).

Abbildung 17: Stabilität und Reinheit. Gezeigt sind die Tricin-SDS Gele zur Stabilität von Thrombin
bei verschiedenen Temperaturen. Inkubation erfolgte für jeweils 240 Minuten bei 4°C (A), 25°C (B)
und 37°C (C). Als Größenstandard wurde ein Low Range Protein Marker mit den angegebenen Prote-
ingrößen aufgetragen (jeweils Spur M).

Man erkennt, dass das Protein über die Zeit nicht degradiert. Die Abnahme der Intensität der
Banden ist durch Bindung des Proteins an die PE-Wand des Reaktionsgefäßes zu erklären.
Dies kann grundsätzlich auch mit den Peptiden der Bibliothek passieren. Diese sind jedoch
viel kleiner, bieten weniger Kontaktfläche und sind zudem relativ hydrophil, wodurch hydro-
phobe Wechselwirkungen zurückgedrängt werden. Das Thrombin-Protein ist demnach bei
allen getesteten Temperaturen gleich stabil. Für alle weiteren Experimente wurde bei Raum-
temperatur (25°C) gearbeitet. Über den relativ kurzen Zeitraum eines Selektionsinkubations-
schritts der Bibliothek mit dem Target (ca. 1 Stunde) ist somit die Qualität des Proteins hin-

reichend gewährleistet.

Bei den in Abbildung 17 gezeigten Gelen wird zudem das Molekulargewicht von Thrombin,
nämlich 36.7 kDa bestätigt (vgl. dazu Anhang). Die leichte Bande bei etwa 26 kDa entspricht

der B-Kette des Thrombins, welche durch die Spaltung der Disulfidbrücke bei der Denaturie-
rung mit SDS freigesetzt wird. Die ebenfalls dabei entstehende weitaus kürzere A-Kette ist
aufgrund ihrer geringen Größe nicht zu detektieren.

3.1.5.2 Vorbereitung der Selektionsmatrix

Das Sepharose-Säulenmaterial wurde wie unter 5.2.9.1 beschrieben hergestellt indem das
Thrombin-Protein an die Matrix gekoppelt wurde. Nachdem die freien reaktiven Gruppen
durch das primäre Amin Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan geblockt waren, wurde die Mat-
rix nach Umpufferung in Selektionspuffer bei 4°C gelagert. Für die Kontrolle der Vollständig-
keit der Kopplung wurden sowohl davor als auch danach Proben der Proteinlösung entnom-
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A CB
M 300 60 120 240 M 300 60 120 240 M 300 60 120 240

Thrombin46 kDa
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men und auf ein Tricin-SDS Gel aufgetragen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 18 darge-

stellt.

Da die Kopplungseffizienz bei fast 100% lag, konnte die Konzentration des immobilisierten
Thrombins, ausgehend von einer Anfangskonzentration von 1 mg/mL gequollener Matrix zu
27 µM berechnet werden.

Abbildung 18: Kopplung an die Matrix. Dargestellt ist ein Tricin-SDS Gel zur Analyse der Kopplungs-
effizienz mit der Sepharose-Matrix. Der Längenmarker (M) verdeutlicht die Größen der Proteine. In
Spur 1, 2 und 3 sind 50, 100 und 250 ng Thrombin vor der Kopplung und in den Bahnen 4, 5 und 6 die
gleichen Mengen nach der Kopplung aufgetragen. Die Bande in Spur 7 verdeutlicht eine 240-fach
höhere Menge an aufgetragenem Protein, wie in Spur 4. Die Kopplung ist somit nahezu vollständig,
der Anteil an nicht auf der Matrix immobilisiertem Thrombin vernachlässigbar.

Zur Herstellung einer nicht-derivatisierten Matrix für eine Präselektion wurde Sepharosema-
terial unter den identischen Bedingungen behandelt nur ohne den Zusatz des Proteins.

3.1.5.3 RNase-Test

Vor der Selektion wurden alle Puffer in ausreichender Menge hergestellt und auf eine even-
tuelle RNase-Aktivität untersucht (siehe 5.2.5.9). Weil auf den Gelen keine Degradation fest-
gestellt und somit eine Kontamination mit RNasen ausgeschlossen werden konnten, wurde
mit der eigentlichen Selektion begonnen.

3.1.5.4 Codonanalyse der Startbibliothek

Für die Analyse der Start-Bibliothek wurden 36 Sequenzen ausgewertet (siehe Anhang).

Zuerst sollte die tatsächliche Aminosäureverteilung mit der aus dem Design verglichen wer-
den. Dazu wurden insgesamt 493 Codonpositionen analysiert. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 6 zusammengefasst.

Die erhaltene Aminosäureverteilung weicht in einigen Positionen von der gewünschten ab.
Dennoch bleibt die Grundtendenz dabei erhalten. Aminosäuren mit relativ großen Abwei-

chungswerten (≥ ±1.2), wie z. B. Glycin, Histidin, Leucin und Arginin, besitzen schon einen
hohen Prozentanteil im Design, der durch die gefundenen Werte nicht entscheidend beein-
flusst wird. Ungewöhnlich ist, dass der Anteil an Cystein relativ stark unterschritten wird. Po-
sitiv zu bewerten ist demgegenüber die geringe Zahl der gefundenen STOP-Codons. Der
Wert liegt bei weniger als der Hälfte. Die Ungenauigkeiten liegen vermutlich bei der Vorberei-
tung der Phosphoramiditgemische für die Synthese. Bereits kleine Abweichungen in der Zu-
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sammensetzung der Gemische haben einen entscheidenden Einfluss auf die Verteilung der
Aminosäuren. Zudem haben die sequenzierten Klone schon einen vollen Präparationszyklus
durchlaufen, d. h. es lag schon ein gewisser Selektionsdruck vor, der sich auf das Vorkom-
men gewisser Aminosäuren auswirken konnte.

Tabelle 6: Codonanalyse der Start-Bibliothek. Insgesamt wurden 493 Codons sequenziert und die

kodierten Aminosäuren ermittelt. Angegeben ist die jeweilige Aminosäure, wie oft diese gefunden
wurde und die Abweichung von der gewünschten Verteilung.

Aminosäure Häufigkeit Erhalten Gewünscht Abweichung

A 21 4,3% 3,2% +1,1
C 28 5,7% 7,7% -2,0
D 20 4,1% 5,4% -1,3
E 13 2,6% 2,4% +0,2
F 24 4,9% 4,8% +0,1
G 49 9,9% 7,7% +2,2
H 36 7,3% 5,4% +1,9
I 17 3,5% 2,7% +0,8
K 15 3,0% 2,0% +1,0
L 43 8,7% 6,9% +1,8
M 7 1,4% 1,2% +0,2
N 16 3,3% 4,4% -1,1
P 14 2,8% 3,2% -0,4
Q 10 2,0% 2,4% -0,4
R 42 8,5% 9,7% -1,2
S 48 9,7% 8,9% +0,8
T 14 2,8% 2,6% +0,2
V 18 3,7% 4,8% -1,1

W 17 3,5% 3,5% ±0,0
Y 33 6,7% 7,8% -1,1

STOP 8 1,6% 3,5% -1,9

TOTAL 493 100% 100%

0 21-1-2

0 21-1-2
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3.1.6 Durchführung der Selektion

3.1.6.1 Large Scale PCR

Wie unter 3.1.4.1 beschrieben wurde die Large Scale PCR durchgeführt und das Produkt

anschließend zweimal aufeinanderfolgend einer G-50 Gelfiltration (siehe 5.2.6.4) unterwor-
fen. Dadurch wurden die freien Nukleotide und Primer abgetrennt. Die Fraktionen wurden
über Nacht lyophyllisiert und die DNA anschließend in einem Volumen von 100 µL Wasser
aufgenommen. Insgesamt wurden aus 4 nmol einzelsträngiger DNA 15.9 nmol der dop-
pelsträngigen DNA-Bibliothek gewonnen. Dies entspricht in etwa einer Vervierfachung des
Ausgangsmaterials und eine Pool-Kopie ist somit knapp 4 nmol dsDNA äquivalent.

3.1.6.2 Large Scale Transkription

Für die Transkription im großen Maßstab wurden 8 Ansätze zu je 100 µL mit insgesamt
1270 pmol des doppelsträngigen DNA-Templats angesetzt (vgl. 5.2.5.2). Somit wurden als

Ausgangsmaterial ungefähr 1.9⋅1014 verschiedene Moleküle eingesetzt. Nach der Aufreini-

gung über denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese wurden insgesamt 17.4 nmol
RNA isoliert. Dies entsprach etwa 13.7 Kopien einer jeden Sequenz aus der DNA-Bibliothek,
veränderte aber die Diversität nicht.

3.1.6.3 Large Scale Ligation

Das unter 3.1.6.2 hergestellte Material wurde komplett in 7 Ligationsansätzen zu jeweils
2.5 nmol verwendet. Nach der PAGE-Reinigung, Ethanolpräzipitation und Entsalzung über
eine NAP-Säule konnten insgesamt 4 nmol mRNA Display Templat gewonnen werden. Die

Diversität nahm in diesem Schritt allerdings auf etwa 4.4⋅1013 unterschiedliche Moleküle ab.

3.1.6.4 Large Scale Translation

Die Translation im großen Maßstab wurde in insgesamt 8 mL Volumen bei einer Konzentra-
tion des mRNA Display Templats von 500 nM durchgeführt (siehe 5.2.5.14). Die 4 nmol des
unter 3.1.6.3 isolierten Templats wurden hierfür vollständig eingesetzt.

Diese Translation wurde daraufhin, wie in den Protokollen 5.2.6.1 und 5.2.6.2 beschrieben
durch Affinitätschromatographien an Oligo dT Cellulose und Ni-NTA Agarose aufgereinigt,
revers transkribiert (siehe 5.2.5.3) und anschließend über eine NAP-10 Säule in Selektions-
puffer überführt. Über die Auswertung der in die Translation eingesetzten und der nach der
Reinigung zurückbehaltenen Radioaktivität konnte die Ausbeute an mRNA Display Peptiden

zu 11 pmol berechnet werden, was in diesem Fall noch einer Diversität von 1.2⋅1011 ver-

schiedenen Molekülen entsprach.

In Tabelle 7 sind die unter den Punkten 3.1.6.1 bis 3.1.6.4 dargestellten Ergebnisse noch

einmal schematisch zusammengefasst.
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Material Reaktion Menge Diversität
ssDNA 4 nmol 2.4·1015

⇒ PCR

dsDNA 15.9 nmol

⇒ davon eingesetzt

dsDNA 1.270 nmol 1.9·1014

⇒ Transkription

mRNA 17.4 nmol

⇒ Ligation

mRNA Display Templat 4 nmol 4.4·1013

⇒ Translation

mRNA Display Peptide 0.011 nmol 1.2·1011

Tabelle 7: Zusammenfassung über die Herstellung der mRNA Display Peptid Bibliothek für die Selek-

tion.

3.1.6.5 Selektionsverlauf

Im ersten Zyklus der Selektion wurden die in 3.1.6.4 hergestellten und gereinigten mRNA
Display Peptide in einem Volumen von 1.5 mL Selektionspuffer mit 150 µL der gewaschenen
Selektionsmatrix nach dem unter 5.2.9.2 beschriebenen Protokoll bei Raumtemperatur inku-
biert. Nach der Inkubation wurde die Lösung abfiltriert und die Matrix mit 10 bis 200 Säulen-
volumina (SV) Selektionspuffer nachgewaschen. Anschließend wurden die gebundenen
mRNA Display Peptide unter denaturierenden Bedingungen mit Elutionspuffer (Harnstoff,
SDS) eluiert, die Fraktionen vereinigt, mit Ethanol gefällt und mittels PCR amplifiziert. Die so
gewonnene dsDNA wurde dann in einen neuen Selektionszyklus eingesetzt. Dieser Prozess
wurde insgesamt 10 mal wiederholt, in den Runden 2 bis 10 wurde jedoch nur noch jeweils
ein Volumen von 1 mL für die Translation verwendet und das Säulenvolumen der derivati-
sierten Matrix auf 100 µL verringert. Der gesamte Verlauf der Selektion ist in Abbildung 19
dargestellt.

In den ersten vier Zyklen wurde nur wenig Radioaktivität respektive der markierten mRNA
Display Peptide auf der Selektionsmatrix detektiert (7 – 10%). Im Zyklus 5 wurde das
Waschvolumen geringfügig von 10 auf 15 Säulenvolumen (SV) erhöht und trotzdem ergab
sich hier bereits eine erste Anreicherung auf knapp 42% aller mRNA Display Peptide, die an
die Selektionsmatrix binden konnten. Das Waschvolumen wurde im folgenden Zyklus auf 25
SV gesteigert, was einen Rückgang der Bindung auf etwa 18% zur Folge hatte. Im nächsten
Zyklus wurde vor der Elution mit 200 SV Selektionspuffer gewaschen, wodurch erneut eine
geringere Bindung detektiert wurde (~10%). Die Bindung stieg in den weiteren drei Zyklen
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bei jeweils 200 SV Waschvolumen wiederum auf knapp 25%. Schließlich wurde die DNA aus
dem zehnten Zyklus für die Sequenzierung vorbereitet.

Abbildung 19: Selektionsverlauf. Dargestellt ist der Verlauf der Selektion bezogen auf die Bindung

der Bibliothek an die Selektionsmatrix im jeweiligen Zyklus. Die Balken repräsentieren den an die Säu-
lenmatrix gebundenen Anteil der Gesamtradioaktivität. Angegeben sind die Zyklenzahl und das
Waschvolumen in jedem Zyklus in Säulenvolumen (SV).

3.1.6.6 Sequenzierung

Den in 5.2.5.11, 5.2.5.12 und 5.2.7 beschriebenen Protokollen folgend wurde die dsDNA aus
dem letzten Zyklus mit Restriktionsenzymen geschnitten, kloniert und anschließend zu Mo-
noklonen vereinzelt, wovon insgesamt 72 gepickt wurden. Zuerst wurden die gereinigten
Plasmide der Klone getestet, ob sie das Insert tragen. Dazu wurde mittels des T7-Primers
und des Universalprimers eine PCR direkt aus dem Plasmid heraus durchgeführt. Untersucht
wurde dabei, aus welchen Plasmiden sich ein DNA-Stück mit passender Länge (ca. 200 bp)
herausamplifizieren lässt. Teilweise trugen die Plasmide jedoch keine insertierte DNA und
bei manchen schien eine Doppelligation des Vektors vorzuliegen, da hier Amplifikate von
>2500 bp erhalten wurden (Daten nicht gezeigt). Die positiv getesteten Klone wurden an-
schließend gemäß 5.2.5.13 sequenziert. Die einzelnen Sequenzen wurden ausgelesen und
mit dem im Internet verfügbaren Hilfsprogramm (http:// www.expasy.ch/tools/dna.html) in den
Aminosäurecode übersetzt, mittels des Programms Clustalw (http://search-
launcher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-align.html) hinsichtlich von Sequenzhomologien ab-
geglichen und schließlich unter Zuhilfenahme des Boxshade-Servers (http://www.ch.emb-
net.org/software/BOX_form.html) zur besseren Übersichtlichkeit eingefärbt. In Abbildung 20
sind die erhaltenen Sequenzen (siehe Anhang) bereits in der Umschrift in die Proteinse-

quenz dargestellt.

Zyklus

SV
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Insgesamt wurden aus 57 analysierten Klonen 45 unterschiedliche Sequenzen identifiziert.
Die Sequenz des Klons T10-11 wurde dabei 8 mal (14%) gefunden, andere hingegen, wie
zum Beispiel T10-23 oder T10-39 nur 2 mal. Wieder andere traten nur einmal auf und zeig-
ten nur noch wenig Sequenzübereinstimmungen. Man könnte sagen, dass die Selektion
noch nicht stringent genug durchgeführt wurde, da die Diversität noch relativ hoch zu sein
scheint. Dennoch ist bei der Analyse der Sequenzen folgendes besonders bemerkenswert.
Bei 32 Klonen konnte das kurze, nur 4 Aminosäuren lange Sequenzmotiv DPGR festgestellt
werden. Rechnet man die 4 Sequenzen, die hier nur Punktmutationen aufweisen mit hinzu,
so enthalten 63% der analysierten Klone dieses hochkonservierte Motiv. Durch die Selektion
hat sich also dieses Motiv durchgesetzt, während die anderen Aminosäurereste noch nicht
definiert festzuliegen scheinen.

Abbildung 20: Sequenzierung. Hier dargestellt sind die aus der Sequenzierung von 72 Klonen erhal-

tenen unterschiedlichen Sequenzen. Zur Übersichtlichkeit sind nur die 15 Aminosäuren des randomi-
sierten Bereichs wiedergegeben. Die Zahlen in Klammern stehen für die Häufigkeit der jeweiligen
Sequenz. Einzelne Aminsäuren sind gemäß ihrer Konserviertheit farbig unterlegt. Hochkonservierte
Positionen sind schwarz hinterlegt und Austausche von Aminosäuren innerhalb der gleichen Gruppe
(hydrophil oder hydrophob) grau.

Die Lage des DPGR-Motivs innerhalb der randomisierten Region ist nicht genau festgelegt,
es scheint jedoch eine Position in der Nähe des C-terminalen Bereichs bevorzugt zu sein.
Zudem ist in 24 der 45 unterschiedlichen Sequenzen mindestens ein zweites Cystein inner-
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halb der 15 Random-Aminosäuren zu finden, was für 53% aller Sequenzen zutrifft. Die im
Design der Bibliothek gestellte Forderung nach einem weiteren Cystein pro Sequenz wurde
also nicht ganz erfüllt, was durch die Selektion beeinflusst sein könnte. Für die weiteren Un-
tersuchungen wurden die Klone T10-11 (ERNYNDFCDPGRVGL) und T10-39
(FFDRYDSARDPGRLL), sowie T10-35 (WQRCGMAEFIWHFQW) ausgewählt. Die beiden
ersten enthalten das identifizierte DPGR-Motiv, der letztgenannte stammt zwar aus der Se-
lektion, besitzt dieses Motiv jedoch nicht und soll deshalb als Kontrollsequenz dienen. Die
Sequenzen von T10-11 und T10-35 enthalten zusätzlich noch einen zweiten Cysteinrest,
über den eine Zyklisierung und damit eine Strukturstabilisierung möglich sein kann.

Für Kontrollexperimente wurde ein Klon, der als P-11 bezeichnet wurde, aus den Sequenzen
der Start-Bibliothek ausgewählt. Dieser besitzt bei der Sequenzfolge VRIAASRISTNNKYF
keine übereinstimmenden Aminosäuremotive mit den oben genannten Sequenzen, die
selektiert wurden.

3.1.6.7 Sequenzanalyse

Die ausgewählten Peptide besitzen keine Sequenzübereinstimmung mit den natürlichen Pro-

teinen, welche mit humanem α-Thrombin interagieren (Tabelle 1). Um nun zu überprüfen, ob

andere Proteine aus der GenBank diese Sequenzmotive besitzen, wurde eine Suche mittels
BLAST[94] durchgeführt. Wegen der kurzen Sequenzen, die in die Suche eingesetzt wurden,
musste der „Expect“-Wert von 10 in der Standardeinstellung auf 10.000 bzw. 100.000 erhöht

werden, um die statistische Schwelle der Signifikanz zu erweitern. Hier konnte jedoch kein
Protein identifiziert werden, welches die komplette Sequenz beinhaltet. Zwar wurden Protei-
ne gefunden, die Übereinstimmungen in der Sequenz zeigen, doch fehlt den Proteinen der
Bezug zum humanen Blutgerinnungsfaktor Thrombin. Die Suche mit BLAST liefert einen
Wert (E Value), der auf der Übereinstimmung in der Sequenz beruht (Score) und die Aussa-

gekraft des Ergebnisses widerspiegelt. Ein Wert von 1 ist damit der Wahrscheinlichkeit zu-
zuordnen, dass in einer Bibliothek der aktuellen Größe (ca. 1.013.000 Sequenzen) eine wei-
tere Sequenz mit demselben Score rein zufällig gefunden wird.

Die GenBank wurde also auf die beiden Sequenzen der randomisierten Regionen von
T10-11 und T10-39 durchsucht, sowie jeweils nach den unten (siehe 3.2.3.2) beschriebenen
Minimalmotiven. Ohne Anspruch auf Vollständigkeit sind die erhaltenen Ergebnisse in
Tabelle 8 dargestellt, wobei jeweils nur die ersten 4 Sequenzen mit den niedrigsten E Values

angegeben sind. Für völlige Übereinstimmungen an allen Aminosäurepositionen liegen diese
Werte in der Regel bei 10-7 und noch kleiner.
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Sequenz E Value Protein

T10-11 CERNYNDFCDPGRVGL

1
5 YNDFCDPGRVGL 16

YN FC PG+ G+
32 YNHFCSPGQAGV 43

885 KIAA1668 protein [Homo sa-
piens]

2
1 CERNYNDFCDPGRVGL 16

CE Y + C PGR+G+
76 CECEYINTCPPGRIGI 91

1472 Collagen alpha chain [Caenor-
habditis elegans]

3
2 ERNYNDFC 9

ERNY DFC
382 ERNYKDFC 389

1668 UvrD-helicase, UvrD/REP heli-
case [Bacillus anthracis A2012]

4
3 RNYNDFCDPG 12

R Y D CDPG
28 RTYQDPCDPG 37

2469 Satellite RNA 48 kDa protein
[tomato black ring virus]

T10-11 Minimal CDPGRV

1
1 CDPGRV 6

CDPGR+
746 CDPGRM 751

24899
Oar protein [Xanthomonas
axonopodis pv. citri str. 306]

2
1 CDPGRV 6

CDPGR+
1222 CDPGRI 1227

36245
similar to gamma-E-crystallin -
mouse [Mus musculus]

3
1 CDPGRV 6

CDPG+V
143 CDPGQV 148

36855
hypothetical protein
XP_119336 [Homo sapiens]

4
1 CDPGRV 6

CDPG++
99 CDPGKI 104

38106
Alcohol/other dehydrogenases,
short chain type [Caenorhabdi-
tis elegans]

T10-39 CFFDRYDSARDPGRLL

1
5 RYDSARDPGRLL 16

RYD A DPGRL+
675 RYDLALDPGRLI 686

800
integrin alpha X (Cd11c) [Rat-
tus norvegicus]

2
2 FFDRYDSARDPGRL 15

+ DR D R+PGRL
304 YIDRLDPEREPGRL 317

1613
2-dehydro-3-
deoxyphosphoheptonate aldo-
lase [Streptomyces sp.]

3
4 DRYDSARDPGRL 15

+R DS R+PGRL
256 ERLDSKREPGRL 267

1654
PhzC [Pseudomonas chlorora-
phis]

4
2 FFDRYDSARDPGRLL 16

F D +D+ RD GR+L
300 FIDNHDTQRDNGRVL 314

1668 alpha amylase [Zabrotes su-
bfasciatus]
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Sequenz E Value Protein

T10-39 Minimal RDPGRL

1
1 RDPGRL 6

RDPGRL
746 RDPGRL 751

33623
Na+/H+ antiporter protein [Bos
taurus]

2
1 RDPGRL 6

RDPGRL
115 RDPGRL 120

53203
conserved hypothetical protein
[Pyrobaculum aerophilum]

3
1 RDPGRL 6

RDPGR+
183 RDPGRI 188

66646
hypothetical protein [Arabidop-
sis thaliana]

4
1 RDPGRL 6

RDPGR+
611 RDPGRI 616

81422
CG5503 gene product [Dro-
sophila melanogaster]

Tabelle 8: Dargestellt sind die Ergebnisse der BLAST-Suche auf Übereinstimmungen in der Amino-

säuresequenz der selektierten Peptide mit Proteinen aus der GenBank. Im Fettdruck ist jeweils die
Sequenz angegeben, die in die Suche eingespeist wurde. Zu jeder Suche sind 4 Sequenzen mit den
E Values und der Herkunft angegeben. Jede gefundene Sequenz ist mit der Suche verglichen, wobei

ein + einer Übereinstimmung innerhalb derselben Aminosäurekategorie (z.B. hydrophil, hydrophob)
entspricht. Die Zahlen geben die Position der Sequenz innerhalb des Proteins wider.

3.2 Charakterisierung

3.2.1 Bindungsstudien

3.2.1.1 Synthese der Konstrukte

Zunächst wurde die Bindung der freien Peptid-Aptamere an die Selektionsmatrix untersucht.
Dazu mussten die entsprechenden Konstrukte der Klone auf der Ebene der DNA vorbereitet
werden. Die Sequenzen der einzelnen Klone wurden durch automatisierte Oligonukleotid-
synthese hergestellt und anschließend durch den Einsatz von verschiedenen Primern ampli-
fiziert.

Abbildung 21: Sequenzen der verkürzten Konstrukte der Peptide.

Der 5’-Primer mit dem T7 Promotor war jeweils identisch und auf der 3’-Seite wurde einmal
der 3’-Primer für die Bibliothek, der um den Histidin-Tag verkürzte Primer (His-) und der Pri-
mer ohne das komplette 3’-Ende (end-) eingesetzt. Somit konnten von jedem Klon 3 ver-

Klon: H2N - M G M G T C X15 S G S H H H H H H S M S G S – COOH

His-: H2N - M G M G T C X15 S G S S M S G S – COOH

end-: H2N - M G M G T C X15 S G S – COOH
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schieden lange Konstrukte gewonnen werden. Die dsDNA der Konstrukte wurde in eine
Transkription eingesetzt und die zugehörige RNA isoliert. Die Aminosäuresequenzen der
einzelnen Konstrukte sind zur Übersicht in

Abbildung 21 aufgelistet.

3.2.1.2 Relative Bindung

Zur Ermittlung der Bindung der einzelnen Peptide der verschiedenen Klone wurde die unter
3.2.1.1 gewonnene RNA verwendet. Diese wurde direkt, d.h. ohne vorherige Ligation mit
dem DNA-Puromycin-Linker in eine Translation eingesetzt. So konnte das freie Peptid der
jeweiligen Sequenz generiert werden, welches sich im Retikulozytenlysat des Ansatzes be-
fand. Gemäß dem unter 5.2.10 beschriebenen Protokoll wurden die Peptide auf die Bindung
an die Selektionsmatrix hin untersucht. Zudem konnte auf diese Weise gleichzeitig gewähr-
leistet werden, dass der RNA- bzw. der DNA-Teil keinen Einfluss auf die Bindung der Pepti-
de hat. Die Ergebnisse eines exemplarischen Experiments sind in Abbildung 22 dargestellt.

Abbildung 22: Bindung an die Säulenmatrix. Im Diagramm verdeutlichen die Balken die Bindung der

freien 35S-markierten Peptide der einzelnen gezeigten Konstrukte an die Thrombin-derivatisierte
Sepharose. Unter dem jeweiligen Balken ist die entsprechende Analyse über ein Tricin-SDS Gel ge-
zeigt (Ly = Peptid im gesamten Lysat, elu = eluiertes Peptid).

Die relative Bindung wurde durch Integration am Phosphorimager ermittelt und auf das je-
weilige Experiment normalisiert. Man kann erkennen, dass sowohl die unselektierte Biblio-
thek (pool) als auch die monoklonale Sequenz P-11 aus der Startbibliothek nicht oder nur
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vernachlässigbar an die Matrix binden. Demgegenüber liegt der Anteil der gebundenen Ra-
dioaktivität beim Klon T10-11 bei über 80%. Selbst die Entfernung des Histidin-Tags hat kei-
nen entscheidenden Einfluss auf die Bindung und verringert diese nur um etwa 10 Prozent.
Ein ähnliches Verhalten zeigen die Peptide des Klons T10-39. Die Bindung an die Säulen-
matrix ist hier jedoch etwas geringer. Der Klon T10-35 stammt zwar aus der angereicherten
Bibliothek, trägt jedoch nicht das konservierte DPGR-Motiv und zeigt deswegen nur wenig
Bindung an die Matrix. Somit bestätigt sich hier, dass das DPGR-Motiv für die Bindung von
entscheidender Bedeutung ist.

Um die gefundenen Erkenntnisse zu bestätigen wurden die Experimente für die Klone
T10-11 und T10-39 wiederholt und die Ergebnisse sind in Abbildung 23 zusammengefasst.

Abbildung 23: Bindungsanalyse der freien Peptide der einzelnen dargestellten Konstrukte.

Die oben gewonnenen Daten werden gut bestätigt. Die Bindung ist im allgemeinen etwas
geringer, was aber durch eine Verkleinerung des Reaktionsansatzes bedingt sein kann. Die
Tendenz, dass die Entfernung des Histidin-Ankers eine geringe Abnahme der Bindung be-
wirkt ist ebenfalls ersichtlich. Eine komplette Entfernung des C-terminalen Endes hingegen
reduziert die Bindung entscheidend. Jedoch muss hier die extrem erniedrigte Translationsef-
fizienz der C-terminal verkürzten Peptide in Betracht gezogen werden.

3.2.1.3 Kompetitionsstudien

Unter den beschriebenen Bedingungen wurden ebenfalls Kompetitionsstudien durchgeführt.
Dazu wurde zu den einzelnen Ansätzen Thrombin in unterschiedlichen Konzentrationen zu-
gegeben (siehe 5.2.10). Durch das zugesetzte freie Thrombin wurde das Peptid schon in
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Lösung gebunden und dadurch die Immobilisierung an der Säule verhindert. Mit steigenden
Thrombinkonzentrationen wurde so eine immer geringere Bindung detektiert. Aus der Kon-
zentration des Thrombins und dem Anteil des von der Säule eluiertem Peptid lies sich so
eine entsprechende Inhibitionskonstante von Thrombin für jedes der Peptidkonstrukte er-
rechnen. Exemplarisch ist hierfür ein Gel für den Klon T10-39 His- in Abbildung 24 darge-

stellt.

Für diesen Klon erkennt man deutlich die Abnahme der Menge des eluierten Peptids bei
steigender Konzentration von Thrombin. Die dazugehörigen Graphen der weiteren Versuche
sind in Abbildung 25 vereinigt.

Abbildung 24: Kompetitionsstudie für T10-39 His- mit Thrombin in Lösung. In Spur 1 ist das Lysat
aufgetragen und in den Spuren 2 – 9 die Eluate von der Thrombinmatrix. Dabei wurde in den Bahnen
3 – 9 Thrombin in den folgenden Konzentrationen zugegeben: 1, 10, 50, 100, 400, 1000 und 2000 nM.
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T10-39 T10-39 His-

Ki = 228 nM Ki = 457 nM

Abbildung 25: Kompetitionsstudien mit freiem Thrombin. Aufgetragen sind jeweils die Konzentration

an Thrombin gegen die prozentuale Inhibition. Die Inhibitionskonstante (Ki) ermittelt sich aus der Kon-
zentration bei halbmaximaler Inhibition.

Die Werte für die ermittelten Inhibitionskonstanten (Ki) liegen alle etwa im selben Bereich
(ca. 250 nM). Nur bei dem Konstrukt T10-39 His- ist diese deutlich erhöht (~450 nM). Man
kann deshalb hier von einer stärkeren Bindung des Konstrukts an die Matrix ausgehen, da
eine etwa doppelt so hohe Konzentration an Thrombin notwendig ist, um dieses von der
Säule zu verdrängen. Zudem lassen die Werte schon einen ersten Eindruck von den zu er-
wartenden Kd-Werten gewinnen, welche sich in einem ähnlichen Bereich befinden sollten.

3.2.2 Oberflächenplasmonresonanz

3.2.2.1 Bestimmung der Dissoziationskonstanten

Zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten (Kd) der Peptide mit α-Thrombin wurde die Tech-

nik der Oberflächenplasmonresonanz eingesetzt. Hierzu wurde ein BIAcore 3000 Gerät ver-
wendet. Die Peptide der Klone T10-11, T10-39 und P-11 ohne den Histidin-Tag wurden syn-
thetisch hergestellt und nach 5.2.11 auf einem CM5-Sensorchip immobilisiert. Das Kontroll-
peptid P-11 ließ sich leicht bei einer Konzentration von 50 µg/mL unter Standardbedingun-
gen koppeln, wobei etwa 1200 response units (RU) auf den Chip gebunden wurden. Für die

beiden anderen Peptide konnte bei den gewählten Bedingungen jedoch keine Immobilisie-
rung auf den Chip festgestellt werden. Deshalb wurde eine Optimierung des pH-Wertes für
die Kopplung durchgeführt (pH-Scouting). Die Immobilisierung wurde deshalb bei einer Kon-

zentration von 50 µg/mL in einem pH-Bereich von 3.5 bis 5.5 getestet. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: pH-Scouting für die Immobilisierung von T10-11 (A) und T10-39 (B), Konzentration

jeweils 50 µg/mL. Dargestellt sind die Kurven für die Anreicherung der Peptide auf der Chip-
Oberfläche für unterschiedliche pH-Werte (10 mM Acetat-Puffer mit pH 3.5 (a), 4.0 (b), 4.5 (c), 5.0 (d)
und 5.5 (e))

Für das Peptid T10-11 konnte dadurch noch kein optimaler pH-Wert ermittelt werden. Bei
allen pH-Werten konnte keine Anreicherung auf der Oberfläche des Chips detektiert werden.
Demgegenüber zeigte sich für T10-39 ein pH-Wert von 4.0 als besonders effizient. Um die
schlechte Bindung von T10-11 zu kompensieren wurde eine deutlich höhere Konzentration
eingesetzt und die Flussrate verringert, um eine längere Kontaktzeit in der Reaktionszelle zu
gewährleisten. Für die Immobilisierungen der Peptide wurde schließlich die in Tabelle 9 ge-

zeigten Parameter verwendet.

Peptid pH Konzentration Injektionszeit Flussrate

T10-11 4.0 8 mg/mL 10 min 2 µL/min
T10-39 4.0 100 µg/mL 10 min 5 µL/min
P-11 5.0 50 µg/mL 10 min 5 µL/min

Tabelle 9: Immobilisierungsparameter für die Kopplung der jeweiligen Peptide auf den Sensorchip.

Über den so hergestellten Sensorchip ließ man anschließend Thrombinproben in verschie-
denen Konzentrationen im Bereich von 1 – 2500 nM fließen. Die entsprechenden Bindungs-
kurven wurden aufgenommen und mittels der BIAevaluation Software über die Verhältnisse

a b c d e

a b c d e
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in den Gleichgewichtszuständen ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 27 zu-

sammengefasst.

Obwohl der Klon T10-39 nicht am häufigsten in den Sequenzen aus der Selektion vertreten

war, zeigt er hier mit einer Kd von 166 ± 18 nM eine deutlich bessere Bindung an Thrombin

als der Klon T10-11 mit einer Kd von 520 ± 6 nM. Dieses Ergebnis ließ sich schon aus der
Auswertung der Bindungsstudien an die Thrombin-derivatisierte Säule erwarten (vgl.
3.2.1.3). Dort war eine höhere Konzentration an Thrombin nötig, um das Peptid von der Bin-
dung zu kompetitieren. Zudem stimmen die erhaltenen Werte gut mit den ermittelten Inhibiti-
onskonstanten überein. Im Vergleich mit den durch SELEX evolvierten DNA[95]- und RNA-
Aptameren[96] an Thrombin, die Bindungsaffinitäten von 25 - 200 nM bzw. 9 - 155 nM zeigen,
liegen die Werte für die selektierten Peptid-Aptamere im selben Bereich. Weiter lässt sich
schlussfolgern, dass die im Klon T10-11 enthaltene Disulfidbrücke nicht zwingend für die
Bindung notwendig ist, da der Klon T10-39, welcher zwar das DPGR-Motiv aber nicht die
Disulfidbrücke enthält, die besseren Bindungseigenschaften zeigt.
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Abbildung 27: Oberflächenplasmonresonanz. Gezeigt sind die Bindungskurven von Thrombin (THR,
1 - 5000 nM) an den auf der Chip-Oberfläche immobilisierten Peptiden der Klone T10-11 (A) und
T10-35 (B). Die Keile verdeutlichen jeweils steigende Thrombinkonzentrationen. Im oberen Teil ist die
Zeit gegen die Bindungsantwort (response units = RU) aufgetragen und im unteren Abschnitt die Kon-

zentration gegen die erhaltenen RU’s. Die unten angegebenen Kd-Werte stellen die Konzentration bei
halbmaximaler Sättigung dar.
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3.2.2.2 Ermittlung des Bindungsepitops

Humanes α-Thrombin besitzt zwei wichtige anionische Bindungsstellen, welche sich an ge-
genüberliegenden Seiten des Thrombinmoleküls befinden. Diese Bindungsepitope werden
als Exosite-1 und Exosite-2 bezeichnet (siehe Abbildung 28).

An die Exosite-1 binden zum Beispiel Fibrinogen, Hirudin, Heparin Cofaktor II und Throm-
bomodulin. An Exosite-2 werden unter anderem Antithrombin III, Haemadin oder Platelet

Glycoprotein Ibα gebunden (vgl. Tabelle 1). Zur Ermittlung des Epitops, welches von den

Peptiden am Thrombin erkannt wird, wurden nun Kompetitionsstudien in Lösung durchge-
führt. Als repräsentative Beispiele wurden Hirudin und Antithrombin III als Binder für die bei-
den Exo-Stellen ausgewählt. Für die Analyse wurden wiederum die synthetischen Peptide
auf einem Sensorchip immobilisiert und die Bindung von Thrombin bei Zusatz von den ande-
ren Thrombin bindenden Proteinen untersucht.

Abbildung 28: Schematische Darstellung der Bindungsepitope von Thrombin.

Bei einer konstanten Thrombin-Konzentration von 50 nM wurden die folgenden Proteine in
verschiedenen Konzentrationen eingesetzt: Hirudin, das Hirudin-Peptid, sowohl in der sulfa-
tierten (SO3-54-65) als auch in der nicht-sulfatierten (54-65) Form und Antithrombin III. Im
Experiment wurde Thrombin bei Zusatz der entsprechenden Inhibitoren in Konzentrationen
von 1 – 2500 nM über den Sensorchip geleitet und die Bindungsdaten aufgenommen. Die
Daten sind in Abbildung 29 zusammengefasst.

Man erkennt, dass ab einer Hirudin-Konzentration von 750 nM die Bindung von Thrombin an
den derivatisierten Chip vollständig aufgehoben wird, was mit einer konkurrierenden Wirkung
am gleichen Bindungsepitop erklärt werden kann. Sowohl das sulfatierte als auch das nicht-
sulfatierte Hirudin-Peptid zeigen ein ähnliches Verhalten. Jedoch wird hier die Bindung nicht
vollständig blockiert. Bei Konzentrationen von 2500 nM der Hirudin-Peptide ist die Bindung
zwar schon deutlich verringert, der Effekt aber nicht so stark ausgeprägt wie bei Hirudin in
Volllänge selbst. Man findet noch etwa 25% der ursprünglichen Bindungsrate. Bei Einsatz
von Antithrombin III als Kompetitor wird auch bei Konzentrationen von 2500 nM nur eine Ver-
ringerung der Bindung auf etwa 60% des Ausgangsniveaus erreicht.
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Abbildung 29: Kompetition in Lösung. Dargestellt sind die Bindungskurven bei einer konstanten

Thrombin-Konzentration von 50 nM. Die Peptide T10-11 und T10-39 wurden immobilisiert und Throm-
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bin bei Zusatz der entsprechenden Inhibitoren in Konzentrationen von 1 – 2500 nM über die Flusszel-
len geleitet. Die Keile symbolisieren jeweils steigende Konzentrationen der angegebenen Inhibitoren.

Somit kann geschlossen werden, dass die selektierten Peptide bevorzugt an die Exosite-1
binden. Diese Bindung scheint jedoch auch außerhalb der Exosite-1 zu erfolgen, da durch
die Hirudin-Peptide keine vollständige Blockierung mehr möglich ist. Antithrombin III, wel-
ches an die Exosite-2 bindet zeigt einen deutlich geringer ausgeprägten Effekt und beein-
flusst somit die Bindung nicht entscheidend.

Zusätzlich wird diese Tatsache dadurch bestärkt, dass γ-Thrombin, welchem die Exosite-1
fehlt nur zu einem stark verminderten Maße gebunden wird. Durch proteolytische Spaltung

von α-Thrombin wird γ-Thrombin gebildet. Dieses ist jedoch aufgrund des Fehlens der Fibri-

nogen-Bindungsstelle nicht mehr in der Blutgerinnung aktiv. Wenn γ-Thrombin in die Bin-
dungsstudien eingesetzt wurde, konnte für die Peptide von T10-11 und T10-39 nur noch eine

um den Faktor 3 bzw. 9 geringere Bindung als bei α-Thrombin festgestellt werden. Somit
bestätigt sich erneut, dass die Exosite-1 an der Erkennung der Peptide beteiligt ist, wobei
nicht zwingend die gesamte Struktur beteiligt ist. Zu einem geringen Teil wird das Throm-
binmolekül noch gebunden. In Abbildung 30 sind die Ergebnisse dargestellt.

A B

Abbildung 30: Bindungskurven für α-Thrombin und γ-Thrombin an die Peptide von T10-11 (A) und

T10-39 (B). Die Bindungsaffinität zu γ-Thrombin ist deutlich reduziert.

3.2.3 SPOT-Analysen

3.2.3.1 Bestimmung des Minimalmotivs

Aus der Sequenzanalyse (siehe 3.1.6.6) deutet sich bereits an, dass ein sehr konserviertes
Motiv, welches nur 4 Aminosäuren (DPGR) lang ist, für die Bindung von entscheidender Be-
deutung sein könnte. Um dies zu bestätigen, wurde eine Minimalmotivbestimmung mittels
eines Peptid-Arrays auf Basis der SPOT-Technologie[97-105] durchgeführt (siehe 5.2.12). Hier-
bei wurden stets 13 Aminosäuren lange Fragmente der einzelnen Klone, die jeweils um eine
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Aminosäureposition in der Sequenz verrückt sind, auf Cellulosemembranen synthetisiert.
Somit wurde die komplette Peptidsequenz überlappend in kleinen Stücken durchgerastert.
Eine schematische Darstellung, welche das Durchrastern der gesamten Sequenz verdeut-
licht, ist in Abbildung 31 gezeigt.

Abbildung 31: Skizzierte Darstellung des Prinzips der überlappenden Peptid-Analyse.

Anschließend konnte mittels eines Bindungstests die minimale Sequenzfolge festgelegt wer-
den, die für die Interaktion zwischen Thrombin und den Peptiden nötig ist. Für den Nachweis
der Bindung von Thrombin an die auf der Cellulosemembran immobilisierten Peptide wurde
über ein dreistufiges System (siehe Abbildung 32), ähnlich einem Sandwich-ELISA ange-

wendet. Die Detektion erfolgte dabei über ein Chemilumineszenzsubstrat (vgl. 5.2.12).

Zusätzlich zur Synthese der überlappenden Peptid-Analyse wurde eine zweite Strategie ver-
folgt, indem die in den Sequenzen enthaltenen Cysteinreste gegen Serinreste ausgetauscht
wurden.

Durch diesen Austausch ist die Bildung einer zyklisierenden Disulfidbrücke nicht mehr mög-
lich und es konnte überprüft werden, ob diese für die Bindung notwendig ist. Die erhaltenen
Daten der überlappenden Sequenzanalyse inklusive dem Cystein-Serin-Austausch sind in
Abbildung 33 wiedergegeben.
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Abbildung 32: Schematische Darstellung des SPOT-Assays. Das Peptid (rosa) ist kovalent an die

Cellulosemembran gebunden. Thrombin (THR) bindet an das Peptid. Das Thrombin wird daraufhin

von einem murinen Anti-Thrombin-Antikörper (mαTHR Ab) gebunden. Anschließend wird die konstan-

te Region des Mausantikörpers von einem Kaninchen-Anti-Maus-Antikörper (rαm Ab), der an Meerret-
tichperoxidase (HRP) gekoppelt ist, erkannt. Letztlich wird das Chemilumineszenzsubstrat (ECL =
enhanced chemiluminescence) durch die HRP gespalten und man detektiert ein Lichtsignal.

A B

Abbildung 33: Peptid-Arrays zur Bestimmung des Minimalmotivs von Klon T10-11 (A) und Klon
T10-39 (B). Die Zahlen verdeutlichen die jeweiligen Peptide auf der Cellulosemembran. In der oberen
Zeile (a) sind die regulären Peptide und in der unteren (b) diejenigen mit Cystein-Serin-Austausch
aufgetragen. Die von Thrombin gebundenen Peptide sind jeweils durch den roten Balken markiert.

Man erkennt, dass bei Klon T10-11 die Peptide 6 bis 12, sowie bei Klon T10-39 die Peptide
7 bis 14 am stärksten gebunden werden. Somit lässt sich die Zahl der Aminosäuren, welche
für die Erkennung des Thrombin notwendig sind von anfänglich 29 deutlich verringern. Für
den Klon T10-11 erhielt man aus den überlappenden Sequenzen das 7 Aminosäuren umfas-
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sende Kernmotiv DFCDPGR, beim Klon T10-39 besteht dieses aus den 6 Aminosäuren
ARDPGR. Eine Beteiligung der nächsten benachbarten Aminosäuren kann jedoch noch nicht
definitiv ausgeschlossen werden. Dennoch scheint Bindung sehr spezifisch zu sein, da an
den N- und C-terminalen Peptiden auch keine schwachen Interaktionen zu detektieren sind.
Die entsprechenden Sequenzdaten sind in Abbildung 34 aufgelistet.

A B

Abbildung 34: Übersicht über die einzelnen Sequenzen der Peptid-Analyse (Abbildung 33). Die
roten Balken verdeutlichen wiederum die gebundenen Peptide von Klon T10-11 (A) und Klon
T10-39 (B). Rosa unterlegt sind die überlappenden Sequenzen. Konstante Regionen sind blau, die

randomisierte Region grau und der fixierte Cysteinrest grün dargestellt.

Zudem lässt das Ergebnis des Cystein-Serin-Austauschs den Schluss zu, dass die Disul-
fidbrücke keine entscheidende Rolle für die Bindung spielt. Der Austausch gegen Serin be-
einflusst das Bindungsmuster nicht. Hierbei muss allerdings in Betracht gezogen werden,
dass nur die Peptide 2 – 6 von Klon T10-11 überhaupt zyklisiert werden können. Diese Pep-
tide zeigten allerdings ohnehin keine Bindung mit Thrombin.

Für alle weiteren Experimente wurde aufgrund der Tatsache, dass der Ersatz von Cystein
gegen Serin die Bindungseigenschaften nicht verändert, in der Sequenz des Klons T10-11
der Austausch beibehalten und Serin anstelle von Cystein verwendet.

3.2.3.2 Längenanalyse

Nachdem das Minimalmotiv durch die Analyse aus den überlappenden Sequenzen einge-
grenzt werden konnte, wurde noch eine Längenanalyse durchgeführt. Hierbei wurden die
einzelnen Klone daraufhin getestet, ob die Bindung noch erfolgt, wenn die umgebenden Be-
reiche abgeschnitten werden. Hierzu wurden Peptide der jeweiligen Klone auf Cellulose syn-
thetisiert und die Sequenz sowohl vom N- als auch vom C-terminalen Ende und von beiden
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Enden her schrittweise verkürzt. Insgesamt wurden für jeden Klon 66 unterschiedlich lange
Sequenzen synthetisiert. Die gewonnenen Daten sind in Abbildung 35 dargestellt.

Abbildung 35: Längenanalyse. Dargestellt sind die Längenanalysen für T10-11 (A) und T10-39 (B).

Jeder SPOT in der unteren Hälfte verdeutlicht ein gebundenes Peptid (insgesamt sind 66 Peptide
aufgetragen, jedoch nur die mit erfolgter Bindung detektierbar). In der oberen Hälfte sind die gebun-
denen Peptide ihrer Sequenzlänge entsprechend als graue Balken dargestellt. Man erkennt die Ver-
kürzung der Motive vom N- und C-terminalen Ende bis hin zum kleinsten gebundenen Motiv.

Die Deletion von Aminosäuren sowohl von N- als auch vom C-terminalen Ende hat keinen
entscheidenden Einfluss, solange das DPGR-Motiv bestehen bleibt. Allerdings wird die Bin-
dung verringert oder ganz aufgehoben, je kürzer das Fragment wird und wenn das DPGR-
Motiv endständig vorliegt (sowohl N- wie C-terminal). Die 4 Aminosäuren der hochkonser-
vierten Sequenz sind somit essentiell für die Bindung. Betrachtet man die Aminosäuren, die
in jeder gebundenen Sequenz vorkommen, so erhält man sogar nur PGR als Konsensusmo-
tiv. Jedoch ist hier teilweise die Bindung schon stark eingeschränkt und gerade noch detek-
tierbar. Einige der flankierenden Aminosäuren scheinen daher zusätzlich einen Beitrag für
die Bindung zu leisten.

A B
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3.2.3.3 Substitutionsanalyse

Um die genaue Sequenzspezifikation der ermittelten Minimalmotive zu überprüfen wurde
eine Substitutionsanalyse der Klone T10-11 und T10-39 durchgeführt[106].

Abbildung 36: Substitutionsanalyse der ermittelten Minimalmotive von T10-11 (A) und T10-39 (B). In

der linken und rechten Spalte ist jeweils dunkelgrau unterlegt das entsprechende Minimalmotiv ge-
kennzeichnet (Numerierung erfolgte gemäß der Aminosäureabfolge). Für jede Aminosäureposition
findet sich in der entsprechenden Zeile die Wildtyp-Sequenz (wt) und der Austausch gegen die jeweils
angegebene Aminosäure, welche durch die hellgrau unterlegte Spalte festgelegt ist.

Dabei wurde das jeweilige Minimalmotiv einschließlich der flankierenden Aminosäuren ver-
wendet. Auf einer Cellulosemembran wurde das entsprechende Minimalmotiv synthetisiert
und sequenziell jede Aminosäure gegen alle anderen 19 Aminosäuren ausgetauscht. In
Tabelle 10 ist für Klon T10-11 beispielhaft dargestellt, wie die einzelnen Aminosäurepositio-

nen sequenziell gegen die anderen ausgetauscht werden.

A

B
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wt Y N D F S D P G R V G L S
1 A N D F S D P G R V G L S
2 Y A D F S D P G R V G L S
3 Y N A F S D P G R V G L S
4 Y N D A S D P G R V G L S
5 Y N D F A D P G R V G L S
6 Y N D F S A P G R V G L S
7 Y N D F S D A G R V G L S
8 Y N D F S D P A R V G L S
9 Y N D F S D P G A V G L S
10 Y N D F S D P G R A G L S
11 Y N D F S D P G R V A L S
12 Y N D F S D P G R V G A S
13 Y N D F S D P G R V G L A

Tabelle 10: Matrix für die Substitutionsanalyse. Am Beispiel der Sequenz von Klon T10-11 ist darge-
stellt, wie in jeder Spalte in Abbildung 36 die jeweilige Aminosäure der Wildtyp-Sequenz (wt) gegen

hier Alanin ausgetauscht wird. Identisch erfolgen die Austausche für die restlichen Aminosäuren.

Insgesamt ergaben sich so für jede Substitutionsanalyse inklusive der Wildtyp-Sequenzen
273 Peptide, die einzeln synthetisiert wurden. Die Analyse der Bindung erfolgte dabei wie
unter 3.2.3.1 beschrieben und die erhaltenen Bindungsmuster sind in Abbildung 36 darge-

stellt.

Das Bindungsmuster von T10-11 (Abbildung 36A) zeigt, dass die ersten drei N-terminalen

Aminosäuren, sowie die vier letzten C-terminalen Aminosäuren gegen jede andere Amino-
säure problemlos ausgetauscht werden können. Der Phenylalanin-Rest in Position 4 hinge-
gen kann nur durch wenige andere Aminosäuren, wie Alanin, Glycin, Histidin, Asparagin,
Serin oder Tyrosin ersetzt werden, wobei es sich hierbei größtenteils um ungeladene Amino-
säuren handelt, welche jedoch Wasserstoffbrücken bilden können. Interessanterweise ver-
liert das Peptid die Bindungsfähigkeit, wenn an Position 5 (Serin) ein Prolin eingebaut wird.
Hierbei wird wahrscheinlich durch die Struktur des Prolins (sekundäres
Amin) als Helixbrecher die Gesamtstruktur so stark beeinflusst, dass die Bindung unmöglich
wird. Klon T10-39 (Abbildung 36B) zeigt ein sehr ähnliches Bindungsmuster. Wiederum
sind die N- und C-terminalen Aminosäuren relativ unsensitiv gegenüber dem Austausch. Der
Argininrest an Position 5 in T10-39 kann vornehmlich nur gegen einen Lysinrest ausge-
tauscht werden, was aufgrund der Protonierbarkeit der Seitenkette auch erklärbar ist. Das
DPGR-Motiv (jeweils Aminosäurepositionen 6 – 9) hingegen ist sehr empfindlich gegenüber
substituierten Aminosäuren. Asparaginsäure (Pos. 6) kann durch keine andere Aminosäure
ersetzt werden. Die Bindung an Position 7 (Prolin) kann bei T10-39 durch Substitution mit
Alanin, Phenylalanin, Isoleucin und Valin, welche alle hydrophobe Aminosäuren darstellen,
wieder hergestellt werden. Dasselbe Substitutionsmuster ist bei T10-11 erkennbar, jedoch ist
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die Regeneration der Bindungseigenschaften durch den Austausch mit ähnlichen Aminosäu-
ren hier schwächer ausgeprägt. Zusätzlich kommt noch Methionin hinzu. Der Austausch am
Glycinrest (Pos. 8) führt ebenfalls nur wieder zur Bindung, wenn er durch Glycin oder zu ei-
nem geringen Teil durch Alanin ersetzt wird. In beiden Substitutionsanalysen kann Arginin
(Pos. 9) nur durch sich selbst oder Phenylalanin substituiert werden. Bei T10-39 erkennt man
weiterhin zwei Lücken in den darauffolgenden Leucinresten (Pos. 10 & 11). Der erste Leucin-
rest zeigt keine Bindung mehr, wenn er gegen Prolin ausgetauscht wird, was wiederum
durch die Störfunktion des Prolinrestes erklärt werden kann. Beim Austausch des nächsten
Leucin gegen Glutaminsäure verliert das entsprechende Peptid auch seine Bindungseigen-
schaften. Zusammenfassend erkennt man, dass das schon in vorausgegangenen Studien
gefestigte DPGR-Motiv extrem sensitiv gegenüber Substitutionen ist und somit für die Er-
kennung von Thrombin eine entscheidende Rolle spielt.

3.2.4 Funktionale Charakterisierung

Zur Untersuchung des Einflusses der Peptide auf die enzymatische Aktivität von Thrombin
wurden drei unterschiedliche Assays durchgeführt. Zum einen wurde getestet, ob die Peptide
mit dem aktiven Zentrum von Thrombin interagieren und so die katalysierte Spaltungsreakti-
on beeinflussen. Weiterhin wurde untersucht, ob eine Wirkung auf die Spaltung von Fibrino-
gen in Blutplasma besteht und somit gleichzeitig auf die Blutgerinnung. Schließlich wurden
noch Untersuchungen hinsichtlich der Aktivität von Thrombin zur Aktivierung von Protein C
bei Anwesenheit von Thrombomodulin durchgeführt.

3.2.4.1 Thrombinaktivität

Die enzymatische Thrombinaktivität wurde mittels eines chromogenen Assays untersucht
(siehe 5.2.14.1). Das chromogene Substrat S-2238 (Abbildung 37) wird hierbei von Throm-

bin gespalten, wobei das gelb gefärbte p-Nitroanilin freigesetzt wird. Durch Messung der op-
tischen Dichte (OD) der Lösung über die Zeit bei einer Wellenlänge von 405 nm lässt sich
somit aus der jeweiligen Anfangssteigung der Kurve die Aktivität bestimmen.
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Abbildung 37: Chromogenes Substrat für Thrombin: H-D-Phenylalaninyl-L-Pipecoyl-L-Argininyl-p-

Nitroanilid·2HCl (S-2238).
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Abbildung 38: Relative Thrombinaktivität normalisiert gegen die Kontrollreaktion ohne zusätzliches

Peptid. Die Kurven verdeutlichen die Aktivität von Thrombin bei Zusatz der jeweiligen Peptide: T10-11

(♦ ), T10-39 ( ■ ), P-11 ( ▲ ). Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung.

Die selektierten Peptide T10-11 und T10-39, sowie das Kontrollpeptid P-11 wurden in den
Assay in Konzentrationen von 0.1 – 20 µM eingesetzt und jeweils die Thrombinaktivität im
Vergleich zur Reaktion ohne Peptid bestimmt. Die gewonnenen Daten sind in Abbildung 38
veranschaulicht, wobei die Werte bei Anwesenheit der Peptide gegen die Reaktion ohne
Inhibitoren normalisiert wurden.

Die Thrombinaktivität ist relativ unbeeinflusst von der Gegenwart der selektierten Peptide.
Weder die Peptide mit den Konsensussequenzen, noch das Kontrollpeptid aus der Startbib-
liothek ändern die enzymatische Aktivität. Über den gemessenen Konzentrationsbereich
lässt sich keine signifikante Änderung der Spaltungsrate des chromogenen Substrats fest-
stellen. Daraus lässt sich wiederum schließen, dass die Peptide zwar, wie bereits gezeigt, an
Thrombin binden, jedoch dessen enzymatische Aktivität nicht beeinflussen. Die Exosite-1
des Thrombins konnte in vorausgegangenen Studien schon als das wahrscheinlichste Epitop
für die Bindung identifiziert werden. Die Wechselwirkungen ließen sich jedoch nicht aus-
schließlich auf diese Stelle begrenzen. Aus den obigen Ergebnissen kann man darauf
schließen, dass die aktive Stelle von Thrombin nicht in die Interaktion involviert ist. Trotz der
Bindung der Peptide an Thrombin besteht also grundsätzlich noch die Möglichkeit für enzy-
matische Reaktionen. Da das aktive Zentrum von Thrombin durch die Bindung der Peptide
somit nicht betroffen ist, wurde eine weitere Untersuchung durchgeführt, um festzustellen, ob
trotzdem die Gerinnungseigenschaften verändert werden.

3.2.4.2 Gerinnungsstudien

Thrombin wirkt in seiner Hauptfunktion positiv auf die Blutgerinnung. Durch die Spaltung von
Fibrinogen zu Fibrin wird letztlich ein Blutgerinnsel gebildet. Der Einfluss der selektierten
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Peptide auf die Blutgerinnung wurde anhand eines Gerinnungsassays gemessen. Thrombin
wurde dazu mit humanem Blutplasma (freundlicherweise von Dr. B. Pötzsch zur Verfügung
gestellt) versetzt und die Zeit bis zum Auftreten des Blutgerinnsels in einem Kugelcoagulo-
meter gemessen (siehe 5.2.13). Die Peptide wurden hier in Konzentrationen von 0.2 – 20 µM
eingesetzt. Die Auswirkungen auf die Zeit bis zum Eintreten Gerinnung sind in Abbildung 39
zusammengestellt.

Abbildung 39: Gerinnungszeit. Die Kurven verdeutlichen den Einfluss der jeweiligen Peptide auf die

Zeit bis zum Auftreten der Gerinnung: T10-11 ( ● ), T10-39 ( ■ ), P-11 ( ▲ ). Dargestellt sind

die Mittelwerte ± Standardabweichung.

Man erkennt, dass nur das Peptid T10-39 einen deutlichen Effekt auf die Gerinnungszeit hat.
Die Zeit wird bei einer Konzentration von 20 µM etwa verdoppelt und steigt von 22 Sekunden
auf 40 Sekunden an. Klon T10-11 hat hier nur einen geringen Einfluss. Selbst bei der höchs-
ten eingesetzten Konzentration von 20 µM wird die Zeit bis zum Auftreten des Gerinnsels nur
um etwa 6 Sekunden verlängert. Demgegenüber zeigt das Kontrollpeptid P-11 im gesamten
getesteten Konzentrationsbereich keinen Effekt.

Vergleicht man die gewonnenen Werte mit anderen in vitro selektierten Molekülen, wie dem
RNA- oder dem DNA-Aptamer[95,96], so können die Peptide hier nicht konkurrieren. Die bei-
den genannten Aptamere erzielen ebenfalls eine Verdopplung der Zeit bis zum Einsetzen
der Gerinnung. Ausgehend von einer Gerinnungszeit von 20 bzw. 25 Sekunden erhöht sich
diese auf 38 bzw. 43 Sekunden, jeweils für das RNA- bzw. DNA-Aptamer. Dieser Effekt wird
allerdings bereits bei einer Konzentration von 1 µM für das RNA-Aptamer bzw. 100 nM für
das DNA-Aptamer erreicht. Die selektierten Peptide liegen somit hinsichtlich des Effekts
zwar im selben Bereich mit den Nukleinsäureaptameren, es wird jedoch eine 20- bis 200-
fach höhere Konzentration dafür benötigt. Zusätzliche Untersuchungen mit den Peptiden der
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analysierten Minimalmotive oder Studien unter Variation der Salzbedingungen können hier
zusätzliche Aufschlüsse liefern.

Hirudin und Haemadin vermögen es sogar die Gerinnung völlig auszusetzen, was in den
extrem starken Bindungskonstanten der beiden aus Blutegeln isolierten Proteine begründet
liegt. Dies schlägt sich in Inhibitionskonstanten (Ki) von 21 bzw. 100 fM nieder[107], während
der Ki von Klon T10-39 etwa im Bereich von 8-9 µM liegt.

Da Thrombin neben der prokoagulativen Wirkung noch zusätzlich antikoagulative Prozesse
regelt, wurden weiterhin die Auswirkungen der Peptide auf die Aktivierung von Protein C un-
tersucht.

3.2.4.3 Aktivierung von Protein C

Wenn Thrombin an Thrombomodulin bindet, findet eine Veränderung der Thrombinaktivität
statt. Anstelle der Spaltung von Fibrinogen wird nun von Protein C ein Fragment abgespalten
und dieses in aktiviertes Protein C (aPC) konvertiert. Hierdurch wird eine Kaskade induziert,
welche im Blutgerinnungsprozess die Nachproduktion von Thrombin hemmt. Die Aktivierung
von Protein C konnte wiederum über einen chromogenen Assay bestimmt werden. Dabei
wird vom gebildeten aPC das chromogene Substrat S-2366 (Abbildung 40) gespalten.
Durch Auswertung der Freisetzung des Spaltproduktes konnte die Rate der Protein C Akti-
vierung bestimmt werden (siehe 5.2.14.2).
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Abbildung 40: Chromogenes Substrat für aPC: pyro-Glutaminyl-Prolyl-Argininyl-p-Nitroanilid·HCl

(S-2366).

Da Thrombin zu einem geringen Teil das genannte Substrat bereits in Abwesenheit von
Thrombomodulin und Protein C spaltet, wurde eine entsprechende Negativkontrolle durchge-
führt. Hierbei wurde nur Thrombin eingesetzt und die gewonnenen Daten für die Hintergrund-
reaktion bei den entsprechenden Messungen berücksichtigt.

Zur Analyse der Einflüsse wurden zuerst Thrombin und Thrombomodulin vorinkubiert, dann
mit den jeweiligen Peptiden versetzt und zum Schluss das Protein C zugegeben. Nach einer
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Inkubation von 15 Minuten wurde das chromogene Substrat hinzupipettiert, und die Spal-
tungsreaktion anhand der gemessenen OD-Werte verfolgt. In Abbildung 41 sind die erhal-

tenen Kurven dargestellt.
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Abbildung 41: Aktivierung von Protein C. Aufgetragen ist die Konzentration der Peptide gegen die

relative Aktivierung von Protein C: T10-11 ( ● ), T10-39 ( ■ ), P-11 ( ▲ ). Dargestellt sind die

Mittelwerte ± Standardabweichung.

Sowohl das Peptid von T10-11 als auch von T10-39 beeinflusst die Rate der Aktivierung von
Protein C. Bereits bei einer Konzentration von 5 µM T10-39 ist nur noch 50% Aktivität ge-
genüber der nicht-inhibierten Reaktion festzustellen. Bei Konzentrationen von jeweils 100 µM
sinkt die Rate auf etwa 10 – 20% des Ausgangswertes ab. Somit kristallisiert sich erneut die
Wechselwirkung der selektierten Peptide mit der Exosite-1 des Thrombin heraus. Da hier
ebenfalls Thrombomodulin gebunden wird, ergibt sich aus der Blockierung der Reaktion,
dass hier die Interaktion stattfinden muss. Das Kontrollpeptid P-11 zeigt bei einer Konzentra-
tion von 20 µM keinen Einfluss, bei höheren Konzentrationen jedoch zeichnet sich ein mess-
barer Effekt ab, der aber unter Umständen auf unspezifische Wechselwirkungen zurückzu-
führen ist.

3.2.5 Strukturelle Untersuchungen

Um eine qualitative Aussage über die Struktur der einzelnen Peptide zu gewinnen, wurden
von T10-11, T10-39 NMR-Spektren aufgenommen (siehe Anhang). Die erhaltenen NH-
gekoppelten Spektren lassen jedoch noch keine genaue Zuordnung der Signale zu. Aller-
dings kann vor allem aus der guten Auflösung der Signale im Bereich der Aromaten auf das
Vorliegen einer definierten räumlichen Konformation schließen. Für ein Peptid mit einer Län-
ge von nur 29 Aminosäuren ist ein solches Ergebnis normalerweise nicht unbedingt zu er-
warten. In den NOESY-Spektren erkennt man verschiedene Kreuzsignale. In einer normalen
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coiled-Struktur ist der Abstand zwischen zwei benachbarten NH-Gruppen größer als 2.6 Å.

Für das Auftreten von Kreuzsignalen müssen die beiden NH-Gruppen aber näher als 2.4 Å
zusammenliegen. Dies wiederum kann durch die Ausbildung einer geordneten Struktur ge-
währleistet sein. Das über eine Disulfidbrücke konformationell eingeschränkte Peptid von
T10-11 zeigt ein sehr ähnliches Spektrum wie das von T10-11. Somit kann hier wiederum die
Aussage bestätigt werden, dass die gefundenen 2 Cysteinreste in T10-11 für die Struktur
des Peptids nicht entscheidend sind, da diese anscheinend schon ohne die Verbrückung
über eine S-S-Bindung stabilisiert ist. Für die Klärung der absoluten Struktur der Peptide sind
jedoch noch weitere Untersuchungen nötig.
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4 Zusammenfassung und Ausblick
In der vorliegenden Arbeit wurde die mRNA Display Technologie erfolgreich zur Selektion

von Peptiden angewendet, die an humanes α-Thrombin binden können. Die dazu notwendi-
gen Arbeitstechniken und Analysenverfahren wurden etabliert, entwickelt und verfeinert.

Aus einer 15 randomisierte Aminosäuren umfassenden Bibliothek wurde nach 10 Selekti-
onszyklen ein nur 4 Aminosäuren langes Konsensusmotiv angereichert. Die Analyse von
einzelnen Sequenzen zeigte, dass dieses kurze Motiv aus den Aminosäuren DPGR ent-
scheidend für die Interaktion zwischen Thrombin und dem Peptid ist.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es möglich ist, aus einem Sequenzraum, der
etwa der Größe des menschlichen Antikörperrepertoires entspricht (1011), funktionale Se-
quenzen zu isolieren. Das Auftreten eines Tetrapeptids liegt bei einer Wahrscheinlichkeit von
1 in 105, was wiederum bedeutet, dass eine Sequenz, die an Thrombin bindet in 109 ver-
schiedenen Molekülen enthalten sein wird.

Die evolvierten Bindungsmotive zeigen keine Ähnlichkeit mit natürlich vorkommenden Prote-
indomänen, die an Thrombin binden. In Kompetitionsstudien mit natürlichen Thrombin-
bindenden Proteinen konnte das Bindungsepitop der Peptide bestimmt werden. Die Exosi-
te-1 des Thrombinmoleküls hat sich hierbei als die wahrscheinlichste Stelle der Interaktion
herauskristallisiert. Natürliche Interaktoren von Thrombin binden jedoch sowohl das eine, wie
das andere Epitop, teilweise auch beide. Die Kopplung des Proteins an die Säulenmatrix
erfolgt rein statistisch, so dass während der Selektion beide Epitope gleichermaßen zugäng-
lich gewesen sein sollten. Somit ist es interessant, dass nur ein Epitop in die Bindung der
Peptide involviert ist, was auf eine gerichtete Evolution hinsichtlich des Thrombinproteins
schließen lässt.

Zur Analyse der Primärsequenz wurde die SPOT-Technologie eingesetzt. In einem überlap-
penden Peptid-Scan und einer Längenanalyse konnte das Minimalmotiv auf eine Länge von

6 – 7 Aminosäuren eingegrenzt werden. Entscheidende Aussagen über die in den Minimal-
motiven enthaltenen Aminosäuren (DPGR) lieferte allerdings eine Substitutionsanalyse, in
der jeder einzelne Aminosäurerest gegen alle anderen 19 natürlichen ausgetauscht wurde.
Hier konnte gezeigt werden, dass das DPGR-Motiv entscheidend an der Bindung beteiligt ist.
Die Bindungskonstanten der einzelnen Peptide wurden mittels Oberflächenplasmonresonanz
ermittelt und die erhaltenen Kd-Werte liegen zwischen 160 und 520 nM.

Obwohl die Bindungskonstanten niedriger als die der natürlichen Binder liegen, konnte dar-
gestellt werden, dass spezifische Interaktionen mit Thrombin stattfinden. Die Auswirkungen
der selektierten Peptide auf die Wechselwirkungen von Thrombin mit seinen Substraten
wurden anhand von funktionalen Assays untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Peptide
einen Einfluss, sowohl auf die Spaltung von Fibrinogen und die folgende Ausbildung eines
Gerinnsels, als auch auf die Rate der Steigerung der Aktivierung von Protein C besitzen. Die
Gerinnungszeit wird bei Anwesenheit der Peptide verlängert und die Aktivierung von Prote-
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in C weitgehend unterbunden. Diese Effekte beruhen sehr wahrscheinlich auf einer Blockie-
rung der Exosite-1 von Thrombin, da bei der Untersuchung der enzymatischen Aktivität kein
Einfluss festgestellt werden konnte.

Erste Untersuchungen der Struktur der Peptide wurden mittels NMR durchgeführt. Die Aus-
wertung der Spektren zeigte, dass die Peptide wohl eine definierte räumliche Struktur besit-
zen, obwohl genauere Aussagen hierzu nicht getroffen werden konnten.

Hier gilt es nun, detailliertere Informationen zu gewinnen und die genaue dreidimensionale
Struktur der selektierten Peptide zu ermitteln. Mit diesen Informationen könnte man klare
Aussagen über die Bindungsstelle mit dem Thrombin-Protein gewinnen. Unter Umständen ist
es auch möglich, mittels molecular modelling Vorhersagen über die Wechselwirkungen der

Peptide mit Thrombin zu treffen oder diese direkt zu untersuchen.

Eine zusätzliche Möglichkeit zur Verfeinerung der Ergebnisse, wäre eine Reselektion, um
damit festere Binder zu evolvieren. Hierzu sollte die DNA aus dem letzten Selektionszyklus
oder einer definierten Sequenz aus der Selektion einer mutagenen PCR unterworfen wer-
den, um die Diversität zu erhöhen. Auch könnte bei der Pool-Synthese für eine Reselektion

als Ausgangspunkt das evolvierte Konsensusmotiv zugrunde gelegt werden. Eine festere
Bindung an das Protein erhöht unter Umständen das Potential der Peptide als Inhibitoren
oder Regulatoren für Thrombin zu fungieren, was unter therapeutischen Gesichtspunkten
von großem Interesse ist.

Um effektive Inhibitoren der Proteaseaktivität von Thrombin zu generieren wäre es auch
denkbar, die selektierten Peptide, die an die Exosite-1 binden mit anderen Molekülen, die in
das aktive Zentrum binden zu kombinieren. Erfolgreiche Experimente wurden hierzu bereits
mit Hirugen als Exosite-Binder und Tripeptiden, die zwar in der aktiven Stelle gebunden, dort
allerdings nicht gespalten werden können, durchgeführt (Übersicht siehe Lit.[67]).

Die vorliegende Arbeit eröffnet also vielfältige neue Sichtweisen. Zum einen können nach der
Strukturaufklärung Informationen über de novo generierte Peptide erhalten werden. Anderer-
seits stellen die vielfältigen Möglichkeiten, welche die mRNA Display Technologie in Aussicht
stellt ein äußerst flexibles und erfolgversprechendes System dar, das in den unterschied-
lichsten Disziplinen der Grundlagenforschung und der medizinischen Forschung weiterhin
Verwendung finden wird.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Geräte

Agarosegelkammern Fisher Scientific

Elektrophoreseapparaturen BioRad

Geiger-Müller-Zählrohr Berthold

Geldokumentationsgerät Raytest

Geltrockner BioRad

Heizblock Fisher Scientific

Kugelcoagulometer Amelung KC10

Kühlschränke Liebherr

Magnetrührer IKA Laborgeräte

Mikropipetten Eppendorf

Mikrotiterplattenlesegerät MRX, Dynatech Laboratories

Mikrowellenofen Bosch

Oligonukleotidsynthesizer Millipore

Oberflächenplasmonresonanz BIAcore 3000

PCR-Thermocycler Biometra

pH-Meter Knick pH-Meter 766

Phosphorimager Fuji FLA3000

Reagenzglasschüttler NeoLab

Reinstwassergerät Barnstead

Röntgenfilmentwicklermaschine MS Laborgeräte

Spannungsgeräte Consort

Spektralphotometer Biometra

Szintillationszähler Beckman

Thermoblock Stuart Scientific

Thermoschüttler Eppendorf

UV-Transilluminator Bachofer

Vakuum-Geltrockner BioRad

Waage Cyna

Wasserbad GFL

Zentrifugen Eppendorf 5417
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5.1.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind von „p.a.“ Qualität oder „für die Molekularbiologie“. Was-
ser wird aus einer UV/UF-Anlage bezogen.

Acrylamid 25% (19:1) Roth, Karlsruhe

Acrylamid 30% (37,5:1) Roth, Karlsruhe

Acrylamid 50% (long ranger gel solution) FMC

Agarose GibcoBRL

Ammoniaklösung (32%) Merck, Darmstadt

Ammoniumacetat Merck, Darmstadt

Ammoniumchlorid Sigma, Deisenhofen

Ammoniumperoxodisulfat Merck, Darmstadt

Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt

Ampicillin Sigma, Deisenhofen

Aprotinin Sigma, Deisenhofen

Bacitracin Sigma, Deisenhofen

Bacto Agar Sigma, Deisenhofen

Bacto Trypton Sigma, Deisenhofen

Benzamidin Merck, Darmstadt

Borsäure Roth, Karlsruhe

Bromphenolblau Sigma, Deisenhofen

Chloroform Riedel de Haën

Dichlordimethylsilan Sigma, Deisenhofen

Dimethylformamid Merck, Darmstadt

Dimethylsulfoxid Fluka

Dinatriumhydrogenphosphat*2H2O Merck, Darmstadt

Dithiothreitol Roth, Karlsruhe

Essigsäure Riedel de Haën

Ethanol (100%) Riedel de Haën

Ethidiumbromid (0.1%) Roth, Karlsruhe

Formaldehydlösung Merck, Darmstadt

Formamid Merck, Darmstadt

Gelatine Merck, Darmstadt

Glutathion Sigma, Deisenhofen
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Glutathion-disulfid Fluka

Glycerin Roth, Karlsruhe

Glycin Biomol

Glycogen Roche, Mannheim

Guanidiniumhydrochlorid ICN

Harnstoff Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt Sigma, Deisenhofen

HEPES Roth, Karlsruhe

i-Propanol Riedel de Haën

IPTG Biomol

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt

Kaliumhydroxid Merck, Darmstadt

Leupeptin Sigma, Deisenhofen

Long Ranger Gel Solution Biozym

Low melting point agarose Pierce

Magnesiumacetat Roth, Karlsruhe

Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt

N,N,N‘,N‘-Tetramethylenethylendiamin Merck, Darmstadt

Natriumacetat Merck, Darmstadt

Natriumchlorid Merck, Darmstadt

Natriumdeoxycholat Sigma, Deisenhofen

Natriumdihydrogenphosphat*H2O Merck, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt

Natriumphosphat Sigma, Deisenhofen

n-Butanol Merck, Darmstadt

Phenol (stabilisiert mit TE, pH 8.0) Roth, Karlsruhe

Phenylmethylsulfonylfluorid Sigma, Deisenhofen

Phosphoramidite GlenResearch

Salzsäure (36%) Riedel de Haën

Spermidin Sigma, Deisenhofen

Synthesizer-Chemikalien GlenResearch

Tricin ICN

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Roth, Karlsruhe
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Triton X-100 Merck, Darmstadt

Tween 20 Merck, Darmstadt

Xylencyanol Fluka

5.1.3 Nukleotide und Radiochemikalien

dNTPs Sigma, Deisenhofen

NTPs Roche, Mannheim

[α-32P]-GTP NEN, Zaventem, Belgien

[α-35S]-dATP NEN, Zaventem, Belgien

[γ-32P]-ATP NEN, Zaventem, Belgien

[α-32P]-pCp Amersham Biosciences, Freiburg

[35S]-Methionin Amersham Biosciences, Freiburg

5.1.4 Standards und Kits

1000 bp DNA Leiter PeqLab

100 bp DNA Leiter PeqLab

Blockierungsreagenz Roche, Mannheim

ECL Substrat Amersham Biosciences, Freiburg

Gel Extraction Kit Qiagen

Low Molecular Range Rainbow Marker Amersham Biosciences, Freiburg

MiniPrep Extraction Kit Qiagen

Rabbit Reticulocyte Lysate Novagen

Rainbow Protein Marker Amersham Biosciences, Freiburg

S-2238 (Chromogenes Substrat) Chromogenix

S-2366 (Chromogenes Substrat) Chromogenix

Salmon Sperm DNA GibcoBRL

Smartladder (100-bp Standard) Eurogentec

T7-Sequencing Kit Amersham Biosciences, Freiburg

5.1.5 Enzyme und Proteine

Anorganische Pyrophosphatase New England Biolabs, Frankfurt a. M.

Antithrombin III Roche, Mannheim

Anti-α-Thrombin Antikörper Cell Systems, St. Katharinen

Calf Intestine Alkaline Phosphatase New England Biolabs, Frankfurt a. M.

DNaseI Roche, Mannheim
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Hirudin Roche, Mannheim

Hirudin-Peptid 54-65 Sigma, Deisenhofen

Hirudin-Peptid SO3-54-65 Sigma, Deisenhofen

Lysozym Boehringer, Mannheim

Restriktionsendonukleasen: KpnI, BamHI New England Biolabs, Frankfurt a. M.

Reverse Transcriptase ("Superscript") GibcoBRL

Ribonucleasen Amersham Biosciences, Freiburg

Rinderserumalbumin Calbiochem

RNase H GibcoBRL

RNasin (Ribonuklease Inhibitor) Promega

T4 DNA-Ligase New England Biolabs, Frankfurt a. M.

T4 Polynukleotidkinase New England Biolabs, Frankfurt a. M.

T4 RNA-Ligase New England Biolabs, Frankfurt a. M.

T7 RNA-Polymerase Stratagene, eigene Aufreinigung

Taq DNA-Polymerase Roche, Mannheim

Tdt Stratagene

α-Thrombin Cell Systems, St. Katharinen

γ-Thrombin Cell Systems, St. Katharinen

Rabbit Lung Thrombomodulin Cell Systems, St. Katharinen

5.1.6 Säulenmaterial

CNBr-aktivierte Sepharose Amersham Biosciences, Freiburg

NAP-Säulen Amersham Biosciences, Freiburg

Ni-NTA Agarose Qiagen

Oligo dT Cellulose Amersham Biosciences, Freiburg

Sephadex G-50 Amersham Biosciences, Freiburg

Sephadex G-50 Säule Amersham Biosciences, Freiburg

CPG-Säulen GlenResearch

5.1.7 Plasmide und Bakterienstämme

BL21/pAR1219 Genzentrum, München

Vektor pGEM-4Z Promega

E. coli DH10B Qiagen
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5.1.8 Oligonukleotide

DNA (Bibliothek) (99mer)

5’-CTATTTACAATTACAATGGGTATGGGTACCTGT56756756756756756756756756756756

7567567567567TCCGGATCCCATCATCATCAC-3’

Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

5'-Primer (Bibliothek) (55mer)

5'-TAATACGACTCACTATAGGGACAATTACTATTTACAATTACAATGGGTATGGGTA-3'

T7 Promotor-Sequenz unterstrichen.

3'-Primer (Bibliothek) (41mer)

5'-ACTGCCGCTCATACTATGGTGGTGATGATGATGGGATCCGG-3'

3'-Primer (His-) (24mer)

5'-ACTGCCGCTCATACTGGATCCGGA-3'

3'-Primer (end-) (9mer)

5'-GGATCCGGA-3'

Splint (Pool) (25mer)

5'-TTTTTTTTTTTTTTTACTGCCGCTC-3'

DNA-Puromycin (Spacer)

5'-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA(C9)3-ACC-Puromycin-3'

T7 Promotor Primer

5'-TAATACGACTCACTATA-3'

Universalprimer

5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3'

T10-11 DNA

5'-CAATGGGTATGGGTACCTGTGAGCGTAACTACAACGATTTTTGCGATCCCGGTCGTGTCGGCCTG

TCCGGATCCCATCA-3'

T10-23 DNA

5'-CAATGGGTATGGGTACCTGTGAGCGTCATAACGATCCGGGCCGGTACTTTGTCGAGTACGAGACG

TCCGGATCCCATCA-3'

T10-35 DNA

5'-CAATGGGTATGGGTACCTGTTGGCAGCGGTGCGGTATGGCTGAGTTTATCTGGCATTTTCAGTGG

TCCGGATCCCATCA-3'

T10-39 DNA

5'-CAATGGGTATGGGTACCTGTTTCTTCGATCGCTACGACAGTGCTAGGGACCCTGGGCGTCTCCTT

TCCGGATCCCATCA-3'
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P-11 DNA

5'-CAATGGGTATGGGTACCTGTGTTAGAATCGCGGCGTCACGTATTAGTACAAATAACAAGTATTTT

TCCGGATCCCATCA-3'

5.1.9 Verbrauchsmaterial

Glaswolle (silanisiert) Serva

Petrischalen Nunc

PolyPrep Säulen Bio-Rad

Reaktionsgefäße Eppendorf

Röntgenfilme Kodak

Spinfilter (0.2 µM, 0.4 µM) Millipore

Spitzen für Mikropipetten Peske, Aindling

Spritzen Merck Eurolab

Sterilfiltrationseinheiten Nalgene

Ultrafiltrationsröhrchen Amicon Centricon

Whatmanpapier 3MM Merck Eurolab

5.1.10 Vorratslösungen

100 mM DTT

Reagenz MW Konzentration benötigt für 10 mL

Dithiothreitol 154.2 100 mM 1.54 g

Lösung steril filtrieren und in 1 mL Aliquots wegfrieren.

BSA 100x

Reagenz MW Konzentration benötigt für 10 mL

BSA 66.000 10 µg/µL 100 mg

0.5 M EDTA pH 8.0

Reagenz MW Konzentration benötigt für 250 mL

Na2-EDTA*2 H2O 372.2 500 mM 36.5 g

EDTA (“Titriplex”)

Mit Wasser bis etwa 200 mL auffüllen, dann unter Rühren circa 20 NaOH Plätzchen
zugeben. pH-Wert mit 10 N NaOH auf 8.0 einstellen (Lösung wird erst bei basischen pH
klar). Dann mit Wasser auf 250 mL auffüllen und steril filtrieren
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1 M MgCl2

Reagenz MW Konzentration benötigt für 250 mL

MgCl2⋅6 H2O 203.3 1 M 50.8 g

Autoklavieren.

1 M KCl

Reagenz MW Konzentration benötigt für 250 mL

KCl 74.56 1 M 18.6 g

Autoklavieren.

5 M NaCl

Reagenz MW Konzentration benötigt für 250 mL

NaCl 58.44 5 M 73.05 g

Autoklavieren.

1 M Tris

Reagenz MW Konzentration benötigt für 250 mL

Tris 121.14 1 M 30.3 g

Autoklavieren.

1 M Tris/HCl

Reagenz MW Konzentration benötigt für 250 mL

Tris 121.14 1 M 30.3 g

HCl konz. 12.1 M 21.6 mL

Autoklavieren.

6 M NH4OAc pH 7.0

Reagenz MW Konzentration benötigt für 250 mL

NH4OAc 77.08 6 M 115.6 g

pH-Wert mit Eisessig auf 7.0 einstellen, mit Wasser auffüllen, steril filtrieren.
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3 M NaOAc pH 5.4

Reagenz MW Konzentration benötigt für 250 mL

NaOAc 82.03 6 M 61.5 g

pH-Wert mit Eisessig auf 5.4 einstellen, mit Wasser auffüllen, steril filtrieren.

10× TBE

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Tris 121.14 890 mM 108 g

Borsäure 61.84 890 mM 55 g

0.5 M EDTA pH 8.0 372.2 20 mM 40 mL

8.3 M Harnstoff

Reagenz MW Konzentration benötigt für 2000 mL

Harnstoff 60.1 8.3 M 1000 g
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5.2 Methoden

Soweit nicht anders angegeben, handelt es sich bei den Vorschriften um biochemische
Standardmethoden[108].

5.2.1 Methoden im Umgang mit Nukleinsäuren

5.2.1.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Abtrennung von Proteinen aus Nukleinsäurelösungen wird die Lösung mit einem Volu-
men Phenol versetzt, gut durchmischt (Vortexer) und anschließend 3 Minuten bei 20.800 x g
zentrifugiert. Von den getrennten Phasen wird die obere wässrige Phase, welche die Nuk-
leinsäuren enthält, abgenommen und mit zwei Volumen Chloroform versetzt, um eventuell
vorhandene Phenolreste abzutrennen. Es wird kurz geschüttelt und nach erneuter kurzer
Zentrifugation (ca. 1 Minute) wiederum die obere wässrige Phase abgenommen. Anschlie-
ßend werden die Nukleinsäuren mit Ethanol gefällt.

5.2.1.2 Ethanolpräzipitation

Die Nukleinsäurelösungen werden durch Zugabe von 3 M Natriumacetatlösung (pH 5.2) auf
eine Endkonzentration von 300 mM NaOAc eingestellt. Zur Fällung der Nukleinsäuren wird
mit 2.5 – 3 Volumen Ethanol (100%, gekühlt auf -20°C) versetzt, geschüttelt und anschlie-
ßend für 10 Minuten bei -80°C inkubiert. (Auch über Nacht bei -20°C möglich.) Danach wird
der Nukleinsäureniederschlag durch zentrifugieren bei 20.800 x g für 10 Minuten bei 4°C
pelletiert. Der Überstand wird abgenommen und verworfen. Das Präzipitat wird durch Zuga-
be von 100 µL 70% Ethanol und erneuter Zentrifugation (20.800 x g, RT) für 5 Minuten ge-
waschen. Der Überstand wird entfernt und nach kurzem Trocknen des Pellets an der Luft
wird dieses in einem geeigneten Volumen Wasser resuspendiert. Zur Präzipitation kleiner
Nukleinsäuremengen wird den Lösungen Glycogen vor der Ethanolzugabe zugesetzt.

5.2.1.3 Quantitative Nukleinsäure-Bestimmung

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren in wässrigen Lösungen erfolgt pho-
tometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm. In der Regel werden dazu untenstehende ge-
mittelten Werte verwendet. Ein OD-Wert von 1 entspricht dabei den in Tabelle 11 gezeigten
Werten[109]:

Wert Nukleinsäure

50 µg/mL doppelsträngige DNA

40 µg/mL einzelsträngige DNA

33 µg/mL einzelsträngige RNA

Tabelle 11: Konzentrationen von Nukleinsäuren bei einem OD-Wert von 1,000.
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Als durchschnittliches Molekulargewicht eines Nukleotids werden 330 g/mol für DNA und
345 g/mol für RNA angenommen. Die Berechnung erfolgt schließlich nach Gleichung 1:

Gleichung 1:
r

1

Mn
ODAf

c
×
××= [mM]

f = Verdünnungsfaktor

A = gemessener Absorptionswert

OD1 = Konzentration bei theoretischer OD von 1

n = Anzahl der Basen

Mr = durchschnittliches Molekulargewicht

Für kürzere Oligodesoxyribonukleotide mit bekannter Basensequenz werden die Konzentra-

tionen aus der Summe der molaren Absorptionskoeffizienten ε der einzelnen Basen berech-
net. Dazu werden folgende Werte aus Tabelle 12 verwendet:

dNTP ε(mM-1/cm-1) rNTP ε(mM-1/cm-1)

dATP 15.4 ATP 15.2

dCTP 9.0 CTP 7.05

dGTP 13.7 GTP 12.1

TTP 10.0 UTP 8.4

Tabelle 12: Molare Absorptionskoeffizienten der Nukleotidbasen.

Die Konzentration wird nach Gleichung 2 berechnet:

Gleichung 2:
∑

×=
ε

fOD
c [mM]

Eine einfache Möglichkeit für die Berechnung der Konzentration bietet ein entsprechendes
Programm, das im Internet zur Verfügung gestellt wird (z.B. http://paris.chem.yale.edu/ex-
tinct.html).

Relative Konzentrationsmessung von radioaktiv markierten Nukleinsäuren erfolgt durch Szin-
tillationszählung oder durch Auswertung von Phosphorimagerscreens.
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5.2.2 Gelelektrophorese

Durch sog. Gelelektrophorese lassen sich die Biomoleküle zum einen hinsichtlich ihres Mo-
lekulargewichtes und zum anderen hinsichtlich ihrer Ladung auftrennen. In der Regel wird für
die Elektrophorese 1x TBE Laufpuffer verwendet.

5.2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA- und RNA-Molekülen erfolgt in nicht-denaturierenden Agarosege-
len[108]. In Abhängigkeit von der Fragmentlänge werden Gele mit 0.7 – 3% (w/v) Agarose
hergestellt. Dazu wird Agarose eingewogen und in 0.5x TBE vorsichtig im Mikrowellenherd
aufgekocht. Pro 100 mL Lösung werden 10 µL Ethidiumbromidlösung (0.1%) hinzupipettiert
und die noch warme Lösung blasenfrei in die vorbereiteten Gelschiffchen gegossen (ca.
0.5 cm dick) und die entsprechenden Kämme für die Geltaschen eingesetzt. Die Nukleinsäu-
reproben werden mit einem Volumen Auftragspuffer versetzt, das Gel geladen und die Mole-
küle bei einer Spannung von 6 – 8 V/cm aufgetrennt. Als Längenstandard dient eine 100 bp-
Leiter (80 bp – 1000 bp) oder eine DNA-Leiter (100 bp – 10.000 bp).

Da der Farbstoff Ethidiumbromid in die Nukleinsäuremoleküle interkalliert können diese als
fluoreszierende Banden mit einem UV-Transilluminator bei einer Wellenlänge von 366 nm
sichtbar gemacht und anschließend fotografiert werden.

Agarose-Ladepuffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 10 mL

Glycerin 92.09 50% (v/v) 5 mL

1 M Tris 121.14 50 mM 500 µL

0.5 M EDTA pH 8.0 372.2 50 mM 1 mL

Bromphenolblau 691.94 0.05% (w/v) 5 mg

5.2.2.2 Isolierung von Nukleinsäuren aus Agarosegelen

Die Nukleinsäuren werden in „low melting point“-Agarosegelen (LMP-Agarosen) von 0.7 - 2%

bei geringen Spannungen von ca. 70 V aufgetrennt. Die Banden werden unter dem UV-Licht
detektiert und mit einer sterilen Skalpellklinge ausgeschnitten. Lange DNA-Fragmente wer-
den anschließend mit dem Gel Extraction Kit nach den Angaben des Herstellers gereinigt.

Bei kürzeren DNAs (< 300 bp) werden die ausgeschnittenen Gelstücke bei 60°C unter Schüt-
teln geschmolzen, die Lösung mit Wasser auf 150 µL aufgefüllt und daraufhin aus der noch
warmen Lösung die DNA von der Agarose über 2 hintereinander geschaltete G25 spin co-
lumn Filtrationen in der Zentrifuge bei 3000 rpm abgetrennt.
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5.2.2.3 Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Reinigung von RNA, einzelsträngiger DNA, sowie den RNA-DNA-Ligationen erfolgt
durch präparative, denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese. Je nach Länge der zu
trennenden Nukleinsäuremoleküle werden 5 - 15%-ige Polyacrylamidgele hergestellt. Dazu
werden die entsprechenden Anteile der Vorratslösungen zusammen pipettiert. Für die Auf-
reinigung von Nukleinsäuren werden Gele mit einer Dicke von 1 - 1.5 mm und einer Trenn-
strecke von ca. 15 cm verwendet, für Sequenzierungsreaktionen (siehe 5.2.5.13) Gele mit
einer Stärke von 0.4 mm, wobei die Trennstrecke 30 - 40 cm betrug. Zum Start der Polyme-
risation werden 400 µL 10% APS und 40 µL TEMED pro 100 mL Lösung zugegeben. Die
Gellösung wird anschließend zwischen zwei gereinigte Glasplatten (ca. 18 x 20 cm) gegos-
sen, die durch entsprechende Abstandhalter (Spacer) voneinander getrennt sind. Für die

Aussparungen der Geltaschen zum späteren Auftragen der Proben wird ein entsprechender
Kamm eingesetzt. Nach der vollständigen Polymerisation (ca. 45 – 60 Minuten) wird das Gel
in eine vertikale Gelapparatur eingesetzt, der Laufpuffer 1x TBE hinzugefügt und ein Vorlauf
bei 320 - 350 V gestartet (Sequenzgele: 2000 V). Vor dem Auftragen der Proben werden die
Taschen mit Laufpuffer gespült. Die Nukleinsäureproben werden vor dem Gellauf mit Auf-
tragspuffer versetzt und für 1 Minute bei 95°C denaturiert. Als Längenreferenz dienen die
Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol, deren Laufverhalten in verschieden %-igen
Gelen einer gewissen Basenpaarlänge zugeordnet werden kann. Die Trennung erfolgt bei
einer Spannung von 320 – 350 V bzw. bei Sequenzgelen bei einer konstanten Leistung von
40 Watt. Nach der Elektrophorese werden die Gele entweder getrocknet oder ohne weitere
Behandlung auf einen Röntgenfilm oder einen Phosphorimagerscreen exponiert.

Vorratslösung B 10x TBE in 8.3M Harnstoff

Vorratslösung C 25% Acrylamidlösung in 8.3M Harnstoff

2% N,N’-Methylenbisacrylamid

Vorratslösung D 8.3 M Harnstoff

Polyacrylamid-Ladepuffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 10 mL

Harnstoff 60.1 9 M 5.4 g

0.5 M EDTA pH 8.0 372.2 50 mM 1 mL

Bromphenolblau 691.94 0.05% (w/v) 5 mg

Xylencyanol 538.62 0.05% (w/v) 5 mg
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5.2.2.4 Isolierung von Nukleinsäuren aus Polyacrylamidgelen

Um die nach erfolgter Elektrophorese aufgetrennten Nukleinsäuren sichtbar zu machen wird
das Gel beidseitig in Klarsichtfolie eingeschlagen, auf eine Kieselgelplatte mit Fluoreszenz-
indikator gelegt und mit UV-Licht von 254 nm beleuchtet (UV-shadowing). Die zu isolierende

Bande wird markiert, mit einer sterilen Skalpellklinge ausgeschnitten und zerkleinert. Radio-
aktiv markierte Nukleinsäuren werden durch kurze Exposition auf einem Röntgenfilm detek-
tiert. Nach Entwicklung des Röntgenfilms wird dieser passgenau unter das Gel gelegt (Ver-
wendung eines Autorad-Markers) und ebenfalls die Bande ausgeschnitten und zerkleinert.
Zur Elution werden die zerkleinerten Gelstücke in einem Eppendorf-Gefäß mit etwa einem
Volumen 0.3 M Natriumacetatlösung versetzt und in einem Thermoschüttler bei 65°C für
90 Minuten geschüttelt. Nachdem der Überstand über mit silanisierter Glaswolle gestopfte
Spritzen abfiltriert ist, können die Nukleinsäuren wie unter 5.2.1.2 beschrieben mit Ethanol
gefällt werden.

5.2.2.5 Glycin-SDS-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt in denaturierenden SDS-Gelen. Diese setzen sich aus
einem Sammel- und einem Trenngel zusammen. Das Sammelgel dient zur Fokussierung der
Proteine, während diese im Trenngel nach ihrem spezifischen Molekulargewicht aufgetrennt
werden.

Zur Herstellung eines Gels (7.5 x 6 cm) wird zuerst das Trenngel aus den entsprechenden
Vorratslösungen hergestellt, mit APS und TEMED versetzt und die Lösung zwischen zwei
abgedichtete Glasplatten gegossen. Für die Polymerisation (ca. 60 Minuten) wird die Lösung
mit Isopropanol überschichtet. Danach wird der Alkohol mit einem Whatmanpapierstreifen
entfernt und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Um eine etwa 1 cm lange Laufstre-
cke im Sammelgel zu erhalten, werden die Kämme entsprechend eingesetzt. Etwa 5 µL der
jeweiligen Proben werden mit Auftragspuffer versetzt und nach Denaturierung für 1 Minute
bei 95°C in die Taschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgt bei ca. 140 Volt.

Acrylamidlösung 30%, (37,5:1)

Glycin-SDS-Ladepuffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 10 mL

1 M Tris pH 6.8 121.14 50 mM 500 µL

SDS 288 2% (w/v) 0.2 g

Glycerin 92.09 10% (v/v) 1 mL

β-Mercaptoethanol 78.1 1% (v/v) 100 µL

Bromphenolblau 691.94 0.05% (w/v) 5 mg
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Trenngel (12%): 5 mL

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

Wasser 1700 µL

Tris pH 8.8 1250 µL 1.5 M 0.375 M

SDS 50 µL 10% (w/v) 0.1% (w/v)

Acrylamidlösung 2000 µL 30% (v/v) 12% (v/v)

APS 25 µL 10% (w/v)

TEMED 2.5 µL

Sammelgel (4%): 2 mL

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

Wasser 1220 µL

Tris, pH 6.8 500 µL 1 M 0.25 M

SDS 10 µL 10% (w/v) 0.1% (w/v)

Acrylamidlösung 270 µL 30% (v/v) 4% (v/v)

APS 10 µL 10% (w/v)

TEMED 2.5 µL

Glycin-SDS-Elektrophoresepuffer 10x

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Tris 121.14 250 mM 30.3 g

Glycin 75 2 M 150 g

SDS 288 1% (w/v) 10 g

pH-Wert auf 8.9 einstellen.

5.2.2.6 Tricin-SDS-Gelelektrophorese

Die analytische Auftrennung von in vitro Translationsprodukten erfolgt in denaturierenden

Tricin-SDS-Polyacrylamidgelen[110]. Die 4 - 15%-igen Gele zeichnen sich gegenüber dem
herkömmlichen Glycin-SDS-Polyacrylamidsystem durch eine verbesserte Auflösung aus und
sind deshalb dazu geeignet Proteine im Bereich von 1 – 100 kDa aufzutrennen.

Zur Herstellung der Gele werden die fertigen Vorratslösungen in den entsprechenden Antei-
len gemischt und die Polymerisation durch Zugabe von APS und TEMED gestartet. Die Lö-
sung wird in die durch Spacer (1 mm) voneinander getrennten Glasplatten gegossen und die

Polymerisation verläuft in etwa 30 Minuten. Für den Gellauf wird der 1x Kathodenpuffer in
das innere Reservoir eingefüllt und der 1x Anodenpuffer in das äußere. Die Proben (bis etwa
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15 µL Volumen) werden mit 5 µL Auftragspuffer versetzt und in die Geltaschen aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgt bei einer konstanter Spannung von 125 Volt.

Nach der Elektrophorese werden die Gele von den Glasplatten gelöst und in der Fixier-
Lösung für 20 Minuten fixiert und daraufhin für 10 Minuten in Wasser gewaschen. Anschlie-
ßend werden die Gele auf Whatmanpapier übertragen und auf einem Geltrockner bei 80°C
für 30 Minuten getrocknet. Exposition bei radioaktiv markierten Proben erfolgt auf Phos-
phorimagerscreens.

Acrylamidlösung 30%, (37,5:1)

Tricin-SDS-Ladepuffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 10 mL

1 M Tris pH 6.8 121.14 50 mM 500 µL

10% SDS 288 4% (w/v) 4 mL

1 M DTT 154.2 0.1 M 1 mL

Glycerin 92.09 12% (v/v) 1.2 mL

Wasser 3.3 mL

Gelpuffer 3x

Reagenz MW Konzentration benötigt für 100 mL

Tris 121.14 3 M 36.34 g

SDS 288 0.3% (w/v) 300 mg

pH-Wert auf 8.45 einstellen.

Kathodenpuffer 10x

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Tris 121.14 1 M 121.14 g

Tricin 178.2 1 M 178.2 g

SDS 288 1% (w/v) 10 g

pH-Wert auf 8.25 einstellen.

Anodenpuffer 10x

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Tris 121.14 2 M 242.28 g

pH-Wert auf 8.9 einstellen.



5.2.2 Gelelektrophorese Material und Methoden

- 81 -

Fixierlösung

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Methanol 32.04 40% (v/v) 400 mL

Eisessig 60.05 10% (v/v) 100 mL

Wasser 50% (v/v) 500 mL

5.2.2.7 Färbung von Proteingelen

5.2.2.7.1 Coomassie-Färbung

Zum Einfärben werden die Gele etwa 30 Minuten in Coomassie-Lösung geschwenkt und
daraufhin in Entfärber-Lösung für 30 – 120 Minuten wieder soweit entfärbt, dass die Protein-
banden deutlich sichtbar sind.

Coomassie-Lösung

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Essigsäure 60.05 10% (v/v) 100 mL

Methanol 32.04 45% (v/v) 450 mL

Wasser 45% (v/v) 450 mL

Coomassie Brilliant Blue 0.0125% (w/v) 125 mg

Entfärber-Lösung

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Essigsäure 60.05 10% (v/v) 100 mL

n-Butanol 74.12 30% (v/v) 300 mL

Wasser 60% (v/v) 600 mL

5.2.2.7.2 Silberfärbung

Die Färbung von Gelen mittels Silber wird immer in Glasschalen durchgeführt. Zuerst wird
das Gel zum Fixieren für 10 Minuten in LÖS1 geschwenkt. Die Vernetzung erfolgt während
10 Minuten Inkubation in LÖS2. Nach waschen des Gels für 20 Minuten, wird es für
10 Minuten mit LÖS3 gefärbt und anschließend mit LÖS4 für 10 Minuten entwickelt. Die
Entwicklung wird durch 5-minütiges Schwenken in 5%-iger Essigsäure gestoppt, das Gel
daraufhin mit Wasser für 5 Minuten gewaschen und zuletzt in 10%-igem Glycerin für
5 Minuten imprägniert. Das Gel wird anschließend auf ein feuchtes Whatmanpapier aufge-
legt, mit Folie abgedeckt und für 30 Minuten bei 80°C im Geltrockner getrocknet.
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LÖS1

Reagenz MW Konzentration benötigt für 500 mL

Ethanol 46.07 30% (v/v) 150 mL

Essigsäure 60.05 10% (v/v) 50 mL

LÖS2

Reagenz MW Konzentration benötigt für 500 mL

Natriumacetat 82.03 0.4 M 16.4 g

Glutaraldehyd 100.1 0.5% (v/v) 2.5 mL

Natriumthiosulfat 158.18 0.1% (w/v) 500 mg

Ethanol 46.07 30% (v/v) 150 mL

LÖS3

Reagenz MW Konzentration benötigt für 500 mL

Silbernitrat 169.87 0.1% (w/v) 500 mg

Formaldehyd (36%) 30.03 3 µM 125 µL

LÖS4

Reagenz MW Konzentration benötigt für 500 mL

Natriumcarbonat 105.99 2.5% (w/v) 12.5 g

Formaldehyd (36%) 30.03 4.8 µM 200 µL

5.2.3 Synthese von Oligonukleotiden

Primer-, Splint- und DNA-Puro-Moleküle, sowie die DNA der Bibliothek werden an einem
Oligonukleotidsynthesizer mittels konventioneller Festphasen-Synthese auf CPG-Säulen
(controlled pore glass) hergestellt. Dabei werden Schritt für Schritt vom 3’-Ende her die ein-

zelnen Phosphoramidite der Basen aneinander gekoppelt. Nach Ausführung der Synthese
erfolgt die Entschützung und die Aufarbeitung in zwei Schritten. Der Inhalt der Säule wird zur
Abspaltung der Schutzgruppen in ein verschraubbares Eppendorf-Gefäß (1.7 mL) überführt,
mit 1 mL 32% Ammoniak versetzt und über Nacht bei 55°C stehen gelassen. Für die Reini-
gung der Nukleinsäuren werden zwei unterschiedliche Verfahren angewendet.

Butanolfällung

Der Überstand wird aliquotiert und die Oligonukleotide durch Zugabe des zehnfachen Volu-
men an n-Butanol gefällt. Nach Zentrifugation (20.800 x g, 10 Minuten) wird das Pellet mit

70% Ethanol gewaschen und in Polyacrylamid-Ladepuffer resuspendiert.



5.2.4 Peptidsynthese Material und Methoden

- 83 -

Ohne Fällung

Alternativ zur Butanolfällung wird die Ammoniak-Lösung nach der Inkubation zuerst gekühlt
und daraufhin an einem Vakuumkonzentrator abgezogen. Das trockene Pellet mit den CPG-
Kügelchen wird in Polyacrylamid-Ladepuffer resuspendiert.

Die weitere Aufarbeitung der DNA erfolgt über ein denaturierende Polyacrylamidgele-
lektrophorese gemäß 5.2.2.3, wobei für jeweils ein Gel für die Hälfte einer Synthese gefah-
ren wird.

5.2.4 Peptidsynthese

Alle Peptide wurden nach der standardisierten Fmoc-Strategie von Frau CHRISTIANE

LANDGRAF (Charité, Berlin) synthetisiert.

5.2.5 Enzymatische Reaktionen

5.2.5.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

5.2.5.1.1 Standard-PCR

Die Amplifikation des einzelsträngigen oder doppelsträngigen DNA-Templats erfolgt in An-
sätzen zu jeweils 100 µL in einem PCR-Thermocycler.

Standardmäßig wird folgendes Programm verwendet:

Denaturierung 50 s 94°C

Primer-Annealing 60 s 55°C

Polymerase-Reaktion 60 s 72°C

Heizdeckeltemperatur 110°C

Zur Überprüfung der Reaktion wird nach verschiedenen Zyklen ein Aliquot (5 µL) des Ansat-
zes entnommen, mit Agarose-Ladepuffer (2.5 µL) gemischt und anschließend auf ein Agaro-
segel, gemäß 5.2.2.1 aufgetragen.

dNTP-Mix

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

dATP 10 µL 100 mM 25 mM

dCTP 10 µL 100 mM 25 mM

dGTP 10 µL 100 mM 25 mM

TTP 10 µL 100 mM 25 mM
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PCR-Reaktion (100 µL)

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

PCR Puffer 10 µL 10x 1x

MgCl2 10 µL 25 mM 2.5 mM

5' primer 1 µL 100 µM 1 µM

3' primer 1 µL 100 µM 1 µM

dNTP Mix (ACTG) 0.8 µL 25 mM 0.2 mM

DNA Templat x µL 1-10 nM

Taq DNA Polymerase 0.5 µL 5 U/µL 0.025 U/µL

Wasser y µL

Nach beendeter Reaktion wird die dsDNA nach 5.2.1.1 mit Phenol und Chloroform extrahiert
und anschließend mit Ethanol gemäß 5.2.1.2 gefällt.

5.2.5.1.2 Large Scale PCR

Zur Amplifikation der Ausgangsbibliothek in der Large Scale PCR wird das Protokoll so modi-

fiziert, dass in einem Ansatz möglichst viel Templat verwendet werden kann, ohne dabei
durch Primer-Dimere Überamplifikate zu bilden. So kann hier materialsparend gearbeitet
werden. Das Templat (insgesamt 4 nmol) wird demnach in einem Gesamtvolumen von
50 mL in einer Konzentration von 80 nM eingesetzt und nur 5 Zyklen gefahren. Anschließend
wird das gesamte Material in 15 mL Reaktionsgefäßen mit Phenol/Chloroform extrahiert und
daraufhin mit Ethanol gefällt (siehe 5.2.1.1 und 5.2.1.2). Die erhaltene dsDNA wird in 400 µL
Wasser aufgenommen und über eine G-50 Säule (siehe 5.2.6.4) gelfiltriert. Die analysierten
Fraktionen, die DNA enthalten werden vereinigt, über Nacht zur Trockene lyophyllisiert und
zur Konzentrationsbestimmung (vgl. 5.2.1.3) in 100 µL Wasser aufgenommen.

5.2.5.2 In vitro Transkription

Für die in vitro Synthese von RNA wird die DNA-abhängige RNA-Polymerase des Bakte-

riophagen T7 verwendet. Hierfür muss das DNA-Templat doppelsträngig sein und den T7-
Promotor tragen. In der Regel setzt man 100 bis 300 pmol DNA in einen 100 µL Ansatz ein.
Die Inkubation erfolgt bei 37°C über Nacht, wobei die Zeit unter Umständen auch auf
4 Stunden verkürzt werden kann. Für die radioaktive Markierung im Rückgrat der RNA kann
dem Ansatz ein [32P]-markiertes Nukleosidtriphosphat zugesetzt werden.

Durch Zugabe von 0.5 µL DNaseI (1 U/µL) wird nach der Inkubation das DNA-Templat in-
nerhalb von 30 Minuten bei 37°C verdaut und die RNA anschließend nach Zugabe von 50 µL
0.5 M EDTA (pH 8.0) mit Phenol/Chloroform extrahiert (siehe 5.2.1.1) und danach mit Etha-
nol (siehe 5.2.1.2) gefällt. Die Reinigung der Transkripte erfolgt daraufhin über ein denaturie-
rendes Polyacrylamidgel (siehe 5.2.2.3).
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Transkription-Puffer 10x

Reagenz MW Konzentration benötigt für 10 mL

Tris 121.14 400 mM 0.48 g

Spermidin 145.2 68 mM 0.1 g

MgCl2 95.3 220 mM 0.21 g

Triton X-100 643.37 0.1% (v/v) 10 µL

pH-Wert auf 7.9 einstellen.

Transkription-Ansatz für aufgereinigte T7 RNA-Polymerase (100 µL)

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

Transkription-Puffer 10 µL 10x 1x

DTT 10 µL 100 mM 10 mM

NaCl 10 µL 100 mM 10 mM

NTP Mix (ACUG) 10 µL 25 mM 1 mM

IPP 1 µL 2 U/µL 0.02 U/µL

[α-32P]-NTP 1 µL 10 µCi/µL 0.1 µCi/µL

RNasin 1.25 µL 40 U/µL 0.5 U/µL

DNA Templat x µL 1-3 µM

T7 RNA-Polymerase 6 µL 40 U/µL 2.4 U/µL

Wasser y µL

Transkription-Ansatz für kommerzielle T7 RNA-Polymerase (100 µL)

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

Transkription-Puffer 10 µL 10x 1x

NTP Mix (ACUG) 10 µL 25 mM 1 mM

IPP 1 µL 2 U/µL 0.02 U/µL

[α-32P]-NTP 1 µL 10 µCi/µL 0.1 µCi/µL

RNasin 1.25 µL 40 U/µL 0.5 U/µL

DNA Templat x µL 1-3 µM

T7 RNA-Polymerase 5 µL 50 U/µL 2.5 U/µL

Wasser y µL
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NTP-Mix

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

ATP 10 µL 100 mM 25 mM

CTP 10 µL 100 mM 25 mM

GTP 10 µL 100 mM 25 mM

UTP 10 µL 100 mM 25 mM

5.2.5.3 Reverse Transkription

Durch die reverse Transkription (RT) wird ein DNA:RNA-Hybrid aus einem einzelsträngigen
RNA Templat und einem RT-Primer (synthetische DNA) erzeugt. Durch den Primer wird eine
doppelsträngige Region, die für den Transkriptionsstart nötig ist, generiert.

Folgende RT Reaktion (100 µL) wird auf Eis vorbereitet, dabei wird der Mix I. (50 µL) zuerst
für 10 Minuten bei 42°C inkubiert. Währendessen wird der Mix II. (50 µL) vorbereitet, die
RNA für 1 Minute bei 95°C denaturiert und nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur zum
Mix I. gegeben und vorsichtig gemischt. Die Reaktion erfolgt anschließend bei 42°C für
50 Minuten.

Reverse Transkription (Standard)

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

Mix I.

RT-Puffer 20 µL 5× 1×

DTT 10 µL 100 mM 10 mM

dNTP Mix 0.8 µL 25 mM 0.2 mM

Superscript II RT 2 µL 200 U/µL 4 U/µL

Wasser 17.2 µL

Inkubation bei 42°C für 10 Minuten

Mix II.

RT-Primer 2 µL 100 µM 2 µM

RNA Templat 10 µL 10 µM 1 µM

Wasser 38 µL

Denaturierung für 1 Minute bei 95°C und anschließende Inkubation bei 42°C für 50 Minuten

Total 100 µL

Während der Selektion wird die RT in größeren Volumina durchgeführt, wobei das folgende
Protokoll verwendet wird. Zudem wird der Mix II. nicht einer Hitzedenaturierung unterzogen,
um die fusionierten Proteine nicht zu zerstören.
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Reverse Transkription

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

Mix I.

RT-Puffer 300 µL 5× 1×

DTT 150 µL 100 mM 10 mM

dNTP Mix 30 µL 25 mM 0.5 mM

Superscript II RT 10 µL 200 U/µL 1.33 U/µL

Inkubation bei 42°C für 10 Minuten

Mix II.

RT-Primer 30 µL 100 µM 2 µM

mRNA Display Peptide 980 µL

Inkubation bei 42°C für 50 Minuten

Total 1500 µL

5.2.5.4 5'-Dephosphorylierung

Zur Dephosphorylierung von 5'-Enden inkubiert man RNA oder DNA in einem entsprechen-
den Puffer mit Alkalischer Phosphatase (CIAP, calf intestine alkaline phosphatase) bei 37°C

für 15 Minuten. Nach erneuter Zugabe von Enzym wird nochmals für 15 Minuten bei 55°C
inkubiert. Anschließend gibt man EDTA-Lösung zum Reaktionsansatz und stellt diesen nach
kurzem schütteln für 10 Minuten auf 75°C. Danach wird mit Phenol/Chloroform extrahiert
(siehe 5.2.1.1), mit Ethanol gefällt und das Pellet in ca. 20 µL Wasser resuspendiert. Aufrei-
nigung erfolgt über ein denaturierendes Polyacrylamidgel oder ein Aliquot des Ansatzes wird
direkt für die 5'-Markierung von Nukleinsäuren eingesetzt (vgl. 5.2.5.5).

CIAP-Puffer 10x

Reagenz MW Konzentration benötigt für 10 mL

NaCl 58.44 500 mM 0.29 g

Tris 121.14 100 mM 0.12 g

MgCl2 95.3 100 mM 95 mg

DTT 154.2 10 mM 15 mg

ATP 507.18 10 mM 51 mg

pH-Wert auf 7.9 einstellen.
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CIAP-Ansatz (50 µL)

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

CIAP-Puffer 5 µL 10x 1x

RNA 5 µL 30 µM 3 µM (150 pmol)

BSA 5 µL 10x 1x

CIAP 0.3 µL 57 U/µL 0.17 U/µL

Wasser 34.7 µL

Inkubation: 15 Minuten, 37°C

CIAP 0.15 µL

Inkubation: 15 Minuten, 55°C

EDTA 0.5 µL 0.5 M 5 mM

Inkubation: 10 Minuten, 75°C

5.2.5.5 5'-Phosphorylierung

Um DNA oder RNA am 5’-Ende radioaktiv zu markieren, wird mittels T4-Polynukleotidkinase

phosphoryliert. Dazu werden die Template bei 37°C mit [γ-32P]-ATP und T4-PNK für
30 - 60 Minuten inkubiert.

Kinasierung (20 µL):

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

RNA/DNA-Templat 1 µL 10 µM 0.5 µM (10 pmol)

T4-PNK Puffer 2 µL 10x 1x

[γ-32P]-ATP 3 µL 10 µCi/µL 1.5 µCi/µL

RNasin 0.3 µL 40 U/µL 0.6 U/µL

T4-Polynukleotidkinase 2 µL 10 U/µL 1 U/µL

Wasser 9.7 µL

Durch Zugabe von 1 µL 0.5 M EDTA wird die Reaktion gestoppt und anschließend die Nuk-
leinsäure durch Ethanolfällung reisoliert und über ein Polyacrylamidgel gereinigt.

5.2.5.6 3'-Markierung

Um DNA am 3'-Ende radioaktiv zu markieren wird diese mit Terminaler Deoxynukleoti-

dyltransferase (Tdt) in Gegenwart von [α-32P]-pCp umgesetzt. Für eine Stunde wird der An-
satz bei 37°C inkubiert.
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Tdt-Ansatz (50 µL)

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

Tdt-Puffer 10 µL 5x 1x

DNA 1.5 µL 10 µM 0.3 µM (15 pmol)

[α-32P]-pCp 1 µL 10 µCi/µL 0.2 µCi/µL

Tdt 1.5 µL 28 U/µL 0.84 U/µL

5.2.5.7 RNase H Verdau

Um die spezifische Abspaltung der RNA vom Fusionsmolekül zu erzielen wird dieses mit
dem DNA-Splint (2 µM) versetzt. Dieser hybridisiert an der Verknüpfungsstelle zwischen der
RNA und dem Linker. So wird ein doppelsträngiges DNA:RNA Hybrid gebildet, welches von
RNase H verdaut werden kann. Der 50 µL Reaktionsansatz in 1x RT-Puffer wird für etwa
60 Minuten bei 37°C inkubiert. Das RNA-Molekül wird vom Fusions-Molekül abgespalten,
wobei ein Molekül zurückbleibt, welches aus dem Peptid und dem daran gekoppelten Linker
besteht. Durch einen Gel shift zu höherer Mobilität kann dieses Ergebnis sichtbar gemacht

werden.

5.2.5.8 Alkalische Hydrolyse

Da RNA weniger stabil als DNA ist, kann diese spezifisch durch alkalische Hydrolyse gespal-
ten werden. Dieser Versuch wird als Kontrolle zum unter 5.2.5.7 beschriebenen RNase-
Verdau durchgeführt. Das Fusionsmolekül wird dazu mit 1 M KOH in einer Endkonzentration
von 100 mM versetzt und der Ansatz anschließend für 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Die
RNA wird dabei gespalten, der DNA-Teil bleibt bestehen. Nach der Reaktion wird die Lösung
vor dem Auftragen auf das Gel mit Salzsäure neutralisiert.

5.2.5.9 RNase-Test

Um Kontamination von Puffern mit RNasen, die den Selektionsverlauf entscheidend stören
können, zu vermeiden, werden alle verwendeten Puffer auf RNase-Aktivität überprüft. Dazu
wird radioaktiv markierte RNA (etwa 1000 cpm) in 25 µL des entsprechenden Puffers für
mindestens 4 Stunden inkubiert. Anschließend wird Polyacrylamid-Ladepuffer zugegeben
und ein Gel gefahren. Nach etwa 20 Minuten wird das Gel abgenommen und auf einen
Phosphorimagerscreen exponiert. Als Positiv-Kontrolle wurde die RNA mit etwas Speichel
versetzt, der sicher die Degradation bewirkte.

5.2.5.10 RNA-DNA-Ligation

Für die Ligation von RNA mit dem DNA-Puro-Molekül wird die T4-DNA-Ligase im Gemisch
mit der T4-RNA-Ligase verwendet. RNA, DNA-Puro und Splint werden im Verhältnis 1:1:1.6
zusammen pipettiert, die entsprechende Menge Wasser zugegeben und der Ansatz an-
schließend für 1 Minute bei 95°C inkubiert. Daraufhin werden der Puffer, RNasin, sowie die
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Ligasen zugefügt und der Reaktionsansatz für 5 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelas-
sen. Die Aufreinigung erfolgt über denaturierende Polyacrylamidgele und Ethanolpräzipitati-
on.

Ligations-Ansatz (250 µL)

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

RNA 25 µL 100 µM 10 µM

DNA-Puro 25 µL 100 µM 10 µM

Splint 40 µL 100 µM 16 µM

Denaturierung bei 95°C für 1 Minute

Wasser 123.7 µL

T4-DNA-Ligase-Puffer 25 µL 10x 1x

T4-DNA-Ligase 5 µL 2000 U/µL 40 U/µL

T4-RNA-Ligase 6.3 µL 2 U/µL 0.05 U/µL

Die ligierten Moleküle werden nach der Aufreinigung noch zusätzlich über NAP-5 Säulen
entsalzt.

5.2.5.11 Restriktionsverdau doppelsträngiger DNA

Unit-Definitionen und Pufferbedingungen werden den Protokollen des Herstellers entnom-
men. Zur Klonierung werden 1 µg Plasmid pGEM-4Z (Sequenz und Vektorkarte siehe in
50 µL 1x NEBuffer 1 mit 5 U KpnI unter Zusatz von 1x BSA-Lösung für 1 Stunde bei 37°C
verdaut. Anschließend wird mit Wasser auf 200 µL aufgefüllt und nach Zugabe von 20 µL
NaOAc mit Ethanol gefällt. Das Pellet wird in Wasser resuspendiert und in den nächsten
Verdau eingesetzt. Hier wird die DNA in 50 µL 1x NEB U Puffer mit 5 U BamHI und Zugabe
von 0.5 µL 100x BSA-Lösung wiederum für 1 Stunde bei 37°C verdaut. Nach Denaturierung
der Enzyme für 20 Minuten bei 65°C wird die DNA nochmals gefällt und daraufhin die Voll-
ständigkeit der Spaltung auf einem 0.7%-igen Agarosegel kontrolliert. Das linearisierte Plas-
mid reinigt man anschließend über ein 0.7%-iges LMP-Agarosegel (siehe 5.2.2.2). Für einen
vollständigen Restriktionsverdau der doppelsträngigen linearen DNA aus der Selektion wer-
den 5 µg dsDNA mit 1 U Restriktionsenzym pro µg DNA inkubiert (1 Stunde, 37°C) und wie
oben beschrieben weiter behandelt. Zur Reinigung wird die DNA auf einem 2%-igen LMP-
Agarosegel bei 70 V aufgetrennt.

5.2.5.12 Ligation von doppelsträngiger DNA

Durch Ligation werden rekombinante Plasmide erzeugt, die anschließend in E. coli Bakterien

transformiert werden (siehe 5.2.7.6). Dazu werden ca. 100 ng linearisiertes Plasmid
pGEM-4Z (Sequenz siehe Anhang) mit dem 4-fachem Überschuss an geschnittenem Oligo-
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nukleotid in Gegenwart von 400 U (≅ 6 Weiß-Units) T4 DNA-Ligase inkubiert. Die Ligation
erfolgt in 20 µL 1x Ligationspuffer über Nacht bei 16°C. Als Kontrollreaktionen, die ebenfalls
in die Transformation eingesetzt werden, dienten Ligationsansätze ohne Insert (Kontrolle auf
Religation des Plasmids) und Ligationsansätze in Abwesenheit von Insert und Enzym (Kon-
trolle auf Kontamination).

5.2.5.13 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen werden nach der Kettenabbruchmethode unter Verwendung der
T7 Sequencing Kit durchgeführt. Gemäß den Angaben des Herstellers erfolgt die Reaktion
nach dem „quick annealing protocol“ und der „read short procedure“ in Gegenwart von

[α-35S]-ATP.

Die Sequenzierung von DNA wird nach der von SANGER entwickelten Didesoxymethode[111]

durchgeführt. Um das DNA-Templat alkalisch zu denaturieren, werden 8 µL der unter 5.2.7.4
erhaltenen DNA-Lösung zusammen mit 2 µL (10 pmol) Universalprimer und 1.5 µL einer
1.000 M NaOH in einem Gesamtvolumen von 11.5 µL gemischt, kurz zentrifugiert und für
5 Minuten bei 65°C inkubiert. Anschließend wird die Probe in ein 37°C Wasserbad überführt
und rasch mit 1.5 µL einer 1.000 M HCl und 2 µL des Hybridisierungspuffers versetzt. Nach
vorsichtigem Mischen wird für weitere 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach werden die
Reaktionsgefäße für 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und gleichzeitig mit der
Sequenzierungsreaktionen begonnen. Dazu werden auf einer Mikrotiterplatte mit 72 Vertie-
fungen für jede Sequenzreaktion je 2.5 µL Terminationslösungen für A, C, G und T aufgetra-
gen und bei 37°C vorgewärmt. Zu den einzelnen Sequenzierungsreaktionen werden jeweils

3 µL des Labelling Mix, 1 µL radioaktiv markiertes [α-35S]-ATP und 2 µL der auf die Arbeits-

konzentration verdünnten T7 DNA Polymerase pipettiert und anschließend für 5 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Für die Termination der Reaktionen werden je 4.5 µL der
Sequenzierungsansätze mit je einer der Terminationslösungen auf der Mikrotiterplatte ver-
mischt, 5 Minuten bei 37°C inkubiert und danach mit jeweils 5 µL Stopp-Lösung versetzt. Die
in den Sequenzierungsreaktionen entstandenen DNA-Fragmente werden anschließend auf
einem analytischen, denaturierenden 8%-igen Polyacrylamidgel (siehe 5.2.2.3) aufgetrennt.
Hierzu werden Aliquots von 3 µL in neue Mikrotiterplatten überführt, für 1 Minute bei 95°C
denaturiert und 1.5 µL auf das Gel aufgetragen Nach dem Trocknen des Gels werden die
Banden durch Autoradiographie sichtbar gemacht, ausgelesen und analysiert.

5.2.5.14 In vitro Translation

Für die in vitro Translation wird Kaninchen-Retikulozyten-Lysat verwendet. Die translatierten

Peptide und deren Fusionsprodukte werden über Tricin-SDS-Gele aufgetrennt und durch
Markierung mit radioaktivem [35S]-Methionin detektiert.

Alle gelieferten Komponenten werden bei -80°C aufbewahrt. Kalium und Magnesium werden
in den Reaktionsansatz gesondert zugegeben, der Lysatanteil liegt bei nur 30%. Der Stan-
dard-Ansatz kann bis zu einem Reaktionsvolumen von 1 mL beliebig gewählt werden.
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Translation (100 µL)

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration

mRNA Display Templat 4 µL 10 µM 400 nM

Aminosäure-Mix Met- 8 µL 12.5x 1x

[35S]-Methionin 8 µL 10 µM 800 nM

KCl 1 µL 2.5M 25 mM

Mg(OAc)2 1 µL 25 mM 0.25 mM

RNasin 2.5 µL 40 U/µL 1 U/µL

Wasser 45.5 µL

Rabbit Reticulocyte Lysate 30 µL 100% 30% (v/v)

Die Ansätze werden für 60 Minuten bei 30°C inkubiert.

Nach dem Translationsschritt wird für die Fusion und um die Ausbeute an Peptid-Fusions-
Molekülen zu erhöhen die Konzentration an Kalium- und Magnesiumionen durch Zugabe von
Kaliumchlorid (4 M KCl) und Magnesiumacetat (1 M Mg(OAc)2) auf final 300 mM K+ und
100 mM Mg2+ eingestellt und die Probe 10 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Um die entstandenen fusionierten mRNA-Peptide aus dem Ribosom zu lösen wird der
Translationskomplex durch Zugabe von EDTA (final 100 mM) und Inkubation bei Raumtem-
peratur für 30 Minuten zerstört. Danach erfolgt die Auswertung bzw. Aufarbeitung.

5.2.6 Chromatographie

5.2.6.1 Affinitätschromatographie mit Oligo dT Cellulose

Um das nach der Translation erhaltene Fusions-Produkt von den störenden Proteinen des
Lysats abzutrennen wird das Lysat über eine Oligo dT Cellulose Säule gegeben. Durch die
im DNA-Teil des Linkers enthaltenen Poly-dA-Region ist eine Bindung der Fusionsmoleküle
an die Säule möglich. Alle anderen Proteine werden nicht zurückgehalten und ausgewa-
schen. Die Bindungskapazität der Oligo dT Matrix beträgt etwa 200 nmol/g Cellulose.

Die Translationsproben werden 1:15 oder 1:20 mit Oligo dT Bindungspuffer verdünnt. In eine
mit einer Fritte abgeschlossenen Säule (PolyPrep) wird etwa Oligo dT Cellulose (2 mg pro
mL verdünnter Translation) eingewogen (maximal 20 mg, sonst verstopft die Säule). An-
schließend wird 3 mal mit 1 mL Wasser gewaschen, um eventuell lösliche kleine Partikel aus
der Fritte und dem Säulenmaterial zu entfernen. Daraufhin wird zur Äquilibrierung des Säu-
lenmaterials mit 1000 µL Oligo dT Bindungspuffer gewaschen. Die verdünnten Lysate wer-
den bei 4°C für 60 Minuten bei leichtem Schütteln (800 rpm) mit der Oligo dT Cellulose inku-
biert. Nach dem Entfernen des Durchflusses, der entweder nochmals über die Säule gege-
ben oder sogleich verworfen wird, wird 3 - 4 mal mit 1 mL Oligo dT Bindungspuffer und 1 mal
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mit 1 mL mit Oligo dT Waschpuffer nachgewaschen. Elution der gebundenen Moleküle er-
folgt mit 2 mal 250 µL reinem Wasser, das genügend denaturierende Wirkung hat, um die
hybridisierten DNA Stränge aufzuschmelzen. Die Waschfraktionen und die einzelnen Eluate
werden in Eppendorf-Gefäßen aufgefangen und die Radioaktivität der jeweiligen Proben im
Vergleich mit dem vollen Lysat am Szintillationszähler gemessen. Die Elutionsfraktionen
werden vereinigt und für die weiteren Schritte eingesetzt.

Oligo dT Bindungspuffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 100 mL

KCl 74.6 1 M 7.46 g

Tris 121.14 100 mM 1.21 g

Triton X-100 643.37 0.25% (v/v) 250 µL

Oligo dT Waschpuffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 100 mL

KCl 74.6 100 mM 746 mg

Tris 121.14 10 mM 121 mg

Triton X-100 643.37 0.25% (v/v) 250 µL

5.2.6.2 Affinitätschromatographie mit Ni-NTA Agarose

Ni-NTA Affinitätschromatographie wird dazu benutzt, um Proteine, die einen His6-tag tragen
aufzureinigen. Die Agarosematrix enthält immobilisierte Ni2+-Ionen, welche die Histidin-Reste
aus dem Protein komplexieren. Diejenigen Proteine, die keinen His6-tag tragen, werden nicht
an die Matrix binden und können somit von der Säule gewaschen werden. Unter Umständen
kann es nötig sein, während der ganzen Aufreinigung denaturierende Bedingungen aufrecht
zu halten, indem man jedem Puffer Guanidiniumhydrochlorid zusetzt. Die Elution von der
Säule erfolgt spezifisch mittels Imidazol, welches mit den Histidinresten der Proteine um die
Komplexierung kompetitiert.

In einer Einwegsäule können etwa 100 – 200 µL der Ni-NTA Agarose verwendet werden.
Typischerweise beträgt die Bindungskapazität der Ni-NTA Superflow Agarose circa
300 nmol/mL gequollener Matrix. Für ein Säulenvolumen von 100 µL werden 200 µL der
50/50 Aufschlämmung der Agarose verwendet und in eine Säule gefüllt. Anschließend wird 3
mal mit 1000 µL Wasser gewaschen und 1 mal mit 1000 µL 1x Ni-NTA Bindungspuffer. Die
Proteinprobe wird mit 2x Ni-NTA Bindungspuffer im Verhältnis 1:1 verdünnt und mit der Mat-
rix in der verschlossenen Säule für 60 Minuten bei 4°C unter Schütteln inkubiert. Daraufhin
wird der Puffer entfernt und die Agarose nach folgendem Schema gewaschen:
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Waschen, 2 x mit 500 µL Ni-NTA Waschpuffer-1.

Waschen, 1 x mit 500 µL Ni-NTA Waschpuffer-1 : Ni-NTA Waschpuffer-2 = 4 : 1

Waschen, 1 x mit 500 µL Ni-NTA Waschpuffer-1 : Ni-NTA Waschpuffer-2 = 3 : 2

Waschen, 1 x mit 500 µL Ni-NTA Waschpuffer-1 : Ni-NTA Waschpuffer-2 = 2 : 3

Waschen, 1 x mit 500 µL Ni-NTA Waschpuffer-1 : Ni-NTA Waschpuffer-2 = 1 : 4

Waschen, 1 x mit 500 µL Ni-NTA Waschpuffer-2

Waschen, 2 x mit 500 µL Ni-NTA Waschpuffer-2 : Ni-NTA Elutionspuffer 2 = 19 : 1

Die Elution erfolgt 2 x mit 250 µL Ni-NTA Elutionspuffer bei 4°C für jeweils 30 Minuten unter
Schütteln. Die Elutionsfraktionen werden vereinigt und optional um Reste des Säulenmateri-
als zu entfernen durch ein 0.2 µm Filtertube zentrifugiert. Um eventuell miteluierte Nickelio-
nen zu binden wird das Eluat mit 0.5 M EDTA Lösung auf eine finale Konzentration von
5 mM eingestellt.

Denaturierender 2x Ni-NTA Bindungspuffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 100 mL

Guanidinhydrochlorid 95.5 6 M 57.4 g

NaCl 58.4 1 M 5.86 g

Na2HPO4 142 200 mM 2.84 g

Tris 121.14 20 mM 242 mg

Triton X-100 643.37 0.5% (v/v) 500 µL

β-Mercaptoethanol 78.1 200 mM 1402 µL

pH-Wert auf 8.0 einstellen.

Denaturierender 1x Ni-NTA Bindungspuffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 100 mL

Guanidinhydrochlorid 95.5 3 M 28.7 g

NaCl 58.4 500 mM 2.93 g

Na2HPO4 142 100 mM 1.42 g

Tris 121.14 10 mM 121 mg

Triton X-100 643.37 0.25% (v/v) 250 µL

β-Mercaptoethanol 78.1 100 mM 701 µL

pH-Wert auf 8.0 einstellen.
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Denaturierender Ni-NTA Waschpuffer-1

Reagenz MW Konzentration benötigt für 100 mL

Harnstoff 60.1 8 M 48.1 g

NaCl 58.4 500 mM 2.93 g

NaH2PO4 120 100 mM 1.20 g

Tris 121.14 10 mM 121 mg

Triton X-100 643.37 0.25% (v/v) 250 µL

β-Mercaptoethanol 78.1 100 mM 701 µL

pH-Wert auf 6.3 einstellen.

Ni-NTA Waschpuffer-2

Reagenz MW Konzentration benötigt für 100 mL

NaCl 58.4 500 mM 2.93 g

Tris 121.14 10 mM 121 mg

Triton X-100 643.37 0.25% (v/v) 250 µL

β-Mercaptoethanol 78.1 100 mM 701 µL

pH-Wert auf 8.0 einstellen.

Ni-NTA Elutionspuffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 100 mL

NaCl 58.4 500 mM 2.93 g

Tris 121.14 10 mM 121 mg

Triton X-100 643.37 0.25% (v/v) 250 µL

Imidazol 68.1 250 mM 1.70 g

β-Mercaptoethanol 78.1 100 mM 701 µL

pH-Wert auf 8.0 einstellen.

5.2.6.3 Entsalzung über NAP-Säulen

Für die Entsalzung oder Umpufferung von Proben werden NAP-Säulen verwendet. Die Pro-
be wird auf eine vorher mit Wasser oder Puffer äquilibrierte Säule gegeben und anschlie-
ßend mit Wasser oder dem entsprechenden Puffer eluiert. Das dabei zum Einsatz kommen-
de Prinzip der Größenausschlussfiltration beruht darauf, dass kleine Moleküle und Salze
länger auf der Säule verbleiben und größere, wie die Oligonukleotide schneller wieder aus-
gewaschen werden. Bei mRNA Display Proben werden die Säulen zusätzlich vorher mit
Lachssperma DNA (Salmon Sperm DNA) und BSA geblockt.
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Am Beispiel einer NAP-5-Säule wird das Vorgehen erläutert. Zuerst wird über die Säule
10 mL Wasser gegeben und daraufhin 1000 µL einer Lösung von 1 mg/mL Lachssperma
DNA und 0.1 mg/mL BSA. Wiederum wird mit 10 mL Wasser nachgewaschen und die Probe
in einem Volumen von insgesamt 500 µL in die Säule einlaufen lassen. Anschließend wird
dann mit 1000 µL Wasser eluiert.

Salmon Sperm DNA und BSA

Reagenz Konzentration benötigt für 1000 µL

Salmon Sperm DNA (10 mg/mL) 1 mg/mL 100 µL

BSA (10 mg/mL) 0.1 mg/mL 10 µL

H2O 890 µL

5.2.6.4 Reinigung von Nukleinsäuren über Sephadex G-50

Die doppelsträngige DNA nach der Large Scale PCR kann von Salzen, Nukleotiden und

Primern durch Gelfiltration von gereinigt werden. Längere Primer (> 20 Basen) kann jedoch
nur durch wiederholte Reinigung abgetrennt werden. Dazu werden mit Glaswolle verschlos-
sene spezielle Glassäulen (0.7 x 20 cm) mit ca. 8 mL gequollenem Sephadex G-50-Material
befüllt und mit Wasser äquilibriert. Nach Auftrag der Nukleinsäurelösung in maximal 1 mL
Probenvolumen wird mit mehreren Säulenvolumina Wasser eluiert (Elutionsgeschwindigkeit:
ca. 100 µL/min). Der Durchlauf wird in Fraktionen von jeweils 400 µL gesammelt und die
Nukleinsäure-Konzentration darin photometrisch bestimmt (siehe 5.2.1.3). Die Fraktionen,
welche die gereinigte DNA enthalten werden vereinigt und mit Ethanol gefällt (siehe 5.2.1.2).

5.2.7 Bakterienkulturen

5.2.7.1 Plattenkultur

Die Anzucht von E. coli Bakterien erfolgt durch Ausstreichen von Flüssigkulturen auf sterile

LB-Agar-Platten. Zur Selektion werden dem Medium zusätzlich Ampicillin (Endkonzentration
50 µg/mL) zugesetzt (LB-Amp-Platten). Für die Detektion werden die LB-Amp-Platten mit
20 µL einer 0.2 M IPTG-Lösung und 20 µL einer 10%-igen X-Gal-Lösung vorbehandelt, wel-
che gleichmäßig auf der Oberfläche der Platte mittels eines Drigalski-Spatels verteilt werden.
Die Inkubation der Bakterienkulturen erfolgt über Nacht bei 37°C im Brutschrank.

5.2.7.2 Flüssigkultur

Von der Plattenkultur entnommene Einzelkolonien werden in 5 mL LB-Amp-Medium über-
führt und über Nacht bei 37°C und 220 rpm bebrütet. Die Übernachtkulturen verwendete
man anschließend zur Präparation von Plasmid-DNA.



5.2.7 Bakterienkulturen Material und Methoden

- 97 -

5.2.7.3 Glycerinkultur

Zum Anlegen von Glycerinkulturen werden 750 µL Flüssigkultur vorsichtig mit 750 µL Glyce-
rin-Medium vermischt, 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschließend
bei -80°C eingefroren.

5.2.7.4 Plasmidisolierung

Nach dem Anfertigen der Glycerinkulturen aus den unter 5.2.7.2 hergestellten Flüssigkultu-
ren wird das enthaltene Plasmid mit dem MiniPrep Extraction Kit nach den Angaben des

Herstellers isoliert. Zur Elution der DNA von der Säule wird allerdings abweichend Wasser
mit einer Temperatur von 70°C anstelle von Raumtemperatur verwendet.

5.2.7.5 Medien und Stocklösungen

LB-Agar-Medium

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Bacto Trypton 1.0% (w/v) 10 g

Bacto Agar 1.5% (w/v) 15 g

Hefeextrakt 0.5% (w/v) 5 g

NaCl 58.44 0.5% (w/v) 5 g

1 M NaOH 40 1 mM 1 mL

LB-Flüssig-Medium

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Bacto Trypton 1.0% (w/v) 10 g

Hefeextrakt 0.5% (w/v) 5 g

NaCl 58.44 0.5% (w/v) 5 g

1 M NaOH 40 1 mM 1 mL

Nach dem Autoklavieren wird das Medium auf 50 - 60°C temperiert und daraufhin mit Ampi-
cillin (Endkonzentration 50 µg/mL) versetzt.

Glycerin-Medium

Reagenz MW Konzentration benötigt für 100 mL

Glycerin 92.09 65% (v/v) 65 mL

1 M MgSO4 120.37 0.1 M 10 mL

1 M Tris pH 8.0 121.14 25 mM 2.5 mL
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SOB-Medium

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Bacto Trypton 2% (w/v) 20 g

Hefeextrakt 0.5% (w/v) 5 g

NaCl 58.44 0.2% (w/v) 2 g

1 M MgCl2 95.21 10 mM 10 mL

1 M MgSO4 120.37 10 mM 10 mL

SOC-Medium

Reagenz MW Konzentration benötigt für 100 mL

SOB-Medium 100 mL

2 M Glucose 180.16 20 mM 2 mL

Ampicillin-Stocklösung: 100 mg/mL in 50% EtOH

X-Gal-Stocklösung: 10% (w/v) in DMF

IPTG-Stocklösung: 0.2 M in H2O

5.2.7.6 Transformation von E. coli

Zur Transformation von E. coli Bakterien mischte man die Hälfte eines 20 µL Ligationsansat-

zes mit 50 µL frisch aufgetauten, kompetenten Zellen (freundlicherweise von M. KNIEPS zur
Verfügung gestellt). Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis werden die Zellen für 40 Sekunden
auf 37°C erwärmt und anschließend nochmals für 2 Minuten auf Eis gestellt. Dann wird der
Transformationsansatz in 500 µL auf 37°C vorgewärmtes SOC-Medium überführt, vorsichtig
mit der Pipette durchmischt und für 45 Minuten bei 37°C unter leichtem Schütteln inkubiert.
50 – 100 µL dieser Lösung wird auf vorbehandelte LB-Amp-Platten (siehe 5.2.7.1) ausgestri-
chen. Die Platten werden bei RT inkubiert, bis die Bakteriensuspension vollständig eingezo-
gen ist und anschließend über Nacht bei 37°C bebrütet.

5.2.8 Aufreinigung der T7-RNA-Polymerase

5.2.8.1 Herstellung der Übernachtkultur

Die T7-RNA-Polymerase wird aus E. coli Zellen vom Stamm BL21/pAR1219 gewonnen, die

dieses Protein exprimieren können. Dazu wird ein kleiner Teil diese Glycerin-Kultur mittels
einer Pipettenspitze in ein 50 mL-Schraubdeckelfalcon mit etwa 40 mL fertigem TBG-
Medium gegeben. Anschließend ließ man die Zellen über Nacht bei 37˚C in einem Inkubati-
onsschüttler wachsen.
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TBG-Medium

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Bacto Trypton 1% (w/v) 10 g

NaCl 58.44 0.5% (w/v) 5 g

Autoklavieren.

Puffer A

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Tris 121.14 50 mM 6.06 g

NaCl 58.44 20 mM 1.17 g

EDTA 372.2 2 mM 0.74 g

DTT 154.2 1 mM 0.15 g

pH-Wert auf 8.1 einstellen.

Puffer B

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Tris 121.14 50 mM 6.06 g

NaCl 58.44 20 mM 1.17 g

EDTA 372.2 2 mM 0.74 g

DTT 154.2 1 mM 0.15 g

PMSF 174.19 190 µM 33 mg

Benzamidin 120.15 100 mM 12.02 g

Bacitracin 1307.61 10 µg/mL 10 mg

Leupeptin 427.57 10 µg/mL 10 mg

pH-Wert auf 8.1 einstellen.

Puffer C

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Na3PO4 163.94 20 mM 3.28 g

EDTA 372.2 1 mM 0.37 g

DTT 154.2 1 mM 0.15 g

Glycerin 92.09 5% 50 mL

pH-Wert auf 8.1 einstellen.
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5.2.8.2 Induktion der Zellen

Der Inhalt des Schraubgefäßes wird in 1 Liter des TBG-Mediums gegeben und bei 37˚C im
Inkubator aerob geschüttelt. Bei einer Wellenlänge von 600 nm wird in zeitlichen Abständen
die Optische Dichte (OD) der Kultur gemessen. Bei einer OD von ~0.5 werden die Zellen
durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration: 0.5 mM) induziert und somit die Bildung des
Proteins stimuliert.

5.2.8.3 Aufreinigung des Proteins

Nach der Induktion werden die E. coli Zellen für weitere 4 Stunden bei 37˚C wachsen gelas-

sen und anschließend durch Zentrifugation für 10 Minuten bei 4.500 rpm pelletiert. Die ab-
zentrifugierten Zellen werden in Puffer B resuspendiert und anschließend mit 100 µL Lyso-
zym, 10 µL Leupeptin versetzt und die Zelllösung bei 4°C für 20 Minuten im Überkopfschütt-
ler gemischt. Durch das Lysozym wird dabei die Zellmembran zerstört. Zur Vervollständigung
der Lyse wird noch 150 mg Natriumdeoxycholat, gelöst in 5 mL Puffer A hinzugegeben und
nochmals für 20 Minuten stehen gelassen. Hin und wieder wird kurz geschüttelt. Um die Vis-
kosität der Lösung zu verringern wird auf Eis (um der Wärmeentwicklung entgegenzuwirken)
sonifiziert (mit Ultraschall behandelt). 10 mL einer 2 M Ammoniumsulfatlösung werden zuge-
geben und das Volumen anschließend mit Puffer B auf 100 mL aufgefüllt, was unter Um-
ständen durch die Schaumbildung erschwert ist. Von einer 10%-igen Lösung von Polymin P
(Polyethylenimin, mit 32% HCl auf pH 8.0 eingestellt) werden 10 mL unter Kühlung auf Eis
hinzugefügt. Nach 20 Minuten wird das Präzipitat durch Zentrifugation bei 39.000 x g abge-
trennt und der Niederschlag verworfen. Der Überstand wird daraufhin auf Eis langsam mit
0.82 Volumen einer gesättigten Ammoniumsulfatlösung (gesättigt bei Raumtemperatur, mit
Tris auf pH 7.0 eingestellt, durch 0.45 µm Spritzenaufsatzfilter gereinigt, bei 4˚C gekühlt)
versetzt, wobei spezifisch nur die T7-RNA-Poymerase ausfällt. 15 Minuten lang wird auf Eis
gerührt und anschließend das Präzipitat durch zentrifugieren für 10 Minuten bei 12.000 x g
abgetrennt. Dieses wird in 15 mL Puffer C, welcher 100 mM Natriumchlorid enthält, re-
suspendiert. Über Nacht wird gegen 2 mal 1 Liter Puffer C mit 100 mM NaCl dialysiert. Der
Niederschlag wird durch erneutes Zentrifugieren (12.000 x g, 10 Minuten) abgetrennt und
verworfen. Der Überstand der Dialyse wird für die Säulenchromatographie vorbereitet. Dazu
wird dieser mit 1 Volumen Puffer C (ohne NaCl!) versetzt, um eine Ionenstärke von 50 mM
NaCl einzustellen, wobei hierzu etwa 16 mL nötig sind.

5.2.8.4 Säulenchromatographie

Eine gereinigte Säule (Durchmesser 1.5 cm, Länge 10 cm) wird mit SP-Sepharose FF ge-
packt. Über Nacht wird die Säule an eine pneumatische Pumpe angeschlossen und mit Puf-
fer C (mit 50 mM NaCl) bei einer Flussrate von 1 mL/min äquilibriert. Die T7-Lösung (ca.
35 mL) wird auf die Säule aufgebracht und vollständig in das Säulenmaterial einlaufen las-
sen. Daraufhin werden mit 10 Säulenvolumen Waschpuffer (Puffer C mit 50 mM NaCl) alle
nicht bindenden Proteine weggewaschen und die T7-RNA-Polymerase anschließend mit
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Elutionspuffer (Puffer C mit 200 mM NaCl) von der Säule eluiert. In einem Fraktionensamm-
ler werden die Säuleneluate zu jeweils 1 mL (ca. 35 Tropfen) gesammelt, wobei die Tropfge-
schwindigkeit bei etwa 6 Tropfen pro Minute liegt. Um festzustellen, in welchen Fraktionen
sich Protein befindet, werden die Proteinkonzentration mittels des sog. BioRad-Assay ermit-
telt.

5.2.8.5 BioRad-Assay

In einem 96-er well plate wird in jede Vertiefung 200 µL einer 1:5 Verdünnung der BioRad-

Lösung pipettiert. Anschließend gibt man 10 µL der jeweiligen Fraktionen zu, wartet kurz und
misst dann in einem Lesegerät für Mikrotiterplatten die OD bei einer Wellenlänge von
595 nm. Die Fraktionen mit den höchsten Proteinkonzentrationen werden für die weitere
Aufarbeitung verwendet. Da eine hohe Proteinkonzentration nicht unbedingt mit einer hohen
Konzentration an T7-RNA-Poymerase einhergeht, wird zur Überprüfung ein Glycin-SDS-Gel
(siehe 5.2.2.5) mit den in Frage kommenden Fraktionen angefertigt. Diejenigen Fraktionen
mit der größten Menge an T7-Polymerase werden vereinigt und der Dialyse unterworfen.

5.2.8.6 Dialyse

Die Dialyse zum spezifischen Ausfällen der T7-Polymerase erfolgt in Dialyseschläuchen mit
einer Ausschlussgrenze von 2000 Da. Es wird für 15 Stunden gegen 2 mal 750 mL Puffer C
mit 10 mM NaCl dialysiert. Das ausgefallene Enzym wird durch Zentrifugation für 5 Minuten
bei 10.000 x g abgetrennt. Das präzipitierte Enzym wird in 10 mL Puffer C mit 100 mM NaCl
gelöst und anschließend über Nacht gegen 900 mL Puffer C mit 100 mM NaCl und 50% Gly-
cerin dialysiert. Der Inhalt des Dialyseschlauchs (ca. 2.5 – 3 mL) wird entnommen und mit-
tels des BioRad-Assays (siehe 5.2.8.5) wird erneut die Konzentration bestimmt. Die Reinheit
des Enzyms wird durch nochmalige Glycin-SDS-Gelelektrophorese (vgl. 5.2.2.5) überprüft.
Bei einer ermittelten Konzentration von 0.1 mg/mL und einer spezifischen Aktivität von
400.000 U/mg liegt die Aktivität der aufgereinigten T7-RNA-Polymerase bei 40 U/µL.

5.2.9 Selektion

5.2.9.1 Herstellung der Selektionsmatrix

Für die Kopplung des α-Thrombins an ein geeignetes Säulenmaterial wird Cyanogenbromid-
aktivierte (CNBr-aktivierte) Sepharose verwendet und grundsätzlich nach den Angaben des
Herstellers vorgegangen. Das Protein wird dabei in einer Konzentration von 1 mg/mL Säu-
lematerial eingesetzt. Zusätzlich zur Selektionsmatrix wird noch eine nicht-derivatisierte Säu-
le vorbereitet, die in der Selektion zur Präselektion dienen soll. Man wiegt dazu 2 mal 0.57 g
CNBr-aktivierte Sepharose 4B ab, überführt diese in eine 8 mL Einwegsäule und versetzt mit
etwa 4 mL 1 mM HCl. Die Sepharose schwillt auf und es bildet sich das Gelmaterial aus (ca.
2 mL). Anschließend wird über einer Filternutsche mit etwa 110 mL der 1 mM HCl das Säu-
lenmaterial gewaschen. Daraufhin wird gegen den Kopplungspuffer ausgetauscht und die
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Säule bei Raumtemperatur für 2.5 Stunden prähydrolysiert, wodurch die Kopplungsaktivität
reduziert wird, was später Mehrfachbindungen der Proteine an die Säule verringert. 2 mg

α-Thrombin werden in 2.8 mL Kopplungspuffer gelöst, mit der prähydrolysierten Matrix ge-
mischt und alles für 1 Stunde im Überkopfschüttler bei Raumtemperatur geschüttelt. Der
Kopplungspuffer wird abfiltriert und der überschüssige, nicht gebundene Ligand wird mit
5 Säulenvolumen (= 10 mL) Kopplungspuffer weggewaschen und im Anschluss werden die
noch verbliebenen reaktiven Gruppen durch Zugabe von Blockierungspuffer (2 Stunden Ste-
hen bei Raumtemperatur) abgefangen und geblockt. Das fertige Produkt wird in 3 Zyklen mit
Lösungen unterschiedlichen pH-Wertes gewaschen (Waschpuffer 1 gefolgt von Waschpuf-
fer 2). Die Matrix wird zur weiteren Verwendung als eine 50/50-Suspension in Selektionspuf-
fer bei 4°C aufbewahrt. Zur Kontrolle der Kopplung wird jeweils eine Probe der Proteinlösung
vor und nach dem Kopplungsschritt genommen und auf einem Tricin-SDS Gel analysiert.

Kopplungspuffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

NaHCO3 84.01 0.1 M 8.4 g

NaCl 58.44 0.5 M 29.22 g

pH-Wert auf 8.3 einstellen.

Blockierungpuffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 500 mL

1 M Tris 121.14 0.1 M 50 mL

pH-Wert auf 8.0 einstellen.

Waschpuffer 1

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

3 M NaOAc 82.03 0.1 M 33.3 mL

5 M NaCl 58.44 0.5 M 100 mL

pH-Wert auf 4.0 einstellen.

Waschpuffer 2

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

1 M Tris 121.14 0.1 M 100 mL

5 M NaCl 58.44 0.5 M 100 mL

pH-Wert auf 8.0 einstellen.
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5.2.9.2 Durchführung der Selektion

Die gereinigten (5.2.6.1 & 5.2.6.2) und revers transkribierten (siehe 5.2.5.3) mRNA Display
Peptide werden über eine NAP-Säule (vgl. 5.2.6.3) in 1.5 mL Selektionspuffer überführt und
anschließend mit der Selektionsmatrix bei 25°C für 1 Stunde unter leichtem Schütteln
(800 rpm) in einem Thermomixer inkubiert. Die Sepharose wird vor der Inkubation mit der
mRNA Display Bibliothek 2 mal mit 1 mL Selektionspuffer gewaschen. Im ersten Zyklus wer-
den 150 µL Thrombinmatrix und 1.5 mL mRNA Display Peptide eingesetzt und in den fol-
genden Schritten dieses Volumen auf 100 µL und jeweils 1 mL der Peptidlösung reduziert.
Nach entsprechenden Waschungen (10 bis 200 Säulenvolumen) mit Selektionspuffer wer-
den die gebundenen Peptide mit Elutionspuffer (4 mal 250 µL) von der Säule eluiert, wobei
zwischen den Elutionschritten jeweils 10 Minuten gewartet wird. Danach wird das Eluat
(1 mL) über eine äquilibrierte NAP-10-Säule (vgl. 5.2.6.3) entsalzt und mit Ethanol gefällt.
Das Pellet wird in 100 µL Wasser resuspendiert und anschließend in 5 Aliquots zu je 20 µL
mittels PCR (siehe 5.2.5.1) amplifiziert.

Selektionspuffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1600 mL

NaCl 54.88 140 mM 13.09 g

MgCl2*6 H2O 203.3 4 mM 1.3 g

KCl 74.6 5 mM 0.4 g

HEPES 238 20 mM 7.62 g

Glutathion 307 2 mM 1.0 g

Glutathion-disulfid 612 1 mM 1.0 g

EDTA 372 0.1 mM 5.79 mg

Triton X-100 643.37 0.25% (v/v) 4 mL

pH-Wert auf 7.4 einstellen.

Elutionspuffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 100 mL

Harnstoff 60.1 4 M 24 g

SDS 288.4 0.5% (w/v) 0.5 g

5.2.10 Bindungsstudien

Um die relative Bindung der selektierten Peptid-Aptamere oder ihrer verkürzten Konstrukte
zu ermitteln, wird die dsDNA der einzelnen Klone oder die Ausgangsbibliothek transkribiert
und die gereinigte RNA direkt, d.h. ohne Ligation mit dem Puromycin-Linker, in die in vitro

Translation eingesetzt, um so das freie Peptid des einzelnen Klons bzw. der Bibliothek zu
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generieren. Verkürzte Peptide ohne den Histidin-Tag oder das gesamte C-terminale Ende
werden durch PCR (siehe 5.2.5.1) mit den entsprechend kürzeren Primern (vgl. 5.1.8) dar-
gestellt und anschließend in einer in vitro Transkription (siehe 5.2.5.2) die RNA gewonnen.
Gemäß einem geringfügig modifizierten Protokoll von BARRICK et al.[50] werden jeweils 20 µL
des Lysates, welches das freie Peptid enthält, in 500 µL Selektionspuffer verdünnt und für
1 Stunde bei 25°C mit 10 µL der Selektionsmatrix, welche mit 2 mal 1 mL Selektionspuffer
gewaschen wird, unter leichtem Schütteln (800 rpm) inkubiert. Nach der Inkubation wird mit 5
mal 500 µL Selektionspuffer nachgewaschen und die immobilisierten Peptide mit 120 µL
Tricin-Ladepuffer (vgl. 5.2.2.6) von der Säule eluiert (25°C, 15 Minuten, 800 rpm). Identische
Probenmengen des Lysates und der Elutionsfraktion werden auf ein 12%-iges Tricin-SDS-
Gel[110] geladen und bei 125 V aufgetrennt. Das Gel wird fixiert, getrocknet und anschließend
mit dem Phosphorimager ausgewertet. Schließlich wird aus der Integration die relative Bin-
dung der einzelnen Klone bezüglich des translatierten Peptids ermittelt. Um Kompetiti-

onsstudien mit freiem α-Thrombin durchzuführen wird dieses in Konzentrationen von 10 bis

5000 nM den Ansätzen zugesetzt und diese, wie oben beschrieben behandelt. Inhibiti-
onskonstanten (Ki) werden als Funktion des Anteils an gebundenem Peptid gegen die Kon-
zentration des freien Thrombins ermittelt.

5.2.11 BIAcore-Messungen

5.2.11.1 Kd-Bestimmung

Die synthetisierten Peptide (ohne den Histidin-Tag) werden auf einem BIAcore CM5 Chip
mittels standardisierter EDC/NHS-Kopplung nach den Angaben des Herstellers immobilisiert.
Für Thrombin als Analyten werden Bindungskurven bei unterschiedlichen Konzentrationen
(1 – 2500 nM) aufgenommen und die entsprechenden Dissoziationskonstanten (Kd) durch
Analyse der erhaltenen Signale im Gleichgewichtszustand ermittelt.

5.2.11.2 Bindungsepitop-Bestimmung

Um das Bindungsepitop der Peptide an Thrombin genauer zu definieren werden Kompetiti-
onsstudien mit Hirudin, dem nicht-sulfatierten und dem sufatierten Hirudin-Peptid (Aminosäu-
ren 54 - 65), sowie Antithrombin III in Lösung durchgeführt. Hierbei wird Thrombin in einer
konstanten Konzentration von 50 nM eingesetzt und die Konzentration der Kompetitoren von
1 – 2500 nM variiert. Anschließend werden die inkubierten Mischungen auf den Chip mit den
immobilisierten Peptiden injiziert und die Inhibition der Bindung an die Matrix bei steigenden
Kompetitorkonzentrationen bestimmt.

5.2.12 SPOT-Analyse

Die Peptid-SPOTs wurden von JERINI AG, Berlin auf Cellulosemembranen synthetisiert.
Nach Schwenken in 100% Ethanol für 1 Minute und dreimaligem Waschen mit TBS Puffer
für 10 Minuten bei RT werden die Membranen über Nacht mit 10% Blockierungsreagenz
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geblockt und daraufhin mit T-TBS Puffer für 10 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen.

Anschließend wird die Membran für 75 Minuten mit humanem α-Thrombin (10 µg/mL) bei
25°C inkubiert. Nach erneutem Waschen mit T-TBS für 10 Minuten bei RT folgt eine Inkuba-

tion mit einem murinen Anti-α-Thrombin Antikörper (1 µg/mL) für 75 Minuten bei 25°C.
Schließlich wird nochmals mit T-TBS für 10 Minuten bei RT gewaschen und die Membran für
75 Minuten bei 25°C mit einem Meerrettichperoxidase gekoppelten Kaninchen Anti-Maus
Antikörper in einer Verdünnung von 1:1000 versetzt. Nach 3 Waschungen mit T-TBS für je-
weils 10 Minuten bei RT wird die Membran mit dem ECL Substrat für 1.5 Minuten entwickelt
und unmittelbar danach für 5 Sekunden auf einen Röntgenfilm exponiert. Für die Zyklisierung
der Cystein-Seitenketten wird die Membran gemäß den Angaben des Herstellers über Nacht
in 10% DMSO inkubiert und diese Lösung anschließend in vacuo abgezogen.

TBS Puffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Tris 121.14 50 mM 6.06 g

NaCl 58.44 137 mM 8.01 g

KCl 74.54 2.7 mM 0.20 g

pH-Wert auf 8.0 einstellen.

T-TBS Puffer

Reagenz MW Konzentration benötigt für 1000 mL

Tris 121.14 50 mM 6.06 g

NaCl 58.44 137 mM 8.01 g

KCl 74.54 2.7 mM 0.20 g

Tween-20 1228 0.05% (v/v) 500 µL

pH-Wert auf 8.0 einstellen.

5.2.13 Gerinnungsstudien

Die Thrombin-Gerinnungszeiten werden mit einem Kugelcoagulometer gemessen. Dazu
werden 100 µL eines frisch aufgetauten Plasmas (freundlicherweise von Dr. B. Pötzsch zur
Verfügung gestellt) für 2 Minuten bei 37°C vorinkubiert. Parallel dazu werden 100 µL einer

Lösung, die 0.25 NIH Einheiten α-Thrombin, die verschiedenen Peptide und CaCl2 enthält
vorbereitet. Das Plasma wird in die Messeinheit gestellt und die Thrombinlösung hinzupipet-
tiert, wobei gleichzeitig die Zeitmessung gestartet wird. Die Konzentration der Peptide liegt
zwischen 0.2 und 20 µM und die CaCl2-Konzentration beträgt final 6.25 µM. Alle Experimen-
te werden mindestens als Dreifachbestimmung durchgeführt und die gestoppten Zeiten
gemittelt.
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5.2.14 Chromogene Assays

5.2.14.1 Thrombin

Die Thrombinaktivität wird mittels des chromogenen Substrates S-2238 gemessen. Hierzu

werden in einer 96-well Platte jeweils 0.5 NIH Einheiten humanes α-Thrombin in 150 µL Tris
Puffer (50 mM, pH 8.3) mit unterschiedlichen Konzentrationen der Peptide (0.1 – 20 µM) für
5 Minuten bei 37°C vorgewärmt. Daraufhin werden in jede Vertiefung jeweils 50 µL einer
2 mM Lösung des chromogenen Substrates S-2238, welche zeitgleich für 5 Minuten bei
37°C inkubiert wird, zugegeben und die Mikrotiterplatte sofort in ein entsprechendes Lesege-
rät gestellt und die Messung der Absorption bei 405 nm gestartet. Die anfänglichen Reakti-
onsgeschwindigkeiten werden gegen die Kontrolle ohne Thrombin korrigiert und gegen die
unterschiedlichen Peptidkonzentrationen aufgetragen. Die Reaktionen werden in Doppelbe-
stimmungen durchgeführt.

5.2.14.2 Aktiviertes Protein C

Der Einfluss der Peptide auf die Thrombomodulin-induzierte Aktivierung von Protein C wird
mittels eines chromogenen Assays ermittelt. Durch die Bindung von Thrombin an Thrombo-
modulin wird die enzymatische Aktivität von Thrombin verändert und dadurch Protein C in
aktiviertes Protein C (aPC) umgewandelt. Die Bildung von aPC kann über die Spaltung des
aPC-spezifischen chromogenen Substrats (S-2366) gemessen werden. Dazu wird in Mikroti-

terplatten in 250 µL 50 mM Tris (pH 7) 3.7 nM humanes α-Thrombin, 2 nM Rabbit Lung
Thrombomodulin für 2 Minuten bei 37°C vorinkubiert. Anschließend werden die selektierten

Peptide in Konzentrationen von 5 – 100 µM zugegeben und für weitere 5 Minuten bei 37°C
inkubiert. Daraufhin wird die Konzentration an Ca2+ auf 2.5 mM eingestellt und Protein C in
einer finalen Konzentration von 887 nM zugesetzt. Nach erneuter Inkubation bei 37°C für
15 Minuten wird schließlich das chromogene Substrat zugegeben und sofort die Messung in
einem Lesegerät für Mikrotiterplatten die Messung bei einer Absorption von 405 nm gestar-
tet. Die anfänglichen Reaktionsgeschwindigkeiten werden gegen die Kontrolle ohne Throm-
bomodulin korrigiert, da Thrombin eine geringe Spaltungsaktivität für das Substrat besitzt.
Die unterschiedlichen Peptidkonzentrationen werden auf der Abszisse aufgetragen. Die Re-
aktionen werden in Doppelbestimmungen durchgeführt.

5.2.15 NMR-Analysen

Die Spektren wurden an einem 600 MHz NMR-Spektrometer freundlicherweise von Prof. Dr.
HARTMUT OSCHKINAT, FMP Berlin, aufgenommen.
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7 Anhang

7.1 Aminosäuren

7.1.1 Aminosäuren

Die 20 natürlichen Aminosäuren werden zum einen durch einen einbuchstabigen oder einen
dreibuchstabigen Code dargestellt (siehe Tabelle 13).

Einbuchstabencode Dreibuchstabencode Aminosäure Mr IEP Seitenkette

A Ala Alanin 89 6.01 un
C Cys Cystein 121 5.07 pu
D Asp Aspartat 133 2.77 ne
E Glu Glutamat 147 3.22 ne
F Phe Phenylalanin 165 5.48 ar
G Gly Glycin 75 5.97 un
H His Histidin 155 7.59 po
I Ile Isoleucin 131 6.02 un
K Lys Lysin 146 9.74 po
L Leu Leucin 131 5.98 un
M Met Methionin 149 5.74 pu
N Asn Asparagin 132 5.41 pu
P Pro Prolin 115 6.48 un
Q Gln Glutamin 146 5.65 pu
R Arg Arginin 174 10.76 po
S Ser Serin 105 5.68 pu
T Thr Threonin 119 5.87 pu
V Val Valin 117 5.97 un
W Trp Tryptophan 204 5.89 ar
Y Tyr Tyrosin 181 5.66 ar

Tabelle 13: Aminosäuren (Mr: Molekulare Masse, IEP: isoelektrischer Punkt, un: unpolare,

aliphatische Seitenketten, ar: aromatische Seitenketten, pu: polare ungeladene Seitenketten, ne:
negativ geladene Seitenketten, po: positiv geladene Seitenketten)
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7.1.2 Genetischer Code

Die „Codonsonne“ in Abbildung 42 ist von innen nach außen zu lesen, um die entsprechen-

de Aminosäure für das jeweilige Codon zu ermitteln.

Abbildung 42: Codonsonne. Von innen nach außen gelesen erhält man aus den Basen der einzelnen

Positionen des Codon-Tripletts die entsprechende Aminosäure.

7.1.3 Proteinsequenzen der Klone

7.1.3.1 Klone aus der Selektion

T10-02 (35) MGMGTC L Y V R R S T A H I F V Y A N SGSHHHHHHSMSGS

T10-05 (35) MGMGTC F Y E S C E N S D P G R T Y A SGSHHHHHHSMSGS

T10-06 (35) MGMGTC E R N Y N D F C D P G R G G L SGSHHHHHHSMSGS

T10-07 (35) MGMGTC E R N Y N D F C D P G R V G L SGSHHHHHHSMSGS

T10-09 (35) MGMGTC E R N Y N D L C D P G R V G L SGSHHHHHHSMSGS

T10-11 (35) MGMGTC E R N Y N D F C D P G R V G L SGSHHHHHHSMSGS

T10-12 (35) MGMGTC D Y V S D V C R D G G R I M L SGSHHHHHHSMSGS

T10-13 (35) MGMGTC L N W P N N L E G R D P Y N R SGSHHHHHHSMSGS

T10-14 (35) MGMGTC Y A L I Y A V K K R M G I A H SGSHHHHHHSMSGS

T10-15 (35) MGMGTC E R N Y N D F C D P G R V G L SGSHHHHHHSMSGS

T10-16 (35) MGMGTC Y F D P G F C V F T S D H L A PGSHHHHHHSMSGS

T10-17 (35) MGMGTC Y T H S S K S S D P G R K L W SGSHHHHHHSMSGS

T10-18 (35) MGMGTC E R H N D P G R Y F V E Y E T SGSHHHHHHSMSGS

T10-19 (35) MGMGTC E R N Y N D F C D P G R V G L SGSHHHHHHSMSGS
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T10-20 (35) MGMGTC F H E S C E N S D P G R T Y A SGSHHHHHHSMSGS

T10-21 (35) MGMGTC D F D N M F S N L D P G R H W SGSHHHHHHSMSGS

T10-22 (35) MGMGTC E F N Q W E D P G R M R V G C SGSHHHHHHSMSGS

T10-23 (35) MGMGTC E R H N D P G R Y F V E Y E T SGSHHHHHHSMSGS

T10-24 (35) MGMGTC D S Y C E L T D P G R W I S A SGSHHHHHHSMSGS

T10-25 (35) MGMGTC W R H Y N P S D D P G R V H L SGSHHHHHHSMSGS

T10-26 (35) MGMGTC D R S P R M F Y N R F N S A L SGSHHHHHHSMSGS

T10-27 (35) MGMGTC Y N S L S G R S L H P D I G F SGSHHHHHHSMSGS

T10-28 (35) MGMGTC E R N Y N D F C D P G R F G L SGSHHHHHHSMSGS

T10-29 (35) MGMGTC E P C C C E N R D V G R L I H SGSHHHHHHSMSGS

T10-30 (35) MGMGTC E Y T N D Y D D P G R T L S G TGSHHHHHHSMSGS

T10-31 (35) MGMGTC W F V Y I D R W A Y A S F R H SGSHHHHHHSMSGS

T10-32 (35) MGMGTC D N Y K L C E S D V G R L L F SGSHHHHHHSMSGS

T10-33 (35) MGMGTY Y T Y S N D F T D G G R H I L SGSHHHHHHSMSGS

T10-34 (35) MGMGTC F F D R Y D S A R D P G R L L SGSHHHHHHSMSGS

T10-35 (35) MGMGTC W Q R C G M A E F I W H F Q W SGSHHHHHHSMSGS

T10-36 (35) MGMGTC E R N Y N D F C D P G R V G L SGSHHHHHHSMSGS

T10-37 (35) MGMGTC Y M S F T R R T E S D K L H S SGSHHHHHHSMSGS

T10-38 (35) MGMGTC E R N Y N D F C N P G R V G L SGSHHHHHHSMSGS

T10-39 (35) MGMGTC F F D R Y D S A R D P G R L L SGSHHHHHHSMSGS

T10-41 (35) MGMGTC D R S I L V P R Y F E L W A N SGSHHHHHHSMSGS

T10-42 (35) MGMGTC E R N Y N D F C D P G R G G L SGSHHHHHHSMSGS

T10-43 (35) MGMGTC D I N Y C D P G R D C D G H L SGSHHHHHHSMSGS

T10-44 (35) MGMGTC D Y S N E S S D P G R L W H C SGSHHHHHHSMSGS

T10-45 (35) MGMGTC E R N Y N D F C D P G R V G L SGSHHHHHHSMSGS

T10-46 (35) MGMGTC Y F C M G Q I C F L R F A L H SGSHHHHHHSMSGS

T10-47 (35) MGMGTC H G P D V N H A D P G R Y F D SGSHHHHHHSMSGS

T10-49 (35) MGMGTC N H N L M N D P G R F F W H D SGSHHHHHHSMSGS

T10-50 (35) MGMGTC E R N Y N D F C D P G R V G L SGSHHHHHHSMSGS

T10-52 (35) MGMGTY L H L D S D H F D P G R T V W SGSHHHHHHSMSGS

T10-53 (35) MGMGTC E R N Y N D F C D P G R V G L SGSHHHHHHSMSGS

T10-54 (35) MGMGTC R N Y T N P Y C D P G R Q H E SGSHHHHHHSMSGS

T10-56 (35) MGMGTC Y F C M G Q I C F L R F A L H SGSHHHHHHSMSGS

T10-57 (35) MGMGTF W E I Y W H L E F A G F D R V SGSHHHHHHSMSGS

T10-58 (35) MGMGTC L V D C I S H D D P G R S V G SGSHHHHHHSMSGS

T10-59 (35) MGMGTC W L V C R H S K R Y N C I F L SGSHHHHHHSMSGS

T10-60 (35) MGMGTC Y L H V V E I E R H R I R F F SGSHHHHHHSMSGS
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T10-61 (35) MGMGTC Y G H C F E N F G D S F E H N SGSHHHHHHSMSGS

T10-62 (35) MGMGTC D Y W A F W R V Y F Q V D G Y SGSHHHHHHSMSGS

T10-63 (35) MGMGTC Y D A G F C N Y D R D H I W P SGSHHHHHHSMSGS

T10-66 (35) MGMGTC Y V Y L L R H D Q H S Y Y P P SGSHHHHHHSMSGS

T10-68 (35) MGMGTC L R L V G S D H N F D A V V C SGSHHHHHHSMSGS

T10-71 (35) MGMGTC D F D N M L S N L D P G R H W SGSHHHHHHSMSGS

7.1.3.2 Klone aus der Startbibliothek

(nur randomisierte Region)

P-01 (14) M L R G L G S C R S G L L Y L

P-02 (15) V F G Y K G P R Y E R Y G S S S

P-03 (15) G S C R D R H Y C S H H R W V S

P-04 (15) P V Y Y Q Q N R R G L * S M A S

P-05 (15) H C W F S W H C N G C N G R M S

P-06 (15) H C W F S W H C N G C N G R M S

P-07 (15) E Q I F V H S L G S S R E H E L

P-08 (15) F L E A A S R D V I T E Y L Y S

P-09 (15) F E K S T G * D S Q D R D W R S

P-11 (15) V R I A A S R I S T N N K Y F S

P-12 (15) G G C P D R H Y C S H H R W V S

P-13 (15) G M G C K M R Y G C W P H R P S

P-14 (14) L H D H M R L R Y L W V R D S

P-15 (15) G G N A C Y Y V S H W K V Y H S

P-17 (14) G G R H T V L S L G L A A S G

P-18 (15) P I S T R Y Y H H K L S Y H F S

P-19 (15) P I S T R Y Y H H K P E L P L L

P-20 (15) Y P R R L L H A K Y H A Q L G S

P-21 (15) R C W H G D D E S S N S L F H S

P-23 (15) R P S R R A Y S Q G C A Q Y L S

P-24 (15) S I P A T A G T L L G G A I L S

P-25 (14) A G C L L G H G R R C W G D S

P-26 (12) C Q F G L W F F * R L S S

P-27 (15) G H P L S C V V W Y A L I H Q S

P-28 (15) T F R E S D S * L H S D N F T S

P-29 (15) Y F A C R D Y P H Y S H K G F S

P-30 (14) C V I F C G T I T G A G I V I

P-31 (15) * S S Q D A G T C G F A I L E S
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P-32 (15) C L Y C E L L Y S L D * T C E S

P-33 (15) Y H L I W R S I F V N F R L N S

P-34 (14) H W N W G V Y F D C G N S V G

P-35 (15) I * R L K G F S S L H D F L F S

P-36 (14) * D G D R S G S N K K K K K N

7.1.4 Sequenzen der Proteine

Humanes α-Thrombin

TFGSGEADCGLRPLFEKKSLEDKTERELLESYIDGRIVEGSDAEIGMSPWQVMLFRKSPQELLCGASL

ISDRWVLTAAHCLLYPPWDKNFTENDLLVRIGKHSRTRYERNIEKISMLEKIYIHPRYNWRENLDRDI

ALMKLKKPVAFSDYIHPVCLPDRETAASLLQAGYKGRVTGWGNLKETWTANVGKGQPSVLQVVNLPIV

ERPVCKDSTRIRITDNMFCAGYKPDEGKRGDACEGDSGGPFVMKSPFNNRWYQMGIVSWGEGCDRDGK

YGFYTHVFRLKKWIQKVIDQFGE

Antithrombin III

HGSPVDICTAKPRDIPMNPMCIYRSPEKKATEDEGSEQKIPEATNRRVWELSKANSRFATTFYQHLAD

SKNDNDNIFLSPLSISTAFAMTKLGACNDTLQQLMEVFKFDTISEKTSDQIHFFFAKLNCRLYRKANK

SSKLVSANRLFGDKSLTFNETYQDISELVYGAKLQPLDFKENAEQSRAAINKWVSNKTEGRITDVIPS

EAINELTVLVLVNTIYFKGLWKSKFSPENTRKELFYKADGESCSASMMYQEGKFRYRRVAEGTQVLEL

PFKGDDITMVLILPKPEKSLAKVEKELTPEVLQEWLDELEEMMLVVHMPRFRIEDGFSLKEQLQDMGL

VDLFSPEKSKLPGIVAEGRDDLYVSDAFHKAFLEVNEEGSEAAASTAVVIAGRSLNPNRVTFKANRPF

LVFIREVPLNTIIFMGRVANPCVK

Hirudin

VVYTDCTESGQNLCLCEGSNVCGQGNKCILGSDGEKNQCVTGEGTPKPQSHNDGDFEEIPEEYLQ

Haemadin

IRFGMGKVPCPDGEVGYTCDCGEKICLYGQSCNDGQCSGDPKPSSEFEEFEIDEEEK

Thrombomodulin

MLGVLVLGALALAGLGFPAPAEPQPGGSQCVEHDCFALYPGPATFLNASQICDGLRGHLMTVRSSVAA

DVISLLLNGDGGVGRRRLWIGLQLPPGCGDPKRLGPLRGFQWVTGDNNTSYSRWARLDLNGAPLCGPL

CVAVSAAEATVPSEPIWEEQQCEVKADGFLCEFHFPATCRPLAVEPGAAAAAVSITYGTPFAARGADF

QALPVGSSAAVAPLGLQLMCTAPPGAVQGHWAREAPGAWDCSVENGGCEHACNAIPGAPRCQCPAGAA

LQADGRSCTASATQSCNDLCEHFCVPNPDQPGSYSCMCETGYRLAADQHRCEDVDDCILEPSPCPQRC
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VNTQGGFECHCYPNYDLVDGECVEPVDPCFRANCEYQCQPLNQTSYLCVCAEGFAPIPHEPHRCQMFC

NQTACPADCDPNTQASCECPEGYILDDGFICTDIDECENGGFCSGVCHNLPGTFECICGPDSALARHI

GTDCDSGKVDGGDSGSGEPPPSPTPGSTLTPPAVGLVHSGLLIGISIASLCLVVALLALLCHLRKKQG

AARAKMEYKCAAPSKEVVLQHVRTERTPQRL

Platelet Glycoprotein Ibα

MPLLLLLLLLPSPLHPHPICEVSKVASHLEVNCDKRNLTALPPDLPKDTTILHLSENLLYTFSLATLM

PYTRLTQLNLDRCELTKFQVDGTLPVLGTLDLSHNQLQSLPLLGQTLPALTVLDVSFNRLTSLPLGAL

RGLGELQELYLKGNELKTLPPGLLTPTPKLEKLSLANNNLTELPAGLLNGLENLDTLLLQENSLYTIP

KGFFGSHLLPFAFLHGNPWLCNCEILYFRRWLQDNAENVYVWKQGVDVKAMTSNVASVQCDNSDKFPV

YKYPGKGCPTLGDEGDTDLYDYYPEEDTEGDKVRATRTVVKFPTKAHTTPWGLFYSWSTASLDSQMPS

SLHPTQESTKEQTTFPPRWTPNFTLHMESITFSKTPKSTTEPTPSPTTSEPVPEPAPNMTTLEPTPSP

TTPEPTSEPAPSPTTPEPTPIPTIATSPTILVSATSLITPKSTFLTTTKPVSLLESTKKTIPELDQPP

KLRGVLQGHLESSRNDPFLHPDFCCLLPLGFYVLGLFWLLFASVVLILLLSWVGHVKPQALDSGQGAA

LTTATQTTHLELQRGRQVTVPRAWLLFLRGSLPTFRSSLFLWVRPNGRVGPLVAGRRPSALSQGRGQD

LLSTVSIRYSGHSL

Heparin Cofaktor II

MKHSLNALLIFLIITSAWGGSKGPLDQLEKGGETAQSADPQWEQLNNKNLSMPLLPADFPKENTVTND

WIPEGEEDDDYLDLEKIFSEDDDYIDIVDSLSVSPTDSDVSAGNILQLFHGKSRIQRLNILNAKFAFN

LYRVLKDQVNTFDNIFIAPVGISTAMGMISLGLKGETHEQVHSILHFKDFVNASSKYEITTIHNLFRK

LTHRLFRRNFGYTLRSVNDLYIQKQFPILLDFKTKVREYYFAEAQIADFSDPAFISKTNNHIMKLTKG

LIKDALENIDPATQMMILNCIYFKGSWVNKFPVEMTHNHNFRLNEREVVKVSMMQTKGNFLAANDQEL

DCDILQLEYVGGISMLIVVPHKMSGMKTLEAQLTPRVVERWQKSMTNRTREVLLPKFKLEKNYNLVES

LKLMGIRMLFDKNGNMAGISDQRIAIDLFKHQGTITVNEEGTQATTVTTVGFMPLSTQVRFTVDRPFL

FLIYEHRTSCLLFMGRVANPSRS

Fibrinogen A alpha

ADSGEGDFLAEGGGVRGPRVVERHQSACKDSDWPFCSDEDKGLIDEVNQDFTNRINKLKNSLFEYQKN

NKDSHSLTTNIMEILRGDFSSANNRDNTYNRVSEDLRSRIEVLKRKVIEKVQKRLEVDIDIKIRSCRG

SCSRALAREVDLKDYEDQQKQLEQKPVPDLVPGNFKSQLQKVPPEWKALTDMELERPPGNEITRGGST

SYGTGSETESPRNPSSAGSWNSGSSGPGSTGNRNPGSSGTGGTATWKPGSSGPGSXGSWNSGSSGTGS

TGNQNPGSPRPGSTGTWNPGSSERGSAGHWTSESSVSGSTGQWHSESGSFRPDSPGSGNARPNNPDWG

TFEEVSGNVSPGTRREYHTEKLVTSKGDKELRTGKEKVTSGSTTTTRRSCSKTVTKTVIGPDGHKEVT

KEVVTSEDGSDCPEAMDLGTLSGIGLGEFVSETESRGSESGIFTNTKADEAGSE
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7.2 Nukleinsäuren

7.2.1 Nukleinsäuren

Die natürlichen Bausteine von DNA und RNA werden durch die folgenden Abkürzungen an-
gegeben (siehe Tabelle 14):

Buchstabe Baustein Name
Einzelne Bausteine

A A Adenosin
C C Cytidin
G G Guanosin
T T Thymidin
U U Uracil

Kombinationen

K G oder T
M A oder C
R A oder G
S G oder C
W A oder T
Y C oder T
B G oder T oder C
D G oder T oder A
H A oder C oder T
V G oder C oder A
N A oder C oder G oder T

Tabelle 14: IUPAC-IUB Kodierung für Nukleinsäurebausteine.

7.2.2 Nukleotidsequenzen der Klone

7.2.2.1 Klone aus der Selektion

T10-02 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT CTT TAC GTC CGG CGC TCG ACT GCG CAC ATC TTT GTT TAT GCG

AAT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-05 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TTC TAC GAG TCC TGC GAG AAT AGC GAT CCT GGC CGT ACC TAC

GCT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT
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T10-06 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT AAC TAC AAC GAT TTT TGC GAT CCC GGT CGT GGC GGC

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-07 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT AAC TAC AAC GAT TTT TGC GAT CCA GGT CGT GTC GGT

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-09 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT AAC TAC AAC GAT CTT TGC GAT CCC GGT CGT GTC GGC

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-11 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT AAC TAC AAC GAT TTT TGC GAT CCC GGT CGT GTC GGC

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-12 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGC GAT TAT GTT TCC GAT GTG TGT CGC GAC GGT GGG CGT ATC ATG

TTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-13 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TTG AAC TGG CCG AAT AAT CTG GAG GGC CGT GAC CCT TAC AAT

CGG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-14 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TAC GCC CTG ATT TAC GCC GTG AAG AAG CGC ATG GGG ATC GCT

CAC TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-15 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT AAC TAC AAC GAT TTT TGC GAT CCC GGT CGT GTC GGC

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-16 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TAT TTC GAT CCC GGC TTT TGC GTC TTC ACC AGC GAC CAT CTC

GCC CCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-17 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TAT ACG CAC AGT TCC AAG AGT AGC GAT CCG GGC CGG AAG CTT

TGG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-18 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT CAT AAC GAT CCG GGC CGG TAC TTT GTC GAG TAC GAG

ACG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-19 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT AAC TAC AAC GAT TTT TGC GAT CCC GGT CGT GTC GGC

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-20 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TTC CAC GAG TCC TGC GAG AAT AGC GAT CCT GGC CGT ACC TAC

GCT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-21 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAC TTC GAC AAC ATG TTC AGC AAT CTC GAT CCG GGT CGT CAT

TGG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT
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T10-22 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG TTC AAT CAG TGG GAG GAC CCC GGC CGT ATG CGT GTC GGC

TGT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-23 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT CAT AAC GAT CCG GGC CGG TAC TTT GTC GAG TAC GAG

ACG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-24 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAT TCT TAT TGT GAG CTT ACT GAT CCG GGT CGC TGG ATT TCC

GCC TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-25 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TGG CGG CAT TAT AAT CCT AGC GAT GAT CCG GGC AGG GTC CAC

TTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-26 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAT CGG TCT CCT CGC ATG TTT TAT AAT CGT TTC AAT TCT GCT

TTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-27 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TAC AAT AGT TTG AGC GGC AGG AGT TTG CAC CCG GAT ATC GGG

TTT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-28 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT AAC TAC AAC GAT TTT TGC GAT CCC GGT CGT TTC GGC

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-29 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CCT TGT TGC TGC GAG AAT CGG GAT GTG GGC CGT TTG ATT

CAT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-30 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG TAT ACG AAT GAC TAC GAC GAT CCT GGC CGC ACT CTC AGC

GGG ACC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-31 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TGG TTT GTC TAC ATC GAT CGC TGG GCG TAT GCT TCC TTT CGC

CAT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-32 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAC AAC TAT AAG CTG TGC GAG AGC GAC GTG GGC CGG CTT CTT

TTT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-33 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TAT TAT ACG TAC AGC AAC GAC TTT ACC GAT GGT GGG CGG CAT ATC

TTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-34 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TTC TTC GAT CGC TAC GAC AGT GCT AGG GAC CCT GGG CGT CTC

CTT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-35 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TGG CAG CGG TGC GGT ATG GCT GAG TTT ATC TGG CAT TTT CAG

TGG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT
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T10-36 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT AAC TAC AAC GAT TTT TGC GAT CCC GGT CGT GTC GGC

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-37 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TAC ATG TCG TTT ACG CGG CGT ACT GAG TCC GAT AAG TTG CAT

TCC TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-38 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT AAC TAC AAC GAT TTT TGC AAT CCC GGT CGT GTC GGC

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-39 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TTC TTC GAT CGC TAC GAC AGT GCT AGG GAC CCT GGG CGT CTC

CTT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-41 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAT CGC AGT ATT CTC GTT CCG CGT TAC TTT GAG CTG TGG GCC

AAC TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-42 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT AAC TAC AAC GAT TTT TGC GAT CCC GGT CGT GGC GGC

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-43 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAT ATC AAT TAT TGC GAT CCC GGC CGT GAC TGC GAC GGT CAC

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-44 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAT TAC TCC AAT GAG AGC TCT GAC CCG GGG AGG CTT TGG CAC

TGC TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-45 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT AAC TAC AAC GAT TTT TGC GAT CCC GGT CGT GTC GGC

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-46 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TAC TTT TGC ATG GGC CAG ATC TGC TTC CTG CGT TTT GCG CTT

CAT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-47 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT CAT GGC CCC GAC GTC AAC CAC GCT GAT CCG GGT CGC TAT TTT

GAT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-49 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT AAT CAC AAT CTC ATG AAT GAT CCC GGT CGC TTC TTC TGG CAC

GAC TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-50 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT AAC TAC AAC GAT TTT TGC GAT CCC GGT CGT GTC GGC

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-52 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TAT TTG CAT CTT GAT AGC GAT CAC TTT GAC CCG GGC CGC ACC GTT

TGG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT
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T10-53 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAG CGT AAC TAC AAC GAT TTT TGC GAT CCC GGT CGT GTC GGC

CTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-54 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT CGG AAT TAC ACG AAT CCC TAC TGT GAT CCT GGT CGC CAG CAT

GAG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-56 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TAC TTT TGC ATG GGC CAG ATC TGC TTC CTG CGT TTT GCG CTT

CAT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-57 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TTT TGG GAG ATT TAC TGG CAT TTG GAG TTC GCG GGC TTC GAT AGG

GTC TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-58 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT CTG GTC GAC TGT ATT TCG CAT GAT GAT CCG GGC CGT AGT GTT

GGC TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-59 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TGG TTG GTC TGC CGG CAT AGC AAG CGC TAT AAC TGC ATC TTT

TTG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-60 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TAC TTG CAC GTC GTC GAG ATC GAG CGG CAC AGG ATT CGG TTT

TTT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-61 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TAC GGC CAC TGT TTC GAG AAC TTC GGC GAC TCC TTC GAG CAC

AAT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-62 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAC TAC TGG GCT TTT TGG CGC GTT TAC TTT CAG GTG GAT GGC

TAC TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-63 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TAT GAC GCG GGT TTT TGC AAC TAT GAT CGG GAC CAC ATC TGG

CCT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-66 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TAC GTT TAC TTG CTC CGT CAC GAC CAG CAC AGC TAT TAT CCG

CCT TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-68 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT TTG CGC CTC GTC GGG TCT GAT CAT AAT TTT GAT GCC GTG GTC

TGC TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT

T10-71 (147) TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CAA TTA CTA TTT ACA ATT ACA ATG

GGT ATG GGT ACC TGT GAC TTC GAC AAC ATG CTC AGC AAT CTC GAT CCG GGT CGT CAT

TGG TCC GGA TCC CAT CAT CAT CAC CAC CAT AGT ATG AGC GGC AGT
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7.2.2.2 Klone aus der Startbibliothek

(nur randomisierte Region)

P-01 TGT ATG CTC CGC GGG TTG GGC TCT TGC AGG TCG GGG TTA TTA TAT CTC C

P-02 TGT GTG TTC GGG TAC AAG GGT CCT CGT TAT GAG CGG TAC GGT TCC AGT TCC

P-03 TGT GGG AGT TGT CGT GAC CGG CAC TAT TGC TCC CAT CAC AGG TGG GTT TCC

P-04 TGT CCC GTC TAT TAT CAG CAG AAC CGC CGT GGG CTC TAG AGT ATG GCG TCC

P-05 TGT CAT TGC TGG TTT TCG TGG CAC TGT AAC GGT TGC AAT GGT AGG ATG TCC

P-06 TGT CAT TGC TGG TTT TCG TGG CAC TGT AAC GGT TGC AAT GGT AGG ATG TCC

P-07 TGT GAG CAG ATC TTT GTC CAT AGC TTG GGA TCG TCT CGG GAA CAC GAG CTC C

P-08 TTG TTT TTG GAG GCA GCG TCT CGG GAC GTT ATC ACT GAG TAC CTT TAT TCC

P-09 TGT TTC GAG AAG TCG ACC GGT TAG GAC TCG CAG GAC AGG GAC TGG AGG TCC

P-11 TGT GTT AGA ATC GCG GCG TCA CGT ATT AGT ACA AAT AAC AAG TAT TTT TCC

P-12 TGT GGG GGT TGT CCT GAC CGG CAC TAT TGC TCC CAT CAC AGG TGG GTT TCC

P-13 TGT GGC ATG GGC TGC AAG ATG CGT TAT GGT TGT TGG CCT CAC AGG CCT TCC

P-14 TGT CTT CAT GAC CAC ATG AGG CTC CGG TAT CTG TGG GTC CGT GAC TCC

P-15 TGT GGT GGC AAT GCC TGC TAC TAT GTT AGC CAC TGG AAG GTG TAC CAT TCC

P-17 TGT GGT GGC AGG CAT ACT GTT TTG TCC CTT GGC TTG GCC GCG TCG GGT CC

P-18 TGT CCT ATT AGT ACC CGG TAT TAT CAT CAT AAG CTG AGC TAC CAC TTC TCC

P-19 TGT CCT ATT AGT ACC CGG TAT TAT CAT CAT AAG CCT GAG CTA CCA CTT CTC C

P-20 TGT TAT TCT CGT AGG TTG TTG CAT GCC AAG TAC CAC GTC CAG CTC GGG TCC

P-21 TGT CGG TGT TGG CAT GGG GAC GAC GAG TCC AGT AAC AGT CTT TTT CAC TCC

P-23 TGT CGG CCC TGC TAG CGG GCT TAT TCC CAG GGC TGC GTT CAG TAT CTC TCC

P-24 TGT AGT ATC CCA GCA ATG GCC GGA ACG CTG CTC GGG GGG GTG ATA CTA TCC

P-25 TGT GTG AAC TGC CTT TTG GGG CAC GGT CGT CGT TGT TGG GGC GAT TCT CC

P-26 TGT TGC CAG TTC AAT CTC TGG TTC TTC TAG CGG CTG TCC AGT CC

P-27 TGT GGC CAC CCG CTG TCG TGC GTG GTC TGG TAC GCC TTG ATC CAT CAG TCC

P-28 TGT ACG TTC CGC GAG AGT GAT TCT TAG CTT CAC AGC GAT AAT TTC ACG TCC

P-29 TGT TAT TTC GCG TGC CGC GAT TAT CCT CAC TAT AGC CAT AAG GGG TTT TCC

P-30 TGT TGC GTC ATC TTC TGT GGC ACT ATC ACT GGC GCC GGA ATT GTT ATT CC

P-31 TGT TAG AGC TCG CAG GAC GCG GGC ACG TGC GGG TTT GCG ATT CTG GAG TCC

P-32 TGT TGC CTT TAT TGC GAG CTG CTT TAT TCC TTG GAC TAG ACG TGC GAG TCC

P-33 TGT TAT CAC CTT ATT TGG CGT AGT ATC TTC GTT AAC TTC CGA CTC AAT TCC

P-34 TGT CAT TGG AAT TGG GGC GTT TAT TTT GAT TGT GGT AAT TCC GTG GGT CC

P-35 TGT ATT TAG AGG CTC AAG GGT TTT TCG TCT TTG CAT GAC TTC CTT TTT TCC

P-36 TGT TAG GAT GGC GAC AGG AGC GGC AGT AAC AAA AAA AAA AAA AAA AAC C
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7.2.3 Vektor pGEM-4Z

7.2.3.1 Vektorkarte

Abbildung 43: Vektorkarte pGEM-4Z

7.2.3.2 Multiple cloning site

Abbildung 44: Multiple cloning site pGEM-4Z
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7.2.3.3 Sequenz pGEM-4Z

1 GAATACGAAT TCGAGCTCGG TACCCGGGGA TCCTCTAGAG TCGACCTGCA

51 GGCATGCAAG CTTGTCTCCC TATAGTGAGT CGTATTAGAG CTTGGCGTAA

101 TCATGGTCAT AGCTGTTTCC TGTGTGAAAT TGTTATCCGC TCACAATTCC

151 ACACAACATA CGAGCCGGAA GCATAAAGTG TAAAGCCTGG GGTGCCTAAT

201 GAGTGAGCTA ACTCACATTA ATTGCGTTGC GCTCACTGCC CGCTTTCCAG

251 TCGGGAAACC TGTCGTGCCA GCTGCATTAA TGAATCGGCC AACGCGCGGG

301 GAGAGGCGGT TTGCGTATTG GGCGCTCTTC CGCTTCCTCG CTCACTGACT

351 CGCTGCGCTC GGTCGTTCGG CTGCGGCGAG CGGTATCAGC TCACTCAAAG

401 GCGGTAATAC GGTTATCCAC AGAATCAGGG GATAACGCAG GAAAGAACAT

451 GTGAGCAAAA GGCCAGCAAA AGGCCAGGAA CCGTAAAAAG GCCGCGTTGC

501 TGGCGTTTTT CCATAGGCTC CGCCCCCCTG ACGAGCATCA CAAAAATCGA

551 CGCTCAAGTC AGAGGTGGCG AAACCCGACA GGACTATAAA GATACCAGGC

601 GTTTCCCCCT GGAAGCTCCC TCGTGCGCTC TCCTGTTCCG ACCCTGCCGC

651 TTACCGGATA CCTGTCCGCC TTTCTCCCTT CGGGAAGCGT GGCGCTTTCT

701 CATAGCTCAC GCTGTAGGTA TCTCAGTTCG GTGTAGGTCG TTCGCTCCAA

751 GCTGGGCTGT GTGCACGAAC CCCCCGTTCA GCCCGACCGC TGCGCCTTAT

801 CCGGTAACTA TCGTCTTGAG TCCAACCCGG TAAGACACGA CTTATCGCCA

851 CTGGCAGCAG CCACTGGTAA CAGGATTAGC AGAGCGAGGT ATGTAGGCGG

901 TGCTACAGAG TTCTTGAAGT GGTGGCCTAA CTACGGCTAC ACTAGAAGAA

951 CAGTATTTGG TATCTGCGCT CTGCTGAAGC CAGTTACCTT CGGAAAAAGA

1001 GTTGGTAGCT CTTGATCCGG CAAACAAACC ACCGCTGGTA GCGGTGGTTT

1051 TTTTGTTTGC AAGCAGCAGA TTACGCGCAG AAAAAAAGGA TCTCAAGAAG

1101 ATCCTTTGAT CTTTTCTACG GGGTCTGACG CTCAGTGGAA CGAAAACTCA

1151 CGTTAAGGGA TTTTGGTCAT GAGATTATCA AAAAGGATCT TCACCTAGAT

1201 CCTTTTAAAT TAAAAATGAA GTTTTAAATC AATCTAAAGT ATATATGAGT

1251 AAACTTGGTC TGACAGTTAC CAATGCTTAA TCAGTGAGGC ACCTATCTCA

1301 GCGATCTGTC TATTTCGTTC ATCCATAGTT GCCTGACTCC CCGTCGTGTA

1351 GATAACTACG ATACGGGAGG GCTTACCATC TGGCCCCAGT GCTGCAATGA

1401 TACCGCGAGA CCCACGCTCA CCGGCTCCAG ATTTATCAGC AATAAACCAG

1451 CCAGCCGGAA GGGCCGAGCG CAGAAGTGGT CCTGCAACTT TATCCGCCTC

1501 CATCCAGTCT ATTAATTGTT GCCGGGAAGC TAGAGTAAGT AGTTCGCCAG

1551 TTAATAGTTT GCGCAACGTT GTTGCCATTG CTACAGGCAT CGTGGTGTCA

1601 CGCTCGTCGT TTGGTATGGC TTCATTCAGC TCCGGTTCCC AACGATCAAG

1651 GCGAGTTACA TGATCCCCCA TGTTGTGCAA AAAAGCGGTT AGCTCCTTCG

1701 GTCCTCCGAT CGTTGTCAGA AGTAAGTTGG CCGCAGTGTT ATCACTCATG



7.2.3 Vektor pGEM-4Z Anhang

- 129 -

1751 GTTATGGCAG CACTGCATAA TTCTCTTACT GTCATGCCAT CCGTAAGATG

1801 CTTTTCTGTG ACTGGTGAGT ACTCAACCAA GTCATTCTGA GAATAGTGTA

1851 TGCGGCGACC GAGTTGCTCT TGCCCGGCGT CAATACGGGA TAATACCGCG

1901 CCACATAGCA GAACTTTAAA AGTGCTCATC ATTGGAAAAC GTTCTTCGGG

1951 GCGAAAACTC TCAAGGATCT TACCGCTGTT GAGATCCAGT TCGATGTAAC

2001 CCACTCGTGC ACCCAACTGA TCTTCAGCAT CTTTTACTTT CACCAGCGTT

2051 TCTGGGTGAG CAAAAACAGG AAGGCAAAAT GCCGCAAAAA AGGGAATAAG

2101 GGCGACACGG AAATGTTGAA TACTCATACT CTTCCTTTTT CAATATTATT

2151 GAAGCATTTA TCAGGGTTAT TGTCTCATGA GCGGATACAT ATTTGAATGT

2201 ATTTAGAAAA ATAAACAAAT AGGGGTTCCG CGCACATTTC CCCGAAAAGT

2251 GCCACCTGAC GTCTAAGAAA CCATTATTAT CATGACATTA ACCTATAAAA

2301 ATAGGCGTAT CACGAGGCCC TTTCGTCTCG CGCGTTTCGG TGATGACGGT

2351 GAAAACCTCT GACACATGCA GCTCCCGGAG ACGGTCACAG CTTGTCTGTA

2401 AGCGGATGCC GGGAGCAGAC AAGCCCGTCA GGGCGCGTCA GCGGGTGTTG

2451 GCGGGTGTCG GGGCTGGCTT AACTATGCGG CATCAGAGCA GATTGTACTG

2501 AGAGTGCACC ATATGCGGTG TGAAATACCG CACAGATGCG TAAGGAGAAA

2551 ATACCGCATC AGGCGCCATT CGCCATTCAG GCTGCGCAAC TGTTGGGAAG

2601 GGCGATCGGT GCGGGCCTCT TCGCTATTAC GCCAGCTGGC GAAAGGGGGA

2651 TGTGCTGCAA GGCGATTAAG TTGGGTAACG CCAGGGTTTT CCCAGTCACG

2701 ACGTTGTAAA ACGACGGCCA GTGAATTGGA TTTAGGTGAC ACTATA
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7.3 NMR-Spektren

T10-11

T10-39
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T10-11 NOESY
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T10-11 NOESY (Detail)
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7.4 Abkürzungsverzeichnis

AA Aminosäure

ADP Adenosin-5'-diphosphat

AMP Adenosin-5'-monophosphat

aPC aktiviertes Protein C

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATP Adenosin-5'-triphosphat

bp Basenpaare

Bq Bequerel (1 Zerfall pro Sekunde)

BSA Rinderserumalbumin

cDNA complementary DNA (Komplementär-DNA)

Ci Curie (3.7⋅1010 Bq)

CIAP calf intestine alkaline phosphatase

CPG controlled pore glass

cpm counts per minute (Zerfälle pro Minute)

CTP Cytidin-5'-triphosphat

dATP 2’-Desoxyadenosin-5'-triphosphat

dCTP 2’-Desoxycytosin-5'-triphosphat

ddATP 2’,3’-Didesoxyadenosin-5'-triphosphat

dGTP 2’-Desoxyguanosin-5'-triphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP 2’-Desoxynukleotid-5'-triphosphat

ds double stranded (doppelsträngig)

dsDNA doppelsträngige DNA

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethyleneglycol-bis(2-aminoethyl) N,N,N’,N’,-tetraacetat

GTP Guanosin-5'-triphosphat

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-(2-ethansulfonsäure)

IPTG Isopropylthiogalactosid

kDa Kilodalton
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L Liter

M Molar

mRNA messenger RNA (Boten-RNA)

MW Molekulargewicht

Ni-NTA Nickel-Nitrilotetraacetat

nt Nukleotide

NTP Nukleotid-5'-triphosphat

OD Optische Dichte

PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)

PC Protein C

PEG Polyethylenglykol

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

RNA Ribonukleinsäure

RNase Ribonuklease

rpm rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)

RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkription

SDS sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)

SELEX Systematic evolution of ligands by exponential enrichment

ss single stranded (einzelsträngig)

ssDNA einzelsträngige DNA

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tdt Terminale Desoxynukleotidyltransferase

TE Tris-EDTA-Puffer

TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethylenethylendiamin

TM Thrombomodulin

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

tRNA Transfer-RNA

TTP Thymidin-5'-triphosphat

U unit (Einheit)

UTP Uridin-5'-triphosphat

UTR untranslatierte Region

UV Ultraviolett
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7.5 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: (A) Puromycin-Molekül, (B) 3'-Ende einer Tyrosyl-tRNA. Die Unterschiede
zwischen den beiden Molekülen sind farblich hervorgehoben. Über die
5'-Hydroxylgruppe des Puromycin erfolgt eine kovalente Bindung an das 3'-Ende des
DNA-Linkers, welcher wiederum mit der für das Peptid kodierenden RNA verknüpft ist. .5

Abbildung 2: Mechanismus der Puromycin-vermittelten Fusion von RNA und dem
entsprechenden kodierten Peptid. (A) Als Ausgangsmaterial wird eine chimäre RNA-
DNA-Puromycin-Bibliothek eingesetzt. (B) In vitro Translation: das Ribosom bindet die

RNA und bewegt sich auf dem Templat in Richtung des 3'-Endes. Die Aminosäuren der
wachsenden Peptidkette sind als schwarze Kreise dargestellt. (C) Das Ribosom erreicht

die Verbindungsstelle RNA-DNA und pausiert, das Puromycin kann in die A-Stelle
eintreten, wo es kovalent mit dem Peptid verknüpft wird. (D) Freisetzung der gebildeten

Fusionsmoleküle. ............................................................................................................6

Abbildung 3: Das RNA-DNA-Puromycin-Ligationsprodukt wird im Ribosom kovalent an das

Peptid geknüpft. ..............................................................................................................7

Abbildung 4: Selektionsschema. (A) Ausgehend von der dsDNA der Bibliothek wird die
mRNA, die mit dem Puromycin (P) verknüpft ist, erzeugt. (B) Durch in vitro Translation

werden die mRNA Display Peptide hergestellt (Aminosäuren als graue Kreise
dargestellt). (C) Nach der reversen Transkription wird die Bibliothek in den

Selektionsschritt eingesetzt und auf die Eigenschaften gegenüber einem immobilisierten
Targetmolekül untersucht. (D) Durch PCR werden die funktionalen Sequenzen

angereichert. ...................................................................................................................8

Abbildung 5: Blutgerinnungskaskade. Thrombin (IIa) spielt eine zentrale Rolle. Die Pfeile

verdeutlichen jeweils die Regulation des angegebenen Schrittes; dick gezeichnete Pfeile
sind Reaktionen, die von Thrombin katalysiert werden. (wichtigste Abkürzungen:
aPC = aktiviertes Protein C, ATIII = Antithrombin III, PC = Protein C, PCI = Protein C
Inhibitor, PS = Protein S, TM = Thrombomodulin) .........................................................10

Abbildung 6: Struktur von humanem α-Thrombin (nach Lit.[68], pdb: 1HAH). Farblich

hervorgehoben sind die wichtigen Seitenketten der Exosite-1 (rot), der Exosite-2 (blau)
und dem katalytischen Zentrum (gelb)...........................................................................11

Abbildung 7: Selektionsschema. (a) Large Scale PCR, (b) Large Scale Transkription, (c)
Ligation mit dem DNA-Puromycin-Linker, (d) Translation und Generierung der mRNA
Display Peptide, (e) Aufreinigung, (f) RT, (g) Selektionsschritt, (h) Waschen, (i) Elution,
(j) PCR, (k) Transkription, (l) Klonierung .......................................................................16

Abbildung 8: Schema für die DNA-Sequenz der kompletten Bibliothek
(TK = Transkriptionsstart, TMV-TE = Tabakmosaikvirus translation enhancer). ............19
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Abbildung 9: Sequenz der DNA-Bibliothek, wobei T7 = T7 RNA-Polymerase-
Promotorsequenz, TK = Transkriptionsstart, TMV-TE = Tabakmosaikvirus-translation-
enhancer-Sequenz, Met = Startcodon, Cys = fixiertes Cystein, His = Histidin-Tag;

Restriktionsschnittstellen für KpnI und BamHI sind unterstrichen; 123 - Codonpositionen
1, 2 und 3 des Aminosäure-Tripletts............................................................................. 20

Abbildung 10: Aminosäureverteilung (schwarz – geladene AA, dunkelgrau – hydrophobe

AA, hellgrau - hydrophile AA) der randomisierten Region, der gesamten Sequenz
(konstante Regionen sind mit berücksichtigt) der Bibliothek, sowie der Bibliothek ohne
den Histidin-Anker im Vergleich.................................................................................... 22

Abbildung 11: Zusammensetzung der Basengemische der einzelnen Codonpositionen für
die Synthese (A, B und C entsprechend den Basenpositionen 1, 2 und 3 des Codon-

Tripletts). ...................................................................................................................... 23

Abbildung 12: (A) Struktur des DNA-Puromycin-Linkers. Links der Poly(dA)-Teil, in der Mitte

der flexible Bereich mit jeweils drei Polyethylenglycol-Einheiten und rechts das
Puromycin-Molekül. Der eingebettete d(ACC)-Teil soll das 3’-Ende einer tRNA
nachahmen. (B) Sequenz des Splint-Oligonukleotids. Über den Poly(dT)-Bereich
hybridisiert dieser mit dem Poly(dA)-Teil des DNA-Puromycin-Linkers und mit dem
3’-Ende mit der RNA der Bibliothek. (C) Schematische Darstellung des

Ligationsschrittes. Der Splint ist and die mRNA und den DNA-Puro-Linker hybridisiert. 25

Abbildung 13: Optimierung der Ligation. Analytisches Polyacrylamidgel zu den in Tabelle 5
aufgelisteten Experimenten. Die Nummern der Banden 1 – 8 entsprechen der
Numerierung in Tabelle 5. Zusätzlich sind in Spur 9 radioaktiv markiertes DNA-Puro und
in Spur 10 radioaktiv markierte RNA zum Vergleich aufgetragen. ................................ 27

Abbildung 14: Optimierung von Hochsalzbedingungen. Tricin-SDS Polyacrylamidgel zur
Optimierung der Salzkonzentration nach der Translation. In Spur 1 ist das Ergebnis

nach der Translation gezeigt. Es ist noch kein Fusionsprodukt zu detektieren, nur das
freie Peptid. Die Bahnen 2 – 9 zeigen die Ergebnisse der Zugabe von 300, 400, 500
oder 600 mM Kalium (2 – 5) und von 50, 60, 75 und 100 mM Magnesium (6 – 9). Man

erkennt, dass bei der Einstellung von Hochsalzbedingungen die Bande des freien
Peptids geringer wird und bei hohem Molekulargewicht, welches etwa dem der RNA
entspricht eine neue Bande auftaucht (das Molekulargewicht der RNA von etwa 50 kDa
ändert sich nur wenig, wenn diese mit dem Peptid verknüpft ist).................................. 28

Abbildung 15: Lysatanteil. Gezeigt ist ein Tricin-SDS Polyacrylamidgel für die Verwendung
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noch das fusionierte Produkt. In den Bahnen 2 – 5 sind Translationsreaktionen mit
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Reinigungsschritte mit anschließender RT. In Spur 1 ist eine Negativkontrolle ohne
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mRNA Display Templat gezeigt, in Spur 2 das Ergebnis nach der Translation: man
erkennt die Bande des freien Peptids und des mRNA Display Peptids. Die Bahnen 3 bis
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Abbildung 19: Selektionsverlauf. Dargestellt ist der Verlauf der Selektion bezogen auf die

Bindung der Bibliothek an die Selektionsmatrix im jeweiligen Zyklus. Die Balken
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Säulenvolumen (SV). ....................................................................................................37

Abbildung 20: Sequenzierung. Hier dargestellt sind die aus der Sequenzierung von 72

Klonen erhaltenen unterschiedlichen Sequenzen. Zur Übersichtlichkeit sind nur die 15
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......................................................................................................................................43

Abbildung 24: Kompetitionsstudie für T10-39 His- mit Thrombin in Lösung. In Spur 1 ist das
Lysat aufgetragen und in den Spuren 2 – 9 die Eluate von der Thrombinmatrix. Dabei
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wurde in den Bahnen 3 – 9 Thrombin in den folgenden Konzentrationen zugegeben:

1, 10, 50, 100, 400, 1000 und 2000 nM. ....................................................................... 44
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