HIGHLIGHTS

besseren Selektivitit fiir die Konfiguration des Substrats
fiilhren. Anders gesagt wiirde sich eine feste Fliissigkeit
zwischen p- und n-Salzen am Randbereich nicht so leicht
bilden, wenn anstelle des Mix nur ein einzelnes Trennreagens
eingesetzt wiirde (Abb. 1b). Das ist vielleicht der Grund fiir
die hohen ee-Werte, die fiir die zuerst ausgefallenen gemisch-
ten Salze gemessen werden.

Weitere Informationen iiber die physikalischen Eigen-
schaften der Komponenten dieser komplexen Systeme und
ihrer Gemische wéren jetzt notig. Dank dieser Entdeckung
hat sich ein neues Forschungsfeld eroffnet, das Aspekte wie
Phasengleichgewichte, Kristallisationskinetik und die Struk-
tur und Dynamik fester und fliissiger Phasen einbeziehen
sollte.

Das grofite praktische Interesse dieses ,,Familien-An-
satzes* liegt — ungeachtet der physikalisch-chemischen Erkla-
rung — moglicherweise nicht darin, den Prozess zum Auf-
finden des besten Trennreagens zu beschleunigen, sondern
eher im Potential, die Qualitdt der diastereomeren Salze zu
verbessern. Dabei wird eine Selbstoptimierung der Kristall-
packung ermoglicht, die aus der Gegenwart von mehreren
leicht unterschiedlichen Bausteinen anstelle eines einzigen
den Vorteil zieht. Bei DSM Andeno wurde die Methode
bereits angewendet, um Racemate im 100-kg-MafBstab zu
spalten.'’!' Es besteht kein Zweifel, daB die ,klassische
Racematspaltung® immer noch eine grofe Zukunft hat,

sowohl in der Grundlagen- als auch in der anwendungs-
orientierten Forschung.
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In-vitro-Evolution und Selektion von Proteinen: durch Ribosomen-Display zu
groBeren Bibliotheken**

Ulrich Hoffmiiller und Jens Schneider-Mergener*

Ein sich seit Beginn der 90er Jahre stiirmisch entwickelndes
Forschungsgebiet ist die Herstellung und Nutzung von
molekularen Bibliotheken (Ubersicht siehe Lit.[1]). Das
Schlagwort dabei ist: ,,kombinatorisch®, gepaart mit Chemie,
Biochemie oder Biologie. Obwohl die angewendeten Metho-
den bisher kaum in Lehrbiichern zu finden sind, kennt doch
beinahe jeder in der Chemie oder in den Biowissenschaften
tatige Forscher inzwischen Begriffe wie Phagen-Display,
Peptid- und Nucleinsdure-Bibliotheken oder kombinatori-
sche Chemie. Die gemeinsame Strategie sowie das Ziel aller
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chemischen und biologischen Anséitze ist immer 1) Generie-
rung eines moglichst grofen und vollstindigen Pools von
unterschiedlichen Molekiilen (der ,Bibliothek*) und
2) Durchmustern der Bibliothek nach Einzelsubstanzen mit
gewiinschten Eigenschaften, z.B. einem Ausgangsstoff (Leit-
struktur) fiir ein Arzneimittel oder nach einem Antikorper fiir
diagnostische Zwecke. Bibliotheken werden zunehmend zur
Identifizierung von Interaktionspartnern bei der Signaltrans-
duktion, der Zell-Zell-Erkennung und bei immunologischen
Regulationsprozessen eingesetzt. Diese Herangehensweise
beschleunigt nicht nur die Bearbeitung vieler Probleme,
sondern ermoglicht in vielen Fillen erst deren Losung. Daher
haben eine Vielzahl von Chemikern und Biologen in Indu-
strie- und Universitdtslabors begonnen, neuartige Methoden
zu entwickeln, die es ermoglichen, Bibliotheken zu erzeugen
und zu durchmustern. Der bekannteste Ansatz ist die Phagen-
Display-Methode,>?! bei der Peptid- oder Protein-Bibliothe-
ken auf Phagenoberflichen prasentiert werden. Die Selektion
der gewiinschten Phagen erfolgt in vitro, wéhrend die
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Vermehrung der Phagen in Bakterienzellen, d.h. in vivo
stattfindet. Hier liegt ein entscheidendes Problem bei der
Anwendung dieser biologisch generierten Repertoires. Die
GroBe der Bibliothek ist ndmlich beschrinkt durch die im
ersten Schritt notwendige Einschleusung der Phagen-DNA,
die das fiir eine Einzelkomponente der Bibliothek codierende
Gen enthilt, in die Bakterienzelle. Dieser Vorgang wird als
Transfektion oder Transformation bezeichnet und ermoglicht
RepertoiregroBen zwischen 107 und 10° unterschiedlicher
Komponenten.[¥! AuBerdem iibt die Umgebung in der Wirts-
zelle einen zusétzlichen Selektionsdruck aus, der gewiinschten
Varianten entgegenwirken kann.Fl Ein weiterer ,,Nachteil*
beim Phagen-Display sind zeitaufwendige Wechsel zwischen
In-vivo- und In-vitro-Schritten.

Diese Probleme wurden dadurch umgangen, dafl man statt
intakter Zellen die isolierte Proteinsynthesemaschinerie der
Zelle (Ribosomen) fiir die Herstellung von Peptid- und
Protein-Bibliotheken verwendete. Das gelang zunichst fiir
die Suche nach Peptiden mit gewiinschten Eigenschaften mit
der Methode des Polysomen-Displays.[>”] Ein Polysom ist ein
Komplex aus einer mRNA und mehreren Ribosomen. Einen
Durchbruch erzielten schlieBlich Hanes und Pliickthun,® die
ein allgemein anwendbares System zur In-vitro-Selektion und
Evolution von Proteinen ausgearbeitet haben, das sie als
Ribosomen-Display bezeichneten. Selektions- und Evolu-
tions-Systeme Dbasieren auf folgender Vorgehensweise:
1) Generierung molekularer Diversitdt, 2) Selektion von
Molekiilen mit gewiinschter Eigenschaft, 3) Vervielféltigung
der selektierten Molekiile und 4) Wiederholung der Schritte 2
und 3 oder der Analyse der ausgewihlten Molekiile. Werden
wihrend der Vervielfaltigung Mutationen zugelassen, dann
hat das System Evolutionscharakter. Der Einsatz von Nu-
cleinsduren ermoglicht eine problemlose und sehr effektive
Vervielfiltigung der bendétigten Information. Es ist in
Schritt 2 moglich, die Information aus der Nucleinsdure
(Genotyp) in ein Protein umzuschreiben, nach dessen Eigen-
schaften (Phianotyp) nun selektiert werden kann. Damit die
Information (Genotyp) nach der Selektion vervielfaltigt
werden kann, miissen Genotyp und Phénotyp miteinander
verkniipft und gemeinsam selektiert werden. Fiir diese
Verkniipfung beinhalten Systeme wie das Phagen-Display
aufwendige alternierende In-vitro- und In-vivo-Schritte. Die
Verkniipfung von Genotyp und Phéanotyp funktioniert beim
Ribosomen-Display ohne Hilfe von Zellen. In vitro werden
entsprechend der Codierung durch eine mRNA Proteine
synthetisiert. Anschlieend bleibt jeweils ein mRNA-Molekiil
zusammen mit dem translatierten Protein am Ribosom
haften. Dieser Komplex kann nun nach dem Phénotyp des
Proteins selektiert werden.

Die Methode funktioniert nach dem folgenden Prinzip
(Abb. 1): Eine fiir die gewiinschten Proteine codierende
DNA-Bibliothek wird erstellt. Mit der Polymeraseketten-
reaktion (PCR; Ubersicht siehe Lit.[9]) werden einige
regulatorische Elemente, die weiter unten erldutert werden,
an die DNA angekniipft. Durch In-vitro-Transkription wird
die DNA in eine mRNA umgeschrieben, die in einem
prokaryontischen In-vitro-System translatiert wird.'") Es
entsteht der ribosomale Komplex aus mRNA, Ribosom und
translatiertem Protein. Die Stabilitdt des Komplexes und die
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Abb. 1. Prinzip des Ribosomen-Displays. Schritt 1: Eine DNA-Bibliothek
wird mit der PCR vervielfiltigt, wobei gleichzeitig die gezeigten Struktur-
elemente einfiigt werden, und in mRNA transkribiert. Schritt2: Die
mRNA wird in einem In-vitro-System in ein Protein translatiert. Durch den
Zusatz von Protein-Disulfid-Isomerase, Nucleaseinhibitoren und Anti-
sense-DNA wird die Effizienz der Proteinfaltung gesteigert sowie die
mRNA und das Protein vor Abbau geschiitzt. Schritt 3: Der Komplex aus
Ribosom (R), mRNA und Protein (P), der die gewiinschte Bindungs-
eigenschaft aufweist, wird durch Kiihlen und Zusatz von Mg?* stabilisiert
und beziiglich der Affinitdt zum immobilisierten Bindungspartner (B)
selektiert. Komplexe, die nicht gebunden haben, werden durch Waschen
entfernt. Schritt4: Elution der gebundenen Ribosomenkomplexe.
Schritt 5: Isolierung der mRNA. Schritt 6: Reverse Transkription der
mRNA in DNA und Vervielfiltigung iiber PCR. Die DNA wird dann fiir
einen weiteren Anreicherungszyklus eingesetzt, oder sie kann nach einer
Klonierung durch Sequenzieren analysiert werden. Ublicherweise werden
fiinf Zyklen dieses Prozesses durchgefiihrt.

korrekte Faltung des Proteins wurden durch verschiedene
Zusitze optimiert. Die Komplexe werden aufgrund der
Bindungseigenschaften selektiert, die das translatierte Pro-
tein aufweisen soll. Beim Eluieren dissoziiert der Komplex,
und die mRNA wird freigesetzt. Diese wird isoliert, durch
reverse Transkription in cDNA (complementary DNA) um-
geschrieben und durch PCR amplifiziert. Die dabei entste-
hende DNA kann fiir den nédchsten Selektionszyklus ein-
gesetzt oder durch Klonieren und Sequenzieren analysiert
werden.

Die Ribosomen-Display-Methode wurde mit einem Ein-
Ketten-Antikorper-Fv-Fragment (single chain antibody, scFv)
als Modell entwickelt und optimiert und durch eine Vielzahl
von Erginzungen zu einem allgemein anwendbaren System
ausgebaut (Abb.1). Diese Verbesserungen schiitzen die
mRNA vor enzymatischem Abbau durch Nucleasen, stabili-
sieren den Ribosomenkomplex und ermoglichen die korrekte
Faltung des prisentierten Proteins, wodurch die Gesamteffi-
zienz der Methode deutlich gesteigert wurde. Als Ma8 fiir die
Effizienz wurde die Ausbeute an eluierter mRNA herange-
zogen, die nach der Selektion beziiglich der Affinitdt zum
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Bindungspartner des Antikorpers, in diesem Fall einem als
Antigen wirkenden Peptid, isoliert wurde. Der Aufbau der
mRNA hatte hierauf einen starken Einfluf3. Sowohl am 5'- als
auch am 3'-Ende wurde jeweils eine Haarnadelschleife (hair-
pin loop) eingefiigt, die die mRNA vor Exonucleasen schiitzt.
Die Haarnadelstruktur am 3’-Ende soll auerdem die Termi-
nation der Translation bewirken, da die mRNA kein Stop-
Codon hat. Wenn ein Stop-Codon die Translation beendet,
wiirde es die Dissoziation des Ribosomenkomplexes ein-
leiten, und dieser wiirde nicht mehr fiir die Affinitédtsselektion
zur Verfiigung stehen. Zwischen der codierenden Sequenz fiir
den Antikérper und der 3’-Haarnadelstruktur wurde ein
Abstandshalter (Spacer) eingefiigt. Er sorgt dafiir, daB die
eigentliche Polypeptidkette am Translationsende bereits voll-
stindig aus dem Ribosom ausgetreten ist und sich ungehin-
dert falten kann. Durch die Zugabe von Nucleaseinhibitoren
und Protein-Disulfid-Isomerase, die die Bildung der richtigen
Disulfid-Verbriickung des scFv katalysiert, wurde die Effizi-
enz weiter gesteigert. Eine weitere, duflerst bemerkenswerte
Verbesserung beruht auf der Inhibierung eines Proteinab-
bauweges: Es wurde iiber ein System zur Peptidmarkierung
berichtet, mit dem Proteine, die von einer mRNA ohne Stop-
Codon codiert werden, mit einem Peptid als Abbausignal
markiert werden, das von einer speziellen RNAM codiert
wird. Tatsdchlich konnte durch Blockieren dieser RNA mit
der entsprechenden komplementiren DNA (Antisense-
DNA) die Ausbeute weiter erhoht werden.

Durch die beschriebenen Strukturverdnderungen der
mRNA und die Zusitze wahrend der Translation wurde die
Gesamtausbeute von 0.001 % auf 0.2 % erhoht. AnschlieBend
wurde in einem Versuch iiberpriift, wie gut ein Protein mit
gewiinschter Funktion aus einer Mischung von zwei Proteinen
angereichert werden kann. Dazu wurden zwei mRNA-Kon-
strukte hergestellt, die beziiglich der oben beschriebenen
Eigenschaften identisch waren. Das eine codiert einen Anti-
Himagglutinin-scFv,'”l das andere einen Anti-3-Lactam-
scFv.[®l Diese wurden im Verhiltnis 1:10° gemischt und in
fiinf Zyklen (Abb. 1) beziiglich der Bindung an immobilisier-
tes Hadmagglutinin-Peptid selektiert. 90% der Ribosomen-
komplexe enthielten am Ende dieser Selektion das Anti-
Hiamagglutinin-Antikorperfragment. Pro Zyklus wurde dem-
nach das gewiinschte Protein etwa 100fach angereichert.
Nach der fiinften Runde wurden 20 Klone sequenziert, von
denen 18 das Zielprotein codierten. In Tabelle 1 sind die
Klone nach ihrer relativen Bindungsstdrke sortiert, und die
gefundenen Mutationen sind aufgefithrt. Zwei Klone ent-
sprachen der Wildtypsequenz, die restlichen wiesen ein bis
vier Aminosdurenaustausche auf und demonstrieren damit
die Bandbreite moglicher Mutationen, die die urspriingliche
Funktion erhalten oder diese sogar verbessern.

Diese Experimente von Hanes und Pliickthun haben
gezeigt, daf3 das Ribosomen-Display sich als reines In-vitro-
System fiir die phidnotypische Selektion nach Ligandenbin-
dung eignet. Auch die korrekte Faltung und die Bildung von
Disulfidbriicken wurde ermoglicht, was fiir einen Grofteil der
Proteine essentiell ist. Damit ist das Ribosomen-Display das
erste komplett in vitro stattfindende Evolutions- und Selek-
tionssystem fiir nativ gefaltete Proteine. Die Transformation
von Zellen mit DNA ist nicht notwendig, und der Synthese
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Tabelle 1. Mutationen in den selektierten Anti-Hdmagglutinin-,,single-
chain“-Antikdrpern.[?

Klon Mutationen Bindungs-
Nr. \' Vu Linker stdrke
12 K45R P41R 102
10 S30P 101

6 100

2 96

7 G16D 89

3 Y49H 86

9 E55G, E105G A23V S5p 86

1 T20A GI12E 80
18 N(27d)D D10G, T50N 76

4 V13A, K28R VI2A 72
13 V58I Y79C 65
16 L83R 151V, K75E, A113V 63
14 K30E D61G S5p 43
17 F71S 18

8 E17G, K18E, K30E 14

5 L11P G13D 9
11 S(27¢)F, N9OE V481 9
15 G64D, S7T7A G158 6

[a] Fiir alle untersuchten Antikorper-Klone sind die relativen Bindungsstir-
ken (fiir Klon Nr. 6=100%) und die gefundenen Mutationen in den drei
Bereichen des Antikorpers (V| = variable Region der leichten Kette; Vy =
variable Region der schweren Kette; Linker zwischen diesen beiden
Bereichen) angegeben. Die Mutationen sind nach Kabat et al.'® numeriert.
Aufgrund der variablen Liange der Bindungsregionen (CDRs, complemen-
tarity determining regions) sind einige Positionen zusitzlich mit Kleinbuch-
staben gekennzeichnet.

und dem Screening von groBen Protein-Bibliotheken (> 10°
Einzelkomponenten) steht nichts mehr im Wege. He und
Taussigl¥ gelang kiirzlich mit einem analogen eukaryonti-
schen Transkriptions-/Translationssystem die reverse Trans-
kription ohne vorherige Reinigung der mRNA direkt am
Ribosomenkomplex. Dadurch verkiirzte sich die Zeit fiir
einen Zyklus des Ribosomen-Displays auf 8 h. Des weiteren
koénnen neuartige Methoden wie ,sexual PCR“[ error-
prone PCR“['l oder PCR mit Primern aus Trinucleotiden!'”)
die Diversitdt beim Ribosomen-Display zusitzlich steigern.
Auf der anderen Seite kann die Fehlerhdufigkeit im Riboso-
men-Display auch durch den Einsatz von Polymerasen mit
Fehlerkorrektur-Aktivitdt (proofreading activity) herabge-
setzt werden, wenn die Methode lediglich zum Durchmustern
von Bibliotheken eingesetzt werden soll.

Das Ribosomen-Display birgt ein grofles Potential, um die
Grundlagenforschung auf den Gebieten der Struktur, Faltung
und Evolution von Proteinen voranzutreiben. Daneben
beschleunigt die Methode wesentlich die Suche nach neuen
Leitstrukturen mit interessanten Eigenschaften sowie die
Optimierung bereits bekannter therapeutisch relevanter Pro-
teine. Es konnen zudem Hinweise auf den genauen Wir-
kungsort auf der Proteinoberfliche gewonnen werden, was
das Design von Proteinmimetika als neuer therapeutischer
Verbindungsklassel® erleichtern sollte.

Stichworter: In-vitro-Selektion - Kombinatorische Chemie -
Nucleinsduren - Proteine - Ribosomen-Display
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