Einleitung

1. Einleitung

Die ungeheure Vielfalt des Lebens, wie wir sie heute vorfinden, ist Ausdruck der
Anpassung an verschiedenste Gkologische Nischen. Jedoch findet diese Vielfalt bei
erster Betrachtung keine Entsprechung auf molekularer Ebene. Allen lebenden Zellen
ist gemein, dass die genetische Information auf der Ebene von Nukleinsduren
organisiert ist und durch den Prozess der Transkription und der Translation
ausgedriickt wird. Die Endprodukte dieser zwei Prozesse, die Proteine, sind der
Hauptbestandteil der Zellen. Thre rdumlich-strukturelle Ausdehnung und ihre
chemischen Eigenschaften befdhigen sie zu unterschiedlichsten Aufgaben wie z.B.
Reaktionskatalysen, Speicherung und Transport von Stoffen, zellstrukturgebenden
Funktionen oder der Regulation ihrer eigenen Synthese. Die Abfolge der
Grundbausteine der Proteine, der Aminosduren, wird durch die Sequenzabfolge der
Basen in der DNA festgelegt. Seitdem in den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts
grofle Anstrengungen unternommen wurden, Hochdurchsatz DNA-Sequen-
zierautomaten zu entwickeln (Ubersicht bei Meldrum, 2000), ist die Zahl der auf
Basenabfolge entschliisselten Genome enorm angestiegen (Sterky und Lundeberg,
2000). Dies gipfelte in der Sequenzierung des gesamten menschlichen Genoms (Venter
et al., 2001; International Human Genome Consortium, 2001). Diese Fiille von neu
hinzugewonnenen Informationen erfordert die Entwicklung von neuen
bioinformatischen Methoden, um die Daten einzuordnen (eine Ubersicht findet sich
bei Dandekar und Sauerborn, 2002). Insbesondere in der pharmakologischen
Forschung werden grofle Hoffnungen auf neue Erkenntnisse, die aus den
Genomsequenzen abgeleitet werden konnen, gesetzt (Ashton er al., 2002). So lassen
sich durch Sequenzvergleiche krankheitsrelevante Gene identifizieren und genetische
Ursachen oder Prddispositionen fiir Krankheiten festmachen. Allerdings ist zum
tieferen Verstindnis zelluldrer Prozesse das alleinige Wissen iber die
Aminosédureabfolge der beteiligten Proteine nicht hinreichend. Sdmtliche Prozesse des
Lebens unterliegen physikalischen Gesetzen und werden durch die Interaktion von
Molekiilen gesteuert. Diese Interaktionen finden an den Oberflichen dieser
Biomolekiile statt und setzen in der Regel eine geordnete Raumstruktur der
interagierenden Komponenten voraus. Ziel der molekularbiologischen Forschung ist
es, diese Wechselwirkungen im atomaren Detail zu verstehen und zu modulieren.
Diese Arbeit will einen methodischen Beitrag dazu leisten, Wechselwirkungen
zwischen Peptiden und Proteinen durch Anwendung eines evolutiven Ansatzes zu
studieren und auf Fragestellungen der Immunbiologie, Biotechnologie und
molekularer Medizin anzuwenden.

Die nachfolgenden Abschnitte sollen einen einfithrenden Uberblick zu immuno-
logischen Fragestellungen von Protein-Protein Interaktionen geben (Abschnitt 1.1),
Konzepte, Méglichkeiten und Grenzen der Modulation biomolekularer Wechsel-
wirkungen aufzeigen (Abschnitt 1.2) und die gegenwirtig technischen Moglichkeiten
ausloten, um Zugang zu Proteinen zu erhalten, die vorgegebenen Anspriichen an die
Bindung eines Zielproteins gentigen (Abschnitt 1.3).
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1.1 Antikorper-Antigen Wechselwirkungen

Ein typisches Beispiel fir spezifische Interaktionen zwischen Proteinen ist die Bindung
von Antikorpern an Antigene. Das Immunsystem der Vertebraten hat im wesentlichen
zwei zentrale Aufgaben. Es dient zur spezifischen Abwehr von Fremdstoffen wie z.B.
Viren oder Bakterien. Weiterhin dient es zur Eliminierung von verdnderten
korpereigenen Strukturen wie infizierten Zellen (s.0.) oder Tumorzellen (Kleining und
Sitte, 1992). Fiir diese Aufgabe ist es speziell ausgeriistet mit den T-Lymphozyten und
den B-Lymphozyten sowie den membrangebundenen und l6slichen Produkten der B-
Lymphozyten, den Antikérpern. Fremdmolekiile sind Antigene, die vom Immun-
system als solche erkannt werden. Dazu dienen hauptsichlich die T-Zellrezeptoren
auf den T-Lymphozyten und die membranstindigen oder 16slichen Antikorper der B-
Lymphozyten. Nahezu jede in den Organismus eindringende Fremdzelle bzw. jedes
Makromolekiil wird vom Immunsystem als solches erkannt und wenn moglich
ausgeschaltet. Die Antikorper, die daran einen entscheidenden Anteil haben, sind aus
zwei leichten und zwei schweren durch Disulfidbriicken verkniipften Ketten
aufgebaut. Jede der Ketten besitzt eine variable Domdéne mit drei hypervariablen
Schleifen. Diese hypervariablen Bereiche sind fiir die spezifische Erkennung der
Fremdmolekiile verantwortlich (Roitt, 1991). Dabei wird von den Immunglobulinen
nicht das gesamte Makromolekil als Fremdstoff erkannt, sondern nur eine kleine
Teilstruktur, das Epitop. Dieses Epitop wird von der Bindungsregion des Immun-
globulins, dem Paratop, gebunden. Jedes Paratop bindet hoch spezifisch und selektiv
nur eine antigene Determinante eines Makromolekdls. Da ein Makromolekiil mehrere
solcher antigenen Determinanten (Epitope) auf seiner Oberfliche besitzt, werden als
Reaktion auf das Eindringen dieses Makromolekiils viele B-Zellen und ebenso viele
Immunglobuline induziert.

Die Kenntnisse tber solche antigenen Determinanten konnen von grofSer
Bedeutung sein. Aus ihnen lassen sich vielfaltigste Informationen ableiten. So kénnen
sie dafiir benutzt werden, neue effektivere Impfstoffe gegen pathogene Viren,
Bakterien oder Eukaryonten zu entwickeln (Langedijk er al., 2001; van Oirschot, 1999).
Sind die antigenen Determinanten nicht bekannt, so muss das gesamte Antigen zur
Immunisierung verwendet werden (z.B. abgeschwichte Lebendimpfstoffe). Ebenso
kann bei Kenntnis der Epitope eine Infektion effektiv durch immunochemische
Verfahren nachgewiesen werden, moglicherweise sogar zwischen unterschiedlichen
Stammen eines Pathogens unterschieden werden (sofern unterschiedliche Epitope
bekannt sind). Dies wiederum konnte zu einer gezielteren und dadurch effizienteren
Therapie fithren. Weiterhin liefSen sich durch die Bestimmung von Autoantigenen
neue Therapien bei Autoimmunkrankheiten entwickeln (Mennuni et al., 1997).

Um solche antigenen Determinanten oder Epitope zu kartieren, werden in der
Regel Peptidbibliotheken benutzt. Dazu wurden verschiedene Verfahren etabliert.
Besonders haufig wird dabei auf chemische Synthesen zuriickgegriffen. Das zu
untersuchende Antigen wird dabei in geordneten, sich tberlappenden, Peptiden auf
einer festen Matrix synthetisiert. Anschliefend kann nach Inkubation der Peptide mit
den entsprechenden Antikérpern ein immunochemischer Nachweis das oder die
Peptide nachweisen, die von den Antikdrpern gebunden werden (eine Ubersicht findet
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sich bei Geysen et al., 1984 und bei Reineke et al., 1999). Oft werden auch evolutive
Anreicherungsmethoden angewendet. Am héaufigsten wird dabei das Phage Display
(vergl. 1.8.1) Verfahren benutzt. Dabei wird die fiir das Antigen kodierende DNA
fragmentiert und diese Fragmente werden dann in den Sequenzkontext eines
Phagenhtllproteins gesetzt. AnschlieBend werden die Phagen, die ein Epitop
prasentieren, von den entsprechenden Antikorpern gebunden und konnen
angereichert werden. Die Sequenz des Epitops wird dann indirekt durch
Sequenzierung der Phagen-DNA bestimmt. Als Beispiele hierfiir seien die Bestimmung
eines autoimmun-Epitopes, das bei der Typl Diabetes relevant ist (Farilla et al., 2002,
vergl. auch Abschnitt 1.3.1), sowie die Kartierung von Hepatitis C-Virus Epitopen
(Pereboeva et al, 1998 und 2000) genannt. Weiterhin konnten einzelne Epitope
erfolgreich auf Bakterienzellen prédsentiert und durch die entsprechenden Antikorper
nachgewiesen werden (vergl. Abschnitt 1.3.2).

1.2 Herstellung und Isolierung von Polypeptiden mit vorgegebenen
Interaktionseigenschaften

Im Lauf der Evolution hat die Natur viele funktionell verschiedene Proteine
geschaffen. Durch iterative Runden von Mutation und Selektion sind hochspezielle
und prizise Werkzeuge der Zellen entstanden, die sich untereinander durch
unterschiedlichste Interaktionen beeinflussen. Wenn dieses natiirliche Wechselspiel
zwischen den Makromolekiilen aus irgendwelchen Anldssen gestort ist, hat dies fir
das betroffene Individuum oft fatale Folgen. So fithrt die Typl Diabetes, eine
Autoimmunerkrankung, durch Fehlsteuerung des Immunsystems zur Zerstérung der
O-Zellen der Langerhansschen Inseln im endokrinen Pankreas. In diesen Inseln wird
das Insulin, ein Peptidhormon, das an den membranstdndigen Insulinrezeptor bindet,
gebildet. Aufgrund dieser Wechselwirkung wird eine Signalkaskade induziert, die zur
vermehrten Protein-, Glycogen- und Speicherfettsynthese fithrt. Durch diese
vermehrte Synthese wird der Blutzuckerspiegel gesenkt und reguliert. Dass diese
Regulation tatsdchlich durch die Interaktion von Insulin mit der Zellmembran
zusammenhdngt, konnte bereits 1969 nachgewiesen werden (Cuatrecasas, 1969).
Sofern aufgrund der Zerstorung der O-Zellen der Langerhansschen Inseln kein Insulin
gebildet wird, erfolgt keine Regulation des Blutzuckerspiegels und es kommt zur
Erkrankung. In diesem Fall ist es notwendig, die Interaktion durch Gabe von Insulin
gezielt herbeizufiihren. Die Regulation wird somit von auflen durch Einbringen des
natlrlichen Interaktionspartners gesteuert. Es gibt allerdings auch wiinschenswerte
regulatorische Interaktionen zwischen Molekiilen, fiir die es keine natiirlichen
Bindungspartner in dem jeweiligen Organismus gibt. So kann man beispielsweise die
Signalweiterleitung in den Nervenbahnen durch Zugabe von Stoffen unterbrechen, die
Ionenkanile blockieren (Ubersicht bei Miljanich und Ramachandran, 1995). Stoffe, die
diese Funktion erfiillen, konnen aus der Natur isoliert werden. So finden sich in den
Venomen von Meeresschnecken Peptide, die solche schmerzrelevanten Kanéle
blockieren (Ubersicht bei Olivera et al, 1994). Nicht fiir jedes medizinisch,
molekularbiologisch oder biotechnologisch interessante Zielprotein wird man mit
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vertretbarem Aufwand einen natiirlichen Modulator finden. Aus diesem Grund wird
haufig versucht, die gewiinschte Funktion, in den oben beschriebenen Beispielen die
Fahigkeit zur Interaktion eines Molekiils mit einem vorgegebenen Protein, de novo zu
erzeugen. Dabei kommen, sofern man proteinbasierte Interaktionspartner sucht, zwei
vom konzeptionellen Ansatz her unterschiedliche Verfahren zum Einsatz: Erstens das
rationale protein design und zweitens das evolutive Protein Engineering. Bei dem
erstgenannten wird ausgehend von einer dreidimensionalen Kristallstruktur des
Zielproteins und des potentiellen Interaktionspartners mittels computerunterstiitztem
molekularen  Modellieren  versucht, durch gezielte Austausche in der
Aminosduresequenz des Interaktionspartners, die gewiinschte Funktion auf die
Ausgangsstruktur zu ibertragen. AnschliefSend werden die Vorhersagen experimentell
Uberprift. Durch die enormen Fortschritte in der Computertechnik, insbesondere
durch schnellere Rechenleistungen, Parallelisierung von Rechenaufgaben und den
Einsatz neuer Algorithmen zur Simulation von Molekiildynamik und —faltung, werden
die Vorhersagen aller Voraussicht nach immer genauer (eine Ubersicht geben Street
und Mayo, 1999). Nach wie vor wird die gewiinschte Funktionalitit allerdings in der
Regel nicht bei der ersten Vorhersage erreicht, sondern es mussen vielmehr iterative
Naherungsschritte unternommen werden. Somit wird in aufeinanderfolgenden
Durchldufen durch einen Zyklus aus Vorhersage und experimenteller Uberpriifung die
gewtlinschte Funktion des Ausgangsproteins optimiert.

Ein Problem des rationalen Protein Engineerings ist die Voraussetzung der genauen
Kenntnis der Strukturen beider Interaktionspartner. Sind diese Informationen nicht
vorhanden, so kann keine Optimierung vorgenommen werden. Es gibt aber haufig fur
Molekiile, fiir die ein Interaktionspartner gesucht wird, keine verldsslichen
Strukturdaten. Weiterhin sind die Vorhersagen iiber Konsequenzen von
Aminosdureaustauschen auf die Tertidrstruktur nur begrenzt moglich, da der
Faltungsmechanismus der Proteine nicht hinreichend verstanden ist. Im Extremfall
kann der Austausch einer einzigen Aminosdure zum Kollabieren der gesamten
Struktur fithren.

Einen konzeptionell anderen Ansatz verfolgt die zweitgenannte Methode, das
evolutive Protein Engineering. Hierbei wird versucht, ein breites Repertoire an
moglichen Interaktionsmolekiilen herzustellen, die dann anschliefend einer
Durchmusterung unterzogen werden. Bei dieser Durchmusterung sollen dann solche
Varianten isoliert werden, die die gewtnschten Eigenschaften aufweisen. In der Regel
werden bei solchen Verfahren die Varianten in Organismen, die als
Synthesemaschinen dienen, hergestellt. Die Variation der einzelnen Molekiile wird
meistens zuvor auf DNA-Ebene mittels PCR-Techniken erreicht. Sofern die
gewtlinschte Eigenschaft die Bindung an ein vorgegebenes Zielmolekil ist (z.B. ein
Ionenkanal, s.o.) ist es hdufig ausreichend, die Verdnderungen der Gensequenz auf
bestimmte Regionen zu beschranken. Oft wird nur eine einzige Schleife, die fiir die
Interaktion mit dem vorgegebenen Protein gedacht ist, verdndert. Es bietet sich daher
an, diese Verdnderungen mit randomisierten Oligonukleotiden einzufithren. Nach der
Klonierung der varianten Gene und deren Expression steht eine Sammlung von
Molekiilen mit unterschiedlichsten Eigenschaften zur Verfiigung. Die Suche nach
demjenigen Molekil, das die gewiinschte Eigenschaft - z.B. die Blockierung eines
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Ionenkanals - besitzt, kann auf unterschiedliche Weise geschehen. Der Vorteil eines
solchen Verfahrens ist, dass die erzeugte Molekiilbibliothek auf unterschiedlichste
Funktionen hin getestet werden kann. Ist die Bibliothek - aufgrund ihres strukturellen
Grundgeriistes (s.u.) — besonders geeignet, Bindemolekiile zu enthalten, die mit
Ionenkanalen interagieren, so kann man aus ihr spezifische Bindemolekiile gegen viele
unterschiedliche Kanile isolieren. Die technische Schwierigkeit dieses evolutiven
Ansatzes liegt darin, aus einer sehr groffen Sammlung von Kandidatenmolekiilen
diejenigen wenigen in die Hand zu bekommen, die den vorgegebenen Anspriichen an
die Bindung eines Zielproteins gentigen.

1.2.1 Anforderungen an ein strukturelles Grundgertist fir Protein Engineering

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Proteingrundgeriisten (scaffold’s) wie
Antikorperfragmente, Helixblindelproteine oder Lipocaline eingesetzt, von denen
durch Variation oberflichenexponierter Reste Molekiilbibliotheken hergestellt werden
konnen (Ubersicht bei Skerra, 2000). Soll einem solchen Grundgeriist eine neue
Funktion zugewiesen werden, ist es immer von Vorteil, die Struktur und die natiirliche
Funktion zu kennen, um Anhaltspunkte tiber mégliche zu variierende Bereiche zu
erlangen. Weiterhin sind an solche rahmengebende Proteine gewisse Anspriiche
beziiglich der Faltungsstabilitdit zu stellen. Vorzugsweise sollte sich die lokal
beschrdnkte Verdnderung der Aminosduresequenz nicht auf die Faltung des Molekiils
und seine Stabilitdt auswirken. Soweit méglich, ist es von Nutzen, solche Proteine als
Grundgerist zu wahlen, deren natiirliche Funktion der gesuchten &hnlich ist. Dadurch
steigt die Wahrscheinlichkeit, mit wenigen Aminosdureaustauschen die gewdiinschte
Eigenschaft einzufthren. Ein ideales Grundgerist sollte aus Griinden der
experimentellen Uberschaubarkeit méglichst klein und als Modulator biomolekularer
Wechselwirkungen gut charakterisiert sein.

1.2.2  Die Familie der Cystinknoten Proteine

Eine interessante Klasse von Proteinen, die die oben genannten Anforderungen
erfillen, ist die Familie der Cystinknotenproteine. Diese sehr kleinen Proteine von nur
wenigen Dutzend Aminosduren Linge kommen in der Natur haufig vor und
interagieren mit einer Vielzahl verschiedener Zielproteine. So werden einige
Wachstumsfaktoren, wie NGF, TGFO und PDGF zu dieser Klasse gezdhlt. Diese
Peptidhormone erkennen Rezeptoren auf der Zelloberfliche und lésen durch
Andocken an diese, wie schon das oben beschriebene Insulin, eine Signalweiterleitung
aus (eine Ubersicht findet sich bei McDonald und Hendrickson, 1993). Weiterhin
gehoren zu dieser Klasse die oben erwidhnten Conotoxine und Proteinaseinhibitoren.
Allen Vertretern dieser Klasse ist die Verkniipfung der Hauptkette durch mindestens
drei Disulfidbriicken gemeinsam. Bei den Vertretern der Proteaseinhibitoren und der
Neurotoxine ist die Verkniipfung von sechs Cysteinresten charakteristisch. Es wird ein
Ring aus zwei Cysteinbriicken zwischen den Resten C#1-C#4 und C#2-C#5 gebildet
(die Nummerierung der Reste gibt die Reihenfolge in der Hauptkette an).
AnschlieBbend wird dieser Ring von einer dritten Disulfidbriicke (C#3-C#6)
durchzogen. Bei den zuvor oben genannten Wachstumsfaktoren wird der Ring durch



