


1. Einleitung

Hochdurchsatz-Testsysteme sind vielversprechende Ver-
fahren f¸r die Entwicklung von Proteinen mit neuen Eigen-
schaften. Wegen der Komplexit‰t der Proteinfunktionen ist es
sehr schwierig, Proteine mit neuen Funktionen herzustellen,
geschweige denn neue Funktionen durch gerichtete Mutatio-
nen ins aktive Zentrum eines Proteins einzuf¸hren. Daher
versucht man inzwischen, Millionen von Mutanten gleich-
zeitig zu erzeugen und diese dann auf die gew¸nschte
Aktivit‰t zu testen. Die Fortschritte in der Molekularbiologie
haben es viel einfacher gemacht, Proteinvarianten auf DNA-
Ebene zu erzeugen. Da man es immer mit DNA zu tun hat,
kann unabh‰ngig von der Faltung oder der gew¸nschten
Funktion des Proteins stets die gleiche Methode genutzt
werden. Im Unterschied dazu m¸ssen bei Bibliotheken
niedermolekularer Substanzen f¸r jede neue Grundstruktur
neue Synthesewege entwickelt werden. Noch schwieriger
allerdings ist es, Hochdurchsatz-Testsysteme zu entwickeln,
mit denen Millionen von Proteinen innerhalb kurzer Zeit
getestet werden kˆnnen. In diesem Aufsatz konzentrieren wir
uns daher auf die Fortschritte der letzten beiden Jahrzehnte
bei der Entwicklung von Hochdurchsatz-Testsystemen f¸r
Proteinfunktionen.

Hochdurchsatz-Testsysteme f¸r Proteinfunktionen werden
au˚er beim Protein-Engineering bereits seit langem in der
Enzymologie und der Wirkstoffsuche genutzt. In neuerer Zeit
wurden sie auch zur entscheidenden Methode in der Pro-
teomik. Die F‰higkeit, Millionen von Proteinvarianten zu
erzeugen und ihre Aktivit‰t zu vergleichen, ermˆglicht uns
nicht nur, Proteine mit neuen Eigenschaften zu entwerfen,
sondern auch die Struktur und Funktion von Proteinen zu
verstehen. Die pharmazeutische Industrie ist schon seit
Jahrzehnten auf Hochdurchsatz-Testsysteme angewiesen,
um niedermolekulare Hemmstoffe von Proteinen zu identi-
fizieren. Seit dem Abschluss verschiedener Genomsequen-
zierungsprojekte in der j¸ngsten Vergangenheit ist es eine
Herausforderung, die Funktionen der Proteine aufzukl‰ren.
Ein Genomsequenzierungsprojekt ist nur von begrenztem
Nutzen, wenn wir die Proteinfunktionen nur einzeln auf-
kl‰ren kˆnnen. W‰hrend einige Proteinfamilien anhand von
Sequenzhomologien identifiziert werden kˆnnen, werden
Hochdurchsatz-Tests benˆtigt, um die Substratspezifit‰t die-
ser Proteine einzugrenzen. Hochdurchsatz-Tests sind au˚er-
dem unverzichtbar, um die Aktivit‰t des Gro˚teils aller
Proteine mit unbekannten Funktionen zu bestimmen.
Um Hochdurchsatz-Systeme f¸r Proteinfunktionen zu ent-

wickeln, m¸ssen zwei Probleme ¸berwunden werden: Erstens
werden, weil DNAviel einfacher amplifiziert und sequenziert
werden kann als Proteine, Methoden benˆtigt, um jedes
Protein mit seiner spezifischen DNA-Sequenz zu verkn¸pfen
(Abbildung 1). Ebenso wie dies zur Codierung jedes Elemen-
tes einer Bibliothek niedermolekularer Substanzen genutzt
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Abbildung 1. Allgemeine Strategie zur Analyse der Proteinfunktion in
gro˚em Ma˚stab.

werden kann, soll die DNA als Markierung f¸r Protein-
bibliotheken dienen. DNA ist ein ideales Etikett f¸r die
Proteinsequenz, weil sie auch in vivo als Code f¸r die
Proteinsequenz dient. Zweitens wird ein Hochdurchsatz-
Testsystem gebraucht, das mit dieser Verbindung zwischen
Protein und DNA kompatibel ist (Abbildung 1).
Die meisten Fortschritte wurden in den letzten beiden

Jahrzehnten bei dem zuerst genannten Gebiet erzielt ± der
Entwicklung von Methoden, um jedes Protein mit seiner
spezifischen DNA-Sequenz zu verkn¸pfen. Verschiedene
raffinierte Lˆsungen stehen inzwischen zur Verf¸gung. Bei
der Phagen-Display-Technik besteht buchst‰blich eine phy-
sische Verbindung zwischen Protein und DNA. Bei zellul‰ren
Tests entsteht die Verbindung durch die Kompartimentierung
in Einzelzellen, denn das Protein wird nur synthetisiert, wenn
das St¸ck DNA, das dieses Protein codiert, in der Zelle

vorhanden ist. In Mikrotiterplatten-Tests haben Protein und
DNA eine gemeinsame πr‰umliche Adresse™: Einfacher
ausgedr¸ckt: Das Protein in Spalte F, Reihe 11 wird durch
die DNA in einer zweiten Platte in Spalte F, Reihe 11 codiert.
Obwohl inzwischen verschiedene Methoden zur Markierung
von Proteinbibliotheken mit ihrer DNA-Sequenz verf¸gbar
sind, kˆnnen auch vollkommen neue Ans‰tze von Vorteil
sein. So kann es zum Beispiel interessant sein, ¸ber Methoden
wie die Massenspektrometrie nachzudenken, durch die eine
DNA-Markierung ¸berfl¸ssig werden kˆnnte.
Die Verkn¸pfung eines Proteins mit seiner DNA-Sequenz

ist allerdings nur der erste Schritt. Die eigentlichen Tests
m¸ssen noch entwickelt werden (Tabelle 1). In diesem Auf-
satz werden mit πSelektion™ Methoden bezeichnet, mit denen
nur Proteine mit der gew¸nschten Funktion untersucht
werden, πScreening™ bezieht sich auf Methoden, bei denen
alle Proteine untersucht werden m¸ssen und πTestsysteme™
wird als Sammelbegriff f¸r Selektionen und Screenings
genutzt. Manche Methoden, wie die Ribosomen-Display-
Technik, bieten sich besonders f¸r Bindungstests an. Der
Protein-DNA-Komplex wird mit einer Affinit‰tsmatrix zu-
sammengebracht und Proteine, die an die Matrix binden,
werden anschlie˚end mit einer konzentrierten Salzlˆsung
oder einer Ligandenlˆsung eluiert. Dieses Schema gilt unab-
h‰ngig von der speziellen Protein-Ligand-Wechselwirkung.
Enzymatische Umsetzungen stellen eine hˆhere H¸rde dar.
Bislang wurden meist Reaktionen untersucht, in denen durch
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die chemischen Eigenschaften der Reaktanten ein intrinsi-
sches Messsignal entsteht ± das Produkt fluoresziert, das
Substrat ist ein Peptid oder das Produkt ist ein essenzieller
Metabolit. Nach den j¸ngsten Erfolgen wandten die Forscher
ihre Aufmerksamkeit nun Testsystemen zu, die reaktions-
unabh‰ngig und mit einer weiten Palette chemischer Reak-
tionen vereinbar sind.
In diesem Aufsatz haben wir uns nicht auf eine bestimmte

Methode konzentriert, sondern stattdessen versucht, die
verschiedenen Methoden zu vergleichen, ihre Unterschiede
herauszuarbeiten und zu untersuchen, welche Methode am
besten f¸r welches Problem geeignet ist. F¸r Hochdurchsatz-
Systeme ist die Kernfrage nat¸rlich die nach den erreichbaren
Zahlen. Bei Untersuchungen der Proteinfunktion oder bei
Tests aller Proteine einer vorgegebenen Zelllinie, wissen wir,
wie gro˚ die Zahlen sind. Beispielsweise codiert Saccharo-
myces cerevisiae etwa 6000 verschiedene Proteine und das
menschliche Genom besteht aus etwa 30000 Proteinen.
Schwieriger ist es abzusch‰tzen, wie viele Tests f¸r die
Entwicklung von Proteinen mit neuen Eigenschaften notwen-
dig sind, weil die Antwort stark von der Art der Fragestellung
abh‰ngt. Wir wissen nicht, wie viele Varianten getestet
werden m¸ssen, um die Spezifit‰t eines Enzyms zu ver‰ndern
oder ein Enzym zu entwickeln, das eine neue chemische
Reaktion katalysiert. An dieser Stelle sei nochmals betont,
dass bereits die potenzielle Diversit‰t eines kleinen mono-
meren Proteins ¸berw‰ltigend ist. Geht man davon aus, dass
32 DNA-Codons, also die H‰lfte des genetischen Codes,
ausreicht, um alle 20 proteinogenen Aminos‰uren zu codie-
ren, ergibt die Gesamtheit aller mˆglichen Kombinationen
aller 20 Aminos‰uren an jeder Position eines 200 Reste
langen Proteins eine zu testende Bibliothek von 32200 Varian-
ten. Wenn wir auch die Notwendigkeit von Insertionen und
Deletionen hinnehmen, w‰chst die Komplexit‰t des Problems
noch weiter. Werden allerdings alle 20 Aminos‰uren in jeder
Position eines 200 Reste langen Proteins unabh‰ngig vonein-
ander getestet, betr‰gt die Grˆ˚e der Bibliothek nur 32� 200.
Als Anhaltspunkt dazu sei erw‰hnt, dass 1 mg Plasmid-DNA,
eine vern¸nftige DNA-Menge, die sich routinem‰˚ig in
gro˚em Ma˚stab isolieren l‰sst, aus etwa 1014 Molek¸len
besteht. Wenn die DNA begrenzender Faktor ist, kˆnnen also
ca. 1012 Positionen unabh‰ngig voneinander zufallsbedingt
variiert werden. Werden die Positionen aber alle gleichzeitig
variiert, reicht die DNA nur f¸r 9 Positionen. Mit einigen
Methoden gelingt es inzwischen, sich der Grenze anzun‰hern,
bei der die DNA begrenzender Faktor ist, doch in den meisten
F‰llen begrenzen andere Schritte im Prozess die erreichbaren
Zahlen. Bei jeder Methode zur Verkn¸pfung eines Proteins

mit seiner DNA-Sequenz wird daher untersucht, welche
Schritte den erreichbaren Durchsatz begrenzen, wie gro˚
dieser ist und welche Mˆglichkeiten bestehen, die limitieren-
den Schritte zu verbessern. Wir beginnen gerade erst, ein
Gef¸hl daf¸r zu entwickeln, wie viele Reste variiert werden
m¸ssen und ob diese Variationen unabh‰ngig voneinander
durchgef¸hrt werden kˆnnen, um die Proteinspezifit‰t zu
ver‰ndern. Wenn allerdings die Funktion des Proteins ver-
‰ndert werden soll, haben wir noch nicht einmal ein Gef¸hl
f¸r dieses Problem. Die Beispiele in diesem Aufsatz sind
entsprechend auch immer mit einem Blick auf den Durchsatz
dargestellt, der f¸r die Beantwortung der jeweiligen Fragen
notwendig ist.
Au˚erdem konzentrieren wir uns auf die allgemeine Ver-

wendbarkeit der Methoden und den notwendigen technischen
Aufwand. Bez¸glich der allgemeinen Nutzung gibt es zwei
Gesichtspunkte: Der erste ist, ob die Methode mit einer
gro˚en Anzahl von Proteinen mit unterschiedlichen Struktu-
ren kompatibel ist: Kleine monomere cytosolische Proteine
sind meist leicht in den Griff zu bekommen und in einer
Vielzahl von Formaten testbar. Oligomere, membrangebun-
dene und komplexere Proteine lassen sich oft nur mit
Schwierigkeiten au˚erhalb der Zelle exprimieren. Beim Pro-
tein-Engineering ist dies ein weniger gravierendes Problem,
denn man kann einfach von einem leicht zu handhabenden
Protein ausgehen. Um allerdings alle exprimierten Proteine
einer vorgegebenen Zelllinie zu testen, muss man eine gro˚e
Variationsbreite von verschiedenen Proteintypen erfassen
kˆnnen. Der andere Punkt bei der allgemeinen Nutzung liegt
in der Chemie und dem Testsystem. Im Idealfall w¸nscht man
sich Methoden, die f¸r ein breites Feld molekularer Wech-
selwirkungen und chemischer Reaktionen geeignet sind.
Indem wir einige Anwendungen der verschiedenenMethoden
diskutieren, mˆchten wir zeigen, welche besser f¸r Bindungs-
tests geeignet sind, welche f¸r Tests der Aktivit‰t von
Enzymen und f¸r welche Methoden man Tests entwickeln
kann, die reaktionsunabh‰ngig sind. Wie bei jeder Methode
bestimmt auch hier der technische Aufwand einer Methode in
vielen F‰llen die Verwendbarkeit. Wenn mˆglich sollten
Methoden auch in nicht spezialisierten Labors eingesetzt
werden kˆnnen. Mit ausgew‰hlten und detailliert ausgef¸hr-
ten Beispielen behandeln wir Gesichtspunkte wie den Bedarf
nach spezieller Ausr¸stung f¸r das Display der Proteine oder
die Testdurchf¸hrung, wie h‰ufig falsch positive Ergebnisse
sind, wie leicht sie mit Sekund‰r-Testsystemen eliminiert
werden kˆnnen und wie einfach die DNA am Ende des Tests
f¸r weitere Mutageneserunden oder f¸r eine Sequenzierung
amplifiziert werden kann.
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Tabelle 1. Die Verkn¸pfung von Genotyp und Ph‰notyp in verschiedenen Testsystemen.

Methode Verkn¸pfung zwischen Genotyp und Ph‰notyp Testsystem (Selektion oder Screening)

1 Phagen-Display-Technik Phagenpartikel Bindung an eine Affinit‰tsmatrix
2 Ribosomen-Display-Technik Ribosomenkomplex Bindung an eine Affinit‰tsmatrix
3 mRNA-Peptid-Fusion Peptid-mRNA-Fusion Bindung an eine Affinit‰tsmatrix
4 Peptid am Plasmid Peptid-Plasmid-Komplex Bindung an eine Affinit‰tsmatrix
5 Zelloberfl‰chen-Display-Technik Zelle Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS)
6 In-vitro-Kompartimentierung Wasser-in-÷l-Trˆpfchen PCR
7 Genetisches Testsystem Zelle Komplementation, kolorimetrische Tests
8 Mikrotiterplatten und Proteinchips R‰umliche Adressierung Radiometrisch, UV/Vis-Absorption oder Fluoreszenztest
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Diesen Aufsatz haben wir nach den verschiedenen Metho-
den zur Kopplung eines Proteins mit seiner DNA-Sequenz
gegliedert. Die Methoden sind danach eingeteilt, ob sie auf
einer direkten Verbindung, Kompartimentierung oder r‰um-
lichen Trennung beruhen. In einem kurzen Abschnitt am
Ende jedes Kapitels wird ein Ausblick auf neue Ans‰tze
gegeben. F¸r jede Methode beschreiben wir das Arbeits-
prinzip, entscheidende technische Verbesserungen und aus-
gew‰hlte Anwendungen. An ihnen werden die Fragen nach
Zahlen, allgemeiner Einsetzbarkeit und technischem Auf-
wand diskutiert. Es gibt beeindruckende technische Fort-
schritte auf allen Gebieten, die wir in diesem Aufsatz nicht im
Entferntesten w¸rdigen kˆnnen und so sind jedem Kapitel
Literaturhinweise mit detaillierteren ‹bersichtsartikeln f¸r
jedes Feld vorangestellt.

2. Die Methode der direkten Verkn¸pfung

Die wahrscheinlich direkteste Verkn¸pfung eines Proteins
mit seiner DNA-Sequenz besteht in einer Verbindung zwi-
schen jedem Protein und der DNA, die es codiert. Die
Verbindung kann direkt sein (wie im mRNA-Display oder bei
Peptiden auf einem Plasmid) oder indirekt wie im Phagen-
und Zelloberfl‰chen-Display. Es gibt viele Strategien zur
Herstellung solcher direkter Verbindungen. Sie eignen sich
haupts‰chlich f¸r Bindungstests, und es gibt bereits mehrere
eindrucksvolle Beispiele f¸r die Entwicklung von Proteinen
mit neuen Funktionen. Vor kurzem gelang in einigen Labors
auch die Messung katalytischer Aktivit‰ten. Die erreichbaren
Bibliotheksgrˆ˚en liegen am n‰chsten bei der durch die DNA
gegebenen Grenze von 1014 verschiedenen Molek¸len. Als
technische Randbedingungen m¸ssen die Stabilit‰t der Ver-
bindung und die Vereinbarkeit mit vielen strukturell ver-
schiedenen Proteinen beachtet werden.

2.1. Phagen-Display-Technik

Die Phagen-Display-Technik ist eine der ersten Methoden,
die zur direkten Verbindung eines Proteins mit seiner DNA-
Sequenz eingef¸hrt wurde. Es ¸berrascht nicht, dass mit
dieser Technik dann einige aufregende Fortschritte erzielt
wurden und sie ausf¸hrlich in der Literatur beschrieben
wurde.[1±4] Das Phagenpartikel stellt die Verkn¸pfung zwi-
schen jedem Protein und seiner charakteristischen DNA-
Sequenz her. Gewˆhnlich wird f¸r die Phagen-Display-
Technik der Phage M13 verwendet; dieser besteht aus einem
einzelstr‰ngigen DNA-Molek¸l (dem Phagengenom), wel-
ches von Tausenden von Kopien der Phagenh¸llproteine
umgeben ist (Abbildung 2A). Diese H¸llproteine werden von
dem einstr‰ngigen DNA-Genom codiert, das sie einkapseln.
Bei der Phagen-Display-Technik wird die DNA, die das
interessierende Protein codiert, mit einem der H¸llprotein-
gene fusioniert, sodass die DNA-Sequenz zu einem Teil des
Phagengenoms wird und das Protein auf der Phagenober-
fl‰che als Fusionsprotein mit dem H¸llprotein exprimiert
wird. Die H¸llproteinschicht besteht aus Tausenden von
Kopien des Haupt-H¸llproteins pVIII, f¸nf Kopien von pIII

Abbildung 2. A) Struktur des filamentˆsen M13-Phagen, der bei der
Phagen-Display-Technik eingesetzt wird. Ein Phagenpartikel besteht aus
einem einstr‰ngigen DNA-Molek¸l und wird von mehreren H¸llproteinen
umgeben: pVIII, das Haupth¸llprotein, pVII und pIX an einem Ende und
pIII und pVI am anderen Ende. Eine fremde Proteinsequenz kann mit
jedem der H¸llproteine fusioniert werden. Hier ist ein Protein (in rot)
dargestellt, das mit dem N-Terminus von pIII (in blau) fusioniert wurde.
B) Anreicherung von Phagen durch Panning.

und pVI an einem Ende des Phagenpartikels und f¸nf Kopien
von pVII und pIX am anderen Ende (Abbildung 2A). 1985
kam Smith auf die Idee, mit Phagenpartikeln Protein-
Bibliotheken anzureichern, indem er affinit‰tschromatogra-
phisch die Partikel reinigte, die die fremde Peptidsequenz an
ihrer Oberfl‰che exprimierten, in diesem speziellen Fall
Fragmente der EcoRI-Endonuclease.[5] Fragmente der Eco-
RI-Endonuclease wurden ins pIII-H¸llprotein inseriert, in-
dem das entsprechende Fragment des EcoRI-Gens im
Leserahmen in das pIII-Gen des Phagengenoms kloniert
wurde. Die so modifizierten Phagen behielten ihre Lebens-
f‰higkeit und Infektiosit‰t. Allerdings wurde die Infektiosit‰t
durch Vorinkubation mit anti-EcoRI-Antikˆrpern deutlich
verringert. Zusammengenommen konnte durch diese Arbei-
ten gezeigt werden, dass fremde Proteinsequenzen auf der
Phagenoberfl‰che in immunologisch zug‰nglicher Form pr‰-
sentiert werden kˆnnen. Schlie˚lich wurden anti-EcoRI-
Antikˆrper an eine Polystyrol-Petrischale adsorbiert und zur
selektiven Anreicherung der Phagen, die das EcoRI-Frag-
ment pr‰sentieren, aus Wildtyp-Phagen genutzt.

2.1.1. Technische Betrachtungen

Die Grˆ˚e von Phagen-Display-Bibliotheken wird durch
die Transformationseffizienz von Bakterien begrenzt. In
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einem typischen Phagen-Display-Experiment wird eine Pha-
gemid-DNA-Bibliothek zun‰chst in vitro hergestellt und
dann in geeignete Escherichia-coli-Zellen transformiert.
Nimmt man an, dass mit Elektroporation 10 �g DNA (1012

DNA-Molek¸le) in 200 �L kompetente Zellen (1011 Zellen)
transformiert werden, kann man 1010 Zellen erhalten, von
denen jede ein spezifisches DNA-Molek¸l enth‰lt. In der
Praxis werden im Allgemeinen Bibliotheken mit etwa 108

Elementen hergestellt. Vor kurzem nutzten Sblattero und
Bradbury die Rekombination in Bakterien, um eine scFv-
Bibliothek in Phagen mit 3� 1011 Elementen herzustellen.[6]
Theoretisch kann die Elektroporation mit 1 mg DNA und
20 mL geeigneten Zellen so optimiert werden, dass eine
Bibliothek mit 1012 Elementen entsteht.[7] In den Trans-
formanten werden die Proteine des Phagemids exprimiert
und die Phagenpartikel zusammengesetzt, wenn das Fusions-
protein diesen Vorgang nicht beeintr‰chtigt. Die Phagenpar-
tikel werden dann von den transfizierten Bakterien geerntet
und auf Proteine mit spezifischen Bindungseigenschaften
selektioniert, indem man sie durch eine Affinit‰tsmatrix
passieren l‰sst (ein Verfahren, das man πPanning™ nennt).
Nicht bindende Phagen werden weggewaschen und bindende
Phagen kˆnnen mit Salzlˆsungen hoher Ionenst‰rke, mit
sauren Lˆsungen oder mit Lˆsungen des Liganden eluiert
werden (Abbildung 2B). Die ausgew‰hlten Phagen kˆnnen
durch eine neue Infektionsrunde in Bakterien amplifiziert
und unter stringenteren Selektionsbedingungen weiter ange-
reichert werden. Zum Schluss werden die selektierten Klone
durch Sequenzierung und In-vitro-Bindungstests analysiert.
Seit der ersten Verˆffentlichung von Smith gab es mehrere

wichtige technische Verbesserungen der Phagen-Display-
Technik. So dienten Coinfektionen mit Helferphagen dazu,
die Qualit‰t des Display-Experiments zu sichern.[8] Neben
dem H¸llprotein pIII wurden auch andere H¸llproteine,
darunter pVIII,[9] pVII und pIX[10] herangezogen, umQualit‰t
und Orientierung zu kontrollieren und um gleichzeitig
mehrere Komponenten auf der Phagenoberfl‰che zu pr‰sen-
tieren. Erstmalig verfolgten Duenas und Borrebaeck[11, 12] als
besonders geschickte Variation die Verwendung von selektiv
infektiˆsen Phagen (SIPs), bei der sie den modularen Aufbau
des H¸llproteins pIII nutzten. pIII besteht aus drei Dom‰nen
± N1 (68 Aminos‰uren), N2 (132 Aminos‰uren) und CT
(149 Aminos‰uren) (Abbildung 3A). N1 vermittelt die Infek-
tion von E. coli. N2 erkennt spezifisch den F-Pilus und
verbessert die Effizienz der Infektion, ist aber nicht essenziell.
Die CT-Dom‰ne bildet einen Teil der H¸lle und spielt bei der
Morphogenese des Phagen eine Rolle. In ihrem ersten Artikel
berichteten Duenas und Borrebaeck ¸ber die Pr‰sentation
von Antikˆrperfragmenten von Anti-H¸hnereiwei˚-Lysozym
(HEL) auf der Phagenoberfl‰che als Fusionsprotein f¸r pIII,
dem die N1-Dom‰ne fehlte. Dadurch waren die Phagen nicht
mehr infektiˆs (Abbildung 3B). Wurden die Phagen aller-
dings in E.-coli-Zellen zusammengesetzt, die ein HEL-N1-
Fusionsprotein exprimierten, wurde die Funktion von pIII
und damit die Infektiosit‰t des Phagen durch die Bindung
zwischen dem anti-HEL-Antikˆrperfragment und HEL re-
konstituiert (Abbildung 3C). So wurden die Phagen, die den
anti-HEL-Antikˆrper pr‰sentierten, bei der Infektion von
Bakterien um den Faktor 105 angereichert. SIP hat gegen¸ber

Abbildung 3. Selektiv infektiˆse Phagen: A) Bei Wildtypphagen besteht
das H¸llprotein pIII aus drei Dom‰nen: den N-terminalen Dom‰nen N1
und N2 und der C-terminalen Dom‰ne CT. B) Phagenpartikel ohne die
Dom‰ne N1 sind nicht infektiˆs. Phagenpartikel, denen N1 und N2 fehlen
(nicht abgebildet), sind ebenfalls nicht infektiˆs. C) Die Infektiosit‰t kann
restituiert werden, wenn ein Protein, das mit CT fusioniert ist, mit einem
Protein, das mit N1-N2 fusioniert ist, in Kontakt tritt.

der traditionellen Phagen-Display-Technik zwei wichtige
Vorteile. Zum einen geht es schneller als die herkˆmmliche
Variante, weil derWaschschritt vermieden wird. Zum anderen
¸berwindet es eine wichtige technische Einschr‰nkung der
Phagen-Display-Technik, dass n‰mlich viele Proteine nicht als
Fusionen mit pIII auf der Phagenoberfl‰che exprimiert
werden kˆnnen.

2.1.2. Protein-Protein-Wechselwirkungen

Kurze Peptidsequenzen waren unter den ersten πProtei-
nen™, die auf Phagen pr‰sentiert wurden. Peptidbibliotheken
auf Phagen wurden bei der Suche nach optimalen Epitop-
Sequenzen,[13] Peptidliganden[14] und Enzyminhibitoren[15]

eingesetzt und auch, um Peptide zu finden, die zwischen
Halbleiter-Monoschichten mit feinen Strukturunterschieden
unterscheiden kˆnnen.[16] Phagen-Peptid-Bibliotheken sind
inzwischen kommerziell erh‰ltlich (Ph.D., New England
Biolabs). In der Hoffnung, auf die zeitraubende Hybridoma-
Technik verzichten zu kˆnnen, wurde die Methode sehr
intensiv bei der Konstruktion von Antikˆrpern getestet.[17, 18]

Ein Hauptproblem war die erfolgreiche Ausstellung von
Antikˆrpern auf der Phagenoberfl‰che (die verschiedenen
verwendeten Antikˆrperfragmente sind in Abbildung 4 zu-
sammengestellt). Ein Antikˆrper besteht aus zwei Polypep-
tidketten, einer leichten (L) und einer schweren (H) Kette mit
der Stˆchiometrie L2H2. Jede Kette besitzt eine variable
Region (VL, VH) und eine konstante Region (CL, CH1, CH2 und
CH3). Die leichte und die schwere Kette sind untereinander
durch Disulfidbr¸cken verbunden, ebenso wie auch die
beiden schweren Ketten untereinander. Erstmals wurde
1990 gezeigt, dass die variablen Dom‰nen der schweren und
der leichten Antikˆrperkette als Fv-Fragment in einer Kette
auf der Oberfl‰che von fd-Phagen exprimiert werden kˆn-
nen.[19] Nur wenig sp‰ter wurde auch ¸ber die Phagen-
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Abbildung 4. Antikˆrperfragmente, pr‰sentiert auf einem Phagen. Anti-
kˆrper kˆnnen als scFv (Einzelketten-Fv-Fragment, single chain Fv
fragment), bei dem die variable Dom‰ne der schweren Kette mit der
variablen Dom‰ne der leichten Kette fusioniert wurde, oder als Fab-
Fragment, bei dem die leichte Kette (VL-CL) und die N-terminale H‰lfte
der schweren Kette (VH-CH1) als Heterodimer vorliegen, auf Phagen
pr‰sentiert werden.

Display-Technik von Fab-Fragmenten berichtet.[20, 21] Nach-
dem dieses Hindernis erst einmal ¸berwunden war, folgten
viele weitere erfolgreiche Anwendungen. Verschiedene Pha-
gen-Antikˆrper-Bibliotheken, darunter immunisierte, nicht-
immunisierte und pr‰parativ hergestellte Bibliotheken, wur-
den zur Isolierung neuer Antikˆrper und zur Verbesserung
der Affinit‰t existierender Antikˆrper gegen vorgegebene
Antigene genutzt. Sogar katalytische Antikˆrper wurden mit
der Phagen-Display-Technik selektiert.[22±24]

Die Phagen-Display-Technik ist offenbar gut geeignet f¸r
Anwendungen, bei denen eine gemeinsame Proteinfaltung
eine gro˚e Rolle spielen, wie Antikˆrper und Peptide.
Weniger klar ist allerdings, wie gut die Technik sich z. B f¸r
die Zuordnung einer Funktion zu Proteinen einer cDNA-
Bibliothek mit Tausenden von unterschiedlichen Proteinen
einsetzen l‰sst. Shanmugavelu et al. berichteten vor kurzem
¸ber die Isolierung eines neuen Proteins, das an die Juve-
nilhormon-Esterase (JHE) bindet, aus einer cDNA-Biblio-
thek aus Insektengewebe mit der Phagen-Display-Technik.[25]

Das Juvenilhormon (JH) kontrolliert zusammen mit Ecdy-
steroiden die Genexpression in Insekten. JHE spielt eine
entscheidende Rolle bei der Insektenentwicklung, weil es JH
abbaut. Die Autoren wollten Proteine identifizieren, die mit
JHE wechselwirken und mˆglicherweise seine Aktivit‰t
regulieren. Die Grˆ˚e der Bibliothek war unkritisch, weil
die cDNA-Bibliothek nur etwa 104 Proteine umfasste. Die
Herausforderung bestand dagegen in der Expression mehre-
rer Tausend verschiedener Proteine, die in der cDNA-
Bibliothek aus dem Insektengewebe vorkommen. Wegen
der gro˚en Anzahl von Stop-Codons in der cDNA-Bibliothek
konnte diese nicht als N-terminale Fusion mit pIII oder pVIII
exprimiert werden. Stattdessen wurden die cDNAs als
C-terminale Fusionsproteine mit der Fos-Leucin-Zipper-Do-
m‰ne exprimiert, w‰hrend die Jun-Leucin-Zipper-Dom‰ne an
den N-Terminus von pIII fusioniert wurde. Durch Heterodi-
merisierung von Fos und Jun wurden die Proteine effizient an
der Phagenoberfl‰che pr‰sentiert. In vier Anreicherungsrun-
den erhielt man Proteine, die an JHE (immobilisiert in den
Vertiefungen einer 24-Loch-Polystyrol-Mikrotiterplatte) bin-
den. In den ersten drei Runden der Selektion wurden die

gebundenen Phagen mit saurem Puffer eluiert. In der vierten
Runde wurde gereinigte JHE verwendet. Mit den eluierten
Phagen wurde dann E. coli infiziert. Phagenpartikel, die aus
Einzelkolonien isoliert wurden, wurden in einer 96er Mikro-
titerplatte mit ELISA auf JHE-Bindung getestet. Anzumer-
ken ist, dass die mehrfachen Anreicherungsrunden nicht
notwendig sind, um mehr Proteine testen zu kˆnnen, sondern
weil das Signal-Rausch-Verh‰ltnis bei den Waschschritten
ziemlich niedrig ist. Neun positive Klone wurden sequenziert,
von denen einer das Protein P29 codierte, das bis dahin noch
nicht charakterisiert war.

2.1.3. Protein-DNA-Wechselwirkungen

Nach den Antikˆrpern waren DNA-Bindeproteine eine der
ersten Proteinklassen, bei denen die Bindungsspezifit‰t mit
der Phagen-Display-Technik ver‰ndert wurde.[26, 27] Die Pio-
nierarbeit leisteten dabei Rebar und Pabo.[28] Sie pr‰sentier-
ten die drei Zinkfinger des Zif268-Proteins auf der Ober-
fl‰che des filamentˆsen Phagen als pIII-Fusionsprotein. Die
vier Aminos‰uren im ersten Zinkfinger, die aufgrund fr¸herer
Ergebnisse f¸r die DNA-Erkennung am wichtigsten sind,
wurden zufallsgesteuert variiert. So entstand eine Bibliothek
aus 106 Elementen, die durch einen Pool von 1010 Phagen-
partikeln gut abgedeckt wurde. In dieser Bibliothek wurde auf
drei biotinylierte doppelhelicale DNA-Sequenzen selektiert,
die auf Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatten immo-
bilisiert waren. Die DNA-Sequenzen (GACC, GCAC und
CCTG) unterschieden sich von der Wildtyp-Sequenz
(GCGC) an der Stelle, die von dem ersten Finger erkannt
wird. Zinkfinger, die eine der modifizierten DNA-Sequenzen
mit KD-Werten im niedrigen picomolaren Bereich und mit
einer 10 bis 100fachen Pr‰ferenz gegen¸ber der Wildtyp-
Sequenz binden konnten, wurden f¸r GACC und GCAC
identifiziert, nicht aber f¸r CCTG. Auch hier waren wegen des
hohen Hintergrundes an nichtspezifischen Phagenpartikeln,
die durch den Waschschritt mitgeschleppt wurden (Abbil-
dung 13B), f¸nf Selektionsrunden nˆtig. F¸r den Verlauf der
Anreicherung mit der Zinkfinger-Bibliothek gaben die Auto-
ren an, dass die Retentionsraten bei 0.01% begannen und bei
erfolgreicher Selektion bis auf ca. 1% anstiegen. Diese und
‰hnliche Ergebnisse zeigen, dass bei einem nativen Protein,
dessen Erkennungsmechanismus gut bekannt ist, gezielte
Mutationen zur Erzeugung von Bibliotheken mit ca. 106

Elementen ausreichen, um die Proteinspezifit‰t zu modifizie-
ren.

2.1.4. Wechselwirkungen zwischen Proteinen und
niedermolekularen Substanzen

Die n‰chste Frage ist, wie viele weitere Varianten getestet
werden m¸ssen, wenn man ¸ber die Ver‰nderung der
Spezifit‰t hinaus zur De-novo-Entwicklung von Erkennung
¸bergeht. W‰hrend Antikˆrper nat¸rlich routinem‰˚ig auf
Bindung unterschiedlicher Molek¸le hin entwickelt worden
sind, geht man allgemein davon aus, dass die Anpassungs-
f‰higkeit des Antikˆrperger¸sts einmalig ist. Es gab verschie-
dene Erfolge bei Protein-Protein-Wechselwirkungen,[29] doch
ein entscheidender Durchbruch war erst der Nachweis, dass
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ein Lipocalin-Protein, n‰mlich das Bilin bindende Protein
(BBP) des Schmetterlings Pieris brassicae, zur De-novo-
Bindung niedermolekularer Substanzen weiterentwickelt
werden konnte.[30, 31] Die Lipocaline haben die Form eines
Fasses aus acht antiparallel angeordneten �-Faltblatt-Str‰n-
gen, wobei die vier Schleifen an einem Ende des Fasses den
Eingang zur Bindungstasche bilden. Die sechzehn Reste, die
mit dem Bilin direkt in Kontakt stehen und die in diesen vier
Schleifen aufgereiht sind, wurden vollst‰ndig zufallsbedingt
variiert. Da nur 108 individuelle Transformanten erhalten
wurden, wurde nur ein sehr kleiner Bruchteil aller mˆglichen
1024 Lipocalinvarianten getestet. Die mutierten BBPs wurden
mit pIII fusioniert und monovalent auf Phagen ausgestellt.
Selektioniert wurde durch Anreicherungsschritte der Phagen-
Fusionsbibliothek gegen Fluorescein, das mit BSA oder
RNase konjugiert war. Nach sechs Anreicherungsrunden zur
Steigerung des Prozentsatzes an Fluorescein-spezifischen
Phagen wurden BBP-Mutanten isoliert, die eine Affinit‰t
von 10�7 � und eine hohe Spezifit‰t f¸r Fluorescein auf-
wiesen.[30] Auf ‰hnliche Weise wurden auch BBP-Mutanten
mit hoher Affinit‰t und Spezifit‰t f¸r das Steroid Digoxigenin
gefunden.[31] Weitere Experimente sind nˆtig, um zu testen,
ob die Lipocalin-Falte ‰hnlich wie die IgG-Falte eine be-
vorzugte Ger¸ststruktur ist, oder ob tats‰chlich Bibliotheken
mit etwa 108 Elementen ausreichen, um molekulare Erken-
nung de novo zu entwickeln.

2.1.5. Enzymkatalyse

W‰hrend sich die Phagen-Display-Technik besonders f¸r
die Selektionen, die auf Bindungen basieren, anbietet, ist es
eine grˆ˚ere Herausforderung, diese vielseitige Technik an
die Katalyse anzupassen. Antikˆrper, die eine Vielzahl von
Transformationen katalysieren, wurden durch die Weiterent-
wicklung von katalytischen Antikˆrpern gegen die Analoga
von ‹bergangszust‰nden gewonnen. Theoretisch sollte es
nicht schwierig sein, diese Methode an die Phagen-Display-
Technik anzupassen, denn dort beruht die Selektion norma-
lerweise auf einer Bindung. Beispielsweise katalysiert der
Antikˆrper 17E8, der durch Immunisierung mit einem Ana-
logon des ‹bergangszustandes von Norleucinphosphat ge-
wonnen wurde, die Hydrolyse von Aminos‰ure-Phenyl-
estern.[32] Baca et al.[23] verpflanzten die Antigen bindende
Schleife von 17E8 auf das Ger¸st eines menschlichen Anti-
kˆrpers, um die Effizienz seiner rekombinanten Expression
zu verbessern, und pr‰sentierten es auf pIII als Fab-Fragment.
Mit ortsspezifischer Mutagenese wurden humanisierte 17E8
(hu17E8)-Bibliotheken hergestellt. Nach f¸nf bis sechs An-
reicherungsrunden wurden Mutanten selektioniert, die das
‹bergangszustandsanalogon von Norleucinphosphat binden.
Daraus wurde eine Mutante mit einer doppelt so hohen
katalytischen Aktivit‰t identifiziert. Diese Mutante band
allerdings das Analogon des ‹bergangszustandes weniger
fest als der urspr¸ngliche hu17E8, w‰hrend alle isolierten
Mutanten mit hˆherer Bindungsaffinit‰t eine niedrigere
katalytische Effizienz aufwiesen. Dieses Beispiel verdeutlicht,
dass die Bindung eines Analogons des ‹bergangszustandes
und die katalytische Aktivit‰t nicht dasselbe sind. Auff‰llig
ist, dass es trotz der weiten Verbreitung des Ansatzes bei

katalytischen Antikˆrpern nur wenige Beispiele gibt, bei
denen Analoga von ‹bergangszust‰nden genutzt wurden, um
Katalysatoren mit der Phagen-Display-Technik herzustellen.
Die Aufmerksamkeit scheint sich auf die direkte Selektion
von katalytischer Aktivit‰t zu richten.
Auch Suizidsubstrate wurden bei dem Affinit‰tsanreiche-

rungsschritt eingesetzt, um Enzyme aufgrund ihrer katalyti-
schen Aktivit‰t zu selektieren. Soumillion et al.[33] syntheti-
sierten einen �-Lactamase-Suizidinhibitor, der ¸ber eine
Disulfidbr¸cke mit Biotin verbunden war. Die �-Lactamase
war mit pIII fusioniert, wobei sich zwischen den Dom‰nen
eine Protease-Spaltstelle befand. Phagenpartikel mit aktiven
und inaktiven �-Lactamasen wurden mit dem Suizidinhibitor
inkubiert; aktive Enzyme waren danach mit Biotin markiert.
Der Selektionsschritt mit Streptavidin-K¸gelchen erfasste
selektiv Phagenpartikel, die aktive Enzyme trugen. Auch
ein ‰hnlicher Selektionsansatz, bei dem die Enzymaktivit‰t
mit der Infektiosit‰t des Phagen gekoppelt wurde, wurde
beschrieben.[34] Suizidsubstrate wurden zwar eingesetzt, um
das Wildtyp-Enzym zu isolieren, doch es ist unklar, ob sie
auch zwischen Enzymen mit unterschiedlicher katalytischer
Effizienz unterscheiden kˆnnen.
Wirklich benˆtigt wird ein direkter Test auf katalytische

Aktivit‰t, im Idealfall ein Test, der reaktionsunabh‰ngig ist.
Dazu wurden mehrere verwandte Methoden,[35±39] die auf der
Bildung oder Spaltung einer Bindung an einem festen Tr‰ger
oder der differentiellen Erkennung von Substrat und Produkt
beruhen, verˆffentlicht. In einem solchen Beispiel wurde
eine unspezifische Protease, die Staphylokokken-Nuclease
(SNase), aus einer Phagenbibliothek angereichert, die nicht
verwandte Proteine enthielt.[35] Das Selektionsprinzip ist in
Abbildung 5 illustriert: SNase und das DNA-Substrat wurden
beide an die Phagenoberfl‰che gebunden. SNase, ein Enzym,
das RNA und DNA hydrolysiert, lag fusioniert mit pIII auf
einem Phagenvektor vor. Das DNA-Substrat wurde mithilfe
eines Fos-Jun-Leucin-Zipper-Heterodimers eingef¸hrt. Ein
Helferphage stellte die pIII-Fos-Fusion zur Verf¸gung, und
die Biotin-Substrat-DNA-Jun-Fusion wurde chemisch syn-
thetisiert. Die phagengebundene SNase lag zun‰chst in der
inaktiven Form vor, weil im Puffer kein Ca2� enthalten war,
und wurde dann mit der Jun-Substrat-Biotin-Fusion inkubiert
und an Streptavidink¸gelchen adsorbiert. Nachdem die nicht-
gebundenen Phagenpartikel weggewaschen waren, wurde
durch Ca2�-Zusatz zum Puffer die SNase aktiviert. Phagen,
die eine aktive SNase trugen, spalteten das Substrat und
lˆsten damit das Phagenpartikel vom festen Tr‰ger. Phagen,
die SNase trugen, konnten in einer Runde aus einer 1:100-
Mischung mit Phagen, die ein Fab-Fragment trugen, hundert-
fach angereichert werden. Vor kurzem wurde diese Methode
genutzt, um DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus in
RNA-Polymerase zu konvertieren.[88] Die Verwendung von
Leucin-Zipper-Peptiden zum Einbau des Substrats sollte es
vereinfachen, die Chemie zu variieren. Der momentan zur
Verf¸gung stehende Assay ist nur bei Metall-abh‰ngigen
Ionen einsetzbar, bei denen die Enzymaktivit‰t w‰hrend der
Selektionsschritte ein- und ausgeschaltet werden kann. Es ist
nicht klar, ob dieses Schalten so schnell verl‰uft, dass
zwischen Enzymen unterschiedlicher Aktivit‰t differenziert
werden kann.

Angew. Chem. 2002, 114, 4580 ± 4606 4587



AUFSæTZE V. W. Cornish und H. Lin

Abbildung 5. Selektion bez¸glich der Enzymaktivit‰t mit der Phagen-
Display-Technik.[35] Das Substrat, ein Oligonucleotid, wurde mit einem
Peptid-Heterodimer an das Phagenpartikel gebunden. Die Fusion von pIII
und dem Peptid wurde durch einen Helferphagen ermˆglicht Die SNase
wurde mit einem Phagemid-Vektor als pIII-Fusionprotein pr‰sentiert. Sie
war zun‰chst inaktiv, da kein Ca2� im Medium vorhanden war (oben).
Dann wurden die Phagen mit demKomplex aus Peptid-Substrat und Biotin
inkubiert und an Streptavidink¸gelchen adsorbiert. Nach dem Wegwa-
schen nichtgebundener Phagen wurde die SNase durch Zugabe von Ca2�

aktiviert. Phagen, die aktive SNase-Enzyme pr‰sentierten, spalteten das
DNA-Substrat und lˆsten die Phagen damit vom festen Untergrund ab
(unten).

2.2. Ribosomen-Display-Technik und
mRNA-Peptid-Fusion

Bei der in diesem Abschnitt vorgestellten Methode besteht
die Verkn¸pfung zwischen Ph‰notyp und Genotyp in dem
nichtkovalenten oder kovalenten Komplex, der zwischen
dem translatierten Peptid und der codierenden mRNA
gebildet wird (Abbildung 6).[40] Erstmals wurde sie 1994 von

Abbildung 6. Ribosomen-Display-Technik.[41, 42] Die Polypeptide werden
mit einem In-vitro-Transkriptions-/Translationssystem synthetisiert. Nach
Ende der Translation sind Polypeptid und mRNA mit dem Ribosom
vergesellschaftet. Die Ribosomenkomplexe werden dann durch Bindung
der Polypeptide an einen festen Untergrund selektiert. Die ausgew‰hlten
Ribosomenkomplexe werden dissoziiert und die mRNA revers zu DNA
transkribiert; die DNA wird sequenziert oder weiteren Runden von
Mutagenese und Selektion unterworfen.

Mattheakis et al. vorgestellt,[41] und sp‰ter wurde sie von
Hannes und Pl¸ckthum optimiert.[42] Mit einem gekoppelten
E.-coli-S30-Transkriptions-/Translationssystem transkribier-
ten und translatierten Mattheakis et al. in vitro eine Biblio-
thek von DNA-Sequenzen, die kurze Peptide codierten. Als
die Translationsreaktion durch Zugabe von Chloramphenicol
gestoppt wurde, blieben das translatierte Peptid und die
mRNA mit dem ribosomalen Komplex assoziiert. Diese
Komplexe wurden mit immobilisierten Antikˆrpern gegen
die Peptide selektiert. Danach wurde die mRNA von dem
Komplex dissoziiert, zur entsprechenden cDNA r¸cktran-
skribiert und amplifiziert, wobei Gene f¸r Peptide angerei-
chert wurden, die von den Antikˆrpern erkannt werden.
Diese ausgew‰hlten DNA-Sequenzen kˆnnen weiteren
Transkriptions-/Translationsrunden und weiterer Selektion
unterworfen werden.

2.2.1. Technische Betrachtungen

Mattheakis et al. setzten in ihrem Experiment[41] 400 ng
DNA (1012 Molek¸le) ein, die in 3� 1012 mRNA-Molek¸le
transkribiert wurden; in den 50 �L des Transkriptions-/Trans-
lations-Reaktionsansatzes befanden sich etwa 3� 1012 Ribo-
somen in einer Konzentration von etwa 0.1 ��. Am Ende der
Transkriptions-/Translationsreaktion waren ungef‰hr 27%
der mRNA-Molek¸le mit Ribosomen komplexiert. Die Aus-
beute an gebildeten Ribosomenkomplexen h‰ngt jedoch von
der L‰nge des transkribierten Peptides ab. Bei ganzen
Proteinen ist auch unter optimierten Bedingungen die Aus-
beute nur etwa 0.2%.[42] Bei kurzen Peptiden ergibt 1 mg
DNA also eine Bibliothek mit 1015 Elementen, w‰hrend sie
bei gro˚en Proteinen nur 1012 Elemente umfasst.
Ein Problem des Ribosomen-Displays besteht in der

Instabilit‰t des tern‰ren Ribosomen-mRNA-Peptid-Komple-
xes. Es ist schwierig, diesen Komplex w‰hrend der Selek-
tionsschritte intakt zu halten. Ein gro˚er technischer Fort-
schritt war daher die Einf¸hrung einer kovalenten Bindung
zwischen dem Peptid und der mRNA[43, 44] mithilfe von
Puromycin, einem Antibiotikum, das das Aminoacyl-Ende
der tRNA nachahmt (Abbildung 7A). In Abbildung 7B ist zu
erkennen, dass Puromycin an das 3�-Ende einer mRNA
angeh‰ngt wurde, deren Stopcodon durch einen DNA-Spacer
ersetzt wurde. Wenn die mRNA in vitro translatiert wurde,
hielt das Ribosom an dem DNA-Spacer, sodass das Puromy-
cin-Molek¸l am Ende der mRNA die A-Position des Ribo-
soms besetzen und dort mit dem wachsenden Polypeptid
reagieren konnte. Diese Methode wird auch als mRNA-
Display bezeichnet. Optimierte Bedingungen f¸r die Puro-
mycin-Kopplungsreaktion, unter denen die Effizienz, mit der
Puromycin an das wachsende Polypeptid bindet, zunimmt,
wurden k¸rzlich verˆffentlicht.[45, 46]

Ein typisches mRNA-Display-Experiment ist in Abbil-
dung 7C illustriert: Eine DNA-Bibliothek wird zuerst in vitro
in die mRNA-Bibliothek transkribiert. Anschlie˚end wird die
gesamte mRNA an eine chemisch synthetisierte 30 Basen-
paare lange DNA-Sequenz mit Puromycin am 3�-Ende
gebunden und von diesen mRNA-DNA-Puromycin-Hybrid-
molek¸len eine In-vitro-Translation durchgef¸hrt. Durch das
Puromycin werden kovalente Komplexe zwischen der mRNA
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und den Peptiden gebildet. Diese werden aus dem Reak-
tionsgemisch isoliert, revers transkribiert und danach selek-
tiert, ob sie an ein immobilisiertes Antigen oder einen
Liganden binden. Die selektierten Komplexe kˆnnen dann
mit PCR f¸r die Sequenzierung amplifiziert oder weiteren
Mutations- und Selektionsrunden unterworfen werden.
Auch die mRNA-Peptid-Fusionsmethode erhˆht die Bib-

liotheksgrˆ˚e. In dem urspr¸nglichen Artikel von Roberts
und Szostak[43] wurden 5 pmol mRNA-Molek¸le in einer
25 �L Translationsreaktion eingesetzt; 0.7% der mRNA
wurden in mRNA-Peptid-Fusionen eingebaut. Die Bibliothek
umfasste also nur 2.1� 1010 Elemente. Seit dieser ersten
Verˆffentlichung wurden die Kopplungsbedingungen opti-
miert, und es wurden Kopplungsausbeuten bis zu 40% bei
kurzen Peptiden erreicht.[46] Der mˆgliche Nachteil dieser
Methode ist, dass alle Schritte in vitro durchgef¸hrt werden,
sodass es schwierig ist, Membranproteine oder Proteine, die
posttranslational modifiziert werden m¸ssen, zu exprimieren.

2.2.2. Protein-Protein-Wechselwirkungen

Wie die Phagen-Display-Technik wurde auch die Riboso-
men-Display-Technik zun‰chst bei der Entwicklung von

Antikˆrpern angewendet. So erzeugten Hanes
et al. scFvs, die eine Affinit‰t gegen Insulin im
picomolaren Bereich aufweisen, aus einer syn-
thetischen Antikˆrperbibliothek.[47] Es gibt
zwar nur wenige Berichte ¸ber die Riboso-
men-Display-Technik bei der Entwicklung von
Proteinen mit neuen Funktionen oder Aktivi-
t‰ten, doch liegt dies vermutlich daran, dass die
Methode noch relativ neu ist und diese Art der
Anwendungen gegenw‰rtig noch bearbeitet
werden. Theoretisch sollte die Ribosomen-Dis-
play-Technik f¸r den gleichen Typ von Prob-
lemen geeignet sein wie die Phagen-Display-
Technik.
Szostak und seine Mitarbeiter nutzten die

Diversit‰t der mRNA-Phagen-Display-Technik
aus, um hochaffine Bindungsproteine aus zuf‰l-
lig zusammengesetzten Peptidbibliotheken zu
isolieren.[48] Sie konstruierten eine Bibliothek
aus 88 Aminos‰urereste langen Peptiden nach
dem Zufallsprinzip mit der optimierten Puro-
mycin-Kupplungsmethode.[45, 46] Bei einer ge-
sch‰tzten Bibliotheksgrˆ˚e von etwa 7� 1012
wurde nur ein kleiner Anteil aller mˆglichen
88mere untersucht. Nach sieben Panning-Run-
den in Bezug auf die Affinit‰t gegen immobi-
lisiertes Streptavidin wurden Peptide mit einem
KD f¸r Streptavidin von nur 5 n� isoliert. Auf
‰hnliche Weise wurden auch ATP-bindende
Polypeptide mit nanomolarem KD aus einer
Peptid-Zufallsbibliothek selektiert.[49] Wie bei
der Phagen-Display-Technik werden die wie-
derholten Panning-Runden nicht durchgef¸hrt,
um mehr Varianten zu testen, sondern um die
RNA-Peptid-Fusionen mit echten Treffern an-
zureichern, denn ein gro˚er Prozentsatz falsch

positiver Hits wird durch jede Selektionsrunde mitgeschleppt.
Diese Ergebnisse sind ¸berraschend und werfen die inte-
ressante Mˆglichkeit auf, dass die Evolution von Struktur und
Funktion von Proteinen viel einfacher lˆsbar ist als man
erwarten w¸rde. Ausgehend von den Ergebnissen bei der
Selektion ATP-bindender Peptide sch‰tzen die Autoren, dass
die H‰ufigkeit der funktionalen Polypeptide in der Grˆ˚en-
ordnung von 10�11 liegt und dass diese Peptide nur mit der
Ribosomen-Display-Technik isoliert werden konnten, weil
damit Bibliotheken mit etwa 1012 Elementen getestet werden
kˆnnen.

2.3. Peptide auf Plasmiden

Bei dieser Methode wird die nichtkovalente Wechselwir-
kung zwischen einem DNA-bindenden Protein und der
Plasmid-DNA genutzt, um das Protein mit seiner DNA-
Sequenz zu koppeln. Das erste daf¸r eingesetzte DNA-
bindende Protein war der Lac-Repressor.[50] Der Lac-Repres-
sor wird vom lacI-Gen codiert und bindet sehr fest an die
spezifische DNA-Sequenz lacO. Wie in Abbildung 8 darge-
stellt, wurde eine Bibliothek aus 108 Dodecapeptiden an den
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Abbildung 7. A) Struktur des Aminoacyl-tRNA-Analogons Puromycin. B) Kovalenter
Komplex zwischen der mRNA und dem Peptid ¸ber Puromycin. C) Typischer Ablauf eines
mRNA-Peptid-Fusionsexperiments. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [46].
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C-Terminus des Lac-Repressors gebunden, indem syntheti-
sche Oligonucleotide stromabw‰rts zum lacI-Gen in das
Plasmid pMC5 kloniert wurden, welches au˚erdem lacO-
Sequenzen in Tandem-Anordnung enthielt. Im Zellinneren
wurde durch das Plasmid die Synthese der Lac-Repressor-
Dodecapeptid-Fusionskomplexe ausgelˆst, die daraufhin
Tetramere bilden und an die lacO-Sequenz des Plasmids
binden. Nach der Zelllyse wurden die Peptid-Plasmid-Kom-
plexe in Bezug auf die Bindungsf‰higkeit der Peptide an einen
immobilisierten Antikˆrper selektiert.

2.3.1. Technische Betrachtungen

Bei dieser Methode werden die Peptide in einem multi-
valenten Format pr‰sentiert, da der Lac-Repressor vor der
Bindung der DNA tetramerisiert und jedes Plasmid bis zu
zwei Tetramere binden kann. Daher eignet sich diese
Methode zur Selektion von Bindungen mit niedriger bis
mittlerer Affinit‰t. Um sie auch an die Selektion hochaffiner
Bindungspartner anzupassen, entwickelten Gates et al.[51] ein
πKopfst¸ck-Dimer™ des Lac-Repressors als DNA-bindende
Dom‰ne. Das Kopfst¸ck-Dimer, das weniger Kopien der
Peptid-Bibliothek pr‰sentiert, war zur Selektion hˆher affiner
Bindeproteine geeignet, obwohl der DNA-Bindungsmecha-
nismus unklar ist. Die Bibliotheksgrˆ˚e dieser Methode ist
der, die man mit der Phagen-Display-Technik erh‰lt, ‰hnlich,
denn sie wird ebenfalls durch die DNA-Transformations-
effizienz von Bakterien begrenzt.

2.3.2. Protein-Protein-Wechselwirkungen

Theoretisch kann diese Methode f¸r die gleichen An-
wendungen eingesetzt werden wie die Phagen-Display-Tech-
nik; dennoch wurde sie bislang haupts‰chlich zum Durch-

mustern von Peptid-Bibliothe-
ken genutzt. 1997 berichteten
Cwirla et al. ¸ber die erfolgrei-
che Isolierung eines Peptidago-
nisten f¸r den Thrombopoietin-
Rezeptor mit Wirkung im nano-
molaren Bereich.[52] Zum Ver-
gleich wandten die Autoren
nicht nur die Peptid-auf-Plas-
mid-Methode an, sondern auch
die Phagen- und Ribosomen-
Display-Technik. Zun‰chst se-
lektierten sie mit der pVIII-Pha-
gen-Display-Technik und dem
Lac-Repressor, die beide mul-
tivalente Display-Formate ha-
ben, Peptide mit IC50-Werten
zwischen 20 m� und 60 n�.
Dann setzten sie ihre Selektion
mit einem Kopfst¸ck-Dimer und
mit der Ribosomen-Display-
Technik fort, gingen also zu
einem monovalenten Display-
Format ¸ber, und reicherten da-
mit Peptidmutanten mit IC50-

Werten zwischen 20 und 60 n� an. Abschlie˚end konnten
sie mit der Kopfst¸ck-Dimer-Methode das hochaffine Peptid
AF12505 mit einem IC50 von 2 n� isolieren. Das Dimere von
AF12505 hatte einen IC50-Wert von 0.5 n� und war so
wirksam wie rekombinantes humanes Thrombopoietin. Die
Autoren schlossen aus ihren Versuchen ± was allerdings von
den Verfassern dieses Aufsatzes nicht nachvollzogen werden
kann ±, dass die Peptid-auf-Plasmid-Selektion von den drei
verglichenen Methoden die effektivste sei, um hochaffin
bindende Peptide zu gewinnen. Das geschilderte Anwen-
dungsbeispiel verdeutlicht, wie wichtig es ist, die Valenz des
Displays kontrollieren zu kˆnnen. Hohe Valenz ist zu Beginn
nˆtig, um niederaffine Liganden zu identifizieren, w‰hrend in
den Schlussrunden der Selektion eine niedrige Valenz die
Unterscheidung der hˆchstaffinen Liganden gew‰hrleisten
kann.

2.4. Zelloberfl‰chen-Display

Methoden zur Pr‰sentation von Proteinen auf der Ober-
fl‰che lebender Zellen sind schon lange bekannt, obwohl sie
zun‰chst nicht zur Durchmusterung von Proteinbibliotheken
entwickelt wurden.[53] Eine verbreitete Anwendung von
Bakterien-Display ist z. B. die Entwicklung von Systemen
zur Gewinnung von Lebendimpfstoffen. Das Prinzip ist
ziemlich einfach: Ein Protein oder eine Proteinbibliothek
wird an ein Membranprotein fusioniert, das als Anker dient,
um die Proteine auf der Zelloberfl‰che zu pr‰sentieren. Die
Selektion oder Durchmusterung, normalerweise durch fluo-
reszenzaktiviertes Zellsortieren (FACS), wird dann mit den
Zellen, die die Proteine pr‰sentieren, durchgef¸hrt. In
Bakterien ist das am meisten genutzte Ankerprotein ein
Lpp-OmpA-Hybrid, also ein Lipoprotein, fusioniert an die
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Abbildung 8. Peptid auf Plasmiden.[50] Zuf‰llige DNA-Sequenzen werden mit dem lacI-Gen in einem Plasmid
fusioniert, das au˚erdem lacO-Stellen tr‰gt. Diese DNA-Bibliothek wird dann in E. coli transformiert.
Zufallspeptide (rot) werden als Fusion mit dem Lac-Repressor LacI (blau) synthetisiert und binden an die lacO-
Stellen des Plasmids als Tetramere.
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Aminos‰uren 46 ± 159 des Protein A der ‰u˚eren Mem-
bran.[54] In neuerer Zeit wurde ein Hefesystem entwickelt,
das das a-Agglutinin, einen Zelloberfl‰chen-Rezeptor, der an
der Konjugation der Hefen beteiligt ist, als Anker nutzt.[55]

Auch Systeme mit S‰ugerzellen wurden bereits entwickelt.[56]

2.4.1. Protein-Protein-Wechselwirkungen

Obwohl auch diese Methode f¸r die gleichen Anwendun-
gen brauchbar sein sollte wie die Phagen-Display-Technik,
wurde die Zelloberfl‰chen-Display-Technik bislang haupt-
s‰chlich f¸r die Pr‰sentation von Peptid-,[57] Antikˆrper-[58]

und T-Zell-Rezeptor-Bibliotheken[59] genutzt. Eines der ein-
drucksvollsten Beispiele findet sich in einer k¸rzlich erschie-
nenen Publikation von Boder et al., in der die Erzeugung von
scFvs mit femtomolarer Affinit‰t f¸r Fluorescein beschrieben
wird.[60] Der Fluorescein bindende Antikˆrper scFv 4-4-20
wurde durch fehlertolerantes DNA-Shuffling mutagenisiert
und ¸ber a-Agglutinin auf der Oberfl‰che von Hefezellen
pr‰sentiert. Die Zellen wurden mit dem Fluorescein-Biotin-
Komplex inkubiert, gewaschen und dann mit 5-Aminofluo-
rescein als kompetitivem Liganden inkubiert. Zellen, die an
Fluorescein-Biotin gebunden blieben, wurden anschlie˚end
mit Streptavidin-R-Phycoerythrin markiert und durch Fluo-
reszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS) isoliert. Nach drei
weiteren Mutagenese- und Screeningrunden wurde ein scFv
mit einemKD von 48 f� isoliert; diese Dissoziationskonstante
liegt sogar niedriger als die f¸r die Wechselwirkung zwischen
Biotin und Streptavidin. Vermutlich liegt es am niedrigen
Hintergrund der FACS-Methode, dass die Bibliothek weiter
mutagenisiert und mit FACS gescreent werden kann, um so
Antikˆrper mit steigender Affinit‰t zu erzeugen.

2.4.2. Enzymkatalyse

Vor kurzem wurde das Oberfl‰chen-Display auf einer
Bakterienzelle zum Screening nach enzymatischer Aktivit‰t
genutzt. Olsen et al. pr‰sentierten eine mutagenisierte E.-
coli-OmpT-Protein-Bibliothek auf der Oberfl‰che von E.-
coli-Zellen.[61] In diesem Fall war kein Ankerprotein erfor-
derlich, weil OmpT selbst ein membranassoziiertes Protein
ist. OmpT ist eine Serinprotease, der eine Funktion bei der
mikrobiellen Pathogenit‰t zugeschrieben wird, und hat eine
starke Pr‰ferenz f¸r die basischen Aminos‰urereste Arg und
Lys in den Positionen P1 und P1�. Die OmpT-Bibliothek
wurde nach Proteasen mit ge‰nderter Spezifit‰t f¸r Substrate
mit Arg und Val in den Positionen P1 und P1� durchsucht. Das
Substrat (Abbildung 9) war ein Peptid, derivatisiert mit einem
Fluorophor (F1) und einem lˆschenden Fluorophor (Q),
das als Partner f¸r einen intramolekularen Fluoreszenz-
Resonanz-Energietransfer (FRET) dient. Das Substrat tr‰gt
an der F1-Position drei positive Ladungen. Wenn das Peptid
mit E.-coli-Zellen inkubiert wurde, die an der Oberfl‰che
negativ geladen sind, wurde es adsorbiert. Zellen, an deren
Oberfl‰che Mutanten von OmpT pr‰sentiert wurden, die
gegen¸ber dem Substrat Arg-Val aktiv waren, spalteten das
Peptid, setzten das lˆschende Fluorophor Q frei und ‰nderten
so das Fluoreszenzprofil der Zellen. Zellen, die aktives
Enzym pr‰sentierten, konnten dann durch FACS isoliert

Abbildung 9. Screening-Verfahren auf Proteaseaktivit‰t mit Bakterien-
Display.[61] A) Strukturen des Fluorophors (F1) und des lˆschenden
Fluorophors (Q), der an das Peptidsubstrat gebunden ist. B) und C) Die
Enzymbibliothek wird auf der Oberfl‰che von E. coli pr‰sentiert, w‰hrend
das Substrat mit F1 und Q durch die ionischenWechselwirkungen zwischen
der negativ geladenen Zelloberfl‰che und dem positiv geladenen Substrat
angezogen wird. Wenn ein inaktives Enzym pr‰sentiert wird, lˆscht Q
effektiv die Fluoreszenz von F1 und fluoresziert selbst bei 585 nm (B).
Wird ein aktives Enzym pr‰sentiert, spaltet dieses das Substrat und setzt Q
vom Substrat frei; dadurch fluoresziert F1 bei 535 nm (C). Aufgrund der
gemessenen Fluoreszenz der Zellen kˆnnen aktive Enzyme isoliert
werden.

werden. Mit dieser Methode durchsuchten die Autoren 1.9�
106 Zellen und isolierten 352 positive Klone. Diese 352 Treffer
wurden in einem Test in 96er Mikrotiterplatten weiter auf
Proteaseaktivit‰t analysiert. Die aktivste OmpT-Mutante
hatte eine 60fach bessere katalytische Aktivit‰t gegen¸ber
dem Arg-Val-Substrat im Vergleich zu dem nicht mutage-
nisierten OmpT. Die Methode ‰hnelt der Phagen-Display-
Technik, mit dem Unterschied, dass der Test auf FRET
aufgebaut ist anstatt auf Spaltung/Bildung einer Bindung an
einen festen Tr‰ger. Dieser Ansatz verl‰uft nach einem
allgemeing¸ltigen Prinzip und sollte auf eine gro˚e Anzahl
bindungsbildender und -spaltender Reaktionen anwendbar
sein. Wahrscheinlich werden die chemischen Mˆglichkeiten
etwas eingeschr‰nkt durch die Abh‰ngigkeit von FRET.
FRET h‰ngt sehr stark vom Abstand zwischen F1 und Q ab
und wird au˚erdem durch die Orientierung von Donor- und
Acceptormolek¸len zueinander beeinflusst. Will man diese
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Methode auch nutzen, um einen ganzen Bereich katalytischer
Aktivit‰ten abzudecken, muss man das Verh‰ltnis der En-
zymmolek¸le zu den Substratmolek¸len auf der Zelloberfl‰-
che und die Diffusionsraten genauer bestimmen.

2.5. Zusammenfassung

Die Phagen-Display-Technik ist ebenso wie die neueren
Methoden zur direkten Verbindung eines Proteins mit seiner
DNA-Sequenz eine robuste Methode zur gezielten Variation
der Bindungsspezifit‰t eines bestehenden Proteinger¸sts.
W‰hrend durch die DNA selbst die Zahl der Proteinvarian-
ten, die getestet werden kˆnnen, auf ca. 1014 begrenzt wird,
werden die Phagen-Display-Technik, Peptid-auf-Plasmid-
Verfahren und Zelloberfl‰chen-Display-Technik dar¸ber hi-
naus durch die Transformationseffizienz eingeschr‰nkt. Theo-
retisch kˆnnen mit der Transformation von E.-coli Biblio-
theken aus etwa 1010 Elementen erreicht werden, doch wird in
der Praxis von Bibliotheken mit etwa 108 Elementen be-
richtet. Ribosomen-Display erscheint am aussichtsreichsten,
um die Grenze zu erreichen, die durch die DNA selbst gesetzt
ist, und mit der Puromycin-Kopplungsmethode kann man
bereits jetzt Bibliotheken mit 1012 Elementen einfach erzeu-
gen. ‹berraschend ist, dass diese Bibliotheksgrˆ˚en offenbar
ausreichen, um die Proteinfunktion zu modifizieren. Beginnt
man mit Proteinen, deren Wirkungsmechanismus gut ver-
standen ist, haben sich Bibliotheken in der Grˆ˚enordnung
von 106 bis 108 Elementen als ausreichend erwiesen, um
Proteine mit neuen Spezifit‰ten f¸r DNA oder niedermole-
kulare Substanzen zu erzeugen. In weiteren Untersuchungen
muss jetzt abgesichert werden, dass diese Ergebnisse all-
gemein anwendbar sind und dass die Entwicklung von
Proteinen mit neuen Spezifit‰ten tats‰chlich ein lˆsbares
Problem ist. Es bleibt jedoch noch immer unklar, wie viele
Proteinvarianten getestet werden m¸ssen, um eine neue
Funktion zu entwickeln. Alle beschriebenen Methoden
schr‰nken das zu pr‰sentierende Protein ein; die Begrenzun-
gen sind am besten im Falle des Phagen-Display dokumen-
tiert. Es ist zwar keine Fragestellung des Protein-Engineering,
bei dem man wahrscheinlich mit einem gut bekannten Ger¸st
beginnen w¸rde, aber viel Arbeit muss noch investiert
werden, um herauszubekommen, welcher Anteil der Proteine
aus einer vorgegebenen cDNA-Bibliothek heraus exprimiert
und dann tats‰chlich in aktiver Form mit den verschiedenen
Methoden pr‰sentiert wird. Diese Methoden sind nat¸rlich
auf Tests abgestimmt, die auf molekularer Erkennung be-
ruhen, und das gleiche Anreicherungsverfahren kann unab-
h‰ngig von der Art der Protein-Molek¸l-Wechselwirkung
eingesetzt werden. Mit Ausnahme des Peptid-auf-Plasmid-
Verfahrens ist die Kupplung zwischen Protein und DNA
ziemlich robust und bedingt nur wenige Einschr‰nkungen der
Anreicherungsbedingungen. Es wird jedoch eine Herausfor-
derung sein, diese Methoden an die Entdeckung katalytischer
Aktivit‰t anzupassen. Einige originelle Ans‰tze, die auf dem
Bruch oder der Bildung einer Bindung mit einem festen
Tr‰ger oder FRET beruhen, sind in der letzten Zeit ver-
ˆffentlicht worden. Die Schwierigkeit wird darin bestehen, in
diesen ja/nein-Tests Enzyme mit einem gro˚en Bereich

katalytischer Effizienz auseinander zu halten. W‰hrend in
die Herstellung der Bibliotheken noch einige Arbeit gesteckt
werden muss, sind die Methoden selbst, seien es die Phagen-
partikel oder das In-vitro-Transkriptions-/Translationssystem,
robust und in vielen Labors etabliert. Das Signal-Rausch-
Verh‰ltnis in den Anreicherungsschritten ist schlecht und
daher sind zahlreiche Runden f¸r Bibliotheks-Amplifizierung
und Anreicherung notwendig, um echte Wechselwirkungen
zu identifizieren. Dies macht es wenig praktikabel, mehrere
Mutageneserunden auszuf¸hren, sodass insgesamt die Zahl
der letztlich getesteten Proteinvarianten begrenzt ist. Bei den
meisten Methoden kann die DNA f¸r die Sequenzierung oder
weitere Mutageneserunden durch die Infektion von Bakte-
rien mit den Phagenpartikeln, die Retransformation von
Plasmiden oder die Anzucht (Vermehrung) der Zellen ein-
fach amplifiziert werden. Einzige Ausnahme ist das Riboso-
men-Display, bei dem die RNA vor der Amplifizierung in
cDNA umgeschrieben werden muss.

3. Kompartimentierungsmethoden

Ein ‰hnlicher Ansatz zur Kupplung von Protein und
zugehˆriger DNA-Sequenz ist, jedes Protein mit seiner
DNA in einem eigenen Kompartiment einzuschlie˚en. Dies
wird normalerweise dadurch erreicht, dass Plasmid-DNA, die
das Protein codiert, in eine Zelle eingebracht wird. In j¸ngster
Zeit wurden auch Wasser-in-÷l-Emulsionen als k¸nstliche
Kompartimente eingef¸hrt, die man in diesem Zusammen-
hang als πabgespeckte™ Zelle betrachten kann. Bei zellul‰ren
Testsystemen liegt der Vorteil darin, dass molekularbiologi-
sche und genetische Techniken gut etabliert sind, auch wenn
die Grˆ˚e der Bibliotheken durch die Transformationseffizi-
enz der Zellen begrenzt ist. Wasser-in-÷l-Emulsionen dage-
gen haben wie die mRNA-Display-Technik das Potenzial, bis
zu der Grenze vorzusto˚en, die die DNA f¸r die Bibliotheks-
grˆ˚e darstellt. Beide Ans‰tze scheinen gut f¸r Enzymtests
geeignet zu sein. Die meisten Fortschritte bei der Entwicklung
von Enzymen mit neuen Eigenschaften wurden mit zellul‰ren
Testsystemen erzielt.

3.1. Zellul‰re Testsysteme

Vor allem Genetiker haben schon immer Hochdurchsatz-
Screening betrieben, sodass man von ihren Erfahrungen viel
lernen kann. In zellul‰ren Tests wird das Protein mit der
DNA, die es codiert, verbunden, weil die DNA die Synthese
des Proteins in der Zelle steuert. Dadurch stellt die Zelle ein
Kompartiment dar, in dem jedes Protein mit seiner DNA
verbunden ist. Die Testsysteme sind sehr effizient, weil
Millionen von Plasmid-DNA-Molek¸len, von denen jedes
ein unterschiedliches Protein oder eine Proteinvariante
codiert, in einem Ansatz in die Zellen transferiert werden
kˆnnen. Durch die Statistik des DNA-Transfers und den
Gebrauch von Selektionsmarkern wird gesichert, dass jede
Zelle am Ende nur ein einzelnes Plasmid enth‰lt, das eine
Proteinvariante codiert. Die Zellen kˆnnen einfach dadurch
voneinander getrennt werden, dass man sie bei entsprechen-
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der Verd¸nnung auf festem Medium kultiviert. Am Ende des
Experiments kann die DNA, die das Protein codiert, f¸r die
Sequenzierung oder weitere Mutageneserunden mit moleku-
larbiologischen Standardmethoden einfach aus der Zelle
extrahiert werden. In einem inzwischen klassischen Experi-
ment gelang es Beadle und Tatum in den fr¸hen 40er Jahren,
durch genetische Analysen Enzyme f¸r die Biosynthese
essenzieller Metaboliten zu identifizieren (Abbildung 10).[62]

Sie induzierten in der chromosomalen DNA des Ascomyce-

Abbildung 10. GenetischeMethode zur Identifizierung von Genen, die f¸r
die Biosynthese essenzieller Metaboliten verantwortlich sind.[62]

ten Neurospora crassa durch Rˆntgenbestrahlung zuf‰llige
Mutationen. Etwa 2000 einzelne Mutantenst‰mme wurden in
Voll- und Minimalmedium auf Wachstum getestet, wobei das
Minimalmedium nur solche N‰hrstoffe (z. B. Biotin) enthielt,
die Neurospora nicht selbst synthetisieren kann. Drei Mutan-
tenst‰mme wurden identifiziert, deren Wachstumsrate sich in
Vollmedium nicht von der des Wildtyps unterschied, die aber
in Minimalmedium nur schlecht oder gar nicht wuchsen.
Durch Zugabe einzelner N‰hrstoffe zum Medium und an-
schlie˚endem Vergleich der Wachstumsraten konnte f¸r die
drei St‰mme gezeigt werden, dass sie die F‰higkeit verloren
hatten, Vitamin B6, Vitamin B1 bzw. p-Aminobenzoes‰ure zu
synthetisieren. Dieser grundlegende Ansatz, die DNA, die die
Proteine codiert, zu mutieren und dann auf einen nachweis-
baren Ph‰notyp wie das Zellwachstum zu testen, ist die Basis
f¸r die genetische Analyse. Die meisten Gene, deren Funk-
tion bekannt ist, sind mit Methoden dieses Typs identifiziert

worden, und die Funktionen Tausender Proteine sind auf
‰hnliche Weise bestimmt worden. Beadles und Tatums
Leistung war der Nachweis, dass f¸r die mutierten St‰mme
eine Enzymaktivit‰t und nicht nur der Zelltod als Testprinzip
dienen konnte. Wie wir in diesem Abschnitt diskutieren
werden, besteht die Herausforderung noch immer darin,
geschickte Testsysteme f¸r die interessierenden Aktivit‰ten
zu entwickeln.

3.1.1. Technische Betrachtungen

Die Fortschritte der Molekularbiologie erˆffneten eine
ganze Reihe origineller genetischer Kunstgriffe, mit der die
Handhabbarkeit zellul‰rer Tests verbessert wurde. Eine der
grˆ˚ten H¸rden bei der genetischen Analyse ist der R¸ck-
schluss auf das Gen mit der interessierenden Mutation. So
waren nach dem oben beschriebenen Experiment von Beadle
und Tatum noch einige weitere Jahre experimenteller Arbeit
nˆtig, um zu bestimmen, welche Gene imNeurospora-Genom
die Mutation trugen, die die Cofaktor-Biosynthese beein-
tr‰chtigten und die daher biosynthetische Enzyme codierten.
Eine raffinierte Variante wurde von Holden et al. 1995
eingef¸hrt:[63] Sie ersetzten jeden offenen Leserahmen in
einem Genom durch eine einmalige 20 Basenpaare lange
Markierung anstatt nur die chromosomale DNA zu mutieren.
So kann das Gen, das f¸r den Ph‰notyp einer bestimmten
Mutante verantwortlich ist, schnell anhand dieser 20 Basen-
paare zugeordnet werden. In den 50er Jahren f¸hrten Benzer
et al. die Strategie der Komplementation ein, die f¸r das
geschilderte Problem einen allgemeinen Lˆsungsansatz
bot.[64] Bei der genetischen Komplementation wird ein Pool
von Plasmid-DNA, dessen Inserts aus chromosomaler Wild-
typ-DNA stammt, in die mutierte Zelllinie eingef¸hrt. Das
DNA-Fragment, das die Mutation komplementiert, wird
anhand der Wiederherstellung des Wildtyp-Ph‰notyps iden-
tifiziert. Im oben beschriebenen Beispiel von Neurospora
w¸rde Plasmid-DNA, die Fragmente des Neurospora-Wild-
typgenoms tr‰gt, in die Neurospora-Mutante eingef¸hrt
werden, die Defekte bei der Vitamin-B6-Biosynthese zeigte.
Nur Neurospora-Mutanten mit einer Kopie des Wildtyp-
Vitamin-B6-Biosynthesegens w¸rde ohne Vitamin-B6-Supple-
mentation wachsen, sodass Plasmid-DNA, die das Vitamin-
B6-Biosynthesegen codiert, leicht erkannt werden kˆnnte.
Das Vorliegen verschiedener vollst‰ndiger Genomsequenzen
erleichtert die genetische Komplementation noch weiter, weil
die Plasmid-DNA-Sequenz mit der vollst‰ndigen Genomse-
quenz verglichen werden kann. Au˚erdem war es dadurch
verschiedenen Arbeitsgruppen mˆglich, Bibliotheken mit
Plasmiden herzustellen, die nicht einfach zuf‰llige Fragmente
chromosomaler DNA enthielten, sondern stattdessen ganz
gezielt jeden offenen Leserahmen, der in einem gegebenen
Organismus oder einer Zelllinie exprimiert wird, tragen.[65]

Eine wichtige Einschr‰nkung der genetischen Analyse ist,
dass sie nur solche nat¸rlichen zellul‰ren Aktivit‰ten erfasst,
die durchgemustert werden kˆnnen oder die man selektieren
kann. Durch πZwei-Hybrid™-Testsysteme kˆnnen diese effi-
zienten genetischen Tests auf viele Aktivit‰ten, die auf
unterschiedlichsten chemischen Reaktionen beruhen, ange-
wendet werden. Das Zwei-Hybrid-System, das urspr¸nglich
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als Methode eingef¸hrt worden war, um potenzielle Protein-
Protein-Wechselwirkungen in vivo zu testen, wurde inzwi-
schen angepasst, um Protein-DNA-, Protein-RNA-Wechsel-
wirkungen sowie Wechselwirkungen zwischen Proteinen und
niedermolekularen Stoffen und sogar katalytische Aktivit‰-
ten zu untersuchen.[66±72] Es beruht auf der Rekonstitution
eukaryotischer Transkriptionsaktivatoren durch die Dimeri-
sierung einer DNA-bindenden (DBD) und einer transkrip-
tionsaktivierenden (AD) Dom‰ne. Wenn die beiden inte-
ressierenden Proteine in Kontakt treten, wie dies in Ab-
bildung 11A dargestellt ist, dimerisieren sie DBD und AD
auf effiziente Weise, veranlassen damit die Bildung der
Transkriptionsmaschinerie und aktivieren die Transkription
eines stromabw‰rts liegenden Reportergens. Der Test wurde
erstmals an zwei Hefeproteinen demonstriert, der Serin-
Threonin-Proteinkinase SNF1 und dem SNF1-Aktivatorpro-
tein SNF4, von denen bekannt ist, dass sie in vivo assoziiert
sind.[73] SNF1 wurde mit der GAL4-DNA-bindenden Dom‰-
ne (DBD) fusioniert und SNF4 mit der GAL4-Aktivierungs-
dom‰ne (AD). Eine GAL4-Bindungssequenz wurde strom-
aufw‰rts von einem �-Galactosidase-Reportergen platziert.
Plasmide, die die Proteinfusionen und das Reportergen

codierten, wurden in Hefe eingef¸hrt, und das Syntheseni-
veau der �-Galactosidase wurde mit biochemischen Stan-
dardverfahren gemessen. Mit Kontrollexperimenten wurde
gesichert, dass weder DBD noch AD f¸r sich noch die
einzelnen Fusionsproteine eine �-Galactosidase-Synthese
oberhalb des Hintergrundniveaus induzierten. Die �-Galac-
tosidase-Synthese wurde um das 200fache gesteigert, wenn
die DBD-SNF1- und die SNF4-AD-Fusionsproteine gleich-
zeitig eingef¸hrt wurden. Zum Vergleich: Das direkte DBD-
AD-Fusionsprotein aktivierte die �-Galactosidase-Synthese
um das 4000fache.

3.1.2. Protein-Protein-Wechselwirkungen

Die herkˆmmlichen genetischen Tests und das Zwei-
Hybrid-System in Hefe wurden in erster Linie genutzt, um
nat¸rlich vorkommende Protein-Protein-Wechselwirkungen
zu identifizieren. Eine neue und besonders eindrucksvolle
Anwendung ist die automatisierte Identifizierung aller mˆgli-
chen Protein-Protein-Wechselwirkungen in S. cerevisiae.[65]

Jeder offene Leserahmen, der ein Protein codiert ± in
S. cerevisiae sind dies etwa 6000 ± wurde sowohl mit der
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Abbildung 11. Verschiedene Hefe-n-Hybridsysteme, die entwickelt wurden, um Protein-Protein-, Protein-DNA-, Protein-RNA-Wechselwirkungen und
Wechselwirkungen zwischen Proteinen und niedermolekularen Substanzen zu untersuchen. A) In der Originalversion des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems wird
die Transkriptionsaktivierung des Reportergens durch die Anlagerung der AD an die Promotorregion durch direkte Wechselwirkung der Proteine X und Y
ausgelˆst, da Protein X mit einer DBD und Protein Y mit der AD fusioniert ist. B) Im Ein-Hybrid-System ist die AD direkt mit der DBD fusioniert. Dieses
System kann entweder genutzt werden, um DBDs zu testen, die an eine spezifische DNA-Sequenz binden kˆnnen, oder die In-vivo-Bindungsstelle einer
vorgegebenen DBD zu identifizieren. C) Im Vergleich zum Hefe-Zwei-Hybrid-System hat das Drei-Hybrid-System zum Nachweis von RNA-Protein-
Wechselwirkungen eine weitere Komponente: ein hybrides RNA-Molek¸l. Eine H‰lfte der Hybrid-RNA ist eine bekannte RNA (R), die an das MS2-
H¸llprotein mit hoher Affinit‰t bindet und als Anker dient. Die andere H‰lfte ist RNA X, deren Wechselwirkung mit Protein Y getestet werden soll.
D) Eine andere Version des Hefe-Drei-Hybrid-Systems dient dazu, die Wechselwirkung zwischen niedermolekularen Verbindungen und Proteinen
nachzuweisen. Ligand L1, der mit Protein X wechselwirkt, ist kovalent mit Ligand L2 verbunden. Wenn dann L2 an Y bindet, wird die Transkriptions-
aktivierung des Reportergens rekonstituiert.
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Gal4-DBD als auch mit der Gal4-AD
fusioniert, und dann wurden die beiden
Fusionsbibliotheken gegeneinander getes-
tet. Die grˆ˚te Herausforderung war, alle
Kombinationen der 6000 DBD- und der
6000 AD-Fusionen in Hefe zu transfor-
mieren und dann alle Zellen zu testen.
Eine Bibliothek von 107 Elementen liegt
an der Obergrenze der Transformations-
effizienz bei Hefe und ist daher theore-
tisch erreichbar. Uetz und Glot et al.
verglichen zwei Methoden: In einer
kreuzten sie gezielt haploide MATa-Zel-
len, die 192 DBD-Fusionsproteine ent-
hielten, mit haploiden MAT�-Zellen, die
6000 AD-Fusionsproteine enthielten, in
einem r‰umlich adressierbaren Format
(Mikrotiterplatte) und testeten jede Ver-
tiefung ¸ber eine HIS3-Wachstumsselek-
tion. In einer zweiten Methode wurden
MATa-Zellen (mit den 6000 DBD-Fusi-
onsproteinen) mit MAT�-Zellen (mit
den 6000 AD-Fusionen) gekreuzt; nur
die diploiden Zellen, die in einem LEU2-
Selektionsmedium ¸berlebten, wurden in
einem Gitter ausgebracht und einzeln
analysiert. Interessanterweise ergaben
sich mehr πTreffer™ in dem r‰umlich
adressierbaren Format, was bedeutet,
dass die Bedeutung untersch‰tzt wird,
die der Optimierung der Randbedingungen bei neuen Me-
thoden f¸r ein Hochdurchsatz-Screening und dem Problem,
falsch Positive und falsch Negative in genetischen Tests zu
erkennen, zukommt.
Wenn das Zwei-Hybrid-Verfahren auch in erster Linie zur

Entdeckung nat¸rlicher Protein-Protein-Wechselwirkungen
diente, sollte es auch gut zur Entwicklung von Proteinen
geeignet sein. Brent et al.[74] wiesen nach, dass das Zwei-
Hybrid-System zur Identifizierung von Peptidaptameren aus
einer Bibliothek zuf‰lliger Peptidsequenzen dienen kann, die
die Cyclin-abh‰ngige Kinase 2 hemmen (Abbildung 12). Die
Bibliothek aus Peptiden mit 20 Aminos‰ureresten wurde
nicht einfach als Verl‰ngerung von AD pr‰sentiert, sondern
im aktiven Zentrum des E.-coli-Thioredoxin (TrxA). Diese
Bibliothek in der TrxA-Schleife wurde mit der B42-AD
fusioniert und das Cdk2-Gen mit der LexA-DBD. In einer
einzigen Testrunde wurden 6� 106 B42-TrxA-Transforman-
ten, also nur ein sehr kleiner Prozentsatz der 1027 mˆglichen
20mere, auf Bindung an LexA-Cdk2 getestet. Aus diesem
Ansatz wurden 66 Kolonien isoliert, die die Transkription von
LEU2 und dem Reportergen lacZ aktivierten. Diese Kolo-
nien enthielten interessanterweise nur 14 verschiedene Pep-
tidsequenzen, die Cdk2 mit hoher Affinit‰t banden. Mit
Oberfl‰chen-Plasmonresonanz konnte bestimmt werden, dass
die Peptidaptamere mitKD-Werten von 30 bis 120 n� an Cdk2
binden (Tabelle 2). In Kinase-Hemmtests hatten die Peptid-
aptamere IC50-Werte f¸r den Cdk2/Cyclin-E-Kinase-Kom-
plex von 1 bis 100 n�. ‹berraschend war bei diesem Experi-
ment, dass die Liganden mit nanomolaren Affinit‰ten in einer

einzigen Selektionsrunde isoliert wurden. Wie bei der Pha-
gen-Display-Technik weiter oben beschrieben, l‰sst auch
dieses Beispiel vermuten, dass Bibliotheksgrˆ˚en von 106

bis 108 Elementen ausreichen sollten, um die Proteinspezifit‰t
zu modifizieren. Im Unterschied zur Phagen-Display-Technik
ist jedoch nur eine Selektionsrunde erforderlich, um echte
hochaffine Liganden zu erkennen. æhnliche Ergebnisse
wurden mit Peptidaptameren in traditionellen genetischen
Selektionsans‰tzen erhalten.[75]

3.1.3. Protein-DNA-Wechselwirkungen

Bereits fr¸h wurde klar, dass so, wie das Zwei-Hybrid-
System in Hefe zur Identifizierung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen dienen kann, Transkriptionsaktivatoren
direkt in einem πEin-Hybrid-System™ zur Entdeckung von
DNA-Protein-Wechselwirkungen tauglich sein sollten (Ab-
bildung 11B). In Wirklichkeit wurde dieser Typ von Versu-
chen bereits durchgef¸hrt, bevor das Konzept des Ein-
Hybrid-Systems als solches entwickelt war. So wurde zum
Beispiel schon 1983 mit einem transkriptionsbasierten Selek-
tionsverfahren eine His6�Pro Mnt-Variante erzeugt, die
bevorzugt einen mutierten Mnt-Operator bindet.[76] Etwas
sp‰ter passten Pabo et al.[77] ein bakterielles Zwei-Hybrid-
System an, um Zink-Finger-Varianten mit definierten DNA-
Bindungsspezifit‰ten zu entwickeln (Abbildung 13).[78] In
diesem Testsystem werden die Protein-Protein-Wechselwir-
kungen auf der Basis der Dimerisierung eines DNA-binden-
den Proteins und der �-Dom‰ne der RNA-Polymerase
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Abbildung 12. Mit dem Hefe-Zwei-Hybrid-System lassen sich Peptide entwickeln, die Zielpro-
teine mit hoher Affinit‰t binden.

Tabelle 2. Sequenzen und Bindungsaffinit‰ten der 14 Aptamere, die mit einemHefe-Zwei-Hybrid-
System isoliert wurden.[74]

Aptamer KD [n�] Aminos‰ure-Sequenz

pep1 n.b.[a] ELRHRLGRAL SEDMVRGLAW GPTSHCATVP GRSDLWRVIR FL
pep2 64� 16 LVCKSYRLDW EAGALFRSLF
pep3 112� 1 YRWQQGVVPS NMASCSFRCQ
pep4 n.b. SSFSLWLLMV KSIKRAAWEL GPSSAWNTSG WASLSDFY
pep5 52� 3 SVRMRYGIDA FFDLGGLLHG
pep6 n.b. RVKLGYSFWAQSLLRCISVG
pep7 n.b. QLYAGCYLGV VIASSLSIRV
pep8 38� 5 YSFVHHGFFN FRVSWREMLA
pep9 n.b. QQRFVFSPSW FTCAGTSDFW GPEPLFDWTR D
pep10 105� 10 QVWSLWALGW RWLRRYGWNM
pep11 87� 7 WRRMELDAEI RWVKPISPLE
pep12 n.b. RPLTGRWVVW GRRHEECGLT
pep13 n.b. PVCCMMYGHR TAPHSVFNVD
pep14 n.b. WSPELLRAMVAFRWLLERRP

[a] n.b.: nicht bestimmt.
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Abbildung 13. Die Entwicklung von Zinkfingern, die f¸r die DNA-
Sequenz AAA spezifisch sind, mithilfe eines Zwei-Hybrid-Testsystems[78]

und einer Phagen-Display-Selektion.[26, 79] A) Das bakterielle RNA-Poly-
merasesystem (RNAP) wurde als Grundlage des Zwei-Hybrid-Systems
genutzt. Zinkfinger 1, 2 und 3 aus dem Zif268-Protein wurden mit dem
Gal11-Protein fusioniert. Das Gal4-Protein, das Gal11 mit hoher Affinit‰t
bindet, wurde mit der N-terminalen Dom‰ne der �-Untereinheit von
RNAP fusioniert. An der Bindungsstelle f¸r ZF3 wurde die Teilsequenz
AAA erzeugt und sechs Reste in ZF3 wurden zuf‰llig variiert. Falls ZF3 an
die AAA-Position mit hoher Affinit‰t bindet, wird der RNAP-Komplex
herangeholt und aktiviert die Transkription desHIS3-Reportergens. In nur
einer Selektionsrunde wurden mehrere Proteine identifiziert, die spezifisch
an die Zielsequenz in der DNA binden. Diese Sequenzen kˆnnen zwei
charakteristisch unterschiedlichen Kategorien zugeordnet werden (Ta-
belle 3). B) Ein ‰hnliches Experiment wurde mit der Phagen-Display-
Technik durchgef¸hrt; dabei wurden ZF1, 2 und 3 des Zif268-Proteins auf
der Phagenoberfl‰che als pIII-Fusionsprotein pr‰sentiert.

(RNAP) und der dadurch erfolgenden Aktivierung der
RNAP-abh‰ngigen Transkription nachgewiesen. Um ein
Messsignal f¸r Protein-DNA-Wechselwirkungen zu erzeugen,
wurden drei Tandem-Zinkfinger mit Gal11 fusioniert und
Gal4, das hochaffin an Gal11 bindet, wurde mit der �-
Dom‰ne der RNAP fusioniert. Au˚erdem wurde ein Repor-
tersystem konstruiert, in dem, falls die Zinkfinger mit hoher
Affinit‰t an die gew¸nschte DNA-Sequenz binden, die
Transkription eines HIS3-Reportergens aktiviert wird. Wie
zuvor f¸r die Peptidaptamere beschrieben, konnten hier
Zinkfinger mit neuer DNA-Bindungsspezifit‰t aus einer
Bibliothek von etwa 2� 108 Zinkfinger-Varianten in einer
einzigen Selektionsrunde isoliert werden. Die Autoren, die in
der Vergangenheit routinem‰˚ig die Phagen-Display-Technik
verwendet haben,[28, 79] weisen darauf hin, dass die Selektion
viel einfacher abl‰uft als bei der Phagen-Display-Technik, bei
der mehrere Selektions- und Amplifizierungsrunden in ihrem
Labor f¸r das gleiche Evolutionsexperiment erforderlich
waren (Abbildung 13, Tabelle 3).

3.1.4. Wechselwirkungen zwischen Proteinen und
niedermolekularen Substanzen

Das Zwei-Hybrid-System wurde auf Wechselwirkungen
zwischen Proteinen und niedermolekularen Systemen und
zwischen Proteinen und RNA ausgedehnt, indem ein ¸ber-
br¸ckendes kleines Molek¸l oder eine RNA mit eingebracht
wurde und so ein πHefe-Drei-Hybrid-System™ entstand (Ab-
bildung 11C, D).[80±82] Die eine H‰lfte des Br¸ckenmolek¸ls
wird als Anker genutzt, und die andere H‰lfte des Molek¸ls
ist der interessierendeMolek¸lteil. Licitra und Liu bauten mit
dem Steroid Dexamethason als Anker ein Hefe-Drei-Hybrid-
System mit niedermolekularer Substanz auf und wiesen nach,
dass dieses zur Suche nach der Zielstruktur eines Wirkstoffes
in vivo dienen kann. Zum Nachweis der Machbarkeit zeigten
sie, dass FKBP12 mit Dex-FK506 als ¸berbr¸ckendes kleines
Molek¸l aus einer Jurkat-cDNA-Bibliothek extrahiert wer-
den konnte. Dex-FK506 dimerisierte spezifisch ein LexA-
Glucocorticoid-Rezeptor(GR)-Fusionsprotein und eine
cDNA-B42-AD-Bibliothek. Zuerst wurde mit einer LEU2-
Wachstumsselektion nach Proteinen gesucht, die an FK506
binden. Dann wurden die Treffer best‰tigt, indem die Tran-
skriptionsniveaus eines lacZ-Reportergens mit und ohne das
niedermolekulare Dex-FK506 verglichen wurden. In den
Drei-Hybrid-Systemen ist das ¸berbr¸ckende Molek¸l geeig-
net, um falsch-positive Treffer auszusondern. Bemerkenswert
ist, dass nur FKBP12 identifiziert wurde, obwohl es in der
Jurkat-cDNA-Bibliothek verschiedene FKBPs gibt. FKBP12
ist das FK506-bindende Protein mit der hˆchsten Affinit‰t
und bindet FK506 mit einem KD von 0.4 n�. Der Schl¸ssel
zum Erfolg eines Drei-Hybrid-Testsystems ist vermutlich der
Anker. Anker mit hoher Affinit‰t zur DBD-Rezeptor-Fusion
werden benˆtigt, wenn Wechselwirkungen zwischen nieder-
molekularen Substanzen bzw. RNAund Proteinen ¸ber einen
grˆ˚eren Affinit‰tsbereich detektiert werden sollen. So
haben wir in unserem Labor beispielsweise Methotrexat
(Mtx), das Dihydrofolatreductase (DHFR) mit picomolarer
Affinit‰t bindet, f¸r eine Anwendung in diesem System
entwickelt.[83]

3.1.5. Enzymkatalyse

Genetische Methoden liefern offenbar besonders wirksame
Such- und Selektionsverfahren f¸r Enzymaktivit‰ten. Der
Trick dabei ist, eine Aktivit‰t zu finden, nach der man suchen
oder selektieren kann, z.B. eine Reaktion mit einem fluores-
zierenden Produkt. Arnold et al. stellten mit einem geneti-
schen Screeningverfahren beispielsweise Cytochrom-P450-
Varianten her, die Wasserstoffperoxid anstelle von moleku-
larem Sauerstoff und NADH als Cosubstrate umsetzen
(Abbildung 14).[84] Dazu wurden zuf‰llige Mutationen in das
Cytochom-P450-Gen mit fehlertoleranter PCR eingef¸hrt.
Naphthalin wurde als Substrat in einem E.-coli-Stamm
genutzt, der so ver‰ndert war, dass er jedes hydroxylierte
Naphthalinderivat oxidativ zu einem fluoreszierenden Dimer
kuppelte. Zellen, die P450-Varianten mit der gew¸nschten
Aktivit‰t enthielten, konnten durch digitale Fluoreszenz-
Bildgebung identifiziert werden, wenn sie auf einer Petri-
schale mit naphthalinhaltigem Substrat wuchsen. Da ein
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Abbildung 14. Genetisches Screening-Verfahren zur Entwicklung von
Cytochrom-P450-Varianten, die Wasserstoffperoxid als Cosubstrat umset-
zen.[84] A) Die Screening-Strategie: Das Screening beruht auf dem Nach-
weis fluoreszierender Produkte, die bei der ersten Hydroxylierung von
Naphthalin durch P450cam-Varianten entstehen und dann mit Meerrettich-
Peroxidase oxidativ gekuppelt werden. B) Digitale Fluoreszenzdarstellung
von E.-coli-Zellen, die P450cam-Varianten tragen. Zellen mit P450cam-Mutan-
ten wurden auf Platten mit Naphthalin und Wasserstoffperoxid angezogen.
Anschlie˚end wurde die digitale Bildauswertung der Fluoreszenzintensit‰t
durchgef¸hrt. Die Zellen, die eine aktive P450cam-Mutante enthielten und
daher grˆ˚ere Fluoreszenzintensit‰ten aufwiesen, wurden dann analysiert.
C) Histogramm, in dem die Fluoreszenzintensit‰ten von ca. 70000 Klonen
der zweiten Generation von Mutanten aufgetragen sind. Die Fluoreszenz-
intensit‰t des Wildtyps P450cam, die Mutation M7-6H aus der ersten
Generation und die Mutanten S3-20 und S3-27 aus der zweiten Generation
sind hervorgehoben. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [84].

Screening- statt eines Selektionsverfahrens angewendet wur-
de, war das Experiment auf eine kleinere Zahl von Pro-
teinvarianten begrenzt (n‰mlich etwa 20000 pro Platte) als im
Falle einer Selektion in Bezug auf das Wachstum. In der
ersten Runde, in der 200000 Kolonien durchmustert wurden,
zeigte eine gro˚e Zahl von Klonen eine erhˆhte Fluoreszenz.
Drei Mutanten aus der Gruppe von Kolonien mit der
hˆchsten Fluoreszenz wurden charakterisiert und wiesen eine
etwa zehnfach hˆhere Aktivit‰t auf als das Wildtyp-P450-
Cytochrom. In einer zweiten Runde wurden f¸nf aktive
Mutanten ¸ber den Staggered-Extension-Process (StEP)
rekombiniert, und die Nachkommen wurden durchmustert.
Nun wurden wieder verschiedene Varianten isoliert, die etwa
20-mal aktiver waren als das Wildtypenzym. Man mag
spekulieren, ob die Aktivit‰t mit einer grˆ˚eren Zahl von
Mutantentests noch weiter h‰tte verbessert werden kˆnnen.
Problematisch h‰tte dabei aber die Unterscheidung zwischen
Proteinen mit einer kleinen Aktivit‰tserhˆhung und solchen
mit signifikanter Verbesserung werden kˆnnen.
Nicht nur bei der genetischen Analyse, sondern auch bei

der Entwicklung von Proteinen mit neuen Funktionen
erscheint die Komplementation als naheliegende Wahl. Die
Idee ist, dass man nicht Fragmente des Chromosoms auf
Komplementation eines Mutantenph‰notyps testet, sondern
ein Protein mutiert und es weiterentwickelt, damit es einen
vorgegebenen Ph‰notyp komplementiert.[85, 86] Yano et al.
wendeten diese Strategie an, um eine Aspartat-Aminotrans-
ferase in eine Aminotransferase f¸r verzweigte Aminos‰uren
umzuwandeln. Dieses Bespiel illustriert die Durchschlags-
kraft dieser Methode.[87] Zuerst konstruierten sie einen E.-
coli-Stamm mit einer Knock-out-Mutation im Wildtyp-Ami-
notransferase-Gen f¸r verzweigte Aminos‰uren und zeigten,
dass dieser Stamm ohne Anreicherung des Mediums mit Val,
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Tabelle 3. Vergleich der an die Target-DNA-Sequenz AAA bindenden Zinkfinger-Sequenzen, die mit einem bakteriellen Zwei-Hybrid-System und einer
Phagen-Display-Methode isoliert wurden.[78, 79]

Bakterielles Zwei-Hybrid-System Phagen-Display-Technik
(1 Selektionsrunde) (5 ± 8 Selektionsrunden)

-1 1 2 3 5 6 -1 1 2 3 5 6
Q R G N L V Q R T N I T
Q K T N M V Q Q H N K L
Q K Y N I L Q R N N L L
Q R Y N V V Q A N N R T
Q K G N M V Q K T N L N
Q K G N H V Q H G N V A
Q K G N M V Q K T N L T
Q R G N K V Q K T N D T
Q R G N K T Q K H N Q V
Q L G N M V Q P G N Q T
Q K G N K V Q K T N E H
Q L G N K V

Consensussequenz:[a] Q � g N _ v Q _ _ N _ _

N S G A Y N N S G N H T
N S G A W N N S G A S N
N S G A F N N S G A A N
N S G T H N N S G A T N
N T G A Y N N S G A T N

Consensussequenz:[a] N s G a _ N N S G a _ n

G S G A Y N A T G A H N

[a] Gro˚buchstaben bedeuten gemeinsame Aminos‰uren in allen verglichenen Sequenzen, Kleinbuchstaben zeigen eine starke Pr‰ferenz f¸r die jeweilige
Aminos‰ure an; π� ™ steht f¸r eine bevorzugt positiv geladene Aminos‰ure und π_™ steht dort, wo keine bevorzugte Aminos‰ure bestimmt werden konnte.
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Ile und Leu nicht lebensf‰hig war. Das Wildtyp-Aspartat-
Aminotransferase-Gen wurde mutiert, durch DNA-Shuffling
rekombiniert und dann in den E.-coli-Selektionsstamm ein-
gef¸hrt. DNA-Shuffling, eine auf der PCR beruhende Me-
thode, kann zur Einf¸hrung von Punktmutationen und zur
Erzeugung rekombinierter Genprodukte dienen. F¸nf Muta-
genese- und Selektionsrunden wurden durchgef¸hrt. Bei
jeder Runde wurden 106±107 Mutanten untersucht. Die
Stringenz der Selektion konnte einfach gesteigert werden,
indem entweder die Konzentration von 2-Oxovalin imWachs-
tumsmedium, das Expressionsniveau des Enzyms oder die
Inkubationszeit ge‰ndert wurde. Nach der letzten Runde
wurde ein mutiertes Enzym mit 13
Punktmutationen isoliert, das einen
105-fach hˆheren kcat/KM-Wert f¸r �-
verzweigte Aminos‰uren und eine
30-fache Abnahme des kcat/KM-Wer-
tes f¸r Aspartat hatte. Die Verbesse-
rung beim kcat/KM-Wert ist eindrucks-
voll und spiegelt wahrscheinlich die
Bedeutung wider, die die Modulation
der Selektionsstringenz hat ± zu-
n‰chst um schlechte Katalysatoren
zu entdecken und dann, um auf hoch-
effiziente Katalysatoren zu selektio-
nieren. Die Autoren gehen auch die
Frage an, wie schwer es ist, die
Spezifit‰t zu ver‰ndern. Indem alle
13 Mutationen einzeln getestet wur-
den, zeigten sie, dass tats‰chlich nur 6
Punktmutationen notwendig waren,
um die Aktivit‰t f¸r das neue Sub-
strat 105-fach zu steigern. Interessan-
terweise zeigten die Ergebnisse auch,
dass alle 6 Mutationen sich einzeln
g¸nstig auswirkten ± so besteht die
Mˆglichkeit, dass jede Position in
einem Protein unabh‰ngig variiert
werden kann.

3.2. Liposomenbasierte Testsysteme

F¸r die nat¸rliche Selektion, die treibende Kraft der
Darwinschen Evolution, ist die Kompartimentierung der
Zellen entscheidend. Tawfik und Griffiths[91] ahmten die
zellul‰re Kompartimentierung in einem einfacheren In-vit-
ro-System, einer Wasser-in-÷l-Emulsion, nach. Durch die
Zugabe einer In-vitro-Transkriptions-/Translations-Reakti-
onsmischung zu einer ger¸hrten Suspension von Mineralˆl
mit Detergentien entstand eine Emulsion mit einem durch-
schnittlichen Trˆpfchen-Durchmesser in der Grˆ˚enordnung
bakterieller Zellen. Innerhalb des w‰ssrigen Kompartiments
der Emulsion konnte dann DNA transkribiert und translatiert
werden. Die Bedingungen wurden so kontrolliert, dass im
Durchschnitt jedes Wasser-in-÷l-Trˆpfchen nur ein einzelnes
Gen enthielt. Eine Mischung von zwei Genen, demM.-HaeIII-
Gen, das die DNA-Methyltransferase HaeIII codiert, und
dem folA-Gen, das die DHFR codiert, wurde in den w‰ssrigen

Kompartimenten transkribiert und translatiert. Dann wurde
die Emulsion entmischt, und die DNA in der w‰ssrigen Phase
wurde mit der HaeIII-Endonuclease geschnitten und dann
mit PCR amplifiziert. Weil die DNA-Methyltransferase
die HaeIII-Schnittstellen in den Trˆpfchen, die das M.-
HaeIII-Gen enthielten, methylierte, blieben nur diese M.-
HaeIII-Gene unversehrt und wurden durch PCR amplifiziert.
Mit einer Selektionsrunde wurde eine Mischung der
Gene M. HaeIII zu folA von 1 :1000 angereichert bis zu
einem Verh‰ltnis von 1 :1 (Abbildung 15).[91] Eine ‰hnliche
Methode zur Selektion Nickel-bindender Proteine ist auch
bekannt.[92]

Da alle Schritte der In-vitro-Kompartimentierung tats‰ch-
lich in vitro ablaufen, hat diese Methode das Potenzial, bis an
die Grenze vorzusto˚en, an der die DNA begrenzend f¸r die
Bibliotheksgrˆ˚e wird. Im ersten Artikel von Tawfik und
Griffiths wird beschrieben, dass 50 �L eines In-vitro-Tran-
skriptions-/Translations-Reaktionsgemisches zu 950 �LMine-
ralˆl mit Detergentien gegeben wurden. Der durchschnitt-
liche Durchmesser der gebildeten Trˆpfchen lag bei 2.6 �m.
Die Emulsion enthielt also etwa 1010 Trˆpfchen pro mL, was
bedeutet, dass etwa 1010 einzelne Proteine bei diesem
Volumen getestet werden kˆnnen. Die In-vitro-Komparti-
mentierung liefert im Unterschied zu Methoden wie der
RNA-Display-Technik ein geeignetes Format, um katalyti-
sche Reaktionen mit grˆ˚erer Wechselzahl nachzuweisen.
Bislang sind die Tests auf Enzyme zur Modifizierung oder
Amplifizierung von DNA beschr‰nkt.[93] Die Herausforde-
rung wird sein, die Methode auf chemische Reaktionen
auszudehnen, die nichts mit DNA zu tun haben.
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Abbildung 15. In-vitro-Kompartimentierung.[91] Eine Mischung von zwei Genen, M.-HaeIII und folA,
wurde im w‰ssrigen Kompartiment einer Wasser-in-÷l-Emulsion transkribiert und translatiert. DasM-
HaeIII-Genprodukt, die DNA-Methyltransferase HaeIII, methylierte die DNA und verhinderte die
Spaltung durch die HaeIII-Endonuclease. Nach Trennung der Emulsion und Spaltung der DNA mit der
HaeIII-Endonuclease blieb nur das M.-HaeIII-Gen unversehrt, das dann mit PCR amplifiziert und so
selektiv angereichert wurde.
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3.3. Zusammenfassung

Genetische Komplementation und In-vitro-Kompartimen-
tierung sind gegenw‰rtig die wirkungsvollsten Testsysteme f¸r
Enzymkatalyse. Die Zahl der Proteinvarianten, die mit
genetischen Tests wie der Phagen-Display-Technik untersucht
werden kann, ist durch die Effizienz der DNA-Transforma-
tion begrenzt. Bei der In-vitro-Kompartimentierung wie der
RNA-Display-Technik dagegen ist lediglich die DNA limi-
tierend. Bibliotheksgrˆ˚en von etwa 106 bis 108 Elementen
erscheinen auch hier ausreichend, um Enzyme mit neuen
Funktionen zu entwickeln. Es gibt verschiedene eindrucks-
volle Anwendungsbeispiele f¸r die Modifizierung von En-
zymspezifit‰ten mit In-vivo-Komplementation. Der Vorteil
von In-vivo-Tests liegt besonders bei cDNA-Bibliotheken
darin, dass das Protein in seiner nat¸rlichen Umgebung
exprimiert wird. W‰hrend sie urspr¸nglich zur Komplementa-
tion der nat¸rlichen Enzymfunktion eingesetzt wurden,
konnte mithilfe der Ein-, Zwei- und Drei-Hybrid-Systeme
eine Ausweitung der Tests auf Protein-DNA-, Protein-Pro-
tein- und Protein-RNA-Wechselwirkungen sowie auf Wech-
selwirkungen zwischen Proteinen und niedermolekularen
Substanzen erreicht werden. Die n‰chste Aufgabe ist, diese
Tests auch an Reaktionen anzupassen, die nicht in der Zelle
vorkommen. Eine neue Entwicklung ist die In-vitro-Kom-
partimentierung. Diese Methode wird so adaptiert werden
m¸ssen, dass sie andere Messgrˆ˚en ablesen kann als die der
DNA-Chemie. Genetische Tests sind technisch geradlinig,
weil sie auf den Fortschritten der Molekularbiologie aufbau-
en. Die DNA aus positiv getesteten Zellen kann einfach
extrahiert werden und weiteren Mutageneserunden oder der
Sequenzierung unterworfen werden. Das Hauptproblem bei
genetischen Tests ist, falsch positive und falsch negative
Treffer auszusondern. Entscheidend daf¸r ist ein aussage-
kr‰ftiges sekund‰res Testsystem. Die In-vitro-Kompartimen-
tierung ‰hnelt technisch gesehen dem RNA-Display. Offen ist
aber noch, als wie robust sich die Emulsionstechnik erweisen
wird.

4. Methoden auf der Basis r‰umlicher Zuordnungen

Methoden, die auf r‰umlichen Zuordnungen beruhen,
verbinden die Identit‰t eines Peptids oder eines Proteins
mit einer eindeutigen r‰umlichen Position wie der Vertiefung
einer Mikrotiterplatte oder einer Stelle auf einem festen
Tr‰ger, sodass jeder Proteintreffer zur zugehˆrigen DNA-
Sequenz zur¸ckverfolgt werden kann.[94±97] Mikrotiter- oder
π96-well™-Platten werden schon lange f¸r diesen Zweck
genutzt. In j¸ngerer Zeit wurden auch Fortschritte bei der
Derivatisierung fester Tr‰ger mit Proteinen, so genannten
Proteinchips, gemacht.

4.1. Mikrotiterplatten-Tests

96er Mikrotiterplatten werden in der biochemischen For-
schung seit den 50er Jahren genutzt.[98] Routinem‰˚ig fanden
sie bei ELISA-Tests (enzyme-linked immunosorbent assay)

Anwendung, seit diese in den 70er Jahren erstmals eingef¸hrt
wurden.[99] ELISA ist eine empfindliche Methode, bei der die
Antikˆrperbindung eines Antigens ¸ber die katalytische
Aktivit‰t eines Enzyms nachgewiesen wird, das mit dem
Antikˆrper fusioniert ist. Als Antigen wird die zu unter-
suchende Substanz bezeichnet, mit der zuvor M‰use immu-
nisiert wurden. Das Antigen wird an die Vertiefungen einer
96er Mikrotiterplatte adsorbiert und dann mit dem enzym-
gebundenen Antikˆrper inkubiert. Ungebundene Antikˆrper
werden weggewaschen und gebundene Antikˆrper nachge-
wiesen, indem die enzymkatalysierte Farbreaktion verfolgt
wird. Das Durchmustern von Peptid- oder Proteinbibliothe-
ken anhand einer biochemischen Funktion in einer Mikro-
titerplatte ist der Durchf¸hrung eines ELISA-Tests sehr
‰hnlich. Peptid- oder Proteinlˆsungen kˆnnen auf die Ver-
tiefungen einer Mikrotiterplatte verteilt und geeignete bio-
chemische Tests dann in jeder Vertiefung durchgef¸hrt
werden.

4.1.1. Technische Betrachtungen

In Mikrotiterplatten-Tests m¸ssen Tausende von Protein-
proben, seien es Zellkulturen, Rohextrakte oder gereinigte
Proteine, zun‰chst vorbereitet und dann in Tausende von
Vertiefungen der Mikrotiterplatten ¸berf¸hrt werden. An-
schlie˚end kˆnnen biochemische Tests in jeder Vertiefung
durchgef¸hrt werden, um die Proteine mit der gew¸nschten
Funktion zu identifizieren. Daher ist eines der Hauptproble-
me, Tausende von Proteinen schnell und kosteng¸nstig zu
reinigen. Wenn die gew¸nschte Aktivit‰t im Rohextrakt der
Zellen getestet werden kann, reduziert sich dies auf eine
technische Frage. Die Zahl der Aktivit‰ten, die getestet
werden kˆnnten, w‰re jedoch erheblich grˆ˚er, wenn Me-
thoden zur Massenreinigung von Proteinen zur Verf¸gung
st¸nden. Martzen et al. lˆsten dieses Problem, indem sie die
Proteine als GST-Fusionsproteine reinigten. In diesem spe-
ziellen Fall reinigten sie alle 6000 offenen Leserahmen
(ORFs), die in der Hefe S. cerevisiae exprimiert werden, als
GST-Fusions-Proteine und durchmusterten diese ORF-Bib-
liotheken nach verschiedenen enzymatischen Aktivit‰ten.[100]

Der Trick ist die Art, wie die Bibliothek aus GST-Fusions-
Proteinen konstruiert wurde. Die ORFs wurden in einem
zweistufigen PCR-Verfahren amplifiziert, sodass im zweiten
PCR-Schritt alle ORFs mit einem universellen Primer
amplifiziert werden konnten. Dadurch kann die ORF-Biblio-
thek anschlie˚end einfach in ein neues Expressionsformat
kloniert werden. In diesem Beispiel wurden die ORFs unter
die Kontrolle eines kupferinduzierbaren Promotors gebracht.
Die entstehenden 6144 Hefest‰mme, von denen jedes ein
Hefe-ORF als GST-Fusions-Protein enthielt, wurden in 64
96er Mikrotiterplatten ¸bertragen. Zun‰chst wurden die
Hefest‰mme in 64 Pools, die alle je 96 Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte enthielten, angez¸chtet, die GST-ORF-Fu-
sionsproteine wurden gereinigt und in den 64 Pools getestet.
Dann wurde der positive Pool aufgelˆst, indem der gleiche
Test mit jeder Reihe und jeder Spalte der 96er Platte als
einem Pool durchgef¸hrt wurde. So konnte das aktive ORF-
GST-Fusionprotein identifiziert werden. Getestet wurden die
Proteine auf Aktivit‰ten f¸r tRNA-Ligase, 2�-Phosphotrans-
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ferase und cyclische Phosphodiesterase mit d¸nnschichtchro-
matographischen Tests mit radioaktiven Substraten. So wur-
den f¸nf Enzyme kloniert, von denen drei vorher noch
unbekannt waren.
Es sei an dieser Stelle noch einmal daran erinnert, dass

durch die Mikrotiterplatten zwar ein Protein mit seiner DNA-
Sequenz verkn¸pft werden kann, dass die Platten allein
jedoch nicht f¸r Screening- und Selektionsverfahren geeignet
sind. Der Vorteil besteht allerdings darin, dass viele traditio-
nelle biochemische Tests einfach an dieses Format angepasst
und automatisiert werden kˆnnen.[101±103] Verbreitet sind SPA-
Verfahren (scintillation proximity assays),[104] UV/Vis-Ab-
sorptionsmessungen und Chemolumineszenz- und Fluores-
zenztests.[105] Fluoreszenztests sind besonders brauchbar und
Variationen wie FRET und Fluoreszenzpolarisation werden
allgemein genutzt. Der Trend bei Mikrotiterplatten-Tests geht
zur Miniaturisierung, und hochdichte Mikrotiterplatten mit
384 oder 1536 Vertiefungen sind inzwischen Standard. Wegen
ihrer hohen Empfindlichkeit und der Geschwindigkeit ge-
winnen Fluoreszenzmessungen immer mehr Bedeutung bei
miniaturisierten Hochdurchsatz-Testsystemen. Eigen et al.[106]

wandten die Zwei-Farben-Fluoreszenz-Korrelationsspektros-
kopie an, um katalytischen Umsatz durch Restriktionsendo-
nucleasen nachzuweisen. Sie nannten die Methode RAPID-
FCS (rapid assay processing by integration of dual-color FCS).
Ein 66 bp langes Oligonucleotid mit Schnittstellen f¸r Endo-
nucleasen wurde an einem Ende mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff Cy5, am anderen Ende mit Rhodamingr¸n markiert. Mit
Kreuzkorrelationsanalysen wurden gespaltene und ungespal-
tene Oligonucleotidproben unterschieden. Eine Analysezeit
von ca. 1 Sekunde reichte aus, um unterscheidbare Kreuz-
korrelationswerte zu erhalten. F¸r die Messung gen¸gte ein
Probenvolumen von wenigen Mikrolitern. Mit dieser kurzen
Analysezeit und dem geringen Probenvolumen ist die
RAPID-FCS gut geeignet f¸r ein Hochdurchsatz-Screening.

4.1.2. Enzymkatalyse

Testsysteme in Mikrotiterplatten sind besonders gut f¸r
Messungen der enzymatischen Aktivit‰t geeignet, weil jede
Reaktion r‰umlich isoliert abl‰uft. Hilvert et al. entwickelten
mit einem Sekund‰r-Screening in einer 96er Platte einen
Antikˆrper, der eine Umlagerungsreaktion katalysiert. Sie
durchmusterten Tausende monoklonaler Antikˆrper gegen
ein Analogon des ‹bergangszustandes und konnten einen
Antikˆrper isolieren, der den Zerfall von substituierten
Benzisoxazolen zu 2-Cyanphenolen um den Faktor 108

beschleunigte.[107] Zun‰chst wurden dazu monoklonale Anti-
kˆrper mit der Standard-Hybridoma-Technik gegen das
Analogon des ‹bergangszustandes erzeugt. Dann wurden
etwa 1000 Antikˆrper in 96er Mikrotiterplatten ¸berf¸hrt
und anhand der Absorptionszunahme bei 340 nm auf Grund
der Bildung des Produktes 2-Cyanphenol nach der gew¸nsch-
ten Aktivit‰t durchmustert (Abbildung 16). Zwei dieser
Antikˆrper, die Geschwindigkeitssteigerungen um 3.4� 108
bzw. 3.5� 107 im Vergleich zur unkatalysierten Reaktion
hervorriefen, wurden weiter analysiert (Tabelle 4). Norma-
lerweise werden nur 10 ± 100 monoklonale Antikˆrper nach

Abbildung 16. Erzeugung hoch effizienter katalytischer Antikˆrper mit
einem ‹bergangszustandsanalogon und einem Screening auf Mikrotiter-
platten.[107] A) Struktur des ‹bergangszustandsanalogons 4, mit dem die
katalytischen Antikˆrper gewonnen wurden, die die Transformation von 1
zu 3 katalysieren. B) Die hergestellten Antikˆrper wurden in eine Mikro-
titerplatte ¸berf¸hrt und dort auf katalytische Aktivit‰t getestet, indem die
Absorptions‰nderung bei 340 nm bei der Umwandlung von 1 in 3 verfolgt
wurde. Zwei hochaktive Antikˆrper wurden isoliert. Wiedergabe mit
Genehmigung nach Lit. [107]

der gesuchten Aktivit‰t durchmustert und dabei jeder Anti-
kˆrper in einem separaten kinetischen Test analysiert. Die
108fache Geschwindigkeitszunahme, die in diesem Fall erzielt
wurde, ist viel grˆ˚er als das, was im Allgemeinen mit
katalytischen Antikˆrpern erreicht wird. Das ist ein Beleg f¸r
den Nutzen eines solch umfangreichen sekund‰ren Scree-
nings und der direkten Suche nach katalytischer Aktivit‰t.
Mikrotiterplatten-Tests wurden nicht nur zum Design von

Antikˆrpern genutzt, sondern auch zum Protein-Design all-
gemein. Giver et al. durchmusterten beispielsweise eine
Bibliothek mit mutagenisierten p-Nitrobenzylesterasen aus
Bacillus subtilis (pNBE), um hitzestabile pNBEs zu entwi-
ckeln und um die Beziehung zwischen Thermostabilit‰t und
katalytischer Aktivit‰t aufzukl‰ren.[108] Die Proteinbibliothek
(Abbildung 17) wurde durch mutagenisierende PCR und
durch DNA-Shuffling hergestellt und dann in E. coli expri-
miert. Von jeder Generation wurden 500 ± 2000 Kolonien
ausgesucht und in 96er Mikrotiterplatten ¸berf¸hrt. pNBE-
Aktivit‰t und Thermostabilit‰t der Proteine wurden mit
einem Standard-p-Nitrobenzylacetat-Test gemessen, in dem
der Enzymdurchsatz anhand der Bildung eines farbigen
Produktes nach Zusatz von Zellrohextrakt bestimmt wird.
Sechs Mutagenese- und Screeningrunden stabilisierten die
pNBE deutlich mit einem Anstieg von Tm um 14 �C.
Interessanterweise ‰nderte sich dabei die Enzymaktivit‰t
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Tabelle 4. Die kinetischen Parameter der katalytischen Antikˆrper, die
von Hilvert et al.[107] hergestellt wurden.

Katalysator kcat
[s�1]

Km
[��]

kcat/Km
[s�1��1]

kcat�Km

kAcO�

pKa kcat/kAcO�

[�]

34E4 0.66 120 5.5� 103 3.4� 108 6.0 41000
35F10 0.35 630 5.6� 102 3.5� 107 5.5 22000
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Abbildung 17. Evolution einer thermostabilen pNBE.[108] Die Proteinbib-
liothek, die aus dem Wildtyp-pNBE-Gen durch mutagenisierende PCR
und DNA-Shuffling gewonnen wurde, wurde in E. coli exprimiert. Einzel-
ne Kolonien wurden ausgew‰hlt und in Mikrotiterplatten ¸berf¸hrt, wo die
Aktivit‰t und die Thermostabilit‰t der Proteine mit einem Standard-p-
Nitrobenzylacetat-Test bestimmt wurde. Die DNA aus Klonen mit
erhˆhter Thermostabilit‰t wurde isoliert und weiteren Mutagenese- und
Screeningrunden unterworfen. Nach sechs Runden war der Tm-Wert des
Enzyms um 14 �C gestiegen, w‰hrend die Aktivit‰t bei Raumtemperatur
unver‰ndert war.

der Mutante bei Raumtemperatur nicht. Diese Anwendung
war wahrscheinlich erfolgreich, weil eine ¸berschaubare
Problemstellung ± Steigerung der Thermostabilit‰t eines
bekannten Enzyms ± gew‰hlt wurde, die mit einer Bibliothek
mit etwa 104 Elementen bearbeitet werden konnte und weil
ein einfacher Zelltest zur Messung der Aktivit‰t der Esterase
verf¸gbar war.
Bibliotheken mit r‰umlich zuordbaren Elementen scheinen

besonders gut geeignet zu sein f¸r das Screening von cDNA-
Bibliotheken, bei denen weniger Proteine getestet werden
m¸ssen als beim Entwickeln eines Proteins mit einer neuen
Aktivit‰t. Haushalter et al. konnten mit In-vitro-Expressions-
klonierung neue DNA-Glycosylasen aus einer Xenopus-
Embryo-cDNA-Bibliothek identifizieren.[109] Die cDNA-Bib-
liothek wurde in 120 Pools aufgeteilt, von denen jeder
ungef‰hr 100 cDNAs enthielt. Diese cDNA-Pools wurden in
vitro in den Vertiefungen von Mikrotiterplatten transkribiert
und translatiert. Die translatierten Proteine wurden mit 32P-
markierten, Mechanismus-basierten Glycosylase-Inhibitoren
inkubiert und dann durch native Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese aufgetrennt. Der Pool mit deutlich sichtbarer Inhi-
bitor-Bindung wurde schrittweise weiter aufgetrennt und
getestet, bis ein einzelner aktiver Klon identifiziert war.
Dieser Klon wurde charakterisiert und dabei nachgewiesen,
dass er eine neue Einzelstrang-selektive monofunktionale
Uracil-DNA-Glycosylase-Aktivit‰t aufweist.

4.2. Proteinchips

Ermutigt durch die Erfolge mit DNA-Mikrochips richten
sich die Anstrengungen seit einiger Zeit darauf, Protein-
Mikrochips zu entwickeln. Auf diesen sind Proteine auf einem
festen Tr‰ger in hoher Dichte immobilisiert, wodurch Pro-
teinfunktionen in Grˆ˚enordnungen des Genoms untersucht
werden kˆnnen. Proteine wurden beispielsweise auf Poly-

vinylidendifluoridmembran,[110] auf Nitrocellulosemem-
bran,[111] auf Glastr‰gern[112, 113] und in Polyacrylamidgel[114]

immobilisiert. Macbeath und Schreiber[112] fixierten mit einem
Pr‰zisionsroboter verschiedene Proteine durch Aufdrucken
kovalent auf einem Glastr‰ger in einem hochdichten Format.
Die Glastr‰ger wurden zuerst mit einem Aldehyd-haltigen
Silan-Reagens derivatisiert. Dann wurden Proteinproben in
wenigen Nanolitern Volumen auf die Tr‰ger gedruckt. Die
Aldehydgruppen auf dem Glas reagierten mit prim‰ren
Aminen der Proteine unter Bildung von Schiff-Basen und
fixierten so die Proteine kovalent auf der festen Oberfl‰che.
Damit kann eine Dichte von 1600 Proteinspots pro Quadrat-
zentimeter erreicht werden. Die Brauchbarkeit dieser Pro-
teinchips wurde auch bei der Suche nach bekannten Wech-
selwirkungen zwischen Proteinen und zwischen Proteinen
und niedermolekularen Substanzen und der Identifizierung
von Proteinsubstraten von Proteinkinasen nachgewiesen.

4.2.1. Technische Betrachtungen

Im Unterschied zu Tests auf Mikrotiterplatten, in denen
rohe Zelllysate eingesetzt werden kˆnnen, m¸ssen die Pro-
teine f¸r Tests mit Protein-Mikrochips gereinigt und dann auf
die Chips aufgedruckt werden. Daher ist die Reinigung
Tausender von Proteinen der entscheidende limitierende
Schritt dieser Methode. Verglichen mit den Mikrotiterplat-
ten-Systemen erreicht man mit Proteinchips einen hˆheren
Durchsatz. Au˚erdem werden nur Nanoliter der Lˆsung
gereinigten Proteins f¸r jeden Proteinspot auf dem Chip
benˆtigt. Ein anderer Vorteil von Proteinchips gegen¸ber
Mikrotiterplatten ist, dass Waschschritte die Lokalisierung
des Proteins nicht zerstˆren. Andererseits eignen sich immo-
bilisierte Proteine, wie in diesen Untersuchungen zum Nach-
weis des Prinzips gezeigt wurde,[111, 114, 115] besser f¸r Bindungs-
tests als f¸r Enzymtests. Eine geschickte Lˆsung, die die
Vorteile beider Methoden verbindet, ist die Immobilisierung
von Proteinen in Nanovertiefungen.[116] Ein besonders inte-
ressanter Ansatz aus neuerer Zeit ist die von Zauddin und
Sabatini durchgef¸hrte Immobilisierung von cDNAs auf
festem Tr‰ger und die anschlie˚ende Transfektion von Zellen
in gro˚em Umfang.[117]

4.2.2. Anwendungen

Bislang wurden meist Methoden entwickelt, um einige
Proteine auf einen festen Tr‰ger aufzubringen. Ein eindrucks-
voller Fortschritt gelang vor kurzen mit dem Druck und der
Anwendung eines Chips, der das gesamte Hefeproteom
pr‰sentierte. Zhu et al.[118] klonierten 5800 offene Leserah-
men von Hefe in einen Hefeexpressionsvektor mit hoher
Kopienzahl in Form von GST-His6-Fusionsproteinen unter
Kontrolle des GAL1-Promotors. Die Proteine wurden mit
Glutathion-Agarose-K¸gelchen in 96er Mikrotiterplatten ge-
reinigt. Anschlie˚end wurden sie auf Glastr‰ger gedruckt, die
entweder mit einem Aldehyd oder mit Nickel beschichtet
waren. Die Aldehydgruppen reagieren mit den prim‰ren
Aminen am Protein, w‰hrend Nickel am Proteinende Kom-
plexe mit dem His6-Tag bildet, deshalb werden die Proteine
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an der Glasoberfl‰che fixiert. Der Nachweis des GST-Tags auf
dem Proteinchip zeigte, dass mehr als 90% der Proteine
exprimiert, gereinigt und aufgedruckt worden waren. Calmo-
dulin-bindende Proteine wurden nach Inkubation des Pro-
teinchips mit biotinyliertem Calmodulin durch den Nachweis
von gebundenem biotinyliertem Calmodulin mit Cy3-kon-
jugiertem Streptavidin nachgewiesen, nachdem nicht-gebun-
denes biotinyliertes Calmodulin weggewaschen worden war
(Abbildung 18). Mit diesem Experiment wurden sechs be-

Abbildung 18. Test auf Calmodulin bindende Proteine auf einem Pro-
teinchip.[118] A) Links ist ein Kontroll-Proteomchip abgebildet, der mit anti-
GST (rot) behandelt wurde. Dieses Kontrollexperiment zeigt, dass mehr als
90% der Proteine erfolgreich exprimiert, gereinigt und auf die Glas-
pl‰ttchen ¸bertragen worden waren. Auf dem Chipausschnitt rechts sind
positive Signale (in gr¸n) zu sehen, die mit einer biotinylierten Calmodu-
linprobe entdeckt wurden (Doppelbestimmung). B) 39 positive Proteine
wurden identifziert, von denen 14 ein Motiv gemeinsam haben, dessen
Konsensussequenz lautet (I/O)QXK(K/X)GB. X steht f¸r einen beliebigen
Aminos‰urerest, B f¸r einen basischen Rest. Die Buchstabengrˆ˚e ist ein
Ma˚ f¸r die relative H‰ufigkeit der markierten Aminos‰ure. Wiedergabe
mit Genehmigung nach Lit. [118].

kannte und 33 unbekannte potenzielle Calmodulin-bindende
Proteine identifiziert. Sechs bekannte Calmodulin-bindende
Proteine wurden nicht gefunden. Auf ‰hnliche Weise wurden
auch Phospholipid bindende Proteine nachgewiesen. Wichtig
ist, dass die Autoren durch die Bestimmung der GST-
Markierung und der Calmodulin-bindenden Protein best‰tig-
ten, dass der Chip erfolgreich einen hohen Prozentsatz der
cDNA-Bibliothek pr‰sentiert.

4.3. Zusammenfassung

Der Vorteil von Verfahren mit r‰umlich adressierbaren
Bibliotheken scheint zu sein, dass sie vergleichsweise einfach
an traditionelle biochemische Tests f¸r die Proteinfunktion
anzupassen sind. Vor allem bei Anwendungen, bei denen die
Proteine gereinigt werden m¸ssen, sind r‰umlich adressier-
bare Bibliotheken realistischerweise auf etwa 104 Proteinva-
rianten beschr‰nkt. Es gibt zwar Anwendungen beim Protein-
Engineering, doch scheinen Methoden mit r‰umlich adres-
sierbaren Bibliotheken am besten geeignet, um cDNA-
Bibliotheken f¸r die Bestimmung der Proteinfunktion zu
testen. Wie alle In-vitro-Methoden sind diese Tests auf
Proteine beschr‰nkt, die au˚erhalb der Zelle stabil sind.
Au˚erdem ist noch unklar, wie der feste Tr‰ger mˆglicher-
weise die Proteinfunktion beeinflusst. Eine gro˚e Zahl von
chemischen Reaktionen kann mit diesen Methoden nachge-
wiesen werden, weil man viele traditionelle Testsysteme
verwenden kann. Proteine, die in die Vertiefungen von
Mikrotiterplatten fixiert wurden, sind f¸r Tests bez¸glich
der Bindung und der Enzymaktivit‰t verwendbar. Der Nach-
teil r‰umlich adressierbarer Methoden ist, dass sie technisch
aufw‰ndig sind. Reinigen und Aufbringen der Proteine ist
sehr arbeitsintensiv. Au˚erdem muss man davon ausgehen,
dass Proteinchips bei verschiedenen Tests nicht so robust sind
wie DNA-Chips. Auch muss am Ende des Tests jedes Protein
zu seiner spezifischen DNA zur¸ckverfolgt werden.

5. Direkte Proteinsequenzierung

Eine andere Mˆglichkeit ist, dass die Sequenzierungsver-
fahren von Proteinen bis zu einem Punkt vorangetrieben
werden, an dem eine Kupplung mit der DNA unnˆtig ist. In
diesem Abschnitt werden wir die j¸ngsten Fortschritte der
Massenspektrometrie betrachten, die in die N‰he dieses Ziels
kommen.

5.1. Technische Betrachtungen

Die Massenspektrometrie (MS) entwickelt sich zu einem
wichtigen Werkzeug f¸r die Proteomik-Forschung. Treibende
Kraft dabei sind die Fortschritte von MS und Genomse-
quenzierung. Zu den Fortschritten der MS gehˆren die
Entwicklung neuer Ionisationstechniken wie die Elektro-
spray-Ionisation (ESI) und die matrixgest¸tzte Laserdesorp-
tion und -ionisation (MALDI).[119±121] MS kann zur Bestim-
mung der Proteinsequenz eingesetzt werden, weil das Protein
in kleine Peptide fragmentiert werden kann, deren Massen
oder Sequenzen durchMS zug‰nglich sind, anschlie˚end kann
die Proteinsequenz von den Massen oder Sequenzen der
Peptidfragmente mithilfe der Genomsequenz abgeleitet wer-
den. Daher ist die Kenntnis der Genomsequenz Voraus-
setzung f¸r diese Art von MS-Methoden. Henzel et al. f¸hrte
diese Methode in den sp‰ten 80ern ein.[122] Sie reinigten E.-
coli-Proteinextrakte mit zweidimensionaler Gelelektropho-
rese. Die Proteine wurde mit Elektroblotting auf eine Poly-
(vinylidendifluorid)-Membran (PVDF) ¸bertragen und mit
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Coomassie-Blau gef‰rbt. Einzelne Proteinspots wurden aus-
geschnitten, in situ mit Dithiothreitol reduziert, mit Iod-
essigs‰ure alkyliert und mit Trypsin verdaut. Die so gewon-
nenen Peptidfragmente wurden dann mit MALDI analysiert.
Die Massen der Peptidfragmente wurden mit dem Computer-
programm FRAGFIT verarbeitet, das nach Peptidsequenzen
sucht, die mit den erhaltenen Massen aus einer Proteinse-
quenz-Datenbank ¸bereinstimmen. Auf diese Weise kann die
Identit‰t der Proteine, die durch 2D-Gelelektrophorese
getrennt wurden, abgeleitet werden. Von den zehn Protein-
spots, die analysiert wurden, konnte die Identit‰t von neun
Spots durch N-terminale Sequenzanalyse best‰tigt werden.
Inzwischen gibt es auch Verˆffentlichungen, in denen Me-
thoden zur Verbesserung der Empfindlichkeit und der
Treffsicherheit bei der Identifizierung beschrieben werden.[123]

5.2. Anwendungen

MS-Methoden kˆnnen zur Identifizierung von Proteinen
eingesetzt werden, die einen Proteinkomplex bilden. Ein
Vorteil davon ist, dass in einem Schritt der gesamte Komplex
und nicht eine einzelne Protein-Protein-Wechselwirkung
untersucht wird. Link et al. identifizierten mit MS 75 von 78
vorhergesagten ribosomalen Hefeproteinen aus dem 80S-
Ribosomenkomplex.[124] Der Proteinkomplex wurde gerei-
nigt, denaturiert, reduziert und zu Peptidfragmenten verdaut.
Diese wurden dann mit zweidimensionaler S‰ulenchromato-
graphie aufgetrennt und in ein Massenspektrometer eluiert.
Die Peptidsequenzen wurden mithilfe der Tandem-Massen-
spektrometrie (MS/MS) bestimmt und in translatierten Ge-
nomdatenbanken gesucht. Mit 120 �g gereinigtem Protein-
komplex wurden 95 Polypeptide identifiziert, von denen 90
aus verschiedenen ribosomalen Genen stammten und die 75
der 78 Proteine repr‰sentieren (einige Proteine werden von
zwei separaten Genen mit �98% identischer Aminos‰ure-
sequenz codiert). Au˚erdem wurde YMR116C (BEL1), ein
Protein, das bislang noch nicht bekannt war, ebenfalls als Teil
des Heferibosoms identifiziert.
Mit quantitativen MS-Methoden kann die Hˆhe der Pro-

teinexpression in verschiedenen Zellzust‰nden bestimmt
werden. Diese Methode ‰hnelt den DNA-Mikroarrays, nur
dass hierbei die tats‰chlichen Proteinmengen und nicht die
mRNA-Mengen erfasst werden. Ein umfassendes Profil der
Genexpression in verschiedenen Zellstadien kann helfen,
Proteine und Gene zu identifizieren, die an einem bestimmten
biologischen Stoffwechselweg beteiligt sind. Gygi et al. ent-
wickelten eine Methode mit isotopencodierten Affinit‰tsmar-
kierungen (isotope-coded affinity tags ± ICAT), um relative
Proteinexpressionshˆhen in unterschiedlichen Zellstadien zu
bestimmen.[125] Die ICAT besteht aus einem Biotinmolek¸l,
einem Linker, in den unterschiedliche Isotope eingebaut
werden kˆnnen, und einer thiolspezifischen reaktiven Gruppe
(Abbildung 19). Lˆsliche Proteine aus Hefezellen wurden in
Medium mit entweder 2% Galactose oder 2% Ethanol als
Kohlenstoffquelle gezogen, dann isoliert und reduziert. Mit
zwei ICAT-Reagentien, eines mit einem schweren Isotop und
eines mit einem leichten Isotop, wurden die beiden Pro-
teinproben markiert und dann gemischt und verdaut. Cystein

Abbildung 19. MS-Verfahren zur Bestimmung der relativen Proteinex-
pressionshˆhe bei verschiedenen Zellzust‰nden.[125] A) Struktur der ICAT.
B) Isolierung und Reduzierung lˆslicher Proteine aus Zellen in zwei
unterschiedlichen Zust‰nden. Mit den beiden ICAT-Reagentien, eines mit
schwerem Isotop, eines mit leichtem Isotop, wird je eine der beiden
Proteinproben markiert. Dann werden die beiden Proteinproben gemischt
und verdaut. Cystein enthaltende Peptide, die mit dem ICAT-Reagens
markiert sind, werden durch Avidin-Affinit‰tschromatographie isoliert.
Nach Trennung durch Mikrokapillar-Fl¸ssigchromatographie werden die
markierten Peptide massenspektrometrisch analysiert. Die relativen Pro-
teinexpressionshˆhen bei den beiden Zellzust‰nden kˆnnen aus dem
Verh‰ltnis korrespondierender Peaks aus den beiden Proben gemessen
werden. Die Identit‰t des Proteins erh‰lt man, indem man zun‰chst die
Peptidsequenz mit Tandem-MS bestimmt und dann in einer Datenbank
nach der Sequenz sucht.

enthaltende Peptide wurden mit Avidin-Affinit‰tschromato-
graphie isoliert und mit Mikrokapillar-Fl¸ssigkeitschromato-
graphie gekoppelt mit MS/MS sequenziert. Anhand dieser
Peptidsequenzen wurden die f¸nf vollst‰ndigen Proteinse-
quenzen in Sequenzdatenbanken gesucht. Die relativen
Expressionshˆhen bei den zwei unterschiedlichen Zellzust‰n-
den wurden durch Vergleich der Intensit‰ten jeweils von
Paaren der Peptid-Molek¸lionen mit identischen Sequenzen,
die mit ICAT-Reagentien mit verschiedenen Isotopen mar-
kiert worden waren, erhalten. Die Expressionshˆhen von 34
Genen aus Hefe, die in 2% Galactose oder 2% Ethanol als
Kohlenstoffquelle gewachsen waren, wurden miteinander
verglichen; die Ergebnisse korrelierten gut mit dem, was
vom Hefestoffwechsel bekannt ist.
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Wie bei der Phagen- und Ribosomen-Display-Technik ist es
auch bei MS-Methoden viel schwieriger, nicht Bindungen,
sondern Enzymaktivit‰ten zu testen. Cravatt et al. wiesen
k¸rzlich mit einem spezifischen Inhibitor Serinhydrolasen in
Gewebextrakten mit einer Methode nach, die sie πAktivit‰ts-
basiertes Proteinprofilierung™ nannten.[89] In ihrem speziellen
Fall nutzten sie ein biotinyliertes Fluorphosphonat (FP-bio-
tin). Fluorphosphonat-Derivate sind selektive und irrever-
sible Inhibitoren von Serinhydrolasen, und sie reagieren nur
mit Enzymen, die sich in einem katalytisch aktiven Zustand
befinden. Rohextrakte von Rattengehirn wurden mit FP-
Biotin inkubiert, und anschlie˚end wurden die Proteine einer
Standard-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese mit nachfol-
gendem Western-Blot unterworfen. F¸r die Trennung wurde
ein Konjugat aus Avidin und Meerrettich-Peroxidase genutzt.
Mehr als zehn Proteine wurden entdeckt, von denen zwei, ein
75-kDa-Protein und ein 85-kDa-Protein, mit MS analysiert
wurden. Chemische Sonden f¸r Cystein-Proteasen wurden
ebenfalls beschrieben.[90]

5.3. Zusammenfassung

MS-Methoden sind noch sehr jung, sodass sich in den
n‰chsten Jahren an der Technik noch viel ‰ndern kann.
Theoretisch sind MS-Testsysteme nur durch die Masse der
Proteine limitiert; dies macht Bibliotheken mˆglich, die sogar
grˆ˚er sind als die bei der RNA-Display-Technik. Dennoch
wurden bisher nur relativ kleine Bibliotheken getestet. MS-
Methoden haben keine inh‰renten Einschr‰nkungen bez¸g-
lich des Typs der zu testenden Proteine, und sie sind kompati-
bel mit In-vitro- und In-vivo-Testsystemen. Es ist noch nicht
klar, welche Typen von Testsystemen am besten mit MS-
Methoden verkn¸pft werden, daf¸r gibt viele Mˆglichkeiten.
Andererseits sind auch viele technische Fragestellungen noch
zu lˆsen, beispielsweise, wie man Proteine mit sehr niedrigen
zellul‰ren Konzentrationen nachweisen kann, oder wie man
die DNA, die einen Protein-Hit codiert, f¸r weitere Muta-
geneserunden regeneriert. Neben MS gibt es vielleicht auch
noch andere Methoden f¸r eine direkte Sequenzierung von
Proteinen, die bislang ¸bersehen wurden.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Entwicklung robuster Methoden zum Test von Pro-
teinfunktionen w‰hrend der letzten beiden Jahrzehnte l‰sst
auf einen Durchbruch beim Protein-Engineering und in der
Proteomik-Forschung in naher Zukunft hoffen. Verschiedene
Methoden, um ein Protein mit seiner DNA-Sequenz zu
kuppeln, sind inzwischen gut etabliert. Sie reichen von
Methoden wie der Phagen-Display-Technik, bei dem eine
physische Verbindung zwischen dem Protein und seiner
DNA-Sequenz hergestellt wird, ¸ber Tests in Mikrotiterplat-
ten, bei denen jedes Protein einfach unabh‰ngig vom anderen
untersucht wird, bis hin zu zellul‰ren Testsystemen, bei denen
jede Zelle ein einzelnes Plasmid tr‰gt, das eine individuelle
Proteinvariante codiert. Diese Methoden sind bereits ein-
drucksvoll, doch deuten die letzten Fortschritte bei Pro-

teinchips und Massenspektrometrie darauf hin, dass neue
Methoden noch weitere Vorteile erbringen kˆnnen. Schon
jetzt erzielen die Forscher ihre ersten Erfolge bei der
Modifizierung der Funktionen bestehender Proteine. Es soll
dabei nicht verschwiegen werden, dass diese Erfolge zum Teil
damit zusammenh‰ngen, dass passende Reaktionen ausge-
w‰hlt wurden, zu denen es eine bequeme Selektion oder ein
gutes Screeningsystem gibt, z. B. eine Reaktion, deren Pro-
dukt fluoresziert oder essenziell f¸r die Zelle ist. Die n‰chste
Herausforderung ist es, allgemeine Testsysteme f¸r enzyma-
tische Aktivit‰t zu entwickeln, die die Etablierung einer
neuen Chemie ermˆglicht, und diese Methoden nicht nur
beim Protein-Engineering sondern auch in der Proteomik-
Forschung anzuwenden.

Wir danken S. Licht, C. Noren, T. Yano und denMitarbeitern
unseres Labors f¸r ihre hilfreichen Kommentare w‰hrend der
Vorbereitung dieses Manuskriptes.
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