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1 ZUSAMMENFASSUNG 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Autodisplay dazu benutzt, Peptide und Peptidbiblio-
theken auf der Oberfläche von E. coli zu exprimieren. Es wurde gezeigt, dass Autodis-
play eine Alternative zu etablierten Verfahren wie dem „Phage Display“ darstellt. Die 
Affinität einzelner Peptidvarianten zum Target wurde zur Markierung dieser Varianten 
ausgenutzt. Einzelne Varianten aus der Bibliothek wurden nach der Markierung mittels 
Fluoreszenz-gesteuerter Selektion im Durchflusszytometer ausgewählt. Durch Optimie-
rung der Markierungs- und Selektionsverfahren gelang es, eine hohe Überlebensfähig-
keit der ausgewählten E. coli Zellen sicherzustellen. Die selektierten Bakterienzellen 
konnten wieder in Kultur gebracht werden und die Sequenz ihrer oberflächenexprimier-
ten Peptide durch DNA-Sequenzanalyse ermittelt werden. Aus dem Screening der Bib-
liothek I (Größe der Bibliothek: 1,15 x 105 Varianten) wurden drei neue peptidische 
Hemmstoffe (Peptid 1-3) für humanes Cathepsin G gefunden. Die Peptide 1-3 zeigten 
eine moderate Hemmung von humanem Cathepsin G (um 50 % bei 100 µM). Aus ihren 
Sequenzen konnte eine Konsensussequenz (Peptid 6 (KDIFV)) abgeleitet werden. Das 
Peptid 6 zeigte mit einem IC50-Wert von 11,7 µM (72 % Hemmung bei 100 µM) eine 
deutlich stärkere Hemmung als die Ausgangssequenzen. Ausgehend von Peptid 6 wurde 
durch rationale Veränderungen der Struktur ein neuer Peptidinhibitor (Peptid 6a 
(DIFFVF)) erhalten, der mit einem IC50-Wert von 9,76 µM potenter war als Peptid 6. 
Peptid 6a wurde als neue Leitstruktur eingesetzt und es wurden drei neue Bibliotheken 
(Bibliothek II, III, IV) erstellt. Aus dem Screening der Bibliothek III (Größe der Biblio-
thek: 3,1 x 107 Varianten) wurden zwei neue, und aus dem Screening der Bibliothek IV 
(Größe der Bibliothek: 1,8 x 108 Varianten) wurden fünf neue Peptidinhibitoren erhal-
ten. Der beste aus dem Screening der Bibliotheken stammende Inhibitor war Peptid 45 
(LWGLLL) mit einem IC50-Wert von 10,5 µM. Mit allen Peptiden aus dieser Arbeit 
wurde ein Protein-Peptid-Docking mit der Kristallstruktur von humanem Cathepsin G 
durchführt. Durch Auswertung der Daten aus dem Protein-Peptid-Docking konnte ein 
neues Inhibitorpeptid rational entwickelt werden (Peptid 50 (KIFFFV)). Dieses Peptid 
zeigte im Vergleich zur ersten Leitstruktur Peptid 15 (IC50-Wert von 6,06 µM bei Pep-
tid 50 im Vergleich zu 8,98 µM bei Peptid 15) eine geringfügig bessere Hemmung von 
humanem Cathepsin G und dient zugleich als Beispiel dafür, dass es gelungen war, vir-
tuelle und reale Methoden erfolgreich miteinander zu kombinieren. Durch die im Rah-
men dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse konnte die Eignung des Autodisplay in 
Verbindung mit einem Protein-Peptid-Docking zur Target-orientierten Evolution im 
Reagenzglas gezeigt werden. 
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Summary 

Within the scope of this thesis, autodisplay was employed for expression of peptides 
and peptide libraries on the surface of E.coli. It was shown that autodisplay constitutes 
an alternative to established approaches such as “phage display”. The affinity of single 
peptide variants to the target was used for labelling of these variants. Single variants of 
the library were chosen after labelling by fluorescence-activated cell sorting in the flow 
cytometer. Optimised labelling and selection procedures assured a high survivability of 
the selected E.coli cells. Selected bacterial cells were recultured while the sequences of 
the peptides expressed on their surface were elucidated by DNA sequence analysis. 
Three new peptide inhibitors (peptide 1-3) of human Cathepsin G were identified from 
Library I (library size: 1.15 x 105 variants). Peptides 1-3 displayed a moderate inhibition 
of human Cathepsin G (approx. 50% inhibition at a concentration of 100 µM). Their 
sequences yielded a consensus sequence (peptide 6, KDIFV). Peptide 6 showed a con-
siderably higher inhibition rate (72 % inhibition at a concentration of 100 µM with an 
IC50 value of 11.7 µM compared to the original sequences). Based on peptide 6, a new 
peptide inhibitor (peptide 6a (DIFVFV)) was developed by rational structural amend-
ments which proved to be more potent than peptide 6 (IC50 value of 9.76 µM). Pep-
tide 6a was utilised as new lead structure and led to establishment of three new libraries 
(Library II, III and IV). Screening of Library III (library size: 3.1 x 107 variants) yielded 
two new peptide inhibitors while five new inhibitors were found in Library IV (library 
size: 1.8 x 108 variants). The most promising inhibitor detected by screening of the li-
braries was peptide 45 (LWGLLL) with an IC50 value of 10.5 µM. All peptides investi-
gated in this thesis were subjected to protein-peptide-docking with the crystalline 
structure of human Cathepsin G. Analysis of the data from the docking experiments led 
to the rational development of a new peptide inhibitor (peptide 50, KIFFFV). This pep-
tide showed slightly improved inhibition of human Cathepsin G compared to the first 
lead structure peptide 15 (IC50 value of peptide 50: 6.06 µM; IC50 value of peptide 15: 
8.98 µM). This serves as an example that virtual and real methods were combined suc-
cessfully. The results from this work prove the feasibility of the concept of in vitro  
target-oriented evolution. 
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2 EINLEITUNG 

Der Fortschritt in der Erforschung physiologischer Zusammenhänge, das zunehmende 
Verständnis von Krankheiten auf molekularer Ebene (Zhang und Xu 2007), sowie das 
Auftreten neuer Krankheiten führen zu einem ständig wachsenden Bedarf an neuen Arz-
neistoffen. Bei der Entwicklung neuer potenzieller Arzneistoffe, die mit der gewünsch-
ten Zielstruktur (Target) interagieren, beschreitet die pharmazeutische und medizinische 
Chemie verschiedene Wege. Einerseits greifen pharmazeutische Unternehmen auf große 
bestehende Substanzdatenbanken zurück und durchsuchen („screenen“) diese nach Mo-
lekülen, die die gewünschte Wirkung auf das Target haben. Andererseits liefern kombi-
natorisch-chemische Syntheseverfahren aus einer festgelegten Anzahl von Edukten eine 
Vielzahl von Produkten (Mugnaini et al. 2005; Aina et al. 2007; Messeguer und Cortes 
2007), also neue Substanzbibliotheken. Unabhängig davon, ob es sich um eine beste-
hende Substanzbibliothek oder eine durch ein kombinatorisch-chemisches Verfahren 
erstellte Bibliothek handelt, liegt eine Herausforderung im Screening nach den ge-
wünschten Varianten. Eine Grundvoraussetzung, um die Vielzahl von Verbindungen 
effizient zu screenen, sind spezielle, hochdurchsatzfähige Screeningsysteme (High 
Throughput Screening, HTS). Eine beim Screening identifizierte Verbindung mit dem 
gewünschten Effekt („Hit“, Treffer) muss anschließend im Falle eines kombinatorisch-
chemischen Ansatzes häufig einer aufwendigen und kostspieligen Analytik unterzogen 
werden, um ihre Struktur endgültig zu klären oder der Syntheseweg muss durch Einsatz 
spezieller Techniken zurückverfolgt werden können (Brenner und Lerner 1992). Des 
Weiteren muss ein nicht-kombinatorischer Syntheseweg zur Nachsynthese der als posi-
tiv gescreenten Verbindung gefunden werden. Anerkennend muss festgestellt werden, 
dass auch auf diesem Gebiet in den letzten Jahren massive Fortschritte erzielt werden 
konnten. So ist es nun möglich, durch den Einsatz computergestützter Syntheseroboter 
und spezieller Algorithmen jederzeit die Reaktionsbedingungen und die Zusammenset-
zung jedes Reaktionsansatzes einzusehen (Pettersson et al. 2006). 

Eine andere, zwar auf kurze peptidische Strukturen festgelegte Strategie zu Erstellung 
von Substanzbibliotheken besteht darin, die für die Peptide codierende DNA zu rando-
misieren (Sneeden et al. 2003), in ein Expressionssystem einzusetzen und in geeignete 
Wirtsorganismen einzubringen. Das Randomisieren kurzer DNA-Moleküle kann z. B. 
bei ihrer Synthese erfolgen, indem, statt wie im klassischen Fall bei jedem Synthese-
schritt nur ein Nukleotid, dem Reaktionsansatz eine beliebige Mischung von Nukleoti-
den hinzugefügt wird. Durch die Wahl des Mischungsverhältnisses lässt sich die 
Wahrscheinlichkeit, mit der ein bestimmtes Nukleotid an einer definierten Stelle ange-
fügt wird, festlegen. Als Träger dieser künstlich erzeugten Erbinformation werden ein-
fach aufgebaute biologische Einheiten, wie Phagen, Bakterien oder Hefen benutzt.  
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Beim so genannten „Phage Display“ (Smith 1985) wird die für die Bibliothek codieren-
de DNA in einen Phagenvektor eingesetzt und in Bakteriophagen eingebracht. Nach der 
Infektion von Bakterien mit diesen Phagen präsentiert jeder Phage eine Peptidvariante 
als Fusionsprotein eines seiner Hüllproteine auf seiner Oberfläche. Da es sich bei Pha-
gen um Viren, also nicht um eigenständig lebensfähige Partikel handelt, ist man zur 
Vermehrung dieser Phagen auf Wirtszellen angewiesen (Hoess 2001). Um die Peptidva-
rianten für das Screening zugänglich zu machen, müssen die Phagen aus den Wirtszel-
len freigesetzt und aufgereinigt werden. Wird ein Treffer gefunden, so ist die Struktur 
des entsprechenden Peptids leicht über die DNA-Sequenz des Phagenplasmids zu ermit-
teln. Es handelt sich dabei um einen dreistufigen Prozess: In der ersten Stufe werden die 
Phagen in der Wirtszelle vermehrt und anschließend freigesetzt. In der zweiten Stufe 
werden affinitätsbasierte Techniken dazu benutzt, um Phagenpartikel mit den ge-
wünschten Eigenschaften zu finden. Mit den so gewonnenen Phagen werden nun wie-
derum in der dritten Stufe neue Bakterienzellen infiziert, um die Partikel mit den 
gewünschten Eigenschaften zu vermehren. Trotz dieses aufwendigen Prozesses hat sich 
das Phage Display zu einem Standardverfahren in der Wirkstoffforschung entwickelt 
(Asanuma et al. 2008; Lanzillotti und Coetzer 2008).  

Wird die Erbinformation in eigenständig lebensfähige Zellen, wie Hefen (McAleer et al. 
1984; Chao et al. 2006) oder Bakterien (Jose 2006; Rutherford und Mourez 2006) ein-
gebracht, fallen die Infektionsschritte weg. Es ist kein weiterer Organismus zur Ver-
mehrung der Mikroorganismen erforderlich, was einen Vorteil gegenüber des „Phage 
Displays“ darstellt. Bei entsprechender Wahl des Expressionssystems ist es möglich, die 
Peptidbibliotheken auf der Zelloberfläche zu exprimieren. Diese auf lebenden Zellen 
basierenden Verfahren bieten den Vorteil, dass die Peptidvarianten direkt und ohne 
Aufreinigung für das Screening zur Verfügung stehen. In beiden Fällen trägt die Zelle 
den Bauplan der auf ihrer Oberfläche befindlichen Peptidvariante in Form der Plasmid-
DNA in sich. Somit ergibt sich wiederum eine direkte Verknüpfung der Wirkung mit 
der Sequenz der Peptidvariante. Die aus der Bibliothek gewonnenen Strukturen können 
als Leitstrukturen und somit als Ausgangspunkt für die rationale Entwicklung neuer 
Wirkstoffe dienen („rational design“). Ein weiterer entscheidender Vorteil dieser auf zur 
Selbstreplikation fähigen Einheiten beruhenden Systeme liegt darin, dass die einzelnen 
Einheiten nach der Selektion (z. B. im Durchflusszytometer) weiterhin lebensfähig sind 
und ohne weitere Zwischenschritte wieder in Kultur gebracht werden können. Somit 
eröffnet sich eine vielversprechende Alternative zum klassischen „rational design“. In-
dem die selektierten Varianten wiederum als Ausgangspunkt für neue Zufallsvariatio-
nen dienen können, wird eines der Grundprinzipien der Natur, die Evolution, durch 
mehrere Zyklen aus Selektion und Variation zu einem Handwerkszeug zur Entwicklung 
maßgeschneiderter Strukturen. Da man die Varianten aufgrund des Vorhandenseins 
bestimmter Eigenschaften hin selektiert und optimiert, bezeichnet man diese Vorge-
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hensweise als zielgerichtete Evolution („directed evolution“). Da bei dieser zielgerichte-
ten Evolution keine genauen Kenntnisse der Struktur, der Funktion oder des Wirkungs-
mechanismus notwendig sind, stellt sie die Methode der Wahl z. B. zur Entwicklung 
von Enzymen mit verbesserten Eigenschaften dar (Chartrain et al. 2000).  

Aufgrund von Fortschritten auf dem Sektor der Bioinformatik finden immer mehr com-
puterbasierte Ansätze Einzug in die Wirkstoffentwicklung (Phoebe Chen und Chen 
2008). Mithilfe bioinformatischer Verfahren können riesige Datenbanken mit sehr ge-
ringem zeitlichen und finanziellen Aufwand auf mögliche Zielstrukturen hin durchsucht 
werden, es findet also ein so genanntes virtuelles Screening statt (Krovat et al. 2005; 
Vadivelan et al. 2008). Auch lassen sich die Interaktionen zwischen dem Targetprotein 
und den potenziellen Liganden immer genauer vorhersagen. Ausgehend von diesen 
Vorhersagen ist es dem Computer möglich, Strukturvorschläge für neue Leitstrukturen 
zu machen (Villar 2007). Diese Vorhersagen erfordern zurzeit allerdings noch ein aus-
gedehntes Training mit bekannten Strukturen zur Verfeinerung des Vorhersagealgo-
rithmus.  

Es liegt also der Schluss nahe, mithilfe einer Kombination aus dem Durchforsten von 
Bibliotheken nach Treffern, der zielgerichteten Evolution, den Daten aus Aktivitätstests 
und der Anwendung computerbasierter Methoden und Vorhersagen ein Pharma-
kophormodell zu entwickeln, das letztlich sozusagen als Negativ für neue Wirkstoffe 
dienen kann. 

2.1 AUTODISPLAY – EIN VERFAHREN ZUR OBERFLÄCHEN-
EXPRESSION AUF E. COLI   

Sowohl grampositive als auch gramnegative Bakterien transportieren eine Vielzahl an 
Proteinen verschiedenster Funktion an ihre Zelloberfläche oder sekretieren diese in ihre 
Umgebung (Henderson et al. 2004). Darunter sind nicht nur Virulenzfaktoren, sondern 
auch für den Stoffwechsel oder die Interaktion mit ihrem Umfeld wichtige Proteine. Die 
Mechanismen beider Bakterientypen unterscheiden sich allerdings aufgrund des unter-
schiedlichen Aufbaus der Zellhülle voneinander. Grampositive Bakterien müssen beim 
Transport von Proteinen an ihre Zelloberfläche lediglich eine Membran überwinden. 
Die Sekretion erfolgt hier stets über einen Sec-abhängigen Mechanismus (Navarre und 
Schneewind 1999). Gramnegative Bakterien stellen mit ihren zwei Zellmembranen 
deutlich höhere Anforderungen an die Transportmechanismen. Heute unterscheidet man 
fünf verschiedene Typen solcher Sekretionsmechanismen von gramnegativen Bakterien 
( 114HTabelle 1). Ein besonderes Augenmerk soll an dieser Stelle auf den dieser Arbeit 
zugrunde liegenden Typ V Sekretionsmechanismus, den Autotransporter-Mechanismus 
(Henderson et al. 2004) gelegt werden. Bei dieser Sekretionsart enthält das Vorläufer-
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protein des an die Oberfläche zu transportierenden Proteins bereits alle funktionellen 
Einheiten, die zum eigenständigen Transport über die äußere Membran an die Zellober-
fläche erforderlich sind.  

Tabelle 1: Übersicht über die Sekretionsmechanismen gramnegativer Bakterien. 

Sekretionsmechanismus Beispiel Literatur 

Typ I 

Hämolysin aus E. coli 

Adenylat-Cyclase aus Bordetella pertussis 

Leukotoxin aus Pasteurella haemolytica 

(Gentschev et al. 2002) 

(Ladant und Ullmann 1999) 

(Narayanan et al. 2002) 

Typ II 

Pullulanase aus Klebsiella oxytoca 

Cholera-Toxin aus Vibrio cholerae 

Exotoxin A aus Pseudomonas aeruginosa 

(Pugsley und Possot 1993) 

(Sandkvist 2001b) 

(Sandkvist 2001a) 

Typ III YOP-Proteine Yersinia spp. (Michiels et al. 1990) 

Typ IV Pertussis-Toxin aus Bordetella pertussis (Farizo et al. 2000) 

Typ Va 

 

 

 

Typ Vb 

Typ Vc 

AIDA-I aus E. coli 

IgA1-Protease aus Neisseria gonorrhoeae 

Resistenz-Protein aus Bordetella Pertussis 

NalP-Protease aus Neisseria Meningitidis 

FhaB-Protein aus Bordetella Pertussis 

Hia-Protein aus Haemophilus influenzae 

(Benz und Schmidt 1992) 

(Pohlner et al. 1987) 

(Fernandez und Weiss 1994) 

(van Ulsen et al. 2003) 

(Coutte et al. 2001) 

(Meng et al. 2006) 

 
Der Name Autotransporter spiegelt die Tatsache wider, dass die Sekretion aus dem Pe-
riplasma ohne Beteiligung anderer Proteine verläuft. Seit der ersten Beschreibung des 
Sekretionsmechanismus am Beispiel der IgA1-Protease aus Neisseria gonorrhoeae 
(Pohlner et al. 1987), der Prägung des Begriffs Autotransporter für eine neue Familie 
von sekretierten Proteinen in gramnegativen Bakterien (Jose et al. 1995), wächst die 
Zahl beschriebener, über diesen Mechanismus sekretierter Proteine ständig an 
(Henderson et al. 2004). Trotz der großen Vielfalt an Autotransporterproteinen enthal-
ten alle Autotransporter (Typ Va Sekretionsmechanismus) drei funktionelle Einheiten: 
ein N-terminales Signalpeptid (SP), einen Passagier (P) und C-terminal die eigentliche 
Transportdomäne, das sogenannte β-Fass (β-barrel) (115HAbbildung 1). Die Passagierdo-
mäne umfasst außer der für die biologische Funktion erforderlichen Sequenz auch noch 
ein Verbindungsstück (Linker, L), das für die vollständige Präsentation des Passagiers 
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auf der Zelloberfläche erforderlich ist. Ähnliche β-Fass-Strukturen kommen bei einer  
 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Autotransporterfusionsproteins. SP: Signalpeptid, 
P: Passagier, L: Verbindungsstück oder „Linker“, T: Transportdomäne, das sogenannte 
β-Fass. 

weiteren Familie von bakteriellen Außenmembranproteinen vor, den Porinen. Ein Bei-
spiel ist das Maltoporin, dessen Struktur 1995 durch eine Röntgenstrukturanalyse auf-
geklärt wurde (Schirmer et al. 1995). Die Pore des Maltoporins wird durch 18 
gegenläufige β-Faltblattstrukturen gebildet. Zumindest für ein Autotransporterprotein 
(Sekretionsmechanismus: Typ Va), das NalP aus Neisseria menigitidis, konnte diese β-
Fass-Struktur experimentell durch eine Röntgenstrukturanalyse nachgewiesen werden 
(Oomen et al. 2004). Die Transportdomäne, die in dieser Arbeit zur Translokation von 
Passagieren an die Zelloberfläche zum Einsatz kommt, ist die des AIDA-I Protein (Ad-
hesin Involved in Diffuse Adherence), ein Adhäsin aus E. coli. Die strukturellen Ähn-
lichkeiten (β-Faltblattstrukturen) des AIDA-I Proteins mit den beschriebenen Porinen 
und dem NalP legen nahe, dass es sich bei diesem Autotransporter wie bereits postuliert 
(Maurer et al. 1997) ebenfalls um eine solche β-Fass-Struktur handelt. Eine Modellvor-
stellung des β-Fasses von AIDA-I nach Mauer et al. (Maurer et al. 1997) liefert die 
116HAbbildung 2. Über den Mechanismus des Transports von Autotransporterproteinen an 
die Zelloberfläche existieren verschiedene Modelle (Henderson et al. 2004). Die für das 
Fusionsprotein codierende Sequenz wird translatiert. Das Signalpeptid dient als Erken-
nungssequenz für den Sec-Mechanismus, über den das Vorläuferprotein über die innere 
Membran transportiert wird und in den periplasmatischen Raum gelangt. Zur Abspal-
tung der Signalsequenz wurden verschiedene Hypothesen aufgestellt. Eine Hypothese 
ist, dass das Signalpeptid beim Transport über die innere Zellmembran abgespalten wird 
(Henderson et al. 2004). Eine weitere Hypothese ist, dass die Abspaltung im Periplasma 
durch eine dort ansässige Signalpeptidase erfolgt (Charles et al. 1994). Das um die Sig-
nalsequenz verkürzte Intermediat lagert sich mit der C-terminalen Translokationseinheit 
unter Ausbildung einer β-Fass-Struktur spontan in die äußere Membran ein (Meyer et 
al. 1987; Henderson et al. 1998), wie Untersuchungen von Autotransportermutanten, 
bei denen die letzte Aminosäure ausgetauscht wurde, vermuten lassen, und verläuft 
dann weiter zum N-Terminus. Unmittelbar an das zuletzt eingelagerte β-Faltblatt 
schließt sich eine Verbindungssequenz an, deren Länge maßgeblich für die Präsentation 
des Passagiers auf der Zelloberfläche ist (Maurer et al. 1997). Im Lumen des β-Fasses 
bildet dieses Verbindungsstück eine extrazelluläre 
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Abbildung 2: Modell des β-Fasses von AIDA-I in der äußeren Zellmembran von E. coli nach  
Maurer et al. (Maurer et al. 1997) entnommen aus Zangen (Zangen 2002). Nach die-
sem Strukturmodell befinden sich die Aminosäuren (1-Buchstabencode) mit eckiger Um-
randung innerhalb, die rund umrandeten außerhalb der äußeren Zellmembran. Rot 
dargestellte Aminosäuren sind hydrophob und zur Membranseite gerichtet. Die übrigen 
(blauen) in der Membran liegenden Aminosäuren sind hydrophil und bilden die innere 
Seite des β-Fasses. Es wird postuliert, dass die erste transmembranäre Domäne, beginnend 
mit Alanin mit der antiparallelen C-terminalen Domäne in Wechselwirkung tritt und die 
Fassstruktur komplettiert. 

Haarnadelschlaufe (Meyer et al. 1987; Benjelloun-Touimi et al. 1995) und faltet sich 
schließlich in eine α-Helix. Durch diesen Faltungsprozess wird der Passagier durch die 
Pore des β-Fasses nach außen gezogen und somit die Translokation auf die Zelloberflä-
che erreicht. Wenn man einen monomeren Mechanismus zugrunde legt und den 
Durchmesser der gebildeten Pore berücksichtigt, setzt diese Tatsache einen Transport 
im ungefalteten Zustand voraus (Klauser et al. 1992; Klauser et al. 1993), was durch 
experimentelle Befunde bei der Expression cysteinhaltiger Passagiere gestützt wird 
(Jose et al. 1996). Die Familie der Autotransporter wird bereits erfolgreich zur Oberflä-
chenexpression verschiedener Proteine eingesetzt. So wurden mittels der Transportdo-
mäne von AIDA-I das Enzym β-Lactamase (Lattemann et al. 2000) wie auch T-Zell-
Epitope auf der Oberfläche von Bakterien exprimiert (Konieczny et al. 2000). Andere 
Autotransporter, wie beispielsweise VacA aus Helicobacter pylori (Fischer et al. 2001), 
VirG aus Shigella flexneri (Suzuki et al. 1995) oder SSP aus Serratia marcescens (Shi-
mada et al. 1994) lassen sich ebenfalls zur Oberflächenexpression rekombinanter Prote-
ine einsetzen. Neben dem Autotransporter-vermittelten Surface Display werden auch 
Fusionen mit anderen, in die Außenmembran integrierten Proteinen zur Oberflächenex-
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pression rekombinanter Proteine eingesetzt (Georgiou et al. 1996; Daugherty et al. 
1999). 

Der Begriff Autodisplay bezeichnet ein von der Arbeitsgruppe Jose entwickeltes Sys-
tem zur Expression rekombinanter Peptide und Proteine auf der Zelloberfläche von 
E. coli (Jose et al. 1996; Maurer et al. 1997), das auf dem beschriebenen Typ Va Sekre-
tionsmechanismus gramnegativer Bakterien beruht. Eine Modellvorstellung für den 
Ablauf der Sekretion nach Pohlner et al. (1987) ist in 117HAbbildung 3 dargestellt. Zur 

 

 

Abbildung 3: Modell des Autodisplay-Sekretionsmechanismus. A: Am Ribosom (R) wird die DNA-
Sequenz in die Aminosäuresequenz des Fusionsproteins übersetzt. B: Das N-terminale 
Ende des Fusionsproteins (SP) stellt eine Signalsequenz dar. Es verankert sich in der inne-
ren Membran und sorgt für den Transport des Fusionsproteins durch die innere Membran 
(IM) über den Sec-Mechanismus. C: Im periplasmatischen Raum (PR) erfolgt die Abspal-
tung des Signalpeptids. D: Die C-terminale Domäne des Fusionsproteins faltet sich unter 
Ausbildung eines β-Fasses aus 14 amphiphatischen β-Faltblattstrukturen in die äußere 
Membran ein. Das Verbindungsstück des Fusionsproteins (L) bildet nun im Inneren dieses 
Fasses eine Haarnadelschleife (H) aus. E: Die Haarnadelschleife faltet sich zu einer α-
Helix und zieht dabei den Passagier (P) durch das Lumen des β-Fasses nach außen. 
 

Oberflächenexpression mittels Autodisplay muss ein künstliches Gen für ein Fusions-
protein, das den Passagier und alle für den Transport notwendigen Funktionseinheiten 
(Signalpeptid, Verbindungsstück, Transportdomäne) enthält, geschaffen werden. Das 
Verbindungsstück muss so gewählt werden, dass eine vollständige Präsentation des Pas-
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sagiers an der Zelloberfläche gewährleistet wird. Das Autodisplay erwies sich, was die 
Wahl der Passagiere angeht, als sehr flexibel. So konnten erfolgreich kurze Peptide 
(Jose et al. 2005), Oligopeptide (Jose und Zangen 2005) und Enzyme (Esterase EstA, 
(Schultheiss et al. 2002)) in aktiver Form auf der Oberfläche präsentiert werden. An-
hand von Experimenten mit der Oberflächenexpression von bovinem Adrenodoxin 
(Jose et al. 2002) und der Sorbitdehydrogenase (Jose und von Schwichow 2004) mittels 
Autodisplay konnte gezeigt werden, dass auch Passagiere, deren funktionelle Einheiten 
aus mehreren Monomeren bestehen, durch das Autodisplay in aktiver Form auf der 
Oberfläche von E. coli exprimiert werden können. Die hierbei an der Bakterienoberflä-
che exprimierten Passagiere liegen auf Plasmiden codiert vor. Es ist also stets möglich, 
einem bestimmten Phänotyp den entsprechenden Genotyp zuzuordnen. Über den Geno-
typ sind durch Standardverfahren der DNA-Sequenzanalyse zunächst die DNA-Sequenz 
und darüber schließlich die Primärstruktur der exprimierten Passagiere leicht zugäng-
lich. Durch diese Verknüpfung ist eine Grundvoraussetzung für die Eignung des Sys-
tems als Oberflächenexpressionssystem für Peptid- und Proteinbibliotheken gegeben.  

2.1.1 VORTEILE DES AUTODISPLAY GEGENÜBER ANDERER EXPRESSI-
ONSSYSTEME 

Das Autodisplay bietet gegenüber anderer Oberflächenexpressionssysteme eine Reihe 
von Vorteilen. Während andere Expressionssysteme bei der Expression von rekombi-
nanten Proteinen mit einem verlangsamten Wachstum oder dem Absterben der Zellen 
zu kämpfen haben (Francisco und Georgiou 1994), lassen sich mithilfe des Autodis-
plays rekombinante Proteinmoleküle in der Größenordnung von 105 Molekülen auf der 
Oberfläche von einer E. coli Zelle exprimieren (Jose et al. 2001). Die Überlebensfähig-
keit der Bakterien wird durch das Transportsystem nicht negativ beeinflusst. Die Tatsa-
che, dass die in der Außenmembran überexprimierten Proteine bis zu 5 % des 
Gesamtproteins ausmachen (Maurer et al. 1997), entkräftet die These, dass eine geringe 
Expressionsrate zu dieser Verträglichkeit führt. Die exprimierten Passagiere liegen beim 
Autodisplay entweder mit ihrem C-Terminus kovalent mit der Bakterienzelle verbunden 
vor oder lassen sich durch Einfügen einer Erkennungssequenz für eine Außen-
membranprotease in das Kulturmedium freisetzen. So ist es möglich, dasselbe Fusions-
protein, je nach verwendetem Bakterienstamm, entweder oberflächenständig zu 
exprimieren oder in den Überstand zu sekretieren. So kann z. B. eine Schnittstelle für 
die Außenmembranprotease OmpT in den Linker integriert werden. Eine Expression in 
einem OmpT-positiven Bakterienstamm wird zu einer Freisetzung des Passagiers in das 
Kulturmedium führen (Jose et al. 1996; Jose et al. 2001). Das rekombinante Protein 
kann aus dem Kulturmedium einfach von den Bakterien und den in deren Innerem vor-
handenen Proteinen durch Zentrifugation abgetrennt werden. Ein Aufschluss der Bakte-
rien und die aufwendige Aufreinigung des rekombinanten Proteins wie im Falle einer 
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zytosolischen Expression entfallen. Die Expression auf der Zelloberfläche von E. coli 
sorgt einerseits für eine freie Zugänglichkeit des Passagiers, andererseits werden die 
exprimierten Passagiere durch das Membranumfeld stabilisiert. Die Charakterisierung 
der Passagiere kann durch Ganzzell-Tests erfolgen, eine weitere Aufreinigung ist nicht 
notwendig (Jose 2006). Insbesondere bei der Aufklärung der Primärsequenz der Passa-
giere wie z. B. einer Inhibitorvariante einer Peptidbibliothek (diese Arbeit) ist die direk-
te Verknüpfung einer „screen-baren“ Eigenschaft mit dem im Zellinneren, in Form der 
für den Passagier codierenden DNA-Sequenz vorliegenden Etikett, ein großer Vorteil 
(Jose et al. 2005). Im Gegensatz zu den im „Phage Display“ eingesetzten Phagen ist 
E. coli zur Selbstreplikation fähig und verfügt über eine für die Analyse mit optischen 
Systemen, wie der Fluoreszenzmikroskopie oder der Durchflusszytometrie, ausreichen-
de Größe (Francisco et al. 1993; Wentzel et al. 1999; Daugherty et al. 2000), womit der 
Zugang zu einem hochdurchsatzfähigen Analyse- und Selektionssystem gegeben ist. 
Die so selektierten Bakterien können ohne weitere Maßnahmen wieder in Kultur ge-
bracht und so die entsprechenden Peptidvarianten vervielfältigt werden.  

2.2 DAS TARGET: HUMANES CATHEPSIN G 

Das Enzym humanes Cathepsin G (EC 3.4.21.20) ist eine Serinprotease aus der 
Trypsin-Familie (Peptidase S1 Familie). Cathepsin G wurde erstmals in den Vesikeln 
neutrophiler Granulozyten gefunden (Dewald et al. 1975). Ein Jahr später wurde es 
erstmals von Starkey und Barret isoliert (Starkey und Barrett 1976). Die Primärsequenz 
wurde 1988 von Watorek et al. (Watorek et al. 1988), die dreidimensionale Struktur 
schließlich von Hof et al. 1996 (Hof et al. 1996) aufgeklärt. Eine der lange bekannten 
Funktionen, die humanes Cathepsin G ausübt, ist der proteolytische Abbau phagozytier-
ter Partikel (Starkey et al. 1977). Außerhalb neutrophiler Granulozyten wird die Aktivi-
tät von humanem Cathepsin G durch körpereigene Serpine, z. B. dem bei 
Entzündungsprozessen ausgeschütteten Inhibitor α1-Antichymotrypsin, streng reguliert 
(Ferrer-Lopez et al. 1990). Eine Störung dieses Regelmechanismus führt zum proteoly-
tischen Abbau gesunden Gewebes (z. B. Bindegewebe, Gefäßendothel), was zu chro-
nisch entzündlichen Prozessen führt. Aufgrund dieser Tatsache wird eine Beteiligung 
von humanem Cathepsin G an der Entstehung und dem Verlauf chronischer Entzün-
dungserkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis oder dem Lungenemphysem disku-
tiert (Travis et al. 1979). Humanes Cathepsin G zeigte in vitro eine chemotaktische 
Wirkung auf Monozyten (Chertov et al. 1997). Die Rolle von humanem Cathepsin G 
bei der rheumatoiden Arthritis scheint auf dieser chemotaktischen Aktivität zu beruhen 
(Miyata et al. 2007). Auch bei verschiedenen vaskulären Erkrankungen wird eine Betei-
ligung von humanem Cathepsin G diskutiert. So führt ein Angriff von humanem Ca-
thepsin G am Gefäßendothel zum einen zu einer gesteigerten Permeabilität und zum 
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andern zu einer Anheftung von Thrombozyten an den Stellen der Gefäßschädigung, was 
schließlich zu einem Thrombus führen kann (Selak et al. 1988). In diesem Zusammen-
hang wird humanes Cathepsin G mit der Entstehung von Herz- oder Hirninfarkten in 
Verbindung gebracht (Herrmann et al. 2001). In der neueren Literatur sind weitere 
Funktionen von Cathepsin G beschrieben. Humanes Cathepsin G spielt eine Rolle bei 
der Aktivierung bestimmter Rezeptorentypen der sogenannten Protease aktivierten Re-
zeptoren (PARs), also bei der Signaltransduktion (Dulon et al. 2003; Schiemann et al. 
2006; Ramachandran et al. 2007; Rafiq et al. 2008). Humanes Cathepsin G ist in der 
Lage, Angiotensin II direkt aus Angiotensinogen, das heißt ohne den Zwischenschritt 
Angiotensin I und unabhängig von Renin freizusetzen (Legedz et al. 2004). Dieser al-
ternative Syntheseweg für Angiotensin II wird mit Problemen bei der Behandlung von 
Herzinsuffizienz und Bluthochdruck mit ACE-Inhibitoren („Angiotensin Converting 
Enzyme“) in Verbindung gebracht, da der Syntheseweg über humanes Cathepsin G von 
den ACE-Inhibitoren nicht blockiert wird und somit weiterhin das gefäßverengende 
Angiotensin II gebildet wird (Rykl et al. 2006). Nimmt man als Ursache für alle ge-
nannten Krankheitsbilder ein Missverhältnis zwischen körpereigenem Inhibitor und der 
Menge an außerhalb von neutrophilen Granulozyten vorliegendem humanem Ca-
thepsin G an, so liegt es nahe, geeignete artifizielle Inhibitoren von humanem Ca-
thepsin G zu entwickeln und zur Therapie oder Prophylaxe dieser Erkrankungen 
einzusetzen. Die Protease humanes Cathepsin G stellt in diesem Zusammenhang ein 
mögliches Target dar. Eine Reihe von Inhibitoren ist in der Literatur bereits beschrieben 
(Groutas et al. 1994; Gutschow und Neumann 1997; Gutschow et al. 1998; Schechter 
und Gutschow 2001; Gutschow et al. 2002), ein therapeutischer Einsatz erfolgt bislang 
jedoch nicht. 

2.3 DIE LEITSTRUKTUR: PEPTID 15 

Beim Peptid 15 handelt es sich um die auf 15 Aminosäuren verkürzte Teilsequenz  
EILIFWSKAIGYSFT, die die Aminosäuren 62-86 des C-reaktiven Proteins (CRP) um-
fasst, und die in der Lage ist, sowohl humane Leukozytenelastase (Ki = 0,18 µM) als 
auch humanes Cathepsin G (Ki = 0,25 µM) zu hemmen (Yavin und Fridkin 1998). Das 
CRP wird in der Leber gebildet (Du Clos 2000). Es eignet sich zur klinischen Kontrolle 
des Verlaufs von Entzündungsprozessen im Körper (Rosalki 2001), da seine Plasma-
konzentration einerseits im Falle einer Entzündung innerhalb von 24 Stunden auf das 
bis zu tausendfache des normalen Wertes ansteigen kann und andererseits beim Abklin-
gen der Entzündung auch genauso schnell wieder fällt (Ballou und Kushner 1992). 
Beim CRP handelt es sich um ein zyklisches, aus fünf identischen Untereinheiten auf-
gebautes Pentamer (Volanakis 2001), das spezifisch an Rezeptoren auf der Oberfläche 
von Granulozyten bindet (Buchta et al. 1987). Eine membranständige Protease ist für 
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den Abbau verantwortlich. Durch den Abbau entstehen teilweise Peptide, die im Gegen-
satz zum CRP in der Lage sind, humanes Cathepsin G und humane Leukozytenelastase 
zu hemmen (Vachino et al. 1988). Yavin et al. nahmen diesen Befund zum Anlass, um 
nach der Aufklärung der Struktur des CRP (Shrive et al. 1996) gezielt verkürzte Teilse-
quenzen des CRP auf Hemmung von humanem Cathepsin G und humaner Leukozyten-
elastase hin zu untersuchen (Yavin et al. 1996; Yavin und Fridkin 1998). Bei diesen 
Untersuchungen erwies sich das Peptid 15 als das potenteste der getesteten Peptide und 
sollte deshalb in dieser Arbeit als Leitstruktur dienen. 

2.4 SELEKTION POSITIVER VARIANTEN MITHILFE DER 
DURCHFLUSSZYTOMETRIE 

Moderne Methoden der Wirkstoffentwicklung, wie die evolutive Entwicklung von 
Wirkstoffen oder Leitstrukturen mittels Autodisplay und anschließendem Screening 
erfordern ein leistungsfähiges Analysesystem. Im Falle des Autodisplays muss das Ana-
lysesystem in der Lage sein, in einem riesigen Überschuss von negativen Varianten we-
nige positive Varianten zu erkennen und diese auszusortieren. Neben diesem hohen 
Probendurchsatz spielt die Tatsache eine ebenso große Rolle, dass die Bakterienzellen 
nach der Selektion auch noch überlebensfähig sein müssen, um eine Identifizierung des 
exprimierten Peptids zu gewährleisten. Die Durchflusszytometrie hat sich bei der Ana-
lyse und Selektion eukaryontischer Zellen bereits zu einem Standardverfahren entwi-
ckelt. Sie wird z. B. dazu genutzt, um Veränderungen im Blutbild bei klinischen Studien 
zu erfassen (Tong et al. 2006; Matteucci und Giampietro 2008) oder um die Diagnose 
bestimmter Tumoren zu erleichtern (Karlsson et al. 2008; Ogata 2008). Auch bei der 
Analyse von Mikroorganismen hat die Durchflusszytometrie in den letzten Jahren stark 
an Bedeutung gewonnen, obwohl sich diese aufgrund der geringeren Größe als schwie-
riger gestaltet. Mithilfe der Durchflusszytometrie ist es möglich, innerhalb einer Stunde 
bis zu 108 Zellen zu analysieren (Daugherty et al. 2000). Dieser hohe Durchsatz und die 
Möglichkeit einzelne Zellen zu selektieren, prädestiniert die Durchflusszytometrie 
förmlich für die Analyse von zellbasierten Bibliotheken. Die Durchflusszytometrie und 
das Fluoreszenz-gesteuerte Aussortieren von einzelnen Varianten einer Bibliothek ka-
men bereits beim Screening von auf Hefen (Feldhaus und Siegel 2004) und auf Bakteri-
en (Rice et al. 2006) exprimierten Bibliotheken zu Einsatz. Im Rahmen dieser Arbeit 
kamen mehrere Durchflusszytometer zum Einsatz. In 118HAbbildung 4 ist die Funktions-
weise eines Durchflusszytometers am Beispiel des FACSAria™ (Becton Dickinson) 
schematisch dargestellt. Die Bakteriensuspension wird unter leichtem Überdruck in das 
Flüssigkeitssystem des Gerätes injiziert. In diesem wird eine laminare Strömung erzeugt 
und die Zellen soweit vereinzelt, sodass immer nur eine Zelle einen Laserstrahl passiert. 
Die dahinter angebrachten Detektoren registrieren die, durch die Wechselwirkung mit 
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der Zelle erzeugten, Veränderungen des Laserlichts oder die Veränderungen 
 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Durchflusszytometers mit Sor-
tierfunktion am Beispiel des FACSAria™. B: die zu analysierende Bakteriensuspensi-
on wird nach der Markierung unter leichtem Überdruck in das Flüssigkeitssystem des 
Zytometers eingebracht. L: der durch das Zytometer erzeugte Strom aus Einzelzellen wird 
in einer Durchflussküvette mit Laserlicht bestrahlt. Die dadurch angeregte Fluoreszenz, 
die Transmission und das Streulicht werden in unterschiedlichen Detektoren erfasst. D: 
Durch eine Düse wird der Flüssigkeitsstrom in feine Einzeltröpfchen umgewandelt. Die 
entstandenen Tröpfchen enthalten nun im Idealfall nur eine Bakterienzelle. Die Steuerlo-
gik des Zytometers erlaubt es, jedes Tröpfchen einzeln mit einer Ladung zu versehen. A: 
Zwischen den beiden Ablenkplatten wird ein konstantes elektrisches Feld aufgebaut. In 
diesem werden die geladenen Tröpfchen entsprechend ihrer Ladung in verschiedene 
Richtungen abgelenkt. Auf diesem Weg wird eine Auftrennung in gewünschte Tröpfchen 
(Hits) und ungewünschte Tröpfchen erreicht (Abfall). 

in der Fluoreszenz im 90 ° Winkel zum einfallenden Laserlicht. Wird eine Zelle mit den 
gewünschten Charakteristika gefunden, so wird der umhüllende Flüssigkeitstropfen 
beim Verlassen der Düse elektrisch aufgeladen. Der geladene Flüssigkeitstropfen kann 
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nun durch Anlegen einer Hochspannung nach links oder nach rechts abgelenkt werden. 
So erfolgt die Trennung zwischen den Tröpfchen, die eine positive (humanes Ca-
thepsin G bindende) Variante, und den Tröpfchen, die negative Varianten enthalten. Die 
Tröpfchen mit den positiven Varianten können entweder in einem Reaktionsgefäß, einer 
Agarplatte oder einer Mikrotiterplatte aufgefangen werden. In den beiden letzten Fällen 
ist es sogar möglich, jedes Tröpfchen an eine andere Position der Platte zu dirigieren. 

2.5 ZIEL DER ARBEIT 

Ziel dieser Arbeit war es, mithilfe des Autodisplays Peptidbibliotheken auf der Oberflä-
che von E. coli zu exprimieren und somit zu zeigen, dass das Autodisplay eine Alterna-
tive zu bestehenden Systemen wie z. B. das „Phage Display“ darstellt. Durch 
Ausnutzung der Affinität eines Inhibitorpeptids zum Target humanes Cathepsin G soll-
ten Varianten markiert werden, die in der Lage sind, humanes Cathepsin G zu binden. 
Diese Interaktion des Peptids mit dem Target sollte die Grundlage für die Selektion ein-
zelner E. coli Zellen, die die Peptidvarianten auf der Oberfläche exprimieren, liefern. 
Markierte Bakterien sollten dann im Durchflusszytometer fluoreszenzgesteuert aussor-
tiert werden und die exprimierte Peptidsequenz der Einzelzellklone durch DNA-
Sequenzanalyse aufgeklärt werden. Nach der Synthese der Peptide sollten diese im 
Mikrotiterplattentest hinsichtlich ihrer Hemmung von humanem Cathepsin G untersucht 
werden. Parallel zur experimentellen Charakterisierung sollte eine computerbasierte 
Analyse der Peptid-Proteininteraktion (Protein-Peptid-Docking) erfolgen und mögliche 
Korrelationen mit den experimentellen Befunden aufgedeckt werden. Die gefundenen 
Peptidstrukturen sollten mithilfe eines evolutiven Ansatzes weiter verfeinert werden und 
ein besserer Inhibitor als die eingesetzte Leitstruktur Peptid 15 gefunden werden, um 
die Eignung des Autodisplay zur evolutiven Entwicklung von Peptidinhibitoren zu be-
legen. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 MATERIAL 

3.1.1 GERÄTE 

Tabelle 2:  Bei den Experimenten verwendete Geräte. 

Gerät Bezeichnung  Firma  

-70 °C Gefriertruhe HT2086 Hettich, Tuttlingen 

Autoklav 3850 ELV Systec, Wettenberg 

Brutschrank P10825028 Memmert, Schwalbach 

Durchflusszytometer FACSAria™ Becton Dickinson, Heidelberg 

Durchflusszytometer FACSCalibur™ Becton Dickinson, Heidelberg 

Durchflusszytometer FACSScan™ Becton Dickinson, Heidelberg 

Elektroporator Elektroporator 2510 Eppendorf, Hamburg 

Feinwaage 2001 MP2 Sartorius, Göttingen 

Geldokumentation Gel Jet Imager Intas, Göttingen 

Gelkammern (Agarose) Electrophoresis Sub System 150 Labnet, Edison, NJ, USA 

Gelkammern (SDS-PAGE) EC 120 Mini Vertical System 
EC-Apparatus, St. Petersburg, NT, 

USA 

Gelkammern (SDS-PAGE) Mini Protean II Bio-Rad, München 

Heizblock AccuBlock Digital Dry Bath Labnet, Edison, NJ, USA 

Heizrührer RCT IKAMAG IKA, Staufen 

Kühl-Gefrierkombination Fris88f Thermo Fischer, Dreieich 

Kühlzentrifuge Universal 32R Hettich, Tuttlingen 

Kühlzentrifuge Sorvall RC-5C Plus Kendro, Hanau 

Mikrotiterplatten-Reader Mithras LB 940 Berthold, Bad Wildbad 

Mikrowelle MW 1000 Alaska, Mannheim 

pH - Meter pH - Meter 766 Calimatic Knick, Berlin 

Photometer Genesys 6 Thermo Fischer, Dreieich 

Reaktionsgefäßschüttler Mixer 5432 Eppendorf, Hamburg 

Reinstwasseranlage MilliQ Biocel Reinstwasser, Eschborn 

Schüttelinkubator Minitron Infors, Einsbach 

Spülmaschine Compact-Desinfektor G7783CD Miele, Gütersloh 

Thermocycler Mastercycler Gradient Eppendorf, Hamburg 

Thermocycler Primus 25/96 MWG Biotech, Ebersberg 
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Gerät Bezeichnung  Firma  

Tischzentrifuge Mikro 120 Hettich, Tuttlingen 

Tischzentrifuge MiniSpin Eppendorf, Hamburg 

Trockenschrank ET 6130 Heraeus, Hanau 

Vortex Reax-Top Heidolph, Schwalbach 

Waage 2357 Sartorius, Göttingen 

Wasserbad 790 584 Memmert, Schwalbach 

3.1.2 CHEMIKALIEN 

Tabelle 3: Für die Experimente eingesetzte Chemikalien. 

Stoffbezeichnung Firma Artikelnummer 

2-Mercaptoethanol, p.a. 99% ROTH Art. 42271 

Agar - Agar nach Kobe I, pulv. ROTH 5210.2 

Agarose NEEO Ultraqualität ROTH 2267.4 

Albumin Fraktion V, biotinfrei >=98% ROTH 0163.2 

Ammoniumacetat, p.a. ROTH 7869.1 

Ammoniumsulfat, p.a. ACROS ORGANICS 205870010 

Aprotinin >= 3,0 PEU/mg Roth A162.2 

Biotin Protein Labeling Kit Roche 1 418 165 

Bisbenzimid Sigma-Aldrich Chemie GmbH B2883 

Borsäure, purum, p.a., 99% Sigma-Aldrich Chemie GmbH B6768 

Bromphenolblau, Bromphenol Blue ACROS ORGANICS 151350250 

dDNTP - Set, 4x 100µl (100mM) Eppendorf 0032003206 

Di-Kaliumhydrogenphosphat Trihydrat, p.a. MERCK 1.05099.1000 

Dimethylsulfoxid, ≥99.5% (GC) Sigma-Aldrich Chemie GmbH D5879 

Di-Natriumhydrogenphosphat, Dihydrat VWR PROLABO 28029.292 

Dodecylsulfate Na-Salt, in Pellets, research grade Serva 20765 

EDTA , Dinatriumsalz , Dihydrat (Titrier-

komplex) 99,0% p.a 

ROTH 8043.2 

Eppendorf PCR Master Mix Eppendorf 733-0106 

Essigsäure, 100 %, p.a., Normapur (z.B.) VWR PROLABO 20104.334 

Ethanol p.a. ROTH 9065.1 

Ethidiumbromidlösung 1 % ROTH 2218.1 

Fluorescein Labeling Kit Roche 11 386 093 001 

Glycerin, wasserfrei, min. 99,5%, p.a. ROTH 3783.1 

Hefeextrakt pulv. für die Bakteriologie ROTH 2363.3 
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HABA/Avidin Reagenz Sigma-Aldrich Chemie GmbH H2153 

HEPES, min. 99,5%, Buffer Grade AppliChem A1069,0250 

IPTG (Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) Fermentas LIFE SCIENCES R0392 

Isopropanol, p.a. VWR PROLABO 20922.320 

Kaliumacetat, wasserfrei, min.99% Sigma-Aldrich Chemie GmbH 32309 

Kaliumchlorid. p.a. MERCK 1.04936.1000 

Kaliumdihydrogenphosphat MERCK 1.04873.1000 

Lithiumchlorid, p.a. Sigma-Aldrich Chemie GmbH L9650 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat, Normapur VWR PROLABO 25108.295 

Methanol Normapur, p.a. VWR PROLABO 20847.422 

MinElute PCR Purification Kit Qiagen 28004 

Natriumacetat, wasserfrei, p.a., >99% MERCK 1.06268.1000 

Natriumchlorid, p.a. J.T.Baker JTBF02366740173 

N-Laurylsarcosine Natrium-Salz, min 94%, for 

molecular biology 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH L 9150-100G 

Nile Blue A Sigma-Aldrich Chemie GmbH N0766 

Orange G (C.I.16230) für die Mikroskopie ROTH 0317.1 

PMSF Serva 6/0500153 

Polyethylenglykol 8000, PEG 8000, Ph. Eur.  ROTH 0263.2 

QIAprep Spin Miniprep Kit (250) Quiagen 27106 

QIAquick Gel Extraction Kit 50 Qiagen 28704 

QIAquick Nucleotide Removal Kit Qiagen 28304 

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) ROTH 3029.1 

Streptavidin Dylight 649 conjugate, 1ml Pierce (Perbio) 21824 

Streptavidin-FITC Sigma-Aldrich Chemie GmbH S3267 

Streptavidin-FITC Sigma-Aldrich Chemie GmbH S3762 

Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA Bachem Biochemicals GmbH L-1400.0050 

TEMED p.a., für die Elektrophorese ROTH 2367.3 

TRIS(Tris-(hydroxymethyl) Aminomethan), 

Pufferan >99,9%, p.a. 

ROTH 4855.2 

TRIS-HCl(Tris-(hydroxymethyl) Aminomethan-

Hydrochlorid), Pufferan >99,9%, p.a. 

ROTH 9090.2 

Triton X-100, for molecular biology Serva 39795 

Trypton / Pepton aus Casein, pankreatisch ver-

daut 

ROTH 8952.2 

Tween 20, Pharm. Eur. ROTH 9127.1 

X-Gal Fermentas LIFE SCIENCES R0401 
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3.1.3 ENZYME 

Tabelle 4: In den Experimenten eingesetzte Enzyme. 

Stoffbezeichnung Firma Artikelnummer 

AgeI New England Biolabs R0552S 

BamHI New England Biolabs R0136S 

BglII New England Biolabs R0144S 

BshTI Fermentas LIFE SCIENCES ER 1461 

Cathepsin G - BIOTINYLATED, EC 3.4.21.20 LEE BIOSOLUTIONS, INC. 186-55 

Cathepsin G, EC 3.4.21.20, lyophylized LEE BIOSOLUTIONS, INC. 186-12 

DNase I, Deoxyribonuclease I Serva 18525 

DpnI New England Biolabs R0176S 

EcoRI TaKaRa 1040A 

Klenow - Fragment 3'->5' exo- New England Biolabs M0212S 

Klenow (DNA-Polymerase I large Fragment) New England Biolabs M0210S 

KpnI New England Biolabs R0142S 

Lysozym ROTH 8259.1 

NcoI New England Biolabs R0193S 

NdeI New England Biolabs R0111S 

Pfu DNA Polymerase, recombinant Fermentas LIFE SCIENCES EP0501 

SacII New England Biolabs R0157S 

SexAI New England Biolabs R0605S 

T4 DNA Ligase, 20000 units New England Biolabs M0202S 

Trypsin aus Schweinepankreas, lyophilisiert ROTH 2193.1 

Vent® DNA-Polymerase New England Biolabs M0254S 

XhoI New England Biolabs R0146S 

3.1.4 GRÖßENSTANDARDS FÜR DIE ELEKTROPHORESE 

Tabelle 5: Zur Größenbestimmung von DNA und Proteinen eingesetzte Standards. 

Stoffbezeichnung Firma Artikelnummer 

100 bp DNA Ladder New England Biolabs N3231S 

25 bp DNA Step Ladder Promega 6451A 

Felix (1KB) Marker Qbiogene MWFlx100 

Jules (100bp) Marker Qbiogene NWJul300 

Lambda Hind III Digest New England Biolabs N3012S 

Prestained Protein Marker New England Biolabs P7708S 
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3.1.5 OLIGONUKLEOTIDE 

Tabelle 6: In dieser Arbeit eingesetzte Oligonukleotide. Unterstrichene Basen sind Bestandteile einer 
Restriktionsendonukleaseschnittstelle.  

Name Funktion Sequenz 

DB001 

(oDBAgeI 

forward) 

Forwardprimer zum Einbau 

der AgeI Schnittstelle in den 

Linker von pJM042 durch 

ortsgerichtete Mutagenese 

CGGCAATACAGACCGGTGAACGGAAGTTATGC-

TAC 

DB002 

(oDBAgeI 

reverse) 

Reversprimer zum Einbau 

der AgeI Schnittstelle in den 

Linker von pJM042 durch 

ortsgerichtete Mutagenese 

GTAGCATAACTTCCGTTCACCGGTCTGTATTGCCG 

DB003 

(oDB19xs1) 

hybridisiert mit DB004, 

liefert dabei kompatible 

Enden für XhoI und SacII, 

codiert für Peptid 6a 

TCGAGGACATCTTCGTTTTCGTTCCGC 

DB004 

hybridisiert mit DB003, 

liefert dabei kompatible 

Enden für XhoI und SacII, 

codiert für Peptid 6a 

GGAACGAAAACGAAGATGTCC 

DB005 

hybridisiert mit DB006, 

liefert dabei kompatible 

Enden für XhoI und SacII, 

codiert für Peptid 6 

TCGAGAAAGATATTTTTGTGCCGC 

DB006 

hybridisiert mit DB005, 

liefert dabei kompatible 

Enden für XhoI und SacII, 

codiert für Peptid 6 

GGCACAAAAATATCTTTC 

DB007 

(DBLib5.1) 

dient zur Erstellung des für 

eine 5-mer Peptidbibliothek 

codierenden Inserts nach 

Strategie II 

ATATTACTGATTTGCTCGAGNNNNNNNNNNNNNN

NGGAGATCTACCGCGGCTTCCCACATCTGATACC

CGGCAATACAGACCGGTGAACGGAAGTTATGC 
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Name Funktion Sequenz 

DB008 

(DBLib6.1) 

dient zur Erstellung des für 

eine 6-mer Peptidbibliothek 

codierenden Inserts nach 

Strategie II 

ATATTACTGATTTGCTCGAGNNNNNNNNNNNNNN

NNNNGGAGATCTACCGCGGCTTCCCACATCTGAT

ACCCGGCAATACAGACCGGTGAACGGAAGT-

TATGC 

DB009 

(oDBxa 

forward2) 

dient zur Amplifikation der 

Oligonukeotide DBLib5.1 

und DBLib6.1 nach Strate-

gie II, Forward-primer 

ATATTACTGATTTGCTCGAG 

DB010 

das Oligonukleotid erlaubt 

die Sequenzanalyse des 

Passagiers in Autotranspor-

terkonstrukten, bindet am 

Beginn des β-Fasses (Re-

versprimer) 

CCTCCCATAATCCCTAAGGTAAAATCACCCAGTTG

DB011 

dient zur Erstellung des für 

eine 5-mer Peptidbibliothek 

codierenden Inserts nach 

Strategie III  

GGGTACCTC-

GAGNNNNNNNNNNNNNNNGAATTCCCGCGGCTT

CCCACATCTGATACCC 

DB012 

dient zum Auffüllen des 

zweiten Stranges von 

DB011, Ligation über XhoI 

und SacII 

GGGTATCAGATGTGGGAAG 

DB013 

dient zur Erstellung des für 

eine 6-mer Peptidbibliothek 

codierenden Inserts nach 

Strategie III 

GGGTACCTC-

GAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAATTCCCGCGG

CTTCCCACATCTGATACCC 

DB014 

hybridisiert mit DB013 und 

DB011 und dient zum Auf-

füllen des zweiten Stranges, 

Ligation über XhoI und 

AgeI 

GCATAACTTCCGTTCACCGGTCTGTATTGCCGGG-

TATCAGATGTGGGAAGCC 
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Name Funktion Sequenz 

DB015 

(oDBxa3 

reverse) 

dient zum Auffüllen der 

Oligonukeotide DB007 und 

DB008 nach Strategie II, 

Reversprimer, Ligation über 

XhoI und AgeI 

GCATAACTTCCGTTCACC 

DZ015 

hybridisiert mit DZ016 zur 

für Peptid 15 codierenden 

DNA und liefert nach der 

Hybridisierung kompatible 

Enden zur Ligation über 

XhoI und SacII  

TCGAGGAAATCCTGATCTTCTGGTCCAAAGA-

CATCGGTTACTCCTTCACCCCGC 

DZ016 

hybridisiert mit DZ015 zur  

für Peptid 15 codierenden 

DNA und liefert nach der 

Hybridisierung kompatible 

Enden zur Ligation über 

XhoI und SacII 

GGGGTGAAGGAGTAACCGATGTCTTTGGACCA-

GAAGATCAGGATTTCC 

DZ019 

hybridisiert mit DZ020 zur  

für Peptid 15+Epitop HA 

codierenden DNA und lie-

fert nach der Hybridisierung 

kompatible Enden zur Liga-

tion über XhoI und SacII 

TCGAGTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGA

AATCCTGATCTTCTGGTCCAAAGACATCGGT-

TACTCCTTCACCCCGC 

DZ020 

hybridisiert mit DZ019 

DZ020 zur  für Pep-

tid 15+Epitop HA codieren-

den DNA und liefert nach 

der Hybridisierung kompa-

tible Enden zur Ligation 

über XhoI und SacII 

GGGGTGAAGGAGTAACCGATGTCTTTGGACCAGA

AGATCAGGATTTCAGCGTAGTCCGGAACGTCG-

TACGGGTAC 
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3.1.6 NÄHRMEDIEN 

Alle Nährmedien wurden im Autoklaven bei 121 °C und 1,1 kg/cm2 Druck für 20 min 
sterilisiert. Nicht autoklavierbare Zusätze (Glucose, Antibiotika) wurden sterilfiltriert 
und den abgekühlten Medien hinzugefügt. 

LB MEDIUM 
950 ml Reinstwasser  

5 g Hefeextrakt 
10 g Trypton 
10 g Kochsalz 
16 g Agar (bei Festmedien) 

Mit 5 M Natronlauge auf pH 7,5 einstellen und mit Reinstwasser auf 1000 ml Gesamt-
volumen auffüllen und im Autoklaven sterilisieren.  

PPM MEDIUM 
15 g  Proteose Pepton 
5 g NaCl 
1 g Zulkowsky-Stärke 
1 g KH2PO4 

0,8 g K2HPO4 
232,5 ml Glycerin 86% 

Mit 5 M Natronlauge auf pH 7,5 einstellen und mit Reinstwasser auf 1000 ml Gesamt-
volumen auffüllen und im Autoklaven sterilisieren. 

SOB MEDIUM 
950 ml Reinstwasser  

20 g Trypton 
5 g Hefeextrakt 

0,5 g Kochsalz 
5 ml 2 M Magnesiumchloridlösung 

10 ml 250 mM Kaliumchloridlösung 

Mit 5 M Natronlauge auf pH 7,5 einstellen und mit Reinstwasser auf 1000 ml Gesamt-
volumen auffüllen und im Autoklaven sterilisieren. 
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SOC MEDIUM 
950 ml Reinstwasser  

20 g Trypton 
5 g Hefeextrakt 

0,5 g Kochsalz 
5 ml 2 M Magnesiumchloridlösung 

10 ml 250 mM Kaliumchloridlösung 

Mit 5 M Natronlauge auf pH 7,5 einstellen und mit Reinstwasser auf 1000 ml Gesamt-
volumen auffüllen. Nach Sterilisation im Autoklavieren auf ca. 60 °C abkühlen lassen 
und 20 ml sterilfiltrierte 1 M Glucoselösung hinzu geben. 

TB MEDIUM 
900 ml Reinstwasser  

16 g Trypton 
10 g Hefeextrakt 
5 g Kochsalz 

Sterilisieren durch Autoklavieren und 100 ml einer sterilen 0,17 M KH2PO4 / 0,72 M 
K2HPO4 Lösung hinzu geben. 

2X YT MEDIUM 
900 ml Reinstwasser  

16 g Trypton 
10 g Hefeextrakt 
5 g Kochsalz 

Mit 5 M Natronlauge auf pH 7,5 einstellen und mit Reinstwasser auf 1000 ml Gesamt-
volumen auffüllen und im Autoklaven sterilisieren. 

3.1.7 LÖSUNGEN UND PUFFER 

AGAROSEGELELEKTROPHORESE 

1x TAE-Puffer  40 mM Tris,10 mM Na-Acetat,1 mM EDTA, pH 7,8 

Probenpuffer  30 % Glycerol, 10 mM EDTA, 0,02 % Bromphenolblau,  
(0,02 % Xylenylorange) 
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COOMASSIE FÄRBELÖSUNG FÜR SDS GELE 

Coomassie-Färbebad 0,25 g Coomassie-Brilliant-Blau, 90 ml Reinstwasser, 
10 ml Eisessig 

Coomassie-Entfärbelsg. 90 ml Reinstwasser, 10 ml Eisessig 

ETHIDIUMBROMIDFÄRBELÖSUNG 

1 mg/ml Ethidiumbromid in TAE-Puffer 

ISOLIERUNG DER AUßENMEMBRAN 

Tris-HCl    0,2 M Tris-HCl, pH 8,0 

Saccharoselösung   1 M Saccharose in Reinstwasser 

EDTA-Lösung  10 mM EDTA in Reinstwasser 

Lysozym    2 mg/ml Lysozym in Reinstwasser 

PMSF     100 mM PMSF in Isopropanol 

Extraktionspuffer  50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 10 mM MgCl2, 
2 % Triton X100 

PBS-Puffer    0,2 g/l KCl, 0,2 g/l KH2PO4, 8,0 g/l NaCl, pH 7,4 

NICHT DENATURIERENDE ACRYLAMIDGELE 

Die angegebenen Mengen sind für zwei Minigele ausreichend. 

12 % Acrylamidgehalt: 4 ml Rotiphorese Gel 30 (37,5:1), 3,93 ml Reinstwasser, 
2 ml 5x TBE-Puffer, 0,07 ml 10 % Ammoniumper-
sulfatlösung 

20 % Acrylamidgehalt: 6,6 ml Rotiphorese Gel 30 (37,5:1), 1,27 ml Reinstwasser, 
2 ml 5x TBE-Puffer, 0,07 ml 10 % Ammoniumper-
sulfatlösung 

NILE BLUE FÄRBELÖSUNG 

Stammlösung 1: 7,5 mg Nile Blue A in 15 ml DMSO gelöst; c = 0,5 mg/ml 

Stammlösung 2: 1 ml Stammlösung 1 mit 9 ml DMSO versetzen; c = 0,05 mg/ml 
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PLASMIDISOLIERUNG NACH BIRNBOIM UND DOLEY 

1 x TE-Puffer   10 mM Tris/HCL (pH 8,0), 1 mM EDTA 

Lösung 1   50 mM Tris/HCl (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 μg/ml RNaseA 

Lösung 2   0,2 M NaOH, 1 % SDS 

Lösung 3   2,55 M Kaliumacetat (pH 4,8) 

SDS-GELEKTROPHORESE 

Acrylamidlösung   30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid 

Sammel-Gel-Puffer   4x 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 0,4 % SDS, 0,4 % TEMED 

Trenn-Gel-Puffer   1,5 M Tris-HCl (pH 8,8), 0,4 % SDS, 0,4 % TEMED 

Ammoniumpersulfat-Lsg.  0,2 g APS auf 1,8 ml Reinstwasser 

Probenpuffer    0,125 M Tris-HCl (pH 6,8), 4 % SDS, 20 % Glycerol, 

2 mM EDTA, 0,02 % Bromphenolblau 

SDS-Laufpuffer   0,025 M Tris, 0,192 M Glycin, 0,1 % SDS 

SONSTIGE PUFFER 

Kaliumphosphat-Puffer 

90 ml Reinstwasser  
2,31 g KH2PO4 

12,54 g K2HPO4 

Nach Lösen der Salze mit Reinstwasser auf 100 ml auffüllen und im Autoklaven sterili-
sieren.  

5X TBE-PUFFER 
900 ml Reinstwasser  
54,0 g Tris 
27,5 g Borsäure 

4 ml 0,5 M Na2EDTA (pH = 8) 

Mit Reinstwasser auf 1000 ml auffüllen und sterilfiltrieren. 
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3.1.8 BAKTERIENSTÄMME UND PLASMIDE 

BAKTERIENSTÄMME 
Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstämme 

Bezeichnung Genomdeterminanten Literatur 

E. coli BL21(DE3) B, F¯, dcm, ompT, lon, hsdS(Rb- mB-), gal, λ(DE3) (Sambrook und Russel 
2001) 

E. coli DH5α 
F¯, φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, 

recA1, endA1, hsdR17(rK¯mK⁺ ), phoA, supE44, λ–, 
thi-1, gyrA96, relA1 

(Hanahan 1983) 

E. coli JK321 ΔompT,proC,leu6,trpE38,entA,zih12::Tn10, 
dsbA::kan (Jose et al. 1996) 

E. coli UT5600 
F¯, ara-14, leuB6, secA6, lacY1, proC14, tsx-67, 
∆(ompT-fepC)266, entA403, trpE38, rfbD1, 

rpsL109(StrR), xyl-5, mtl-1, thi-1 

(Sambrook und Russel 
2001) 

E. coli 
UT5600 (DE3) 

F¯, ara-14, leuB6, secA6, lacY1, proC14, tsx-67, 
∆(ompT-fepC)266, entA403, trpE38, rfbD1, 
rpsL109(StrR), xyl-5, mtl-1, thi-1, λ(DE3) 

(Jose und Handel 2003) 

PLASMIDE 
Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Plasmide 

Bezeichnung Nummer  
des Stammes Konstruktion Passagier Eigenschaften 

pDB001 H222 
NdeI/BamHI Fragment aus 

pJM942 über NdeI/BamHI in 
pETSH4 eingesetzt 

CTB 

Induzierbare Prote-
inexpression, kurzer 
Linker aus pJM942, 
Ampicillinresistenz 

pDB002 H238 
NdeI/BamHI Fragment aus 

pDB007 über NdeI/BamHI in 
pETSH4 eingesetzt 

CTB 

Induzierbare Prote-
inexpression, kurzer 
Linker aus pJM942, 
Ampicillinresistenz, 

zusätzliche AgeI 
Schnittstelle im 

Linker, Ampicillin-
resistenz 

pDB003 H239 

codierende Sequenz für Peptid 
15 mit zusätzlichem HA-

Epitop als Hybrid der Oligo-
nukleotide DZ019 und DZ020 
über XhoI/SacII in pDB001 

eingesetzt 

Peptid 
15+HA-
Epitop 

Induzierbare Prote-
inexpression, kurzer 
Linker aus pJM942, 
Ampicillinresistenz 

pDB004 H240 

codierende Sequenz für Peptid 
15 als Hybridisierungsprodukt 

der Oligonukleotide DZ015 
und DZ016 über XhoI/SacII in 

pDB001 eingesetzt 

Peptid 15 

Induzierbare Prote-
inexpression, kurzer 
Linker aus pJM942, 
Ampicillinresistenz 
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Bezeichnung Nummer  
des Stammes Konstruktion Passagier Eigenschaften 

pDB005 H241 

codierende Sequenz für Peptid 
6 als Hybridisierungsprodukt 

aus den Oligonukleotiden 
DB005 und DB006 über 

XhoI/SacII in pDB001 einge-
setzt 

Peptid 6 

Induzierbare Prote-
inexpression, kurzer 
Linker aus pJM942, 
Ampicillinresistenz 

pDB006 H243 

codierende Sequenz für Peptid 
19 als Hybridisierungsprodukt 
der Oligonukleotide DB003 
und DB004 über XhoI/SacII 

in pDB001 eingesetzt 

Peptid 19 

Induzierbare Prote-
inexpression, kurzer 
Linker aus pJM942, 
Ampicillinresistenz 

pDB007 H242 

Durch Site-Directed-
Mutagenesis mit den Oligo-

nukleotiden DB001 + DB002 
wurde eine AgeI Schnittstelle 

im Linker von pJM942 er-
zeugt 

CTB 

wie pJM942, bis 
auf die zusätzliche 
AgeI Schnittstelle 

im Linker, Ampicil-
linresistenz 

pDB008 H246 

Hybridisierungsprodukt aus 
den Oligonukleotiden DB005 
und DB006 über XhoI/SacII 

in pDB002 eingesetzt 

Peptid 6 

Induzierbare Prote-
inexpression, kurzer 
Linker aus pJM942, 
Ampicillinresistenz, 

zusätzliche AgeI 
Schnittstelle im 

Linker 

pDB009 
(pET-KDIFV 

K1) 
H206 

codierende Sequenz für Peptid 
6 als Hybridisierungsprodukt 

aus den Oligonukleotiden 
DB005 und DB006 nach Ver-

dau mit NdeI/KpnI über 
NdeI/KpnI in pET-Cyp13 

eingesetzt 

Peptid 6 

Induzierbare Prote-
inexpression, langer 
Linker, Ampicillin-

resistenz 

pDB010 H247 

Hybridisierungsprodukt aus 
den Oligonukleotiden DB003 
und DB004 über XhoI/SacII 

in pDB002 eingesetzt 

Peptid 19 

Induzierbare Prote-
inexpression, kurzer 
Linker aus pJM942, 
Ampicillinresistenz, 

zusätzliche AgeI 
Schnittstelle im 

Linker 

pDB011 H276 

für das Autotransporter-
fusionsprotein codierende 

Sequenz aus pDB008 mit den 
Primern SH015+SH016 

amplifiziert, mit NcoI/BclI 
geschnitten und in die 1. MCS 

von pAG005 über 
NcoI/BamHI eingesetzt 

Peptid 6 

Induzierbare Prote-
inexpression, kurzer 
Linker aus pJM942, 

zusätzliche AgeI 
Schnittstelle im 

Linker, Kanamycin-
resistenz, zwei 

Multiple Cloning 
Sites 
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Bezeichnung Nummer  
des Stammes Konstruktion Passagier Eigenschaften 

pDB012 H277 

für das Autotransporter-
fusionsprotein codierende 

Sequenz aus pDB010 mit den 
Primern SH015+SH016 

amplifiziert, mit NcoI/BclI 
geschnitten und in die 1. MCS 

von pAG005 über 
NcoI/BamHI eingesetzt 

Peptid 19 

Induzierbare Prote-
inexpression, kurzer 
Linker aus pJM942, 

zusätzliche AgeI 
Schnittstelle im 

Linker, Kanamycin-
resistenz, zwei 

Multiple Cloning 
Sites 

pDB013 H332 

für das Autotransporter-
fusionsprotein codierende 

Sequenz aus pDB002 mit den 
Primern SH015+SH016 

amplifiziert, mit NcoI und 
BclI geschnitten und in die 1. 
MCS von pAG005 über NcoI 

und BamHI eingesetzt 

CTB 

Induzierbare Prote-
inexpression, kurzer 
Linker aus pJM942, 

zusätzliche AgeI 
Schnittstelle im 

Linker, Kanamycin-
resistenz, zwei 

Multiple Cloning 
Sites 

pKE19 H231 (Yoshio Nakano 1995) nicht zutref-
fend 

zu den verwendeten 
Autotransporter-

plasmiden kompa-
tibel, kodiert für 

eine Chlorampheni-
colresistenz und 

GFP 

pDZ15HA H185 (Zangen 2002) P15 + Epitop 
HA 

Linker auf die mi-
nimale für eine 

vollständige Loka-
lisation nach Außen 
notwendige Amino-

säureanzahl ver-
kürzt, 

Ampicillinresistenz 

pJM942 H012 (Maurer et al. 1999) CTB 

Linker auf die mi-
nimale für eine 

vollständige Loka-
lisation nach Außen 
notwendige Amino-

säureanzahl ver-
kürzt, 

Ampicillinresistenz 

3.2 METHODEN 

3.2.1 ARBEITEN MIT BAKTERIEN 

ANALYSE VON E. COLI IM DURCHFLUSSZYTOMETER 

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden zu Beginn der Arbeiten in einem 
FACSCalibur™ (Becton Dickinson, Heidelberg) durchgeführt. Die auf der Oberfläche 
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von E. coli mittels Autodisplay exprimierten Peptide wurden mit den in dieser Arbeit 
vorgestellten Markierungsverfahren mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC, grüne Fluores-
zenz) markiert. Um die Unterscheidung in Bakterien und verunreinigende Partikel zu 
erleichtern, wurden die Bakterien zusätzlich mit dem Farbstoff RH414 markiert (rote 
Fluoreszenz). Die so behandelte Probe wurde dann im Zytometer vermessen und sor-
tiert. Die Geräteparameter waren entsprechend der 119HTabelle 9 eingestellt. Durch die 
Festlegung eines Schwellenwertes („threshold“) werden die von der Messung auszu-
schließenden Ereignisse definiert. Dieser Parameter wurde lediglich auf die rote Fluo-
reszenz gesetzt und auf einen Wert von 2000 eingestellt. Dies war notwendig, um 
Verunreinigungen, die das Ergebnis verfälscht hätten, nicht mit einzubeziehen. Mittels 
der Software Cellquest-Pro (Becton Dickinson, Heidelberg) wurden die Messdaten im 
Anschluss ausgewertet und dokumentiert. 

Tabelle 9: Geräteeinstellungen am FACSCalibur™ / FACSSCAN™. 

Parameter Detektor Voltage AmpGain Mode 
P1 FSC E01 4,92 Log 
P2 SSC 500 1,98 Log 
P3 FL1 520 1,00 Log 
P4 FL2 366 1,00 Log 
P5 FL3 650 1,00 Log 
P6 FL2-A - 1,00 Lin 

 

Im späteren Verlauf dieser Arbeit konnte auf ein Hochgeschwindigkeitszytometer der 
neuesten Generation, das FACSAria™ zurückgegriffen werden. Die Geräteeinstellun-
gen des FACSCalibur™ konnten nicht für Messungen mit dem neuen Zytometer be-
nutzt werden. Die Bakterien wurden mittels der in dieser Arbeit vorgestellten 
Markierungsverfahren markiert und für die Messung auf eine optische Dichte von 0,2 
mit PBS eingestellt. Die im Verlauf dieser Arbeit erhaltenen, optimierten Geräteeinstel-
lungen zur Analyse von E. coli im Durchfluszytometer sind in 120HTabelle 10 dokumentiert. 
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Tabelle 10: Geräteeinstellungen für die Analyse von E. coli im FACSAria™. 

Parameter 
Name Bedeutung Eingestellte 

Verstärkung Modus 

FSC Größe des analysierten Partikels 40 log 
SSC Granularität des analysierten Partikels 308 log 
FITC grüne Fluoreszenz 535 log 
APC rote Fluoreszenz 680 log 

Threshold nur Messwerte, die oberhalb dieses 
Wertes liegen werden erfasst 

700 FSC und 
200 SSC  entfällt 

AUSSORTIEREN EINZELNER VARIANTEN AUS EINER PEPTIDBIBLIOTHEK MITTELS 
FLUORESCENCE-ACTIVATED-CELL-SORTING (FACS) IM FACSARIA™ 

Zum Sortieren von auf der Oberfläche von E. coli exprimierter Bibliotheken wurden die 
Bakterien entsprechend des im Abschnitt „121HMarkierung von E. coli mit humanem Ca-
thepsin G“ beschriebenen Protokolls markiert. Zusätzlich zu dieser spezifischen Mar-
kierung erfolgte eine unspezifische Markierung aller E. coli, um eine sichere 
Unterscheidung in Bakterien und partikuläre Verunreinigungen zu erreichen. Im An-
schluss an die Markierung erfolgten die Analyse der Bakterien im Durchflusszytometer 
und die Festlegung der Sortierkriterien. Zum Aussortieren der gewünschten Varianten 
wurden die in 122HTabelle 11 aufgelisteten Einstellungen benutzt. Die Bakterien wurden 
sowohl in Flüssigmedien als auch auf Festmedien aussortiert. 

Tabelle 11: Geräteeinstellungen für das Sortieren von E. coli im FACSAria™. 

Parameter 
Name Bedeutung Eingestellte 

Verstärkung Modus 

FSC Größe des analysierten Partikels 200 log 
SSC Granularität des analysierten Partikels 500 log 
FITC grüne Fluoreszenz 535 log 
APC rote Fluoreszenz 680 log 

Threshold nur Messwerte, die oberhalb dieses 
Wertes liegen werden erfasst 200 SSC  entfällt 

BESTIMMUNG DER OPTISCHEN DICHTE (OD578) 

Das Wachstum der Flüssigkulturen wurde durch die Messung der optischen Dichte ver-
folgt. Hierzu wurde während der ersten 3-4 h nach Beimpfen der Kultur stündlich, dann 
alle 10-30 min eine Probe aus dem Kulturkolben entnommen, mit dem verwendeten 
Flüssigmedium bzw. der Suspensionsgrundlage 1 : 10 verdünnt und die Absorption bei 
578 nm gegen das reine Flüssigmedium gemessen. Die angegebenen Intervalle stellen 
Richtwerte dar und wurden je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Bakterien  
individuell angepasst, um die gewünschte optische Dichte möglichst genau zu errei-
chen. Die abgelesene Absorption bei 578 nm entspricht nach der Berücksichtigung der 
Verdünnung der optischen Dichte (OD578) der Bakteriensuspension. 
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KOMPETENTE ZELLEN 

Chemisch kompetente Zellen wurden nach der Calciumchlorid Methode nach der Vor-
schrift aus Sambrook und Russel (2001) hergestellt. 

Die Vorschrift zur Herstellung von Bakterienzellen zur Elektroporation aus Sambrook 
und Russel (2001) wurde wie folgt verändert. 25 ml LB-Medium wurden mit einer Bak-
terienkolonie beimpft und über Nacht bei 200 Upm, 37 °C bebrütet. Am nächsten Mor-
gen wurden 500 ml YT-Medium in einem 2 l Erlenmeyerkolben im Inkubator auf 37 °C 
vorgewärmt und anschließend mit der gesamten Übernachtkultur versetzt. Diese Haupt-
kultur wurde bis zu einer optischen Dichte (OD578) von 0,35 inkubiert (37 °C, 
250 Upm). Im Anschluss daran wurde die Hauptkultur auf vorgekühlte Zentrifugenbe-
cher aufgeteilt und dann zwanzig Minuten auf Eis gestellt, wobei ein gelegentliches 
Schwenken für eine gleichmäßige Abkühlung der Bakteriensuspension sorgte. Die Bak-
terien wurden fünfzehn Minuten bei 1000 g, 4 °C sedimentiert. Der Überstand wurde 
vorsichtig verworfen, jedes Sediment in 10 ml sterilem, eiskaltem Reinstwasser re-
suspendiert und mit Reinstwasser auf 100 ml aufgefüllt. Nach zwanzigminütiger Zentri-
fugation bei 1000 g, 4 °C wurde der Überstand verworfen, das Sediment in 10 ml 
steriler, eiskalter 10 %iger Glycerol-Lösung resuspendiert, mit eiskalter Glycerol-
Lösung auf 100 ml aufgefüllt und 20 Minuten bei 1000 g, 4 °C zentrifugiert. Der Über-
stand wurde verworfen, das Sediment in 10 ml steriler, eiskalter 10 %iger Glycerol-
Lösung resuspendiert und zwanzig Minuten bei 1000 g, 4 °C in einer Zentrifuge mit 
Ausschwingrotor zentrifugiert. Das Zellsediment wurde anschließend vorsichtig in 1 ml 
steriler, eiskalter 10%iger Glycerol-Lösung resuspendiert und auf Eis gelagert. Die opti-
sche Dichte einer 1:100-Verdünnung der Bakteriensuspension wurde bei 578 nm ge-
messen und die unverdünnte Bakteriensuspension gegebenenfalls mit eiskalter 10%iger 
Glycerol-Lösung auf 2-3x1010 Zellen pro ml eingestellt. Die so vorbereitete Bakterien-
suspension wurde in Aliquots zu je 50 µl in vorgekühlte Reaktionsgefäße aufgeteilt, im 
Ethanol-Trockeneis-Bad schockgefroren und bei -70 °C gelagert. 

MARKIERUNG VON E. COLI MIT HUMANEM CATHEPSIN G (NACH ZANGEN) 

20 ml LB-Medium wurden mit 200 μl einer Übernachtkultur des zu untersuchenden 
Stammes angeimpft und bis zu einer OD578 von zwei kultiviert. Es wurden genau so 
viele Zellen in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt, dass sich nach Sedimentation und 
Resuspension in 1 ml PBS eine OD578 von eins einstellte. Alle folgenden Arbeitsschritte 
wurden jeweils in einem Gesamtvolumen von 1 ml durchgeführt. Nach dreimaligem 
Waschen mit 1 ml PBS wurde 10 min mit 1 ml PBS 3 % BSA geblockt, und das bioti-
nylierte Enzym (20 μl Stammlösung/Endkonzentration 20 μg/ml) hinzugegeben. Auf 
eine 30 min Inkubation folgten drei Waschschritte mit je 1 ml PBS und Zugabe von 
20 μl der Streptavidin-FITC Stammlösung. Wieder wurde 30 min inkubiert und drei 
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Mal mit je 1 ml PBS gewaschen. Nun konnten die Zellen der durchflusszytometrischen 
Analyse unterzogen werden. Hierzu wurden sie in PBS zu einer OD578 von 0,02 suspen-
diert (Zangen 2002; Jose und Zangen 2005). 

MARKIERUNG VON E. COLI MIT HUMANEM CATHEPSIN G (NACH BETSCHEIDER) 

Zur Markierung wurden 20 ml LB-Medium mit 200 µl aus einer Übernachtkultur der zu 
untersuchenden Bakterien beimpft und bis zu einer optischen Dichte von 0,6 kultiviert. 
Bei einer optischen Dichte von 0,6 wurde die Proteinexpression durch Zusatz von 20 µl 
einer 1 mM IPTG-Lösung (Endkonzentration 20 µM) und anschließender Inkubation 
(1 h bei 28 °C) induziert. Von diesen Hauptkulturen wurde genau die Menge an Bakte-
riensuspension entnommen und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt, die eine optische 
Dichte von 0,5 bezogen auf 1 ml lieferte. Die Sedimentation der Bakterien erfolgte bei 
allen Schritten der Markierung durch 10-sekündige Zentrifugation in der Eppendorf 
Tischzentrifuge. Nach dreimaligem Waschen der Bakteriensuspensionen mit PBS 
3 % BSA wurde die optische Dichte auf einen Wert von 0,2 mit 0,1 M HEPES-Puffer 
pH = 7,4 eingestellt. Dann wurden 196 µl dieser Suspensionen in frische 2 ml Reakti-
onsgefäße überführt, mit 4 µl der Enzymlösung (Endkonzentration 20 µg/ml) versetzt 
und 10 min bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Bakterien dreimal mit 
je 200 µl eiskaltem PBS gewaschen und anschließend wieder in 196 µl eiskaltem PBS 
resuspendiert. Zu dieser Bakteriensuspension wurden dann im Falle der indirekten Mar-
kierung 4 µl Streptavidin-FITC-Konjugat hinzugegeben (Endkonzentration 20 µg/ml) 
und 30 min auf Eis inkubiert. Im Falle der direkten Markierung mit humanem Ca-
thepsin G-FITC-Konjugat entfiel dieser Inkubationsschritt. Nach erneutem dreimaligen 
Waschen mit je 200 µl PBS wurden die Bakterien in 1 ml PBS resuspendiert und im 
Durchflusszytometer analysiert. 

MARKIERUNG VON E. COLI MIT NILE BLUE A 

Der Farbstoff Nile Blue A wurde zur Färbung von Polyhydroxyalkansäuren im Zellin-
neren von Bakterien eingesetzt (Spiekermann et al. 1999). Dort wurden die Stämme E. 
coli JM109 und E. coli XL1-Blue als Negativkontrolle verwendet und zeigten dennoch 
eine schwache Fluoreszenz. Diese schwache Fluoreszenz war auch bei E. coli 
UT5600 (DE3) vorhanden (diese Arbeit) und konnte zur Färbung von E. coli zur Durch-
flusszytometrie ausgenutzt werden. Zur Markierung der Bakterien mit Nile Blue A 
wurden der Farbstoff in einer Endkonzentration von 0,5 µg/ml der Hauptkultur zuge-
setzt. Als Alternative hat sich ebenfalls der Zusatz von Nile Blue A in der Endkonzent-
ration von 0,5 µg/ml beim ersten Waschschritt mit PBS 3 % BSA und eine 
anschließende Inkubation der Bakterien für 10 min auf Eis während der spezifischen 
Markierung mit humanem Cathepsin G bewährt. Beide Verfahren eigneten sich zur 
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Markierung von E. coli-Zellen. Der Zusatz zur Hauptkultur führte zu etwas höheren 
mittleren Fluoreszenzen bei der Analyse der Zellen im Durchflusszytometer. 

MARKIERUNG VON E. COLI MIT RH414 

Der Farbstoff RH414 lagert sich reversibel in die äußere Membran von E. coli ein. Auf-
grund seiner roten Fluoreszenz (Absorption bei 634 nm, Emission bei 718 nm) war es 
möglich, eine Doppelfärbung mit einem grünen Fluoreszenzfarbstoff durchzuführen. 
Der Farbstoff wurde in einer Endkonzentration von 10 μM erst unmittelbar vor dem 
Vermessen zugegeben, um eine Auswaschung während der Waschschritte zu verhin-
dern. 

STAMMHALTUNG 

Zur Stammhaltung wurde eine Agarplatte mit einer Bakterienkolonie beimpft und über 
Nacht bei 37 °C inkubiert. Am Folgetag wurden die Bakterien dann mit Hilfe eines ste-
rilen Wattestäbchens in ein 2 ml Reaktionsgefäß, das 1800 µl PPM-Medium enthielt 
überführt. Nach Resuspendieren der Zellen wurde die Bakteriensuspension auf zwei 
sterile mit Glaskugeln gefüllte Kryoröhrchen aufgeteilt und im Trockeneis / Ethanol 
Kältebad eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -70 °C. 

ZELLANZUCHT 

Die Anzucht der Bakterien erfolgte entweder in Flüssigkultur oder auf Festmedien. Zur 
Flüssigkultur wurden 20 ml LB-Medium ggf. mit Antibiotikum versetzt, mit einer Bak-
terienkolonie beimpft und über Nacht im Schüttelinkubator bei 37 °C, 200 Umdrehun-
gen pro Minute inkubiert. Die eingesetzten Antibiotika und deren Konzentrationen sind 
in 123HTabelle 12 aufgeführt. Am folgenden Tag wurde dann eine neue Kultur mit einem 
200stel bis 1000stel der Übernachtkultur beimpft.  

Tabelle 12: Konzentrationen der verwendeten Antibiotika. 

Antibiotikum Abkürzung Endkonzentration im Kulturmedium 

Ampicillin Amp 50 µg/ml oder 100 µg/ml 
Chloramphenicol Cm 34 µg/ml 

Kanamycin Kan 30 µg/ml 

Zur Kultur der Bakterien auf Festmedien wurde eine Agarplatte mit einer Bakterienko-
lonie mittels einer Impföse beimpft und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. 
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3.2.2 ARBEITEN MIT NUKLEINSÄUREN 

AGAROSEGELELEKTROPHORESE 

Je nach der zu analysierenden Fragmentgröße kamen 0,8 %ige bis 1,5 %ige Agarosege-
le zum Einsatz. Entsprechend des gewünschten Agarosegehalts wurde die notwendige 
Menge an Agarose eingewogen und in TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht. 
Durch vorsichtiges Schwenken des Gefäßes wurde sichergestellt, dass die Agarose voll-
ständig gelöst war. Die so hergestellte Agaroselösung konnte dann im Wärmeschrank 
bei 62 °C bis zu vier Wochen aufbewahrt werden. Zum Gießen eines Gels wurde die 
Agarose auf die Gießtemperatur von ca. 40 °C abgekühlt und soviel davon in die Gieß-
vorrichtung gegossen, dass die Gelstärke ca. ein 0,5 cm betrug. 

Der Gelträger mit dem erstarrten Agarosegel wurde in die mit TAE-Puffer gefüllte 
Kammer eingesetzt. Die Proben wurden mit zehnfach konzentriertem Gelladepuffer 
versetzt und in die Taschen des Gels eingefüllt. Zusätzlich zu den Proben wurde stets 
mindestens eine Tasche mit einem DNA-Gemisch mit bekannten Fragmentgrößen als 
Bezugpunkt zur Fragmentgrößenbestimmung befüllt. Die Agarosegelelektrophorese 
erfolgte in Horizontalkammern der Firma Labnet bei einer konstanten Spannung von 8-
12 V/cm, wobei sich die Laufstrecke nach den zu trennenden Fragmenten richtete. Nach 
Beendigung des Laufes wurde die DNA 20 Minuten in einer mit Ethidiumbromidfärbe-
lösung gefüllten Wanne gefärbt. 

BESTIMMUNG DER TRANSFORMATIONSEFFIZIENZ 

Die Transformationseffizienz wurde wie von Sambrook und Russel (2001) beschrieben 
bestimmt. 

AUFREINIGUNG VON NUKLEINSÄUREN MITTELS ANIONENAUSTAUSCHER 

Zur Aufreinigung von Nukleinsäuren wurden handelsübliche Anionenaustauschersäulen 
der Firma Qiagen und mitgelieferte Lösungen verwendet. Beim Aufreinigen der Nuk-
leinsäuren wurde nach dem Protokoll des Herstellers gearbeitet. 

DIALYSE VON DNA-LÖSUNGEN 

Die Dialyse von DNA-Lösungen erfolgte mithilfe von Filtermembranen der Firma 
Reinstwasser® gegen hochreines Wasser in einer Petrischale für 20 Minuten. 

DNA-SEQUENZANALYSE 

Die DNA-Sequenzanalyse erfolgte nach der Dideoxi-Methode Sanger et al. (1992) im 
Falle der Bibliotheken durch die Firma GATC und andernfalls durch das Biologisch-
Medizinische Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universität. 
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EXTRAKTION VON DNA AUS AGAROSEGELEN 

Zur Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurden die gewünschten Banden nach der 
elektrophoretischen Trennung und der Färbung mit Ethidiumbromid mithilfe eines 
Skalpells auf dem Transilluminator unter UV-Licht ausgeschnitten. Die eigentliche Ex-
traktion aus dem Agarosegel erfolgte durch handelsübliche Reagenziensätze nach dem 
mitgelieferten Standardprotokoll. Die Elution der DNA Fragmente aus der verwendeten 
Säule erfolgte, je nach gewünschter DNA-Konzentration, mit 8-30 µl Reinstwasser. 

EXTRAKTION VON DNA AUS NICHT DENATURIERENDEN ACRYLAMIDGELEN 

Die Extraktion von Nukleinsäuren aus Acrylamidgelen erfolgte nach der Methode aus 
Sambrook und Russel (2001). 

FÄLLUNG VON NUKLEINSÄUREN 

Die Fällung von Nukleinsäuren erfolgte aus einer Hochsalzlösung mit Hilfe von Alko-
holen nach Sambrook und Russel (2001). 

HYBRIDISIERUNG VON OLIGONUKLEOTIDEN 

Sollten synthetische Oligonukleotide in Vektoren eingesetzt werden, wurden diese 
meist so synthetisiert, dass sie zueinander komplementär waren und nach Ausbildung 
der Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den beiden Molekülen (Hybridisierung) 
zugleich schon über die, für die spätere Ligation notwendigen, zum Vektor kompatiblen 
Enden verfügten. Von den Oligonukleotiden wurde eine Stammlösung der Konzentrati-
on 100 µM in hochreinem Wasser hergestellt. Jeweils 10 µl der beiden Oligonukleotide 
wurden in einem 250 µl Reaktionsgefäß gemischt, 5 Minuten bei 95 °C im Thermocyc-
ler inkubiert und im Verlauf von 30 Minuten auf 4 °C abgekühlt. Von diesem Hybridi-
sierungsansatz konnte nun die gewünschte Menge für die Ligation entnommen werden. 

KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON DNA-LÖSUNGEN 

Die Konzentrationsbestimmung von DNA-Lösungen wurde photometrisch bei einer 
Wellenlänge von 260 nm vorgenommen. Eine OD260 von eins entspricht einer Konzent-
ration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA (Sambrook und Russel 2001).  

LIGATION 

Um DNA Fragmente zu ligieren, wurde die T4 DNA-Ligase verwandt. In Gegenwart 
von ATP ist dieses Enzym in der Lage Phosphodiesterbrücken zwischen dem 3’ OH- 
und dem 5’ Phosphatende doppelsträngiger DNA zu knüpfen. Die Zusammensetzung 
des Ligationsansatzes richtete sich nach den Vorgaben des Herstellers und enthielt einen 
dreifachen bis zehnfachen molaren Überschuss an DNA Fragmenten im Vergleich zum 
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Vektor. Die Reaktion wurde stets im Thermocycler über Nacht bei 4 °C und anschlie-
ßender zehnminütiger Inaktivierung der Ligase bei 65 °C durchgeführt. 

NICHT DENATURIERENDE POLYACRYLAMID GELELEKTROPHORESE 

Die Herstellung von nicht denaturierenden Polyacrylamid Gelen und die Durchführung 
der Elektrophorese erfolgte nach Sambrook und Russel (2001). 

SITE DIREKTED MUTAGENESIS  

Zum Einbau einer neuen Restriktionsendonukleaseschnittstelle wurde eine ortsgerichte-
te Mutagenese durchgeführt. Es wurden zwei Oligonukleotide konstruiert, die die ge-
wünschte Mutation in der Mitte ihrer Sequenz trugen. Der Rest der Nukleotidsequenz 
war komplementär zum Vektor. Die Abfolge der einzelnen Schritte während der PCR 
war wie folgt. Zunächst erfolgte eine Denaturierung der DNA für 5 min bei 95 °C. Die 
Hybridisierung der beiden Oligonukleotide erfolgte danach bei einer Temperatur von 
68 °C für zwei Minuten. Im Anschluss daran wurde die komplette Vektorsequenz mit-
hilfe einer DNA-Polymerase mit Proofreading Aktivität (Vent®, New England Biolabs)  
 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung einer PCR-basierten ortsgerichteten Mutagenese. Aus-
gangspunkt für die ortsgerichtete Mutagenese war Plasmid-DNA. Der Bereich, der verän-
dert werden sollte, ist durch Pfeile markiert (1). Es wurden zwei Oligonukleotidprimer 
konstruiert, die die gewünschte Mutation in der Mitte ihrer Sequenz tragen (2, Pfeile). 
Durch eine PCR mit den beiden Primern unter Verwendung einer Proofreading-DNA-
Polymerase wurden, bis auf die gewünschte Mutation, exakte Kopien beider Stränge ange-
fertigt (3). Die Matrizen-DNA wurde durch Verdau mit DpnI aus dem Reaktionsansatz 
entfernt (4). Nach der Transformation repariert E. coli die Einzelstrangbrüche (5). 

während einer 5-minütigen Inkubation bei 75 °C amplifiziert. Diese Schrittfolge wurde 
15-mal wiederholt. Im Anschluss an die PCR wurde der Reaktionsansatz mit 20 U des 
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Restriktionsenzyms DpnI für zwei Stunden bei 37°C inkubiert, um die DNA-Matrize zu 
degradieren. Die Restriktionsendonuklease DpnI schneidet nur methylierte, also durch 
die Bakterien synthetisierte DNA-Moleküle und dient zur Verminderung der Anzahl 
von Transformanden, die das Ausgangsplasmid tragen. Jeweils 2 µl, 5 µl, und 10 µl 
dieses Ansatzes wurden in je ein Aliquot elektrokompetente Zellen durch Elektroporati-
on transformiert. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die zielgerichtete 
Mutagenese ist in 124HTabelle 13 und die dazu verwendeten Reaktionsbedingungen sind in 
125HTabelle 14 aufgelistet. 

Tabelle 13: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für die zielgerichtete Mutagenese. 

Menge Zusatz 

  1 µl Vent® DNA Polymerase 

  1 µl DNA-Matrize (50 ng/µl) 

  2 µl 10 mM dNTP-Mix 

  2 µl 10 µM DB001 

  2 µl 10 µM DB002 

  2 µl 10-fachVent®-Reaktionspuffer 

10 µl Reinstwasser 

 

Tabelle 14: Reaktionsbedingungen für die PCR zur zielgerichteten Mutagenese. 

Dauer Temperatur Zweck 

5 min 95 °C Initiale Denaturierung

1 min 95 °C Denaturierung 

2 min 61 °C „Annealing“ 

5 min 68 °C Amplifikation 

PLASMIDISOLIERUNG NACH BIRNBOIM UND DOLY 

Für Standardanwendungen wie die Kontrolle von Klonen, dem Restriktionsendonuklea-
severdau oder für Polymerasekettenreaktionen wurde auf den Einsatz von fertigen Kits 
verzichtet und die Plasmid-DNA nach Birnboim und Doly (1979) isoliert. Hierzu wurde 
am Vorabend eine Agarplatte mit dem Plasmid tragenden Bakterienstamm beimpft und 
über Nacht bei 37 °C bebrütet. Am folgenden Tag wurden die Bakterien mit einer 
Impföse von der Agarplatte abgenommen und in ein Reaktionsgefäß mit 1 ml TE-Puffer 
überführt. Die Bakterien wurden durch einminütige Zentrifugation bei 4000 g in der 
Tischzentrifuge sedimentiert, der Überstand verworfen und das Sediment in 250 µl Lö-
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sung 1 (50 mM Tris/HCl (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 μg/ml RNaseA) vollständig re-
suspendiert. Zu der Bakteriensuspension wurden 300 µl Lösung 2 (0,2 M NaOH, 1% 
SDS) zugegeben, durch mehrmaliges Kippen gemischt und ein bis drei Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zusatz von 300 µl Lösung 3 (2,55 M Kaliumacetat 
(pH 4,8)) wurde erneut vorsichtig durch Kippen des Reaktionsgefäßes gemischt und 
acht Minuten bei maximaler Geschwindigkeit in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der 
Überstand wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt, mit dem gleichen Volumen 
an Isopropanol versetzt und anschließend 15 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit 
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das Sediment einmal mit Isopropanol und 
einmal mit 70 % Ethanol gewaschen, wobei jeweils zehn Minuten bei maximaler Ge-
schwindigkeit zentrifugiert wurde. Die Überstände wurden verworfen, das Sediment 
nach Trocknen im Exsikkator in 50 µl Reinstwasser aufgenommen und zur späteren 
Verwendung bei -20 °C gelagert. 

PLASMIDISOLIERUNG MITTELS ANIONENAUSTAUSCH 

Zur Isolierung von Plasmid-DNA in hochreiner Form wurden Anionen-
austauschersäulchen als Bestandteil von fertigen Reagenziensätzen („Kits“) der Firma 
Qiagen eingesetzt. Die Plasmidisolierung wurde entsprechend der mitgelieferten Ar-
beitsanweisung durchgeführt, die aufgereinigte Plasmid-DNA mit 50- bis 100 µl 
Reinstwasser eluiert und zur Lagerung bei -20 °C eingefroren.  

POLYMERASEKETTENREAKTION 

Die Polymerasekettenreaktion (PCR, Saiki et al. 1988) ermöglicht es mittels zweier 
Oligonukleotide und der Verwendung einer thermostabilen DNA-Polymerase einen 
genau definierten Bereich eines DNA-Moleküls zu amplifizieren. Dieses Verfahren kam 
bei der Erstellung der Bibliotheken und der verwendeten Plasmide zum Einsatz. Die 
Produkte der DNA-Amplifikation wurden stets mithilfe einer Gelelektrophorese auf ihre 
korrekte Größe hin überprüft.  

RESTRIKTIONSENDONUKLEASEVERDAU 

Die Zusammensetzung der Reaktionsmischungen zum Restriktionsendonukleaseverdau 
wurde entsprechend der Vorgaben der Hersteller gewählt. Die Inkubation erfolgte bei 
der vom Hersteller geforderten Temperatur im Thermoblock, in der Regel für 2 Stun-
den, in besonderen Fällen über Nacht. Alternativ zu der Inkubation im Thermoblock 
war es für einige Restriktionsendonukleasen (126HTabelle 15) möglich, eine stark verkürzte 
Inkubation in der Mikrowelle durchzuführen und so eine enorme Zeitersparnis zu errei-
chen. Sollte die DNA mit mehreren Restriktionsendonukleasen verdaut werden, so wur-
de ein Parallelverdau durchgeführt. Nur in Ausnahmefällen oder wenn die DNA mit 
mehr als 2 Enzymen verdaut werden sollte, wurde ein sequenzieller Verdau durchge-
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führt. Hierbei wurde die DNA nach Verdau aus dem Verdauansatz mit Hilfe eines 
„Kits“ der Firma Qiagen aufgereinigt. Diese Prozedur aus Verdau und Reinigung wurde 
entsprechend oft wiederholt. Im Anschluss an den Verdau wurde die DNA stets mit 
Hilfe einer Agarosegelelektrophorese oder einer Aufreinigung mit kommerziell erhältli-
chen Reagenziensätzen („Kits“) aufgereinigt. 

Tabelle 15: Für den Verdau in der Mikrowelle geeignete Restriktionsenzyme und Reaktionspara-
meter. 

Restriktionsenzym Dauer und Leistungsstufe 

BamHI 2 Umdrehungen (Med. High), 30 s 

BglII 3 Umdrehungen (Med. High), 45 s 

BshTI 3 Umdrehungen (Med. High), 45 s 

EcoRI 2 Umdrehungen (Med. High), 30 s 

KpnI 3 Umdrehungen (Med. High), 45 s 

NcoI 2 Umdrehungen (Med. High), 30 s 

NdeI 3 Umdrehungen (Med. High), 45 s 

SacII 2 Umdrehungen (Med. High), 30 s 

XhoI 2 Umdrehungen (Med. High), 30 s 

 

TRANSFORMATION 

Im Verlauf dieser Arbeit kamen zwei Methoden zur Transformation zur Anwendung. 
Für die Transformation von Bibliotheken kam die Elektroporation zum Einsatz, für alle 
anderen Transformationen meistens die sogenannte Calciumchlorid Methode 
(Sambrook und Russel 2001). Unabhängig von der verwendeten Methode wurden im 
Anschluss an die Transformation Volumina von 10 µl bis 200 µl auf Selektivagarplatten 
ausplattiert, über Nacht bei 37 °C bebrütet und die Transformationseffizienz bestimmt. 

3.2.3 ARBEITEN MIT PROTEINEN 

FÄRBUNG DER PROTEINE IM SDS-GEL 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine im SDS Gel durch In-
kubation in der Coomassie Lösung für zwei Stunden oder über Nacht angefärbt. Danach 
wurden die Gele so lange mit Entfärbelösung gewaschen, bis die Proteinbanden klar zu 
erkennen waren. Im Anschluss wurden die Gele mit Reinstwasser gewaschen und mit-
hilfe der Videodokumentation oder eines Flachbettscanners dokumentiert. 
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KONJUGATION VON ENZYMEN MIT BIOTIN  

Die Konjugation von Cathepsin G wurde mithilfe eines Reagenziensatzes der Firma 
Roche durchgeführt. Dieser benutzt einen D-Biotinoyl-ε-aminocapronsäure-N-
hydroxysuccinimidester (Biotin-7-NHS) als Markierungsreagenz. Der Biotin-7-NHS 
reagiert mit freien Aminogruppen des zu markierenden Proteins und bildet eine Amid-
bindung aus. Die Markierung wurde in 2 ml Glasreaktionsgefäßen durchgeführt. Dazu 
wurde 1 mg Protein mit einem dreißigfachen molaren Überschuss an Markierungsrea-
genz in einem möglichst kleinen Volumen PBS (Gesamtvolumen des Markierungsan-
satzes 0,2 – 1 ml) bei Raumtemperatur unter leichtem Rühren für zwei Stunden zur 
Reaktion gebracht. Nach der Inkubation erfolgte die Aufreinigung des Proteins durch 
Gelfiltration durch die im Kit enthaltenen Filtrationssäulen und anschließende Konzent-
rierung des Proteins. Als Alternative zur Verwendung der Gelfiltrationssäulen war auch 
eine Reinigung mithilfe der Größenausschlussmembranen der Firma Vivaspin möglich. 
Hierzu wurde der Markierungsansatz in ein Vivaspin-Zentrifugenröhrchen überführt 
und mit dem fünffachen Volumen an PBS in Waschschritten durch Zentrifugation ge-
reinigt. Nach Zugabe der Waschlösung (PBS) wurde das Protein vorsichtig durch sanf-
tes auf und ab pipettieren von der Membran gespült. Die Bestimmung der 
Proteinkonzentration erfolgte photometrisch (s.u.) und die Proteinkonzentration wurde 
auf 1 mg/ml eingestellt. Zur Bestimmung des molaren Verhältnisses von humanem Ca-
thepsin G und Biotin wurde eine fertige Reagenzmischung (HABA/Avidin Reagenz, 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH) eingesetzt. Die Bestimmung erfolgte nach der Produkt-
dokumentation BK200 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH). 

KONJUGATION VON ENZYMEN MIT FLUORESZEINISOTHIOCYANAT (FITC) 

Die Konjugation von Cathepsin G mit Fluoreszeinisothiocyanat wurde analog zur Mar-
kierung mit Biotin unter Verwendung von Fluoresceinisothiocyanat-ε-
aminocapronsäure-N-hydroxysuccinimidester (Biotin-7-NHS) als Markierungsreagenz 
ebenfalls mit einem Kit der Firma Roche durchgeführt. Der Erfolg der Kopplungsreak-
tion lässt sich photometrisch ermitteln. Dazu wurden die Absorptionen bei 280 nm und 
495 nm  gemessen und mit Hilfe der  unten stehenden  127HFormel 1 das molare  Verhältnis  

 

Formel 1: Formel zur Berechnung des molaren Verhältnisses von Fluoreszenzfarbstoff zu Protein. 

zwischen Protein und FITC errechnet. 
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KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON PROTEINLÖSUNGEN 

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinlösungen erfolgte photometrisch nach 
Sambrook und Russel (2001).  

KONZENTRIERUNG VON PROTEINLÖSUNGEN 

Die Konzentrierung von Proteinlösungen wurde mithilfe von im Handel erhältlichen 
Größenausschlussmembranen in Form von Zentrifugenröhrchen durch eine Reduktion 
des Lösemittelvolumens durchgeführt. Hierbei wurden Säulen der Firma Vivaspin® mit 
einer Ausschlussgrenze von 20.000 Da mit der zu konzentrierenden Proteinlösung be-
füllt und nach Angabe des Herstellers in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Dabei wurde 
der Fortschritt von Zeit zu Zeit durch Ablesen des noch vorhandenen Volumens mithilfe 
der Volumenskala der Zentrifugenröhrchen kontrolliert und bei Erreichen der ge-
wünschten Volumenreduktion wurde die Filtermembran sorgfältig mit dem verbliebe-
nen Volumen von Puffer gespült und in ein neues Gefäß überführt. Die endgültige 
Bestimmung der Proteinkonzentration wurde photometrisch durchgeführt. 

ISOLIERUNG DER AUßENMEMBRAN VON E. COLI 

Zur Isolierung der Außenmembranen wurde das Protokoll von Hantke (1981) leicht 
modifiziert. Die Bakterienkulturen wurden wie im Abschnitt 128H 3.2.1 beschrieben vorbe-
reitet.  

• Sediment in 0,5 ml Tris/HCL, 0,2 M, pH 8 resuspendieren und folgende Lösungen 
nacheinander zugeben: 
1 ml Tris-HCl, 0,2 M, pH 8 
0,1 ml 1 M Saccharose 
0,1 ml 10 mM EDTA-Lösung 
0,1 ml Lysozym-Lösung (10 mg/ml, immer frisch herstellen!) 

• alle Proben 10 min. bei RT stehen lassen bis sich Sphäroblasten gebildet haben 

• 50 µl einer 100 mM PMFS-Lsg. (in Isopropanol) zugeben, Endkonzentration: 
0,5 nM 

• 10 µl Aprotininlösung (10 mM HEPES, pH=8,0) zugeben, Endkonzentration: 
1 µg/ml + 5 ml Extraktionspuffer (2 % Triton X 100, 50 mM Tris/HCL/ 10 mM 
MgCl2) 

• 100 µl DNAse (1 mg/ml) zugeben 

• schütteln, 20-30 min auf Eis stehen lassen bis die Lösung nicht mehr viskos ist 
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• abzentrifugieren, 5 min, 4500 Upm, Sediment verwerfen 

• Überstand zentrifugieren, 10 min, 18000 Upm Überstand verwerfen, Sediment mit 
10 ml PBS + 1 % n-Lauryl-Sarcosyl waschen (nicht resuspendieren!) 

• zentrifugieren, 10 min, 18 000 Upm 

• Überstand verwerfen, Sediment in 10 ml Reinstwasser resuspendieren und in 1 ml 
Reaktionsgefäß überführen 

• zentrifugieren, 10 min, 15000 g, Überstand verwerfen 

• Sediment in wenig (20-100 µl, gleiches Volumen wie Sediment) Reinstwasser re-
suspendieren und 1,5fache Menge 2x Sample-Buffer (SDS-Gel-Kit) zugeben 

• 5 min bei 95 °C aufkochen, ca. 2-5 µl auf SDS-Gel auftragen oder im Kühlschrank 
lagern und vor Gebrauch erneut aufkochen 

SDS-POLYACRYLAMIDELEKTROPHORESE  

Die Analyse der Außenmembranenisolate erfolgte mittels SDS-PAGE. Dabei kamen je 
nach Größe der erwarteten Membranproteine 8- bis 20-prozentige Acrylamidgele zum 
Einsatz. Die Zusammensetzung der jeweiligen Gele wurde aus Sambrook und Russel 
(2001) entnommen. Die Verwendung eines Sammelgels bewirkte eine Aufkonzentrie-
rung der Proteine und führte zu schärferen Banden. Vor der Auftragung auf das Gel 
wurden die Proben mit Probenpuffer versetzt und 15 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Die 
Trennung der Proteine erfolgt, je nach verwendeter Gelstärke, üblicherweise bei einer 
konstanten Spannung von 8-10 V/cm. 

WESTERN-BLOT 

Mithilfe einer Gleichspannung ließen sich die Proteine nach der Auftrennung zur weite-
ren Analyse auf eine Polyvinylidendifluorid Membran (PVDF-Membran) übertragen. 
Zu diesem Zweck kam eine Wet-Blotting-Apparatur der Firma BioRad zum Einsatz. 
Um ein Überhitzen der Apparatur zu vermeiden, wurde zum Blotten stets 4 °C kalter 
Transferpuffer benutzt. Zusätzlich wurde die Apparatur mit einem Kühlakku bestückt 
und komplett in ein Eisbad gestellt. Das Blotten erfolgte stets bei einer konstanten 
Spannung von 100 V über eine Stunde. Im Anschluss daran wurde die Membran in 
TBS/3% BSA über Nacht inkubiert. 

VISUALISIERUNG DER BANDEN DES WESTERN-BLOT 

Die Detektion der auf der PVDF-Membran adsorbierten Proteine erfolgte mittels spezi-
fischer Antikörper gegen das zu detektierende Protein. Meist kam eine zweistufige Re-
aktion zum Einsatz. In der ersten Stufe wurde die Membran mit dem für das zu 
detektierende Protein spezifischen Antikörper (primärer Antikörper) für eine Stunde zur 
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Reaktion gebracht. Im Anschluss daran wurde die Membran dreimal mit TBS/0,1% 
Tween 20 gewaschen. In der zweiten Stufe wurde ein Antikörper verwendet (sekundä-
rer Antikörper), der gegen den ersten Antikörper gerichtet und an Alkalische Phospha-
tase gekoppelt war. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit TBS 0,1% Tween 20 
wurde das Substrat für die Alkalische Phosphatase zugesetzt und solange inkubiert, bis 
die Banden die gewünschte Farbintensität erreicht hatten. Zur Dokumentation wurden 
die Westernblots mithilfe eines Flachbettscanners digitalisiert. 
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4 EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE 

4.1 AUTODISPLAY VON PEPTIDBIBLIOTHEKEN AUF E. COLI 
UNTER DER KONTROLLE EINES KONSTITUTIVEN PRO-
MOTORS 

Für die konstitutive Oberflächenexpression der Peptidbibliotheken wurde das Plasmid 
pJM942 als Vektor eingesetzt. Dieses Plasmid wurde bereits erfolgreich zur Expression 
von rekombinanten Peptiden mittels Autodisplay benutzt (Zangen 2002; Jose et al. 
2005). Ein weiteres Auswahlkriterium war, dass die Linkerregion in pJM942 auf die für 
die erfolgreiche Translokation an die Zelloberfläche minimale Länge verkürzt worden 
war (Maurer et al. 1999). Beim späteren Screening der Bibliotheken sollten möglichst 
nur Wechselwirkungen zwischen dem Peptid und dem Targetenzym zum Tragen kom-
men, nicht aber Wechselwirkungen von humanem Cathepsin G mit Teilen des Expres-
sionssystems. Die für die CTB Untereinheit codierende DNA-Sequenz (306 bp) wurde 
in einem Schritt durch die Restriktionsendonukleasen SacII und XhoI ausgeschnitten 
und der Vektor (4032 bp) durch Agarosegelelektrophorese aufgereinigt. Als Passagier 
sollte nun ein für eine Peptidbibliothek codierendes DNA-Fragment in den Vektor ein-
gesetzt werden. Die dafür notwendige Randomisierung erfolgte bereits bei der Synthese 
der Oligonukleotide, die unter Bedingungen stattfand, die den Einbau aller vier Nukleo-
tide in gleichem Maße wahrscheinlich machten. Ausgehend von Peptid 15, für das be-
reits eine inhibitorische Wirkung auf humanes Cathepsin G beschrieben wurde (Yavin 
und Fridkin 1998), wurden zunächst zwei Oligonukleotide synthetisiert. Das DNA-
Fragment wurde durch Hybridisierung der beiden Oligonukleotide generiert 
( 129HAbbildung 6). Jedes Oligonukleotid verfügte an den Enden über einen konstanten Be-
reich und in der Mitte über 21 randomisierte Nukleotide. Nach Ausbildung der Wasser-
stoffbrückenbindungen zwischen den beiden Molekülen verfügte das doppelsträngige 
Produkt über eine variable Sequenz in der Mitte und den für die Ligation notwendigen, 
zum Vektor kompatiblen Enden. Zur Ligation wurden 500 ng geschnittener Vektor und 
ein 10-facher molarer Überschuss der für die Bibliothek codierenden DNA eingesetzt. 
Die Ligation mit dem geschnittenen Vektor lieferte die für die Bibliothek codierenden 
Plasmide. Diese wurden durch Elektroporation in E. coli UT5600 (DE3) transformiert. 
Um die Transformationseffizienz bzw. den Umfang der Peptidbibliothek zu bestimmen, 
wurde mit 200 µl des Transformationsansatzes eine serielle Verdünnungsreihe (1:10, 
1:102, 1:103, bis 1:106) in SOC-Medium hergestellt und von jeder Verdünnungsstufe 
100 µl auf Selektivagarplatten ausplattiert. Die verbleibenden 800 µl des Transformati-
onsansatzes wurden mit Glycerin versetzt, so dass die Glycerinendkonzentration 20 % 
betrug und bei -20 °C zur späteren Verwendung gelagert. Nach Inkubation bei 37 °C 
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über Nacht wurden am Folgetag die Kolonien auf den einzelnen Platten ausgezählt und 
auf diesem Wege die Zahl von 1,15 x 105 teilungsfähigen Zellen in der Bibliothek er-
mittelt. Die Zahl der möglichen Sequenzen bei sieben variablen Aminosäuren beträgt 
207, also 1,28 x 109. Die Wahrscheinlichkeit, dass in der entstandenen Bibliothek Se-
quenzen doppelt enthalten sind, ist demnach mit 1 zu 1,11 x 104 sehr gering. Aufgrund 
dieser Tatsache kann von der Zahl der lebensfähigen Zellen direkt auf die Anzahl von 
Peptidvarianten in der Bibliothek geschlossen werden. Die Bibliothek enthielt demnach 
lediglich einen Bruchteil der möglichen Sequenzen. 

 

Abbildung 6: Strategie I zur Erstellung einer Peptidbibliothek. Nach erfolgter Hybridisierung bilden 
die Oligonukleotide ein doppelsträngiges DNA-Fragment, welches über die für die Ligati-
on in den Vektor notwendigen Enden (unterstrichen) verfügt. Der Buchstabe x steht für 
die Anzahl der randomisierten Basentripletts. Bei der beschriebenen Bibliothek war x = 7. 

4.1.1 MARKIERUNG VON HUMANEM CATHEPSIN G 

Ein zentraler Bestandteil dieser Arbeit ist die Markierung oberflächenexprimierter Pep-
tide mit dem Targetenzym humanes Cathepsin G. Zur späteren Detektion des gebunde-
nen Enzyms musste dieses mit einem Fluoreszenzlabel versehen werden. Dies erfolgte 
entweder durch direkte Konjugation des Enzyms mit einem Fluoreszenzfarbstoff, z. B. 
Fluoresceinisothiocyanat (FITC), oder mit Biotin. Im Falle der Konjugation mit Biotin 
erfolgt die Fluoreszenzmarkierung des Enzyms durch Ausnutzung der Wechselwirkung 
zwischen Biotin und Streptavidin, also in zwei Schritten (indirekte Markierung). Die 
Biotinylierung des Targetenzyms erlaubt den Einsatz einer breiten Vielfalt an Streptavi-
din-Fluoreszenzfarbstoff-Konjugaten. Für beide Markierungen wurde ein Kit der Firma 
Roche eingesetzt. Zur Markierung wurde 1 mg Enzym, gelöst in 200 µl PBS pH = 7,4 
in einem konisch zulaufenden Reaktionsgefäß aus Glas mit dem 40-fachen molaren 
Überschuss an Markierungsreagenz zwei Stunden unter leichtem Rühren bei Raumtem-
peratur inkubiert. Das überschüssige Markierungsreagenz wurde durch eine Sephadex-
G25 Säule entfernt. Wie in der Produktdokumentation beschrieben, wurde das Eluat in 
fünf Fraktionen zu jeweils 0,5 ml in separate Reaktionsgefäße aufgefangen. Der Erfolg 



 4  EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE  57 

der direkten Fluoreszenzmarkierung ließ sich durch photometrische Messungen über-
prüfen und das molare Verhältnis zwischen Fluoreszenzfarbstoff und Protein berechnen 
( 130HFormel 1). Im Falle der Biotinylierung von humanem Cathepsin G wurde der Erfolg 
der Kopplungsreaktion mittels Gelelektrophorese überprüft. Von jeder Fraktion wurden 
jeweils 5 µl auf zwei SDS-Gele zur Gelelektrophorese aufgetragen. Eines der Gele wur-
de mit Coomassie gefärbt, mit dem anderen wurde ein Western-Blot durchgeführt 
( 131HAbbildung 7). Nach dem Blotten wurden die Proteinbanden durch Inkubation mit 
Streptavidin-Alkalische-Phosphatase und deren Substrat sichtbar gemacht. Im An-
schluss an die Aufreinigung mittels Säulenchromatographie kam es zu einer Volumen-
vergrößerung (etwa Faktor 2,5). Zur Aufkonzentrierung der Enzymlösung wurden nach 
dem Größenausschlussprinzip arbeitende Zentrifugenröhrchen (Vivaspin®) mit einer 
Ausschlussgrenze von 10 kDa benutzt. Durch Zentrifugation in diesen Zentrifugenröhr-
chen war es nun einfach möglich, die gewünschte Proteinkonzentration einzustellen. 
Die Proteinkonzentration wurde durch Messung der Absorption bei 280 nm im UV-
Spektrometer bestimmt und mit PBS auf 1 mg/ml eingestellt. Die Aufreinigung des 
Markierungsansatzes durch eine Gelfiltration wurde für beide Kopplungsvarianten nur 
jeweils einmal durchgeführt. Bei allen weiteren Kopplungsreaktionen wurde das über-
schüssige Markierungsreagenz durch fünfmaliges Waschen mit je 200 µl PBS (ent-
sprach dem Volumen des Markierungsansatzes) und anschließende Zentrifugation in 
den Vivaspin®-Zentrifugenröhrchen entfernt. Der Austausch der Aufreinigungsmetho-
de zeigte bei keinem der Folgeexperimente einen Nachteil (nicht gezeigt), so dass die 
Markierungsprozedur in diesem Punkt vereinfacht werden konnte. 

 

Abbildung 7: Nachweis der erfolgreichen Biotinylierung von humanem Cathepsin G. Die gesammel-
ten Fraktionen der Biotinylierungsreaktion wurden einer SDS-PAGE und anschließender 
Färbung mit Coomassie unterzogen (A). Von einer zweiten SDS-PAGE wurde ein Wes-
tern-Blot angefertigt und die Biotinylierung des Enzyms durch die spezifische Kopplung 
an Streptavidin-Alkalische-Phosphatase durch Zusatz des Phosphatasesubstrats sichtbar 
gemacht (B). 

In Verlauf dieser Arbeit wurden zwei Kopplungsreaktionen von humanem Cathepsin G 
mit FITC durchgeführt. Das molare Verhältnis von humanem Cathepsin G zu FITC 
betrug dabei 1 : 3,2 beziehungsweise 1 : 3,8. Das molare Verhältnis zwischen humanem 
Cathepsin G und Biotin wurde mithilfe einer fertigen Reagenzmischung, wie in Ab-
schnitt 132H 3.2.3 beschrieben, durchgeführt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Kopp-
lungsreaktionen mit Biotin durchgeführt. Die dabei ermittelten Verhältnisse von Protein 
zu Biotin lagen zwischen 1 zu 2,3 und 1 zu 3,4. Beide Kopplungsvarianten verliefen 
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erfolgreich. Die Entscheidung für eine der beiden Varianten konnte also von den jewei-
ligen Erfordernissen abhängig gemacht werden. 

4.1.2 ZWEISCHRITTVERFAHREN ZUR TARGET-ABHÄNGIGEN SPEZIFI-
SCHEN FLUORESZENZMARKIERUNG OBERFLÄCHENEXPRIMIERTER 
PEPTIDE 

Basierend auf den beiden durchgeführten Markierungsarten von humanem Cathepsin G 
ergaben sich auch zwei Methoden zur Markierung oberflächenexprimierter Peptide. Bei 
der indirekten Markierung (133HAbbildung 8) kam biotinyliertes humanes Cathepsin G zum 
Einsatz. Zunächst wurden die peptidtragenden Bakterien mit biotinyliertem humanen 
Cathepsin G inkubiert. Die Markierungsmethode nutzt zur Markierung peptidtragender 
Bakterienzellen die Affinität einzelner Peptidvarianten zum Targetenzym aus. Es bildet 
sich ein Bakterienzelle-Peptid-Enzym-Komplex aus (134HAbbildung 8 B). Durch das Wa-
schen wird das nicht gebundene Cathepsin G entfernt. Wird nun ein Streptavidin-
Fluoreszenzfarbstoff-Konjugat zugesetzt, so wird die spezifische Wechselwirkung zwi-
schen Biotin und Streptavidin zur Fluoreszenzmarkierung des humanen Cathepsin G 
ausgenutzt (135HAbbildung 8 C). Das überschüssige Streptavidin-Farbstoff-Konjugat wird 
durch Waschen entfernt. Danach sind lediglich die Bakterienzellen fluoreszenzmarkiert, 
die auf ihrer Oberfläche einen Bindungspartner für humanes Cathepsin G exprimieren 
( 136HAbbildung 8 D).  

Aus früheren Arbeiten (Zangen 2002) stand bereits ein Expressionsplasmid zur Verfü-
gung, mit dessen Hilfe ein Fusionspeptid aus Peptid 15 und einem HA-Epitop auf der 
Oberfläche von E. coli konstitutiv exprimiert werden konnte. Dieses Plasmid sollte für 
die ersten Experimente benutzt werden. Zur Markierung wurden jeweils 20 ml LB-
Medium mit 200 µl aus einer Übernachtkultur der zu markierenden Zellen beimpft und 
bis zu einer optischen Dichte von 0,6 kultiviert. Von diesen Hauptkulturen wurde je-
weils genau die Menge an Bakteriensuspension entnommen und in 2 ml Reaktionsgefäß 
überführt, die eine optische Dichte von 1,2 bezogen auf 1 ml lieferte. Die peptidtragen-
den Bakterien (UT5600 (DE3) pDZ15HA) und die Kontrollzellen (UT5600 (DE3)) 
wurden dreimal mit je 1 ml eiskaltem PBS 3 % BSA gewaschen und auf eine optische 
Dichte von eins eingestellt. 980 µl dieser Bakteriensuspension wurden mit 20 µl huma-
nem Cathepsin G (Endkonzentration von 20 µg/ml) 30 min auf Eis inkubiert und erneut 
dreimal mit je 1 ml eiskaltem PBS gewaschen und wieder in 980 µl eiskaltem PBS re-
suspendiert. Diese Bakteriensuspension wurde mit 20 µl Streptavidin-FITC Konjugat 
(Endkonzentration von 20 µg/ml) versetzt und die Suspension ebenfalls wieder 30 min 
auf Eis inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit je 1 ml PBS wurden die 
Bakterien auf eine optische Dichte von 0,2 verdünnt und im Durchflusszytometer analy-
siert.  
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Abbildung 8: Target-abhängige spezifische Fluoreszenzmarkierung oberflächenexprimierter Pep-
tide mithilfe von biotinyliertem humanen Cathepsin G (Zweischrittverfahren). Die 
peptidtragenden Bakterienzellen (A) wurden mit biotinyliertem humanen Cathepsin G 
inkubiert (B). Nach dem Waschen bleiben nur die spezifisch gebundenen Cathepsin G 
Moleküle zurück und können mit Fluoreszenzfarbstoff-konjugiertem Streptavidin mar-
kiert werden (C). Die peptidtragende Bakterienzelle ist somit fluoreszenzmarkiert (D) 
und kann mithilfe dieses Labels von nicht markierten Zellen unterschieden werden.  

Das Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse von 30000 Bakterienzellen ist in 
137HAbbildung 9 dargestellt. Im Vergleich zu den Kontrollzellen (UT5600 (DE3),  
  

 

Abbildung 9: Spezifische Markierung Peptid 15HA-tragender E. coli. Das auf der Oberfläche der 
Bakterienzellen vorhandene Peptid wurde mittels des Zweischrittverfahrens fluoreszenz-
markiert. A: Kontrolle (UT5600 (DE3)); B: Autodisplay eines Autotransporterfusionspro-
teins aus Peptid 15 und einem HA-Epitop (UT5600 (DE3) pDZ15HA). 

138HAbbildung 9 A) wiesen die Bakterienzellen, die ein Fusionspeptid aus Peptid 15 und 
einem HA-Epitop auf ihrer Oberfläche trugen (UT5600 (DE3) pDZ15HA, 
139HAbbildung 9 B) einen um den Faktor 108 höheren Mittelwert der grünen Fluoreszenz 
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auf. Somit war gezeigt, dass die verwendete Markierungsmethode eine spezifische 
Markierung oberflächenexprimierter Peptide ermöglicht. 

 

4.1.3 SCREENING DER PEPTIDBIBLIOTHEK I MITHILFE DER DURCH-
FLUSSZYTOMETRIE 

Mit der Durchflusszytometrie stand ein geeignetes Werkzeug zur Untersuchung sehr 
großer Bakterienpopulationen und zur Selektion einzelner Zellen zur Verfügung. 1 ml 
LB-Medium wurde mit 20 µl des Transformationsansatzes angeimpft und über Nacht 
bei 28 °C inkubiert. Diese nicht optimalen Wachstumsbedingungen für E. coli wurden 
gewählt, um die Teilungsrate von E. coli herabzusetzen. Auf diesem Weg sollte verhin-
dert werden, dass durch Zellteilung zu viele Kopien der gleichen Peptidvariante entste-
hen. Zur Selektion einzelner Varianten wurden die Bakterien mithilfe eines 
Zweischrittverfahrens über das Targetenzym mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert 
(Jose et al. 2005). Im ersten Schritt wurden die Bakterien nach dreimaligem Waschen 
mit je einem Milliliter eiskaltem PBS mit biotinyliertem humanen Cathepsin G für 
30 min auf Eis inkubiert. Die natürliche Affinität des Enzyms zu einem Inhibitor sorgte 
dafür, dass das Enzym nur an bestimmte Bakterienzellen, nämlich an die E. coli-Zellen 
bindet, die einen geeigneten Bindungspartner (Peptid) auf ihrer Oberfläche exprimieren. 
Nach erneutem dreimaligen Waschen mit je einem Milliliter eiskaltem PBS konnten die 
Bakterien mit Streptavidin-FITC markiert werden. Zusätzlich zur Markierung mit dem 
Selektionsmarker (humanes Cathepsin G) wurden die Bakterienzellen mit dem rot fluo-
reszierenden Farbstoff RH414, der sich in die äußere Membran von E. coli reversibel 
einlagert, markiert (140HAbbildung 10). Die Markierung mit diesem zweiten Farbstoff er-
leichtert die Abgrenzung der Bakterienzellen zu verunreinigenden Partikeln aus den 
verwendeten Lösungen. Die Doppelfärbung erlaubte die eindeutige Diskriminierung der 
verunreinigenden Partikel von den Bakterien (rote Fluoreszenz) und eine Unterschei-
dung in humanes Cathepsin G bindende und in nicht bindende Bakterien (grüne Fluo-
reszenz). Zur Festlegung der Sortierkriterien wurden zunächst Kontrollzellen im 
Durchflusszytometer analysiert. Aus den vorangegangenen Experimenten mit Kontroll-
zellen ließ sich ableiten, dass die zu sortierenden Bakterienzellen eine rote Fluoreszenz 
und eine grüne Fluoreszenz von mindestens 200 haben sollten ( 141HAbbildung 10). Es wur-
de eine Region (R1) definiert, welche die Bakterien mit der höchsten grünen Fluores-
zenz enthielt, was etwa 3 % der gesamten Bakterienpopulation entsprach 
( 142HAbbildung 11). Es wurden 1000 Bakterien in ein mit 25 ml vorgewärmtem 2xLB-
Medium gefülltes 50 ml Reaktionsgefäß aussortiert. Durch den Sortiervorgang verdop-
pelte sich das Volumen nahezu. Zur Volumenreduktion wurden die Bakterien aus der 
Bakteriensuspension 20 min bei 4 °C und 4000 g sedimentiert und sorgfältig in 500 µl 
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LB-Medium resuspendiert. Diese Bakteriensuspension wurde vollständig auf zwei Se-
lektivagarplatten ausplattiert und über Nacht bebrütet. Am folgenden Tag fanden sich 
132 Einzelkolonien auf den Platten. Die Zahl der überlebensfähigen Zellen entsprach 
nicht der erwarteten Zellzahl (132 wieder angewachsene Zellen im Vergleich zu 1000 
erwarteten). Es war davon auszugehen, dass bei einer Überlebensrate von 13,2 % 
 

 

Abbildung 10: Kombination der Kontrollmarkierung von E. coli mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
RH414 und der spezifischen Markierung oberflächenexprimierter Peptide. Es wur-
den jeweils 10000 Bakterienzellen im FACSCalibur™ analysiert. Zur besseren Differen-
zierung der Bakterienzellen von verunreinigenden Partikeln wurden die Bakterien 
doppelt gefärbt. Die spezifische  Markierung der exprimierten Peptide erfolgte mit bioti-
nyliertem humanen Cathepsin G und Streptavidin-FITC (grüne Fluoreszenz). Als zweite 
Markierung wurde der Fluoreszenzfarbstoff RH414 (rote Fluoreszenz) benutzt. Dieser 
Farbstoff lagert sich in die äußere Membran aller Bakterien ein, was eine Differenzie-
rung der Zellen von verunreinigenden Partikeln erleichtert. A: Kontrollzellen 
(UT5600 (DE3), B: Peptid 15HA-tragende Zellen (UT5600 (DE3) pDZ15HA). 

ein Großteil womöglich hochaktiver Peptide durch den Screening- und Selektionspro-
zess verloren gingen. Mögliche Ursachen hierfür könnten die durch die Sortierung be-
dingte starke Verdünnung und die dadurch notwendige Aufbereitung der 
Bakteriensuspension vor dem Ausplattieren sein, wodurch die Überlebensfähigkeit her-
abgesetzt worden sein könnte. Für das Screening weiterer Bibliotheken sollte daher der 
Screeningprozess an sich im Hinblick auf die Überlebensfähigkeit der Bakterien analy-
siert und optimiert werden. 
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Abbildung 11: Screening einer oberflächenexprimierten Peptidbibliothek mittels Durchfluss-
zytometrie und die Fluoreszenz-gesteuerte Sortierung („fluorescence activated 
cell sorting“, FACS) einzelner Varianten. Es wurden jeweils 100000 Bakterienzellen 
im FACSCalibur™ analysiert. A: Kontrollzellen (UT5600 (DE3)) mittlere Fluoreszenz 
(mF) = 5; B: Bibliothek tragende Zellen (UT5600 (DE3) Bibliothek I), mF = 21. 1000 
E. coli Zellen, die eine hohe grüne Fluoreszenz aufwiesen (R1) wurden mittels FACS 
selektiert. 

Von den wieder angewachsenen E. coli wurden fünf Einzelzellklone gepickt, deren 
Plasmid-DNA isoliert und diese sequenziert. Auf diesem Weg konnte die Primärstruktur 
der auf der Oberfläche der Bakterien exprimierten Peptide ermittelt werden. Dabei stell-
te sich heraus, dass die Plasmide die codierende Sequenz für drei unterschiedliche Pep-
tidvarianten enthielten (143HAbbildung 12). Eine weitere Sequenz war identisch mit Klon 1 
und die fünfte enthielt den leeren Vektor. Das Betrachten der Ergebnisse der DNA-
Sequenzanalyse offenbarte auch Schwächen der verwendeten Strategie I zur Erzeugung 
der für die Bibliothek codierenden Inserts. So kam es zu Leserasterverschiebungen 
(„frame-shifts“) und Deletionen. Möglich ist z. B., dass nach der Hybridisierung die 
beiden Einzelstränge nicht unbedingt durchgängig zueinander komplementär sein müs-
sen. Ebenso möglich wäre, dass nach der Hybridisierung der beiden Einzelstränge nicht 
immer die korrekten überhängenden, zum Vektor kompatiblen Enden entstanden sein 
mussten und es so nach der Ligation zu „frame-shifts“ kam.  
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Abbildung 12: Ausschnitte aus den Sequenzen der Plasmid-DNA dreier Klone aus dem Screening 
der Peptidbibliothek.  

4.1.4 NEUE INHIBITOREN VON CATHEPSIN G 

Die Sequenzanalyse der Plasmid-DNA der drei Einzelzellklone aus der Bibliothek und 
die Übersetzung in die entsprechenden Proteinsequenzen ergab eine sehr große Homo-
logie der Peptidsequenzen (144HTabelle 16). So unterschieden sich die Varianten nur in den 
ersten drei Aminosäuren. Das C-terminale Ende (Aminosäuren 4 bis 15) war identisch.  

Tabelle 16: Sequenzen der Peptide aus dem Screening der Peptidbibliothek.        

Name Sequenz 

P1 RNTQHTNIYAKDIFV 
P2 GNTQHTNIYAKDIFV 
P3 GIPQHTNIYAKDIFV 

Der nächste Schritt bestand darin zu testen, ob die gefundenen Peptide inhibitorische 
Wirkung auf Cathepsin G besitzen. In der Literatur fanden sich bereits beschriebene 
Systeme zur Bestimmung der Hemmung von humanem Cathepsin G (Nakajima et al. 
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1979; Yavin und Fridkin 1998). Hierbei wird ein künstliches Peptid (n-Succinyl-Ala-
Ala-Pro-Phe-4-Nitroanilid, 145HAbbildung 13) eingesetzt und dessen Spaltung, die ein Maß  
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Abbildung 13: Spaltung des farblosen Peptidanalogons zum farbigen Produkt 4-Nitroanilin. Die 
Bildung 4-Nitroanilins wurde durch Messung der Absorption bei 405 nm im Mikroti-
terplatten-Photometer verfolgt. 

für die Enzymaktivität darstellt, bei 405 nm im UV/Vis-Spektrometer verfolgt. Diese 
Arbeitsweise erfüllt zwar die Forderung nach einer einfachen, nicht jedoch nach einer 
hochdurchsatzfähigen Methode. Mit einem Mikrotiterplatten-Photometer stand eine 
Apparatur zur Verfügung, die es erlaubt, photometrische Messungen im Mikrotiterplat-
tenformat durchzuführen und so den Probendurchsatz deutlich zu steigern. Hierzu wur-
de der Enzymaktivitätstest auf eine Mikrotiterplatte mit 96 Kavitäten übertragen und 
weiter angepasst. Ein Ablaufschema des in dieser Arbeit benutzten Aktivitätstests für 
humanes Cathepsin G ist in 146HAbbildung 14 dargestellt. Als Kontrollen wurden der Reak-
tion anstelle der Peptidlösung reines Dimethylsulfoxid (100 % Aktivität) und anstelle 
des Enzyms HEPES-Puffer (Kontrolle der Autohydrolyse des Substrats) zugesetzt. 
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Abbildung 14: Schema des Aktivitätstests für humanes Cathepsin G. 

Zur Bestimmung der IC50-Werte der Peptidinhibitoren wurden zunächst die Enzymakti-
vitäten, wobei die Enzymaktivität proportional zur Absorption bei 405 nm ist, in Anwe-
senheit dreier verschiedener Konzentrationen des Inhibitors bestimmt (147HAbbildung 15). 
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Abbildung 15: Bestimmung des IC50-Wertes von Peptid 15 mithilfe des Mikrotiterplattenassays. 
Die Bestimmung erfolgte jeweils als Dreifach Bestimmung. Zur besseren Übersicht wur-
de auf eine Darstellung der Fehlerindikatoren in den Diagrammen verzichtet, da diese die 
Symbole unkenntlich gemacht hätten. A: Enzymaktivität bei Anwesenheit dreier Kon-
zentrationen des Peptids. ○ Nullwert (ohne humanes Cathepsin G); ■ Kontrolle (ohne 
Peptid 15); ▲ 1 µM Peptid 15; ◊ 10 µM Peptid 15; + 100 µM Peptid 15. B: grafische Er-
mittlung des IC50-Wertes aus den Daten aus A. 

Aus den durch Regressionsanalyse erhaltenen Steigungen ließen sich die prozentualen 
Hemmwerte ermitteln. Eine Auftragung der prozentualen Hemmung gegen den dekadi-
schen Logarithmus der verwendeten Inhibitorkonzentration erlaubte es, den IC50-Wert 
aus der wiederum durch Regressionsanalyse erhaltenen Geradengleichung zu ermitteln.  
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Der auf diese Weise als Kontrolle bestimmte IC50-Wert für Peptid 15 betrug 8,98 µM. 
Außer dem IC50-Wert sollte zusätzlich noch der Ki-Wert bestimmt werden, da dieser im 
Gegensatz zum IC50-Wert von den verwendeten Substrat- und Enzymkonzentrationen 
unabhängig sein sollte. Statt der genaueren, aber material- und zeitaufwendigen experi-
mentellen Bestimmung des Ki-Wertes wurden die Ki-Werte in dieser Arbeit aus dem 
IC50-Wert rechnerisch ermittelt (Cheng und Prusoff 1973). Mit dieser Berechnungsme-
thode stand ein Hilfsmittel zur schnellen Bestimmung von Ki-Werten von Inhibitoren 
zur Verfügung. Für das Peptid 15 ergab die Berechnung einen Ki-Wert von 0,98 µM. 
Dieser Wert unterscheidet sich von dem aus Literatur für Peptid 15 bekannten Ki-Wert 
von 0,25 µM (Yavin und Fridkin 1998). Der Unterschied zwischen den beiden Werten 
kommt durch die Bestimmungsmethode zustande. In dieser Arbeit wurde der Ki-Wert 
aus dem IC50-Wert, der von der verwendeten Substrat- und Enzymkonzentration abhän-
gig ist, berechnet und nicht wie bei Yavin et al. experimentell bestimmt. Zur genauen 
Bestimmung der Ki-Werte wäre die experimentelle Bestimmung vorzuziehen gewesen. 
Um einen groben Vergleich zwischen den von Yavin et al. getesteten Peptiden und den 
Peptiden aus dieser Arbeit vorzunehmen, reichte die Genauigkeit allerdings aus. 

Die aus dem Screening der Bibliotheken erhaltenen Peptide wurden synthetisiert und 
mit dem bereits etablierten Mikrotiterplatten-Testsystem auf Hemmung von humanem 
Cathepsin G getestet. Die dabei erhaltenen Hemmdaten sind in der untenstehenden Ta-
belle dokumentiert (148HTabelle 17). Mit Hemmdaten um die 50 % zeigten die neuen Pepti-
de eine schwache und deutlich schlechtere Hemmung von humanem Cathepsin G als 
das Ausgangspeptid Peptid 15. Auch die Diversität der Sequenzen war noch sehr 
 

Tabelle 17: Hemmung von humanem Cathepsin G durch die Peptide aus dem Screening der Biblio-
thek.  

Name Sequenz Hemmung 
 bei 100 µM 

P1 RNTQHTNIYAKDIFV 50,0 % 
P2 GNTQHTNIYAKDIFV 53,2 % 
P3 GIPQHTNIYAKDIFV 49,4 % 

 
gering. Als mögliche Ursache hierfür kommt die für die Erstellung des für die Biblio-
thek codierenden DNA-Fragmentes verwendete Strategie I infrage. Bei der verwendeten 
Strategie ist es nicht ausgeschlossen, dass gewisse Basenpaarungen bei der Hybridisie-
rung mit höherer Wahrscheinlichkeit erfolgen als andere. Diese und die bereits bei der 
Auswertung der Ergebnisse der Sequenzanalyse festgestellten Schwächen der  
Strategie I führten zu dem Entschluss, bei der Erstellung weiterer Bibliotheken eine 
andere Strategie zu verfolgen und so dieses Manko zu beseitigen. 
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4.1.5 RATIONALE VERBESSERUNGEN DER PEPTIDE 

Im Hinblick auf die Tatsache, dass die Sequenzen der Peptide aus der Bibliothek ab der 
vierten Aminosäure identisch waren, lag der Schluss nahe, Verkürzungen der Peptide 
vorzunehmen und diese verkürzten Varianten ebenfalls auf eine Hemmung von huma-
nem Cathepsin G hin zu überprüfen. Auf diesem Weg entstanden Peptid 4 und Peptid 5 
( 149HTabelle 18). Diese Verkürzungen der Peptidsequenzen am N-Terminus führten zu ei-
ner deutlichen Abnahme der Hemmung. Von der Synthese weiterer und längerer Pepti-
de in Anlehnung an die Konsensussequenz wurde abgesehen. Zum einen schien es 
zweifelhaft, dass auf diesem Wege potentere Inhibitoren erhalten werden können, zum 
anderen war es das Ziel, möglichst kurze Peptide zu erhalten, die dann als Leitstruktur 
für neue Inhibitoren von humanem Cathepsin G dienen können. 
 

Tabelle 18: Auswirkungen der rationalen Veränderungen der Peptide auf die Hemmung von hu-
manem Cathepsin G.  n.b.: Wert nicht bestimmt 

Name Sequenz % Hemmung. 
bei 100 µM IC50 [µM] Ki [µM] 

P1 RNTQHTNIYAKDIFV 50,0 n.b. n.b. 
P2 GNTQHTNIYAKDIFV 53,2 n.b. n.b. 
P3 GIPQHTNIYAKDIFV 49,4 n.b. n.b. 
P4       NIYAKDIFV 15,9 n.b. n.b. 
P5         YAKDIFV   4,5 n.b. n.b. 
P6           KDIFV 71,2 11,7 2,2 
P6a              DIFVFV 80,8 9,76 1,18 
P6b              DFFVFV 75,1 12,87 1,56 
P6c              DIFLFV 68,4 13,25 1,61 
P6d             KDIFVFV 22,9 n.b. n.b. 
P6e              DAFFVF 19,8 n.b. n.b. 
P7          KDIF 34,0 n.b. n.b. 
P8            DIFV 15,9 n.b. n.b. 
14        FWSKDIGY 56,0 n.b. n.b. 
15       EILIFWSKDIGYSFT 94,6 8,98 0,98 

P18             DIFVV 34,0 n.b. n.b. 

 
Vergleicht man die Sequenzen der neuen Inhibitoren mit den Sequenzen der beiden be-
reits bekannten Inhibitoren Peptid 14 und Peptid 15, so zeigte sich auf den ersten Blick 
eine Konsensussequenz bestehend aus den Aminosäuren Lysin, Asparaginsäure und 
Isoleucin (KDI), die in allen fünf Peptidsequenzen enthalten war (150HAbbildung 16). Auch 
C-terminal nach dieser in den fünf verglichenen Sequenzen enthaltenen Konsensusse-
quenz sind Ähnlichkeiten in den Sequenzen zu erkennen. In Richtung des C-Terminus 
folgten noch eine aromatische Aminosäure: bei den Peptiden aus der Bibliothek ein 
Phenylalanin, bei den Peptiden 14 und 15 ein Tyrosin. Die Tatsache, dass die Amino-
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säure Glycin in den Peptiden aus dem Screening der Bibliothek I nicht vorhanden war, 
wurde nicht weiter berücksichtigt. Die Aminosäure Glycin besitzt keine Seitenkette, mit 
der sie Interaktionen mit dem Enzym eingehen könnte, deshalb wurde der Effekt, den 
die Aminosäure auf die Interaktion mit dem Enzym hat, als nicht essenziell eingestuft. 
Auch die Ergebnisse des Protein-Peptid-Docking ließen keine starke Abhängigkeit von 
dieser Aminosäure erkennen (nicht gezeigt). 

Die C-terminale Aminosäure Valin bei den Bibliothekspeptiden liegt deprotoniert vor, 
ist also polar und könnte möglicherweise den Platz des Serins einnehmen. Leider liefer-
te das verwendete Programm zum Protein-Peptid-Docking bei den langen Peptiden kei-
ne eindeutigen Lösungen, so dass diese Annahme nicht durch Dockingdaten gestützt 
werden konnte. 

10
. . . . | . . . . | . . . . | . . .

P01 R N T Q H T N I Y A K D I - F V - -
P02 G N T Q H T N I Y A K D I - F V - -
P03 G I P Q H T N I Y A K D I - F V - -
P14 - - - - - - - F WS K D I G Y - - -
P15 - - - E I L I F WS K D I G Y S F T

 

Abbildung 16: „Multiple Sequence Alignment“ der drei Peptidsequenzen aus dem Bibliotheks-
screening mit den beiden bereits bekannten Inhibitoren (Peptid 14, Peptid 15 
(Yavin und Fridkin 1998)). Am C-Teminus ist in allen Sequenzen eine Konsensusse-
quenz aus den Aminosäuren KDI (roter Rahmen) vorhanden. 

Die drei Peptide aus der Bibliothek wiesen darüber hinaus eine Übereinstimmung in den 
auf diese drei Aminosäuren folgenden beiden Aminosäuren Phenylalanin und Valin 
(FV) auf. Es lag also nahe, die erweiterte Konsensussequenz KDIFV als freies Peptid zu 
synthetisieren und ebenfalls auf Hemmung von Cathepsin G zu testen. Das Peptid 6 
zeigte dabei mit einer Hemmung von 71,2 % eine deutlich stärkere Hemmung als jedes 
der drei Ausgangspeptide aus der Bibliothek. Eine Verkürzung des Peptids um eine 
Aminosäure vom N-Terminus her oder die Verkürzung des Peptids um eine Aminosäu-
re vom C-Terminus her führte zu einer deutlichen Abnahme der Hemmung 
( 151HTabelle 18). 

Die rasanten Fortschritte und die zunehmende Bedeutung computergestützter Methoden 
in der Entwicklung neuer Arzneistoffe, sowie die faszinierende Aussicht, Auswirkungen 
von Veränderungen an bestehenden Molekülen mithilfe des Computers vorherzusagen 
und somit Kosten und Zeit zu sparen, legen den Schluss nahe, die Interaktion eines Pep-
tids mit humanem Cathepsin G auf diesem Weg zu untersuchen. Der Ausgangspunkt für 
eine solche Analyse ist die Kristallstruktur des Proteins (Hof et al. 1996). Für das Prote-
in-Peptid-Docking steht eine breite Vielfalt verschiedener Programme mit unterschied-
lichem Leistungsumfang zur Verfügung (Taylor et al. 2002; Bursulaya et al. 2003; 
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Maiorov und Sheridan 2005; Orry et al. 2006). Zusätzlich zu der Bestimmung der 
Hemmung von humanem Cathepsin G wurde am Max-Planck-Institut für Bioinformatik 
in Saarbrücken jede Peptidsequenz einem Protein-Peptid-Docking gegen die Kristall-
struktur (Protein Database code: 1aug) des Enzyms unterzogen. Für die Dockingberech-
nungen wurde das ICM-Programmpaket (ICM-Pro, Version 3.5.a, Molsoft, LaJolla, 
USA), das ein Docking mit einem flexiblen Liganden und ebenso mit flexiblen Seiten-
ketten des Proteins erlaubt (Abagyan und Totrov 2001), ausgewählt. Dieses Programm 
errechnet mehrere mögliche Anordnungen und Orientierungen des Peptids auf der 
Oberfläche des Enzyms. Diejenigen zwanzig Docking-Lösungen mit den niedrigsten 
berechneten freien Energien wurden in einer Datei abgespeichert. Die 152HAbbildung 17 
zeigt das Ergebnis des Protein-Peptid-Dockings für das Peptid 6. Ein interessanter An-
satzpunkt für eine weitere Verbesserung ergab sich aus dem Vergleich der Pepti-
de 8 und 18. Diese unterscheiden sich in ihrer Sequenz nur durch 
 

 

Abbildung 17: Protein-Peptid-Docking des Peptids 6 (KDIFV) gegen die Kristallstruktur von hu-
manem Cathepsin G. grün: hydrophobe Bereiche; rot: Wasserstoffbrückenakzeptoren; 
blau: Wasserstoffbrückendonatoren; grau: nicht einzuordnen in Bezug auf diese Eigen-
schaften. 

das C-terminale Valin, in ihrer inhibitorischen Wirkung allerdings um mehr als Faktor 
zwei. Am C-Terminus scheint also ein hydrophober Bereich für die Hemmung von hu-
manem Cathepsin G essenziell zu sein. Deshalb sollte nun untersucht werden, wie sich 
eine weitere Verlängerung dieses hydrophoben Bereiches bei den Peptiden 6 und 8 
auswirkt. Hierzu wurde zunächst das Peptid 8 um die Aminosäure Valin in Richtung 
des C-Terminus verlängert (Peptid 18), was bereits zu einer messbaren Erhöhung der 
Hemmung führte. Schließlich wurde das Peptid 8 um die Aminosäuren Phenylalanin 
und Valin C-terminal verlängert (P6a) und wiederum die Hemmdaten ermittelt 
( 153HTabelle 18). Mit dem Peptid 6a (DIFVFV) wurde der bis zu diesem Zeitpunkt poten-
teste Peptidinhibitor dieser Arbeit erhalten. Die 154HAbbildung 18 zeigt das Ergebnis des 
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Protein-Peptid-Dockings des Peptids 6a. Der IC50-Wert lag bei 9,76 µM  
 

 

Abbildung 18: Protein-Peptiddocking des Peptids 6a (DIFVFV) gegen die Kristallstruktur von 
humanem Cathepsin G. grün: hydrophobe Bereiche; rot: Wasserstoffbrückenakzepto-
ren; blau: Wasserstoffbrückendonatoren; grau: nicht einzuordnen in Bezug auf diese Ei-
genschaften. 

im Vergleich zu 11,7 µM bei Peptid 6 und 4,5 µM bei Peptid 15. Eine Verlängerung des 
Peptids 6 um die Aminosäuren Phenylalanin und Valin am C-Terminus führte hingegen 
zu einem nahezu vollständigen Verlust der inhibitorischen Wirkung (Peptid 6d). Mit 
den Peptiden 6 und 6a standen somit neue Leitstrukturen für die weitere Entwicklung 
von Hemmstoffen für humanes Cathepsin G zur Verfügung. Ferner konnten nun Bakte-
rienzellen, die diese Peptide auf ihrer Oberfläche exprimieren, generiert werden und als 
Kontrolle dienen. 

Als neuer Ausgangspunkt für rationale Veränderungen sollte nun das Peptid 6a dienen. 
Zunächst wurden zwei Aminosäurenaustausche in der Peptidsequenz von Peptid 6a 
vorgenommen. An Position zwei wurde die Aminosäure Isoleucin durch die Aminosäu-
re Phenylalanin ausgetauscht. Damit sollte dem Ergebnis des Protein-Peptid-Dockings 
Rechnung getragen werden, das an dieser Stelle unpolare Wechselwirkungen mit dem 
Enzym vorhergesagt hatte (Peptid 6b). Das Peptid 6b wurde gegen die Kristallstruktur 
von humanem Cathepsin G gedockt ( 155HAbbildung 19 P6b). Als zweites sollte das Valin 
an Position vier durch das etwas weniger voluminöse Leucin ersetzt werden (Peptid 6c). 
Auch dieses Peptid wurde einem Protein-Peptid-Docking unterzogen (156HAbbildung 19 
P6c). Beim Austausch der Aminosäure Isoleucin gegen Alanin an Position zwei sollte 
die Hypothese überprüft werden, dass dadurch das darauf folgende Phenylalanin besser 
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Abbildung 19: Protein-Peptiddocking der Peptide 6a (DIFVFV), 6b (DFFVFV), 6c (DIFLFV), 6d 
(KDIFVFV) gegen die Kristallstruktur von humanem Cathepsin G. grün: hydropho-
be Bereiche; rot: Wasserstoffbrückenakzeptoren; blau: Wasserstoffbrückendonatoren; 
grau: nicht einzuordnen in Bezug auf diese Eigenschaften. 

mit dem Enzym wechselwirken könnte (Peptid 6e, 157HAbbildung 19 P6e). Eine weitere 
Veränderung der Sequenz des Peptids 6a lag noch nahe: die Kombination von Peptid 6 
mit Peptid 6a – also das Einfügen der Aminosäure Lysin an Position eins des Peptids 6a 
(Peptid 6d, 158HAbbildung 19 P6d). Neben der virtuellen Untersuchung der veränderten 
Peptide wurden auch die Hemmdaten bestimmt und in 159HTabelle 18 zusammengestellt.  

P6b P6c

P6d P6e
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4.2 EINFLUSS DES EXPRESSIONSSYSTEMS AUF DAS AUTODIS-
PLAY VON PEPTIDEN AUF DER OBERFLÄCHE VON E. COLI  

4.2.1 AUTODISPLAY VON PEPTIDINHIBITOREN UNTER DER KONTROLLE 
EINES INDUZIERBAREN PROMOTORS 

Die Tatsache, dass die exprimierten Peptide das Wachstum der Bakterien negativ beein-
flussen könnten, wurden zum Anlass genommen, die Expression der Peptide von außen 
steuerbar zu machen. Dazu bot es sich an, ein Expressionssystem zu benutzen, bei dem 
die Expression unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors steht. In der Arbeits-
gruppe Jose wurde das pET System der Firma Novagen (MERCK, Darmstadt) bereits 
erfolgreich für das Autodisplay der Sorbitol-Dehydrogenase eingesetzt (Handel 2003). 
Ausgehend von dem Plasmid pETSH4 (Handel 2003) sollte ein Plasmid generiert wer-
den, das die bereits erfolgreich eingesetzte Autotransporter-Translokationseinheit aus 
dem Plasmid pJM942 unter die Kontrolle des induzierbaren T7 Promotors aus pETSH4 
stellt. Da das Plasmid pETSH4 seinerseits schon über eine für ein Autotransporter-
Fusionsprotein codierende Sequenz verfügte, waren auch entsprechende kompatible 
Restriktionsendonukleaseschnittstellen bereits vorhanden. Der Vektoranteil wurde aus 
pETSH4 durch den Verdau mit den Restriktionsenzymen NdeI und BamHI (Fragment-
länge: 5895 bp) erhalten. Die für das Autotransporter-Fusionsprotein codierende Se-
quenz wurde aus dem mit den gleichen Enzymen geschnittenen Plasmid pJM942 
(Fragmentlänge: 1139 bp) gewonnen. Beide Fragmente wurden nach dem Verdau durch 
Agarosegelelektrophorese gereinigt, die aufgereinigten Fragmente mit T4 DNA-Ligase 
zum Plasmid pDB001 ligiert, in E. coli UT5600 (DE3) transformiert und der korrekte 
Verlauf der Experimente durch Analyse der aufgenommenen Plasmid-DNA kontrolliert.  

Mit dem Plasmid pDB001 stand die Möglichkeit offen, die Expression der Peptid 15-
Varianten und des Peptids 6 unter die Kontrolle eines induzierbaren Promotors zu stel-
len. Dazu wurde das Plasmid mit den Restriktionsendonukleasen XhoI und SacII ge-
schnitten und durch Agarosegelelektrophorese aufgereinigt. Das dabei entstandene 
große Fragment (6728 bp) sollte als Vektor zum Einsatz der für die Peptide codierenden 
Fragmente dienen. Analog zur bereits beschriebenen Generierung der Bibliothek wur-
den hier ebenfalls wieder zwei zueinander komplementäre für die Peptide codierende 
Oligonukleotide so miteinander hybridisiert, dass nach Ausbildung der Wasserstoff-
brückenbindungen zwischen den Oligonukleotiden bereits die zu den verwendeten 
Restriktionsendonukleasen XhoI und SacII kompatiblen Enden vorhanden waren. Die 
verwendeten Oligonukleotide und die daraus resultierenden Peptide können aus der 
160HTabelle 19 entnommen werden. Die hybridisierten Oligonukleotide konnten  
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Tabelle 19: Übersicht über die verwendeten Oligonukleotidpaare und der daraus hervorgegangen 
Plasmide. 

verwendetes Oligo-

nukleotidpaar  
codiertes Peptid 

Bezeichnung  

des Plasmids 

DZ019 + DZ020 YPYDVPDYAEILIFWSKDIGYSFT pDB003 

DZ015 + DZ016          EILIFWSKDIGYSFT pDB004 

 
ohne weitere Aufreinigung in 10-fachem molaren Überschuss zum Vektor zur Ligation 
eingesetzt werden. Ein Teil jedes Ligationsansatzes wurde nach Dialyse gegen 
Reinstwasser zur Transformation in E. coli UT5600 (DE3) eingesetzt. Nach der erfolg-
reichen Transformation der Plasmide in E. coli musste nun die Funktionsfähigkeit des 
Autotransporter-Fusionsproteins in den erhaltenen Stämmen überprüft werden. Zu die-
sem Zweck wurden die Außenmembranen der neuen Stämme isoliert und die Außen-
membranproteine in einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die 
Auswertung des Polyacrylamidgels nach der Coomassie-Färbung ergab für alle drei 
untersuchten Stämme eine Lokalisierung des Fusionsproteins in der Außenmembran 
von E. coli. Aufgrund des mitexprimierten HA-Epitops konnte für die pDB003-
tragenden Bakterien zusätzlich eine immunologische Nachweismethode angewendet 
werden. Hierzu wurde das Außenmembranisolat auf zwei Gelen aufgetrennt. Eines 
wurde für eine Coomassie-Färbung benutzt. Aus dem anderen Gel wurden die Proteine 
durch Elektroblotting auf eine PVDF-Membran übertragen. Diese Membran wurde zu-
nächst mit einem Mäuse Anti-HA-Antikörper behandelt. Zur Detektion wurde im An-
schluss daran ein Ziegen Anti-Maus-Antikörper verwendet, der zusätzlich mit dem 
Enzym Alkalische Phosphatase gekoppelt war. Die Kopplung an Alkalische Phosphata-
se ermöglichte durch Umwandlungen ihres farblosen Substrates zu einem violetten Pro-
dukt die spezifische Visualisierung der Banden des Fusionsproteins (161HAbbildung 20). 
Hierbei war im Falle der Expression unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors 
sowohl bei der Coomassie-gefärbten SDS-Page als auch bei dem fertig entwickelten 
und sensitiveren Immunoblot kein Signal ohne eine vorhergehende Induktion der Prote-
inexpression zu sehen ( 162HAbbildung 20 Spur 2), das heißt, es konnte keine Basalexpres-
sion nachgewiesen werden. Im Isolat des Peptids 15HA konstitutiv exprimierenden 
Stammes, das als Kontrolle mit aufgetragen worden war und auch im Außenmembrani-
solat des pDB003 enthaltenen Stammes waren deutlich Signale bei der erwarteten Grö-
ße zu sehen. Somit war der Nachweis erbracht, dass die induzierbare Proteinexpression 
geglückt war und mit der konstitutiven Expression vergleichbare Ergebnisse liefert. 
Außerdem wurde zumindest für dieses Konstrukt keine sogenannte Basalexpression 
beobachtet, es erfolgte also keine nachweisbare Proteinexpression ohne vorhergehende 
Induktion. Zusätzlich zu den bereits gezeigten Experimenten wurde die Oberflächen-
ständigkeit und die Funktion der Peptidpassagiere der Autotransporter-Fusionsproteine 
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durch Markierung der Zellen mit biotinyliertem humanen Cathepsin G 
 

A           B 

-- 49 kDa

-- 36 kDa

-- 25,4 kDa

1

-- 49 kDa

-- 36 kDa

-- 25,4 kDa 

Abbildung 20: Vergleich der konstitutiven Proteinexpression und der induzierbaren Proteinexpres-
sion am Beispiel des Peptids 15 mittels SDS-PAGE und Western-Blot der Außen-
membranisolate. A: Spur 1: Außenmembranisolat des Peptid 15 konstitutiv 
exprimierenden Stammes UT5600 (DE3) pDZ15HA; Spur 2: Außenmembranisolat des 
Peptid 15 induzierbar exprimierenden Stammes UT5600 (DE3) pDB003, nicht induziert; 
Spur 3: Außenmembranisolat des Peptid 15 induzierbar exprimierenden Stammes 
UT5600 (DE3) pDB003, induziert. B: Western-Blot der Außenmembranisolate. 
Spur 1: Außenmembranisolat des Peptid 15 konstitutiv exprimierenden Stammes 
UT5600 (DE3) pDZ15HA; Spur 2: Außenmembranisolat des Peptid 15 induzierbar 
exprimierenden Stammes UT5600 (DE3) pDB003, nicht induziert; 
Spur 3: Außenmembranisolat des Peptid 15 induzierbar exprimierenden Stammes 
UT5600 (DE3) pDB003, induziert. Die Banden des Peptid 15-Autotransporter-
fusionsproteins sind durch die Pfeile markiert. In Spur 4 ist jeweils ein Größenstandard 
zur Abschätzung der Molekulargewichte der Proteine aufgetragen. 

und Streptavidin-FITC kontrolliert. Die so markierten Zellen wurden im Durchflusszy-
tometer analysiert. Die Ergebnisse der Analyse von jeweils 10000 Kontrollzellen, Pep-
tid 15HA konstitutiv exprimierenden und Peptid 15HA induzierbar exprimierenden 
E. coli Zellen ist in 163HAbbildung 21 dargestellt. Beide peptidtragenden Stämme konnten 
durch ihren im Vergleich zu den Kontrollzellen deutlich erhöhten mittleren Fluores-
zenzwert von diesen unterschieden werden. Mit den erhaltenen Ergebnissen konnte die 
Oberflächenständigkeit der Peptide und ihr funktionsfähiger Zustand nachgewiesen 
werden. Das Autodisplay von Peptidinhibitoren unter der Kontrolle eines induzierbaren 
Promotors wirkte sich weder auf Expression der Peptidinhibitoren noch auf die Markie-
rung negativ aus. Gerade im Hinblick auf die geplante Expression von Peptidbibliothe-
ken, sollte die Expression unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors Vorteile 
bringen, da die Bakterien nicht ständig rekombinante Proteine bilden, die sich auf das 
Wachstum und die Überlebensfähigkeit der Bakterien negativ auswirken können. Der 
nächste Schritt war nun, die neuen Inhibitoren von humanem Cathepsin G Peptid 6 
(KDIFV) und 6a (DIFVFV) ebenfalls auf der Oberfläche von Bakterien zu exprimieren 
und zu markieren. Dazu musste zuerst das für die Peptide codierende DNA-Fragment in 
das Expressionsplasmid pDB002 eingesetzt werden.  
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Abbildung 21: Einfluss des Expressionssystems auf das Autodisplay von Peptid 15HA. Vergleich der 
mittleren grünen Fluoreszenzen (mF) nach Analyse von jeweils 10000 Bakterienzellen im 
Durchflusszytometer (FACSAria™). A: Kontrollzellen (UT5600 (DE3), mF = 30); 
B: konstitutive Expression von Peptid 15HA (UT5600 (DE3) pDZ15HA, mF = 661); 
C: induzierbare Expression von Peptid 15HA (UT5600 (DE3) pDB003, mF = 1055), 
nach Induktion. 

Das Plasmid wurde mit den Restriktionsenzymen XhoI und SacII verdaut (2h, 37 C), 
das Verdaumuster mithilfe einer Agarosegelektrophorese überprüft. Das größte DNA-
Fragment (6728 bp) sollte als Vektor zur Aufnahme der codierenden Sequenzen für die 
beiden Peptide dienen. Analog zur Erstellung des Inserts für die Bibliothek I (Strate-
gie I, 164HAbbildung 6) wurden je zwei zueinander komplementäre Oligonukleotide synthe-
tisiert, die für die beiden Peptide codieren und nach ihrer Hybridisierung bereits die 
zum Einsetzen in den Vektor erforderlichen kompatiblen Enden aufwiesen (XhoI und 
SacII). Zur Ligation wurden 50 ng geschnittener Vektor und jeweils ein 10-facher mola-
rer Überschuss an Peptidinsert eingesetzt. Die Ligation mit dem geschnittenen Vektor 
lieferte dann die Plasmide pDB008 (Autodisplay von Peptid 6) und pDB010 (Autodis-
play von Peptid 6a). Von beiden Ligationsansätzen wurden je 3 µl durch Elektroporati-
on in E. coli UT5600 (DE3) transformiert. Die Analyse der aus den Transformanden 
isolierten Plasmid-DNA mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen und eine darauf 
folgende Agarosegelelektrophorese bestätigte die Korrektheit der von den Zellen aufge-
nommenen Plasmide. Zur Markierung der oberflächenexprimierten Peptide wurden je-
weils 20 ml LB-Medium mit 200 µl aus einer Übernachtkultur der zu markierenden 
Zellen beimpft und bis zu einer optischen Dichte von 0,6 kultiviert. Bei einer optischen 
Dichte von 0,6 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 20 µl 1 M IPTG-Lösung 
(Endkonzentration von 20 µM) und anschließende einstündige Inkubation bei 28 °C 
induziert. Von diesen Kulturen wurde jeweils genau die Menge an Bakteriensuspension 
entnommen und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt, die eine optischen Dichte von 1,2 
bezogen auf 1 ml lieferte. Als Kontrolle diente wiederum der Stamm UT5600 (DE3) 
und die weitere Vorgehensweise entsprach der Markierung der Peptid 15HA-
exprimierenden Zellen. Das Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse von 10000 
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markierten Bakterienzellen ist in 165HAbbildung 22 dargestellt. Im Vergleich zu den Kon-
trollzellen (UT5600 (DE3), 166HAbbildung 22 A) wiesen die Bakterienzellen, die das Pep-
tid 6 auf ihrer Oberfläche trugen (UT5600 (DE3) pDB008, 167HAbbildung 22 B) einen um 
den Faktor 50 höheren Mittelwert der grünen Fluoreszenz auf. 

 

         

Abbildung 22: Spezifische Markierung nach dem Zweischrittverfahren und Nachweis der Oberflä-
chenständigkeit des Peptids 6 (KDIFV) durch Analyse im Durchflusszytometer. 
Vergleich der mittleren grünen Fluoreszenzen (mF) von 30000 Bakterienzellen nach 
Analyse im Durchflusszytometer (FACSAria™). A: Kontrollzellen (UT5600 (DE3), 
mF = 30); Peptid 6-tragende Zellen (UT5600 (DE3) pDB008, mF = 1512). 

Auch von den Peptid 6a-tragenden Bakterienzellen wurden 30000 Bakterienzellen nach 
der Markierung mit Cathepsin G nach dem Zweischrittverfahren im Durchflusszytome-
ter analysiert und das Ergebnis in 168HAbbildung 23 dokumentiert. Wiederum zeigten die 
Peptid 6a-tragenden Zellen (UT5600 (DE3) pDB010, 169HAbbildung 23 B) im Vergleich zu 
den Kontrollzellen (UT5600 (DE3), 170HAbbildung 23 A) eine deutlich höhere grüne Fluo-
reszenz (Faktor 32). Die oberflächenexprimierten Peptide 6 (KDIFV) und 6a (DIFVFV) 
lassen sich also mit der vorgestellten Methode ebenso spezifisch markieren, wie zuvor 
das Peptid 15HA. Ein weiterer Befund lässt sich aus diesen Ergebnissen ebenfalls ablei-
ten. Die Voraussetzung für eine erfolgreiche Markierung nach der vorgestellten Metho-
de ist die Oberflächenständigkeit und Zugänglichkeit der exprimierten Peptide für das 
Enzym humanes Cathepsin G. Folglich kann die vorgestellte spezifische Markierung 
auch als Nachweis der Oberflächenständigkeit von Peptiden dienen. Verläuft die Mar-
kierungsreaktion erfolgreich, so muss der Bindungspartner für das humane Cathepsin G 
an der Oberfläche der Bakterien zugänglich sein. Hingegen lässt sich nicht unterschei-
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den, ob das exprimierte Peptid nicht in der Lage ist, das Enzym zu binden oder ob es 
nicht frei zugänglich vorliegt. 

        

Abbildung 23: Spezifische Markierung mittels des Zweischrittverfahrens und Nachweis der Ober-
flächenständigkeit des Peptids 6a (DIFVFV) durch Analyse im Durchflusszytome-
ter. Vergleich der mittleren grünen Fluoreszenz (mF) von 30000 Bakterienzellen nach 
Analyse im Durchflusszytometer (FACSAria™). A: Kontrollzellen (UT5600 (DE3), 
mF = 30); B: Peptid 6a-exprimierende Zellen (UT5600 (DE3) pDB010, mF = 947). 

4.2.2 EINFÜGEN EINER AGEI SCHNITTSTELLE IN DIE LINKERREGION 
VON PJM942  

Der geplante Wechsel der Strategie zur Bibliothekserstellung warf ein neues Problem 
auf. Das für die Bibliothek codierende doppelsträngige DNA-Fragment war lediglich 
zwischen 24 und 27 bp lang. Diese geringe Länge hätte die notwendige Aufreinigung 
nach dem Restriktionsverdau sehr erschwert, da die korrekte Auswahl des Fragmentes 
aufgrund des geringen Größenunterschiedes zu den durch den Verdau angefallenen En-
den sehr schwierig ist und eine große Fehlerquelle darstellt. Zur Lösung dieses Prob-
lems sollte das DNA-Fragment entsprechend der Vektorsequenz verlängert werden und 
so die Analytik des für die Bibliothek codierenden Inserts erleichtert werden. Da die zur 
Auswahl stehenden Plasmide in dem infrage kommenden Sequenzbereich über keine 
passenden Restriktionsendonukleaseschnittstellen verfügten, musste eine solche einge-
fügt werden. Hierzu bot sich eine Punktmutation der Base 431 von einem Adenin zu 
einem Thymin an, wodurch eine neue AgeI-Schnittstelle entstand (171HAbbildung 24). Um 
diese Punktmutation herbeizuführen, wurden zwei zueinander komplementäre Oligo-
nukleotide synthetisiert, die bis auf die auszutauschende Base zu der Vektorsequenz 
komplementär war. Die auszutauschende Base sollte sich nach Möglichkeit in der Mitte 
der Oligonukleotidsequenz befinden. Diese Oligonukleotide sollten bei einer Polymera-
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sekettenreaktion als Oligonukleotidprimer und die zu verändernde Plasmid-DNA 
(pDB001, pJM942) als DNA-Matrize dienen. Die Plasmid-DNA (50 ng) wurde dazu 
zunächst alkalisch denaturiert. Dieser Schritt, bei dem die beiden DNA-Stränge vonein-
ander getrennt werden, sollte später bei der Transformation die Anzahl von Klonen, 
 

 

Abbildung 24: Einfügen einer AgeI Schnittstelle in die Linkerregion von pJM942. Mit Hilfe der 
beiden Oligonukleotide oDBAgeI 1 und oDBAgeI 2 wurde an der Nukleotidposition 431 
des Plasmids pJM942 ein Adenin gegen ein Thymin durch PCR basierte Site Directed 
Mutagenesis ersetzt, wodurch eine AgeI Schnittstelle entstand. Die Erkennungssequenzen 
für die Restriktionsenzyme sind unterstrichen, der durch den Basentausch erfolgte Ami-
nosäurenaustausch ist durch einen Rahmen markiert. 

die die unveränderte DNA tragen herabsetzen, da die Empfängerzellen einzelsträngige 
DNA degradieren. Im Anschluss wurde mittels PCR das komplette Plasmid durch eine 
spezielle, thermostabile DNA-Polymerase (Vent® Polymerase) amplifiziert, die in der 
Lage war, den synthetisierten DNA-Strang zu überprüfen und so möglicherweise wäh-
rend der Synthese zusätzlich eingefügte Mutationen zu korrigieren („Proofreading“-
Aktivität). Im Reaktionsansatz noch enthaltene Matrizen-DNA wurde durch die Restrik-
tionsendonuklease DpnI, welche ausschließlich methylierte DNA-Moleküle verdaut, 
entfernt. Das Restriktionsenzym wurde hitzeinaktiviert, die Reaktionsansätze dialysiert 
und in E. coli transformiert. Durch Analyse der Plasmid-DNA der Transformanden 
konnte gezeigt werden, dass der Einbau der AgeI-Schnittstelle erfolgreich war. Es ent-
stand das Plasmid pDB007. Das Erzeugen der AgeI-Schnittstelle in dem Plasmid 
pDB001 gelang nicht durch ortsgerichtete Mutagenese. Stattdessen wurde das Plasmid 
pDB007 mit den bewährten Restriktionsenzymen NdeI und BamHI verdaut und das 
dabei entstandene kleine Fragment (1139 bp), das die gewünschte Mutation enthielt, 
über ein Agarosegel aufgereinigt. Dieses Fragment ließ sich nun problemlos in den mit 
den gleichen Restriktionsenzymen geschnittenen und aus dem Agarosegel aufgereinig-
ten Vektor pDB001 (5895 bp) einsetzen. Auf diesem Wege wurde das Plasmid pDB002 
erhalten, das sich vom Plasmid pDB001 nur durch die zusätzliche AgeI-Schnittstelle 
unterschied. Untersucht werden musste nun, ob sich der durch den Einbau der neuen 
Restriktionsschnittstelle AgeI bei den Plasmiden pDB002 und pDB007 bedingte Ami-
nosäureaustausch der polaren Aminosäure Glutaminsäure gegen die unpolare Amino-
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säure Valin auf den Translokationsmechanismus auswirkt. Hierzu wurde die äußere 
Membran der beiden Bakterienstämme isoliert und die Außenmembranproteine mithilfe 
einer SDS-Page aufgetrennt. Nach erfolgter Trennung und anschließender Färbung der 
Proteinbanden mit Coomassie-Färbelösung konnte im Gel eine korrekte Bande für das 
in beiden Plasmiden codierte Autotransporter-CTB-Fusionsprotein gefunden werden 
( 172HAbbildung 25). Die Integration der Autotransporter-Fusionsproteine in die 
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Abbildung 25: Kontrolle der Expression und der Lokalisation des Passagiers (CTB) aus pDB007 
und pDB002 in der Außenmembran anhand einer SDS-PAGE (12,5 %) der  
Außenmembranisolate. Spur 1: Größenstandard, Spur 2: Außenmembranisolat von 
pDB007, Spur 3: pDB002 nach einstündiger Induktion. Die Banden des Autotransporter-
Fusionsproteins sind durch die Pfeile markiert. 

Außenmembran wurde also durch Aminosäureaustausch nicht beeinflusst. Es lagen 
zwei neue Plasmide vor, die als Vektoren für Peptidbibliotheken dienen konnten. 

VERGLEICH DER KONSTITUTIVEN UND DER INDUZIERBAREN OBERFLÄCHENEXPRESSI-
ON VON PEPTIDEN MITTELS AUTODISPLAY 

Zum Vergleich der konstitutiven Proteinexpression mit der induzierbaren Proteinex-
pression sollten die codierenden Sequenzen für die bereits bekannten Peptide 6 und 6a 
in die Vektoren pDB002 (induzierbare Proteinexpression) und pDB007 (konstitutive 
Proteinexpression) eingesetzt werden. Zu diesem Zweck wurden die Plasmide pDB002 
und pDB007 mit den Restriktionsenzymen XhoI und SacII geschnitten und die ge-
schnittene DNA über ein Agarosegel aufgereinigt. Analog zur bereits beschriebenen 
Generierung der Plasmide pDB003 und pDB004 wurden hier ebenfalls wieder zwei 
zueinander komplementäre, für die Peptide codierende Oligonukleotidpaare so mitein-
ander hybridisiert, dass nach Ausbildung der Wasserstoffbrückenbindungen zwischen 
den Oligonukleotiden bereits die zu den verwendeten Restriktionsendonukleasen XhoI 
und SacII kompatiblen Enden vorhanden waren. Die verwendeten Oligonukleotide und 
die daraus resultierenden Peptidsequenzen können aus der 173HTabelle 20 entnommen wer-
den. Die hybridisierten Oligonukleotide wurden ohne weitere Aufreinigung in zehnfa-
chem molaren Überschuss zum Vektor zur Ligation eingesetzt. Je 3 µl jedes 
Ligationsansatzes wurden nach Dialyse zur Transformation in E. coli UT5600 (DE3) 
eingesetzt. Nach der Markierung der Bakterienzellen mit biotinyliertem humanen Ca-
thepsin G und Streptavidin-FITC, wurden die Bakterien im Durchflusszytometer ver-
messen. Die Ergebnisse der Messung von jeweils 10000 Bakterienzellen bestätigten die 
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korrekte Funktion der veränderten Transportdomäne ( 174HAbbildung 26). Alle Peptide lie-
ßen sich markieren und die Fluoreszenz der peptidtragenden Bakterien war dabei stets  
 

Tabelle 20: Übersicht über die Konstruktion der Plasmide und deren Eigenschaften.  

Bezeichnung Oligonukleotidpaar Peptidsequenz Vektor 
induzierbare  

Proteinexpression 

pDB005 DB005 + DB006 KDIFV pDB007 nein 

pDB006 oDB19xs + DB004    DIFVFV pDB007 nein 

pDB008 DB005 + DB006 KDIFV pDB002 ja 

pDB010 oDB19xs + DB004    DIFVFV pDB002 ja 
 

 

Abbildung 26: Vergleich der konstitutiven und der induzierbaren Oberflächenexpression der Pep-
tide 6 und 6a mithilfe der Durchflusszytometrie. Vergleich der mittleren Fluoreszen-
zen (mF) nach Analyse von jeweils 10000 Bakterienzellen im Durchflusszytometer 
(FACSAria™). A: Kontrollzellen (UT5600 (DE3) pDB002, nach einstündiger Indukti-
on), mittlere Fluoreszenz (mF) 40. B: Peptid 6-tragende Zellen (UT5600 (DE3) pDB008, 
nach einstündiger Induktion), mF = 866. C: Peptid 6a-tragende Zellen (UT5600 (DE3) 
pDB010, nach einstündiger Induktion), mF = 1142. D: Kontrollzellen (UT5600 (DE3) 
pDB007), mF = 33. E: Peptid 6-tragende Zellen (UT5600 (DE3) pDB005), mF = 379. 
F: Peptid 6a-tragende Zellen (UT5600 (DE3) pDB006), mF = 529. 

deutlich größer als die der Kontrollzellen. Die Messung erlaubte es, die induzierbare 
und die konstitutive Proteinexpression miteinander zu vergleichen. Wie schon bei Pep-
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tid 15HA führte die Oberflächenexpression unter der Kontrolle eines induzierbaren 
Promotors nach der Markierung mit biotinyliertem humanen Cathepsin G und Strepta-
vidin-FITC zu höheren Fluoreszenzmittelwerten (175HAbbildung 26 B und C) als bei Ober-
flächenexpression unter der Kontrolle eines konstitutiven Promotors (176HAbbildung 26 
E und F). Dieser Effekt war bei den Peptiden 6 und 6a mit einer Verdopplung der Fluo-
reszenzwerte noch ausgeprägter als bei Peptid 15HA. 

AUTODISPLAY VON PEPTIDEN UNTER VERWENDUNG DES PCOLADUET-1™ SYSTEMS 

Mit dem Plasmid pDB002 lag zwar ein Vektor für die Oberflächenexpression von Pep-
tidbibliotheken unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors vor, allerdings han-
delt es sich hierbei um einen aufgrund des gewählten Expressionssystems 7034 bp 
großen Vektor. Bei dieser Größe war mit einer herabgesetzten Transformationsrate zu 
rechnen. Mit dem Expressionsplasmid pCOLA-Duet-1TM (Novagen) stand ein deutlich 
kleineres Plasmid (3719 bp) zur Verfügung, das als weiteren Vorteil über eine zweite 
Multiple-Cloning-Site (MCS) zur Aufnahme einer weiteren codierenden DNA-Sequenz 
verfügt (177HAbbildung 27). Bevor es möglich war, die codierende Sequenz des Autotrans-
porter-Fusionsproteins in diesen Vektor einzusetzen, mussten zunächst zwei, in  
pCOLADuet-1TM bereits vorhandene, aber für die Klonierung erforderliche Schnittstel-
len (XhoI und AgeI) aus dem Vektor entfernt werden. Um dieses Ziel zu erreichen, 
wurde das Plasmid mit XhoI geschnitten, das Restriktionsenzym hitzeinaktiviert und der 
Reaktionsansatz mithilfe eines Reagenziensatzes aufgereinigt. Anschließend wurden die 
aus dem Restriktionsverdau resultierenden, überhängenden Enden durch Inkubation mit 
Klenow-Enzym unter Anwesenheit von Desoxynukleotiden in glatte Enden überführt, 
mit T4-DNA-Ligase wieder zu einem geschlossenen Plasmid ligiert und in 
UT5600 (DE3) transformiert. Die korrekte Entfernung der Restriktionsschnittstelle 
wurde nach Plasmidisolierung durch drei unabhängige Verdau-Experimente mit XhoI 
und anschließender gelelektrophoretischer Analyse nachgewiesen. In gleicher Weise 
wurde nun aus dem Plasmid die AgeI-Erkennungssequenz entfernt. In die erste MCS 
des so veränderten Vektors (pAG004) konnte nun das Autotransporter-Fusionsprotein 
eingesetzt werden. Hierzu wurde die codierende Sequenz des Autotransporter-
Fusionsproteins mithilfe einer PCR unter Verwendung zweier Oligonukleotidprimer aus 
den bestehenden Plasmiden amplifiziert. Als DNA-Matrize dienten die Plasmide 
pDB002 (Passagier: CTB), pDB008 (Passagier: Peptid 6) und pDB010 (Passagier: Pep-
tid 6a) (178HTabelle 21). Der erste Oligonukleotidprimer SH015 bindet an das 5´-Ende der 
codierenden Sequenz des Autotransporter-Fusionsproteins der Matrize und erweitert 
dieses um eine NcoI-Schnittstelle. Der zweite Oligonukleotidprimer SH016 bindet an 
das 3´-Ende der codierenden Sequenz des Autotransporter-Fusionsproteins der Matrize 
und fügt dort eine BclI-Schnittstelle an. Die Auswertung einer Agarosegel-
elektrophorese der PCR-Produkte bestätigte die korrekte Größe (1420 bp) der PCR-
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Produkte. Diese wurden nach Aufreinigung aus dem Gel und anschließender Inkubation 
mit den Restriktionsenzymen NcoI und BclI, das zu BamHI kompatible 
 

pCOLADuet-1
3719 bp

Kan

lacI

MCS-2 ORF

T7 Promoter

T7 promoter

lacO

lacO

ColA ori

T7 Terminato
Age I (567)

BamHI (107)

BglII (306)

EcoRI (113)

KpnI (353)

NdeI (299)

SexAI (2164)

XbaI (2305)

Xho I (355)

Aat II (347)

ApaI (3022)

Avr II (434)
BlpI (452)

Bpu10I (1103)

ClaI (1430)

HindIII (144)

NaeI (327)

Nco I (70)

Not I (151)

Pst I (136)
Sac I (123)

SalI (138)

Sma I (1249)

Sph I (1655)  

Abbildung 27: Plasmidkarte des Plasmids pCOLADuet-1TM.  

Enden liefert, in das mit NcoI und BamHI geschnittene Plasmid pAG004 ligiert. Die so 
gewonnenen Plasmide pDB011, pDB012 und pDB013 wurden in UT5600 (DE3) trans-
formiert. Die erhaltenen Klone wurden auf die Aufnahme des Plasmids kontrolliert, 
indem eine Plasmidisolierung, ein anschließender Verdau mit NdeI und BamHI und 
eine Analyse des Verdaumusters durch Agarosegelelektrophorese durchgeführt wurde. 
Hierbei zeigte sich, dass die Plasmid-DNA aller untersuchten Klone nach dem Verdau 
die erwarteten Fragmente (3550 bp, 857 bp, 401 bp) lieferte und die Klone die ge-
wünschte DNA aufgenommen hatten. Der Nachweis, dass der Wechsel des 
 

Tabelle 21: Konstruktion der Plasmide pDB011, pDB012 und pDB013.       

zur PCR verwendete 

DNA-Matrize 

Passagier des Auto-

transporters 

Bezeichnung des 

pColADuet Derivats 

pDB008 Peptid 6 pDB011 

pDB010 Peptid 6a pDB012 

pDB007 CTB pDB013 

Expressionssystems die Funktionalität des Autotransporter-Systems nicht beeinflusst, 
wurde mithilfe der Durchflusszytometrie erbracht. Kontrollzellen (UT5600 (DE3)) Pep-
tid 6-exprimierende E. coli (UT5600 (DE3) pDB011) und Peptid 6a-exprimierende 
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Bakterien wurden mit biotinyliertem humanen Cathepsin G und Streptavidin-
Dylight 649 markiert und im Durchflusszytometer vermessen. Die Messergebnisse sind 
in 179HAbbildung 28 dokumentiert. Das Autodisplay von Peptiden und die Markierung 
oberflächenexprimierter Peptide wurde durch den Wechsel des Expressionssystems auf 
das pCOLADuet-1TM-System nicht gestört. Die peptidtragenden E. coli konnten nach 
der Markierung einwandfrei von den Kontrollzellen unterschieden werden. Die mittle-
ren roten Fluoreszenzen unterschieden sich im Falle des Peptids 6 um Faktor 42 und im 
Falle von Peptid 6a um Faktor 50 von der mittleren Fluoreszenz der Kontrollzellen. Das 
Plasmid pDB013 verfügt über zwei Vorteile. Zum einen lag die Transformationseffi-
zienz im Vergleich zu pDB002 um eine Zehnerpotenz höher, was auf die im Vergleich 
zu pDB002 geringere Größe (5090 bp im Vergleich zu 7034 bp) zurückzuführen sein 
könnte. Zum anderen blieb durch die zweite MCS die Möglichkeit offen, eine für ein 
weiteres Protein codierende Sequenz (z. B. GFP) auf dem gleichen Plasmid unterzu-
bringen. 

 

Abbildung 28: Kontrolle der Oberflächenexpression der in den pCOLADuetTM Varianten codierten 
Fusionsproteine mithilfe der durchflusszytometrischen Analyse. Vergleich der mittle-
ren roten Fluoreszenzen (mF) nach Analyse von jeweils 30000 Bakterienzellen im Durch-
flusszytometer (FACSAria™). Die Bakterien wurden nach der Anzucht und Induktion 
nach dem Zweischrittverfahren fluoreszenzmarkiert. A: Kontrollzellen (UT5600 (DE3) 
pDB002), mF = 40. B: Peptid 6-tragende Zellen (UT5600 (DE3) pDB011), mF = 1680. 
C: Peptid 6a-tragende Zellen (UT5600 (DE3) pDB012), mF = 1993. 

EINFLUSS DER LINKERLÄNGE AUF DAS AUTODISPLAY VON PEPTIDEN 

Im Rahmen der Untersuchung von Einflüssen des verwendeten Expressionssystems auf 
das Autodisplay von Peptiden sollte noch der Einfluss der Linkerlänge des Autotrans-
porter-Fusionsproteins untersucht werden. Kontrollzellen (UT5600 (DE3)), Peptid 6-
exprimierende E. coli (UT5600 (DE3) pDB009), deren Autotransporter-Fusionsprotein 
eine lange Linkerregion (162 Aminosäuren) hat und Peptid 6-exprimierende Bakterien, 
deren Autotransporter-Fusionsprotein eine kurze Linkerregion (64 Aminosäuren) auf-
weist, wurden mit biotinyliertem humanen Cathepsin G und Streptavidin-FITC markiert 
und im Durchflusszytometer vermessen. Die Messergebnisse sind in 180HAbbildung 29 
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dargestellt. Die mittlere grüne Fluoreszenz beider Stämme unterschied sich nicht deut-
lich voneinander. Im Vergleich mit den Kontrollzellen fluoreszierten die peptidtragen-
den E. coli um etwa den Faktor 20 stärker. Die durchgeführten Experimente lassen den 
Schluss zu, dass die untersuchten Veränderungen in der Linkerregion des Autotranspor-
ters keinen Einfluss auf die Markierung der Bakterien mit humanem Cathepsin G haben. 
Da die längere Linkerregion keine Vorteile erkennen ließ, wurde für alle folgenden Ex-
perimente die kürzere Linkerregion gewählt. 

 

Abbildung 29: Einfluss der Linkerlänge auf das Autodisplay von Peptid 6 und die spezifische Mar-
kierung nach dem Zweischrittverfahren. Vergleich der mittleren grünen Fluoreszenz 
(mF) nach Analyse von 10000 Bakterienzellen im Durchflusszytometer (FACSScan™). 
A: Kontrollzellen (UT5600 (DE3), mF = 3), B: Peptid 6-exprimierende Zellen mit lan-
gem Linker (UT5600 (DE3) pDB009, mF = 61) und C: Peptid 6-exprimierende Zellen 
mit kurzem Linker (UT5600 (DE3) pDB008, mF = 63). 

4.3 OPTIMIERUNG DER TARGET-ABHÄNGIGEN SPEZIFI-
SCHEN FLUORESZENZMARKIERUNG OBERFLÄCHEN-
EXPRIMIERTER PEPTIDE 

4.3.1 EINSCHRITTVERFAHREN ZUR TARGET-ABHÄNGIGEN SPEZIFISCHEN 
FLUORESZENZMARKIERUNG OBERFLÄCHENEXPRIMIERTER PEPTI-
DE 

Setzt man zur Markierung von oberflächenexprimierten Peptiden direkt 
fluoreszenzmarkiertes humanes Cathepsin G ein, so vereinfacht sich der 
Markierungsprozess. Die peptidtragenden Bakterienzellen werden mit fluoreszenz-
markiertem humanen Cathepsin G inkubiert, wobei wiederum die Affinität von 
humanem Cathepsin G zu einzelnen Peptidvarianten zur Markierung ausgenutzt wird 
( 181HAbbildung 30 B). Nach dem Waschen sind dann lediglich die humanes Cathepsin G-
bindenden Bakterienzellen fluoreszenzmarkiert (182HAbbildung 30 C). Der Vorteil dieser 
Methode liegt hauptsächlich in einem Zeitgewinn durch die Reduktion der notwendigen 
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Waschschritte. Der Nachteil besteht darin, dass man auf den verwendeten 
Fluoreszenzfarbstoff festgelegt bleibt. Diese Methode ist also in dieser Hinsicht weniger 
flexibel als die Markierung nach dem Zweischrittverfahren mit biotinyliertem humanen 
Cathepsin G und einem Streptavidin-Fluoreszenzfarbstoff-Konjugat, das leicht 
ausgetauscht werden kann. 

 

Abbildung 30: Target-abhängige spezifische Fluoreszenzmarkierung oberflächenexprimierter Pep-
tide mit Hilfe von humanem Cathepsin G-FITC (Einschrittverfahren). Die peptid-
tragenden Bakterienzellen (A) wurden mit humanem Cathepsin G-FITC inkubiert (B). 
Nach dem Waschen bleiben nur die spezifisch gebundenen Cathepsin G-FITC Moleküle 
zurück. Die peptidtragende Bakterienzelle ist somit fluoreszenzmarkiert (C) und kann 
mithilfe dieses Labels von nicht markierten Zellen unterschieden werden. 

Zur Markierung der oberflächenexprimierten Peptide wurden jeweils 20 ml LB-Medium 
mit 200 µl aus einer Übernachtkultur der zu markierenden Zellen beimpft und bis zu 
einer optischen Dichte von 0,6 kultiviert. Bei einer optischen Dichte von 0,6 wurde die 
Proteinexpression durch Zugabe von 20 µl 1 M IPTG-Lösung (Endkonzentration von 
20 µM) und anschließende einstündige Inkubation bei 28 °C induziert. Von diesen Kul-
turen wurde jeweils genau die Menge an Bakteriensuspension entnommen und in ein 
2 ml Reaktionsgefäß überführt, die eine optische Dichte von OD = 1 bezogen auf 1 ml 
lieferte. Die peptidtragenden Bakterien (UT5600 (DE3) pDB010) und die Kontrollzel-
len (UT5600 (DE3)) wurden dreimal mit je 1 ml eiskaltem PBS 3 % BSA gewaschen 
und auf eine optische Dichte von 0,25 bezogen auf 1 ml eingestellt. Die Bakterien wur-
den sedimentiert und in 196 µl 0,1 M HEPES-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 
4 µl Cathepsin G-FITC-Konjugat (Endkonzentration von 20 µg/ml) wurden die Zellen 
30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit je 200 µl eiskal-
tem PBS wurden die markierten Bakterien in 1 ml PBS aufgenommen und in je ein 
15 ml Reaktionsgefäß überführt. Der Vergleich der mittleren grünen Fluoreszenz der 
Kontrollzellen (UT5600 (DE3), 183HAbbildung 31 A) mit der mittleren grünen Fluoreszenz 
der Peptid 6a-exprimierenden Zellen (UT5600 (DE3) pDB010, 184HAbbildung 31 B) zeigt 
auch bei dieser Markierungsmethode eine deutliche Verschiebung der positiven Bakte-
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rienzellen zu höheren Fluoreszenzen hin (Faktor 21). Somit eignet sich auch diese Me-
thode dazu, oberflächenexprimierte Peptide spezifisch zu markieren. 

 

Abbildung 31: Target-abhängige spezifische Markierung mittels des Einschrittverfahrens und an-
schließende Analyse im Durchflusszytometer. Vergleich der mittleren grünen Fluores-
zenz (mF) von 30000 Bakterienzellen nach Analyse im Durchflusszytometer 
(FACSAria™). A: Kontrollzellen (UT5600 (DE3), mF = 50); B: Peptid 6a-exprimierende 
Zellen (UT5600 (DE3) pDB010, mF = 1030) 

4.3.2 VERGLEICH DER BEIDEN MARKIERUNGSMETHODEN ZUR TARGET-
ABHÄNGIGEN SPEZIFISCHEN MARKIERUNG OBERFLÄCHENEXPRI-
MIERTER PEPTIDE 

Nachdem beide Markierungsmethoden getestet waren, sollte nun ein Vergleich beider 
Methoden in einem Experiment durchgeführt werden. Dazu wurden Kontrollzellen 
(UT5600 (DE3) und Peptid 6a-exprimierende Zellen (UT5600 (DE3) pDB010) einmal 
direkt und einmal indirekt mit Cathepsin G fluoreszenzmarkiert. Die Markierung wurde 
hierbei wie in den vorangegangenen Abschnitten beschrieben durchgeführt. Das Ergeb-
nis der durchflusszytometrischen Analyse von nach beiden Methoden markierten E. coli 
Zellen zeigte keine großen Unterschiede zwischen den beiden Markierungsmethoden: 
Bei beiden Methoden konnten Bakterienzellen, die Peptidinhibitoren exprimierten von 
den Kontrollzellen ohne Peptidinhibitor eindeutig unterschieden werden 
( 185HAbbildung 32). Die Markierungsmethoden konnten also als gleichwertig angesehen 
werden. Die Entscheidung, welche Methode angewendet werden soll, konnte somit von 
den Erfordernissen des jeweiligen Experimentes abhängig gemacht werden. 
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Abbildung 32: Vergleich des Zweischrittverfahrens mit dem Einschrittverfahren zur spezifischen 
Markierung oberflächenexprimierter Peptide am Beispiel von Peptid 6a-
exprimierenden E. coli. Vergleich der mittleren grünen Fluoreszenz (mF) von 30000 
Bakterienzellen nach Analyse im Durchflusszytometer (FACSAria™). A: Kontrollzellen 
(UT5600 (DE3)) nach dem Zweischrittverfahren markiert, mF = 48; B: Peptid 6a-
exprimierende Zellen (UT5600 (DE3) pDB010) nach Zweischrittverfahren markiert, 
mF = 2038; C: Kontrollzellen (UT5600 (DE3)) nach dem Einschrittverfahren markiert, 
mF = 54; D: Peptid 6a-exprimierende Zellen (UT5600 (DE3) pDB010) nach dem Ein-
schrittverfahren markiert, mF = 1578. 

4.3.3 OPTIMIERUNG DER EINGESETZTEN MENGE AN HUMANEM 
CATHEPSIN G 

In früheren Arbeiten wurde die Anzahl der Autotransporter-Fusionsproteine in der Au-
ßenmembran einer E. coli-Zelle zum einen durch Titration (Jose et al. 2001) und zum 
anderen durch Fluoreszenzmarkierung bestimmt (Handel 2003). Die dort ermittelten 
Zahlenwerte von 1,18 x 105 bzw. von 4,7 x 105 Autotransporter-Fusionsproteinen in der 
Außenmembran einer Zelle konnten als Anhaltspunkt dienen. Zu bedenken galt aller-
dings, dass dort Proteine (bovines Adrenodoxin, Sorbitol-Dehydrogenase) exprimiert 
wurden und andere Expressionssysteme zum Einsatz kamen. Wie von Handel beschrie-
ben wurde zur Bestimmung der Molekülzahl auf der Oberfläche von E. coli die mittlere 
grüne Fluoreszenz von fünf verschiedenen Bead-Typen, die sich in der Anzahl auf ihrer 
Oberfläche gebundener FITC-Moleküle unterschieden, im Durchflusszytometer be-
stimmt ( 186HTabelle 22). Im Anschluss daran konnte aus den Herstellerangaben (Zahl der 
FITC-Moleküle auf den Beads) und den ermittelten Fluoreszenzmittelwerten eine  
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Kalibriergerade erstellt werden (187HAbbildung 33). Durch lineare Regression konnte dar-
aus die Geradengleichung (R = 0,998) ermittelt werden (188HFormel 2).  
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Abbildung 33: Bestimmung der Molekülzahl an exprimiertem Peptid P15HA mithilfe der mittleren 
Fluoreszenz nach Markierung mit humanem Cathepsin G (Zweischrittverfahren). 
Als Standards wurden mit einer definierten Menge an FITC beschichtete Beads im 
Durchflusszytometer analysiert. Es wurden fünf Beadtypen analysiert, die sich nur in der 
Anzahl an FITC-Molekülen auf ihrer Oberfläche unterschieden und die gemessenen mitt-
leren grünen Fluoreszenzen gegen die Anzahl der FITC-Moleküle in einem Diagramm 
aufgetragen. Anhand dieser Kalibrierfunktion lässt sich die Anzahl der Moleküle über die 
durch lineare Regression ermittelte Geradengleichung berechnen.  

Zur Bestimmung der Anzahl an Autotransporter-Fusionsproteinen wurden 20 ml LB-
Medium mit 200 µl aus einer Übernachtkultur von Peptid 15HA exprimierenden E. coli 
(UT5600 (DE3) pDZ15HA) beimpft und bis zu einer optischen Dichte von 0,6 kulti-
viert. Von dieser Hauptkultur wurde genau die Menge an Bakteriensuspension entnom-
men und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt, die eine optische Dichte von 0,5 
bezogen auf 1 ml lieferte. Die peptidtragenden Bakterien wurden dreimal mit je 1 ml 
eiskaltem PBS 3 % BSA gewaschen und auf eine optische Dichte von 0,1 eingestellt. 
Das Einstellen auf diese geringe optische Dichte sollte sicherstellen, dass das Markie-
rungsreagenz im Überschuss vorliegt. 1 ml dieser Bakteriensuspension wurde mit 20 µl 
humanem Cathepsin G 30 min (Endkonzentration von 20µg/ml) auf Eis inkubiert und 
erneut dreimal mit je 1 ml eiskaltem PBS gewaschen und wieder mit 1 ml eiskaltem 
PBS resuspendiert. Diese Bakteriensuspension wurde mit 20 µl Streptavidin- FITC-
Konjugat versetzt (Endkonzentration von 20µg/ml) und die Suspension ebenfalls wieder 
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Tabelle 22: Mittlere grüne Fluoreszenzen der Quantum TM 26 Beads (Bangs Laboratories Inc., 
Fishers, USA) 

Beadtyp  mittlere Fluoreszenz FITC-Einheiten  

A 1,14 0 

B 5 5035 

C 32 29620 

D 59 95320 

E 323 468786 

 
30 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit je 1 ml PBS wurden 
die Bakterien in 1 ml PBS resuspendiert und im Durchflusszytometer analysiert. Zur 
Analyse im Durchflusszytometer wurden die gleichen Geräteeinstellungen wie zur Er-
mittlung der Kalibriergeraden benutzt. Dies erlaubte die Berechnung der Anzahl 
oberflächenexprimierter Peptide durch Einsetzen des Fluoreszenzmittelwertes (138) der 
Peptid 15HA-exprimierenden Bakterien in die Geradengleichung (189HFormel 2). Es ergab 
sich eine Anzahl von rund 200000 Molekülen auf der Oberfläche, wenn man verein-
facht ein Verhältnis von eins zu eins (unter Berücksichtigung des Protein / Farbstoff-
verhältnisses) zwischen biotinyliertem Cathepsin G und Streptavidin-FITC-Konjugat 
annimmt. Eine solche Ermittlung der Anzahl an exprimierten Peptiden kann allerdings 
nur eine Schätzung darstellen, da die tatsächliche Stöchiometrie für die Reaktion von 
Biotin mit Streptavidin im Markierungsansatz (theoretisch vier zu eins) nicht bekannt 
war. 

 

Formel 2: Geradengleichung zur Bestimmung der Autotransportermolekülzahl auf der Zellober-
fläche. 

Ausgehend von 200000 Peptidmolekülen auf der Zelloberfläche einer Zelle ließ sich 
nun rechnerisch überprüfen, ob in den verwendeten Markierungsprotokollen genügend 
Cathepsin G eingesetzt worden war. Bei den vorliegenden Berechnungen wurde davon 
ausgegangen, dass eine optische Dichte von 1 einer Bakterienzahl von 108 pro ml ent-
spricht (Sambrook und Russel 2001) und humanes Cathepsin G ein Molekulargewicht 
von 25439,67 g / mol besitzt. Wie aus der Tabelle (190HTabelle 23) entnommen werden 
kann, wurde Cathepsin G bei den bisherigen Markierungsexperimenten in fünfzigfa-
chem Überschuss zur Markierung eingesetzt. So lag der Schluss nahe, die Auswirkun-
gen einer Reduktion der Cathepsin G Menge auf die Markierung experimentell zu 
untersuchen. Dazu wurden je 20 ml LB-Medium mit 200 µl aus einer Übernachtkultur 
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von Peptid 6a-exprimierenden E. coli (UT5600 (DE3) pDB010) und Kontrollzellen 
(UT5600 (DE3)) beimpft und bis zu einer optischen Dichte von 0,6 kultiviert. Bei einer 
optischen Dichte von 0,6 wurde die Proteinexpression durch Zusatz von 20 µl einer 
1 mM IPTG-Lösung (Endkonzentration von 20µM) und anschließender Inkubation (1 h 
bei 28 °C) induziert. Von diesen Hauptkulturen wurde genau die Menge an Bakterien-
suspension entnommen und in jeweils drei 2 ml Reaktionsgefäße überführt, die eine 
optische Dichte von 1,2 bezogen auf 1 ml lieferte.  

Tabelle 23: Geschätzte molekulare Verhältnisse zwischen Cathepsin G und den exprimierten Pepti-
den. 

Cathepsin G  
Menge 

Mol 
Cathepsin G 

Cathepsin G 
Moleküle 

Anzahl oberflächen- 
exprimierter Peptide 

bei OD = 1 
5 µl 0,49·10-9 2,96·1014 2·1013 

10 µl 0,93·10-9 5,38·1014 2·1013 
20 µl 1,97·10-9 1,08·1015 2·1013 

 
Die zu markierenden Bakterien wurden dreimal mit je 1 ml eiskaltem PBS 3 % BSA 
gewaschen und auf eine optische Dichte von 1 eingestellt. Abweichend von den voran-
gegangenen Markierungen wurden die Zentrifugationsschritte ebenfalls verändert. Nach 
dem bisherigen Protokoll (12000 g, 1 min) wurden sehr kompakte Bakteriensedimente 
erhalten, die sich nur schlecht resuspendieren ließen. Abhilfe schaffte die Umstellung 
aller Zentrifugationsschritte während der Markierung auf eine zehnsekündige Zentrifu-
gation in der Eppendorf Tischzentrifuge. Die maximale, unter diesen Bedingungen er-
reichte kurzzeitige Zentrifugalkraft betrug 10000 g. Je 1 ml dieser Bakteriensuspension 
wurde mit 5 µl, 10 µl und 20 µl humanem Cathepsin G versetzt (Endkonzentration von 
5 µg/ml, 10 µg/ml und 20 µg/ml) und 30 min auf Eis inkubiert. Dann wurde dreimal mit 
je 1 ml eiskaltem PBS gewaschen und wieder mit 1 ml eiskaltem PBS resuspendiert. 
Alle Ansätze wurden mit 20 µl Streptavidin-FITC Konjugat (Endkonzentration von 
20 µg/ml) versetzt und ebenfalls wieder 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem drei-
maligen Waschen mit je 1 ml PBS wurden die Bakterien in 1 ml PBS resuspendiert und 
im Durchflusszytometer analysiert (191HAbbildung 34). Die verwendeten Geräteeinstellun-
gen des Durchflusszytometers sind in unten stehender Tabelle (192HTabelle 24) dokumen-
tiert. 
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Tabelle 24: Übersicht über die der Messung zugrunde liegenden Geräteeinstellungen des Durch-
flusszytometers. 

Parameter 
Name Bedeutung Eingestellte  

Verstärkung Modus 

FSC Größe des analysierten Partikels 40 log 
SSC Granularität des analysierten Partikels 308 log 
FITC grüne Fluoreszenz 535 log 
APC rote Fluoreszenz 680 log 

Threshold nur Messwerte, die oberhalb dieses 
Wertes liegen, werden erfasst 

700 FSC und  
200 SSC  entfällt 

 

 

Abbildung 34: Einfluss der Menge an humanem Cathepsin G auf die Markierung nach dem Zwei-
schrittverfahren. Vergleich der mittleren grünen Fluoreszenz (mF) von je 30000 Bakte-
rienzellen nach Analyse im Durchflusszytometer (FACSAria™). Sowohl die 
Kontrollzellen als auch die Peptid 6a-tragenden Zellen wurden jeweils mit 5 µl, 10 µl, 
20 µl humanem Cathepsin G für dreißig Minuten inkubiert und nach dem Protokoll des 
Zweischrittverfahrens weiterbehandelt. A:  Kontrollzellen UT5600 (DE3) mit 5 µl bioti-
nyliertem humanen Cathepsin G (Endkonzentration: 5 µg/ml) inkubiert, mF = 60; B:  
Kontrollzellen UT5600 (DE3) mit 10 µl biotinyliertem humanen Cathepsin G (Endkon-
zentration: 10 µg/ml) inkubiert, mF = 55; C:  Kontrollzellen UT5600 (DE3) mit 20 µl bi-
otinyliertem humanen Cathepsin G (Endkonzentration: 20 µg/ml) inkubiert, mF = 61; D:  
Peptid 6a-exprimierende E. coli (UT5600 (DE3) pDB010) mit 5 µl biotinyliertem huma-
nen Cathepsin G (Endkonzentration: 5 µg/ml) inkubiert, mF = 1986; E: Peptid 6a-
exprimierende E. coli (UT5600 (DE3) pDB010) mit 10 µl biotinyliertem humanen Ca-
thepsin G (Endkonzentration: 10 µg/ml) inkubiert, mF = 2560; F:  Peptid 6a-exprimie-
rende E. coli (UT5600 (DE3) pDB010) mit 20 µl biotinyliertem humanen Cathepsin G 
(Endkonzentration: 20 µg/ml) inkubiert, mF = 8172.  

In allen drei Ansätzen konnten die peptidtragenden Bakterienzellen eindeutig von den 
Kontrollzellen unterschieden werden. Die mittlere grüne Fluoreszenz nahm bei den pep-
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tidtragenden Bakterien proportional zur eingesetzten Cathepsin G Menge zu, während 
die mittleren grünen Fluoreszenzen der Kontrollen nahezu unverändert blieben. Für das 
spätere Aussortieren positiver Varianten einer Bibliothek war es wünschenswert, dass 
der Abstand zwischen der positiven und negativen Population möglichst groß ist. Eine 
Reduktion der Cathepsin G Menge kam nicht infrage, da dadurch beide Populationen 
dichter zusammenrücken. Eine weitere Erhöhung des Überschusses an humanem Ca-
thepsin G um den Faktor 10 führte lediglich zu einer minimalen Steigerung der mittle-
ren grünen Fluoreszenz (154 im Vergleich zu 134, nicht gezeigt). Um Markie-
rungsreagenzien zu sparen, wurde bei allen folgenden Markierungen die eingesetzte 
Zellzahl auf ein Fünftel (OD = 0,2) reduziert, wodurch von allen Markierungsmateria-
lien ebenfalls nur noch ein Fünftel gebraucht wurde. 

4.3.4 OPTIMIERUNG DER INKUBATIONSDAUER MIT HUMANEM CA-
THEPSIN G 

Ein weiterer Parameter, dessen Auswirkungen auf die Markierung getestet wurde, ist 
die Inkubationsdauer mit humanem Cathepsin G während der Markierung. Zur Untersu-
chung der Abhängigkeit des Markierungsergebnisses von der Inkubationszeit mit hu-
manem Cathepsin G während der Markierung wurden je 20 ml LB-Medium mit 200 µl 
aus einer Übernachtkultur von Peptid 6a-exprimierenden E. coli 
(UT5600 (DE3) pDB010) und Kontrollzellen (UT5600 (DE3)) beimpft und bis zu einer 
optischen Dichte von 0,6 kultiviert. Bei einer optischen Dichte von 0,6 wurde die Prote-
inexpression durch Zusatz von 20 µl einer 1 M IPTG-Lösung (Endkonzentration von 
20 µM) und anschließender Inkubation (1 h bei 28 °C) induziert. Von diesen Hauptkul-
turen wurde genau die Menge an Bakteriensuspension entnommen und in jeweils vier 
2 ml Reaktionsgefäße überführt, die eine optischen Dichte von 0,5 bezogen auf 1 ml 
lieferte. Bei der Markierung wurden wieder alle Zentrifugationsschritte auf eine zehnse-
kündige Zentrifugation in der Eppendorf Tischzentrifuge verkürzt. Nach dreimaligem 
Waschen der Bakteriensuspensionen mit PBS 3 % BSA wurde die optische Dichte auf 
einen Wert von 0,2 mit 0,1 M HEPES-Puffer pH = 7,4 eingestellt. Jeweils 196 µl dieser 
Suspensionen wurden mit 4 µl der Lösung von humanem Cathepsin G-FITC-Konjugat 
versetzt (Endkonzentration 20 µg/ml). Nach 5 min, 10 min, 20 min und 30 min Inkuba-
tion bei 37 °C wurde jeweils ein Aliquot von den Kontrollzellen und den peptidtragen-
den Zellen dreimal mit je 200 µl eiskaltem PBS gewaschen, wieder in 196 µl eiskaltem 
PBS resuspendiert, mit je 4 µl Streptavidin-FITC-Konjugat versetzt (Endkonzentration 
20 µg/ml) und 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit je 
200 µl PBS wurden die Bakterien in 1 ml PBS resuspendiert und im Durchflusszytome-
ter analysiert (193HAbbildung 35). Bereits nach fünf Minuten Inkubationsdauer mit huma-
nem Cathepsin G ließen sich die peptidtragenden Bakterien eindeutig von den 
Kontrollzellen unterscheiden (Fluoreszenzzunahme um den Faktor 25, 
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194HAbbildung 35 A und E). Nach zehnminütiger Inkubation mit humanem Cathepsin G-
FITC-Konjugat nahm der Mittelwert der grünen Fluoreszenz der peptidtragenden Zellen 
noch weiter zu (Fluoreszenzzunahme um den Faktor 55, 195HAbbildung 35 B und F). Die 
 

 

Abbildung 35: Auswirkung der Inkubationsdauer mit humanem Cathepsin G auf die Markierung 
nach dem Einschrittverfahren. Sowohl von den Kontrollzellen als auch von den Pep-
tid 6a-tragenden Zellen wurde nach 5-, 10-, 20- und 30-minütiger Inkubationsdauer mit 
FITC-gekoppeltem humanen Cathepsin G jeweils ein Aliquot entnommen und nach der 
Protokoll des Einschrittverfahrens weiterbehandelt. Vergleich der mittleren grünen Fluo-
reszenz (mF) von je 30000 Bakterienzellen nach Analyse im Durchflusszytometer 
(FACSAria™). A: Kontrollzellen (UT5600 (DE3)) nach 5-minütiger Inkubation mit 
FITC-gekoppeltem humanen Cathepsin G, mF = 117; B: Kontrollzellen (UT5600 (DE3)) 
nach 10-minütiger Inkubation mit FITC-gekoppeltem humanen Cathepsin G, mF = 58; 
C: Kontrollzellen (UT5600 (DE3)) nach 20-minütiger Inkubation mit FITC-gekoppeltem 
humanen Cathepsin G, mF = 61; D: Kontrollzellen (UT5600 (DE3)) nach 30-minütiger 
Inkubation mit FITC-gekoppeltem humanen Cathepsin G, mF = 63; E: Peptid 6a-
exprimierende E. coli (UT5600 (DE3) pDB010) nach 5-minütiger Inkubation mit FITC-
gekoppeltem humanen Cathepsin G, mF = 2867; F: Peptid 6a-exprimierende E. coli 
(UT5600 (DE3) pDB010) nach 10-minütiger Inkubation mit FITC-gekoppeltem humanen 
Cathepsin G, mF = 3168; G: Peptid 6a-exprimierende E. coli (UT5600 (DE3) pDB010) 
nach 20-minütiger Inkubation mit FITC-gekoppeltem humanen Cathepsin G, mF = 2091; 
H: Peptid 6a-exprimierende E. coli (UT5600 (DE3) pDB010) nach 30-minütiger Inkuba-
tion mit FITC-gekoppeltem humanen Cathepsin G, mF = 1458. 

durchflusszytometrische Analyse der Markierungsansätze, die 20 min 
( 196HAbbildung 35 C und G), beziehungsweise 30 min (197HAbbildung 35 D und H) inkubiert 
wurden, zeigten abnehmende Mittelwerte der grünen Fluoreszenz (Fluoreszenz nur 
noch um Faktor 34 bzw. 23 erhöht). Eine maximale Markierung der Bakterien war also 
bereits nach einer Inkubationsdauer von 10 min erreicht. Auffällig war, dass die mittle-
ren Fluoreszenzen ab einer Inkubationsdauer mit humanem Cathepsin G von 10 min 
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wieder abnahmen. Ein Grund für diese Abnahme der mittleren Fluoreszenz könnte in 
der Tatsache begründet sein, dass es sich beim Target humanes Cathepsin G um eine 
Protease handelt. Die Linkerregion könnte Schnittstellen für Cathepsin G enthalten, was 
zu einem Verlust des oberflächenexprimierten Inhibitorpeptids und damit auch zu ei-
nem Verlust der Fluoreszenz geführt haben konnte. Für zukünftige Markierungsexperi-
mente konnte, basierend auf diesen Ergebnissen, die Inkubationsdauer mit dem 
Targetenzym von 30 min auf 10 min verkürzt werden und dadurch nicht nur eine Zeit-
ersparnis erreicht werden, sondern auch die Markierung deutlich verbessert werden. 

4.3.5 ERPROBUNG EINES ZUSATZES VON TWEEN 20 ZUR WASCHLÖSUNG 
ZUR REDUKTION UNSPEZIFISCHER BINDUNG DER MARKIERUNGS-
REAGENZIEN 

Nachdem die Auswirkungen der Inkubationszeit und der eingesetzten Enzymmenge auf 
die Markierungsreaktion überprüft wurden, sollte nun getestet werden, ob sich die Zahl 
der Waschschritte von drei Waschschritten auf einen Waschschritt reduzieren lässt. Zur 
Klärung dieser Frage wurden je 20 ml LB-Medium mit 200 µl aus einer Übernachtkul-
tur von Peptid 6a-exprimierenden E. coli (UT5600 (DE3) pDB010) und Kontrollzellen 
(UT5600 (DE3)) beimpft und bis zu einer optischen Dichte von 0,6 kultiviert. Bei einer 
optischen Dichte von 0,6 wurde die Proteinexpression durch Zusatz von 20 µl einer 
1 mM IPTG-Lösung (Endkonzentration 20 µM) und anschließender Inkubation (1 h bei 
28 °C) induziert. Von diesen Hauptkulturen wurde genau die Menge an Bakteriensus-
pension entnommen und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt, die eine optische Dichte 
von 0,5 bezogen auf 1 ml lieferte. Die Sedimentation der Bakterien erfolgte bei allen 
Schritten der Markierung durch zehnsekündige Zentrifugation in der Eppendorf Tisch-
zentrifuge. Nach dreimaligem Waschen der Bakteriensuspensionen mit PBS 3 % BSA 
wurde die optische Dichte auf einen Wert von 0,2 mit 0,1 M HEPES-Puffer pH = 7,4 
eingestellt. Jeweils zweimal 196 µl dieser Suspensionen wurden in frische 2 ml Reakti-
onsgefäße überführt, mit 4 µl der Lösung von biotinyliertem humanen Cathepsin G ver-
setzt (Endkonzentration 20 µg/ml) und 10 min bei 37 °C inkubiert. Je ein Aliquot der 
Kontrollzellen und der peptidtragenden Zellen wurde einmal mit je 200 µl eiskaltem 
PBS gewaschen, wieder in 196 µl eiskaltem PBS resuspendiert, mit je 4 µl Streptavidin-
FITC-Konjugat versetzt (Endkonzentration 20 µg/ml) und 30 min auf Eis inkubiert. 
Nach erneutem einmaligen Waschen mit je 200 µl PBS wurden die Bakterien in 1 ml 
PBS resuspendiert und im Durchflusszytometer analysiert. Das jeweils verbleibende 
Aliquot der Kontrollzellen und der peptidtragenden Zellen wurde einmal mit je 200 µl 
eiskaltem PBS, dem 0,1 % TWEEN 20 zugesetzt worden war, gewaschen, wieder in 
196 µl eiskaltem PBS resuspendiert, mit je 4 µl Streptavidin-FITC-Konjugat versetzt 
(Endkonzentration 20 µg/ml) und 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem einmaligen 
Waschen mit 200 µl PBS 0,1 % TWEEN 20 wurden die Bakterien in 1 ml PBS re-
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suspendiert und im Durchflusszytometer analysiert ( 198HAbbildung 36). Die Reduktion der 
Anzahl der Waschschritte wirkte sich negativ auf das Markierungsergebnis aus. Das 
Auftreten zweier Bakterienpopulationen in der Histogrammdarstellung der Analyseer-
gebnisse der Kontrollzellen legt den Schluss nahe, dass es teilweise zu einer unspezifi-
schen Bindung des Enzyms oder des Streptavidin-FITC-Konjugats gekommen sein 
könnte (199HAbbildung 36 A). Diese unspezifische Bindung konnte zwar durch den Zusatz 
von 0,1 % TWEEN 20 gemindert, aber nicht völlig aufgehoben werden (200HAbbildung 36 
B). Bei den Peptid 6a-exprimierenden Zellen war eine leichte Verschiebung des Fluo-
reszenzmittelwertes zu niedriger Fluoreszenz hin zu beobachten,  
 

 

           

Abbildung 36: Auswirkung des Zusatzes von 0,1 % Tween20 zur Waschlösung bei der Markierung 
nach dem Zweischrittverfahren. Vergleich der mittleren grünen Fluoreszenzen (mF) 
nach Analyse von jeweils 10000 Bakterienzellen im Durchflusszytometer (FACSAria™). 
A: Kontrollzellen (UT5600 (DE3) pDB002)) nach einmaligen Waschen mit PBS, 
mF = 5290; B: Kontrollzellen (UT5600 (DE3) pDB002)) nach einmaligem Waschen mit 
0,1 % TWEEN 20, mF = 2822; C: Peptid 6a-exprimierende Zellen (UT5600 (DE3) 
pDB010) nach einmaligen Waschen mit PBS, mF = 42503; D: Peptid 6a-exprimierende 
Zellen (UT5600 (DE3) pDB010) nach einmaligem Waschen mit 0,1 % TWEEN 20, 
mF = 39787. 

wenn der Waschlösung 0,1 % TWEEN 20 zugesetzt worden war 
( 201HAbbildung 36 C und D). Diese Ergebnisse führten zu dem Schluss, dass der Zusatz 
von 0,1 % TWEEN 20 zur Waschlösung keinen Ersatz für die zwei fehlenden Wasch-
schritte darstellt. Bei weiteren Markierungen wurde deshalb auf diesen Zusatz verzichtet 
und die Anzahl der Waschschritte bei drei belassen. 
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4.3.6 OPTIMIERTES MARKIERUNGSPROTOKOLL 

Die durchgeführten Optimierungen zur Verbesserung des Markierungsprotokolls sind 
im folgenden Abschnitt nochmals zusammengefasst. Im weiteren Verlauf der Arbeit 
wurde zur Markierung nur noch dieses optimierte Protokoll benutzt. Zur Markierung 
wurden 20 ml LB-Medium mit 200 µl aus einer Übernachtkultur der zu untersuchenden 
Bakterien beimpft und bis zu einer optischen Dichte von 0,6 kultiviert. Bei einer opti-
schen Dichte von 0,6 wurde die Proteinexpression durch Zusatz von 20 µl einer 1 M 
IPTG-Lösung (Endkonzentration 20 µM) und anschließender Inkubation (1 h bei 28 °C) 
induziert. Von diesen Hauptkulturen wurde genau die Menge an Bakteriensuspension 
entnommen und in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt, die eine optische Dichte von 0,5 
bezogen auf 1 ml lieferte. Die Sedimentation der Bakterien erfolgte bei allen Schritten 
der Markierung durch zehnsekündige Zentrifugation in der Eppendorf Tischzentrifuge. 
Nach dreimaligem Waschen der Bakteriensuspensionen mit PBS 3 % BSA wurde die 
optische Dichte auf einen Wert von 0,2 mit 0,1 M HEPES-Puffer pH = 7,4 eingestellt. 
Dann wurden 196 µl dieser Suspensionen in frische 2 ml Reaktionsgefäße überführt, 
mit 4 µl der Lösung von Enzym (Endkonzentration 20 µg/ml) versetzt und 10 min bei 
37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Bakterien dreimal mit je 200 µl eis-
kaltem PBS gewaschen und anschließend wieder in 196 µl eiskaltem PBS resuspendiert. 
Zu dieser Bakteriensuspension wurden dann im Falle der indirekten Markierung 4 µl 
Streptavidin-FITC-Konjugat hinzugegeben (Endkonzentration 20 µg/ml) und 30 min 
auf Eis inkubiert. Im Falle der direkten Markierung mit humanem Cathepsin G-FITC-
Konjugat entfiel dieser Inkubationsschritt. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit je 
200 µl PBS wurden die Bakterien in 1 ml PBS resuspendiert und im Durchflusszyto-
meter analysiert.  

4.3.7 OPTIMIERUNG DER GERÄTEPARAMETER DES DURCHFLUSSZY-
TOMETERS MITHILFE EINER KONTROLLFÄRBUNG 

Die in früheren Arbeiten (Sambrook und Russel 2001; Zangen 2002; Handel 2003) 
etablierten Geräteeinstellungen bezogen sich auf ein FACSCalibur (Becton Dickinson, 
Heidelberg) und konnten nicht in Verbindung mit dem neueren FACSAria™ (Becton 
Dickinson, Heidelberg) benutzt werden. Aus den genannten Arbeiten war auch bekannt, 
dass es zur Optimierung der Geräteeinstellungen sehr wichtig ist, eine klare Unterschei-
dung zwischen verunreinigenden Partikeln und Bakterienzellen treffen zu können. An-
stelle des sehr teuren Fluoreszenzfarbstoffes RH414, der in früheren Arbeiten benutzt 
wurde, wurde der kostengünstige Fluoreszenzfarbstoff Nile Blue A benutzt. Dieser 
Farbstoff wird häufig für die Färbung von Nervengewebe für die Fluoreszenzmikrosko-
pie benutzt. Er färbt aber ebenfalls im Inneren der Bakterien vorhandene Polyhydroxy-
alkansäuredrivate (Spiekermann et al. 1999). Der E. coli Stamm UT5600 wurde in der 
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genannten Literatur als Negativkontrolle benutzt, zeigte aber eine geringe Fluoreszenz 
im Fluoreszenzmikroskop. Die Idee war nun zu untersuchen, ob diese geringe Fluores-
zenz für eine Detektion von Nile Blue A gefärbten E. coli mithilfe des Durchflusszyto-
meters ausreicht. Dem Kulturmedium der Hauptkulturen wurde der 
Fluoreszenzfarbstoff Nile Blue A in einer Endkonzentration von 0,5 µg/ml zugesetzt. 
Während der Wachstumsphase sollte der Fluoreszenzfarbstoff in die Bakterienzellen 
aufgenommen werden. Wie bereits in der Literatur beschrieben, schien Nile Blue A das 
Wachstum der Bakterien nicht zu beeinflussen (Spiekermann et al. 1999). Um die 
grundlegende Eignung des Farbstoffes Nile Blue A zur Kontrollmarkierung von E. coli 
für die Durchflusszytometrie zu untersuchen, wurden UT5600 (DE3)-Zellen, die in der 
Wachstumsphase mit Nile Blue A in der Endkonzentration von 0,5 µg/ml versetzt wor-
den waren, mit UT5600 (DE3)-Zellen ohne Zusatz des Farbstoffs im Durchflusszytome-
ter verglichen (202HAbbildung 37). Die mit Nile Blue A behandelten Zellen ließen sich 
anhand der roten Fluoreszenz eindeutig von nicht behandelten 
 

 

Abbildung 37: Färbung von E. coli mit Nile Blue A. Analyse von jeweils 10000 Bakterienzellen im 
Durchflusszytometer (FACSAria™). Während der Anzucht wurde dem Kulturmedium 
einer Hauptkultur der Farbstoff Nile Blue A in der Endkonzentration von 0,5 µg/ml zuge-
setzt. Anschließend erfolgte die durchflusszytometrische Analyse. A: Kontrollzellen ohne 
Nile Blue A Zusatz (UT5600 (DE3)); B: Kontrollzellen mit Nile Blue A Zusatz 
(UT5600 (DE3)). 

Zellen unterscheiden. Im Anschluss daran wurden Kontrollzellen und Peptid 6-tragende 
Zellen entsprechend des optimierten Markierungsprotokolls mit biotinyliertem humanen 
Cathepsin G und anschließend mit Streptavidin-FITC-Konjugat inkubiert und so die 
oberflächenständigen Peptide fluoreszenzmarkiert, um die Verträglichkeit von Nile 
Blue A mit der spezifischen Färbung oberflächenexprimierter Peptide zu testen. Die 
Ergebnisse der anschließenden durchflusszytometrischen Analyse von 10000 E. coli 
Zellen ist in 203HAbbildung 38 dargestellt. Die Annahme, dass sich E. coli UT5600 (DE3) 
mit Nile Blue A für die Durchflusszytometrie anfärben lassen, wurde durch das durch-
geführte Experiment bestätigt. Im Vergleich zu den lediglich mit biotinyliertem huma-
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nen Cathepsin G und anschließend mit Streptavidin-FITC-Konjugat markierten Kon-
trollzellen (204HAbbildung 38 A) zeigten die zusätzlich mit Nile Blue A gefärbten Kon-
trollzellen eine stärkere rote Fluoreszenz (205HAbbildung 38 B). Nun blieb noch zu 
überprüfen, ob der neue Farbstoff die spezifische Markierung mit biotinyliertem huma-
nen Cathepsin G und mit Streptavidin-FITC-Konjugat negativ beeinflusst. Dies war 
jedoch nicht der Fall. Die Peptid 6-tragenden E. coli Zellen (206HAbbildung 38 C) konnten 
eindeutig von den gleich behandelten Kontrollzellen (207HAbbildung 38 B) unterschieden 
werden. Der Fluoreszenzfarbstoff Nile Blue A stellte also eine kostengünstige Alterna-
tive zu dem zuvor genutzten Fluoreszenzfarbstoff RH414 dar.  

 

 

Abbildung 38: Kombination der unspezifischen Färbung von E. coli mit Nile Blue A mit der spezifi-
schen Färbung des oberflächenexprimierten Peptids. Analyse von jeweils 10000 Bak-
terienzellen im Durchflusszytometer (FACSAria™). Während der Anzucht wurde dem 
Kulturmedium der Hauptkulturen der Farbstoff Nile Blue A hinzugegeben und die Bakte-
rien nach dem Zweischrittverfahren gefärbt. Anschließend erfolgte die durchflusszyto-
metrische Analyse. A: Kontrollzellen nur mit biotinyliertem Cathepsin G und mit 
Streptavidin-FITC markiert (UT5600 (DE3)), B: Kontrollzellen mit Nile Blue A gefärbt 
(UT5600 (DE3)), C: Peptid 6-exprimierende Zellen (UT5600 (DE3) pDB008). 

Ein weiterer Ansatz, Bakterienzellen von verunreinigenden Partikeln zu unterscheiden, 
bestand darin, die Bakterien dazu zu veranlassen, zellintern ein Fluoreszenzlabel zu 
produzieren. Der Arbeitsgruppe stand ein Plasmid zur Verfügung, das für das grün fluo-
reszierende Protein (GFP) codiert und mit den verwendeten Autotransporterplasmiden 
kompatibel ist. Bakterienzellen, die beide Plasmide enthielten, exprimierten auf der 
Zelloberfläche ein Peptid und zellintern GFP. Zunächst wurden je 20 ml LB-Medium 
mit je 200 µl einer Übernachtkultur von GFP bildenden E. coli Zellen (UT5600 (DE3) 
pKE19) und Kontrollzellen beimpft und bis zu einer optischen Dichte von 0,6 kultiviert. 
Anschließend wurden 1 ml der Kulturen dreimal mit je 1 ml PBS gewaschen und mit 
PBS auf eine optische Dichte von 0,2 eingestellt. Jeweils 30000 Kontrollzellen und 
GFP-exprimierende Zellen wurden im Durchflusszytometer analysiert und die Analyse-
ergebnisse in 208HAbbildung 39 dokumentiert. Wie erwartet ließen sich die GFP-
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exprimierenden E. coli eindeutig von den Kontrollzellen unterscheiden. Das GFP ließ 
sich also als internes Label für E. coli  in der Durchflusszytometrie benutzen. 

 

Abbildung 39: Expression von GFP als internes Fluoreszenzlabel für E. coli für die Durchflusszyto-
metrie. Vergleich der mittleren grünen Fluoreszenzen (mF) nach Analyse von jeweils 
30000 Bakterienzellen im Durchflusszytometer (FACSAria™). A: Kontrollzellen 
(UT5600 (DE3), mF = 62; B: GFP-bildende Zellen (UT5600 (DE3) pKE19), 
mF = 15882. 

Eine Schwierigkeit musste allerdings noch überwunden werden. Das GFP und der bei 
der spezifischen Markierung verwendete Fluoreszenz Farbstoff (FITC) emittieren nach 
Anregungen durch Laserlicht Licht ähnlicher Wellenlänge (GFP: λmax = 509 nm, FITC: 
λmax = 520 nm), welches im Durchflusszytometer vom gleichen Detektor registriert 
wird. Eine gleichzeitige Verwendung dieser beiden Farbstoffe ist ausgeschlossen, da 
sich die Signale von GFP und FITC überlagern würden. Eine Lösung für dieses Prob-
lem bestand darin, ein anderes Streptavidin-Fluoreszenzfarbstoff-Konjugat für die spe-
zifische Markierung oberflächenexprimierter Peptide zu benutzen. Es wurde ein 
Fluoreszenzfarbstoff (Dylight 649) gewählt, dessen Emissionsmaximum 
(λmax = 649 nm) sich deutlich vom Emissionsmaximum von GFP (λmax = 509 nm) unter-
schied und dadurch sichergestellt war, dass beide Fluoreszenzsignale von verschiedenen 
Detektoren registriert werden. Kontrollzellen (UT5600 (DE3), Peptid 15-exprimierende 
Zellen (UT5600 (DE3) pDB003) und Peptid 6-exprimierende Zellen (UT5600 (DE3) 
pDB009) wurden entsprechend des zuvor vorgestellten Protokolls mit biotinyliertem 
humanen Cathepsin G und Streptavidin-Dylight 649®-Konjugat inkubiert. Die so ge-
färbten Bakterien wurden im Durchflusszytometer analysiert und die Ergebnisse dieser 
Analyse in 209HAbbildung 40 dargestellt. Die mittlere rote Fluoreszenz (mF) der Kontroll-
zellen betrug 65, die mF der Peptid 15-exprimierenden Zellen 1061 und die mF der Pep-
tid 6-exprimierenden Zellen 1120. Die beiden ein Peptid exprimierenden Stämme 
konnten deutlich von den gleich behandelten Kontrollzellen anhand des höheren Fluo-
reszenzmittelwertes für die rote Fluoreszenz unterschieden werden. Diese Ergebnisse 
bestätigten die Annahme, dass sich das Streptavidin-FITC-Konjugat einfach durch das 
Streptavidin-Dylight 649-Konjugat ersetzen lässt. Durch den Wechsel des Streptavidin-
Konjugats war es nun möglich, die spezifische Markierung oberflächenständiger Pepti-
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de mit der zellinternen Expression des GFP, also der spezifischen Markierung aller 
E. coli Zellen, zu kombinieren. 

 

 

Abbildung 40: Überprüfung der Eignung des roten Fluoreszenzfarbstoffs Streptavidin-Dylight 649 
zur spezifischen Markierung oberflächenexprimierter Peptide nach dem Zwei-
schrittverfahren. A: Kontrollzellen (UT5600 (DE3) pDB002, mittlere Fluoreszenz 
(mF) = 65); B: Peptid 15HA-tragende Zellen (UT5600 (DE3) pDB003, mF = 1061); 
C: Peptid 6-tragende E. coli (UT5600 (DE3) pDB009, mF = 1120). 

Kontrollzellen (UT5600 (DE3) pKE19 und Peptid 6-exprimierende Zellen 
(UT5600 (DE3) pDB008) wurden mit biotinyliertem humanen Cathepsin G und Strep-
tavidin-Dylight 649®-Konjugat inkubiert. Zusätzlich zu den so behandelten Bakterien 
wurden auch unbehandelte Kontrollzellen im Durchflusszytometer analysiert und die 
Ergebnisse dieser Analyse in 210HAbbildung 41 dargestellt. Ein Vergleich der unbehandel-
ten Kontrollzellen (211HAbbildung 41 A) mit den markierten Kontrollzellen (212HAbbildung 41 
B) zeigte nur eine geringfügige Steigerung der roten Fluoreszenz. Auffällig war, dass 
neben der erwarteten, grün fluoreszierenden Population (Quadrant Q4 in der Abbildung) 
noch eine weitere Population mit geringer grüner Fluoreszenz zu erkennen war (Quad-
rant Q3 in der Abbildung). Eine Hypothese wäre, dass es sich bei dieser Population um 
Zelltrümmer handeln könnte, die durch die Vorbereitung der Bakterien auf die Durch-
flusszytometrie entstanden sein könnten. Bei der Probenvorbereitung könnte ein Teil 
der Bakterien zerstört worden sein, wobei das darin vorhandene GFP in die Wasch-
lösung freigesetzt worden sein könnte. Eine zweite Hypothese wäre, dass es sich hierbei 
um verunreinigende Partikel handelt. Betrachtet man die Analyseergebnisse der Pep-
tid 6-exprimierenden E. coli (213HAbbildung 41 C), so sind dort neben der erwarteten so-
wohl grün als auch rot fluoreszierenden Population (Quadrant Q2 in der Abbildung), 
zwei weitere Populationen (Quadrant Q1 und Q3 in der Abbildung) zu erkennen. Über-
trägt man die für die Kontrollzellen aufgestellte Hypothese auf die Peptid exprimieren-
den Zellen, so wird die Hypothese durch die Analyseergebnisse gestützt. Im Quadranten 
Q1 könnten sich Zelltrümmer befinden, die im Gegensatz zu den Kontrollzellen auch 
einen Bindungspartner (Peptid 6) für humanes Cathepsin G exprimiert haben und somit 
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erwartungsgemäß eine größere rote Fluoreszenz bei gleichzeitiger niedriger grüner Flu-
oreszenz aufweisen. Bei den weder grün noch rot fluoreszierenden Partikeln im Quad-
ranten Q3 (214HAbbildung 41 C) könnte es sich um Bakterien handeln, die kein Peptid 
exprimierten oder um sonstige verunreinigende Partikel. Durch diese Art von Doppel-
färbung der E. coli Zellen konnte zwischen intakten Bakterienzellen und verunreinigen-
den Partikeln unterschieden werden. Erst diese Unterscheidung machte es möglich, 
optimierte Geräteeinstellungen für das FACSAria™ zu ermitteln (215HTabelle 25) und die 
Analyse gegebenenfalls auf Bakterienzellen einzuschränken ( 216HAbbildung 41 D und E). 
An dieser Stelle galt es noch zu bedenken, dass es bei einer Expression zweier rekombi-
nanter Genprodukte in einer Zelle zu einer gegenseitigen Beeinflussung in der 
 

 

Abbildung 41: Optimierung der Einstellungen des Durchflusszytometers durch Kombination der 
spezifischen Färbung eines oberflächenständigen Peptids nach dem Zweischrittver-
fahren mit der zytoplasmatischen Expression von GFP als internem Label zur Mar-
kierung von E. coli. A: unmarkierte GFP-exprimierende Kontrollzellen (UT5600 (DE3) 
pKE19); B: nach dem Zweischrittverfahren behandelte Kontrollzellen (UT5600 (DE3) 
pKE19); C: Autodisplay von Peptid 6, zusätzliche Expression von GFP und anschließen-
de Färbung nach dem Zweischrittverfahren (UT5600 (DE3) pKE19 + pDB008). 
D: unmarkierte GFP-exprimierende Kontrollzellen (UT5600 (DE3) pKE19) nach Ein-
grenzung der Analyse auf Bakterien; E: Autodisplay von Peptid 6, zusätzliche Expression 
von GFP und anschließende Färbung nach dem Zweischrittverfahren (UT5600 (DE3) 
pKE19 + pDB008) nach Eingrenzung der Analyse auf Bakterien. 

Expressionsstärke der Einzelprodukte kommen kann. Ein Vergleich der mittleren Fluo-
reszenzen eines Peptid 6-exprimierenden Stammes nach der Inkubation mit biotinylier-
tem humanen Cathepsin G und Streptavidin-Dylight 649®-Konjugat mit einem ebenso 
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behandelten Bakterienstamm, der zusätzlich zu Peptid 6 noch das grün fluoreszierende 
Protein (GFP) exprimiert, zeigten bei der durchflusszytometrischen Analyse keine gro-
ßen Unterschiede in ihren mittleren Fluoreszenzen. Eine störende gegenseitige Beein-
flussung konnte also nicht festgestellt werden. Für spätere Experimente war es noch 
erforderlich zu überprüfen, ob die Bereitschaft der Bakterien zur Aufnahme von Plas-
mid-DNA durch das für GFP codierende Plasmid herabgesetzt wurde. Um dies zu klä-
ren, wurde die Transformationseffizienz für beide Bakterienstämme (UT5600 (DE3) 
und UT5600 (DE3) pKE19) bestimmt. Die Transformationseffizienz lag für beide  
 

Tabelle 25: Optimierte Geräteeinstellungen für das Durchflusszytometer (FACSAria™) zur Analy-
se von E. coli. 

Parameter 
Name Bedeutung Eingestellte 

Verstärkung Modus 

FSC Größe des analysierten Partikels 40 log 
SSC Granularität des analysierten Partikels 308 log 
FITC grüne Fluoreszenz 375 log 
APC rote Fluoreszenz 680 log 

Threshold nur Messwerte, die oberhalb dieses 
Wertes liegen, werden erfasst 

700 FSC und 
200 SSC  entfällt 

 

Stämme je nach Charge zwischen 108 und 109 Transformanden pro µg Plasmid-DNA. 
Somit konnte gezeigt werden, dass die Transformationseffizienz durch das zusätzlich in 
den Zellen vorhandene Plasmid pKE19 nicht herabgesetzt worden war. 

4.3.8 OPTIMIERUNG DER SELEKTION EINZELNER VARIANTEN MITTELS 
FACS 

Für den weiteren Fortgang der Experimente war es wichtig zu prüfen, inwiefern sich die 
Markierung mit humanem Cathepsin G, die Analyse und das Aussortieren der markier-
ten Zellen im Durchflusszytometer auf die Überlebensfähigkeit der Bakterien auswir-
ken. Da Kunststoffgefäße in der Lage sind, Proteine und Bakterienzellen unspezifisch 
zu absorbieren, wurden diese unspezifischen Bindungsstellen durch Absättigung mit 
Rinderserumalbumin besetzt. Zur Kontrolle der Überlebensfähigkeit wurde ein Teil der 
Hauptkultur entnommen und während der Markierung, der Analyse und dem Sortieren 
im Durchflusszytometer auf Eis aufbewahrt (Kontrollsuspension). Ein weiteres Aliquot 
der Hauptkultur wurde zur Markierung mit humanem Cathepsin G und Streptavidin-
Dylight 649® benutzt. Das Probenröhrchen wurde vor Beginn der Markierung gewo-
gen. Nach der Markierung wurden die markierten Zellen im Durchflusszytometer analy-
siert und ein Teil davon in ein gewogenes, mit einem Milliliter LB-Medium gefülltes 
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Probenröhrchen aussortiert (Messsuspension). Zum Sortieren von E. coli mithilfe des 
Durchflusszytometers war es wichtig, Geräteeinstellungen zu wählen, bei denen das 
Durchflusszytometer alle in der Probe enthaltenen Partikel erfassen und verarbeiten 
kann. Der Schwellenwert wurde auf den kleinsten möglichen Wert eingestellt und die 
Verstärkungen für den Forwardscatter und den Sidescatter erhöht, so dass alle Partikel 
analysiert werden konnten und insbesondere keine Bakterienzellen unterhalb des 
Schwellenwerts lagen. Für Partikel unterhalb des Schwellenwerts ist das Zytometer 
„blind“, das heißt Bakterien, die keine humanes Cathepsin G-bindende Peptide expri-
mieren, könnten mit selektiert werden und die Folgekulturen verunreinigen. Bei den 
Sortierungen zur Ermittlung der optimalen Einstellungen wurde das Durchflusszytome-
ter so eingestellt, dass alle Bakterienzellen aussortiert wurden. Nach dem Sortieren 
wurden die aussortierten Bakterien auf Eis gelagert. Durch die dokumentierten Gewich-
te der Probenröhrchen war es nun möglich, das durch den Sortiervorgang entnommene 
Probenvolumen und die durch das Durchflusszytometer erfolgte Verdünnung der Probe 
zu ermitteln. Durch diese Vorgehensweise sollte sichergestellt werden, dass zur Beurtei-
lung der Überlebensfähigkeit solche Volumina der Kontrollsuspension und der Mess-
suspension auf Selektivagarplatten ausplattiert werden konnten, die rechnerisch zur 
gleichen Anzahl von Kolonien führen sollten. Nach dem Ausplattieren wurden die 
Agarplatten über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurden 
die Kolonien auf beiden Platten ausgezählt. Diese Bestimmung wurde dreimal durchge-
führt. Es zeigte sich, dass die Kolonienzahl auf den Platten, auf die Messsuspension 
ausplattiert worden war, lediglich 2-10 % unter der Kolonienzahl auf den Platten lag, 
auf die die Kontrollsuspension ausplattiert worden war (217HTabelle 26). Somit konnte kei-
ne signifikante Beeinflussung der Überlebensfähigkeit der Bakterien durch die Markie-
rungsprozedur und das anschließende FACS gezeigt werden. Anzumerken ist an dieser 
Stelle, dass die Überlebensfähigkeit der Bakterien auch noch von anderen Faktoren be-
einflusst wird. Einer dieser Faktoren ist die Zeit, die zwischen der Markierung und der 
Analyse verging: Mit zunehmender Aufbewahrungszeit nahm die Zahl der toten Zellen 
und der Zelltrümmer zu, wobei die Markierung über einen Zeitraum von ca. einem Mo-
nat stabil blieb (nicht gezeigt). 

Tabelle 26: Einfluss der Markierungsprozedur und des FACS auf die Überlebensfähigkeit der aus-
sortierten Bakterien. Mittels FACS wurden 1000 E. coli Zellen in Flüssigmedium aussor-
tiert und von dieser Bakteriensuspension wurden genau das Volumen, welches zu 250 
Kolonien führen sollte, ausplattiert. 

Kolonien nach Inkubation bei 
37 °C für 10 h Kontrollsuspen-

sion 

Kolonien nach Inkubation 
bei 37 °C für 10 h Messsus-

pension 
Überlebensrate in % 

250 Kolonien 245 Kolonien 98 
205 Kolonien 185 Kolonien 90 
238 Kolonien 221 Kolonien 93 
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Die in den vorhergehenden Experimenten ermittelten optimierten Geräteeinstellungen 
zum Sortieren von E. coli sind in 218HTabelle 27 aufgelistet. Die 219HAbbildung 42 zeigt das 
Ergebnis einer Sortierung von UT5600 (DE3) pKE19, bei der die grüne Fluoreszenz des 
exprimierten GFP als Sortierkriterium benutzt wurde. Beim Aussortieren der Bakterien 
wurde zum einen die sogenannte „Purity“ Einstellung des FACSAria™ 
( 220HAbbildung 42 A) und zum anderen die „single cell“ Einstellung des Durchflusszyto-
meters benutzt ( 221HAbbildung 42 B).  

Tabelle 27: Optimierte Geräteeinstellungen für das Durchflusszytometer (FACSAria™) zum Sor-
tieren von E. coli. 

Parameter 
Name Bedeutung Eingestellte 

Verstärkung Modus 

FSC Größe des analysierten Partikels 200 log 
SSC Granularität des analysierten Partikels 500 log 
FITC grüne Fluoreszenz 535 log 
APC rote Fluoreszenz 680 log 

Threshold nur Messwerte, die oberhalb dieses 
Wertes liegen werden erfasst 200 SSC  entfällt 

 

 

Abbildung 42: Fluoreszenz-gesteuertes Aussortieren von E. coli Einzelzellen auf Agarplatten. 
A: Peptid 6-exprimierende E. coli mit „purity“ Einstellung des Durchflusszytometers aus-
sortiert; B: Peptid 6-exprimierende E. coli mit der „single cell“ Einstellung des Durch-
flusszytometers aussortiert. Die Pfeile markieren in einander übergehende 
Bakterienkolonien, die Folge von ungeeigneten Sortiereinstellungen waren. 

Die „single cell“ Einstellung lieferte dabei deutlich bessere Ergebnisse. Mit dieser Ein-
stellung werden nur Tröpfchen aussortiert, die erstens den Sortierkriterien entsprechen 
und zweitens nur eine einzige Bakterienzelle enthalten. Tröpfchen, die zwei oder mehr 
positive Zellen oder eine Mischung aus positiven und negativen Zellen enthalten, wer-
den verworfen. Bei der Sortierung auf Agarplatten oder auf Mikrotiterplatten war darauf 
zu achten, dass die dafür benötigte Einzelzellablage des Durchflusszytometers nur mit 

BA 
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einer bestimmten Geschwindigkeit arbeiten kann. Beim Sortieren einer Bibliothek be-
deutete dies, dass der auszusortierende Teil der Population nicht zu groß sein durfte, da 
sonst pro Sekunde mehr Zellen zum Aussortieren vorhanden waren als die Einzelzellab-
lage in der Lage war zu verarbeiten. Die Bakteriensuspension wurde in solchen Fällen 
mit PBS so lange weiterverdünnt, bis die Geschwindigkeit der Einzelzellablage aus-
reichte, um alle positiven Zellen zu verarbeiten. Um keine positiven Zellen zu verlieren, 
durfte die zu sortierende Probe nur circa alle 2 s ein zu sortierendes Tröpfchen enthal-
ten. 

AUFREINIGUNG EINER MISCHKULTUR VON E. COLI MITHILFE DES „FLUORESCENCE 
ACTIVATED CELL SORTING“ (FACS) 

Eine weitere Aufgabe bestand darin zu überprüfen, ob das Durchflusszytometer zur 
Aufreinigung der gewünschten Zellen (positive Zellen) aus einer Mischung von positi-
ven und negativen Zellen eingesetzt werden kann. Zu diesem Zweck wurden Kontroll-
zellen und Peptid 6a-exprimierende Zellen mit biotinyliertem humanen Cathepsin G 
und anschließend mit Streptavidin-FITC inkubiert. Bei dieser Markierung wurde mit 
Absicht die Menge an biotinyliertem humanen Cathepsin G auf ein Viertel (Endkon-
zentration: 5 µg/ml)) reduziert. Damit sollte erreicht werden, dass beide Populationen 
bei der späteren Analyse im Durchflusszytometer dicht beisammen liegen. Die Analy-
senergebnisse der markierten Bakterienzellen sind in 222HAbbildung 43 dargestellt. Wie 
erwartet lagen die Populationen der Kontrollzellen und der Peptid 6a-tragenden Zellen 
dicht zusammen (223HAbbildung 43 A). Zur Aufreinigung wurde eine Sortierregion defi-
niert, die alle Bakterien beinhaltete, deren Fluoreszenzwerte rechts von der in das Dia-
gramm eingezeichneten senkrechten Linie lagen. In der Ausgangsmischung entsprach 
dies rund 35 % der gesamten Bakterienzahl. Nach einer Sortierrunde wurden die aussor-
tierten Bakterien erneut analysiert und die Analysenergebnisse in 224HAbbildung 43 B dar-
gestellt. Nun wiesen 56 % der Bakterien Fluoreszenzwerte rechts von der senkrechten 
Linie auf, was einer Anreicherung um den Faktor 1,7 entspricht. Nach der zweiten Sor-
tierrunde lagen rund 90 % der Fluoreszenzwerte in der Sortierregion (Faktor 2,6). Nach 
drei Runden des fluoreszenzaktivierten Sortierens war die Anreicherung soweit voran-
geschritten, dass die Probe nun 95,2 % positive Bakterien enthielt und keine zweite Po-
pulation mehr zu erkennen war. Es war also möglich, mit Hilfe des 
Durchflusszytometers aus einer Mischung zweier Bakterienstämme die gewünschten 
Bakterien mit einer hohen Reinheit herauszusortieren. 
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Abbildung 43: Aufreinigung einer 3:1 Mischkultur von negativen und positiven Zellen mittels 
FACS. Kontrollzellen (UT5600 (DE3)) und Peptid 6a-tragende Zellen 
UT5600 (DE3) pDB010 wurden nach der Anzucht nach dem Zweischrittverfahren mar-
kiert, im Verhältnis 3:1 gemischt und im Durchflusszytometer (FACSAria™) analysiert 
(A). Die senkrechte Linie im Histogramm markiert das Sortierfenster: alle Bakterien 
rechts dieser Linie wurden aussortiert. Nach jeder Sortierrunde wurden die aussortierten 
Zellen erneut analysiert. B: nach einer Runde FACS; C: nach zwei Runden FACS; 
D: Ergebnis nach drei Runden FACS. 

4.4 AUTODISPLAY VON PEPTIDBIBLIOTHEKEN AUF E. COLI 
UNTER DER KONTROLLE EINES INDUZIERBAREN PRO-
MOTORS 

4.4.1 AUTODISPLAY DER PEPTIDBIBLIOTHEK II 

Nach den Erfahrungen aus der ersten Bibliothek stand fest, dass mehrere Veränderun-
gen hinsichtlich der Erstellung und der Konzeption des für die Peptidbibliothek codie-
renden Oligonukleotid-Inserts notwendig waren. Es ist denkbar, dass während der 
Hybridisierung fehlerhafte Paarungen auftreten, bei denen nach der Korrektur durch die 
Bakterienzelle nicht immer durchgehend codierende Sequenzen entstehen, oder dass es 
für eine bestimmte Sequenz keinen komplementären Partner gibt. Beide Faktoren ver-
ringern die maximal mögliche Zahl an Varianten. Ein weiterer Ansatzpunkt für eine 
Verbesserung stellte das verwendete Expressionssystem dar. Eine Expression unter der 
Kontrolle eines konstitutiven Promotors könnte dazu führen, dass die Expression der 
Peptide zu verlangsamtem Wachstum oder gar zum Absterben der Zellen führen. Durch 
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beide Vorgänge bestünde die Möglichkeit, eventuell hoch potente Peptide zu verlieren. 
Die neuen Peptidbibliotheken sollten erstens nach einer veränderten Strategie erstellt 
werden und zweitens sollte die Expression der Peptide steuerbar sein. 

Bei der Strategie II handelt es sich um einen PCR-basierten Ansatz (Sneeden et al. 
2003). Hierzu wurde ein sehr langes Oligonukleotid (Oligo 1) erstellt, das am 5´-Ende 
die variable Sequenz und die zur Klonierung benötigte Restriktionsschnittstelle enthielt. 
Die Sequenz in 3´-Richtung nach dem variablen Bereich entsprach bis auf eine neue 
Restriktionsschnittstelle der Sequenz aus dem verwendeten Vektor. Die in das Oligo-
nukleotid eingefügte Schnittstelle sollte die Kontrolle erleichtern, ob eine Bakterienzelle 
das für die Bibliothek codierende Plasmid trägt. Mithilfe des Oligo 2, das als Oligo-
nukleotidprimer diente, wurde eine Polymerasekettenreaktion durchgeführt und der zu 
Oligo 1 komplementäre Strang synthetisiert (225HAbbildung 44). Nach 12-15 Zyklen wurde 
die PCR beendet und das doppelsträngige Produkt mit den Restriktionsendonukleasen 
XhoI und AgeI verdaut. Die geschnittene DNA wurde über 20%iges nicht denaturieren-
des Polyacrylamidgel aufgereinigt und die Korrektheit der Verdauschritte anhand der 
Fragmentgrößen kontrolliert. Die Synthese des komplementären Stranges durch eine 
PCR unter Verwendung einer „Proofreading“-fähigen DNA-Polymerase sorgte dafür, 
dass stets korrekte Basenpaarungen vorliegen sollten. Verschiebungen des Leserasters 
oder Abbrüche in der Proteinbiosynthese des Fusionsproteins aufgrund von Fehlpaarun-
gen einzelner Nukleotide konnten so minimiert werden. Zur Ligation wurde das für die 
Bibliothek codierende Insert in zehnfachem molaren Überschuss zum geschnittenen 
Vektor eingesetzt. Es wurden 500 ng Plasmid-DNA in E. coli UT5600 (DE3) durch 
Elektroporation transformiert und die Größe der Bibliothek II bestimmt. Die nach der 
Strategie II erstellte Bibliothek II enthielt 2,3 x 106 lebensfähige Zellen pro 500 ng 
Plasmid-DNA.  
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Abbildung 44: Strategie II zur Erstellung des für die Peptidbibliothek codierenden Inserts. Das 
Oligonukleotid, das die variable Sequenz enthält (Oligo 1) und der Oligonukleotidprimer 
(Oligo 2) hybridisieren miteinander (A). Anschließend wird das Hybridisierungsprodukt 
mithilfe einer PCR zu einem Doppelstrang aufgefüllt (B). Dieser wird durch zwei 
Restriktionsendonukleasen geschnitten (C) und kann in den ebenso geschnittenen Vektor 
eingesetzt werden. Basen, die Bestandteil der Erkennungssequenz einer Restriktionsen-
donuklease sind, sind unterstrichen. Durch die Polymerase aufgefüllte Basen sind in grau 
dargestellt. Auf diesem Weg wurden eine 5mer Peptidbibliothek (n = 5) erstellt. 

SCREENING DER PEPTIDBIBLIOTHEK II MITHILFE DER DURCHFLUSSZYTOMETRIE 

Mit 800 µl des Transformationsansatzes wurden 20 ml LB-Medium angeimpft. Die 
Bakterien wurden 3 h bei 37 °C und 200 Upm inkubiert. Nach 3 h wurde die Proteinex-
pression durch Zusatz von 20 µl IPTG (Endkonzentration von 20 µM) und Inkubation 
für 1 h bei 28 °C und 200 Upm induziert. Die Bakterien wurden mit biotinyliertem hu-
manen Cathepsin G und Streptavidin-Dylight 649 markiert und im Durchflusszytometer 
vermessen. Die Messergebnisse sind in 226HAbbildung 45 dargestellt. Um die Bakterien mit 
der höchsten roten Fluoreszenz wurde eine rechteckige Region (P1) gelegt und das 
Durchflusszytometer dazu veranlasst, diese Bakterien auszusortieren. 
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Abbildung 45: Screening einer oberflächenexprimierten Peptidbibliothek mithilfe der Durchfluss-
zytometrie und fluoreszenzaktivierte Selektion einzelner Varianten nach Markie-
rung nach dem Zweischrittverfahren. E. coli Zellen mit der stärksten roten 
Fluoreszenz (P1) wurden mittels FACS selektiert. 

Aus den zuvor durchgeführten Experimenten mit Kontrollzellen war bekannt, dass von 
der Höhe der Fluoreszenzmittelwerte nicht auf die inhibitorische Potenz des Peptides 
geschlossen werden konnte. Dieser Umstand erschwerte die Auswahl des Bereichs, aus 
dem die Bakterien aussortiert werden sollten. Um diesem Umstand Rechnung zu tragen, 
wurden willkürlich mehrere Sortierregionen definiert, die unterschiedliche Bereiche der 
Bakterienpopulation beinhalteten, aber nie mehr als 1 % der gesamten Bakterienzahl 
enthielten. Aus diesen Regionen wurde dann jeweils eine Bakterienzelle in eine mit je 
150 µl LB-Medium pro Kavität gefüllte Mikrotiterplatte verbracht. Insgesamt wurden 
so 384 Bakterienzellen auf vier Mikrotiterplatten aussortiert. Die Mikrotiterplatten wur-
den über Nacht bei 37 °C und 200 Upm inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Plat-
ten dupliziert, zu jeder Kavität 50 µl 86 %iges Glycerol hinzugeben, mithilfe eines 
Trockeneis/Ethanol Kältebades eingefroren und bei -70 °C gelagert. Von insgesamt fünf 
Klonen der duplizierten Platten wurde eine Plasmidisolierung durchgeführt und Basen-
sequenz des für die Bibliothek codierenden Bereichs durch DNA-Sequenzanalyse be-
stimmt. Die Auswertung der Sequenzanalyseergebnisse zeigte, dass alle fünf 
untersuchten Klone eine Deletion an der gleichen Stelle aufwiesen (227HAbbildung 46). 
Alle untersuchten Sequenzen aus dem Screening der Bibliothek zeigten 
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Abbildung 46: Ausschnitte aus den Nukleotidsequenzen der Plasmid-DNA der selektierten Varian-
ten aus der oberflächenexprimierten Peptidbibliothek. Zur besseren Orientierung ist 
zusätzlich zu den Sequenzen der Klone auch die Ausgangssequenz (virtuell) dargestellt. 
Bereiche, die Auffälligkeiten enthielten sind mit roten Rahmen gekennzeichnet. Beson-
ders auffällig war, dass alle Klone aus der Bibliothek eine Deletion an der gleichen Stel-
le auf (Position 66, Rahmen 5) aufwiesen: Es fehlte ein Adenosin. 

an der Basenposition 66 eine Deletion eines Adenosins. Da alle Klone diese Mutation 
aufwiesen, lag die Vermutung nahe, dass es sich um eine auf das Oligo 1 zurückgehen-
de Mutation handelte. Die Deletion könnte zu einer Verschiebung des Leserahmens und 
schließlich zum Abbruch der Proteinbiosynthese des Fusionsproteins geführt haben. 
Außer dieser einen, in allen untersuchten Klonen vorhandenen Deletion, gab es noch 
weitere auffällige Bereiche in den Sequenzen (Rahmen 1-4). Diese kommen allerdings 
nicht in allen Klonen vor, deshalb lag der Schluss nahe, dass diese ungewollten Mutati-
onen auf die Strategie II zur Erstellung der Bibliothek zurückzuführen waren. Parallel 
zur Sequenzanalyse wurden die aussortierten Klone nochmals gefärbt und im Durch-
flusszytometer vermessen. In dieser Reanalyse unterschieden sich die mittleren Fluores-
zenzen der Kontrollzellen und der Klone aus dem Screening der Bibliothek kaum noch. 
Als Schlussfolgerung blieb festzuhalten, dass zur Erstellung des für die Bibliothek co-
dierenden Inserts zukünftig ein anders Verfahren zum Einsatz kommen sollte. Außer-
dem musste beim Screening der Bibliothek ein Fehler passiert sein, denn sonst war das 
Auftreten von „falsch-positiven“ Varianten nicht zu erklären. Eine Überprüfung der 
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Markierungsreagenzien ergab, dass die verwendete Charge des Streptavidin-Dylight-
Konjugats eine ungewöhnlich hohe unspezifische Bindung zeigte. Dieser Chargenwech-
sel erfolgte ungünstigerweise mitten in der Markierung. Die Kontrollzellen wurden mit 
der intakten Charge markiert, für die Bibliothek wurde die defekte Charge benutzt. Die 
defekte Charge führte zu Artefakten, die dann aussortiert wurden. 

4.4.2 AUTODISPLAY DER PEPTIDBIBLIOTHEKEN III UND IV 

Zur Erstellung von Peptidbibliotheken kam nun eine weitere Strategie zum Einsatz 
(Noren und Noren 2001; Schultheiss 2003). Bei dieser Strategie III wird mit zwei je-
weils am Ende zueinander komplementären Oligonukleotiden gearbeitet 
( 228HAbbildung 47). Das erste Oligonukleotid wurde so konstruiert, dass es die Erken-
nungssequenz für das gewünschte Restriktionsenzym, den für die Bibliothek codieren-
den variablen Bereich, eine daran anschließende Restriktionsschnittstelle zur schnellen 
Kontrolle der Klone und schließlich eine Konstante für die Hybridisierung mit dem 
zweiten Oligonukleotid notwendige Sequenz aus dem Vektor inklusive der zweiten Re-
striktionsschnittstelle enthielt. Das zweite Oligonukleotid besteht aus einem zum ersten 
Oligonukleotid komplementären für die Hybridisierung notwendigen Bereich. Seine 
weitere Sequenz ist identisch zur Vektorsequenz. Nach der Hybridisierung der beiden 
Oligonukleotide wurde das Hybridisierungsprodukt mithilfe der Klenow-DNA-
Polymerase zu einem doppelsträngigen Oligonukleotid aufgefüllt, mit den Restriktions-
endonukleasen XhoI und AgeI verdaut und über ein 20 %iges nicht denaturierendes 
Polyacrylamidgel aufgereinigt. Die korrekte Prozessierung konnte auch hier wiederum 
anhand der Größenänderung des Oligonukleotids erkannt werden. Nach Ligation wurde 
das Bibliothek tragende Plasmid in E. coli UT5600 (DE3) pKE19 durch Elektroporation 
transformiert. E. coli UT5600 (DE3) pKE19 stellt einen Stamm dar, der das für das 
GFP-codierende, zu den Bibliotheksplasmiden kompatible Plasmid pKE19, enthält. 
Mithilfe der Strategie III wurden zwei Peptidbibliotheken (Bibliothek III und Biblio-
thek IV) erstellt. Die Größe der Bibliothek III betrug 3,1 x 107 und die der Biblio-
thek IV betrug 1,8 x 108 Varianten. Bei diesen Bibliotheksgrößen musste erstmalig 
damit gerechnet werden, dass eine Peptidvariante doppelt vorkam. Die Anzahl der mög-
lichen Sequenzen betrug 6,4 x 107 (206), die Wahrscheinlichkeiten für doppelte Peptid-
varianten waren für Bibliothek III 0,5 zu 1 und für Bibliothek IV 2,8 zu 1. Die zur 
Kontrolle durchgeführte Plasmidisolierung und anschließende Sequenzanalyse der 
Plasmid-DNA ergab keine Verschiebungen des Leserrahmens oder sonstige uner-
wünschte Effekte. 
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Abbildung 47: Strategie III zur Erstellung des für die Peptidbibliothek codierenden Inserts. Das 
Oligonukleotid, das die variable Sequenz enthält (Oligo 1) und das zweite Oligonukleotid 
(Oligo 2) hybridisieren miteinander. Anschließend wird das Hybridisierungsprodukt mit-
hilfe des Klenow-Fragments zu einem Doppelstrang aufgefüllt (A). Durch Auffüllen mit 
Klenow-Enzym entsteht ein doppelsträngiges Produkt (B). Dieses wird durch zwei 
Restriktionsendonukleasen geschnitten (C) und kann in den ebenso geschnittenen Vektor 
eingesetzt werden. Basen, die Bestandteil der Erkennungssequenz einer Restriktionsen-
donuklease sind, sind unterstrichen. Durch die Polymerase aufgefüllte Basen sind in grau 
dargestellt. x = 6. 

SCREENING DER BIBLIOTHEKEN III UND IV MITHILFE DER DURCHFLUSSZYTOMETRIE 

Das Screening der neuen Bibliotheken erfolgte wiederum mithilfe eines Durchflusszy-
tometers (FACSAria™). Zur Selektion einzelner Varianten wurden die Bakterien mit-
hilfe des bewährten Zweischrittverfahrens über das Targetenzym mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff markiert. Im ersten Schritt wurden die Bakterien mit biotinylier-
tem Cathepsin G inkubiert. Im Anschluss daran konnten die Bakterien durch Streptavi-
din-DyeLight 649 mit einem roten Fluoreszenzlabel markiert werden. Zusätzlich zur 
Markierung mit dem Selektionsmarker (biotinyliertes humanes Cathepsin G und Strep-
tavidin-DyeLight 649) kam mit dem GFP ein zweiter, von den Bakterienzellen selbst 
gebildeter Marker zum Einsatz. Auf diesem Wege war nun eine eindeutige Unterschei-
dung zwischen GFP-bildenden Bakterienzellen und verunreinigenden Partikeln mög-
lich. Als Negativkontrolle diente der Stamm E. coli UT5600 (DE3) pKE19, der 
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lediglich das für die grüne Fluoreszenz verantwortliche für GFP-codierende Plasmid 
trägt. Zur Analyse und zur späteren Sortierung im Durchflusszytometer wurden die Ne-
gativkontrolle und die peptidtragenden Bakterienzellen nach dem gleichen Färbeproto-
koll behandelt. Die Analyse von jeweils 30000 Bakterienzellen ist in der 
Abbildung (229HAbbildung 48) dargestellt. Die Anregungs- und Emissionsspektren von 
GFP (grüne Fluoreszenz) und dem zweiten Fluoreszenzfarbstoff DyeLight 649 (rote 
Fluoreszenz) unterscheiden sich hinreichend, so dass es zu keiner gegenseitigen Beein-
flussung der Fluoreszenz kommt. Die Analyse der Negativkontrolle ergab, dass es sich 
bei über 80 % der analysierten Ereignisse um grün fluoreszierende Bakterienzellen han-
delte. Bei den restlichen Ereignissen handelte es sich größtenteils um partikuläre Verun-
reinigungen, wie ein zur Kontrolle durchgeführtes Sortierexperiment dieser nicht grün 
fluoreszierenden, negativen Population auf eine Selektionsagarplatte und anschließende 
Inkubation über Nacht bei 37 °C zeigte. Hierbei bildeten lediglich circa 3% der aussor-
tierten Partikel Kolonien auf der Agarplatte. Bei der Analyse der Bakterienzellen, die 
jeweils eine Peptidvariante der Bibliothek in großer Zahl auf ihrer Oberfläche trugen 
(im folgenden vereinfacht als Peptidbibliothek bezeichnet), wiesen ebenfalls deutlich 
über 80 % der Ereignisse eine grüne Fluoreszenz auf. Auffällig war hier, dass außer den 
circa 3 % nicht fluoreszierenden Bakterien noch circa 10% ebenfalls nicht grün fluores-
zierende, aber rot fluoreszierende Partikel vorhanden waren. Wahrscheinlich handelt es 
sich hierbei um peptidtragende, aber nicht mehr intakte Bakterienzellen. Weiterhin zeig-
te die Analyse der Peptidbibiothek eine gut zu erkennende zweite Population mit hoher 
grüner und roter Fluoreszenz. Die Bibliothek enthielt also Bakterienzellen, die in der 
Lage waren, humanes Cathepsin G spezifisch zu binden. Ausgehend von diesen Analy-
seergebnissen wurde eine Sortier-Region (G1) definiert, die ungefähr 0,9% der Gesamt-
zahl der Bakterien umfasst. Beim Screening der Bibliothek wurden aus 200000 
analysierten Bakterienzellen 96 Bakterienzellen aus der Region G1 in eine Mikroti-
terplatte mit Selektionsmedium und weitere 270 Bakterienzellen auf eine Selektionsa-
garplatte aussortiert. Beim Screening von Peptidbibliotheken war es aus 
Speicherplatzgründen nicht möglich, die Gesamtzahl der gescreenten Bakterienzellen in 
einer Abbildung darzustellen. Aus diesem Grund wurde die Anzahl der dargestellten 
Bakterienzellen auf 30000 reduziert. Nach Bebrüten über Nacht bei 37 °C wurden von 
zwölf Einzelzellklonen eine Plasmidisolierung, ein anschließender Kontrollverdau mit 
der Restriktionsendonuklease EcoRI und eine gelelektrophoretische Analyse durchge-
führt. Mithilfe des entstandenen Fragmentmusters war es eindeutig möglich Klone, die 
das korrekte Plasmid aufgenommen hatten, zu identifizieren. Zehn dieser Klone wurden 
wieder angezogen, mit humanem Cathepsin G nach dem Zweischrittverfahren markiert 
und einer Reanalyse im Durchflusszytometer unterzogen. Bei den verbleibenden zwei 
Klonen war das Ergebnis der Kontrolle der enthaltenen Plasmid-DNA nicht eindeutig, 
so dass diese Klone nicht weiter untersucht wurden. Das Analyseergebnis von sechs 
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Klonen ist in 230HAbbildung 49 festgehalten. Vier Klone konnten zur Markierung nicht 
 

 

Abbildung 48: Screening der Peptidbibliothek IV im Durchflusszytometer (FACSAria™) und Se-
lektion einzelner Varianten. Sowohl die peptidtragenden Zellen (Peptidbibliothek) (A-
C) als auch die Kontrollzellen (D-F) wurden nach der Anzucht und Induktion nach dem 
Zweischrittverfahren mit dem roten Fluoreszenzfarbstoff Dylight 649 markiert. Zusätz-
lich zu diesem externen, roten Label zur Selektion exprimierten die E. coli-Zellen intern 
GFP, um eine leichtere Differenzierung der E. coli Zellen von Verunreinigungen zu er-
möglichen. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Analyse von 30000 Zellen. A: rote 
und grüne Fluoreszenz der der peptidtragenden E. coli-Zellen (E. coli 
UT5600 (DE3) pKE19 pDBLib6.2). Deutlich ist eine zweite Population aus stärker rot 
fluoreszierenden Bakterien zu erkennen. Aus dieser zweiten Population wurden die am 
stärksten rot fluoreszierenden Bakterien (G1) durch FACS selektiert. B: rote Fluores-
zenz der Bibliothekszellen, C: die grüne Fluoreszenz der Bibliothekszellen. D: rote und 
grüne Fluoreszenz der Kontrollzellen (E. coli UT5600 (DE3) pKE19). E: rote Fluores-
zenz der Kontrollzellen, F: grüne Fluoreszenz der Kontrollzellen.  

wieder in Kultur gebracht werden. Die Klone C7, B10 und F10 zeigten in der 
Histogramm-Darstellung Andeutungen einer zweiten Population. Daraufhin wurden 
diese drei Klone einer erneuten Sortierung auf Selektionsagarplatten zu unterzogen, um 
das Vorliegen einer Mischkultur auszuschließen. Nach Inkubation über Nacht bei 37 °C 
wurde von jeder Platte eine Kolonie selektiert und aus dieser eine Kultur zur erneuten 
Markierung mit humanem Cathepsin G hergestellt. Diese wurden dann erneut im 
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Abbildung 49: Reanalyse der aussortierten Zellen im Durchflusszytometer nach erneuter Markie-
rung nach dem Zweischrittverfahren. Vergleich der mittleren roten Fluoreszenz (mF) 
nach Analyse von 30000 Bakterienzellen im Durchflusszytometer (FACSAria™). Kon-
trolle: Kontrollzellen (UT5600 (DE3) pKE19), mF = 83; Fluoreszenz der aussortierten 
Zellen (UT5600 (DE3) pKE19 + jeweilige Peptidvariante): Klon D5, mF = 2567; 
Klon F3, mF = 4213; Klon C7, mF = 2530; Klon B10, mF = 1679; Klon F10, 
mF = 2356; Klon Nr.7, mF = 1821. 

Durchflusszytometer analysiert (231HAbbildung 50). In allen drei Fällen wurde durch diese 
Vorgehensweise eine scharf definierte Population erhalten. Nun konnte von allen Ein-
zelzellklonen eine Plasmidisolierung und anschließende DNA-Sequenzanalyse durchge-
führt werden. Tatsächlich enthielten alle sechs analysierten Einzelzellklone codierende 
Sequenzen für unterschiedliche Peptidvarianten. 
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Abbildung 50: Reanalyse der aussortierten Zellen C7, B10 und F10 im Durchflusszytometer nach 
erneutem Aussortieren und Markierung mit humanem Cathepsin G nach dem 
Zweischrittverfahren. Vergleich der mittleren roten Fluoreszenz (mF) nach Analyse von 
30000 Bakterienzellen im Durchflusszytometer (FACSAria™). Kontrolle:  rote Fluores-
zenz der Kontrollzellen (UT5600 (DE3) pKE19), mF = 103; rote Fluoreszenz des jewei-
ligen Einzelzellklons aus dem Screening der Bibliothek (UT5600 (DE3) pKE19 + 
jeweilige Peptidvariante) Klon C7, mF = 3102; Klon B10, mF = 2835; Klon F10, 
mF = 2046. 

4.4.3 NEUE INHIBITOREN VON CATHEPSIN G 

Die Klone aus dem Screening der Bibliothek III und IV wurden wieder angezogen und 
die Plasmid-DNA isoliert. Aus dem Screening der Bibliothek III (nicht gezeigt) wurden 
die Klone Nr.2 und Nr.7, aus dem Screening der Bibliothek IV wurden die Klone B10, 
C7, D5, F3 und F10 erhalten. Die Nukleotidsequenz des Bereichs, der für die Peptidbib-
liothek codiert, wurde durch DNA-Sequenzanalyse bestimmt. Die Auswertung der Se-
quenzanalyse zeigte weder Verschiebungen des Leserahmens noch unerwartete 
Abbruchsequenzen. Entgegen dem Ergebnis der Sequenzanalyse der Einzelzellklone 
aus der Bibliothek I ergab die Sequenzanalyse diesmal eine hohe Diversität der enthal-
tenen codierenden Sequenzen der Peptidvarianten (232HAbbildung 51) die errechnete Ho-
mologie betrug rund 23 %.  
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B10 CTCGAG-AAACACAAAACCAAGAAGGAATTCCCGCGGCTTCCCACATCTGATACCCGGCAATACAGACCGGT
Nr.2 CTCGAGGAAACGCAGAACCAGGAAG-AATTCCCGCGGCTTCCCACATCTGATACCCGGCAATACAGACCGGT
C7 CTCGAGCCCCTAAAAAAGCCAATCG-AATTCCCGCGGCTTCCCACATCTGATACCCGGCAATACAGACCGGT
D5 CTCGAGCCCCCTGCGACACTCTCCG-AATTCCCGCGGCTTCCCACATCTGATACCCGGCAATACAGACCGGT
Nr.7 CTCGAGCGTCCCCTTCCTGTCCTCG-AATTCCCGCGGCTTCCCACATCTGATACCCGGCAATACAGACCGGT
F10 CTCGAGTCTCCCCACGCACCACCCG-AATTCCCGCGGCTTCCCACATCTGATACCCGGCAATACAGACCGGT
F3 CTCGAGCTTTGGGGTCTTTTACTTG-AATTCCCGCGGCTTCCCACATCTGATACCCGGCAATACAGACCGGT  

Abbildung 51: Ausschnitte aus den Nukleotidsequenzen der Plasmid-DNA der selektierten Varian-
ten aus den oberflächenexprimierten Peptidbibliotheken. Der randomisierte, für die 
Peptide der Peptidbibliothek codierende Sequenzbereich ist durch einen Rahmen in 
obiger Abbildung markiert. 

Aus den DNA-Sequenzen wurden die entsprechenden Peptidsequenzen abgeleitet und 
deren Hemmung von humanem Cathepsin G ermittelt. Die dabei erhaltenen Ergebnisse 
sind in der 233HTabelle 28 dokumentiert. 

Tabelle 28: Hemmung von humanem Cathepsin G durch die neuen Peptide aus dem Screening der 
Bibliotheken III und IV.     

Name Sequenz IC50 [µM] 
Ki 

[µM] 
P43 (C7) PLKKPI 15,59 1,89 
P44 (D5) PPATLS 21,48 2,60 
P45 (F3) LWGLLL 10,54 1,28 
P46 (F10) SPHAPP 17,22 2,09 
P47 (B10) KHKTKK 95,28 11,55 
P48 (Nr.2) ETQNQE 19,88 2,41 
P49 (Nr.7) RPLPVL 39,76 4,82 

Die aus dem Screening der Bibliothek III erhaltenen Peptide wurden wieder einem Pro-
tein-Peptid-Docking gegen die Kristallstruktur von humanem Cathepsin G unterzogen. 
Die Ergebnisse dieser Berechnungen sind in 234HAbbildung 52 dargestellt. 
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Abbildung 52: Protein-Peptiddocking der Peptide aus dem Screening der Bibliotheken gegen die 
Kristallstruktur von humanem Cathepsin G. grün: hydrophobe Bereiche; rot: Was-
serstoffbrückenakzeptoren; blau: Wasserstoffbrückendonatoren; grau: nicht einzuordnen 
in Bezug auf diese Eigenschaften. 

KORRELATION DER DOCKINGERGEBNISSE MIT DER EXPERIMENTELL ERMITTELTEN 
HEMMUNG VON HUMANEM CATHEPSIN G 

Nach dem Protein-Peptid-Docking lag es nahe, die dabei ermittelten freien Energien mit 
den bereits experimentell bestimmten Hemmdaten in Bezug zu setzen. Bei Vorliegen 
einer Korrelation zwischen den Daten sollten niedrige Energiewerte, die für einen stabi-
len Komplex stehen, zu einer hohen Hemmung führen. Um dies zu prüfen, wurden für 
alle in dieser Arbeit getesteten Peptide, die die Aktivität von humanem Cathepsin G zu 
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mehr als 60 % hemmen und nach dem gleichen Bindungsmodus (N-Terminus in der S1 
Bindungstasche des Enzyms) an humanes Cathepsin G binden, die dekadischen Loga-
rithmen der IC50-Werte gegen die berechneten Energien aufgetragen. Das erhaltene 
Diagramm ( 235HAbbildung 53) lässt eine Korrelation der beiden Parameter vermuten. Eine 
Regressionsanalyse der Daten zeigt einen Korrelationskoeffizienten von 0,82, also eine 
mäßige Korrelation. Eine Ursache hierfür könnte sein, dass die Anzahl an untersuchten 
Peptiden (6 Peptide) noch zu gering ist, um eine verlässliche Aussage zu treffen. Auf 
eine entsprechende Untersuchung der Peptide, die nach einem anderen Modus an hu-
manes Cathepsin G binden wurde aufgrund der geringen Anzahl an Peptiden, die die 
geforderte Bedingung (Hemmung von humanem Cathepsin G über 60 %) erfüllen ver-
zichtet. 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

-180,00 -160,00 -140,00 -120,00 -100,00

berechnete freie Energie in kcal/mol

lo
g 

IC
50

 [µ
M

]

 

Abbildung 53: Korrelation zwischen den ermittelten IC50-Werten und den berechneten freien 
Energien der Peptide. In das Diagramm wurden alle Peptide aufgenommen, die eine 
Hemmung von humanem Cathepsin G größer 60 % aufwiesen und nach dem gleichen 
Bindungsmodus (N-Terminus in der S1 Bindungstasche des Enzyms) an humanes 
Cathepsin G binden.  

SCHLUSSFOLGERUNGEN AUS DEM PROTEIN-PEPTID-DOCKING 

Die Auswertung der Ergebnisse des Protein-Peptid-Dockings ergab, dass alle Peptidin-
hibitoren tatsächlich im oder in der Nähe des aktiven Zentrums des Enzyms (Aminosäu-
ren: H57, D102, S195) binden. Auch die Besonderheiten der Substrat-Bindungstasche 
von Cathepsin G wurden von dem Programm sehr gut wiedergegeben. Humanes Ca-
thepsin G besitzt im Gegensatz zu den verwandten Proteasen wie Chymotrypsin oder 
humane Leukozytenelastase eine S1-Bindungstasche, die sowohl voluminöse ungelade-
ne Aminosäuren als auch basische Aminosäuren akzeptiert. Auf diesem Weg konnte 
ermittelt werden, welche Aminosäuren der Peptide in welche Bindungstaschen des En-
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zyms binden könnten. Die Häufigkeiten, mit denen die einzelnen Aminosäuren in den 
entsprechenden Bindungstaschen vorhergesagt wurden, sind in der 236HTabelle 29  
 

Tabelle 29: Übersicht über die Häufigkeit mit der eine Aminosäure eine bestimmte Bindungstasche 
besetzt hat (Ergebnisse aus dem Protein-Peptid-Docking).        

Aminosäure Position 

P3    P2     P1    P1´   P2´    P3´

Glycin  G 0 0 0 2 1 0 

Alanin  A 2 2 3 3 0 0 

Valin  V 2 2 3 6 7 10 

Leucin  L 0 2 2 3 4 2 

Isoleucin  I 4 7 11 8 2 2 

Phenylalanin F 2 4 9 8 12 3 

Tyrosin  Y 0 2 1 0 1 1 

Tryptophan  W 0 0 1 0 0 0 

Asparaginsäure  D 5 6 5 1 2 1 

Glutaminsäure  E 1 1 1 0 1 0 

Asparagin  N 1 0 2 0 0 0 

Glutamin Q 0 1 0 1 0 0 

Serin  S 5 1 0 0 0 2 

Threonin  T 1 0 0 1 1 0 

Cystein  C 0 2 0 0 0 0 

Methionin M 1 0 0 0 1 2 

Prolin  P 4 7 6 3 3 1 

Histidin  H 0 0 2 0 1 0 

Arginin  R 2 1 0 1 0 2 

Lysin  K 7 6 2 5 2 2 

 
dokumentiert. Zwei Peptide wurden basierend auf dieser Analyse konstruiert Peptid 50a 
(KIIFFV) und Peptid 50 (KIFFFV). Bei der Entscheidung welches der beiden Peptide 
synthetisiert werden sollte, kamen zwei Tatsachen zum Tragen. Zum einen lieferte das 
Protein-Peptid-Docking für Peptid 50 (237HAbbildung 54) eine niedrigere freie Energie. 
Stärker gewertet wurde zum anderen die Tatsache, dass bei den getesteten Peptiden die 
Peptide mit der Aminosäure Phenylalanin an Position P1 eine stärkere Hemmung von 
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humanem Cathepsin G zeigten. Sowohl im Protein-Peptid-Docking, als auch im Test 
auf Hemmung von humanem Cathepsin G wurden für Peptid 50 jeweils die besten Wer-
te dieser Arbeit erhalten. Mit einem IC50-Wert von 6,06 µM und einem Ki-Wert von 
0,73 µM stellt dieses, durch rationale Verbesserungen  

 

Abbildung 54: Protein-Peptiddocking des Peptids 50 mit der Kristallstruktur von humanem Ca-
thepsin G. grün: hydrophobe Bereiche; rot: Wasserstoffbrückenakzeptoren; blau: Was-
serstoffbrückendonatoren; grau: nicht einzuordnen in Bezug auf diese Eigenschaften. 

entstandene Peptid den besten in dieser Arbeit untersuchten Peptidinhibitor für humanes 
Cathepsin G dar. Dieser neue Inhibitor ist potenter als das als Leitstruktur eingesetzte 
Peptid 15. Die ermittelten Hemmdaten sowie die berechneten freien Energien beider 
Peptide sind in der 238HTabelle 30 zusammengefasst. Zudem besteht Peptid 50 aus nur mehr 
sechs Aminosäuren, wodurch es sich besser als Leitstruktur für weitere Inhibitoren eig-
net. 

Tabelle 30: Vergleich der Hemmdaten und der berechneten freien Energien der Peptide 15 und 50. 

Name Sequenz % Hem.

100µM 
IC50 [µM] Ki [µM] Energie in kcal/mol

P50 KIFFFV 85,8 6,06 0,73 -161,77 
P15 EILIFWSKAIGYSFT 94,6 8,98 0,98 -208,33 

BEI PEPTID 27 HANDELT ES SICH UM EIN SUBSTRAT VON CATHEPSIN G 

An dieser Stelle soll kurz auf die Verlässlichkeit der verwendeten computerbasierten 
Vorhersagen am Beispiel des Peptids 27 (VPKILM) eingegangen werden. Bei Peptid 27 
handelt es sich um ein Peptid, das von unserem Kooperationspartner (Somak Ray, Max-
Planck Institut für Bioinformatik, Saarbrücken) anhand rationaler Gesichtspunkte basie-
rend auf den Protein-Peptid-Docking-Berechnungen konstruiert worden war. Das Prote-
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in-Peptid-Docking dieses Peptids (239HAbbildung 55) ließ aufgrund seiner geringen freien 
Energie im Komplex mit humanem Cathepsin G (-136,48 kcal/mol) eine hohe Affinität 
des Peptids zu humanem Cathepsin G erwarten. Der experimentelle Befund zeigte je-
doch nahezu keine Hemmung von humanem Cathepsin G durch Peptid 27 (23,5 % 
Hemmung bei 100 µM). 

 

Abbildung 55: Protein-Peptid-Docking des Peptids P27 gegen die Kristallstruktur von humanem 
Cathepsin G. grün: hydrophobe Bereiche; rot: Wasserstoffbrückenakzeptoren; blau: 
Wasserstoffbrückendonatoren; grau: nicht einzuordnen in Bezug auf diese Eigenschaften.              

Die nahe liegende Erklärung hierfür war die Annahme, dass dieses Peptid ein Substrat 
für das Enzym darstellt. In diesem Fall sollten sich die durch die Spaltung entstandenen 
Abbauprodukte des Peptids P27 im Reaktionsansatz nachweisen lassen. Durch die 
Auswertung der Docking-Ergebnisse erschien die Spaltung des Peptids zwischen den 
Aminosäuren Isoleucin und Methionin als wahrscheinlich. Um diese Annahme experi-
mentell zu bestätigen, wurden Proben hergestellt, die mithilfe der MALDI-TOF Mas-
senspektrometrie untersucht wurden. Als Kontrolle dienten Lösungen des Enzyms in 
Wasser und im Reaktionspuffer, reiner Reaktionspuffer, das verwendete Reinstwasser 
und Lösungen des Peptids in Reaktionspuffer sowie in Reinstwasser. Der Vergleich des 
Spektrums des vollständigen Reaktionsansatzes (Puffer, Enzym, P27) mit dem Kon-
trollspektrum (Puffer, Enzym) wies ein neues Signal auf, das der Masse des angenom-
menen Spaltproduktes (VPKI) entsprach (nicht gezeigt). Einer der Schwachpunkte des 
verwendeten Programmes konnte somit aufdeckt werden: das Programm ermöglicht es 
(noch) nicht in Inhibitoren oder Substrate zu unterscheiden. Eine hohe Affinität und 
damit eine niedrige freie Energie besaßen beide. Die 240HTabelle 31 liefert eine Übersicht 
über alle im Rahmen dieser Arbeit getesteten Peptide. 
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Tabelle 31: Übersicht über die ermittelten Daten aller Peptide dieser Arbeit. 

Bezeichnung 
Px Sequenz 

Inh. bei 
100 µM 

in %  

IC50-Wert 
[µM] 

Ki-Wert 
[µM] 

Energie in  
kcal/mol 

1 RNTQHTNIYAKDIFV 49,00% n.b. n.b. -148,05 
2 GNTQHTNIYAKDIFV 50,00% n.b. n.b. -135,72 
3 GIPQHTNIYAKDIFV 53,20% n.b. n.b. -132,69 
4 NIYAKDIFV 38,40% n.b. n.b. -176,04 
5 YAKDIFV 50,20% n.b. n.b. -151,47 
6 KDIFV 72,00% 11,7 2,2 -129,99 

6d DAFVFV 19,80% n.b. n.b. -126,38 
6a DIFVFV 80,80% 9,76 1,18 -137,74 
6b DFFVFV 75,10% 12,87 1,56 -158,85 
6c DIFLFV 68,40% 13,25 1,61 -138,56 
6e KDIFVFV 22,90% n.b. n.b. -153,44 
7 KDIF 25,90% n.b. n.b. -104,17 
8 DIFV 1,90% n.b. n.b. -104,14 
9 KSIFV 22,00% n.b. n.b. -125,57 

10 KDIFF 30,80% n.b. n.b. -130,73 
13 KDIFI 17,70% n.b. n.b. -131,37 
14 FWSKDIGY 56,00% n.b. n.b. -180,08 
15 EILIFWSKAIGYSFT 94,60% 8,98 0,98 -208,33 
16 KNIFV 37,00% n.b. n.b. -130,93 
17 KD 0,00% n.b. n.b. n.b. 
18 DIFVV 34,00% n.b. n.b. -114,06 
20 DDIFV 32,10% n.b. n.b. -116,48 
21 MDIFV 19,10% n.b. n.b. -111,59 
25 DKFVFV 8,50% n.b. n.b. -158,65 
27 VPKILM 23,50% n.b. n.b. -136,48 
28 VPILM n.b n.b. n.b. -118.34 
29 KEIFLM n.b n.b. n.b. -144,71 
30 KIIKHR n.b n.b. n.b. -146,09 
31 PPPPPP n.b n.b. n.b. -103,88 
32 PPRPPP n.b n.b. n.b. -133,44 
33 FVFV 0,00% n.b. n.b. -116,63 
37 DIFKFV n.b. n.b. n.b. -156,64 
38 LPPRLP 33,70% n.b. n.b. -126,33 
39 CLPPPP n.b. n.b. n.b. -108,96 
40 DCIAIF n.b. n.b. n.b. -123,52 
41 ECKAIF 22,00% n.b. n.b. -132,70 
42 PSSSLR 14,10% n.b. n.b. -138,13 
43 PLKKPI 64,60% 15,59 1,89 -139,86 
44 PPATLS 56,20% 21,48 2,60 -126,82 
45 LWGLLL 77,60% 10,54 1,28 -134,55 
46 SPHAPP 61,30% 17,22 2,09 -132,40 
47  KHKTKK 51,10% 95,28 11,55 -156,54 
48  ETQNQE 58,30% 19,88 2,41 -147,72 
49  RPLPVL 57,00% 39,76 4,82 -135,29 
50  KIFFFV 84,80% 6,06 0,73 -161,77 
50a KIIFFV n.b. n.b. n.b. -138,39 
51 KEIFV 22,00% n.b. n.b. -127,05 
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5 DISKUSSION 

Die Expression von Peptidbibliotheken durch Verfahren wie das „Phage Display“ oder 
die Oberflächenexpression auf Hefezellen haben sich bei der Suche nach neuen Leit-
strukturen als potente Alternative zur klassischen Entwicklung bewährt (Asanuma et al. 
2008; Lanzillotti und Coetzer 2008). Mit dem Autodisplay steht ein bakterielles System 
zur Oberflächenexpression rekombinanter Proteine auf E. coli zur Verfügung. Dieses 
System hat sich bereits bei der Oberflächenexpression einer Vielzahl rekombinanter 
Proteine als erfolgreich erwiesen (Jose 2006). Peptide wurden bereits durch Autodisplay 
erfolgreich auf der Oberfläche von E. coli präsentiert und die Zugänglichkeit der Pepti-
de für affinitätsbasierte Markierungen benutzt (Zangen 2002; Jose und Zangen 2005). 
Die Voraussetzungen für den Einsatz des Autodisplay zur Expression von Peptidbiblio-
theken waren geschaffen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Frage geklärt werden, ob 
Autodisplay eine alternative Plattform zu den etablierten Verfahren („Phage Display“, 
„Yeast Surface Display“) darstellt und zur evolutiven Entwicklung von Peptidinhibito-
ren eingesetzt werden kann. Mit dem Peptid 15 lag bereits eine Leitstruktur vor, die das 
Target humanes Cathepsin G hemmt und auf der Oberfläche von E. coli exprimiert 
werden konnte. Es galt nun Peptidbibliotheken zu erstellen und diese mittels Autodis-
play auf der Oberfläche von E. coli zu exprimieren. Die Bibliothek tragenden Bakterien 
sollten dann mit dem Targetenzym markiert werden und markierte Zellen mittels 
Fluoreszenz-aktivierter Selektion von nicht markierten Zellen abgetrennt werden. Die 
Ergebnisse der Selektion sollten dann wiederum in die Entwicklung neuer Bibliotheken 
einfließen und so das Prinzip der Evolution aus der Natur ins molekularbiologische La-
bor übertragen werden.  

5.1 ERSTELLUNG VON PEPTIDBIBLIOTHEKEN 

Ein Ansatz, den steigenden Bedarf an neuen Leitstrukturen und Arzneistoffen zu decken 
ist es, Substanzbibliotheken zu erstellen. Die kombinatorische Chemie ist ein gängiges 
Verfahren zur Erstellung solcher Bibliotheken (Krier et al. 2005). Die Synthese erfolgt 
nach den Gesetzen der Kombinatorik: Die Vielfalt an Produkten richtet sich nach der 
Anzahl der Synthesebausteine und den Synthesebedingungen. Als biologisches System 
ist Autodisplay, wie auch das „Phage Display“, bei der Wahl der Synthesebausteine auf 
die natürlichen Bausteine des Lebens, die Aminosäuren, limitiert. Das Autodisplay ist 
im Gegensatz zu kombinatorisch chemischen Verfahren auf Strukturen beschränkt, die 
sich aus den natürlich vorkommenden Aminosäuren aufbauen lassen. Bedenkt man, 
dass unser Körper zur Steuerung von einer Vielzahl seiner Körperfunktionen auf genau 
solche peptidischen Strukturen angewiesen ist, so wandelt sich dieser vermeintliche 
Nachteil zu einem Vorteil. Bei der Mehrzahl an pharmazeutisch relevanten Targets 
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handelt es um Proteine, also Moleküle, die aus Aminosäuren aufgebaut sind. Die natür-
lichen Steuerelemente und Interaktionspartner sind häufig wiederum Proteine oder Pep-
tide. Daraus lässt sich ableiten, dass sich aus diesen Bausteinen auch ein Arzneistoff 
oder die Vorstufe eines Arzneistoffes zur Behandlung von Erkrankungen entwickeln 
lassen sollte. Das Ziel war es, durch Autodisplay eine Peptidbibliothek auf der Oberflä-
che von E. coli zu exprimieren. Der erste Schritt bei der Umsetzung dieses Ziels war es, 
ein geeignetes Verfahren zur Erstellung der Peptidbibliotheken zu finden. Im Rahmen 
dieser Arbeit wurden drei Strategien zur Erstellung von Peptidbibliotheken eingesetzt. 
Jede dieser drei Strategien wies sowohl Vor- als auch Nachteile auf. Der Einsatz zweier 
komplementärer Oligonukleotide, die nach der Hybridisierung die für die Peptidbiblio-
thek codierende DNA mitsamt der zur Ligation in den Vektor notwendigen kompatiblen 
Enden liefern (Strategie I), ist ein einfaches und schnelles Verfahren. Diesem Vorteil 
stehen die Nachteile einer geringen Zahl von Transformanden und einer geringen An-
zahl von Varianten gegenüber. Eine mögliche Ursache für die geringe Zahl lebensfähi-
ger Zellen ist, dass es im Hybridisierungsansatz möglicherweise nicht für jedes 
einzelsträngige DNA-Molekül den vollständig komplementären Partner gibt und es so 
zu Fehlpaarungen kommen kann. Diese Fehlpaarungen könnten schließlich zum Verlust 
der für die Ligation in den Vektor erforderlichen kompatiblen Enden führen und so die 
Ligation erschweren oder verhindern. Nach der Transformation wurden lediglich 
1,15 x 105 (pro 500 ng Plasmid-DNA) teilungsfähige E. coli Zellen erhalten. Eine zur 
Kontrolle durchgeführte Transformation eines unter den gleichen Bedingungen ligierten 
Kontrollansatzes lieferte 1,8 x 107 (pro 500 ng Plasmid-DNA) lebensfähige Zellen. Im 
Falle der Bibliothek lag die Zahl der Transformanden vier Zehnerpotenzen unter der 
Kompetenz (2,3 x 109 Bakterienkolonien pro µg Plasmid-DNA) der verwendeten Zellen 
und zwei Zehnerpotenzen unter der Kontrolle, was die vorgestellte These der Fehlpaa-
rungen stützt. Eventuelle Fehlpaarungen können außerdem dazu geführt haben, dass 
zwar ein Ligationsprodukt entstanden ist, es aber aufgrund der Fehlpaarungen zu Ver-
schiebungen im Leseraster („frame-shift“) des Autotransporter-Fusionsproteins ge-
kommen sein könnte. Denkbar ist, dass das so veränderte Autotransporter-
Fusionsprotein zum Verlust der Funktionalität des Autotransporters geführt hat und der 
Transport an die Zelloberfläche verhindert wurde. Möglich ist auch, dass die Verschie-
bungen zu einem Abbruch der Proteinbiosynthese geführt haben. Der Wechsel zu einer 
Strategie, bei der der zweite Strang der DNA mithilfe einer DNA-Polymerase mit 
„proof-reading“ Aktivität synthetisiert wird, sollte diese Problematik umgehen und si-
cher stellen, dass stets durchgehend komplementäre DNA-Moleküle entstehen (Strate-
gie II und Strategie III). Der Versuch, den zu randomisierenden Bereich und alle für die 
Ligation notwendigen Schnittstellen auf einem langen Oligonukleotid zu integrieren, 
warf neue Schwierigkeiten auf. Bei der nach der Strategie II erstellten Peptidbibliothek 
konnte die Zahl der teilungsfähigen Zellen zwar um zwei Zehnerpotenzen gesteigert 
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werden (3,1 x 107 teilungsfähige Zellen pro 500 ng Plasmid-DNA), aber die Sequenz-
analyse der Klone ergab einen Fehler in der Sequenz des Autotransporter-
Fusionsproteins, der zu Verschiebungen des Leserasters führte. Dieser Fehler war auf 
die fehlerhafte Synthese des der Bibliothek zu Grunde liegenden Oligonukleotids zu-
rückzuführen. Der gewünschte Erfolg konnte mit der Strategie III erzielt werden. Der zu 
klonierende Bereich wird bei dieser Strategie auf beide Oligonukleotide aufgeteilt. Ein 
Oligonukleotid trägt die variable Sequenz, das andere Oligonukleotid dient zum Auffül-
len mithilfe einer DNA-Polymerase und verlängert die doppelsträngige DNA. Die größ-
te mit dieser Strategie erstellte Bibliothek umfasste 1,8 x 108 teilungsfähige Zellen pro 
500 ng Plasmid-DNA (Kompetenz der verwendeten E. coli: 2,1 x 1010 pro µg Plasmid-
DNA). 

5.2 AUTODISPLAY VON PEPTIDINHIBITOREN UND PEPTID-
BIBLIOTHEKEN UNTER DER KONTROLLE EINES INDU-
ZIERBAREN PROMOTORS 

In der Literatur finden sich Hinweise, dass sich kurze Peptide negativ auf das Wachs-
tum von Bakterien auswirken können (Nedjar-Arroume et al. 2008; Nilsson et al. 2008). 
Die Überexpression eines rekombinanten Proteins oder Peptids kann für die Bakterien 
einen Selektionsnachteil darstellen, was zu einem verlangsamten Wachstum führen 
kann. Im Falle des Autodisplay von Peptidbibliotheken besteht bei einer Expression 
unter der Kontrolle eines konstitutiven Promotors die Gefahr, dass bestimmte Peptidva-
rianten verloren gehen, weil die entsprechende Bakterienzelle einen zu großen Selekti-
onsnachteil hat oder das exprimierte Peptid antibakterielle Eigenschaften hat. Ein Peptid 
mit antibakteriellen Eigenschaften könnte bei der Anzucht bereits zu einem Absterben 
der Bakterienzelle, die es exprimiert oder, je nach der antibakteriellen Potenz, auch zum 
Absterben weiterer Zellen und somit zum Verlust weiterer Peptidvarianten führen. Aus 
diesem Grund wurden die Peptidbibliotheken im Rahmen dieser Arbeiten bevorzugt 
unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors (T7 Promotor, pET System, Nova-
gen®, MERCK) exprimiert. Durch den Zusatz eines Induktors lässt sich die Proteinex-
pression zeitlich steuern. Auf diesem Weg sollten sich die beschriebenen negativen 
Effekte einschränken lassen. Das als Leitstruktur eingesetzte Peptid 15 wurde unter der 
Kontrolle beider Promotoren exprimiert. Dadurch war es möglich, die Auswirkung des 
Wechsels des Expressionssystems zu untersuchen. Es konnten keine negativen Auswir-
kungen auf die Proteinexpression festgestellt werden. Im Gegenteil: Die Auswertung 
diverser Proteinelektrophoresen zeigte, dass die Proteinmenge im Falle der Expression 
unter der Kontrolle des induzierbaren Promotors, wie erwartet, bei gleicher Ausgangs-
zellzahl zunahm. Im Falle des Peptids 15 mit zusätzlichem Epitop HA konnte gezeigt 
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werden, dass ohne vorherige Induktion keine mit Coomassie-Färbung oder mit einem 
Western-Blot nachweisbare Expression erfolgte.  

5.3 HOCHDURCHSATZSCREENING MITHILFE DER DURCH-
FLUSSZYTOMETRIE 

Das Durchsuchen von Bibliotheken in der vorgestellten Größenordnung erfordert ein 
leistungsfähiges Screeningssystem. Bei der Analyse eukaryontischer Zellen z. B. in der 
medizinischen Diagnostik (Baumgartner et al. 2008; Karlsson et al. 2008) hat sich die 
Durchflusszytometrie zu einem Standardverfahren entwickelt. Bei der Analyse von 
Mikroorganismen und der Fluoreszenz-aktivierten Selektion (FACS) einzelner Zellen 
hat die Durchflusszytometrie an Bedeutung gewonnen (Dane et al. 2006). Die durch-
flusszytometrische Analyse von Peptidinhibitor-tragenden E. coli wurde in der Arbeits-
gruppe Jose bereits etabliert (Jose und Zangen 2005). Die Selektion der gewünschten 
Peptidvarianten sollte durch FACS erfolgen. Die Peptide auf der Oberfläche der Bakte-
rienzellen wurden mit den vorgestellten Verfahren markiert. Sowohl das Einschrittver-
fahren als auch das Zweischrittverfahren eignen sich gleichermaßen zur Markierung 
von Peptiden und Peptidbibliotheken auf der Oberfläche von E. coli, so dass die Ent-
scheidung von den Erfordernissen des jeweiligen Experiments abhängig gemacht wer-
den kann. Wie die im Verlauf dieser Arbeit durchgeführten Experimente zeigen, ist es 
wichtig, die Bakterien zusätzlich zur der Markierung, die zur Selektion benutzt werden 
soll, mit einer alle Bakterien färbenden Methode zu markieren, damit eine bessere Un-
terscheidung der Bakterienzellen von partikulären Verunreinigungen ermöglicht wird. 
In der vorliegenden Arbeit wurden drei Methoden vorgestellt. Die Färbungen der Bakte-
rien mit Nile Blue A und RH414 erlaubten eine einfache Unterscheidung zwischen Bak-
terien und Verunreinigungen. Die dritte Methode bestand darin, ein fluoreszierendes 
Protein im Zytosol der Bakterien zu exprimieren. Diese zusätzliche Expression des zu-
sätzlichen Proteins scheint E. coli nicht auffällig im Wachstum zu behindern. Zwei Vor-
teile sind offenkundig, denn bei der Expression einer internen Kontrolle sind keine 
zusätzlichen Schritte zur Kontrollmarkierung notwendig, was Zeit und Kosten spart. 
Die verwendeten spezifischen Markierungsmethoden für Peptide sind affinitätsbasierte 
Verfahren, sie beruhen auf der Affinität einzelner Peptide für das Enzym humanes Ca-
thepsin G und erlauben die Markierung der dazugehörigen Bakterienzelle. Bei der an-
schließenden Selektion mittels FACS werden demnach Peptidvarianten selektiert, die 
eine Affinität zum Enzym humanes Cathepsin G aufweisen. Die Frage, ob es sich bei 
den selektierten Peptidvarianten um Inhibitoren handelt, muss in einem späteren Schritt 
geklärt werden. Die Affinität eines Peptids zum Targetenzym ist eine Voraussetzung für 
eine Hemmung des Enzyms, nicht jedoch ein Garant dafür. Die Tatsache, dass es sich 
bei dem Screeningverfahren um ein Verfahren handelt, das auf der Affinität einzelner 
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Peptide zu humanem Cathepsin G beruht, erklärt auch, warum von einer vorhandenen 
Fluoreszenz bei der durchflusszytometrischen Analyse nicht ohne weiteres auf inhibito-
rische Eigenschaften des Peptides geschlossen werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit 
konnte keine aussagekräftige Korrelation zwischen den Fluoreszenzmittelwerten bei der 
Analyse im Durchflusszytometer und den bestimmten Hemmdaten gefunden werden. 
Eine weitere Tatsache, warum keine Korrelation nachgewiesen werden konnte, könnte 
sein, dass der Fluoreszenzmittelwert einer Bakterienzelle von der Anzahl der gebunde-
nen Fluoreszenzmoleküle und somit letztendlich von der Anzahl der auf der Oberfläche 
exprimierten Peptide abhängt. Aus diesem Grund wäre es denkbar, dass ein hochaffines 
Peptid, das aber in geringer Zahl auf der Zelloberfläche vorhanden ist, den gleichen 
oder gar einen kleineren Fluoreszenzmittelwert in der durchflusszytometrischen Mes-
sung liefert als ein Peptid, das in hoher Zahl auf der Oberfläche vorhanden ist, aber eine 
geringere Affinität aufweist. Primär korreliert der Fluoreszenzmittelwert mit der Anzahl 
der auf der Oberfläche der Bakterien vorhandenen Peptide und ist somit von der Ex-
pressionsstärke des Autotransporter-Fusionsproteins abhängig. Ein weiteres Problem, 
das seine Ursache im affinitätsbasierten Screening hat, ist die Definition der Auswahl-
kriterien zum Aussortieren „positiver“ Varianten. Aufgrund der diskutierten Abhängig-
keiten des Selektionsparameters Fluoreszenz von der Anzahl der Peptidmoleküle auf 
der Zelloberfläche und deren Affinität zum Targetenzym konnte nicht mit Sicherheit 
gesagt werden, dass hohe Fluoreszenzwerte auch zu den besten Peptidinhibitoren führen 
müssen. Diese Frage kann erst beantwortet werden, wenn die Hemmdaten der Peptidva-
riante vorliegen. Im FACS erfolgt die Selektion einzelner E. coli immer aufgrund der 
Affinität, nicht aufgrund einer Hemmung von humanem Cathepsin G. Bei der Definiti-
on der Auswahlkriterien wurde in einen Fluoreszenzbereich, in dem sich ausschließlich 
die Kontrollzellen befanden, und einen Bereich höherer Fluoreszenzen, in dem keine 
Kontrollzellen zu finden waren, unterschieden. Der Fluoreszenzbereich der positiven 
Zellen wurde in mehrere Teilbereiche unterteilt, um sicher zu stellen, dass auch Peptid-
varianten, die in geringer Zahl exprimiert wurden und deshalb zu einer geringeren Fluo-
reszenz führen, selektiert wurden. Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass mit dem 
beschriebenen Screeningsystem auf Bindung an humanes Cathepsin G gescreent wurde, 
wurden Bakterienzellen aus allen Teilbereichen der positiven Zellen selektiert. Auf die-
sem Weg sollte sichergestellt werden, dass keine potenten Inhibitoren durch eine nicht 
korrekte Wahl der Sortierungskriterien verloren gehen und die selektierten Varianten 
aus dem gesamten Bereich der humanes Cathepsin G bindenden E. coli stammen. 
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5.4 EVOLUTIVE ENTWICKLUNG VON PEPTIDINHIBITOREN – 
EVOLUTION IM REAGENZGLAS 

Die Evolution stellt ein Grundprinzip des Lebens dar. Sie ist verantwortlich für die ge-
samte Vielfalt des Lebens auf der Erde. Es handelt sich um ein so erfolgreiches Prinzip, 
dass in verschiedenen Bereichen versucht wird, es zu kopieren. Die Expression von 
Peptidbibliotheken auf lebenden Zellen erlaubt es nun, dieses Prinzip auf die Entwick-
lung maßgeschneiderter Peptide zu übertragen. Alle in der Bibliothek enthaltenen Pep-
tidvarianten wurden einem Auswahlprozess, der Markierung mit humanem 
Cathepsin G, unterzogen. Bakterienzellen, die humanes Cathepsin G bindende Peptide 
exprimieren, werden selektiert. Der Mensch übernimmt also die Rolle der Natur und 
sorgt dafür, dass nur bestimmte Varianten überleben (Selektion). Im Anschluss an die 
Selektion erfolgte eine Charakterisierung der Peptide. Diese Charakterisierung umfasste 
die Bestimmung der Hemmwerte und ein Protein-Peptid-Docking gegen die Kristall-
struktur von humanem Cathepsin G. Peptide, die in der Lage waren, das Targetenzym 
zu hemmen, dienten als Vorlage der rationalen Generierung neuer Peptide, lieferten 
Anhaltspunkte für neue Variationsmöglichkeiten und waren der Ausgangspunkt für 
neue Bibliotheken (Variation). Die Schritte, die Teil der in dieser Arbeit umgesetzten 
Strategie, der evolutiven Entwicklung von Peptidinhibitoren waren, sind in 
241HAbbildung 56 dargestellt. Im Rahmen der Arbeit wurden drei Entwicklungszyklen 
durchgeführt. Im ersten Zyklus wurden drei Inhibitoren, im zweiten Zyklus fünf und im 
dritten Zyklus wiederum drei Inhibitoren durch das Screening der Bibliotheken gefun-
den. Der limitierende Faktor war nicht das Fehlen von positiven Varianten, sondern es 
konnte aus zeitlichen Gründen nur ein Bruchteil der erhaltenen Varianten untersucht 
werden. Auch diese geringe Anzahl von positiven Varianten reichte aus, um das Funk-
tionieren der Methode („Proof of Concept“) zu bestätigen. 
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Abbildung 56: Schematische Darstellung der Evolution im Reagenzglas. Eine Wiederholung der 
Schritte Variation, Selektion (und Charakterisierung) führt zu einer schrittweisen Ver-
besserung der Eigenschaften des Peptids. Das Ergebnis ist eine evolutiv optimierte Pep-
tidstruktur. 

5.5 NEUE PEPTIDINHIBITOREN FÜR HUMANES CATHEPSIN G  

Die Entwicklung von neuen Arzneistoffen war seit den 90igern geprägt von der „ru-
le of five“ (Lipinski et al. 1996; Lipinski 2003). Die dort gestellten Anforderungen an 
einen Arzneistoffkandidaten konnten von Peptiden meist nicht erfüllt werden. Nach der 
verbreiteten Meinung eigneten sich Peptide lediglich als Vorlage für nichtpeptidische 
Arzneistoffe. Der Vorteil von Peptid- oder Proteinbibliotheken wurde jedoch erkannt 
und in die moderne Arzneistoffentwicklung einbezogen. Den Nachteilen wie z. B. ei-
nem hohen First-Pass-Effekt oder einer geringen Bioverfügbarkeit wurden mit der Ent-
wicklung neuer Darreichungsformen begegnet (Morimoto et al. 2008). Die Entwicklung 
therapeutischer Peptide wird zurzeit stark vorangetrieben (Huther und Dietrich 2007; 
Lee und Burnett 2007; Banks 2008). Im Verlauf dieser Arbeit konnte eine Reihe neuer 
Peptidinhibitoren für das Enzym humanes Cathepsin G gefunden werden. Zur Generie-
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rung neuer Peptidstrukturen wurde auf einen biologischen Ansatz (evolutive Entwick-
lung von Enzyminhibitoren), das Autodisplay von Peptidbibliotheken, zurückgegriffen. 
Nachdem neue Strukturen vorlagen, konnten diese für ein Protein-Peptid-Docking ge-
gen die Kristallstruktur von humanem Cathepsin G und für rationale Optimierungen 
benutzt werden. Obwohl das Protein-Peptid-Docking erfolgreich für die Entwicklung 
neuer Inhibitoren eingesetzt werden konnte, wurde im Falle des Peptids 27 auch ein 
Schwachpunkt dieser bioinformatischen Methode aufgedeckt. Beim Prote-
in-Peptid-Docking konnte nicht in Inhibitoren oder Substrate unterschieden werden. 
Sowohl der evolutive Ansatz als auch der rationale Ansatz führten zu neuen Hemmstof-
fen. Die Tatsache, dass der beste hier vorgestellte Inhibitor das Resultat einer Kombina-
tion beider Verfahren ist, verdeutlicht welchen Vorteil eine Verzahnung verschiedener 
Methoden darstellt. Die Ursache, warum keiner der rational erstellten Inhibitoren beim 
Screening der Bibliothek gefunden werden konnte, könnte in der immensen Vielfalt der 
in der Bibliothek enthaltenen Peptide liegen. Im Falle einer 7-mer Peptidbibliothek gäbe 
es 1,28 x 109, im Falle einer 6-mer Peptidbibliothek gäbe es rechnerisch 6,4 x 107 ver-
schiedene Peptidvarianten. Die Chance einen bekannten Inhibitor zu selektieren war 
demnach mit 1 zu 1,08 x 104 bei der erreichten Bibliotheksgröße von 1,15 x 105 bei der 
Bibliothek I äußerst gering. Erst die 6mer Bibliotheken III und IV enthielten mit 
3,1 x 107 bzw. mit 1,18 x 108 rechnerisch genügend Varianten um die Selektion einer 
bekannten Varianten wahrscheinlicher zu machen (1 zu 0,5 bzw. 1 zu 1,84). Dennoch 
wurde auch im Falle der Bibliothek IV keine Variante doppelt aussortiert. Durch weite-
re Runden einer evolutiven Entwicklung könnte mithilfe der peptidischen Inhibitoren 
ein immer detaillierteres Pharmakophormodell entstehen und mit dessen Hilfe noch 
bessere nichtpeptidische Inhibitoren entwickelt werden. Nicht zuletzt stellen das Auto-
display und die evolutive Entwicklung von Peptidinhibitoren mithilfe des Autodisplay 
eine neue Technologieplattform dar, wie am Beispiel der Entwicklung neuer Inhibitoren 
für humanes Cathepsin G gezeigt worden ist und die flexibel einsetzbar ist. 

Neben den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Peptidinhibitoren sind der Literatur 
eine Reihe nichtpeptidischer Inhibitoren beschrieben. Eine Übersicht über die bis jetzt 
in der Literatur beschriebenen nichtpeptidischen Inhibitoren von humanem Cathepsin G 
liefert 242HTabelle 32. Diese Inhibitoren sind deutlich potenter als die in dieser Arbeit 
beschriebenen Peptidinhibitoren. Das primäre Ziel dieser Arbeit war es allerdings nicht 
potentere Inhibitoren als die in (243HTabelle 32) zu finden, sondern er lag vielmehr darin, 
eine Plattform zur universellen evolutiven Entwicklung von Enzyminhibitoren zu 
liefern. Dieses Ziel wurde erreicht. 
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Tabelle 32: Nichtpeptidische Inhibitoren von humanem Cathepsin G.  

Struktur Name Hemmung Literatur 

Cathepsin G Inhibitor I, 

Calbiochem, MERCK, 

Darmstadt 

IC50 = 53 nM 

Ki = 63 nM 

(Greco et al. 

2002; de 

Garavilla et 

al. 2005) 

 

6-((1'R,2'S,5'R)-

menthyloxycar-

bonyl)amino-2-

[(ethylsulfonyl)oxy]-1H-

isoindole-1,3-dione 

k(obs)/[I] =  

11000 M-1 s-1 

(Vagnoni et 

al. 2001) 

% RG1192 Ki = 0,11 nM 
(Ledoux et 

al. 2003) 

% Heparin S2 Ki = 30 nM 
(Sissi et al. 

2006) 
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7.3 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

Abkürzung Bedeutung 

% (v/v) Volumenanteil in % 

% (w/v) Gewichtsanteil in % 

Amp Ampicillin 

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosäure 

bp Basenpaare  

BSA Bovines Serumalbumin

Da Dalton

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure

DNase Desoxyribonuklease 

dNTP 2-Desoxyribonukleosid

DTT Dithithreitol 

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FSC Forward Scatter 

GFP Green Fluorescent Protein

IC50-Wert Konzentration eines Hemmstoffes, die zu einer 
Hemmung des Enzyms von 50 % führt 

Inh. Inhibition, Hemmung

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid

kb Kilobasenpaare 

kDa Kilodalton 

Ki(-Wert) Inhibitorkonstante 

LB Luria Bertani 

MALDI matrix assisted laser desorbtion ionisation
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Abkürzung Bedeutung 

mF mittlere Fluoreszenz

MS Massenspektrometrie

n.b.  nicht bestimmt

OD Optische Dichte

RT Raumtemperatur

SSC Side Scatter 

TAE Trisacetat/EDTA Elektrophoresepuffer

TE Trisacetat/EDTA Puffer

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylethylendiamin

TOF Time of Flight 

Tris 2-Amino-2Hydoxymethyl-1.3-Propandiol

U Units 

Upm Umdrehungen pro Minute

λ Wellenlänge 
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7.4 PLASMIDKARTEN DER VERWENDETEN PLASMIDE 

pDB001
7034 bp

AT ctb Fusionsprot.

T7 term

bla prom

bla

pBR322 origin

lacI reg

T7 prom
lacO reg

BamHI (1191)

KpnI (348)

NdeI (52)

SacII (395)

SexAI (220)

XhoI (89)

XhoI (359)

EcoRI (989)

EcoRI (1717)

pDB002
7034 bp

AT ctb Fusionsprot.

T7 term

bla prom
bla

pBR322 origin

lacI reg

T7 prom
lacO reg

AgeI (427)

BamHI (1191)

KpnI (348)

NdeI (52)

SacII (395)

SexAI (220)

XhoI (89)

XhoI (359)

EcoRI (989)

EcoRI (1717)

 

 

pDB003@1
6809 bp

T7 term

bla

pBR322 origin

lacI reg

T7 prom
lacO reg

AT Peptid15HA Fusionsprot.

BamHI (966)

NdeI (52)

SacII (170)

XhoI (89)

EcoRI (764)

EcoRI (1492)
pDB004

6782 bp

AT Peptid15 Fusionsprot.

T7 term

pBR322 origin

lacI reg

T7 prom
lacO reg

bla

bla prom

BamHI (939)

NdeI (52)

SacII (143)

XhoI (89)

EcoRI (737)

EcoRI (1465)

 

 

pDB005
4073 bp

pBR322 origin

amp marker

amp prom

AT Peptid6 Fusionprot.

BamHI (909)

AgeI (145)

NdeI (52)

SacII (113)

XhoI (89)

EcoRI (707)

EcoRI (3909)

pDB006
4106 bp

AT Peptid6a Fusionsprot.

pBR322 origin

bla

AgeI (148)

BamHI (912)

NdeI (52)

SacII (116)

XhoI (89)

EcoRI (710)

EcoRI (3912)

EcoRI (4073)
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pDB007
4355 bp

AT Peptid CTB Fusionsprot.

pBR322 origin

bla AgeI (427)

BamHI (1191)

KpnI (348)

NdeI (52)

SacII (395)

SexAI (220)

XhoI (89)

XhoI (359)

EcoRI (989)

EcoRI (4191)

pDB008
6752 bp

T7 term

pBR322 origin

lacI reg

T7 prom
lacO reg

bla
bla prom

AT Peptid 6 Fusionsprot.

BamHI (909)

AgeI (145)

NdeI (52)

SacII (113)

XhoI (89)

EcoRI (707)

EcoRI (1435)

 

 

pDB009
7079 bp

T7 term

pBR322 origin

lacI reg

T7 prom
lacO reg

bla prom

bla

AT Peptid6a Fusionsprot.

BamHI (1236)

KpnI (96)

NdeI (52)

SexAI (88)

EcoRI (338)

EcoRI (1034)

EcoRI (1762)
pDB010

6755 bp

T7 term

pBR322 origin

lacI reg

T7 prom
lacO reg

bla
bla

AT Peptid6a Fusionsprot.

BamHI (912)

AgeI (148)

NdeI (52)

SacII (116)

XhoI (89)

EcoRI (710)

EcoRI (1438)

 

 

pDB011
4862 bp

T7 prom
lacO reg

lacI reg

T7 prom
lacO reg

cm

AT Peptid 6 Fusionsprot.

BamHI (963)

AgeI (199)

BglII (1371)

KpnI (1418)

SacII (167)

SexAI (3237)

XbaI (3378)

XhoI (143)

EcoRI (761)

EcoRI (1178)

NdeI (106)

NdeI (1364)

pDB012
4811 bp

T7 prom
lacO reg

lacI reg

T7 prom
lacO reg

cm

AT Peptid6a Fusionsprot.

BamHI (912)

AgeI (148)

BglII (1320)

KpnI (1367)

SacII (116)

SexAI (3186)

XbaI (3327)

XhoI (89)

EcoRI (710)

EcoRI (1127)

NdeI (52)

NdeI (1313)
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pDB013
5090 bp

T7 prom
lacO reg

lacI reg

T7 prom
lacO reg

cm

AT ctb Fusionsprot.

BamHI (1191)

AgeI (427)

BglII (1599)

SacII (395)

XbaI (3606)

EcoRI (989)

EcoRI (1406)

KpnI (348)

KpnI (1646)

NdeI (52)

NdeI (1592)

SexAI (220)

SexAI (3465)

XhoI (89)

XhoI (359)

pDZ15HA
4130 bp

pBR322 origin

bla

AT Peptid15HA Fusionsprot.

BamHI (966)

NdeI (52)

SacII (170)

XhoI (89)

EcoRI (764)

EcoRI (3966)

 

pJM942
4355 bp

pBR322 origin

bla
AT ctb Fusionsprot.

BamHI (1191)

KpnI (348)

NdeI (52)

SacII (395)

SexAI (220)

XhoI (89)

XhoI (359)

EcoRI (989)

EcoRI (4191)

 


