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Bei der Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Handelsnamen, Waren-
bezeichnungen und dgl. handelt es sich haufig um gesetzlich ge-
schitzte eingetragene Warenzeichen, auch wenn sie nicht als solche

mit ® gekennzeichnet sind.



Wie rational ist Zufalls-Screening? — Effiziente Methoden
der Selektion von Peptid- und Oligonucleotid-Liganden

Von Andreas Pliickthun* und Liming Ge

Begriffe wie ,,Zufall* und ,,Screening* implizieren Un-
kenntnis iiber ein System und fiir viele eine wenig effiziente,
unbeholfene und irrationale Untersuchungsmethode. Um so
bemerkenswerter ist es, dal} im vergangenen Jahr durch Zu-
falls-Mutagenese und Screening-Verfahren héchst elegant
neue wissenschaftliche Erkenntnisse gewonnen wurden. Sol-
che Verfahren kénnen in manchen Féllen schneller zu Ergeb-
nissen fithren als das Nachpriifen vorgefaliter Theorien, und
sie haben die Erforschung evolutionérer Prozesse auf mole-
kularer Ebene vorangetrieben.

Chemikern ist die Methode des ,,Zufalls-Screenings* gut
bekannt. Traditionell werden pharmakologische Leitsub-
stanzen entdeckt, indem in einem biologischen oder chemi-
schen Screening-Verfahren neue Naturstoffe isoliert werden,
deren Namen sich hiufig kaum behalten lassen. Mit Hilfe
der bisweilen sarkastisch als ,,methyl, ethyl, futile** bezeich-
neten Chemie, mit der die pharmakologische Wirksamkeit
solcher Verbindungen verbessert werden soll, wird auf einem
Zufallspfad zunéchst die Bindungstasche des zu inhibieren-
den Enzyms oder Rezeptors abgetastet. Quantitative Aussa-
gen iiber Struktur-Wirkungs-Beziehungen kénnen erst abge-
leitet und genutzt werden, wenn eine Fiille empirischer
Daten gesammelt worden ist. Der bemerkenswerte Fort-
schritt in vielen Gebieten der Theoretischen Chemie und des
Molecular Modellings hat dabei die empirischen Methoden
ldngst noch nicht entbehrlich gemacht.

Letztlich beschiftigt sich ein GroBteil dieser Forschung
mit der Bindung von Liganden an Proteine. Diese Liganden
konnen kleine organische Molekiile, andere Proteine, Pepti-
de, DNA oder RNA sein. Selbst wenn die Strukturen des
Proteins und des Liganden bekannt sind, ist eine quantitative
Vorhersage der Bindungswechselwirkungen in den meisten
Féllen immer noch so gut wie unmdglich. Zudem ist in inter-
essanten Féllen die Struktur des Rezeptorproteins meist un-
bekannt und kann nach wie vor nicht aus der Aminosdure-
sequenz vorhergesagt werden. Flexible Liganden wie Peptide
konnen dariiber hinaus eine Vielzahl von Konformationen
einnehmen, ohne daBl man im allgemeinen sagen kénnte, in
welcher Konformation solche flexiblen Liganden gebunden
werden.

Peptide, Proteine und Nucleinsduren sind Verbindungen,
fiir die eine Vielzahl von geringfiigig modifizierten Derivaten
sehr leicht hergestellt werden kann. ,,Schmutzige* Oligonu-
cleotide konnen synthetisiert werden, indem an jeder ge-
wiinschten Position ein gewisser Prozentsatz einer bestimm-
ten ,,falschen‘* Base eingebaut wird !'!; sie kénnen aber auch
mit vollig willkiirlich gewdhlten Basen an vorher bestimmten
Positionen dargestellt werden. Solche Oligonucleotid-Ge-
mische konnen als Ligandmischungen dienen, aus denen
dasjenige Oligonucleotid selektiert wird, das den stabilsten
Komplex mit dem Rezeptor bildet; auch das umgekehrte
Experiment kann durchgefithrt werden, d.h. die Verwen-
dung von DNA als Rezeptor. Die Oligonucleotid-Gemische
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konnen aber auch eingesetzt werden, um Teile eines Gens,
das fiir das untersuchte Protein oder Peptid codiert,
statistisch zu mutieren.

Pionierarbeiten wurden auf diesem Gebiet von J. R. Know-
les et al. an Triosephosphat-Isomerase geleistet. Dabei han-
delt es sich um ein Enzym, das in Hinblick auf die Reaktions-
kinetik den Endpunkt seiner Evolution erreicht hat!?), denn
die Geschwindigkeit der von ihr katalysierten Reaktion wird
nur durch die Substratdiffusion begrenzt. Das bedeutet, daf3
die Zelle, die dieses Enzym produziert, die Reaktionsge-
schwindigkeit nicht durch Modifikation des Enzyms weiter
erhdhen kann, da sich der Substratumsatz nicht steigern
laBt. Der Austausch nur einer einzigen Aminosdure im akti-
ven Zentrum des Enzyms setzt die Reaktionsgeschwindigkeit
so stark herab, da3 die Reaktion nicht mehr diffusionskon-
trolliert verlduft. Die Zelle kann dadurch angeregt werden,
das Enzym erneut zu verbessern. Knowles et al. benutzten
,»schmutzige* Oligonucleotide, um Triosephosphat-Isome-
rase-Gene mit Zufalls-Mutationen zu erzeugen, die sie dann
in einen E.-coli-Stamm ohne eigene Triosephosphat-
Isomerase einbauten. In Gegenwart geeigneter Substrate
kann die Zelle wachsen, jedoch nur, wenn eine intakte Iso-
merase vorhanden ist. Je geringer die Konzentration an En-
zym in der Zelle ist, desto schneller muf die Geschwindigkeit
der Enzymreaktion sein, um das Wachstum der Zelle auf-
recht zu erhalten. Auf diese Weise wurden Enzyme gefunden,
deren Aktivitdt deutlich besser ist als die der Ausgangsmu-
tante, wobei sich die Aminosduresequenzen allerdings von
der des Wildtyp-Enzyms unterscheiden!®!. Diese Arbeiten
zeigen, daB es verschiedene Wege zum Entwerfen eines effi-
zienten Katalysators gibt. Es ist recht unwahrscheinlich, daf3
man bei dem gegenwirtig geringen Verstdndnis von Protein-
strukturen diese neuen, effizienten Enzymvarianten auf ei-
nem anderen Weg gefunden hitte.

Die Eleganz des Verfahrens beruht auf der positiven in-
vivo-Selektion; diese bedingt aber auch seine Grenzen: es ist
beschrankt auf Enzyme, die einen chemischen Umsatz be-
wirken, und es muB ein geeigneter Metabolismus in der Wirt-
zelle vorhanden sein. Deshalb miissen fiir allgemeinere
Zwecke, beispielsweise um einen optimalen Liganden oder
Rezeptor zu finden, Verfahren auferhalb einer Zelle einge-
setzt werden. Im Falle der Triosephosphat-Isomerase wollte
man herausfinden, welche aktiven Zentren die hochste kata-
lytische Wirksamkeit haben. Die folgenden Beispiele be-
schiftigen sich mit der Frage, welcher Ligand optimal in die
Bindungstasche eines gegebenen Proteins pafSt.

Drei Gruppen!*~®! haben eine recht effiziente Strategie
entwickelt, um zu bestimmen, welches Peptid am besten in
eine gegebene Protein-Bindungstasche paft. Bei dieser ,,Pro-
tein-Strategie** (Abb. 1) werden die Peptide allerdings nicht
als solche verwendet, sondern gebunden an ein Oberfldchen-
protein des Bacteriophagen M13. Das Experiment sicht grob
so aus, dal man zuerst eine Sammlung von Phagen, eine
,.Epitop-Bibliothek*, erzeugt, dann die Phagen, die an das
Protein binden, selektiert, und diese schlieBlich in E. coli
vermehrt. Dieses Beispiel zeigt zwei wichtige Bestandteile
eines jeden Screeningsystems, das zur Untersuchung der Bin-
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dung eines Liganden an einen Rezeptor genutzt werden soll.
Es muB immer ein Selektionsschritt, der den wirksamen Re-
zeptor oder Liganden vom unwirksamen trennt, und ein Ver-
mehrungsschritt vorhanden sein. Da in einem Screening sehr
viele verschiedene Molekiile untersucht werden sollen, wird
nur eine geringe Anzahl jeder einzelnen Molekiilsorte existie-
ren, so daB ein Vermehrungsschritt fiir die nachfolgende Se-
lektion notwendig ist. Die Manipulationen miissen zudem
einfach genug sein, um eine Anreicherung in mehreren Cyc-
len zu erméglichen.

Phagen-DNA

Zufalls-Insertion

[ Transformation von E coli durch Elektroporation

Phagen-Isolierung l

l Selektion bindender Phagen l

I

erneute Infektion mit
bindenden Phagen

Sammlung
von Phagen

stark bindende Phagen

MMMM

immobilisiertes \/
Zielprotein

Sequenzierung nach
mehreren Cyclen

Abb. 1. Die Protein-Strategie des Zufalls-Screenings.

Scott und Smith™ schleusten die Testepitope in das pIll-
Protein des Bakteriophagen M13 ein; dies hinderte den
Phagen nicht daran, Zellen zu infizieren. Da der Phage auch
ein Tetracyclinresistenz-Gen enthielt, geniigte eine einzige
Infektion zur Vermehrung der Phagen-DNA. Die infizierten
Bakterien wurden als Kolonien auf Tetracyclin-haltigem Me-
dium selektiert. Da auch nicht funktionsfdhige Mutanten
mit verschobenem Leserahmen vermehrt werden koénnen,
konnte man die Fahigkeit zur Infektion ausnutzen, um
Epitopinsertionen zu finden, die den Leserahmen wiederher-
stellten. Die Autoren testeten das System mit zwei monoklo-
nalen Antikorpern, die spezifisch sind fiir ein bekanntes
Hexapeptid, ein Epitop aus Hidmerythrin. Die Antikorper
wurden mit Biotin markiert und mit den Phagen vermischt.
Die Antikorper und Antikorper-Phagen-Komplexe wurden
dann auf einer mit Streptavidin — dieses bildet sehr feste
Komplexe mit Biotin — beschichteten Oberfldche adsorbiert.
Nicht adsorbierte Phagen wurden abgewaschen, wihrend
gebundene mit Sdure eluiert und nach Infektion in der Zelle
vermehrt wurden. Nach mehreren Amplifikationsschritten
wurde eine DNA-Sequenzierung fiir eine Reihe von Phagen
durchgefiihrt, die die Epitope im Gen fiir das Protein pIlI
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enthalten. Es ist beruhigend, daB3 Sequenzen gefunden wur-
den, die dem bekannten Epitop sehr dhnlich sind. Cwirla et
al.’) berichten iiber ein sehr dhnliches Verfahren.

Devlin et al.!9! verwendeten ebenfalls das pIII-Protein des
Bakteriophagen M13: sie erzeugten zufillige Variationen
von 15 Aminosdure langen Peptiden, die in pIII eingebaut
wurden. Es sollten in diesen Experimenten Mutanten gefun-
den werden, die direkt an Streptavidin binden. Interessanter-
weise haben alle Peptide, die Streptavidin binden, eine kon-
servierte (,,Consensus-“")Sequenz. Das zeigt, dal mit diesem
Verfahren Peptidliganden auch fiir solche Proteine gefunden
werden konnen, bei denen keine Affinitdt fiir Peptide be-
kannt ist. Nun missen Bindungskonstanten genau quanti-
fiziert werden, um abschdtzen zu konnen, welche minimalen
Affinititen noch detektierbar sind.

Ein dhnliches Konzept wurde angewendet, um DNA-Se-
quenzen zu finden, die an ein DNA-Bindungsprotein unbe-
kannter Spezifitit binden. In diesem Fall konnten die
,,schmutzigen** Oligonucleotide direkt oder in einem Plas-
mid integriert genutzt werden (,,Oligonucleotid-Strategie*,
Abb. 2). Im allgemeinsten Fall wird die Mischung der Ligan-
den mit dem betreffenden Protein inkubiert. Die gebundenen
Molekiile werden dann entweder physikalisch durch Fest-
phasenadsorption des Proteins abgetrennt oder funktionell
angereichert, z. B. indem sie als Primer dienen. Die Polyme-
rase-Kettenreaktion (PCR)!”! wird dann benutzt, um in vitro
die Sequenzen, die an das Protein gebunden sind, zu ver-
mehren. Die Moglichkeit dieser exponentiellen Amplifika-
tion in vitro unterscheidet DNA und RNA von allen anderen
Liganden.

C 1 Oligonucleotid

/ N\

N\N

Zufalls-Insertion

Selektion bindender
Oligonucleotide

Gemisch von

VER~ Oligonucleotiden Amplifizieren

durch PCR-Technik

«a— Stark bindendes Oligonucleotid

MMM

immobilisierte
Zielstruktur

\ )

Sequenzierung nach
mehreren Cyclen

Abb. 2. Die Oligonucleotid-Strategie des Zufalls-Screenings.

Thiesen und Bach'® nutzten diese Methode, um die DNA-
Bindungsspezifitdt des menschlichen Transkriptionsfaktors
SP1 zu bestimmen. Die Consensus-Sequenz der Bindungs-
stelle war bereits in vorangegangenen Arbeiten bestimmt
worden, so dal die Methode iiberpriift werden konnte. Die
Oligonucleotide wurden so gewéhlt, daB sie definierte Regio-
nen von jeweils 22 Nucleotiden an beiden Enden aufweisen,
die als Hybridisierungsstellen fiir PCR-Primer dienen. Die
zentralen Bereiche der doppelstrangigen Oligonucleotide be-
standen aus zwolf statistisch zusammengesetzten Nucleoti-
den. Das SP1-Protein wurde mit dieser Mischung inkubiert,
und die DNA-Protein-Komplexe wurden dann an einen
Nitrocellulosefilter gebunden. Nicht gebundene DNA wurde
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abgewaschen, gebundene DNA eluiert und dann mit der
PCR-Methode vermehrt. Eine weitere Anreicherung der
Bindungssequenzen wurde durch die ,,Band-shift-Elektro-
phorese* erreicht; die Wanderung der selektierten Oligonu-
cleotide im Polyacrylamidgel wird durch gebundene Prote-
ine verlangsamt. Nach Klonierung und Sequenzierung der
so angereicherten Oligonucleotide zeigte sich, dall ihre
Sequenzen den bekannten Consensus-Sequenzen des Trans-
kriptionsfaktors SP1 sehr dhneln.

Um zu bestimmen, welche Sequenzen fiir die Bindung von
DNA-Polymerase aus dem Bacteriophagen T4 an die 5'-un-
translatierten Sequenzen der eigenen mRNA entscheidend
sind, entwickelten Tuerk und Gold'™ eine Methode der in-
vitro-Selektion und -Vermehrung; sie sprechen von ,,syste-
matischer Evolution durch exponentielle Anreicherung
(SELEX). Die Bindung von T4-DNA-Polymerase an ein 36
Nucleotide (nt) langes Fragment ihrer eigenen mRNA (die
eine 5-bp-Helix mit einer 8-nt-Schleife enthélt) verhindert,
daB die Translation eingeleitet wird, wodurch eine autogene
Regulation des Gens erreicht wird. Die Sequenzen der acht
entscheidenden Nucleotide des Bacteriophagen T4 und des
entfernt verwandten Bacteriophagen RB69 sind gleich. Die
Autoren untersuchten die Frage, ob auch andere Sequenzen
als die in T4 und RB69 gefundenen funktionale Wechsel-
wirkungen hervorrufen kénnen. Tuerk und Gold variierten
statistisch die Sequenz dieser acht Basen in DNA-Matrizen-
stringen. Nach Transkription dieser Matrizenstrénge in vi-
tro mischten sie den UberschuB an transkribierter RNA mit
T4-DNA-Polymerase. Die RNA-Stringe, die von der an ei-
nen Nitrocellulosefilter gebundenen Polymerase festgehalten
wurden, dienten als Matrizenstringe fiir die Reverse Trans-
kriptase, und die resultierende cDNA wurde mit der PCR-
Technik vermehrt. Diese DNA-Matrizenstringe wurden in
vitro transkribiert und die so erhaltene RNA wurde erneut
einer kompetitiven Bindungsselektion unterworfen. Nach
der vierten Selektions-/Amplifikationsrunde iiberwogen in
der RNA zwei Sequenzen mit gleicher Bindungsaffinitit zur
Polymerase. Eine davon war die Wildtypsequenz, wihrend
die andere sich in vier Basen vom Wildtyp unterschied. Die
Existenz einer zweiten Sequenz mit gleicher Bindungsaffini-
tit wie der Wildtyp legt nahe, daBl die Wildtypsequenz neben
der Fahigkeit zur Bindung an Polymerase noch weitere
fiir den Phagen vorteilhafte Eigenschaften hat.

Ein dhnlicher Ansatz wurde von Ellington und Szostak
verfolgt, um solche RNA-Molekiile aus einem statistisch zu-
sammengesetzten Pool anzureichern, die an Farbstoffe bin-
den, die mit dem Redox-Cofaktor Nicotinamid-adenin-
dinucleotid (NAD) verwandt sind. Bei einem Pool von ur-
spriinglich 10'3 unterschiedlichen Sequenzen fand man nach
sechs Selektionsschritten 10% bis 10° Sequenzen, die an den
als Affinitdtsliganden fiir die Sdulenchromatographie ver-
wendeten Farbstoff binden. Dies zeigt, daB es viele Moglich-
keiten fiir die Bindung zwischen Liganden und RNA gibt.
Damit werden Spekulationen iiber eine weitergehende Rolle
von Katalysatoren auf RNA-Basis flir das pribiotische Le-
ben gendhrt.

Eine andere in-vitro-Methode, die ebenfalls in Szostaks
Labor!!, aber auch unabhiingig von Robertson und Joy-

[10]
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ce'?) entwickelt wurde, wurde benutzt, um Varianten des
selbstspleiBenden Tetrahymena-Introns mit Ligaseaktivitit
zu selektieren. Die Methode wurde so ausgelegt, daB ledig-
lich die aktiven Intronvarianten vermehrt werden konnten.
Das ,,Ribozym* ligierte sich selbst mit einem RNA-Oligonu-
cleotid, das komplementér zu der internen Fithrungssequenz
war. Sowohl die ligierten (langen) als auch die nicht ligierten
(kurzen) Ribozymmolekiile wurden in cDNA iiberfiihrt, wo-
bei ein Primer fiir die Reverse Transkriptase benutzt wurde,
der komplementér zu ihren 3’-Enden war. Ein zweiter Primer
hybridisierte ausschlieSlich mit der hinzugefiigten Sequenz,
die aus der Ligation zwischen Ribozym und Oligonucleotid
hervorging. Mit diesen beiden Primern konnte die PCR
durchgefiihrt werden, um die Molekiile selektiv zu vermeh-
ren, die die RNA-katalysierte Ligierungsreaktion eingegan-
gen waren. Neue RNA-Stringe konnten von den DNA-
Matrizenstridngen transkribiert und der Cyclus konnte wie-
derholt werden. In diesen Experimenten wurden an mehre-
ren Positionen Zufallsvariationen herbeigefiihrt. Man fand
jedoch heraus, daBl der Wildtyp die groBte Aktivitdt auf-
weist.

Diese Beispiele machen deutlich, wie rasch sich die Metho-
den des ,,Zufalls-Screening® weiterentwickeln. Die moleku-
laren Grundlagen und die Techniken dieser Methode seien
noch einmal zusammengefaBt: a) die schnelle automatische
Synthese von Oligonucleotiden (und in beschrianktem MaB
auch von Peptiden) ermdglicht die Produktion einer groBen
Zahl von Varianten in einem einzigen Schritt; b) die Oligo-
nucleotide mit statistischer Basenzusammensetzung dienen
entweder selbst als Liganden oder Rezeptoren, oder sie co-
dieren fiir Peptidliganden oder Proteinrezeptoren; c) die ge-
wiinschten Molekiile kdnnen, ausgehend fast von einzelnen
Molekiilen, entweder in vivo durch Transfektion oder Trans-
formation von Bakterien mit dieser DNA oder in vitro durch
Polymerasekettenreaktion vervielfdltigt werden. Es bleibt
abzuwarten, ob analoge Verfahren fiir die Untersuchung an-
derer Liganden als DNA und RNA sowie Peptiden und Pro-
teinen entwickelt werden kénnen. Die vorgestellten Verfah-
ren werden aber eine immer gréBere Rolle bei der
Erforschung molekularer Wechselwirkungen von biochemi-
scher Bedeutung spielen. Fiir manche Probleme mag das
Zufalls-Screening den rationalsten Weg zur Lésung bieten.
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