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Ein- und Dreibuchstabencode fiir Aminosauren

Alanin Ala A Leucin Leu L
Argenin Arg R Lysin Lys K
Asparagin Asn N Methionin Met M
Asparaginsiure Asp D Phenylaanin Phe F
Cystein Cys C Prolin Pro P
Glutamin GIn Q Serin Ser S
Glutaminsdure Glu E Threonin Thr T
Glycin Gly G Tryptophan Trp wW
Histidin His H Tyrosin Tyr Y
Isoleucin lle I Vvalin vd V



Der genetische Code:

Abkirzungsver zeichnis

Erste Base Zweite Base Dritte Base
5-Ende 3-Ende
U C A G
UUU Phe UCU Ser UAU Tyr UGU Cys U
U |UUC Phe UCC Ser UAC Tyr UGC Cys C
UUA Leu UCA Se UAA Stop UGA Stop A
UUG Leu UCG Ser UAG Stop UGG Trp G
CUU Leu CCU Pro CAU His CGU Arg U
C |CUC Leu CCC Pro CAC His CGC Arg C
CUA Leu CCA Pro CAA GIn CGA Arg A
CUG Leu CCG Pro CAG GIn CGG Arg G
AUU lle ACU Thr AAU Asn AGU Ser U
A |AUC lle ACC Thr AAC Asn AGC Se C
AUA lle ACA Thr AAA Lys AGA Arg A
AUG Met/ Start| ACG Thr AAG Lys AGG Arg G
GUU va GCU Ala GAU A9 GGU Gly U
G |GuUC va GCC Ala GAC Ay GGC Gly C
GUA vd GCA Ala GAA Glu GGA Gly A
GUG vad GCG Ala GAG Glu GGG Gly G
Die Codonhéaufigkeit
Erste Base Zweite Base Dritte Base
5-Ende 3 -Ende
U C A G
Mammalig Gram. neg Mammalig Gram. negl Mammalig Gram. neg Mammalig Gram. neg
40,7% 4759 183% 16,1% 402% 50,6% 42,7% 38,09 U
U 59,3% 5259 235% 180% 59,8% 494% 57,3% 52,29 C
54% 94% 142% 10,79 232% 572% 59,6% 33,29 A
12,2% 15,09 59% 154% 17,2% 9,7% 100% 1009 G
12,10/% 9,9% 28,8°Ai 15,29 38,8‘Mi 50,19 9,1%; 36,99 U
C 208% 1219 327% 133U 612% 49,99 19,5% 40,49 C
6,8% 33% 27,3% 17,19 26,1% 29,89 10,7% 5,6% A
428% 53,79 11,2% 54,4% 739% 70,29 182% 9,6% G
3B 4269 234% 1884 414 378 134% 1189
A 53,6% 50,19 385% 453% 586% 6229 24,8% 28,0 C
131%  73% 264% 115% 37,6% 70,59 21,0% 4,3% A
100% 1009 11,8% 244% 624% 2959 21,5% 3,2% G
164% 259 2884 17290 4269 5529 17,6% 329 U
G 256% 2399 402% 292% 57,4% 44,8% 341% 45,69 C
99% 16,09 21,0% 193% 399% 6559 255% 92% A
48,1% 34,29 9,9% 34,394 60,1% 3459 228% 12,39 G

Aus,, Current Protocols in Molecular Biology* von John Wiley & Sons, Inc

X1
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Il Glossar

Unter einem Blot versteht man die Ubertragung von Proteinen oder Nukleinsiuren auf
geeignete Tragermaterialien. Die Ubertragung kann entweder mittels Kapillartransfer oder
durch Elektrotransfer erfolgen. Ein Proteinblot wird als Western Blot bezeichnet, ein DNA-
Blot bezeichnet man als Southern Blot und einen RNA-BIot als Northern Blot.

CDR’s (complementarity determining regions) sind hypervariable Bereiche eines
Immunglobulins oder eines Rezeptors die mit dem Liganden in Kontakt treten und die
Spezifitét bestimmen.

c-myc ist ein Onkogen, das fur einen zellularen Transskriptionsfaktor kodiert, der unter
anderem die Cyklin A Expression reguliert. Die Sequenz eines bestimmten Epitops, gegen das
es einen monoklonalen Antikorper gibt, wird zum Nachweis der Proteinexpression in
Expressionsvektoren verwendet.

Die DurchfluRzytometrie FACS (Fluoreszenz-aktivierter-Zellscanner) ist ein Verfahren zur
Zahlung und Charakterisierung von Partikeln in einem Flissigkeitsstrom. Mindestens funf
Parameter einer Zelle lassen sich damit gleichzeitig bestimmen.

Als Fab-Fragmente (Fragment antigen binding) werden die “Arme” mit den
antigenbindenden Bereichen des Antikorpers bezeichnet, die bei einem partiellen Verdau mit
Papain entstehen. Sie bestehen aus der gesamten leichte Kette sowie Vi und Cyl der
schweren Kette.

Als Fc-Fragment (fragment crystallizable) bezeichnet man, den Dritten, nicht Antigen
bindenden Teil des Antikorpers, der neben den beiden Fab-Fragmenten nach einem
Papainverdau entsteht. Hierbei handelt es sich um die konstanten Regionen der einzeln
Antikorperisotypen, bestehend aus C2 und Cp3 jeder schweren Kette.

FRs (framework regions) sind Regionen innerhalb der variablen Bereiche eines

Immungloblulins oder eines Rezeptors, die ein Proteingeriist fur die mit den Antigenen in
Kontakt tretenden hypervariablen Bereiche bilden.

X1l
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Haptene sind kleine niedermolekulare Substanzen, die an Antikdrper binden, alleine jedoch
keine Immunreaktion ausl6sen kénnen. Nur wenn man sie an einen makromolekularen Trager

wie z.B. Proteine koppelt, sind siein der Lage eine Immunreaktion auszul 6sen.

Antikorper mit gleichem Idiotyp (gr. idios fur eigen) erkennen die gleiche Antigenepitope
und stammen i.d.R. von einer bestimmten B-Zelle.

Mit Isotypen bezeichnet man die verschiedenen Klassen von Antikdrpern, die sich in ihrer
konstanten Region unterscheiden. Diese konstante Region wird bei jeder Antikorperklasse
von einem eigenen Gen kodiert.

Ein Linker ist ein synthetisches Oligonukleotid, das fur ein kurzes Peptidstiick kodiert.
Linker werden unter anderem dazu verwendet, zwei Peptidketten miteinander zu verbinden,
dabei sollen sie die dreidimensionale Struktur des Proteins mdglichst wenig storen.

Monoklonale Antikorper sind Antikorper mit einer bestimmten Spezifitét, die von einer B-
Zelle abstammen.

Die Multiplicity of infection (m.o.i.) ist das Verhaltnis zwischen infektidsen Phagenpartikeln
und Bakterien.

Mit Panning bezeichnet man den gesamten Screeningprozeld mit Bindung eines
Phagmidpartikels an immobilisertes Antigen und den anschlief3enden stringenten

Waschschritten zur Selektion von Antikorpern.

Unter einer Phagenbibliothek versteht man eine rekombinante Proteinbibliothek, bel der die
Proteine, auf der Oberflache eines Phagen présentiert werden. Das Gen fur das jewellige
Protein ist dabei im Genom des Phagen integriert und im Phagenpartikel enthalten.

Als Phagemid werden Vektoren bezeichnet, die aus Teilen normaler Klonierungsvektoren
und aus Bereichen des Genoms einzel stréngiger DNA-Phagen zusammengesetzt sind.

“Plating” Bakterien sind Bakterien, die zur Phagentiter Bestimmung verwendet werden.
Hierzu missen die Bakterien von dem zu titrierenden Phagenstamm infizierbar sein.

X1
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Geeignete “plating” Bakterien fir den Bakteriophagen M13 KO7 sind z.B. E.coli, XL1-Blue.
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Einleitung

IV Einleitung

4.1 DasImmunsystem

Fir jeden Organismus ist es wichtig, fremd und eigen unterscheiden zu kénnen. Nur so ist ein
Organismus in der Lage, seinen Zellenverband vor Eindringlingen zu schitzen. Jeder
Organismus mul3 sich standig einer riesigen Fulle feindlicher Keime, wie z.B. Viren,
Bakterien, Pilze, Mykoplasmen oder auch grol3ere Parasiten, sowie deren Sekreten (z.B.
Toxine), auseinandersetzen. Im Laufe der Phylogenese wurden die Abwehrmechanismen
immer komplexer und gipfelten im Immunsystem der Vertebraten. Neben ausgedehnten
unspezifischen Abwehrmechanismen, mechanischer, chemischer oder biologischer Art,
besitzen sie ein &aullerst komplexes Immunsystem. Das am hochsten entwickelte
Immunsystem unter ihnen haben die Saugetiere. Sie verfligen Uber eine ausgedehnte humorale

und zellulére Immunantwort, sowie Uber ein immunol ogisches Gedachtnis.

4.2 Dashumane |l mmunsystem

Das menschliche Immunsystem besitzt eine komplexe humorale und zelluldre Immunantwort.
Zur zelluldren Immunantwort z&hlt man die zellvermittelte Immunitét, die im wesentlichen in
das Aufgabengebiet der T-Lymphozyten und der natirlichen Killerzellen fallt. Diese Zellen
konnen infizierte Korperzellen direkt erkennen und abtten. Auf3erdem konnen sie
Makrophagen aktivieren, die daraufhin Pathogene in Veskel aufnehmen und sehr
wirkungsvoll zerstéren. Die T-Lymphozyten sind ferner erforderlich fur die B-Zell
Aktivierung, gegen die meisten Antigene und damit auch fur die AuslOsung eines
wesentlichen Teiles der humoralen Immunantwort.

Zur humoralen Immunitét gehdren das Komplementsystem und die Antikérper. Antikorper
koénnen auf verschiedene Weise zur Immunitét beitragen, z. B. indem sie das Pathogen mit
neutralisierenden Antikorpern am Eindringen in eine Wirtszellen hindern. Diese Antikorper
hemmen die Infektiositdt von Viren und intrazelluldr lebenden Bakterien. Dies kann durch
neutralisierende Bindung an Rezeptoren, die fir ein Eindringen der Pathogene in die
Wirtszelle notwendig sind, geschehen. Daneben ist die Neutralisierung durch Antikdrper auch
ein wirksamer Schutz gegeniiber Toxinen. Die zweite Strategie des Immunsystems mit
Krankheitserregern fertig zu werden, betrifft Organismen die sich extrazelluléar vermehren.
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Sie werden durch Opsonisierung beké&mpft. Hierunter versteht man die Bedeckung der
Oberflache des Pathogens mit Antikorpern, wodurch dieses fur phagocytierende Zellen
markiert wird. Zu diesen phagocytierenden Zellen gehtren die eosinophilen und die
neutrophilen Zellen, sowie die Makrophagen. Diese Zellen erkennen mit ihren Fc-Rezeptoren
die auf der Oberflache gebundenen Antikdrper und beginnen darauf hin mit der Phagocytose.
Die dritte Verteidigungslinie bildet das Komplementsystem. Das Komplementsystem ist eine
Art Mehrkomponentengift, das schliefdlich zur Lyse der Mikroorganismen fiuhrt. Die
Aktivierung kann sowohl durch Antikorper (klassischer Weg), as auch spontan durch die
Bindung von aktivierten Komplementkomponenten an die Oberflache eines Pathogens,
erfolgen (alternativer Weg). Die Gesamtheit dieser Mechanismen bezeichnet man als
humorales Immunsystem, da die Korperflissigkeiten friher als Humores (v. lat. umor, die
Fllssigkeit) bezeichnet wurden.

4.3 Humane Antikorper

Die B-Lymphozyten eines Menschen produzieren etwa 10°-10° verschiedene Antikérper. Die
Antikorpervielfalt entsteht durch die Rekombination verschiedener Genabschnitte. Fur jeden
dieser Genbausteine gibt es mehrere Vertreter, deren zufédlige Kombination fuhrt zur grof3en
Komplexitdt des humanen Antikorperrepertoires (Tomlinson 1997). Jeder B-Zellklon
produziert dabei nur einen bestimmten Antikorper mit gleichem Idiotyp, d.h. mit der gleichen
Antigenbindungstelle. B-Lymphozyten sind in der Lage, verschiedene Immunglobulinklassen
bzw. -subklassen von Antikérpern zu erzeugen (IgM, IgD 1gG1+2+3+4, IgA1+2, und IgE).
Die einzelnen I sotypen unterscheiden sich nur in ihrer konstanten Region voneinander. Jeder
I sotyp kann von einer B-Zelle mit dem gleichen Idiotyp exprimiert werden.

Da die algemeinen strukturellen Merkmale bei alen Isotypen gleich sind, soll hier der
Aufbau an einem 1gG Antikdrper exemplarisch dargestellt werden.
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Antigenbindungsstelle

Schwere Kette

Leichte Kette

Fab-Fragment

Papain-Spdtstelle

Pepsin-Spaltstelle

Fc-Fragment

Disulfidbriicke

Abbildung 1. Schematische Darstellung eines IgG Antikdrpers

Ein Antikorper besteht aus vier Untereinheiten, zwei schweren und zwei leichten Ketten. Die
schweren Ketten sind in der Gelenkregion Uber zwel Disulfidbriicken untereinander
verbunden. Die leichten Ketten sind Uber jeweils eine weitere Disulfidbriicke mit den
schweren Ketten verbunden. Die schwere und die leichte Kette besteht aus je einer variablen
Domaéne (V. oder V) und einer konstanten Doméne im Falle der leichten Kette bzw. aus drei
konstanten Doménen im Falle der schweren Kette (C .1 sowie Cyl, Chy2, Cy3). Andere
| sotypen unterschieden sich von 1gG Molekilen durch Anzahl und Sequenz dieser Doménen,
IgM und IgE fehlt zu dem eine klar definierte Gelekregion. Die Grundstruktur der einzelnen
Domaéanen besteht aus zwei Lagen Polypeptidketten in 3-Faltblatt Konformation, die Gber eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden sind und eine zylindrische Form ergeben. Diese
Grundstruktur wird al's Immunglobulindomane bezei chnet.

Die variablen Doménen setzen sich zusammen aus relativ konstanten Bereichen, den
sogenannte FR Regionen (framework region) und hypervariaben Bereichen, den CDR
Regionen (complementary determining region). Die Gerustregionen FR1, FR2, FR3 und FR4
bilden die beiden paralelen (3-Faltbldtter und somit die strukturelle Basis der variablen
Domaéne. Die CDR Regionen, CDR1, CDR2 und CDR3, sind variable Schleifen am Rande
der Faltblatter, sie sind die Antigen bindenden Bereiche des Antikérpers und erzeugen die
Vielfalt unterschiedlicher Bindungsspezifitéten. Durch Erzeugung unterschiedlicher CDR's
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und durch Kombination von unterschiedlichen variablen Regionen der schweren Kette mit
verschieden variablen Regionen der leichten Kette entsteht die kombinatorische
Variationsbreite der Antikorper (Tonegawa 1983; Alzari, Lascombe et a. 1988; Kabat 1991).

Abbildung 2: Schematische Darstellung der variablen Region einer Antikorperkette. Die hypervariablen
Regionen sind rot dargestellt. Im Antikorper fihrt die Paarung der schweren und der leichten Kette die CDR's
beider Ketten zusammen so entsteht die hypervariable Oberfléche, die die antigenbildende Stelle bildet.

Die konstanten Regionen des Fc-Tells vermitteln die Effektorfunktion der
Immunglobulinisotypen. Durch sie wird das Komplementsystem aktiviert, oder sie werden
von Rezeptoren erkannt, wodurch z.B. Makrophagen zur Phagozytose stimuliert werden.

4.4 Humane rekombinate Antikorper

Antikérper wurden schon sehr frith zu Therapie in Form von Seren eingesetzt. Bereits 1890
wurden Pferdeseren zur Behandlung von Patienten, die an Diphtherie erkrankt waren
eingesetzt (Behring and Kitasato 1890). Hierzu wurde Pferden der Krankheitserreger injiziert.
Nach erfolgter Immunisierung wurde Serum aus diesen Tieren isoliert und Patienten, die an
Diphtherie erkrankt waren, injiziert. Spater folgten Seren gegen ClostridiumTetani,
Clostridium Botulinum u.a. Krankheitserreger. Der wiederholte Einsatz eines aus Tieren
gewonnenen Serums ist jedoch sehr begrenzt, da diese Seren stark immunogen sind. Ein
weiterer Nachtell von Seren ist ihre Polyklonalitdt. Diese Seren enthalten ein
Antikérpergemisch, von dem nur einer oder wenige Antikorper die gewinschte Spezifitéat
haben. Dieses Problem wurde durch die Entwicklung der Hybridom-Technologie im Jahre
1975 durch Kohler und Milstein gelost (Kohler and Milstein 1975). Hierbei werden die

4
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Antikorper produzierenden B-Lymphozyten durch Fusion mit ener Tumorzellinie
immortalisiert. Da bei dieser Methode nur ein einziger B-Lymphozyt mit der Tumorzelle
verschmolzen wird, stammt die daraus resultierende Zellinie von einem einzelnen Klon ab
und produziert monoklonale Antikorper. Durch dieses Verfahren wurden mehrere Antikorper
mit diagnostischem und therapeutischem Potential hergestellt (Maloney, Grillo-Lopez et al.
1997; Milstein 1994; Grossbard 1998). Aber auch diese Antikorper sind wegen ihres murinen
Ursprungs stark immunogen. Wie schon bei den Seren erkennt das menschliche
Immunsystem die in einem anderen Organismus gebildeten Immunglobuline as fremd. Im
Falle der monoklonalen Antikorper kommt es dann zur humanen anti-Maus Antikorper-
antwort (HAMA-Respose), weshalb der wiederholte Einsatz von monoklonalen Antikorper
bei therapeutischen Anwendungen zu immer starkeren Immunreaktionen fuhrt und so nicht
oder nur eingeschrankt moglich ist (Courtenay-Luck, Epenetos et al. 1986; Lamers, Gratama
et a. 1995).

Zur Vermeidung solcher Immunreaktionen sind humane Antikorper nétig. Humane
Antikérper wurden zundchst aus Seren von immunisierten Spendern gewonnen, die
Verfligbarkeit solcher Seren ist aber eng begrenzt (Ratner 1943). Eine weitere Moglichkeit
der Herstellung von humanen monoklonalen Antikorpern ist die Transformation von B-
lymphozyten mit Epstein Barr Viren (EBV). Spéter gelang es mit Hilfe der Hybridomtechnik
humane monoklonale Antikdrper herzustellen (Carson and Freimark 1986).

Diese Methoden sind jedoch limitiert durch die Instabilitdt der Lymphozytentumorzellinie,
geringe Antikorperproduktion oder die Verflgbarkeit geeigneter Spender (Glassy and
Dillman 1988; Zaccolo, Roggero et a. 1992).

Eine vielversprechende Alternative zu den oben erwdhnten Methoden ist die Herstellung von
humanen rekombinanten Antikorperfragmenten. Dabel werden die humanen Gene mittels
molekularbiologischer Techniken isoliert, amplifiziert und in enem geeigneten
Expressionssystem exprimiert (Huston, Levinson et al. 1988; Winter and Milstein 1991;
Skerraand Pluckthun 1988; Huse, Sastry et al. 1989).

Hat man die Gene erst einmal isoliert, kann man sie modifizierten und auf die verschiedensten
Weisen neu kombinieren. Die Koexpression der variablen Bereiche der Immunglobulinketten
erzeugt Fv-Fragmente, die jedoch sehr instabil sind. Nimmt man die CH1 Doménen dazu
erhdt man Fab-Fragmente. Diese sind stabiler, da sie eine Disulfidbriicke enthalten.
Verbindet man die Gene fir die variablen Regionen, der schweren und der leichten Kette, mit
Hilfe eines kurzen Peptidstiicks als Linker, so entsteht der recht stabile ,single chain®
Antikorper (scFv). Dadurch sind scFv-Fragmente wesentlich stabiler als die anderen
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Fragmente (Bird, Hardman et a. 1988; Huston, Mudgett-Hunter et a. 1991; Skerra and
Pluckthun 1991)

Auf Basis dieser Fragmente lassen sich neben vollstéandigen Antikdrpern, auch kinstliche
Antikorper generieren. Dabei werden z.B. scFv-Fragmente mit einzelnen konstanten
Immunglobulindom&men verbunden um Effektorfunktionen zu vermitteln, nicht bendtigte
Doméanen werden weggel assen und so eine Art Miniantikorper erzeugt (Choi 1998).

4.5 Rekombinante Antikorper-Expressionsbibliotheken in E. coli

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermdglichst es, antikorperkodierende c-DNA mit Hilfe
von Primern spezifisch zu amplifizieren. Dadurch &3 sich en Grofdell des
Antikorperrepertoires des Menschen molekularbiologisch isolieren und anschlief3end fir den
Aufbau komplexer Antikorperbibliotheken nutzen.

Hierzu wird seit Anfang der neunziger Jahre meist ein Phagemidsystem benutzt. Dabei wird
das Prinzip der klonalen Selektion des Immunsystems in vitro auf Bakterien Ubertragen. Ein
Phagemid ist ein Vektor, der die Expression eines Proteins, beispielsweise ein scFv-
Antikorper, as Fusionsprotein mit einem Phagenprotein erlaubt.

Basis des Phagmidsystems ist die Gruppe der relativ kleinen (Genomgréfe ca. 6,5kb)
filamentdsen Phagen (z.B. M13KO7, fd, F1). Die Phagemidvektoren verfiigen neben einem
bakteriellen Replikationsursprung und einem Resistenzgen Uber ein Verpackungssignal
(intergenic region IR), das es ihnen ermdglicht, in Phagenpartikel verpackt zu werden. Wird
ein Bakterium mit solch einem Vektor transformiert und zusétzlich mit einem Helferphagen
infiziert, produziert es rekombinante Phagemidpartikel. Das an ein Phagenprotein fusionierte
Protein wird auf der Oberflache des rekombinanten Phagen exprimiert. Die DNA, die fir das
Fusionsprotein kodiert, wird in die Phagen verpackt. Das fir eine Fusion geeignetste
Phagenprotein ist plll, mit dessen N-terminalen Ende das Protein fusioniert wird. Die
Phagmide mit dem scFv-plll Protein werden auf Grund der besonderen Struktur der IR-
Region bevorzugt verpackt. Dadurch enthalten nur wenige rekombinante Phagenpartikel
Helferphagen-DNA. Auf diese Weise wurde die in den B-Lymphozyten vorhandene
Kopplung enes speziellen Antikorpergens mit einem AntikOrperprotein  in  ein
prokayontisches System Ubertragen.

In den letzten Jahren sind ein ganze Reihe von Antikorperbibliotheken entstanden. Neben
universellen IgM Bibliotheken auch spezielle IgG oder IgE Pateintenbibliotheken. Bei diesen
ist die Wahrscheinlichkeit einen speziellen AntikOrper gegen ein bestimmtes oder eine

6
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Gruppe von Antigenen zu erhalten grof3er als bei universellen Bibliotheken. Aul3erdem ist die
Wahrscheinlichkeit einen Antikdrper mit hoher Affinitét zum Antigen zu isolieren grofer.
Nur bei sehr grof3en universellen Bibliotheken hat man &hnlich gute Chancen. (Marks,
Hoogenboom et al. 1991; Steinberger, Kraft et a. 1996; Welschof 1996; Sheets, Amersdorfer
et al. 1998; Little, Welschof et al. 1999). Eine weitere Mdglichkeit, die Komplexitét von
Antikoérperbibliotheken zu steigern, ist die Generierung von semisynthetischen Bibliotheken
(Knappik, Ge et al. 2000; Braunagel and Little 1997). Hierbei werden die CDR 3-Bereiche
der schweren Kette gezielt mutiert. Auch vollkommen synthetische Bibliotheken, bel den alle
CDR-Bereiche mutiert sind, sind moglich. So veradnderte Antikorper unterliegen nicht der
negativen Selektion des menschlichen Immunsystems.

4.6 Screening von Antikorperbibliotheken

Beim Screening von Antikorperbibliotheken wird die klonale Selektion des Immunsystems
nachgeahmt. Aus einer grof3en Anzahl unabhangiger Klone wird ein AntikOrper mit
definierter Spezifitét selektiert. Durch die Kopplung von Gen und Protein im Phagemidsystem
koénnen Bibliotheken gebaut werden, die nach den gleichen Prinzipien, Antikorpervielfalt und

klonale Selektion, die sich auch im Immunsysteme finden, auf Antikdrper durchsucht werden.

ScFv Antikorperbiliothek

K ompelxivitat von 10°

S Diversitat
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Die komplexesten Antikorperbibliotheken bestehen aus etwa 10'°-11* unterschiedlichen
Klonen. Der Aufbau noch komplexerer Bibliotheken ist auf Grund der
Transformationseffizienz von etwa 10°-10° pro Elektrotransformation sehr schwierig.
AuRerdem nehmen die Volumen die gehandhabt werden miissen immer mehr zu®.

Um aus einer komplexen Antikorperbibliothek einen selten darin vorkommenden Antikdrper
zu isolieren, wird ein sehr gutes Selektionssystem benétigt. Ein bestimmter Phage wird dabel
durch Bindung an sein Antigen selektioniert. Hierfir wurde eine Reihe von Verfahren
entwickelt. Die besten Erfolgschancen hat man, wenn das Antigen in reiner Form zu
Verfligung steht und an eine feste Phase gekoppelt werden kann. Hierfir eignen sich z.B.
Plastikrohrchen, ELISA-Platten oder kleine magnetische Eisenpartikel (Hoogenboom,
Henderikx et al. 1998). Die Phagen werden mit dem immobilisierten Antigen inkubiert,
unspezifisch bindende Phagenantikoérper werden anschlief3end weggewaschen und die
eluierten Phagenantikorper erneut in E.coli vervielféltigt. Mit den erhaltenen Phagen kann
eine neue Selektionsrunde durchgefiihrt werden, diesen Prozef3 bezeichnet man als,, Panning®.
Fuhrt man es mehrmals hintereinander aus, so kann es zu einer Anreicherung von Antikorpern
gegen das eingesetzte Antigen kommen. Ein unguinstiger Umstand dieser recht erfolgreichen
Methoden ist aber die Tatsache, dal3 das Antigen in gereinigter Form oder mindestens ein
Epitop as Peptid vorliegen mulR. Dies ist aber bei sehr vielen interessanten
Zéelloberflachenantigenen, die z.B. neu entdeckt wurden schwierig und nur mit erheblichem
Zeitaufwand moglich. Screeningmethoden bel denen man Zellen oder Gewebe direkt

verwenden kann besonders interessant sind.

4.7 Screening von svFv-Bibliotheken gegen bestimmte tumorassozierte
Zelloberflachenantigene

In der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst, die kurz zuvor im Labor entwickelte Methode des
»whole cell screenings® mit ELISA-Platten verwendet. In einem Modelscreening konnte
gezeigt werden, dal’ mit auf einer ELISA-Platte fixierten Zellen, Phagen die scFv-Fragmente
prasentieren angereichert werden konnen. Als Modelbibliothek wurde eine Mischung von
anti-CD5- und anti-PhOx-Phagen verwendet. Der CD5 Phage war zuvor aus einem Hybridom
umkloniert worden. Es konnte gezeigt werden, dal3 nach zwel Selektionsrunden eine

Y 1n einen ml Fliissigkeit passen etwa 10*-10" M 13K O7 Phagen und man benétigt etwa 1-10L Bakterienkultur
um sie zu produzieren
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spezifische Anreicherung von CD5-Phagen moglich ist (Schmidt 1997; Schmidt, Braunagel et
al. 1999).

Als alternative Methode wurde ein Screeningverfahren getestet, bei dem mit Hilfe eines
FACSsorters, Zellen, zusammen mit den auf deren Oberfléche gebundenen Phagen, sortiert
werden. Auf diese Wiese gelang es bereits scFv-Antikorperfragmente gegen
Blutlymphozytensubpopulationen zu isolieren. (de Kruif, Terstappen et a. 1995;
L ekkerkerker and Logtenberg 1999).

Diese beiden Methoden haben den Vorteil, dal3 sich direkt antigenprésentierende Zellen
verwenden lassen und so die Zelloberflachenantigene in ihrer nativen Form erhalten bleiben.
Zum Screening der Bibliotheken wurden folgende drei Antigene eingesetzt:

CD 20-ein humanes B-Zelldiffer enzierungsantigen

CD 20 ist ein Protein mit 4 Transmembrandomanen, dessen C und N-Termini im Cytosol
lokalisiert sind und eine geringe Internalisierungsrate besitzt. Dadurch ist es Ideal fir eine
Tumortherapie mit unkonjugierten oder radioaktiv markierten monoklonalen Antikorpern
geeignet. AuRerdem ist CD 20 in einer hohen Kopienzahl auf der Zelloberfléche der meisten
B-Zell-Lymphome zu finden (Nadler, Ritz et al. 1982). Dies macht es zu einem geeigneten
Zielmolekil, da durch bispezifische Konstrukte oder Radioimmunkonjugate, Lymphomzellen
spezifisch abgetdtet werden konnen, ohne, da3 Stamm- oder Plasmazellen geschédigt
werden(Kuzel and Rosen 1994). Ein chimdrer monoklonaler Antikérper IDEC-C2B8
(Rituximab) wird bereits therapeutisch eingesetzt.(Maloney, Grillo-Lopez et a. 1997). Das
Antigen stand in Form einer transgenen Mausfibroblastenzellinie zur Verfligung.

Egp2 ein panepithelialer Tumor Marker

Epitheliales Glykoprotein 2 (Egp2 oder auch CO17-1A, Ep-Cam) ist eine panepitheliales
Tumorantigen, d.h. esist auf vielen Tumoren die von epithelialen Gewebe abstammen, wie
z.B. Kolon- oder Lungen-Karzinome, tUberexprimiert. Epg2 ist etwa 38kD grof3. Es existieren
mehrere monoklonale Antikérper (z.B. 17-1A, Moc-31, Moc-161) gegen das Antigen
(Roovers, Henderikx et a. 1998). Der monoklonale 17-1A Antikérper wurde bereits bel
Patienten mit Kolon-Karzinomen in klinischen Studien eingesetzt (Riethmuller, Holz et a.
1998). Jedoch entwickelten die meisten Pateineten im Laufe der Therapie eine HAMA
Antwort. Allerdings hat diese im Falle des 17-1A Antikdrpers keine negativen Auswirkungen

auf die Therapie (Gruber, van Haarlem et al. 2000). Trotzdem konnte sich ein humaner
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Antikorper als effektiver erweisen, da seine Aktivitat nicht durch anti idiotypische Antikorper

eingeschrénkt werden konnte.

HBV-L-Protein

In der Lipidhtlle des HBV Viruses findet man 3 Proteine L (large), M (middle) und S(small)-
Protein. Allen drel Proteine bestehen aus dem S-Protein, das bei M und L um preS2 oder
preS2 plus preSl verlangert wird. Auch bei dem HBV-L-Protein handelt es sich um ein
Tumorantigen. Man findet es fast immer (97%) in hepatozelluédren Karzinomen. In 32% der
Féle ist es sogar in der Plasmamembran zu finden (Wee, Yap et a. 1991). Zum Screening
stand neben rekombinanten preS1 und preS1/2 auch aufgereinigtes L-Protein zur Verfigung.

Zieleder Arbeit:

Ziel der vorliegenden Dissertation war es scFv-Antikorper gegen Tumor assoziierte

Zéelloberflachenantigene durch die Verwendung von grof3en scFv-Antikorperbibliotheken und

die Etablierung geeigneter Screeningverfahren zu isolieren. Dabei wurden mehre Teilaspekte

bearbeitet:

- Screening einer aus funfzig, nicht immunisierten, Spendern erstellten scFv- Antikorper
Bibliothek, gegen die oben dargestellten Zelloberflachenantigene.

- Etablierung eines sensitiveren ELISA-Systems zur Detektion der Zelloberflachenantigene

- Verbesserung der Qualitét von Antikorperbibliotheken durch verschiedene methodische
Anderung bei der Konstruktion von scFv-Bibliotheken.

10
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V  Material und Methoden

5.1 Abiotisches und biotisches Material

51.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben wurden Chemikalien in der Qualitét p.A. von den Firmen
Serva (Heidelberg), Fluka (Neu-UIm), Sigma (Mnchen), Loewe Biochemica GmbH
(MUnchen), Roth (Karlsruhe), und Merck (Darmstadt) bezogen.

51.2 Enzyme

Enzyme wurden von den Firmen Boehringer (Mannheim), New England Biolabs (Bad
Schwalbach), Fermentas (St. Leon Rot), Promega (Genf) oder Stratagene (Heidel berg)

bezogen.

5.1.3 Oligonuklectide:

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von W.Weinig (Oligo-
Sequenzierungsgruppe, Abteilung angewandte Tumorvirologie, DKFZ) hergestellt oder von
der Firma MWG (Ebersberg) bezogen.

5.1.4 Bakterienstamme

E.coli XL1-Blue (Bullock 1987): recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17(rk-, mk+), SUpE44,
relAl, (FproAB, lacl9ZDM 15, Tn10) (Stratagene).

11
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5.1.5 Eukaryontische Z€llinien

Alle verwendeten Zellinien wurden von Dr. G. Moldenhauer (DKFZ, Heidelberg) zur
Verfligung gestellt.

L-8-30: Murine L-Zellen (Fibroblasten), die mit CD23 transfiziert wurden.

L-BP-50: MurineL-Zéellen, die mit CD40 transfiziert wurden.

L-VB1: Murine L-Zellen, die mit CD20 transfiziert wurden.

DA3: Eine Maus-Mamma-K arzinomzellinie.

Egp2: DA3 Zéllinie die mit dem Egp2 Antigen transfiziert wurde.
516 Vektoren:

pHOG21:

peiB| Vo [uinke| V

p/o{ 1

Nco | Hind 111 Mlu | Not |

OHOG 21 ~3,6 kb*
—  Amp® ]

* Die exakte Grof3e ist abhangig vom jeweiligen Insert Insert

FmM—0o O

Abbildung 3: Schematische V ektorkarte von pHOG 20 und 21. Die Vektoren basieren auf dem Plasmid
pBR322+. AmpR, Ampicillinresistenzgen; f1 1G, die intergenic Region des Phagen f1, diese Region dient als
Verpackungssignal fur Helferphagen der Stdmme fd, M13 und Verwandte; ColE1,ist der ,,origin of replication*
also der Startpunkt der Replikation, diese Sequenz ermdglicht die Vermehrung des Vektors as Plasmid; P/O, wt
lac Promotor und Operator mit einer starken RBS; pel B, Signalsequenz des Enzyms Pectatlyase aus Erwinia
carotovora, die Sequenz am N-terminalen Ende erméglicht dem Fusionsprotein den Transport in das Periplasma,
die Sequenz wird hierbel abgespalten; plll Gen, diese Gen kodiert fir das plll Protein des Phagen f1; Vy,

variable Region der schweren Kette eines Antikorpers; V|, variable Region der |eichten Kette eines Antikorpers;

12
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Linker, diese Sequenz verbindet die beiden Antikorperketten zum scFv, gebréuchliche Linker sind der Yol-
linker oder der Gly-Ser-Linker, c-myc, diese Sequenz codiert fir das c-myc-Epitop.(Kipriyanov, Kupriyanova
et al. 1996)

pSex81.:
pel B V y |Linker] VL (pIIIGen
P/IO I T 1 1
C Nco | Hind Il Mlul Not |
]
5 PSEX81 ~4,8 kb*

—  Ampt ]

* Die exakte Grof3e ist abhéngig vom jeweiligen Insert

Abbildung 4: Schematische V ektorkarte von pSEX81. Der Vektor basiert auf dem Plasmid pBluescript SK™.
AmpR, Ampicillinresistenzgen; f1 1G, dieintergenic Region des Phagen f1, diese Region dient als
Verpackungssignal fur Helferphagen der Stdmme fd, M13 und Verwandte; ColE1,ist der , origin of replication®
also der Startpunkt der Replikation, diese Sequenz ermdglicht die Vermehrung des Vektors as Plasmid; P/O, wt
lac Promotor und Operator mit einer starken RBS; pel B, Signalsequenz des Enzyms Pectatlyase aus Erwinia
carotovora, die Sequenz am N-terminalen Ende ermdglicht dem Fusionsprotein den Transport in das Periplasma,
die Sequenz wird hierbel abgespalten; plll Gen, dieses Gen kodiert fir das pll1 Protein des Phagen f1; Vy,
variable Region der schweren Kette eines Antikorpers; V|, variable Region der leichten Kette eines Antikorpers;
Linker, diese Sequenz verbindet die beiden Antikorperketten zum scFv, gebréuchliche Linker sind der Yol-

linker oder der Gly-Ser-Linker.

PEXHAM 1:

Wie pSex81 jedoch mit einen Stop Codon (amber TAG) Mutation zwischen dem Histidin und
einem c-myc-Marker, so dal3 in einem E.coli-Stamm der das Stop Codon nicht unterdriickt

13
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rekombinanter Antikorper ohne weiteres Umklonieren erzeugt werden kann (Dr. Peter
Raéttgen pers. Mitteilung).

14
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5.2 Medien und allgemeine LGsungen

5.2.1 Medien und dafiir benétigte L 6sungen

1x LB Medium 10g Bacto-Trypton (Difco, # 0127-01-7) 1,0% (wiv)
59 Bacto-Hefeextrakt (Difco, # 0127-01-7) 0,5% (W)
10g NaCl 170 mM

ad 1l ddH,0 auf pH 7,0 einstellen, autoklavieren

XYT: 17g Bacto-Trypton 1,7% (wiv)
10g Bacto-Hefeextrakt 1% (wiv)
59 NaCl 85 mM

ad 1l ddH,0 auf pH 7,0 einstellen, autoklavieren

SOB-Medium: 20g Bacto-Trypton 2% (whv)
59 Bacto-Hefeextrakt 0,5% (Wiv)
500mg NaCl 10 mM
190mg KCI 25 mM
ad 990ml ddH,Oauf pH 7,0 einstellen,
autoklavieren

vor dem Gebrauch:
10ml MgCl, 10 mM

SOC-Medium: 100ml  SOB-Medium plus
Iml Glukose 20 mM

sterilfiltrieren

M9-Medium? 10ml 10x M9-Salze
Iml 100xM9-Zusatz
5ml  Glukose 100 mM
ad 100ml ddH,0 auf pH 7,0 einstellen

autoklavieren

M9-Agarplatten: 100ml M9 Salze plus
Bacto Agar 15% (W)
ad 940ml ddH,0 autoklavieren
Direkt vor dem gief3en der Platten:
5ml 100x M9-Zusatz und

2 Direkt vor Versuchsbeginn ansetzen.

15
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25ml  Glukose-L 6sung zugeben.
Agarplatten in Folie verpacken

bei 4°C lagern
10x M9-Salze: 74,89 NapHPO4x2 H,O 420 mM
23,59 NaH2HPOgx1 H,0 170 mM
5,0g NaCl 85 mM
10,0g NH4Cl 187 mM

ad 1l ddH,0,autoklavieren

100x M9-Zusatz: Iml MgSO,-Lésung 100 mM
Iml CaCl2-| gsung 10 mM
30ul Fe(llNCI3 300 mM
60pl  Thiamin-Lésung 3 mM
Sterilfiltrieren
MgCl,-L 6sung: 9,59 MgClax6 H,0 1M

ad 100ml ddH,O

MgSO4-L 6sung: 12,3g MgSOgx7 H,O 1M
ad 50ml ddH,O,autoklavieren

CaClo-L6sung: 0,74g CaClox2 H,0O 100 mM
ad 50ml ddH,0,autoklavieren

Fe(111)Cl3-Lésung: 1,359 Fe(l11)Cl3x6 HO 100 mM
ad 50ml ddH,0,autoklavieren

Thiamin-Lésung®: 1,69g Thiamin (Serva, # 36.020) 500 mM
ad 10ml ddH,0,

sterilfiltrieren und bei -200C aufbewahren.

Glukose-L 6sung: 180g a-D-Glukose 2 M
ad 500ml ddH,O

sterilfiltrieren und bei -200C aufbewahren.

Agarplatten: 1 Liter Medium der gewiinschte Spezifitét
159 Bacto Agar 1,5% (wiv)

3 Vitamin B1

16
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Agarplatten in Folie verpacken
bei 4°C lagern

5.2.2 Antibiotikastammldsungen

Ampicillin: 100xStocklésung
500mg Ampicillin (Serva, # 13.397) 5 mg/ml
ad 100ml ddH,0.

Sterilfiltrieren und bei -200C aufbewahren.

Kanamycin: 100xStocklésung
500mg Kanamycin (Serva, # 30.250) 5 mg/ml
ad 100ml H,0.

Sterilfiltrieren und bei -200C aufbewahren.

Tetracyclin: 100x Stockldsung
300mg Tetracyclin (Boehringer #109428) 3 mg/ml
ad 100ml 50% Ethanol

Sterilfiltrieren und bei -200C aufbewahren.

5.2.3 Sonstige L 6sungen

Blockl6sung 2%: 1g Entfettetes Milchpulver 2% (whv)
ad 50ml PBS oder H,O

Blockl6sung 4%: 29 Entfettetes Milchpulver 4% (wiv)
ad 50ml PBS oder H,O

10x Blottingpuffer: Tris 150 mM
Glycin 25 M
ad 1l H,O

Blottingpuffer: 100ml  10x Blottingpuffer
Methanol 10% (viv)
ad 1l H,O

Carbonatpuffer: NaHCO; 40 mM
NaCOs 15 mM

17
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PBS.

PBST:

PEG/NaCl-Ldsung:

PPP-L6sung:

TNT:

TMB:

Triethylamin:

Tris’HCI:

Ponceau S-Ldsung:

200g
146,19

100mM

121g
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DMSO 10%
FCS (inaktiviert 30min 56°C) 90%
bei -20°C lagern

NapPOg4, pH7,2 50
NaCl 140
NapPO4, pH7, 50
NaCl 140
Tween 20 0,1%
Polyethylenglycol 6000 20%
NaCl 25
ad 1000 ml mit ddH,O

autoklavieren und bei RT lagern

TrigHCl pH 8 50
Saccharose 20%
EDTA 1
auf Eisvorkihlen

TrisHCl pH 7,5 10
NaCl 20
EDTApH 7,5 2
autoklavieren und bei RT lagern

TrispH7,5 10
NaCl 140
Tween 20 1%
Peroxidase Substrate

Kit von Kierkegaard-Perry-Labs, Nr. 507600

bezogen Uiber Bibby-Dunn,Asbach.

Ein nichttoxischer Kit mit hoher Sensitivitét

Triethylamin

nicht autoklavieren da hitzeempfindlich

Tris (2-Amino-2-hydroxymethyl-1-3-propandiol NH,C(CH,OH)s) 1
gewiinschten pH mit HCI einstellen

ad 1000 ml ddH,0

Ponceau S (Sigma, Minchen # P7767) 0,2%
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Trichloressigsaure 3% (Viv)
Sulfosalicylséure 3% (whv)

Bel RT aufbewahren

FCS-L6sung : FCSinTNT 20% (wiv)
bei -200C aufbewahren.

TBS: Tris-HCI, pH 8,0 10 mM
NaCl 150 mM
Bel RT aufbewahren.

DAB-Substratldsung: 10ml TBS
200m DAB-Stammlésung
H.0," 0,005% (V/v)
Kobaltpuffer: TBS plus
CoCl, 1% (wiv)

Bei -20°C aufbewahren

DAB-Stamml ésung: 25mg/ml  Diaminobenzidinin PBS
In Portionen bei -209C aufbewahren.

TE: Tris-HCI (pH 7,4) 10 mM
EDTA 1 mM
autoklavieren und aufbewahren bel RT.

TAE: 50x Stockldsung:
2429 TrissHCL (pH 8)
57,1ml Eisessig
100ml EDTA 05 M
Bel RT aufbewahren.

DNA-Probenpuffer: 10x Stockldsung
Bromphenolblau 0,25% (wiv)
Xylencyanol 0,25% (wiv)
Saccharose in ddH,O 60% (VIV)

Sterilfiltrieren und bei RT aufbewahren

4 Frisch ansetzen
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Ethidiumbromid:

SDS-Probenpuffer:

LAL

LAZ:

LA4:

APS:

TEMED:

10 mg/ml

125 mM

32,59
0,89

Elektrodenpuffer (PAGE):

SDS-Laufpuffer:

Material und Methoden

Ethidiumbromid
in ddH,O

Dunke aufbewahren bei 40C.

2x Stocklésung
Tris-HCI (pH 6,8)
Mercaptoethanol
Bromphenolblau
Glycerin

Bei RT aufbewahren.

Tris-HCI (pH 6,8)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
ad 100ml H,0.

Bei 40C aufbewahren.

Acrylamid (Roth, Karlsruhe)
Bisacrylamid (Roth, Karlsruhe)
ad 100ml H,0.

10% (vIv)
0,025% (WH)
10% (VIv)

30 mM
0,8% (wWiv)

Lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahren.

Tris-HCI (pH 8,8)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
ad 100ml H,0.

Bei 40C aufbewahren.

Ammoniumpersulfat in Wasser

300 mM
0,8% (wWiv)

10% (W)

Frisch ansetzen oder in Portionen bei -20°0C einfrieren.

N,N,N,N-Tetramethyl ethylendiamin

von Bio Rad, Miinchen
Bel 4°C aufbewahren

10x Stockldsung
Tris

Glycin

ad 2| H,O

Bei RT aufbewahren.

250 mM
2 M

1xElektrodenpuffer plus Zusatz von

Natriumdodecylsulfat (SDS)

20
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Aufbewahren bei RT.
DM SO 10%: DMSO (Sigma,) 10% (vIv)
in ddH0
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524 Antikorper

Mausanti-pVIII:
Monoklonaler Antikdrper aus der Maus gegen das pV 111 Protein des fd Phagens; bezogen bei
Amersham Pharmacia, Braunschweig

Y o0l1/34 (Ratte anti-Tubulin):
Monoklonaler AK aus der Hybridomzellinie Yol1/34, der das Interne Tubulin Epitop
..EEGEFSEAR.. erkennt, von Dr. Moldenhauer (DKFZ, Heidelberg) zur Verfligung gestellt.

Maus anti c-myc:
Monoklonaler Antikorper(9E10) aus der Maus, der das interne c-myc Epitop
..EQKLISEEDL.. erkennt; bezogen Uber Cambridge research biochemicals, England

Ziege anti-Maus HRP:
Polyklonales 1gG Serum aus der Ziege das mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt

wurde; bezogen bei Dianova, Hamburg.

Ziege anti-MausFITC:
Polyklonales 1gG Serum aus der Ziege, das mit Flouresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelt
wurde; bezogen bei Dianova, Hamburg.

HEA125:
Monoklonaler Antikorper aus der Maus gegen das Egp2 Antigen, von Dr. Moldenhauer
(DKFZ, Heidelberg) zur Verfligung gestellt.

FE 2
Monoklonaler Antikdrper aus der Maus, der gegen das pV1II Protein des fd Phagen gerichtet
ist, bezogen bel Pharmacia, Freiburg.

M aus anti-Histidin:

Monoklonaler Antikorper gegen ein Peptid, das aus funf Histidinresten besteht, bezogen von
Dianova, Hamburg.
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Maus anti-Pl11:
Monoklonaler Antikérper aus der Maus der gegen das plll Protein des fd Phagen gerichtet ist,
bezogen bei MoBiTec, Géttingen
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5.3 Molekularbiologische Methoden

53.1 RNA Methoden:

5311 Gesamt-RNA-I solation aus humanem Gewebe

Aus Milzbiopsiematerial wird die Gesamt-RNA unter stark denaturierenden Bedingungen
(Guanidinisothiocyanat GITC und R-Mercaptoethanol), welche die RNAse Enzymaktivitéten
sofort inhibieren und so einen Abbau der zelluléren RNA verhindern, isoliert. Nach erfolgter
Homogenisierung mittels Ultraturrax® und Lyse der Zellen wird die Gesamt-RNA unter
Hochsalzbedingungen an eine Silikamembran gebunden, wovon sie mittels Wasser eluiert
wird. Hierzu wurde der ,Rneasy Midikit* und das Protokoll von Qiagen, (Hilden) benutzt.

53.1.2 MRNA- Extraktion

Die mRNA Isolierung erfolgte mit dem Oligotex-mRNA-Kit der Firma Qiagen, (Hilden).
Hierbel handelt es sich um eine Affinitatsaufreinigung der mit einem poly-Adenosinschwanz
versehenen mRNA, Uber eine Saule aus Polystyrol-Latexkugeln, an die kovalent ca. 30bp
lange Oligo-dT-Nukleotide gekoppelt sind. Die Ausbeute an mRNA betragt gewdohnlich 1-
5%, wobel 2% ublich ist.

53.1.3 c-DNA-Synthese

Durch reverse Transkription der mRNA mittels Oligo-dt-Primer wird einzelstréngige cDNA
hergestellt. Hierzu wurde der SUPERSCRIPT™ [l RNase H—Reverse Transcriptase-Kit der
Firma GIBCOBRL, Karlsruhe verwendet. Der Kit enthélt eine gentechnisch veranderte, in
E.coli exprimierte, reverse Transkriptase des Moloney Murine Leukemia Virus, welche keine
RNaseH Aktivitdt mehr besitzt und somit kein mRNA-Template im Hybridmolekil abbauen
kann. Fur eine Reaktion werden 50-500ng mRNA eingesetzt.

® Hierbei ist darauf zu achten, dai? ein GefaR mit runden Boden verwendet wird, damit das Gewebe mdglichst
fein homogenisiert wird.
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5.3.2 DNA- Methoden

5321  Plasmidpréaparationskit

Plasmidprdparationen wurden mit den Produkten der Firma Qiagen (Hilden) nach den
mitgelieferten Anweisungen durchgefihrt.

Die DNA wird bei diesem Verfahren nach dem Prinzip der alkalischen Lyse gewonnen und
durch Anionenaustauschchromatographie aufgereinigt.

5.3.3 Restriktionsverdau von DNA

Der entsprechende Puffer und die Restriktionsenzymmenge werden nach Herstellerangaben
ausgewdhlt. Bei einem Restriktionsansatz ist darauf zu achten, dafl3 der Glycerinanteil nicht
hoher als 5%(v/v) ist. Ist einem Restriktionsenzym 50%(v/v) Glycerin vom Hersteller
zugesetzt worden, so darf dessen Volumen am gesamten Restriktionsansatz nicht mehr als
10% (v/v) ausmachen. Je nach Anzahl der Schnittstellen und der eingesetzten DNA-Mengeist
die benttigte Menge an Restriktionsenzym zu berechnen. Die Aktivitdt eines
Restriktionsenzyms wird in Units gemessen. Eine Unit schneidet ein Mikrogramm der
Referenz-DNA in einer Stunde. Fur einen analytischen Ansatz werden ca. 0,5ug DNA
eingesetzt.

5.34 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung wurde auf einem ABI 377 von der Fa. MediGene, Martinsried bei
Munchen, durchgefihrt. Das Gerét arbeitet nach dem Cycle-Sequencing Verfahren. Die
Ergebnisse werden in Form eines Fluorogrammes dargestelIt.

5.34.1  Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese werden die Molekile aufgrund ihrer Ladung und Grof3e in
einem Gel aufgetrennt. Die Agarosegelelektrophorese wird vor allem zur Auftrennung von

DNA benutzt. Bei Nukleinséuren ist die Ladung der Molekile proportional zum
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Molekulargewicht, weil jedes Nukleotid eine negativ geladene Phosphorsauregruppe enthélt,
daher kommt es bel linearisierter DNA zu einer exakten Auftrennung nach dem
Molekulargewicht. Je nach dem gewiinschtem Prozentsatz des Gels, eine bestimmte Menge
Agarose in IXTAE l6sen.

Fir Gele von 0,8% bis 2,0% (w/v) wurde Seakem LE Agarose von FMC verwendet und fir
3% (w/v) Agarosegele wurde die low-melting NuSieve® GTGP Agarose ebenfals FMC
verwendet, bezogen Uber Biozym, Hameln

Agarose durch Kochen im Mikrowellenherd in Lésung bringen, auf 55°C abkiihlen lassen,
Ethidiumbromid zugeben (0,5 pg/ml Endkonzentration) und in einen Geltrager gief3en. In 1x
DNA-Probenpuffer gelste DNA auftragen. Das Gel bel maximal 5-6 V/cm laufen lassen.
Nach Auftrennung der Banden unter UV-Licht auswerten.

5.3.4.2 Amplifikation von DNA durch die Polymerase-K ettenr eaktion (PCR)
(Saiki, Gelfand et al. 1988)

Durch die PCR konnen DNA-Fragmente in vitro enzymatisch beliebig oft vervielfatigt
werden. An den Enden der zu vervielfatigenden DNA muf3 ein Stiick Sequenz bekannt sein,
damit zwei gegenlaufige Oligonukleotid-Primer hergestellt werden konnen. Ferner kénnen
durch die Wahl geeigneter Mutationen Restriktionsschnittstellen in die Primer eingefihrt
werden.

Das am haufigsten fur die PCR verwendete Enzym ist die Tag-DNA-Polymerase (Sigma),
von der aul3er der nativen Form zahlreiche gentechnisch modifizierte Formen vorliegen. Alle
Varianten haben aber Probleme mit der Amplifikation von DNA-Abschnitten die zur
Aushildung partiell doppelstréangiger Bereiche neigen, z.B. durch ,,stem-loop” Strukturen. Aus
diesem Grund, wurde bel der Konstruktion von Bibliotheken, statt dessen, die ebenfalls
thermostabile exo-Vent-DNA-Polymerase, aus Thermococcus litoralis (New England
Biolabs), verwendet. Da die exo-Vent-DNA-Polymerase eine deutlich geringere Fehlerrate
beim Nukleotideinbau zeigt als die Tag-Polymerase, war dieses Enzym fir die Amplifikation
von humanen Immunglobulingenen zur Bibliothekkonstruktion besonders geeignet.
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Reaktionsansatz soweit nicht anders beschrieben:

je 25 pmol der benétigten 5'und 3' Primer

je 300uM dATP, dGTP,dCTP, dTTP

1/10 Vol 10x Polymerasepuffer (New England Biolabs)
1 U DNA-Polymerase

ad 50! ddH20

Die PCR wurde, soweit nicht anders beschrieben, auf einem Multi Cycler PTC200 mit
Dualbl6cken und Heizdeckel (Firma Biozym) durchgefihrt.

Bel der Vielzahl der durchgefuihrten Reaktionen kann hier kein vollsténdiges Protokoll, in
bezug auf Annealingtemperaturen, Reaktionszeiten und Zyklenzahl angegeben werden. Die
Werte sind im Ergebnisteil aufgefihrt.
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5.4 Mikrobiologische Methoden

5.4.1 Elektrotransformation von E.coli (modifiziert nach ((Dower, Miller et al. 1988)))

54.1.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Die gewtinschten Bakterien werden auf M9-Agar ausplattiert. Inkubation 24-48 h bei 37°C.
5 ml LB-Medium werden mit einer Einzellkolonie von der M9 Platte angeimpft. Inkubation
Uber Nacht bei 37°C und 280rpm (Starterkultur).Am né&chsten Tag werden 500 ml LB-
Medium mit der kompletten Starterkultur angeimpft.

- Inkubation bei 37°C und 280rpm bis zu einer ODgpQ von ca. 0,6°.

- Die Kultur wird auf Eiswasser etwa 10 min gekihlt und in einem vorgekiihlten Rotor bel
4000g 15 min bei 4°C abzenrifugiert

- Der Uberstand wird moglichst vollstandig entfernt und das Pellet vorsichtig in 500 m
autoklavierten, eisgekihlten Wasser resuspendiert. Danach Zentrifugation in einem
vorgekihlten Rotor, 15 min, bei 4000g und 4°C.

- Der Uberstand wird moglichst vollstandig entfernt und das Pellet vorsichtig in 250 m
autoklavierten, eisgekihlten Wasser resuspendiert. Danach erneut Zentrifugation in eéinem
vorgekuhlten Rotor 15 min bei 4000g und 4°C.

- Der Uberstand wird moglichst vollstandig entfernt und das Pellet vorsichtig in 5 ml

10%iger Glycerinldsung resuspendiert. Die Konzentration sollte mindestens 5x109
Zellen/ml betragen’.
Die Zellen werden aliquotiert und bel -80°C gelagert. So hergestellte elektrokompetente
Zellen sind mindestens sechs Monate haltbar®.

% Bei den Kulturschritten kann zum Medium Antibiotikum zugegeben werden, wenn es der verwendete Stamm
erfordert. Einige Stdmme neigen sonst dazu, wéhrend des folgenden Verfahrens bereits enthaltene Plasmide zu
verlieren (z.B. das F-Plasmid in E.coli SURE™).

" Fir besonders gute Resultate kann das Volumen der Glycerinlésung reduziert werden, so dai die
Zellkonzentration bei >10™ Zellen/ml liegt.

8 Neben Sterilitét aler verwendeten Geréte bzw. Argentien und ziigigem Arbeiten, ist besonders die Temperatur
von entscheidender Bedeutung. Nach dem ersten Zentifugationsschritt darf die Temperatur der Bakterien bis
zur Suspension in 10% Glycerinldsung niemals Uber 4°C liegen. Die Durchfiihrung der Resuspensionsschritte,
im KUhlraum, ist im Sommer, daher empfehlenswert.
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54.1.2  Elektroporation

Die kompetenten Bakterien werden auf Eis aufgetaut. In einem vorgekihlten
Polypropylenrdéhrchen werden 40ul kompetente Bakterien mit 50-100ng DNA gemischt und
fir 1 Minute auf Eis inkubiert. Anschlief?end wird das Gemisch in eine vorgekihlte
Elektroporationskivette Uberfihrt und in das Elektroporationsgerdt (Gene Pulser, Biorad,
Munchen) eingesetzt. Die Einstellung des Geréts betragt 25uF, 200W und fir Kavetten mit
0,2cm Elektrodenabstand 2,5kV bzw. fur Kivetten mit 0,1cm Elektrodenabstand 1,75kV. Die
Zeitkonstante wahrend der Elektroporation sollte grof3er als 4,2 msec sein. Sofort nach dem
Stromimpuls wird der Elektroporationsansatz mit SOC-Medium auf 1ml aufgeftllt und fur 1
Stunde bei 37°C inkubiert. Nach dieser Inkubation wird 1/100 auf einer LB-Agarplatte mit
Antibiotikum ausplattiert und fiir 16 Stunden bei 30-37°C inkubiert. Bei der Herstellung von
scFv-Bibliotheken werden geeignete Verdinnungen zur  Titerbestimmung  der
Bakteriensuspension ausplattiert. Der Rest wird auf einer SOBga-Agarplatte (22*22 cm,
Nunc) verteilt und Uber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag in jeweils 15ml 2xY Tga Medium
resuspendiert und zu Gycerinstocks weiterverarbeitet. Je Transformationsansatz kdnnen ca.
10% " transformierte Bakterien hergestellt werden.

54.2 Herstellung einer Bakterienstockkultur

Eine Bakterien-UN-Kultur wird mit 20% (v/v) Glycerin vermischt und das Ganze bei -80°C
gelagert.

5.4.3 Préparation von Wildtyp Phagen

Fur die Verpackung von Phagemidvektoren werden Wildtyp Helferphagen benétigt. Dies sind
Phagen die alle Proteine, die fur die Verpackung bendtigt werden, zur Verfligung stellen,
deren Genom selbst aber mit einer geringeren Effizienz als die Phagemidvektoren verpackt
werden (Dotto, Eneaet al. 1981).

- E.coli XL1-Blue auf einer M9-Agarplatte ausstreichen und bel RT 3 Tage inkubieren.
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- 5 ml 2xYT-Medium von einer M9-Agarplatte animpfen. Inkubation UN bei 37°C und
280rpm im Schiittler.

- 400ml 2xY T-Medium mit 1ml der UN-Kultur animpfen und bis zu einer ODggo Von ca.
0,05 wachsen lassen.

- 2*10' Helfer Phagen zugeben dies entspricht einer m.o.i. von 2. 30 min bei 37°C langsam
mit 60-80rpm schtteln.

- 6- 10 Stunden bei 37°C und 280rpm schitteln lassen.

- In 50ml Réhrchen Uberfiihren und 10 min bei £C und 6200g (Heraeus-Megafuge, Rotor
3360, 6000rpm).

- Zu dem Uberstand ein 1/5 Vol. PEG/NaCl-L ésung geben und vorsichtig mischen und UN
bei 4°C die Phagen fallen.

- 30 min bei 4°C und 6200g (Heraeus-Megafuge, Rotor 3360, 6000rpm) zentrifugieren.
Pellet in 4ml PV P resuspendieren und in Eppendorfgefél3e tGberfihren. 5 min bei 150009
(Heraeus-Biofuge, 13000rpm) abzentrifugieren.

- Uberstand abziehen, portionieren und bei 4°C lagern. Der Titer sollte im Bereich von 10

10" cfu/ml liegen.

5.4.4 BestimmungdesPhagentiters

Der Phagentiter kann auf zwel verschiedene Weisen bestimmt werden. Zum einen durch
»colony forming units* (cfu), zum anderen durch ,, plague forming units* (pfu). Bel der ersten
Methode werden infektiose Phagen bzw. Phagemid-DNA enthaltende Partikel nachgewiesen
(cfu), bei der zweiten werden ausschliefdlich infektiose und replikationfahige (pfu) Partikel
nachgewiesen. Fur beide Methoden benédtigt man ,plating” Bakterien, die zuvor zu
praparieren sind.

5441  Praparation von Plating Bakterien:

Auf einer M9 Minimalmediumplatte E.coli XL-1 Zellen ausstreichen und fur 3 Tage bei RT
inkubieren.

Mit einer Einzelkolonie von dieser M9 Platte werden 20 ml 2xY T-Medium angeimpft und im
Schiittler bei 37°C und 280rpm bis zum Erreichen einer ODgoo Von 0,6-0,9 inkubiert.
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Die so gewonnenen Plating Bakterien kdnnen dann mit den Phagenverdiinnungen infiziert
werden. Im Ausnahmefall kdnnen die Bakterien bis zum Gebrauch bei 4°C gelagert werden.
Die Lagerdauer sollte méglichst kurz sein.

54.4.2  Phagentiter Bestimmung mittels Colony for ming units (cfu)

Diese Methode bietet sich an, wenn die infizierenden Phagen oder Phagemidpartikel eine

Antibiotikaresistenz tragen.

- Von der zu titrierenden Phagenlosung wird eine Verdunnungsreihe in PVP-Puffer
angelegt.

- Zu 10 pl der Verdinnung werden nun 90 pl , plating” Bakterien gegeben und grundlich,
aber vorsichtig gemischt®.

- Inkubation bel 37°C fur 45min.

- Ausstreichen der Zellen auf einer LB- oder SOB-Platte mit entsprechendem Antibiotika
Zusatz.

- Inkubation UN bei 37°C.

- Auszéhlen der Kolonien.

54.43 Phagentiter Bestimmung mittels Plaque for ming units (pfu)

Der Phagentiter der mit dieser Methode bestimmt wird beinhaltet ausschliefdlich die
replizierfahigen Phagenpartikel.

- Von der zu titrierenden Phagenlosung wird eine Verdunnungsreihe in PVP-Puffer
angelegt.

- Zu 10 pl der Verdinnung werden nun 90 pl , plating” Bakterien gegeben und grundlich,
aber vorsichtig gemischt®.

- 4 ml auf 48°C vorgewarmten Top Agar zugegeben, mischen und das Ganze sofort auf
einer LB Agarplatte verteilen.

- Inkubation UN bei 37°C.

- Am néchsten wird der Titer durch auszdhlen der Plagues bestimmit.

° Bei zu heftigem Schiitteln kénnen die F-Pili der Bakterien abgeschert werden wodurch ihre Infizierbarkeit

verloren geht.
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5.4.5 Screening einer Phagemidbibliothek

Mit diesem Screeningverfahren wird die klonale Selektion des Immunsystems in vitro
nachempfunden, die Selektion eines Antigen spezifischen Antikorpers aus Millionen von
Antikorpern. Zu diesem Zweck wird ein spezielles Plastikrohchen mit einen Antigen
beschichtet. In dieses Rohrchen gibt man dann eine Phagemidbibliothek. Phagen, die auf ihrer
Oberflache einen fur dieses Antigen spezifischen AntikOrper tragen werden gebunden
und bei der folgenden Waschprozedur im Rdéhrchen zurtickgehalten (panning). Die auf diese
Weise selektionierten Phagen werden z.B. mit einer Base eluiert und zur Infektion von E.coli
verwendet. Diese angereicherte Bibliothek wird erneut verpackt und in der nachsten
Screeningrunde  eingesetzt. Nach  mehrfacher  Wiederholung des  Vorgangs
(3-5 mal) ist die Anreicherung soweit fortgeschritten, dal3 sich eine Analyse einzelner Klone
lohnt.

- Maxi-Sorb Rohrchen werden mit dem gewiinschten Antigen beschichtet; 10-125 pg
Antigen werden zu diesem Zweck in 3,5 ml Carbonatpuffer gelst. Die Inkubation erfolgt
Uber Nacht bei 4°C im Uberkopfschuittler.

- Rohrchen 3x mit 1 ml PBS waschen.

- Blocken der Rohrchen mit 2% Milchpulver in PBS, Inkubation 1,5 h bei RT im
Uberkopfschiittler.

- 10" Phagen in 4 ml 2% Milchpulver in PBS lésen und > 30 min bei RT préabsorbieren.

- Zum ,Panning“ die préabsorbierte Phagenldsung in das mit dem Antigen beschichtete
Rohrchen geben.

- Inkubation 30 min bei RT im Uberkopfschiittler, dann 90 min bei RT ruhen lassen.

- Réhrchen 20x mit 1 ml PBS/Tween 0,1% auf dem Vortex waschen'®.

- Rohrchen 20x mit 1 ml PBS auf dem Vortex waschen.

- Zur Elution werden 1ml Triethylamin in das R6hrchen gegeben, 5 min vorsichtig bei RT
schitteln.

©Dabei ist darauf zu achten, dald die Waschldsung das ganze Rohrchen benetzt.
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Die Losung wird durch Zugabe von 1ml 1M Tris/HCI, pH7,5 neutralisiert und sofort auf
Eis gestellt.

Dieses Eluat wird dann zu 20 ml logarithmisch wachsenden E.coli XL 1-Blue gegeben.
Zur Praparation dieser Bakterien werden 20ml 2xY Tt mit einer Kolonie XL 1-Blue von
einer Minimalmedium Platte angeimpft und bei 37°C und 280rpm geschittelt, bis sie eine
ODgo ca. 0,4 erreicht haben.

Inkubation 1h bei 37°C zuerst 15 min mit 80rpm dann 45 min mit 280rpm schiitteln.
Zellen bei RT mit 2400g (Heraeus-Megafuge, Rotor 3360, 3000rpm) 10min
abzentrifugieren.

Zéelen in 1ml 2xYT-Medium resuspendieren. Ein kleiner Teil der Zellen wird zur
Titerbestimmung verdinnt und ausplattiert, der Rest auf 145mm SOBgat Agarplatten
verteilt. Die Zahl der Agarplatten richtet sich nach der zu erwartenden Ausbeute; fiir 10°7
Zellen sollten drei Agarplatten verwendet werden.

Inkubation UN bei 37°C. Am néchsten Morgen werden die Kolonien mit einem glésernen
Drigal skispatel von den Platten abgel 6st und in ca 20 ml 2xY T-Medium aufgenommen.
Mit dieser Kultur werden 50 ml 2xY Teat-Medium angeimpft. Die ODggo Sollte nach dem
Animpfen ca. 0,025 betragen.

Inkubation bei 37°C und 280rpm im Schiittler bis eine ODgpovon 0,1 erreicht ist.

5* 10 M13KO7 Helferphagen zugeben, dies entspricht einer moi von ca.20.

Inkubation bei 37°C und 80rpm fir 15 min im Schittler.

Inkubation bei 37°C und 280rpm fir 45 min im Schuttler.

Kultur bei 40009 (Heraeus-Megafuge, Rotor 3360, 4500rpm) 10min abzentrifugieren.
Pellet in 50 ml 2xY Tak-Medium vorsichtig resuspendieren™.

Inkubation bei 37°C und 280rpm fur 5h im Schiittler.

Kultur bei 40009 (Heraeus-Megafuge, Rotor 3360, 4500rpm) 10min abzentrifugieren.

Der Uberstand wird mit 1/5 Vol. PEG/NaCl gemischt, in dieser Lésung werden die
Phagen Uber Nacht bei 4°C gefdllt.

Die PEG-Félung bei 4°C und 6200g (Heraeus-Megafuge, Rotor 3360, 6000rpm) 10min
abzentrifugieren; der Uberstand wird méglichst vollstandig entfernt und verworfen.

Pellet in 1 ml PV P-Puffer resuspendieren und in Eppendorfgefélie Gberfihren.

5 min bei 15000g (Heraeus Biofuge A, 13000rpm) zentrifugieren'?.

"Bei der folgenden Inkubation tberleben auf Grund des Kanamycins nur mit M13KO7 infizierte Zellen. Durch

den Glucoseentzug wird auf den Phagemids das Gen fur das Fusionsprotein aus scFv und plll aktiv.
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- Die gereinigte Phagenlosung wird in neue Eppendorfgeféide tberfihrt und bei 4°C oder
-20°C gelagert.

Mit diesem Schritt ist eine Screening Runde abgeschlossen. Die Phagen kdnnen in der

néchsten Runde furs,, panning* eingesetzt werden.

Antibiotika- und Glucosekonzentrationen:

Ampicillin: 50pg/ml Medium
Kanamycin: 50pg/ml Medium
Tetracyclin: 30pg/ml Medium

Glucose 100 mM (50pl/ml Medium einer 2 M Glucosestockl 6sung)

54.6 Screening einer Phagemidbibliothek in ELISA-Platten mit Zellen als Antigen

Bel diesem Screeningverfahren werden eukaryontische adhdrente Zellen in einer ELISA-
Platte (96 Vertiefungen) dicht herangezogen. Bei nicht adhérierenden Zellen mul3 die ELISA-
Patte vorher mit Concanavalin beschichtet werden, um die Zellen besser an die
Plastikoberflache zu binden(Schmidt 1997). Die Platten werden zweimal mit PBS gewaschen
und anschlieBend mit 100pl Gberschichtet. Bis zur Fixierung sind alle Schritte bei 4°C
durchzufihren, um einen Verlust der Antigene durch abwerfen (,,shedding”) zu verhindern.
Die Fixierung der Zellen erfolgt mit einer sehr geringen Konzentration an Glutaraldehyd. Die
Fixierung verhindert ein Abscheren (,,shedding”) der Antigene und ermdglicht eine starke
Bindung der Zellen an den Boden der ELISA-Platte. In jede Vertiefung der ELISA-Platte
werden 100pl einer 0,01% igen Glutaradehydiosung gegeben (Endkonzentration
Glutaraldehyd pro Vertiefung 0,05%). Die Fixierung erfolgt Uber Nacht bei 4°C in einer
feuchten Kammer. Auch alle weiteren Inkubationschritte erfolgen in einer feuchten Kammer,
um das Austrocknen der Reaktionsflache zu verhindern. Nach der Fixierung konnen die
Platten mehrere Tage bei £C gelagert werden oder fir einen ELISA-Nachweis eingesetzt
werden.

Beim Screening einer scFv-Antikorperbibliothek gegen Zelloberfléchenantigene werden die
fixierten Zellen als Antigen eingesetzt. Pro Vertiefung werden etwa 10™ bis 5x10™ Phagen
eingesetzt. Sie werden in 4% Milchpulver in PBS verdinnt und fir ca. 30 Minuten

2In diesem Schritt werden K ontaminationen entfernt , die mit PEG ausgeféllt wurden, in PVP aber nicht 16slich

sind. Nach dieser Behandlung kann auf eine zweite PEG-Fallung verzichtet werden.
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prainkubiert. Anschlief3end werden pro Vertiefung 100 pl der Phagensuspension zugegeben
und for 2 Stunden bei RT inkubiert. Danach wird die Platte 15x mit PBS/Tween und 5x mit
PBS gewaschen. Zur Elution werden 100 pl Triethylamin (100 mM) pro Kaviditét zugegeben
und 5 min bel RT inkubiert. Die Lésung wird durch Zugabe von 100 pl Tris/HCI (IM, pH7,5)
neutralisiert, in ein Eppendorfgefald Gberfihrt und zu 5ml E.coli XL-1blue (ODsgsca. 0,4-0,6)
gegeben, 30 min bei 37°C inkubieren.

Ein kleiner Tell der Zellen wird zur Titerbestimmung verdinnt und ausplattiert, der Rest auf
SOBga Agarplatten. Die Inkubation erfolgt iiber Nacht bei 30°C.

Am néchsten Morgen werden die Kolonien mit einem glésernen Drigalskispatel von den
Platten abgel 6st und in 10 ml 2xY T-Medium aufgenommen.

Mit dieser Kultur werden 50 ml 2xY Tga-Medium angeimpft und die eluierte, angereicherte
Bibliothek wie unter 5.4.5 beschrieben verpackt. Mit diesem Schritt ist eine Screening Runde
abgeschlossen. Die Phagen kdnnen in der néchsten Runde eingesetzt werden.

54.7 ELISA

Der ELISA ,, enzyme linked immunosorbent assay” ist u.a. eine Methode zur Bestimmung der
Konzentrationen von Antigenen oder Antikérpern. Einer der miteinander reagierenden
Antikorper ist dabei mit einem Enzym markiert (Ublicherweise akalische Phosphatase oder
eine Peroxidase), die ein geeignetes Substrat in ein Produkt umsetzt, dessen Menge einfach
kolorimetrisch quantifizierbar ist. Ein Antigen wird zundchst an einen festen Tréger
gebunden, durch Zugabe des ersten Antikorpers der spezifisch fur das Antigen ist wird dieses
markiert. Der Zweitantikorper ist an eine Meerrettichperoxidase gekoppelt und gegen den Fc-
Teil des Erstantikorpers gerichtet. Er dient dem kolorimetrischen Nachweis des Antigens. Die
Zahl der verwendeten Antikorper liegt Gblicherweise bei 2-4 Antikorpern.

- Vom Antigen werden in der Regel pro Kavitdt 1 pg in 100 ul PBS oder Carbonatpuffer
aufgetragen.

- Inkubation erfolgt Uber Nacht bei 4°C.

- Jede Verteifung 1x mit 200ul PBS waschen

- Zum Blocken der EL1SA-Platte werden 200 pl Blockldsung pro Vertiefung zugegeben.

- Inkubation 1,5 h bei RT.

- Blockldsung dekantieren und die Platte 3x mit PBS waschen.
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- Pro Vertiefung jeweils Zugabe von 100ul einer geeigneten Verdinnung des Ersten
Antikorpers in Blockldsung.

- Inkubation 2 h bel RT.

- Platte 6x mit PBST waschen.

- Pro Vertiefung jeweils Zugabe von 100ul einer geeigneten Verdinnung des zweiten
Antikérpers in Blocklsung. Sollte der Zweitantikorper nicht mit Peroxidase gekoppelten
sein ist ein Dritter Antikorper zu verwenden gefolgt von einem Inkubation- und
Waschschritt.

- Inkubation 2 h bel RT.

- Platte 6x mit PBST waschen.

Zugabe des Substrats TMB (Tetramethylbenzidin), durch dessen Umsetzung entsteht ein
blauer Farbstoff. Die Intensitét der Farbung wird bei 655nm nach 20-60min gemessen.

54.7.1 Phagen-ELISA

Eine Modifikation des algemeinen Prinzips stellt der Phagen-ELISA dar. Dieser dient zum
Nachweis der Bindung von Phagemidpartikel an ein Antigen. Zu diesem Zweck wird das
Antigen an die Festphase™ (ELISA-Platte) gekoppelt, rekombinante Phagen mit
entsprechender Spezifitét binden an das présentierte Antigen und werden mit einem
geeigneten monoklonalen Antikorper gegen ein Phagenprotein nachgewiesen. Der Antikorper
wird wiederum von dem zweiten, mit HRP gekoppelten Antikdrper erkannt. Die Spezifitét der
Bindung kann durch Kompetitionen nachgewiesen werden. Hierzu werden der Phagenl 6sung
entweder freies Antigen oder ein monoklonaler Antikorper gleicher Spezifitdt in steigenden
Mengen zugesetzt.

Alle im folgenden beschriebenen Inkubationsschritte der Protokolle werden in einer feuchten

Kammer durchgefthrt, um Verdunstung der L 6sungen zu vermeiden.

- Vom Antigen werden in der Regel pro Kavitat 1 pg™* in 100 pl PBS oder Carbonatpuffer
aufgetragen.
- Inkubation Uber Nacht 4°C.

3Dje verwendeten ELISA-Platten bestehen aus Polyvinylchlorid (PVC).

1Die optimale Menge ist von dem verwendeten Antigen abhangig
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- Jede Kavité einmal mit 200pl PBS waschen

- Zum Blocken der EL1SA-Platte werden pro Kavitét 200 ul Blocklésung zugegeben.

- Inkubation 1,5 hbei RT.

- Blockldsung dekantieren und die Platte 3x mit PBS waschen.

- Zugabe von 100 pl/Kavitét Phagenldsung die 10°-10™ Phagenpartikel enthalten sol1*®.

- Inkubation 2 h bel RT.

- Phagenlosung erneut dekantieren und Platte 6x mit PBST waschen. Zugabe einer
geeigneten Verdinnung des Erst-Antikorpers (erkennt M 13 Proteine) in Blockldsung.

- Inkubation 2 h bel RT.

- Platte 6x mit PBST waschen.

- Zugabe von 100 pl/Kavitét einer geeigneten Verdinnung des Zweitantikdrpers der an
HRP gekoppelt ist, in Blockldsung.

- Inkubation 2h, RT.

- 6x mit PBST waschen.

- Zugabe des Substrats TMB, durch dessen Umsetzung entsteht ein blauer Farbstoff.

Die Intensitdt der Farbung entspricht der Menge des gebundenen Phagen und wird bel 655nm

nach 20-60min gemessen.

54.7.2 ECL-Phagen-ELISA

Bei einem ECL-ELISA (enhanced chemiluminescence enzyme linked immunosorbent assay)
handelt es sich um ein sehr sensitives Verfahren zur Detektion von Antigen-
Antikdrperbindungen. Das Prinzip ist das gleiche wie bei einem herkdmmlichen ELISA, das
Antigen wird mit einem Antikorper markiert, gegen den ein zweiter Antikorper gerichtet ist,
der mit einer Peroxidase (z.B. Meerrettischperoxidase) markiert ist. Im Unterschied zu einem
normalen ELISA wird der Gehalt an Antigen, mittels einer chemischen Reaktion durch
Lichtemission gemessen. Hierbei wird Luminol in Anwesenheit von Phenolen durch HRP
oxidiert, in der Folge kommt es zur Emission von kurzwelligem Licht. Das
Emissionsmaximun liegt bei 425nm. Nach 20-30 min Minuten wird das Signal almahlich
schwécher. Die Detektion erfolgt entweder mit einem Luminometer bei 425nm oder durch
auflegen und kurze Belichtung (1-10min) eines in kurzen Wellenlangen sensitiven
Photopapiers.

®Hierbei kann es sich direkt um Kulturiiberstédnde oder um in Blockpuffer verdiinnte PEG-Fallungen handeln.

Entscheidend ist, dai3 die Zahl der Phagen grof? genug ist, um spéter ein Signal zu geben.
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Mit einem ECL-Phagen-ELISA kodnnen selbst geringste Mengen Antigen nachgewiesen
werden, beziehungsweise schwache Antigen-Antikérper-Wechselwirkungen —detektiert
werden.

Das Protokoll ist das gleiche wie bel einem normalen ELISA, alerdings missen die
Antikérperverdinnungen sehr sorgfaltig getestet werden, damit die unspezifischen Signale
nicht zu stark werden. Auferdem mul? bei einem ECL-Phagen-ELISA eine spezielle
undurchsichtige ELISA Platte verwendet werden. Im vorliegenden Fall wurden Fluro Nunc
Module, schwarz, MaxiSorp, der Firma NuncGmbH, Wiesbaden verwendet. Das verwendete

Chemolumineszenz Substrat war SuperSignalO(Firma Pierce, Rockford).

5.4.8 Plattenscreen

Auf einer LB-Agarplatte mit Glucose und den entsprechenden Selektionsmarkern die Klone
ausplattieren.

- Inkubation bei 300C UN.

- Auf die Kulturplatte mit den noch sehr kleinen Kolonien wird ein Nitrozellulosefilter
(Schleicher & Schuell) blasenfrei aufgelegt.

- Die Lage des Filters durch mehrere unregelméaliige Einstiche in der Nahe des Randes, mit
einer in Tusche getauchten Nadel markieren, um spater positive Klone auf der
Stammpl atte identifizieren zu kénnen.

- Den Filter wird, sobald er vollstandig angefeuchtet ist mit einer Pinzette abgehoben.
Dabel wird ein Teil der Zellen von der Platte auf den Filter Gbertragen.

- Eine Ecke (ca. 1/5 der Fl&che) fur eine Negativkontrolle mit einem Skalpell abschneiden
und mit den Kolonien nach oben auf eine LBgaT-Agarplatte blasenfrei legen.

- Der Rest des Filters wird auf eine LBgat-Agarplatte mit 100 mM IPTG als Induktor
gelegt?®.

- Inkubation 3 Stunden bei 370C.Die Stammplatte wird ebenfalls bei 3790C inkubiert, bis

die Kolonien nachgewachsen sind und dann bei 4°C gel agert.

®Das Gen fiir den scFv Antikorper wird dadurch induziert. Ein Induktor wie IPTG heftet sich an den Lac-
Repressor, der dadurch seine Bindungseigenschaften andert und von der DNA abfallt, wodurch das Gen fur die

Transkription freigegeben wird.
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- Den Filter 15 Minuten bei RT mit den Kolonien nach oben unter dem Abzug mit
Chloroform bedampfen. Hierzu werden die Filter in eine geschlossene Glasschale gelegt,
in der ein Gefald mit 5ml Chloroform steht. Auf diese Weise werden die Bakterien lysiert.

- Die Filter 3x je 10 Minuten auf dem Kippschittler in jeweils etwa 50ml TNT-Puffer
waschen.

- Die Filter werden wie ein Western Blot Filter weiterbehandelt, beginnend mit der
Abséttigung der Membran.

Die geféarbten Kolonien werden auf der Stammplatte identifiziert und ggf. weiterkultiviert.

5.5 Proteinchemische Methoden

5.5.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) (modifiziert nach Laemmlli
(Laemmli 1970))

Die SDS-Polyacrylamidgelel ektrophorese wird hauptsachlich zum Auftrennen von Proteinen
benutzt. Bei einer SDS-PAGE, erfolgt die Auftrennung der Proteine im Gegensatz zur nativen
PAGE ausschliefdlich nach ihrer relativen Molekilmasse. SDS(Sodiumdodecylsulfat) bindet
an das Protein und denaturiert es zusammen mit -Mercaptoethanol das die Disulfidbriicken
gpaltet. Aulerdem sorgt SDS fir eine proportionale Ladungsverteilung im Vergleich zur
Molekilmasse.

Die SDS-PAGE wird i.d.R. as Disk-Gelelektrophorese durchgefihrt. Bel einer Disk-
Elektrophorese besteht das Gel aus einem Trenn- und einem Sammelgel, wobel das
Sammelgel grobporiger ist als das Trenngel. Beide Gele besitzen einen unterschiedlichen pH-
Wert (Trenngel pH 8,8, Sammelgel pH 6,8) und eine unterschiedliche Leitfahigkeit, daher der
Name diskontinuierliche Gelelektrophorese. Bei pH 6,8 liegt das chemische Gleichgewicht
zwischen ionischer und nicht ionischer Form der Glycin-Molekile im Elektrodenpuffer
vorwiegend auf der Seite der ungeladenen Form, sie besitzen somit eine schlechte
Leitfahigkeit. Beim Anlegen einer Spannung wandern die CI-lonen aufgrund ihrer geringen
Grole am schnellsten, Glycinmolekile dagegen am langsamsten. Die SDS-Proteinkomplexe
bewegen sich zwischen Chlorid-lonen-Front und Glycin/Glycinat-Molekile, dort herrscht ein
Mangel an Ladungstréagern, der die Spannung ansteigen 18, wodurch die SDS-
Proteinkomplexe beschleunigt werden, bis sie die Chlorid-lonen-Front erreichen, an der sie
aufgrund der hohen Anzahl an Ladungstrédgern und der daraus resultierenden
Spannungsverminderung wieder gebremst werden. Dies fihrt zu einer scharfen SDS
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Proteinkomplexbande an der Grenze zur Chlorid-lonen-Front. Bel erreichen des Trenngels,
werden die Glycin-Molekile vollstandig in die ionische Form des Glycinats Uberfihrt
(erhohter pH) und Uberholen die SDS-Proteinkomplexe, weshalb der Fokussierungseffekt
verloren geht und die SDS-Proteinkomplexe entsprechend ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden.

Den Trenngelmix nach unten stehender Tabelle zusammenpi pettieren (ausreichend fir 2 Gele
von je 90 x 70 x 0,75mm)*’.

PAA-Konzentration im Trenngel

16% 14% 12% 10% 8%
LA 4 1,12mi 1,12ml 1,12ml 1,12ml 1,12ml
LA 2 4,58ml 4,01ml 3,43ml 2,86ml 2,29mi
H,O 3,51ml 4,08ml 4,66ml 5,23ml 5,8ml
APS'® 82m 82m 82m 82m 82m
TEMED 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3
Gesamtvol.: ~9,3ml ~9,3ml ~9,3ml ~9,3ml ~9,3ml

Direkt nach dem Gief3en wird das Trenngel mit Wasser oder besser mit Tris-Puffer (pH 8,8)
Uberschichtet.

Das Gel ist nach etwa 30 Minuten auspolymerisiert und das Wasser bzw. der Puffer kann
abgegossen werden.

Der Sammelgelmix wird nach folgender Anleitung zusammenpipettiert (ausreichend fur 2
Gele von je 90x70x0,75mm):

Die PAA-Konzentration im Sammelgel betrégt 5%

LA1 2,0ml
LA 2 0,62mi
H0 1,38ml
APS 42
TEMED 34n
Gesamtvol.: ~4,0ml

YFir die hier beschriebenen Methode wurde das Minigelprotean-Gelsystem der Firma Biorad (Miinchen)
eingesetzt. Der Zusammenbau der Kammer erfolgt wie vom Hersteller angegeben.
¥Dpurch Zugabe von APS wird die radikalische Polymerisation der Geles gestartet
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Gelmix mischen und sofort giefien und hinterher die Taschenkamme einsetzen. Das
Sammelgel ist nach etwa 45 Minuten bei RT polymerisiert. Die Gele werden in eine
Gelkammer eingespannt und die Kammer mit SDS-Laufpuffer geflllt. Die aufzutragenden
Proben werden 1:1 mit SDS-Probenpuffer gemischt und 2min auf 95°C erhitzt. Pro Geltasche
kénnen 10 bis 15m Probe in SDS-Puffer aufgetragen werden. Das Gel bei 1,5W pro Gel fir

1-1,5 Stunden mit 1xLaufpuffer laufen lassen.

AlsMarker fur 12 bis 16% Gele wird der SDS-7-Marker benutzt (Sigma, Deisenhofen):

BSA 66 kd
Ovalbumin 45 kd
Glyceraldehyd 3 Phosphat Dehydrogenase 36 kd
Carbanhydrase 29 kd
Trypsinogen 24 kd
Trypsin-inhibitor 20 kd
a-Lactalbumin 14,2 kd

AlsMarker fur 8 bis 12% Gele wird der SDS-6H-Marker benutzt, (Sigma, Deisenhofen):

Myosin 235 kd
b-Galaktosidase 116 kd
Phosphorylase 97,4kd
BSA 66 kd
Ovalbumin 45 kd
Glyceraldehyd 3Phosphat Dehydrogenase 36 kd
Carbanhydrase 29kd

5.5.2 Westernblot (modifiziert nach Towbin et al. (Towbin, Staehelin et al. 1979))

Fir die Polyacrylamidgelelektrophorese wurde das Minigelprotean-Gelsystem der Firma
Biorad (Minchen) eingesetzt. Der Zusammenbau der Kammer erfolgte nach Anleitung des
Herstellers.

- Das Polyacrylamidgel wird zwischen je zwei Lagen Blottingpapier, die mit Blottingpuffer

getrankt wurden, auf eine Nitrozellulosemembran gelegt und 1 h bei 320mA und 4W im
Trockenblot geblottet.
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Die Filter werden zur reversiblen Farbung der Proteine etwa 10 Sekunden in Ponceau S
L 6sung geschiittelt.

Die Ponceau S-Lésung abgielen *°und iiberschiissiges Ponceau S durch 3 bis 4 maliges
spilen mit Wasser entfernen.

Die Markerbanden und die einzelnen Spuren werden mit einem Kugelschreiber markiert.
Uberfliissige Nitrozellulose wird mit einem Skalpell abgetrennt und die gefarbte
Nitrozellulose photokopiert.

Immunférbung der Proteinbanden:

Die Nitrozellulose mit den Proteinen nach oben in ein moglichst kleines Plastikschél chen
legen.

Zum Abblocken der unspezifischen Bindungstellen der Nitrozellulose werden 5 ml 2%
Milchpulver zugeben.

30 Minuten bei RT auf einem Kippschttler inkubieren.

Blockldsung abgiefen.

In 5 ml Blockpuffer verdiinnten Ersten Antikorper zugegeben und 2 Stunden bel RT oder

UN bei 40C auf dem Kippschiittler inkubieren.
Nitrozellulose 3x in IXTNT in einer grof3eren Plastikschale 10min waschen.
In 5ml Blockpuffer verdiinnten zweiten Antikdrper zugegeben.

2 Stunden bei RT oder UN bei 40C auf dem Kippschiittler inkubieren.

Nitrozellulose 2x in IXTNT in einer grof3eren Plastikschale 10min waschen.
Nitrozellulose 1x in IXTBS zum equilibrieren 10min waschen.

In einer kleinen Plastikschale mit etwa 10ml DAB-Substratlésung inkubieren. Fir eine
noch héhere Empfindlichkeit der Reaktion kann der Substratldsung 0,02% (v/v) CoCl2
zugefugt werden.

Wenn die Banden erscheinen®®, wird die DAB-Substratlésung abgegossen und die
Reaktion durch mehrmaliges Waschen mit Wasser gestoppt.

Die Nitrozellulose wird fur weitere 15 Minuten in Wasser inkubiert, um ein Nachdunkeln
zu verhindern.

Die Nitrozellulose bei RT trocknen und eventuell photokopieren. Gefarbter

Nitrozellulosefilter vor Licht geschiitzt aufbewahren.

¥Dje Lésung kann erneut verwendet werden

2Nach maximal 15 min
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5.5.3 Grof3aufreinigung von léslichen scFv-Fragmenten im pHOG-Vektor system

Es werden 10 ml LBga Medium mit E.coli XLI-Blue Bakterien, die mit dem scFv-
Expressionsplasmid pHOG21 transformiert sind, angeimpft und bei 37°C und 280rpm uber
Nacht inkubiert.

Mit der gesamten Ubernachtkulur wird am folgenden Tag 11 2xY TeaMedium angeimpft und
die Kultur bei 37°C und 150rpm bis zu einer ODsgs von 0,6-0,8 geschiittelt. Ist dieser OD-
Wert erreicht, werden die Zellen abzentrifugiert (3000g/ 1 min/ 20°C), in frischem Medium
2XYTsa ( Saccharose und Ampicillin) aufgenommen und die Antikorperproduktion durch
IPTG Zugabe (Endkonzentration 0,1 mM) induziert. Man 103 die Kultur dann fir 12 Stunden
bei 18°C-22°C und 150rpm schiitteln.

5 ml der Kultur werden nicht induziert (keine Zugabe von IPTG und kein Glucoseentzug), sie
dienen spater als Negativkontrolle, werden aber unter den gleichen Bedingungen wie die
Hauptmenge weliterinkubiert.

Nach der Inkubationszeit werden die Bakterien abzentrifugiert (5000g/ 1min/ 4°C), der
Uberstand bei 4°C gelagert und das Pellet in 100ml eiskaltem PPP-Puffer aufgenommen und 1
Stunde unter gelegentlichem leichten Schitteln auf Eis inkubiert. Im Anschlufld wird die
Suspension 30min bei 4°C und 10000g zentrifugiert. Dabei gelangen die I6slichen scFv-
Antikorper in den Uberstand, wahrend die aggregierten periplasmatischen scFvs und die
Sphéroblasten im Pellet zurtickbleiben.

Der Kulturiberstand und die Periplasmapraperation werden nun vereinigt und durch einen
erneuten Zentrifugationsschritt (10000g/ 40min/ 4°C) weiter gereinigt. Mit Hilfe einer
Amicon Konzentriereinheit (Amicon Witten, YM1O Filter) wird das Volumen auf 1/10 des
Ausgangsvolumens einkonzentriert und Uber Nacht gegen Sdulen-Puffer dialysiert. Die
weitere Aufreinigung erfolgt GUber IMAC.

5.5.4 Metall-Chelat-Affinitatschromatographie (IMAC) zur Aufreinigung und

Konzentrierung der |6slichen scFv-Antikor per aus PPP

Von einer mit Nickel (0,1M) oder Kupfer (0,1M) beladenen Sepharose (Qiagen) werden 5ml
in eine Saule (Pharmacia) pipettiert. Wenn sich die Sepharose abgesetzt hat, wird die Sdule
mit 50 ml Equilibierungspuffer equilibriert und die S&ule mit PPP beladen. Zum Entfernen
von unspezifisch gebundenen Proteinen wird erst mit 200 ml Equilibierungspuffer und dann
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mit 250ml S&ulenwaschpuffer gewaschen. Die Elution des Antikorpers erfolgt mit 20 ml
Elutionpuffer (250mM Imidazol), wobei jewells Fraktionen von 1,5 ml aufgefangen werden.
Die Einzelfraktionen werden im Western-Blot und auf einem Coomassie-Gel auf ihren
Antikorpergehalt und auf Verunreinigungen untersucht. Fraktionen mit hohem
Antikérpergehalt und wenigen Verunreinigungen werden vereinigt und gegen PBS dialysiert.
Be Bedaf kann zur Konzentrationserhohung mit Hilfe von Ultrafree- 15

Konzentriereinheiten (Millipore) einkonzentriert werden.
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Zellbiologische Methoden

555 Bestimmungder Zellzahl und der Vitalitat

10 pl der Zellsuspension werde 1 zu 1 mit Trypanblau (Sigma, Minchen) gemischt und in
einer Neubauer-Zellkammer ausgezéahlt. Tote Zellen nehmen das Trypanblau auf und férben
sich blau, wahrend lebende Zellen hell erscheinen. So &3 sich der Prozentuale Anteil an
toten Zellen ermitteln.

5.5.6 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um eukaryontische Zellen zu kryokonservieren werden sie fiir 10 min bei 1200rpm und 4°C
abzentrifugiert. Dann in eiskaltem Einfriermedium resuspendiert und in ein Einfrierrdhrchen
Uberfiihrt. Die Zellen werden langsam innerhalb von Stunden auf -80°C abgekiihlt und danach
in fliissigem Stickstoff bel einer Temperatur von -196°C gelagert.

Zum Auftauen werden die eingefrorenen Zellen im Wasserbad bei 37°C schnell aufgetaut und
mit mindestens dem zehnfachen Volumen an frischem Medium verdinnt. Nach einer
Zentitrifugation bei 4°C und 1200rpm fiir 5 min wird der Uberstand verworfen und die Zellen
in frischem Medium kultiviert.

Um die Einfliisse von dem DM SO? und der Temperaturschwankung abzuschwachen, werden
die aufgetauten Zellen erst nach 5-7 Tagen fur Experimente verwendet.

5.5.7 DurchfluRzytometrie (FACScan-Analyse)

Die DurchfluRzytometrie ist ein Verfahren zur Zahlung und Charakterisierung von Partikeln
in einem Flussigkeitsstrom, in den meisten Félen von Zellen in ener Suspension.
Grundsétzlich konnen ale Merkmale eines Partikels, die sich Uber Lichtbeugung,
Lichtstreuung oder Fluoreszenz charakterisieren lassen, zur durchfluf3zytometrischen Anayse
herangezogen werden. Der FACScan (Fluoreszenz-aktivierter Zell Scanner) analysiert
mehrere Parameter gleichzeitig. Die Zellsuspension wird vom FACScan eingesogen und die

2L vorsicht beim Umgang mit DM SO, daes ein hervorragender Carrier fiir die unterschiedlichsten Substanzen
durch Zellmembranen ist.
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Zellen mittels hydrodynamischer Fokussierung einzeln an einem scharf fokussierten
Laserstrahl vorbei gefiihrt. Das Ausmal? der Beugung des Laserlichts durch die einzelne Zelle
wird im Vorwartdichtdetektor (Forward Scatter, FSC) gemessen und korreliert mit der
ZellgroRe. Das Ausmald der Lichtstreuung wird mit dem Seitenlichtdetektor (Side Scatter,
SSC) erfal®d und korreliert mit der Granularitéat (Zahl intrazellularer Vesikel und anderer
lichtstreuender Einlagerungen) der Zelle. Beide Photodioden absorbieren Licht der
Wellenlange 488nm (blau).

Neben den Eigenschaften der Zellen, die einfach durch Messen der Streuung und Beugung
von Licht, bestimmt werden konnen, lassen sich die Expression von Antigenen auf der
Zelloberflache oder die Funktionalitét rekombinanter Antikorper testen.

Hierzu verwendet man Primér- oder Sekundarantikorper, die mit Fluoreszenzmolekilen
gekoppelt sind. Diese absorbieren Laserlicht und emittieren daraufhin Photonen definierter
Wellenlange. Als Farbstoffe werden in der Regel FITC (Fluorisothiocyanat, 530nm, griin), PE
(Phycoerythrin, 585nm, orange) und Texas-Red 670 (670nm, rot) verwendet. Das
Emissionsgemisch wird in der optischen Bank mit Hilfe von Filtern, die nur Licht bestimmter
Wellenlange passieren lassen (Bandpassfilter) getrennt auf die drel jeweiligen Detektoren
(grun, orange, dunkelrot) gelenkt. Diese wandeln Lichtimpulse in elektrische Impulse um und
verstéarken das Signal (Photolichtverstérkerrohre). Diese Signale werden Uber einen Analog-
Digital-Wandler zum Computer weitergeleitet. Dabei findet eine Klassifizierung der
Impulshthen (Fluoreszenzintensitét) statt, die von der Zahl der Floureszenzmolekile pro
Zelle abhéngt. Die Intensitatsverteilung mehrerer tausend Zellen wird letztendlich in einem
Histogram dargestellt. Neben diesen reinen Analysengerdten gibt es zusédtzlich noch
sogenannte FACSsorter. Dabel werden die gemessenen Zellen nicht verworfen, sondern
mechanisch oder elektrostatisch in ein Gefél sortiert. Die Parameter nach denen die Zellen
sortiert werden sind frei wahlbar (Floureszenzfarbe, Gréf3e oder Granularitét).

Vorbereitung der Zellen zur FACScan-Analyse:

- 10°-10° Zellen werden bei £°C und 1000g (Heraeus-Megafuge, Rotor 3360 1200rpm) fir
10min zentrifugiert.

- Die Zellen werden in 100 pl Erstantikorperlsung resuspendiert und auf Eis bei £C fiir
30min inkubiert.
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- Zweimaliges Waschen der Zellen mit je 2 ml PBS und anschlief3ender Zentrifugation bel
1000g (Heraeus-Megafuge, Rotor 3360 1200rpm)
- Zellen in 100 ul Zweitantikorperldsung resuspendieren und auf Eis bei 4°C fir weitere

30min inkubieren.

Erneutes zweimaliges Waschen der Zellen mit je 2 ml PBS mit anschlief3ender
Zentrifugation bei 1000g (Heraeus-Megafuge, Rotor 3360 1200rpm)

Zellen in 500ul PBS oder Medium aufnehmen, 1ul Propidiumjodid zugeben(Farbt tote
Zellen an) und im FACScan (FACS-Calibur, Becton Dickinson) auswerten.

Bel der Negativkontrolle die Zellen statt mit der ersten Antikdrperlésung mit PBS inkubiert.
Sind mehr als zwel Antikorper zur Farbung nétig z.B. weil kein FITC markierter
Zweitantikorper zur Verfugung steht, kommt eine dritte Antikorperldsung hinzu. Es empfiehlt
sich die Antikorper vor der Verwendung einmal auszutitieren und die optimal Verdinnung zu

ermitteln.
Losungen:
Erstantikorperl 6sung: PPP unverdinnt,
aufgereinigte monoklonale Antikorper meist
1:100 in PBS verdinnt
Zweitantikorperl 6sung: Ziege anti-Maus AK-FITC

1:100 inPBS
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VI Ergebnisse

6.1 Screening einer aus 50 Spendern klonierten 4*10° Phagedisplay
Bibliothek gegen Oberflachenantigene.

Nach Fertigstellung einer grof3en Phagenbibliothek, die aus den peripheren Blutlymphozyten
von funfzig Spendern kloniert wurde und ersten erfolgversprechenden Screeningversuchen
gegen Haptene sollte diese Bibliothek von mir gegen Oberflachenantigene getestet werden.
Hierzu wurde die kurz zuvor im Labor entwickelte Methode des ,,whole cell screenings* mit
ELISA-Platten eingesetzt (Schmidt 1997; Schmidt, Braunagel et al. 1999).

Dafur wurde eine mit dem Oberflachenantigen CD20 transformierte Mausfibroplasten-L-
Zellinie verwendet, sowie eine Mausmammakarzinom-Zellinie (DA3) die mit dem EGP2
Antigen transformiert worden war (kiinftig als Egp2 bezeichnet). Um unspezifisch bindende
Phagen zu entfernen, wurden Mausfibroplasten-L-Zellinien eingesetzt, die irrelevante
Antigene prasentieren bzw. die Ausgangszellinie DA3. Die Anzahl der eluierten Phagen,
beim Einsatz der 50 Spenderbibliothek, betrug bereits in der ersten Runde 10”8, Gegen so
einen hohen Anteil an ,,unspezifisch* binden Phagen ist keine Anreicherung méglich, da die
pro Runde erhaltenen Phagen mit 10"® nur um etwa den Faktor 100-1000 unter der
eingesetzten Phagenmenge liegt. Das bedeutet, dal3 mehr Phagen an der Oberflache hangen
bleiben, als spezifisch zu erwarten wére. Geht man von 10%° spezifisch bindenden Phagen
aus, so kann es keine Anreicherung gegen diesen Hintergrund an unspezifisch bindenden
Phagen geben. Daneben liegt die maximal zu erhaltende Anzahl an Klonen auf einer 22* 22cm
groRen Agaroseplatte bei 10”2,

Um den Elutionstiter zu verringern wurde eine Reihe von Anderungen im Protokoll
ausprobiert. Ausprobiert wurden z. B. unterschiedliche Blockierungssubstanzen (Milchpulver,
PierceSuperblock, BSA in Milchpulver), unterschiedliche Préadsortionsprozeduren und
Inkubationszeiten auf den untransformierten Zellinien. Auch eine Verringerung der
eingesetzten Phagenmenge in der ersten Runde von 10™ auf 10 brachte nicht den
gewiinschten Erfolg. 10 Phagen ist auch gleichzeitig die unterste Grenze, da bei einer
weiteren Reduktion der eingesetzten Phagen die Gesamtkomplexitat der Bibliothek nicht
mehr vorhanden ist.

Die Methode erwies sich im Falle der Finfzig Spender Bibliothek, wegen des hohen Anteils
an unspezifisch bindenden Phagen, als nicht geeignet um spezifische ,single chain®

Antikorper Uber mehrere Runden anzureichern.
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Eine andere Moglichkeit Phagen zu selektieren die Oberflachenantigene spezifisch binden,
verwendet eine Zellsorter (FACSTARPIus, Becton Dickinson)

Hierbei werden Zellen mit Hilfe eines Zellsorters zusammen mit den an die Oberfléche
gebundenen spezifischen oder unspezifischen Phagen sortiert. Die zu sortierenden Zellen
werden mit monoklonalen Antikérpern angeférbt und entweder positive oder negative Zellen
sortiert. Nach dem Sortieren einer bestimmten Anzahl von Zellen (10%) werden die Phagen
von diesen eluiert und Bakterien mit dem Eluat infiziert. Durch Wiederholen dieser Prozedur,
kommt es zu einer Anreicherung von Subpopulations spezifischen Antikorpern gegen
periphere Blutlymphozyten. (de Kruif, Terstappen et a. 1995). Der Vorteil einer solchen
Methode ist, dal3 das Antigen in seiner nativen Form vorliegt und die Zellen nicht fixiert

werden mussen.

6.1.1 Screening der flinfzig Spenderbibliothek unter Verwendung eines FACSsorter

Zum Screening wurde zunachst ein Hochleistungs-FACSsorter (Becton Dickinson)
verwendet, der die Zellen durch elektrostatische Aufladung des Transportstromes sortiert.
Hierzu wird eine Spannung an die Transportflissigkeit angelegt und die zu sortierenden
Zellen zwischen zwel Elektroden in zwei Rohrchen abgelenkt.

In diesen Versuchen wurden wieder die bereits zum Platten-Screening verwendeten, oben
erwahnten L-Zellinien, sowie die Mausmammakarzinom Zellinie EGP2 und die
untransfizierte Variante DA3 verwendet. Die Egp2-, und die CD20-Transfektante waren von
besonderem Interresse, da es sich hierbei um Tunorantigene handelt. Als Ausgangsmaterial
fr ein Screening wurde eine Mischung aus présentierender und nicht présentierender Zellinie
im Verhdltnis 10/1 verwendet.

Nach dem Sortieren von 10* Zellen, gefolgt von der anschieenden Elution der darauf
gebundenen Phagen und anschlief3ender Reinfektion von Bakterien, wurden in den einzelnen
Versuchen Phagentiter von 500-3000 pro Ansatz erhalten. Die in den Versuchen erhaltenen
Titer, entsprachen denen, die in der Literatur verdffentlicht sind. Bei diesen Versuchen
wurden svFv-Fragmente gegen Antigene auf peripheren Blutlymphzyten selektioniert (de
Kruif, Terstappen et al. 1995).

Die Screeningversuche gestalteten sich jedoch problematisch, da sich die Phagemide der
reinfizierten Bakterien bereits in der ersten Runde in fast allen Féllen nicht mehr verpacken
lieffen und somit eine zweite Anreicherungsrunde nicht durchgefihrt werden konnte; der

Grund hierfr wird spéter erl&utert.
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Trotzdem wurden von den jeweiligen ersten Runden Klone gepickt und auf Bindung
analysiert. Hierzu wurde das normale ELISA-System mit TMB (Tetramethylbenzidin) as
Substrat benutzt 5.4.7.1. Dies erwies sich als zu schwach, um zuverléssig Bindung von
spezifischen Phagen an die Zelloberfl&chenantigene nachzuwei sen.

6.2 Etablieren enes ECL-ELISA-Systems fir die ultrasenstive
immunol ogische Detektion von Oberflachenantigenen im Phagen-ELISA

Da unser bestehendes ELISA-System zu unempfindlich war um geringe Mengen an Antigen
bzw. schwache Antikorper-Antigen Wechselwirkungen zu detektieren, wurde ein neues
sensitiveres ELISA-System auf Chemolumineszenz Basis entwickelt. Bei diesem System wird
eine spezielle, schwarze, undurchsichtige ELI1SA-Platte verwendet, um die Ausbreitung der
Lichtsignale nur nach oben zu erméglichen 5.4.7.2.

Zum Austesten der richtigen Mengen des ersten und vor allem des zweiten Antikorpers wurde
ein Test-ELISA entwickelt (Abbildung 5).

Hierzu wurde eine ELISA-Platte mit PhOx-BSA as Antigen beschichtet und Phagen die
einen anti-PhOx-scFv Antikorper prasentieren zur Detektion des Antigens eingesetzt. Pro
Kaviditét wurden 1pug PhOx-BSA als Antigen eingesetzt und die gesamte Platte damit Uber
Nacht beschicht. Kaviditdt G12 und H12 blieben unbeschichtet und dienten als
Negativkontrolle. Die PhOx-Phagen wurden in 10er Schritten, beginnend mit 10 verdiinnt.
Pro Verdiinnung wurden Doppelproben aufgetragen. Die zweite Spalte endet mit der 10°
Verdunnung des Detektionsantikorpers. Der Erstantikorper (FE2 Pharmacia), der gegen das
pVIIl Phagenprotein gerichtet ist, wurde in hoher Konzentration (1:500) eingesetzt, um
maogliche unspezifische Bindung nachweisen zu konnen. Der mit Meerrettichperoxidase
gekoppelte Detektionsantikorper (Ziege anti Maus) wurde in folgenden Verdinnungen
ausgetestet: Beginnend mit Spalte 1 und 2; 1:2000, 1:5000, 1:10000,1:20000. In Spalte 9+10
wurde nur der erste Antikdrper und in Spalte 11 und 12a-f der erste und der zweite Antikorper
verwendet. Das verwendete Chemolumineszenz Substrat war SuperSignalO(Firma Pierce,
Rockford). Das Emissionsmaximun liegt bei 425nm. Die Auswertung erfolgte durch
Exposition eines Rontgenfilms in einer Dunkelkammer.
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10—

1:2000 1:5000 1:10000  1:20000

Abbildung 5: ECL-ELISA mit PhOx-BSA und rekombinaten scFv Phagen gegen PhOx zum Austesten der
Empfindlichkeit des ELISA-Systems in Abhanigkeit von der Antikdrper Konzentration. Spalte 1+2; 1:2000, 3+4
1:5000, 5+6 1:10000, 7+8 1:20000. In Spalte 9+10 wurde nur der erste Antikdrper und in Spalte 11+12a-f der
erste und der zweite Antikorper verwendet. In Spalte 12 g+h ist die Negativkontrolle, die Vertiefungen wurden
nicht mit PhOx-BSA beschichtet. Der Rétgenfilm wurde ca. 5 min aufgelegt.

Die Detektionsgenze mit einem ECL-Phagen-ELISA liegt in diesem Fall um das 100-
1000fache hoher als mit einem normalen Phagen-ELISA der TMB als Substrat verwendet. 10°
Phagen wurden gerade noch bei der 1:2000 Verdiinnung des zweiten Antikorpers erkannt. Die
10° Phagen wurde unabhdngig von der Konzentration des Zweitantikorpers in alen

V erdiinnungsstufen erkannt.

6.3 Analyseder im FACSsort erhaltenen Phagenklone mittels ECL-ELISA

Alle bislang isolierten Klone wurden mit diesem ECL-ELISA getestet. DafUr wurden die zum
Screening verwendeten transformierten L-Zellinien CD20, CD23, CD40, sowie die mit EGP 2
transformierte Maus-Mamma-Karinom Zellinie, anstelle auf einer normalen Kulturplatte auf
einer speziellen, schwarzen, ELISA-Platte (Maxisorp, FluroNunc; Fa. Nunc, Wiesbaden)
dicht herangezogen und dann in einem ECL-Phagen-ELISA as Antigen verwendet. Hierzu
wurden je 96 Einzelklone verpackt und 100ul der Phagenubersténde in einem ECL-ELISA
auf der jeweiligen transfizierten sowie auf den untransfizierten Zellen getestet.
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Hierbei zeigten einige der Uberstande Bindung an die transformierten Zellinien. Exemplarisch
soll dies am Beispiel der mit EGP 2 présentierenden Zellinie gezeigt werden. Fir einen
ELISA wurden jewells zwei Platten prépariert, eine Platte als Negativkontrolle mit der
Wildtypzellinie, im Falle von Egp2 also DA3 und eine Plaite mit der das Antigen

prasentierenden Zellinie, hier Egp2.

DA3 Wildtyp

Abbildung 6: ECL-ELISA von 96 Phageniberstdnden aus dem Screening auf Egp2 exprimierenden Zellen. Der
ELISA wurde mit einem monoklonalen Maus-Antikorper gegen pVIII (FE2; Pharmacia) 1/2000 und einem
polyklonalem Ziege anti Maus Serum HRP Konjugat (Dianova) 1/5000, geférbt. In den Vertiefungen H11+12
wurde das Antigen mit Hilfe eéines monoklonalen Maus-Antikdrpers (HEA 125, Dr.Moldenhauer; DKFZ) gegen

Egp2 angeférbt. Die Belichtungszeit betrug 8min.
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Die 13 Klone, die entsprechend der Schwéarzung des Rontgenfilms am starksten mit der EGP2
Transfektante reagierten, sowie 2 Klone, die mit der DA3 Zellinie positiv reagierten, wurden
weiter analysiert. Ebenso wurde mit den anderen Screeningansédtzen verfahren (Daten nicht
gezeigt).

Bereits beim Verpacken der 96 Einzelklone kam es zu Schwierigkeiten. Einzelne Klone
lysierten wahrend der Ubernachtverpackung, wahrend andere sich ganz normal verpacken
liefen. Der Grund fir diese Schwierigkeiten, sowie fur die Probleme beim Verpacken der
ersten Screeningrunden lag in einer Kontamination der funfzig Spenderbibliothek mit
mehreren Phagenarten, wie Plaguetests mit der Gesamtbibliothek bewiesen. Daraufhin wurde
jede Subbibliothek eines Einzelspenders in Plaquetests auf Kontamination geprift.
Kontaminierte Subbibliotheken wurden aussortiert. Allerdings zeigte sich am Ende dieser
Untersuchungen, dald es sich bel einem der Phagen um einen gentischnisch veranderten
L ambdaphagen handelt (Pers. Mitteilung Dr. Peter Rottgen).

Auch die Infektionquelle in unserem Labor wurde gefunden. Ein Teil der M13 Helferphagen,
mit denen die Bibliothek verpackt wurde, war mit Phagen kontaminiert, weshalb diese sich so
stark ausgebreitet hatten. Da sich der Lambdaphage ins Genom integiert und sich bereits in
den Subbibliotheken befindet, ist es unmoglich ihn, vollstandig aus der finfzig Spender
Bibliothek zu entfernen.

Bel der Auswertung der Expressions- und Restriktionsanalysen traten jedoch welitere
Problematiken auf. Dies soll wiederum am Screeningversuch mit dem EGP 2 Antigen gezeigt
werden. Die Restriktionsanalysen der Einzelklone zeigten, daf3 beim ausschneiden der
Klonierungkassette Ncol/Notl, dal3 ein Teil der Klone eine verkirzte Kassette enthielt und
somit keine vollstandigen ,,single chain“ Antikorper produzieren kénnen (Spur 2, 5, 9, 10,
13).

— - - - - R : . . B
- o o e - e Nt N N N e N Nl

Abbildung 7: Agarosegeelektrophorese eines Ncol/Notl Restriktionsverdau von Einzelklonen, die zuvor in den
Expressionsvektor pHOG21 kloniert wurden. Aufgetragen wurden je 5ul des Restriktionsansatzes (ca. 1ug
DNA) Funf der 17 Klone haben ein verklrztes Insert (Spur 2, 5, 9, 10, 13). Die normale GroRRe einer ,singel
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chain" Kassette ist ca. 800bp, bel den funf Klonen ist das Insert kleiner. Als Marker wurde der 100bp Marker
und Lambda BstEll verwendet.

Bei den Expressionsanalysen zeigte sich, dal3 der Anteil an im Westernblot bzw. Plattenscreen
positiven Klonen weniger als funfzig Prozent betragt, was unter den Werten fur die
Gesamtbibliothek liegt (60-65%, Dissertation Petra Rohrbach).

Sequenzierungen ergaben, dal3 dieser hohe Anteil an nicht funktionellen Antikorper auf
Probleme bei der Synthese der Oligonukleotide, die fur diese Bibliothek benutzt wurden,
zurickzufiihren waren. Auf Grund eines Synthesefehlers bel diesen Primern kam es haufig zu
Leserasterverschiebungen, die zu einem unvollstandigen oder gar zu keinem scFv-Fragment
fuhrten.

Nachfolgende Tabelle gibt noch einma eine Zusammenfassung der Daten fur das EGP2-
Screening. Die Ergebnisse fur die Screeningversuche gegen CD20 sehen dhnlich aus, auf eine
Darstellung wurde verzichtet.

Versuch Klon Plattenscreen Western ECL-ELISA Restriktions-
Blot verdau
anti-Pl11 anti-Yol | antic-myc | EGP + EGP - Ncol/Notl
039 Nr.3 B2 ++ ++ - +++ - OK
039 Nr.3 Cc2 -+ + n/a ++ - Zu Kurz
039 Nr.3 C10 - - - +++ ++ OK
039 Nr.3 E2 +++ - - ++ ++ OK
039 Nr.3 B 10 n/a n/a - ++ + OK
039 Nr.3 G8 - - - +++ + OK
039 Nr.3 Al n/a n/a +++ + +++ OK
039 Nr.3 A1l n/a n/a +++ - +++ OK
039 Nr.3 B3 -+ + - +++ + OK
039 Nr.3 D2 +++ +++ +++ ++ + OK
039 Nr.3 E3 - - n/a ++ - n'a
039 Nr.3 F1 - + - + - na
039 Nr.3 F2 +++ +++ +++ ++ - OK
039 Nr.3 F9 ++ + - ++ + OK
039 Nr.3 G5 + - - ++ + n/a

Tabelle 1: Ubersicht (iber die Ergebnisse des Screenings gegen EGP 2. Beim Plattenscreen wurden die Klone
zum einen mit einem monoklonalen Antikorper gegen plll (1:8000) und zum anderen mit einem gegen das Yol
Epitop im scFv gerichteten ersten Antikorper (1:500) geférbt. Beim Westen Bot wurde der anti-c-myc
Antikdrper (1:3000) verwendet. Beim ECL-ELISA wurde FE2 (1:2500) eingesetzzt. Als Detektionsantikorper
wurdein alen Féllen Ziege anti Maus HRP Serum (1:3000) verwendet. (+++ = starkes Signal; ++ = mitteleres
Signal; + = wenig Signal; - = kein Signal; n/a = nicht ausgewertet)
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Keiner der beiden in alen Untersuchungen letztlich positiven Klone (D2/F2) zeigt in einer
FACS-Analyse eine positive Bindung an mit EGP 2 transformierte Zellen. Genauso verhielt
essichim Falle des CD20 Screenings.

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde in der Arbeitsgruppe beschlossen eine neue Bibliothek
mit neuen Primer und verbesserten Klonierungsstrategien zu erstellen 6.5. Bis zur
Fertigstellung wurde die alte Bibliothek gegen aufgereinigte HBV-Antigene gescreent. Nach
Fertigstellung der neuen Bibliothek wurden das FACS-Screening wieder aufgenommen 6.9.

6.4 Screening der finfzig Spender Bibliothek gegen HBV-Antigene

Da das Screening mit Zellen vor der Fertigstellung der neuen Bibliothek wenig aussichtsreich
war, wurde in der Zwischenzeit ein Screening gegen Hepatitis B Virus (HBV) Antigene
durchgefihrt. Diese Antigene sind als Tumormarker interessant und standen zudem in
aufgreinigter bzw. rekombinanter Form zur Verfigung. Die Antigene wurden von der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Heinz Schaller, ZMBH Heidelberg, zur Verfigung gestellt. Es
handelte sich um rekombinant hergestelltes preS1, preS1/2, sowie aufgereinigtes L Protein.
Damit war es war moglich, das etablierte stringente Screeningverfahren in Nunc Maxisorp
Rohrchen durchzufdhren.

Pro Antigen und Runde wurden 10 Phagen eingesetzt. Als Negativkontrolle diente ein
Rohrchen, das nur mit Milchpulver (2% in PBS) beschichtet wurde. Hierdurch werden die
unspezifischen Bindungen bzw. die Bindung der Phagen an das Blockmedium gemessen. Man
erhdlt so eine Eindruck davon, ob die Anreicherung spezifisch ist und nicht gegen das
Blockmedium gerichtet. Die Phagentiter werden nach jeder Runde bestimmt und sind ein Mal3
fur die Anreicherung. Nach vier Selektionrunden konnte eine spezifische Anreicherung gegen
zwel Antigene festgestellt werden. Die Titer fir das Screening gegen das L-Antigen und das
preSl Protein lagen mit >10" bzw.7*10° deutlich Uber dem Negativwert mit 1*10%. Fir
preS1/2 wurde keine Anreicherung erzielt. Auch eine mehrmalige Wiederholung des
Screenings gegen preS1/2 brachte keine Anreicherung (Phagentiter unter 10%).
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Screening gegen HBV Antigene

1,00E+07

1,00E+06 A

1,00E+05 A x

1,00E+04 A
//

N

1,00E+03 A

1,00E+02

—Pre S1

——Pre S1/2

L-Antigen

negativ Kontrolle

Runde 1 Runde 2 Runde 3

Abbildung 8: Phagentiter der einzelnen Selektionsrunden

Runde 4

Um direkt die scFv-Fragmente testen zu konnen, wurde die Phagemid-DNA aller drei

Anséize, a's Klonmischung aus der angereicherten Bakterienpopulation isoliert und die scFv-
Expresionskassette durch enen Ncol/Notl Restriktionsverdau aus dem Plasmid

ausgeschnitten. Diese Kassette wurde dann zur Expession der scFv-Fragmente ohne das plli|

Fusionsprotein in einen Expressionvektor pHOG21 kloniert 5.1.6.. Die dabei erhaltenen

Klone wurden in einem Plattenscreen auf Expression getestet.
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PreS1 L-Protein

Abbildung 9: Plattenscreen der in pHOG21 umklonierten Klone. Die Koloniedichte war etwa gleich hoch. Das
herausgeschnittene Viertel wurde nicht induziert und dient somit al's Negativkontrolle. Schwache Férbungen sind
normal, da sich der Epressionsvektor nicht zu 100% reprimieren |&1%. Der linke Plattenscreen stammt vom preS1
Screening, der rechte vom Screening mit dem L-Protein. Der Vergleich der beiden Plattenscreens zeigte, dal3 im
Falle des preS1 Antigen nur noch wenig funktionelle scFv produziert werden, im Gegensatz dazu sind alle
erhaltenen Kolonien beim Screening mit dem HBV-L-Protein positiv. Die Plattenscreens wurden mit anti-c-myc
Antikorper 1/2000 und Ziege-anti-Maus HRP 1/2000 geférbt.

Bei den Plattenscreens zeigte sich, dafd die Klone, die beim preS1/2 und beim preSl
Screening erhalten wurden, nur zu einem geringen Teil scFv-Fragmente produzieren. Im Falle
des negativ verlaufenen preS1/2 Screenings wére das noch zu erwarten gewesen, nicht aber
beim preS1 Screening, wo alles auf eine erfolgreiche Anreicherung hindeutete. Lediglich im
Falle des L-Protein Screenings scheinen alle Klone ein scFv-Protein zu exprimieren. Von
allen Ansdtzen wurden 95 im Plattenscreen positive Einzelklone gepickt und in einem
Phagen-ELISA auf Bindung getestet.

Keiner der Klone aus dem oben dargestellten preS1 bzw.preS1/2 Screening, zeigte eine
spezifische Bindung an das preS1 oder preS1/2 Antigen im Phagen-ELISA. Einige der 95
Einzelklone aus dem Screening mit dem L-Protein hingegen zeigten sehr gute Bindung im
Phagen-ELISA. Die Bindungsdaten von 10 Klonen sind in nachfolgendem Diagram
dargestellt.
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Einzelklon ELISA

OD 655

A2 cs8 c9 D6 E3 E4 F2 F7 G5 G12 Negativ
Kontrolle

Einzelklon

Abbildung 10: ELISA der angereicherten Klone aus dem Protein L-Screening. Die Signalstérke der Einzelklone
variiert sehr stark. Als Substrat wurde hier TMB verwendet, geférbt wurde mit anti c-myc-AK (1:3000) und

Zeige Anti Maus HRP(1:2500).

Die zehn oben dargestellten Klone wurden in einem BSTNI Restriktionsverdau untersucht um
festzustellen, ob die zehn Klone von einem Klon abstammen oder ob es sich um mehrere
verschiedene Klone handelt. Das Restriktionsenzym BSTNI schneidet besonders haufig in
Antikorpersequenzen (Tomlinson 1997).
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A2 C8 C9A4 D6 E4 F2 F7 G12 E3 \Y

Abbildung 11: Agarosegelel ektrophorese des BstNI Restriktionsverdau von 11Einzelklonen aus dem HBV-L-
Protein Screening. Man kann drei unterschiedliche Restriktionsmuster erkennen: Spur 4 (Klon A4) ist eine
Negativkontrolle der Klon zeigte keine Bindung im Phagen-ELISA; Spur2 ist der Klon C8; die Ubrigen
Restriktionsmuster sind identisch und werden kiinftig C9 genannt.

Bei diesem Verdau wurde festgestellt, dal3 es sich um zwei voneinander unabhangigen Klone
handelt. Dies wurde auch durch die Sequenzierung der betreffenden Klone bestétigt. Ein Klon
war neumal vorhanden, kinftig C9 genannt, der zweite Klone (C8) war nur einmal
vorhanden. Bel der Sequenzierung wurde auch festgestellt, dal3 die Klone urspringlich mit
1gG spezifischen Primern amplifiziert wurden. Die Klone stammen also vermutlich von 1gG-
Antikérpern der Spender.

6.4.1 Aufreinigung der beiden identifizierten Klone

Die beiden scFv-Antikorper wurden durch Nickel-Chelat-Chromatographie mittels FPLC
aufgereinigt. Hierzu wurde aus je einem Liter Induktionskultur (100uM IPTG), die scFv-
Antikorper aus dem Periplasma und dem Medium isoliert. Die Periplasmapraparation und der
einkonzentrierte Uberstand wurden gegen PBS dialysiert. Das Periplasmadialysat wurde dann
auf eine mit Nickel beladene ,Fast Flow Chelating Sepharose® geladen und mittels FPLC
aufgereinigt. Die einzelnen Elutionsfraktionen wurden in ener 12%igen SDS
Polyacrylamidgel ektrophorese aufgetrennt. Dabei wurden von verschiedenen Fraktionen
(Volumen pro Fraktion: 1ml) 5ul in ener 1:2 Verdinnung mit SDS-Probenpuffer
aufgetragen.
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w 11 17 21 25

i
o :

e ey 2

Abbildung 12: Coomassie geférbte 12%ige SDS-Page der Aufreinigung von Klon C9. M=SDS7 Marker 5.5.1,
W= Waschfraktion, 11, 17, 21 und 25 ausgewdhlte Eluatfraktionen, jeweils 1.1 in SDS-Probenpuffer.

Die Coommasie gefarbte SDS-PAGE zeigt, dal3 die einzelne Fraktionen grof3e Mengen an
scFv-Antikorper enthaten (Starke Bande bel 34kD) und nur geringe Kontaminationen
aufweisen. Es sind insbesondere in den Fraktionen mit hohem Proteingehalt 21 und 25 nur
wenig kontaminierendes Protein vorhanden, so da® man den scFv Proteingehalt
photometrisch abschétzen kann.

Die Fraktionen, die scFv-Antikorper enthielten, wurden vereinigt und der
Gesamtproteingehalt wurde anschlief3end durch den Extinktionkoeffizient und nach Bradford
bestimmt. Die Gesamtmenge an Protein in den vereinigten Fraktionen war mit ca. 25mg bei
C9 und 17mg bei C8 sehr hoch. Aufgrund dieser hohen Ausbeuten wurde auf eine FPLC-
Aufreinigung des Uberstandes verzichtet, da geniigned Protein fur weitere Tests zur

Verfligung stand.

6.4.2 Nachweisder Bindung der scFv Antikorper an HBV-Partikeln

Je 2mg gereinigter scFv-Antikérper wurden biotinyliert um die Bindung an HBV-Virus in
einem ELISA nachzuweisen. Hierzu wurde eine ELISA-Platte mit polyklonalen 1gG Ziege
anti-HbsAg Serum 1:2000 beschichtet, um HBV-Partikel aus einem Maus Serum zu binden.
Das Serum einer mit HBV transfizierten transgenen C57BL/6 Maus wurde 1:2 (PBS+10%
HBV negatives Mausserum) verdinnt und auf die beschichtet Platte gegeben. Aul3erdem
wurde rekombinates HbsAg in den Konzentrationen 1ug, 0,1ug und 0,01ug pro Kaviditét
eingesetzt, sowie as Negativkontrolle nur PBS/10% HBV negatives Mausserum. Das HBV
negative Mausserum stammte ebenfalls von einer C57BL/6 Maus.

Die HBV Proteine auf der so beschichten ELISA-Platte durch die biotinylierten scFv-
Antikérper versucht nachzuweisen. Hierzu wurde je Kavitét 1ug scFv-Antikorper in PBS
zugegeben und anschliefiend mit Strepavidin-POX 1:4000 (Behring) detektiert. Bei der
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Positivkontrolle wurde an Stelle des scFv-Antikorpers polyklonales Schaf anti-HbsAg Serum
eingesetzt. Das rekombinante |6sliche Antigen stammte von Smith Kline Beachem und wurde
ebenso wie die Antikdrper von der Gruppe von Prof. Dr. Heinz Schaller, ZMBH zur

Test der scFv-AK im Elisa mit HBV-Partikel

2,5

@ 1pg HBsAg

®0,1pg HBsAg

21— 0O0,0lug HBsAg

OHBV Serum

B Negativ Kontrolle

15

OD 650

0,5 17—

| i B

KlonC?9 KlonC 8 Positiv Kontrolle

Verfugung gestellt. In der nachfolgenden Abbildung sind die ELISA-Ergebnisse dargestellt.

Die beiden scFv-Klone sind in der Lage, sowohl das rekombinantes HbsAg, als auch die
Viruspartikel im Serum der Maus zu erkennen. Dal? die OD-Werte niedriger sind als bel der
Positivkontrolle ist zu erwarten, da ein scFv-Fragment nur eine Bindungsstelle pro Antikorper
hat und nicht zwel wie im Falle von Serum-Antikorper.
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6.5 Konstruktion enes neuen universelen PCR Primer-Satzes zur
Herstellung universeller Antikorperbibliotheken

Wegen der Schwierigkeiten mit der alten universellen Antikorperbibliothek (Little, Welschof
et al. 1999), erschien es sinnvoll, einen neuen verbesserten Primersatz zu konstruieren. Diese
Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit Petra Rohrbach, einer weiteren Doktorandin in der
Arbeitsgruppe, durchgefihrt.

Der neue Primersatz beinhaltet 52 5° Primer zur Amplifikation der leichten und schweren
variablen Immunglobulinketten, sowie 7 klassenspezifische 3* Primer welche im konstanten
Bereich (CH-1 Doméne) der jeweiligen Ketten hybridisieren. Die Nukleotidsequenzen leiten
sich von den Keimbahngenen, die in der V-Base und Kabat-Datenbank (Tomlinson 1997),
(Kabat 1991) veroffentlicht sind, ab. Fir jede Subgruppe wurde ein eigener Primersatz
entwickelt der die Variabilitét in einer Subgruppe abdeckt und sie mdglichst vollstandig
amplifiziert. Zudem wurde bei allen Primern, bei denen es moglich war ohne zu viele
Abweichungen von den humanen Sequenzen, die in E. coli verwendete Aminosaure
Kodierung benutzt. Hierdurch soll eine optimale Proteinexpression in E. coli im
Anfangsbereich der rekombinanten Immunglobulinketten gewahrleistet werden (John Wiley
& Sons 1999).
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Primer-Sequenzen fur dieerste PCR

Schwere K ette

LeichteKettel

LeichteKettek

VH-1
VH-1a

VH-2
VH-2a.
v VH-2b.

W)

VH-3
A VH-3a
VH-3b.

VH-4
VH-4a

> Z 0

VH-5
N VH-5

VH-6
E VH-6

VH-7
N VH-7

VH-1b.
VH-1c.
VH-1d.
VH-1e.

VH-3c.

VH-4b.
VH-4c.

CAGGTGCAGCTGGTGCAG TCT
CAGGTCCAGCTT GTGCAGTCT
CAGGTCCAGCTG GTA CAGTCT
GAG GTCCAGCTGGTA CAGTCT
CAGATG CAGCTGGTA CAGTCT

CAGATCACCTTG AAG GAG TCT
CAG GTCACCTTG AAG GAG TCT

GAA GTGCAGCTGGTGGAGTCT
CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCT
GAG GTGCAGCTGTTGGAGTCT

CAG GTGCAGCTGCAGGAGTCG
CAGCTGCAGCTGCAGGAGTCG
CAG GTG CAGCTA CAGCAGTGG

GAA GTGCAGCTGGTGCAGTCT

CAG GTA CAGCTG CAGCAGTCA

CAGGTGCAGCTGGTGCAATCT

VI -10
VI -10

CAGTCT GTG CTG ACG CAG CCA
CAG TCT GTG CTG ACG CAG CCG

CAG TCT GCC CTG ACT CAG CCT

TCC TAT GAG CTG ACA CAG CCA
TCCTCT GAG CTGACA CAG GAC
TCC TATGTG CTG ACA CAG CCA
TCC TAT GAG CTGACA CAGCTA
TCC TAT GAG CTG ATG CAG CCA

CTG CCT GTGCTGACT CAGCCC
CAG CCT GTG CTGACT CAA TCA
CAGCTT GTG CTG ACT CAA TCG

CAG CCT GTG CTG ACT CAG CCA
CAG GCT GTGCTGACT CAG CCG

AAT TTT ATG CTG ACT CAG CCC

CAG ACT GTG GTGACT CAG GAG
CAG GCTGTG GTG ACTCAG GAG

CAGACT GTGGTGACC CAG GAG

CAG CCT GTGCTG ACT CAG CCA

CAG GCA GGG CTG ACT CAG CCA

Vk-1

Vk-la
Vk-1h.
Vk-1c.
Vk-1d.
Vk-1le.
Vk-1f.
Vk-1g.

Vk-2

Vk-2a
Vk-2b.
Vk-2c.

Vk-3
Vk-3a

Vk-3b.
Vk-3c.

Vk-4
Vk-4

Vk-5
Vk-5

Vk-6
Vk-6a

Vk-6b.

GACATC CAGATGACCCAGTCT
AAC ATC CAGATGACCCAGTCT
GCCATCCAGTTGACCCAGTCT
GACATCCAGTTGACCCAGTCT
GCC ATC CGGATGACCCAGTCT
GTC ATC TGG ATG ACC CAG TCT
GCCATCCAGATGACCCAGTCT

GAT ATT GTG ATG ACC CAG ACT
GAT GTT GTGATG ACT CAG TCT
GAT ATT GTG ATG ACT CAG TCT

GAA ATT GTGTTGACG CAG TCT
GAA ATT GTGATG ACG CAG TCT
GAA ATT GTA ATGACG CAG TCT

GACATC GTGATGACCCAGTCT

GAA ACG ACA CTCACG CAGTCT

GAA ATT GTG CTG ACT CAGTCT
GAT GTT GTGATG ACA CAGTCT

Tabelle 2: Neue 5° PCR Primer fur die humanen variablen Immunglobulin Genregionen, die spezifisch fur die einzelnen Subgruppen der leichten Immunglobulinketten sind. Der

Primersatz besitzt keine ,wobble* Positionen mehr und benutzt die E coli ,,codon usage".
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Schwere K ette LeichteKettel LeichteKettek

K

IgM

IgM AAG GGT TGG GGC GGA TGC ACT
@) D

19G

190G GAC CGA TGG GCC CTT GGT GGA
N @)

1gD

IGD CACATC CGG AGC CTT GGT GGG
S M C-l GGA CGG.CGG.GAA.CAG.AGT.GAC C-k GAC AGA TGG TGC AGC CAC AGT

IgE
T A IgEa GAC GGA TGG GCT CTG TGT GGA
A N IgEb. GGA TGG GCT CTG TGT GGA GGC

IgEc. GGG GAA GAC GGA TGG GCT CTG

N E IgA
IgA GAC CTT GGG GCT GGT CGG GGA

E

Tabelle 3: Neue 5° PCR Primer fur die humanen variablen Immunglobulin Genregionen, die spezifisch fur die einzelnen Subgruppen und fir die konstanten 5° CH1 Regionen
der einzelnen Immunglobulinketten sind. Der Primersatz besitzt keine ,wobble* Positionen mehr und benutzt die E coli ,,codon usage®.
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Primer-Sequenzen mit Restriktionsschnittstellen fur die zweite PCR

Schwere K ette

LeichteKettel

LeichteKettek

VH-1

VH-1a
VH-1b.
VH-1c.
VH-1d.
VH-1e

VH-2
VH-2a
VH-2b.

VH-3

VH-3a
VH-3b.
VH-3c.

)

VH-4

VH-4a
VH-4b.
VH-4c.

VH-5
VH-5

> Z 0

VH-6
VH-6

pd

VH-7
VH-7

TGG ACG CCCATG GCG CAGGTGCAG CTGGTG CAG TCT
TGG ACG CCCATG GCG CAG GTCCAGCTT GTGCAG TCT
TGG ACG CCCATG GCG CAG GTCCAG CTGGTA CAGTCT
TGG ACG CCCATG GCG GAG GTC CAG CTG GTA CAG TCT
TGG ACG CCCATG GCG CAGATG CAG CTG GTA CAG TCT

TGG ACG CCCATG GCGCAG ATCACCTTGAAGGAGTCT
TGG ACG CCCATG GCG CAG GTCACCTTGAAG GAGTCT

TGG ACG CCCATG GCG GAA GTGCAG CTG GTG GAG TCT
TGG ACG CCCATG GCG CAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT
TGG ACG CCCATG GCG GAG GTG CAGCTG TTG GAG TCT

TGG ACG CCC ATG GCG CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG
TGG ACG CCC ATG GCG CAG CTG CAG CTG CAG GAG TCG
TGG ACG CCC ATG GCG CAG GTG CAG CTA CAG CAG TGG

TGG ACG CCCATG GCG GAA GTG CAGCTGGTG CAG TCT

TGG ACG CCC ATG GCG CAG GTA CAGCTGCAGCAG TCA

TGG ACG CCCATG GCG CAG GTG CAGCTG GTG CAA TCT

VI -1
VI -la
VI -1b.

VI -2
VI -2

VI -3

VI -3a
VI -3b.
VI -3c.
VI -3d.
VI -3e.

Vil -4

VI -4a
VI -4b.
VI -4c.

VI -5
VI -5a.
VI -5b.

VI -6
VI -6

VI -7
VI -7a
VI -7b.

VI -8
VI -8

VI -9
VI-9

VI -10
VI-10

CCT ACA GAA CGCGTA CAG TCT GTG CTG ACG CAG CCA
CCT ACA GAA CGCGTA CAG TCT GTG CTGACG CAG CCG

CCT ACA GAA CGCGTA CAG TCT GCC CTG ACT CAG CCT

CCT ACA GAA CGC GTA TCC TAT GAG CTG ACA CAGCCA
CCT ACA GAA CGCGTA TCC TCT GAG CTGACA CAGGAC
CCT ACA GAA CGC GTA TCC TAT GTG CTG ACA CAGCCA
CCT ACA GAA CGCGTA TCC TAT GAGCTG ACA CAGCTA
CCT ACA GAA CGCGTA TCC TAT GAGCTGATG CAGCCA

CCT ACA GAA CGCGTA CTG CCT GTG CTG ACT CAG CCcC
CCT ACA GAA CGC GTA CAG CCT GTGCTGACT CAATCA
CCT ACA GAA CGCGTA CAGCTT GTG CTG ACT CAA TCG

CCT ACA GAA CGC GTA CAG CCT GTG CTGACT CAG CCA
CCT ACA GAA CGC GTA CAG GCT GTG CTGACT CAG CCG

CCT ACA GAA CGCGTA AAT TTT ATG CTGACT CAG CCC

CCT ACA GAA CGC GTA CAG ACT GTG GTG ACT CAG GAG
CCT ACA GAA CGC GTA CAGGCT GTGGTGACT CAGGAG

CCT ACA GAA CGC GTA CAG ACT GTG GTG ACC CAG GAG

CCT ACA GAA CGC GTA CAG CCT GTG CTGACT CAG CCA

CCT ACA GAA CGC GTA CAG GCA GGG CTG ACT CAG CCA

Vk-2b.
Vk-2c.

Vk-3

Vk-3a
Vk-3b.
Vk-3c.

Vk-4
Vk-4

Vk-5
Vk-5

Vk-6
Vk-6a
VKk-6b.

CCT ACA GAA CGCGTA GACATCCAGATGACCCAGTCT
CCT ACA GAA CGCGTA AACATCCAGATGACCCAGTCT

. CCT ACA GAA CGC GTA GCCATCCAGTTGACCCAGTCT
. CCT ACA GAA CGCGTA GACATC CAGTTGACCCAGTCT
. CCT ACA GAA CGC GTA GCCATC CGG ATGACC CAGTCT
. CCT ACA GAA CGCGTA GTCATCTGGATGACCCAGTCT
. CCT ACA GAA CGC GTA GCCATC CAGATGACCCAGTCT

CCT ACA GAA CGCGTA GATATT GTGATGACC CAGACT
CCT ACA GAA CGCGTA GAT GTT GTGATGACT CAGTCT
CCT ACA GAA CGCGTA GAT ATT GTGATGACT CAGTCT

CCT ACA GAA CGCGTA GAA ATT GTG TTGACG CAGTCT
CCT ACA GAA CGC GTA GAA ATT GTGATG ACGCAG TCT
CCT ACA GAA CGCGTA GAA ATT GTAATGACGCAGTCT

CCT ACA GAA CGCGTA GACATCGTGATGACCCAGTCT

CCT ACA GAA CGCGTA GAA ACGACA CTCACGCAGTCT

CCT ACA GAA CGCGTA GAA ATT GTGCTGACT CAG TCT
CCT ACA GAA CGC GTA GAT GTT GTGATGACA CAG TCT

Tabelle 4: Neue 5° PCR Primer zum Einfuigen der Klonierungsrestriktionsschnittstellen in die humanen variablen Immunglobulin Genregionen. Der Primersatz ist spezifisch fir
die einzelnen Subgruppen der leichten und schweren Immunglobulinketten. Der Primersatz besitzt keine ,,wobble" Positionen mehr und benutzt die E coli ,,codon usage®.
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Schwere K ette LeichteKettel LeichteKettek

Oo|D| M
IgM TGG GAA AAG CTT AAG GGT TGG GGC GGA TGC ACT

19G
N O 10G AGC CAGAAG CTT GAC CGA TGG GCC CTT GGT GGA

1gD
S M IGD CTA CACAAGCTT CACATCCGGAGCCTT GGT GGG

CH C-k

IgE GGG CGG CAG GGC GGC CGC GGA CGG.CGG.GAA.CAGAGT.GAC | GGG CGG CAG GGC GGC CGC GAC AGA TGG TGC AGC CACAGT
T A Igka  AGG CAGAAGCTT GAC GGA TGG GCT CTG TGT GGA

IgEb.  AGG CAGAAGCTT GGA TGG GCT CTG TGT GGA GGC
AN

Igec. AGG CAGAAGCTT GGG GAA GAC GGA TGG GCT CTG

1gA
N|E IgA TTC CAGAAG CTT GACCTT GGG GCT GGT CGG GGA

E

Tabelle5: Neue 5° PCR Primer zum Einfuigen der Klonierungsrestriktionsschnittstellen in die humanen variablen Immunglobulin Genregionen. Der Primersatz ist spezifisch fir
die konstanten regionen der einzelnen Klassen der schweren und leichten Immunglobulinketten. Der Primersatz besitzt keine ,wobble" Positionen mehr und benutzt die E coli

»codon usage”.
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Fur die Klonierung der rekombinanten Immunglobulinketten werden Restriktionschnittstellen
benttigt, woflr ein zweiter Primersatz entwickelt wurde. Fir die variablen Genregionen der
schweren Imunglobulinketten wurde Nco | und Hind I11 benutzt und fir die leichten Ketten
Mlu | und Notl.

Obwohl Nco | und Hind 111 in den funktionellen variablen Genen schneiden, wurde von einer
Veranderung der aten Schnittstellen abgesehen, um eine Kompatibilitdt mit bereits
bestehenden Bibliotheken bzw. Expressionsvektoren, wie zB. pHOG oder pOBE zu
gewdahrleisten (Dubel, Breitling et al. 1993; Kipriyanov, Kupriyanova et al. 1996).

Die neue Bibliothek sollte aus zehn Spendern erstellt werden. Hierfur stand erstmals von finf
Spendern Milzbiopsiematerial zur Verfligung, von weiteren funf Spendern wurden periphere
Blutlymphozyten verwendet. Ich bescheibe in meiner Dissertation die Erstellung der
Milzbibliothek sowie die Primerspezifitatastests, in gleicherweise wurde eine Bibliothek aus
peripheren Blutlymphozyten hergestellt (Dissertation, Petra Rohrbach).
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Gesamt-RNA aus Milzbiopsiematerial u. periferen Blutlymphozyten

I solation der mRNA mittels Oligo-dT-Sdulen

cDNA Herstellung aus der mRNA mittels rever ser

Erste PCR Schwerel mmunglobulinketten :} ll:

CH1 -—CDNA

5 klassenspezifische CH 1 Primer
IgM, IgD, IgG, IgE undIg A

Zweite PCR schwere mmunglobulinketten

16 VH Primer mit den
Restriktionschnittstellen

%bzw.mndlll

PCR-Produkt auserster PCR

\\5 klassenspezifische CH 1 Primer

sowie 2 VL Primer mit Restriktions-

schnittstellen
Restriktionsverdau  der  zweiten PCR,
Klonierung der VH Ketten in pEXHAM
und Transfomation in E.coli
Subbibliothek

Ncol Hindl11
= Y0|
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Erste PCR leichte Immunglobulinketten

W

6 VI oder VK Primer

1 JcoRi] FrRz |CDRA PR3 JcDRY FR4 | cL | ——CDNA

3

Cl oder Ck Primer

Zweite PCR leichte Immunglobulinketten

36 VI oder VK Primer mit
Restriktionsschnittstellen
Mlu | und Not |

f

[Fri_[cor] FR2 [cord Frs [eoRd Fre [ ] PCR-Produkt aus erster PCR
> Cl oder Ck Primer mit

Restriktionsschnittstellen

Restriktionsverdau der zweiten PCR und

Klonierung der VL-Ketten in die Sub- Fertige _
bibliothek und Transformation in E.coli. rekombinante scFv-Antikor per -
expressionsbibliothek
Mlul Not |
Y ol
I M [

Abbildung 13: Konstruktion einer single chain Bibliothek . Nach Gewinnung der Gesamt-mRNA werden
die leichten und schwere Immunglobulinketten mit spezifischen Primern amplifiziert und in einer zweiten
PCR mit Restriktionsschnittstellen versehen. Die zweite PCR der schweren Kette wird nach einem
Restriktionsverdau in den Oberflachenexpresionsvektor pEXHAM1 kloniert und bildet die Subbibliothek. In
diese Subbibliothek werden im Anschluf3 die leichten Immunglobulinketten kloniert. Nach der Verpackung
mit einem Helferphagen ist die ,single-chain® Bibliothek fertiggestellt.

P/O: Promotor mit Operator, FR: Framework, CDR: Antigenbindungsstelle, CH: Konstrante Region der
schweren Kette, CL. Konstante Region der leichten Kette Yol: Y ol-Epitop aus humanen Tubulin, VH:
variable Region der schweren Kette, VL: variable region der leichten Kette pl11: Protein pl1l desfd Phagen,
pel B: Signalsequenz aus der Pektatlyase Erwinia carotovora, 6His: 6 Histidinreste zur Metallchelat
Affinitatsaufreinigung, cmyc: c-myc Epitop dem p62“™° protein, *: Amber-Stopcodon

(VAG)
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Fir die Konstruktion einer neuen Antikorperbibliothek wurde zunéachst die Gesamt-RNA aus
Milzbiopsiematerial unter Verwendung des Qiagen RNasy Midikits gewonnen. Hierzu
wurden ca 2g Milz auf Trockeneis zerschnitten und in RLT-Puffer mit 3-Mercaptoethanol
(Puffer ist Bestandteil des Kits) aufgenommen. Nach dem Homogenisieren durch einen
Rotor-Stator, anschlief3ender Zentrifugation (Heraeus-Megafuge,Rotor 3360 4500rpm), sowie
Aufnahme in 1 Vol. Ethanol wurde weiter laut Qiagen RNasy Protokoll verfahren. Zur
Uberprifung der isolierten Gesamt-RNA wurde eine Fomaldehyd-Agarosegel el ektrophorese
durchgefirt. Aus der Gesamt-RNA wurde anschlief3end die mRNA gewonnen. Hierfir wurde
der Oligotex-mRNA-Kit der Firma Qiagen, (Hilden) benutzt. Es wurde daftr jeweils 250-
500ug Gesamt-RNA eingesetzt. Die Ausbeute an mRNA ist zu gering um sie in einer FA-
Agarosegel el ektrophorese darstellen zu konnen. Uber die Ausbeute an Gesamt-RNA wurde
die mRNA abgeschétzt. Es wurden ungefahr 50-500ng mRNA zur cDNA-Synthese (,,first
strand) eingesetzt, hierfir wurden Oligo-dT Primer und der SUPERSCRIPT™ |l RNase H-
Reverse Transcriptasekit der Firma GibcoBRL eingesetzt.

Zur Amplifizierung der variablen Immunglobulinketten wurde der neuentwickelte Primersatz
mit einer c-DNA eines Milzspenders getestet. Hierzu wurden geschétzte 5-50ng (0,5ul) c-
DNA (,first strand*) als Template in der PCR eingesetzt. Da die Mengen an c-DNA zu gering
sind um sie photometrisch zu messen, kann die eingesetzte Menge an ,,template” nur Uber die
Ausbeute an Gesamt-RNA abgeschétzt werden. Normalerweise sind 1-5% der Gesamt-RNA
MRNA und werden folglich in c-DNA umgeschrieben.
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6.5.1 Amplifizierung der Immunglobulinketten mit dem ersten Primersatz

Um die richtige Zyklenzahl und die beste Hybridisierungstemperatur zuermitteln, wurden
verschiedene Temperaturen (55-65 °C) und Zyklenzahlen (15, 20, 25) getestet.

Die PCR Bedingungen, unter denen das beste Ergebnis erreicht wurde, lauteten 3min 95°C
(Predenaturierung), sowie 20Zyklen mit 30sec 95°C (Denautrieung), 1min 55°C
(Hybridisierung), 1min 72°C (Polymerisation) abschlieflend 5min 72°C. Fur die PCR wurden
neben den 52 5° Primern fur die variablen Regionen der konstante IgM 3° Primer eingesetzt.

123 4 5 6 7 8 9 10 11121314 15 16 17 18 19 20

B O e e e -

Abbildung 14: Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte, die mit dem modifizierten ersten Primersatz

amplifiziert wurden. Auftrag je 5ul der ersten PCR Spur 40, 41, 54+57 100bp Marker, Spurl+21 | BstEl
Marker, Spur 2-6VH1ae, Spur7-8VH2ab, Spur9-11VH3a-c, Spurl2-14VH4a-c, Spurl5 VH5,Spurl6 VHS6,

Spur 17 VH7, Spurl8,19;22-26 kla-g,Spur 27-29 Vk2a-c, Spur30-32 Vk3a-c, Spur33 Vk4, Spur 34VK5,
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Spur35-36 Vk6a-b, Spur37-38 VI la-b, Spur 39 VI 2, Spur 42-46 VI 3a-e, Spur 47-49 VI 4a-c, Spur 50-51 VI
5a-b, Spur 52 VI 6a, Spur 53+55 VI 7a-b, Spur 56 VI 8, Spur 58 VI 9, Spur 59 VI 10.

Bel alen Primerkombinationen wurde ein Produkt der erwarteten Grofe (0,4KB) amplifiziert.

Neben der Hauptbande wurde in einem Fall (VI 7b) eine unspezifische Bande amplifiziert.

6.5.2 Einfuhrungvon Restriktionschnittstellen in die Produkte der ersten PCR

Zur Einfuhrung von Restriktionschnittstellen, um die Immunglobulinketten in einen
Oberflachenenexpressionsvektor klonieren zu konnen, ist eine zweite PCR ndtig. Zur
Reduktion von unspezifischen Amplifikationen wurde die erste PCR mit Hilfe des PCR
Purifikationkits (Firma Qiagen, Hilden) aufgereinigt und in 80pl H>,O aufgenommen. 5ul
wurden als , Template” in der zweiten PCR eingesetzt. Die optimalen PCR-Bedingungen
lauteten hier wie bei der ersten PCR; 3min 95°C (Predenaturierung), sowie 20 Zyklen mit
30sec 95°C (Denaturieung), 1min 55°C (Hybridisierung), 1min 72°C (Polymerisation),
abschlieRend 5min 72°C.
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37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

Abbildung 15: Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte, die mit dem modifizierten zweiten Primersatz
amplifiziert wurden. Auftrag je Spur 5ul der zweiten PCR. Spur 18, 30, 49+57 100bp Marker, Spurl | BStEI
Marker, Spur 2-6VH1a-e, Spur7-8VH2ab, Spur9-11VH3a-c, Spurl2-14VH4a-c, Spurl5 VH5,Spurlé VHS,
Spur 17 VH7, Spurl9-25 Vklag, Spur 26-28 Vk2a-c, Spur29, 31-32 Vk3a-c, Spur33 Vk4, Spur 34VK5,
Spur35-36 Vk6a-b, Spur37-38 VI 1a-b, Spur 39 VI 2, Spur 40-44 VI 3a-e, Spur 45-47 Ml 4a-c, Spur 48+50 VI
5a-b, Spur 51 6a, Spur 52+53 7a-b, Spur 54 VI 8, Spur 55 VI 9, Spur 56 VI 10.

Auch bei der zweiten PCR wurde mit allen Primern eine spezifisches Produkt von ca. 400bp

erzielt. Kreuzkontaminierende Banden sind auf ein Mindestmal? reduziert.

6.6 Uberprifung der Primerspezifitat der konstanten Primer

Um die Spezifitdt der konstanten Primer zu Uberprifen, wurde ein Mix der 16 5° VH Primern,
sowie jewells einen Subklassen (IgM, 1gG, IgA, IgD und IgE) spezifischen 3° Primer
eingesetzt. Zur Uberprifung der Primerspezifitidt wurde immer dieselbe c-DNA eines
bestimmten Milz- bzw. Blutspenders verwendet.

Zuerst wurde mit der jeweiligen c-DNA eine erste PCR wie in 6.5.1 beschrieben
durchgefihrt, jedoch mit dem Unterschied, dal3 ein 5° VH Primermix aus allen Primern
verwendet wurde. Die Produkte aus dieser ersten PCR wurden dann als Template in einer
zweiten PCR eingesetzt. Alle 5 Klassenspezifischen Reaktionsprodukte wurden in der zweiten
PCR erneut mit den unterschiedlichen 3' Primern amplifiziert, so dal3, falls die Primer
spezifisch wéaren, nur im Falle der jeweiligen Subklasse ein Produkt entstehen sollte. Diese
Tests waren sehr aufwendig, da unterschiedliche Hybridsierungstemperaturen ausprobiert
wurden. Die Darstellung aller Ergebnisse und der daraus gewonnenen Veranderungen fir die
Wiederholung der PCR's wiirde den Rahmen diese Dissertation sprengen, so daf3 ich mich
hier auf die Darstellung der spezifischsten Ergebnisse beschrénke.
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lgA gD IgEa 1gG IgM 188
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Abbildung 17: Agarosegelelektrophorese  der Abbildung 16: Agarosegel elektrophorese der

beiden aternativen IgE 3' Primer. IgEb gibt
gute Ausbeuten Bereich der 400bp Bande und
geringe Kreuzreaktionen. Die PCR mit IgEc

Amplifikation der Immunglobulinketten mit
einem Mix aler 5 VH-Primern und den 5
Subklasen spezifischen konstanten 3 Pimern.
Die PCR mit dem IgEa 3' Primer zeigt aul3er der

gewiinschten 400bp Bande noch zwei weitere

ergibt nur eine schwache 400bp Bande unter

den gleichen Bedingungen wie IgEb. Als
unspezifische Banden. Als Template wurde hier

Milz c-DNA verwendet.

Template wurde auch hier wieder Milz cDNA

verwendet.

Mit allen Primern konnte in der ersten PCR ein Produkt der richtigen Grél3e (ca.400bp)
amplifiziert werden. Allerdings erzeugt der IgEa Primer aul3er der gewtinschten 400bp Bande
noch zwel weitere Banden, die sich trotz Veranderung der PCR-Bedingungen nicht beseitigen
liefen. Deshalb wurden zwel neue Primer generiert, die im gleichen konstanten Bereich der
CH1 Domaéane binden, jedoch um eine Aminosdure in 5 bzw. zwei Aminosduren in 3
Richtung verschoben wurden. Ziel war es, spezifischer bindende Primer zu generieren.

Diese erste PCR wurde auch mit Blut cDNA durchgefihrt, die hierbei erhaltenen
Produktmengen sind jedoch deutlich geringer als bei der Milz cDNA, so dal3 auf eine
Darstellung der Ergebnisse verzichtet wird. Im Prinzip zeigt die erste PCR mit Blut cDNA,
die gleichen Ergebnisse wie die mit Milz cDNA.

Um die Spezifitét der Primer zu zeigen, wurden die Produkte der ersten PCR as Matrize in
einer zweiten PCR benutzt und wechselseitig mit dem VH Mix und dem jeweiligen 3
Primern amplifiziert. Die PCR Bedingungen mit denen das beste Ergebnis erzielt wurde
lauten 3min 95°C, 15 Zyklen 30sec 95°C, 1min 60°C, 1min 72°C abschlielfend 5min 72°C.

Nur im Falle des IgM 3* Primers wurde bereits bei 55°C eine ausreichende Spezifitét erreicht
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(Ergebnis nicht gezeigt). Diese Hybridisierungstemperatur wurde spater auch zur
Konstruktion einer IgM Antikorperbibliothek verwendet.

IgA IgD [o] =} « 1gG
10A I1gD IgEalgG IgM 1gA IgD IgEalgG IgM IgA IgD IgEalgG IgM 1gA IgD IgEa

% & gve @ » & gt el o dgEc
19gG IgM 1gA IgD IgEalgG IgM IgA IgD IgEb IgEc 1gG IgM IgA 1gD IgEb IgEc IgG IgM

Abbildung 18: Agarosegelelektrophorese der zweiten PCR zur Ermittlung der Primerspezifitét. Die Prokukte
der ersten PCR (oberste Zeile der Beschriftung) wurden wechselseitig in einer zweiten PCR als , template"
eingesetzt (untere Zeile der Beschriftung). Als c-DNA fir die erste PCR diente hier ein Blutspender. Maker:
100bp Marker und Lamda BSTEIl Marker
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Abbildung 19: Agarosegelelektrophorese der zweiten PCR zur Ermittlung der Primerspezifitét. Die Prokukte
der ersten PCR (oberste Zeile der Beschriftung) wurden wechselseitig in einer zweiten PCR als , template"
eingesetzt (untere Zeile der Beschriftung). Als c-DNA fir die erste PCR diente hier ein Milzspender. Marker:
100bp Marker und Lamda BSTEIl Marker

Die Ergebnisse bei 60°C Hybridisierungstemperatur sind sehr spezifisch im Falle der Blut
cDNA (Abbildung 18). Lediglich die IgE Primer zeigen untereinander eine gewisse
Kreuzreaktivitét was aber auf Grund der geringen Sequenzunterschiede zu erwarten ist. IgEb
reagiert auf3erdem noch ein wenig mit IgA-PCR-Produkt

Bei der Verwendung der ersten PCR Produkte die mit Milz c-DNA amplifiziert wurden,
kommt es vereinzelt noch zu starkeren Kreuzreaktionen mit anderen Klassen (Abbildung 19).
Der IgA Primer zB. bindet noch leicht an das IgM PCR-Produkt der ersten PCR. Die
Subgruppen spezifischen Banden sind aber immer starker als die eventuellen
Kreuzreaktionen, lediglich bei I1gD ist die Hauptbande etwas schwécher als die Keuzreaktion
mit IgM. Dies verbessert sich aber wenn, man die Hybridisierungstemperatur auf 60°C erhoht.
Die oben dargestellten Ergebnisse unter Verwendung von Milz cDNA wurden mit einer
Hyhbridisierungstemperatur von 58°C erzielt.
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6.6.1 Test der Primerspezifitat durch Restriktionsverdau der Produkte ausder ersten
PCR

Um zu testen, ob die amplifizierten V-Genregionen auch tatséchlich von der betreffenden
Genpopulation abstammen, wurde ein Restriktionsverdautest ersonnen. Hierbei wurden in

einer ersten PCR CH1-Primer verwendet, die Fab Fragmente erzeugen.

T

IgM
TGGAAGAGGCACGTTCTTTTC
1gD

TGG CCA GCG GAA GAT CTCCTT
1gA1+2

TGG GCA GGG CACAGT CACATC
1gG1-4

AACTCT CTT GTCCACCTT GGT
IgE

GCT GAAGGT TTT GTT GTC GAC

m 4 2 >» A4 n 2 O X
o

Z m =z >» Z 0O O

Danach wurde nach einzigartigen Restriktionschnittstellen in der CH1 Region der einzelnen
Klassen von Antikorpern gesucht. Diese Schnittstelle sollte so liegen, dal3 zwel
unterschiedlich grof3e Fragmente erzeugt werden, die in einer Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt werden konnen. Auf3erdem wurde die oben dargestellte zweite PCR auf diesen
Produkten wiederholt, um die Ergebnisse vergleichen zu kdnnen. In der unten gezeigten
Abbildung sind diese dargestellt. Als, Template® diente die selbe c-DNA eines Milzspender,
die auch bei der PCR in Abbildung 19 benutzt wurde.
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Abbildung 20: Erneute Agarosegel elektrophorese zur Ermittlung der Primerspezifitét. Hierbei wurde die

Produkte einer ersten PCR mit den CH1 Primern als,,template” eingesetzt (untere Zeile der Beschriftung). Als c-
DNA fir die erste PCR diente derselbe Milzspender wie in Abbildung 19. Auch die gleichen PCR-Bedingungen
wurden verwendet. Maker: 100bp Marker und LamdaBSTEIl Marker

Das Ergebnisist vergleichbar mit den in Abbildung 19 dargestellten, obwohl es etwas stérkere
Kreuzreaktionen (IgG+IgD), als bei der oben dargestellten PCR gibt. Mit dem IgE Primer gibt
es auf allen PCR-Templates ein Produkt, offentsichtlich ist der Primer nicht klassenspezifisch.
Um zu zeigen, dai die Produkte der ersten PCR klassenspezifisch sind, wurden sie mit einem,
far die jeweilige Immunglobulinklasse spezifischen Restriktionsenzym geschnitten und die
Produkte in einer Gelelektrophorese aufgetrennt. Folgende Restriktionsenzyme wurden
verwendet, Pwull far IgA, Kpnl far IgD, ApalLl fir 1gG und Xmal fur IgM. Mit dem IgE
3'Primer konnte nicht gentigend Ausgangsmaterial fir diesen Test gewonnen werden.
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IgAIgDIgGIgM M

Abbildung 21: Restriktionsverdau der ersten PCR mit klassenspezifischen Restriktionsenzymen.Pwull fir IgA,
Kpnl fir 1gD, ApaL 1 fur IgG und Xmal fir IgM. Es entsteht jeweils ein grof3es Fragment (500-600bp) Und ein
kleiners Fragment (100-200bp) Marker 100bp Leiter

Bei alen Ansdtzen findet man ein kleines und ein grof3es Fragment, man findet keine
signifikanten Mengen anderer Banden. Der Grofdteil der Produkte der ersten PCR wurde
verdaut, lediglich ein kleiner Rest wurde nicht verdaut (weif3er Pfeil). Auf Grund dieser
Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dald die erste PCR weitgehend spezifisch

verlaufen ist.

6.7 Generierung einer |gM scFv-Antikorperbibliothek aus Milzgewebe

Nach erfolgreicher Isolation der mRNA von funf Milzspendern und Umschreibung dieser in
cDNA (,first Strand*) wurde zunédchst von allen Spendern eine erste PCR mit den in 6.5
beschriebenen Primern durchgefihrt. Anschlief?end erfolgt eine Reamplifikation mit dem
zweiten Primersatiz zur EinfUhrung der Restriktionschnittstellen. Die erhaltenen PCR
Produkte wurden gelelektrophoretisch gereinigt und anschlie3end in einen modifizierten
Vektor pEXHAM 1, der ein ,Amber Stop Codon* zwischen scFv- und dem plll Gen besitzt,
kloniert. Dies erleichtert u.a. die spatere Expression von scFv-Fragmenten, da sie nicht mehr

umkloniert werden mussen.
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Zuerst wurden VH-Subbibliotheken der einzelnen Spender herstellt. Daftr wurden, die VH-
Fragmente der zweiten PCR, Uber die Restriktionschnittstellen Nco | und Hind 11l in
pPEXHAM 1 kloniert. Die fertige VH-Subbibliothek wurde dann durch Elektroporation in
E.coli XL1-Blue eingeschleust. Fir jede Subbibliothek wurde eine Mindestkomplexitét von
10° angestrebt und auch erreicht.

Fur die Klonierungen der leichten Fragmente, wurden die Plasmide isoliert, mit Mlu | und
Notl geschnitten und gelelektrophoretisch gereinigt. Der geschnittene Vektor wurde aus dem
Gel isoliert und die VI +k Fragmente kloniert. Mit dem Vektor, der jetzt die komplette
rekombinante Bibliothek enthdt, wurden wiederum E.coli XL1-Blue transformiert. Pro
Transformation wurde eine Anzahl von 10" unabhédnigen Klonen angestrebt. Durch
Wiederholung dieser Transformationen &3t sich die Komplexitét der Antikorperbibliothek
standig steigern. Ein Schema zum Bau der Bibliothek ist in (Abbildung 13) dargestellt.

6.8 Kontrolle der Klonierung durch Einzelklonrestriktionsanalyse

Im Falle der IgM Bibliothek aus Milzgewebe wurden zunéchst 72 Einzelklone von zwel
Spendern mittels Restiktionsanalyse untersucht. Die DNA der Einzelkone wurde zunéchst
isoliert und dann durch drei Restriktionsanalysen durchgeftihrt. Dabei wurden die schwere,
die leichte Kette, sowie die gesamte scFv-Expressionskassette ausgeschnitten. Die jewells
verwendeten Restriktionsenzyme waren Ncol/Hindlll (VH-Kette), Mlul/Notl (VL-Kette),
sowie Ncol/Not! fur die Expressionskassette. In neun Féllen zeigten sich Aufféligkeiten, die

in der nachfolgenden Abbildung gezeigt werden.
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Klon 3/5 Klon3/1 Klon4/1 Klon4/2 Kon4/5 Klon4/6
VH VK K VH Vk K VHVI K VHVI K VHVI K VHVI K

Klon /7 Klon 2/9 Klon3/7 Klon4/11 Klon8/2
VH Vk K VH VI K VH VI K VH VI K VH VI K

Abbildung 22: Negativdarstellung einer Agarosegel el ektrophorese des Restiktionsverdaus einzelner Klone. VH:
variable Region der schweren Kette (Ncol/ Hindll1), VI +k variable Region der leichte Kette (MIul/Notl), K:
scFv Kassette Ncol/Notl geschnitten. Pro Enzym wurden 2U und 5pl Miniprdp DNA in eéinem UN-Verdau bei
37°C eingesetzt. Marker: 100bp Marker mit starker 500bp Bande.

Die Klone (3/5; 4/6) sind korrekt; sie besitzen eine vollstdndiges VH und VL Fragment. Bel
den anderen neun Klonen ist mindestens ein Fragment (VH oder VL) zu klein. Klon 4/1 und
4/5 scheinen zusétzlich noch eine interne Schnittstelle in der leichten Kette zu haben.

Da diese verkirzten Formen vermieden werden sollten, wurde auf Grund der oben
dargestellten Ergebnisse, vor der Klonierung der PCR-Fragmente in die Subbibliothek, eine
zusétzliche Reinigung der Fragmente durch Agarosegel el ektrophorese und Elution auf einem
3% Gel durchgefihrt.

Nach dem erneuten Klonieren einer Bibliothek wurden wiederum 48 Klone ausgewahlt und
mittels Restriktionsverdau analysiert. Lediglich finf Klone zeigten noch Aufféligkeiten, wie
eine Doppelbande beim Verdau der schweren Immunglobulinkette oder beim Ausschneiden
der scFv-Kassette. Diese Klone sind in der nachfolgenden Abbildung dargestellt.
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Klon 43 Klon 37 Klon 45 Klon 36 Klon 23 Klon 48
VHVI K VH VI K VHVI KVH VK K VHVI K VH VI K

Abbildung 23: Negativdarstellung einer Agarosegel el ektrophorese des Restiktionsverdaus einzelner Klone. VH:
variable Region der schweren Kette (Ncol/ Hindlll), VI +k variable Region der leichte Kette (MIul/Notl), K:
scFv Kassette Ncol/Notl geschnitten. Marker: 100bp Marker mit starker 500bp Bande

Die Sequenzierung dieser Klone ergab, dal3 es sich um eine interne Ncol Schnittstelle der
schweren Kette handelt, die durch Punktmutationen wahrend der PCR, vornehmlich bel VH1
und VH3 Immunglobulinketten, entstehen.

6.9 Erneutes Screening gegen EGP 2 unter Verwendung der neuen
Bibliothek mit einer Komplexitat von 2% 10°

Bereits wahrend der Konstruktion der Gesamtbibliothek wurden fertiggestellte Bibliotheken
unterschiedlicher Spender verpackt, vereinigt und in einem Screening getestet. Die
Komplexitét der vereinigten Bibliotheken betrug zum Zeitpunkt des Screenings 2*108
unabhangige Klone. Durch wiederholtes Klonieren und Transformieren der einzelnen
Spenderbibliotheken 183t sich diese Komplexitét weiter steigern. Flr einen ersten Test aber
reicht eine Komplexitdt von 2*10® aus, da sich in der Vergangenheit bereits aus
Phagedisplaybibliotheken dieser Grofe brauchbare scFv-Antikorper gewinnen lief3en
(Dorsam, Rohrbach et al. 1997).

Mit der oben beschrieben Bibliothek wurde das Screening gegen das EGP2-
Oberflachenantigen wieder aufgenommen. Als Antigen prasentierende Zellinie diente
wiederum die mit EGP 2 transformierte DA 3 Zellinie, die schon bei den Screeningversuchen
mit der finfzig Spenderbibliothek verwendet wurde. Die Zellen wurden diesmal allerdings
mit 2% Paraformaldehyd fixiert um sie leichter handhaben zu kénnen. Die transformierte
Zellinie wurde wieder im Verhdtnis 1:10 (10° EGP2 Zellen mit 10° DA3 Zellen) mit der
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Wildtyp Zellinie vermischt. Sortiert wurden die Zellen diesma mit einem FACS-Calibur mit
Sortmodul der Firma Becton Dickinson.

Der FACS-Cdibur verwendet ein mechanisches Verfahren zum Sortieren der Zellen, in
Gegensatz zu einem Hochleistungssorter bei den der Flussigkeitsstrom elektrostatisch
aufgeladen wird. Ein Nachteil dieses Verfahrensist aber, dal3 es zu hohen Flissigkeitsmengen
kommt. Deshalb bietet das Geréat zwel unterschiedliche Sortverfahren. Beim einen wird der
FlUssigkeitsstrom Uber einen Filter geleitet, der die sortierten Zellen zuriickhdt und so das
Volumen, in dem sich die sortierten Zellen befinden, auf etwa 1ml reduziert. Beim anderen ist
es moglich, die gemessenen Zellen direkt in ein 50ml Gefél zu sortieren, mit dem Nachteil,
dai3 sich relativ wenige Zellen (etwa 50000) in 50ml FlUssigkeit befinden, aus der sie dann
abzentrifugiert werden konnen. Beide Verfahren schienen sich fir das
Zelloberflachenscreening, beim dem 20000 Zellen sortiert werden sollen, zu eignen und
wurden ausprobiert. Dabel zeigt sich, dal3 der ,, Sort* Uber den Filter besser geeignet war, da
hier die Verluste an Zellen geringer war als beim Sortieren in ein 50ml Gefa. Bei der
Verwendung eines Filters werden die Zellen zudem permanent gewaschen und die
Selektionsbedingungen fir Phagen damit stringenter.

Die oben beschriebe Mischung der Zellinien wurde mit 10™ Phagen 2h inkubiert, dreimal mit
PBST gewaschen und im FACS gemessen. Es wurden jeweils 20000 Zellen sortiert, die
Phagen eluiert und E.coli XL1-Blue Bakterien damit infiziert. Der Phagentiter wurde
bestimmt und die verpackten Phagen in einer zweiten Selektionsrunde eingesetzt. Beim
Verpacken gab es diesmal keine Probleme. Der Elutionstiter der zweiten Runde stieg leicht an
von 1033 Klone der ersten Runde auf 2050 Klone in der zweiten Runde. Von dieser zweiten
Runde wurden 96 Klone gepickt und in einen ECL-Phagen-ELISA auf ihre Bindung an die
beiden Zellenlinien hin untersucht. Da mit dem neuen Vektor pEXHAM1 direkt scFv-
Fragment produziert werden, konnen die Uberstande einer Ubernachtkultur direkt verwendet

werden.
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Abbildung 24: ECL-ELISA von 96 Klonen die nach der zweiten Screeningrunde gepickt wurden. ScFv-
Fragmente wurden mit anti-c-myc und Ziege-anti-Maus-HRP geférbt. Die scFv-Antikérper wurde mit einem
Maus monoklonalen Antikérper gegen c-myc (9E10, Dianova) 1:2000 und dem Detektionsantikorper 1:5000
nachgewiesen. Belichtungszeit der Filme: 5min

Im oben dargestellten ECL-ELISA zeigen einige Einzelkone positive Reaktionen mit der
transformierten DA3 Zellinie. Die funf positiven Klone (C1, D1, E4, F2, und D8) sowie
einige negative Klone (B5, B12 und D4) wurden in einem Western Blot auf Expression
untersucht.
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+ SPS? B12 E4 B5 F2 D8 D4 D1 Ci

Abbildung 26: Western Blot einer SDS-Page, aufgetragen wurden je 10ul des Mediumiberstandes einer
Ubernachtkultur 1:1 mit SDS Probenpuffer gemischt. + ist die positiv Kontrolle (HBV-scFv Klon C9). Die
Farbung erfolgte wieim oben gezeigten ECL-ELISA.

Alle Klone aul3er E4 und D8 exprimierten einen l6sliches scFv-Fragment (teilweise in der
Abbildung schlecht zu erkennen). C1 und D4 werden am starksten exprimiert. Von allen im
Western Blot getesteten Klonen wurden Periplasmapréparationen hergestellt und in einer
FACS-Analyse auf ihre Bindung an die transformierte DA3 Zellinie, sowie an die
Wildtypzellinie getestet. Die dabei gemessenen Bindungen waren leider sehr schwach. B12
+B5 binden in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus dem ECL-ELISA starker an die
Wildtypzellinie. D1 bindet an beide Zellinien gleichmél3ig schwach. F2 bindet ganz schwach
an die Transformante D4 + D8 zeigte keinerlei Bindung im FACS. C1 hatte die besten
Bindungseigenschaften an die Transformante im FACS Abbildung 27.
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Abbildung 27: Tests der Bindungseigenschaften der Periplasmapréparation (PPP) im FACS. Zellen mit 100ul
eines PPP aus 5ml Induktionskultur geférbt. Bild 1: Der rote Kreis enthdlt die gemessenen Zellen. Bild 2:
Histogram des FITC-Kanals; nicht transfizierte Zellen. Bild 3. Gleicher Auswahlbereich wie bel Bild 1 fir die
EGP2 transfizierten Zellen. Bild 4. Histogram des FITC-Kands PPP auf transfizierten Zellen. Bild 5
Uberlagerungs Darstellung Egp 2 transfizierte Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle (1+2 AK). Bild 6:
Uberlagerungsdarstellung der Negativkontrolle (rote Kurve), PPP auf nicht transfizireten Zellen (gelbe Kurve)
und PPP auf transfizierten Zellen Der Nachweis des scFv-Antikorpers erfolgt mit einen anti-Histidin-
Antikdrpers Konzentration 1:100. Der Antikorper war direkt mit FITC gekoppelt.
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Der PPP bindet spezifisch die transfizierten Zellen. Allerdings scheint die Affinitét nicht
besonders hoch zu sein, da es sich nur um eine kleine Verschiebung von einer halben Dekade
handelt.

Kurz vor Ende dieser Arbeit erhielt unser Labor aufgereinigtes EGP2 Antigen von der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dorothy Herlin. Dieses wurde in einem TMB-ELISA als Antigen
eingesetzt und die gefundenen scFv-Fragmente darauf getestet. Der Klon C1 erkannte das
Antigen, aber das Signal war sehr schwach mit OD 55 von 0,154, die anderen getesteten
Klone lagen noch darunter mit ca. 0,100.

Die Bibliothek wurde in der Zwischenzeit mit weiteren Proteinantigene gescreent. Auch bei
diesen Screeningversuchen konnten erfolgreich Antikérper gegen verschiedene Antigene

isoliert werden (pers. Mit. Dr. Peter Rottgen).
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VIl Diskussion

Im Rahmen dieser Dissertation wurden mehrere Teilaspekte des Screenings von
Antikorperbibliotheken und deren Herstellung untersucht. Beim Screening wurde versucht
scFv-Antikorper gegen Oberfléachenproteine zu gewinnen und bel der Herstellung wurde
durch verschiedene methodische Anderungen versucht, eine Verringerung der nicht
funktionellen scFv-Fragmente in einer Bibliothek zu erreichen.

Zu Beginn der Disssertation stand im Labor von Herrn Prof. Little eine grof3e Phagen
Bibliothek, die aus den peripheren Blutlymphozyten von finfzig Spendern kloniert wurde,
kurz vor ihrer Fertigstellung (Little, Welschof et al. 1999). Diese Bibliothek sollte mit Hilfe
einer ebenfalls in der Arbetsgruppe Little neu entwickelten Methode gegen
Oberflachenantigene gescreent werden. Zu diesem Zeitpunkt war es bereits gelungen scFv-
Antikorper gegen Haptene aus dieser Bibliothek zu gewinnen. Als néchstes sollte versucht
werden scFv-Antikorper gegen grofere Molekile wie Peptide oder Proteine zu isolieren.

7.1 Screening der finfzig Spender Bibliothek gegen Oberflachenantigene

7.1.1 Screening mit EL1SA-Platten

Hierzu wurde zunéchst die im Labor entwickte Methode des ,,whole cell screenings’ mit
EL1SA-Platten verwendet. In einem Model screening von Dr. Stephanie Schmidt konnte zuvor
gezeigt werden, dal3 man Zellen auf einer ELISA-Platte fixieren und als Antigen verwenden
kann. Als Modelbibliothek wurde eine Mischung von anti-CD5- und anti-PhOx-Phagen
verwendet. Es konnte gezeigt werden, dal3 nach zwei Runden eine Anreicherung von anti-
CD5-Phagen moglich ist (Schmidt 1997).

Zunéchst wurde diese Methode mit transfizierten Mausfibroplastenzellinien ausprobiert. Es
zeigt sich aber in ELISA-Tests, dal3 es nicht moglich war, durch Typsin/EDTA-Inkubation
von der Kulturschale abgeloste, adhérente Zellen, dauerhaft auf der ELISA-Platte zu
verankern. Vermutlich  werden durch die TypsinW/EDTA-Behandlung zu viele
Adhasionsmolekiile zerstort, so daf® die Zellen, nicht mehr an die mit Concanavalin A
beschichte ELISA-Plaite binden und deshalb auch durch die spdtere milde
Glutaraldehydfixierung nicht mit ihr vernetzt werden konnen. Ein Verzicht auf Trypsin
brachte ebenfalls nicht den gewtinschten Erfolg, so dal3 dazu Ubergegangen wurde, die Zellen
direkt in ELISA-Platten wachsen zu lassen und sie nach mehrmaligen Waschen anschlief3end
direkt zu fixieren. Dies war insofern erfolgreich, als sich die Zellen nun nicht mehr von der
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ELISA-Platte |6sten, bei den folgenden stringenten Waschschritten des Screenings nicht mehr
von der ELISA-Platte |6sten. Allerdings waren die Phagenel utionstiter bereits nach der ersten
Runde der Selektion auf Zellen mit 10”8 viel zu hoch. Gegen so einen hohen Anteil an
»unspezifisch* binden Phagen kann man nichts mehr anreichern, da die pro Runde erhaltenen
Phagen (10”®) nur um etwa den Faktor 1000-10000 unter der eingesetzten Phagenmenge und
nur um den 10-100 Faktor unter der angenommenen Komplexitédt liegen. Auf Grund der
Affinitét, der Expression oder der Faltung der einzelnen Antikérpern, ist davon auszugehen,
daf’d pro Antigen 1-20 verschiedene bindende Phagenklone in der Gesamtbibliothek vorhanden
sind. Die eingesetzte Phagenmischung enthélt demnach 10?2 Kopien aller bindenden Phagen.
Von diesen dirften sich bestenfalls fiinfzig Prozent eluieren lassen, also maximal 500 Klone
in 10". Nach erneuter Verpackung stehen 5*10° spezifisch bindende Phagen unter 10 zur
Verfugung. Falls all diese Klone gebunden werden konnen, 183 sich rein rechnerisch eine
Anreicherung Uber den Hintergrund in der dritten Runde erzielen. Vermutlich werden jedoch
die Mehrzahl der Epitope durch die unspezifischen Phagen blockiert. Auf3erdem besteht eine
grof3e Wahrscheinlichkeit, dal3 die spezifischen Klone beim Verpacken Wachstumsnachteile
haben.

Alle Versuche diesen Hintergrund auf den verwendeten Zellinien zu senken, z.B. durch den
Einsatz anderer Blockierungssubstanzen oder langerer Préadsorbtion der Phagenbibliothek
auf den nicht transformierten Zellen bzw. auf Zellen, die mit einem anderen Antigen
transfiziert waren, blieben ohne Erfolg. Mdgliche Ursachen dirften in der Beschaffenheit
solcher scFv-Antikorperbibliotheken liegen, z.B. ist ein Teil der scFv-Fragmente sicherlich
falsch gefaltet und sind somit stark hydrophob, was unspezifisches Binden foérdert. Aul3erdem
sind die schwere und die leichte Kette neu kombiniert worden und passen somit eventuell
nicht zueinander, was ebenfalls zu Faltungsproblemen fuhrt. (Knappik and Pluckthun 1995;
Martineau, Jones et al. 1998; Martineau and Betton 1999).

Durch Verwendung eines FACSsorter sollte das Problem der hohen Anzahl an unspezifisch
bindenden Phagen reduziert werden. Die Zellen befinden sich bel diesem Verfahren in einem
Flissigkeitsstrom und werden einzeln sortiert, so dal3 nur Phagen die an eine Zelle gebunden
haben selektioniert werden.

7.1.2 Screening mit einem FACSsorter

Die Scereeningsversuche verliefen recht vielversprechend, der Hintergrund an Klonen konnte
reduziert werden. Es wurden pro Screeningansatz nur 500-3000 pro 10000 sortierten Zellen
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erhaten. Diese Anzahl entsprach der, die in der Literatur beschrieben wurde (de Kruif,
Terstappen et al. 1995; Lekkerkerker and Logtenberg 1999). Allerdings kam es zu Problemen
bei der Verpackung der isolierten Klone der ersten Runde. Die Bakteriensuspension wuchs
lediglich bis zu einer ODsgs von 0,2-0,4 und brach dann zusammen, so dal3 auf eine zweite
Runde verzichtet werden muféte, und somit nur Klone aus der ersten Runde zur Verfligung
standen. Da die Phagentiter und somit die Anzahl der Phagen nicht so hoch war (500-1000),
bestand eine gute Chance beim Anaysieren von 96 Klonen einen , Binder® zu finden. Im
normalen Phagen-ELISA der TMB as Substrat verwendet, konnte aber keine deutliche,
reproduzierbare Bindung festgestellt werden. Dies kann zum einen an der zu geringen Présenz
des betreffenden Antigens auf der Zelloberfache, an einer schlechten Expression, der im
ELISA-Plattenmalistab verpackten Einzelklone oder an einer zu schwachen Affinitét der
scFv-Fragmente zum Antigen liegen. Deshab wurde Uber ein neues sensitiveres ELISA-
System nachgedacht. Hierfur schien ein auf Chemolumineszenz beruhendes sehr sensitives
ELISA-System geeignet.

7.1.3 DasECL-ELISA-System

Mit der Etablierung eines ECL-ELISA-Systems gelang es die Detektionsgrenze im Phagen-
ELISA nach unten zu verschieben. Es konnte gezeigt werden, dal3 es nicht zu unspezifischen
Kreuzreaktionen zwischen den eingesetzten Antikorpern und dem Antigen kommt. Die
Detektionsgenze bei einem ECL-Phagen-ELISA ist um das 100-1000fache hoher, als bei
einem Phagen-ELISA der TMB als Substrat verwendet. Bel einen mit TMB als Substrat
durchgefiihrten ELISA liegt die Detektionsgrenze etwa bei 107-10° Phagen, je nach Affinitét
des scFv Antikorpers zum Antigen, wohingegen beim ECL-ELISA 10° Phagen gerade noch
bei der 1:2000 Verdinnung erkannt wurden. Die 10° Verdiinnung hingegen wurde
unabhangig von der Konzentration des Zweitantikorpers in alen Verdinnungsstufen erkannt.
Damit ist es gelungen ein sehr sensitves Nachweissystem fur Antikorper-Antigen
Wechselwirkungen zu etablieren bzw. geringe Mengen an z.B. scFv-Antikérpern zu
detektieren. Die Nachweisgrenze lief®e sich noch weiter nach unten senken durch die
Verwendung eines noch empfindlicheren ECL-Substrates (Ultra-Signal, Pierce ca. 100 fach
empfindlicher), dies erschien aber as nicht so sinnvoll, da dann bereits kleinste Mengen an
unspezifisch bindenden Phagen zu Signalen fuhren wirden. Bei den in dieser Arbeit
durchgefuhrten ECL-ELISA wurde somit stets das etwas unempfindlichere Substrat
SuperSignal (Firma Pierce) verwendet.
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714 Anayse der im FACSsort erhaltenen Klone durch einen ECL-ELISA,
Westernblot, Plattenscreen und Restriktionsver dau

Alle bislang isolierten und verpackten Einzelkone wurden mit dem neuen ELISA-System
erneut analysiert. Hierbei zeigten einige der Klone positive Reaktionen mit der
transformierten Zellinie. Beim erneuten Verpacken der Phagenuberstande fir diesen Test
lysierten wiederum einzelne Minikulturen, wdhrend sich andere normal verpacken lief3en.
Durch Plaquetest wurde heraus gefunden, dal?3 sowohl die Einzelklonverpackungen, als auch
die einzelnen Screeningrunden, sowie die Gesamtbibliothek mit weiteren unerwtnschten
Phagen kontaminiert war. Bei der Kontamination handelte es sich um ene Vielzahl an
verschiedenen Phagen unter anderem um T Phagen. Durch Plaguetests war es moglich,
infizierte Subbibliotheken zu identifizieren und sie aus der Gesamtbibliothek zu entfernen.
Eine Phagenart, hierbei handelt es sich vermutlich um enen gentechnisch verdnderten
Lambda Phagen, konnte aber auch durch diese Tests, nicht entfernt werden. Er trat immer
wieder, auch in zuvor negativ getesteten Subbibliotheken auf.

Es konnte lediglich versucht werden, dal3 er in mdglichst geringer Anzahl in der zum
Screening benutzten Bibliothek vorhanden war. Die meisten der verbleibenden
kontaminierenden Phagen werden wahrend des Screenings weggewaschen. Jedoch stort die
Kontamination um so mehr, je geringer die Stringenz wahrend des Screenings ist, wie z.B.
beim Screening auf Zellen.

Zu weiteren Schwierigkeiten kam es beim Umklonieren der im ECL-Phagen-ELISA positiv
reagierenden Klone. Der Ncol/Notl Restriktionsverdau, der zum Klonieren der
Expressionskassette in pHOG 21 nétig ist, zeigte, dald 10-40% der Einzelklone eine zu kurze
Expessionskassette hatten (Abb. 3). Diesem Umstand wurde zu dem Zeitpunkt noch keine
besondere Bedeutung beigemessen. Es wurde angenommen, dal3 es sich um eine zuféllige
Anreicherung von Artefakten handelt, was sich vielleicht auf die Screeningbedingungen
zurickfuhren 183, Spéter aber zeigte sich, da interne Schnittstellen in  den
Immunglobulinketten die Ursache fur die verkirzten Fragmente waren und sich durch eine
andere Klonierungsstrategie vermeiden lassen.

Auch die Expressionsanalysen verliefen nicht wie zu erwarten. Nur bei wenigen Klone (4/15)
konnte im Western Blot ein Protein mit der richtigen Grole eines scFv-Fragmentes
nachgewiesen werden (Tab.1). Auf Grund dieser schlechten Expressionsergebnisse wurden
einige Klone sequenziert, dabei wurde festgestellt, dal3 eine Vielzahl der Klone Mutationen in
den Primersequenzen besal3en, die zu L eserasterverschiebungen oder zu Stop-Codons fuhrten.
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Der Grund fur diese hohe Fehlerrate bei der Oligonukleotidherstellung liegt in der
unterschiedlichen Prozentigkeit der Nukleotidmischungen an den einzelne Positionen, da
aul3er bei einer 50 prozentigen Mischung zweier Nukleotide die Synthesemaschine abgestellt
werden muf3 und die Nukleotidemischung von Hand zugegeben werden. Hierbel kommt es
vermutlich zu einer erhdhten Rate an Fehlern (pers Mitteilung Wolfgang Weinig, DKFZ).
Befinden sich in einer Bibliothek viele unvollstandige Antikorper besteht eine hohe Chance
diese anzureichern, da sie einen Wachstumsvorteil in den Wirtsbakterien haben. Es konnte
gezeigt werden, dald dieses Problem dadurch vermindert werden kann, da3 man sehr
stringente Elutionsbedingungen wahit (30min)(de Bruin, Spelt et al. 1999).

Diese Elutionsbedingungen sind aber nur bei fixierten Zellen méglich, da nicht fixierte Zellen
lysieren wirden. Auf3erdem ist eine so lange Inkubation der Phagen in Triethylamin schadlich
fur die Infektiositét. Bereits nach 5min Elutiondauer nimmt die Infektiositét deutlich ab
(Braunagel 1995).

Die oben dargestellte Problematik trat auch bei anderen Screeningversuchen auf, allerdings
konnten hierbei neben nicht funktionellen scFv-Fragmenten auch bindende vollstandige
Antikorper isoliert werden z.B. gegen verschiedene Haptene (Hormone) oder Peptide (Little,
Welschof et al. 1999).

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde in der Arbeitsgruppe beschlossen, eine neue Bibliothek
mit neuen Primern und verbesserten Klonierungsstrategien zuerstellen 6.5. Da die Herstellung
einer Bibliothek mindestens ein Jahr in Anspruch nehmen wiirde, wurde bis zur Fertigstellung
der neuen Bibliothek, die ate Bibliothek gegen aufgereinigte HBV-Antigene gescreent 6.4.
Bei diesem Ansatz bestand eine grolere Chance auf Erfolg, da bel dieser Methode
Plastikrohrchen benutzt werden. Sie besitzen eine glatte Oberfléache und sind mit nur einem
Antigen beschichtet, so dal’3 die Mdglichkeit einer unspezifischen Bindung von Phagen
reduziert ist. Aulerdem konnen solche Rohrchen viel stringenter gewaschen werden, was
ebenfalls unspezifische Bindung reduziert.

7.2 Antikorper gegen HBV-Antigene

Das Screening der funfzig Spender Bibliothek gegen HBV-Antigene verlief erfolgreich.
Gegen zwei, der drei zum Screening eingesetzten Antigene, wurde eine Anreicherung erzielt.
Hierbel handelte es sich um rekombinat hergestelltes preS1 , sowie aufgereinigtes L-Protein.
Mit den beiden Proteinen wurde eine gute Anreicherung mit eluierten Phagentiter von >10’
(L-Protein) bzw. >10° (preS1) erzielt. Der eluierte Phagentiter von 10* beim preS1/2-Antigen,
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lal3t auf keine spezifische Anreicherung schlief3en. Aufgrund der oben dargestellten Probleme
mit der Bibliothek, wurde auf einen Phagen-ELISA verzichtet und die DNA fir die scFv-
Fragmente aus der angereicherten Bakterienpopulation isoliert. Die durch Ncol/Notl
Restriktionsverdau erhaltene Expressionskassette wurde dann als polyklonale DNA in den
Expressionsvektor pHOG21 kloniert. Hierdurch sollte Zeit eingespart werden und langwierige
Phagen-ELISA, die vielleicht zu keinem funktionsfahigen scFv-Antikdrper fihren, eingespart
werden. Es wurde schon 6fters beobachtet, dal? ein scFv-Antikorper spezifisch das jeweilige
Antigen erkannte, solange er auf einem Phagen prasentiert wurde, er das aber in |6slicher
Form, also ohne plll nicht tat. (persohnliche Mitteilung, Petra Rohrbach, Dr. Stephanie
Schmidt).

Die anschlief3enden Plattenscreens bestédtigten eine solche Vorgehensweise. Es zeigte sich
namlich, dal3 im Falle des preS1 bzw. preS1/2 Screenings nur noch wenige funktionelle scFv-
Antikorper Ubrig waren. Keiner dieser scFv-Antikorper zeigte im ELISA eine Bindung.
Moglicherweise wurden beim preS1 Screening auch wieder ein oder mehere Klone
angereichert, die auf Grund von Deletionen eine verkirzte Expressionkassette besal3en und
somit einen Wachtumsvorteil hatten. In Restriktionsanalysen wurden verkirzte Formen
gefunden (Daten nicht gezeigt). Die Mehrzahl solcher Klone lassen sich, wegen einer oder
mehrerer fehlender Restriktionsschnittstellen, nicht umklonieren und sind im Plattenscreen,
somit auch nicht sichtbar. Bei dem verbleibenden Rest handelt es sich méglicherweise um
nicht funktionelle scFv-Fragmente. Dies konnte erkléren warum trotz Anreicherung keine
Expression gefunden wurde.

Gegen PreS1/2 konnte nichts angereichert werden, und auch hier zeigten nur wenige
umklonierte Klone im Plattenscreen eine scFv-Expression. Das Screening gegen das HBV L-
Protein war erfolgreich, hier zeigten fast alle umklonierten Klone eine Expression im
Pattenscreen

Die zehn Klone, welche nach einem Phagen-EL I SA ausgewahlt und naher untersucht wurden,
erkannten sowohl das Screening Antigen (L-Protein), als auch rekombinantes s Antigen. Das
bedeutet, da’ sie gegen den HBsAg Anteil des L-Proteins gerichtet sind. Dies ist nicht
verwunderlich, da mit ihm auch immunisiert wird. Bei den Spendern, die fur die Bibliothek
benutzt wurden, handelte es sich zu grof3em Teil um Personen die in einem Labor arbeiten, so
dal’ davon auszugehen ist, dal3 einige davon gegen HBV immunisiert wurden. Auch die
Sequenzierungsdaten stitzen dieses, da beide scFv-Fragmente eine 1gG spezifische 3
Primersequenz beinhalten. Dies ist das erste Mal, dal? ein scFv-Fragment, das vermutlich von
einem 1gG-Antikorper stammt, aus dieser Bibliothek gewonnen werden konnte. Mit 100%iger
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Sicherheit kann das nicht belegt werden, da die scFv-Fragmente auf3er der unterschiedlichen
Primersequenz (Position 115-121) nur noch ein paar Basenpaare der CH1 Region besitzen,
die bei IgM und IgG Antikorpern identisch ist. Somit &3 es sich nicht ganz ausschlief3en, dal3
der 1gG-Primer auf einer IgM cDNA hybridisiert haben kénnte.

Die beiden scFv-Fragmente wurden durch FPLC erfolgreich aufgereinigt. Dabei wurden sehr
hohe Ausbeuten an funktionellem Protein erhalten. Insbesondere das als C9 bezeichnete scFv-
Fragment wird in sehr grof3en Mengen produziert. Dabel handelt es sich um die hdchsten
Ausbeuten an scFv aus Periplasmapraparationen aus einem Liter Induktionsmedium, die in
unserem Labor exprimiert wurden. Die Ausbeute mit 25mg/l aus dem Bakterienpellet und
einer OD von 1,5-1,8 ist fast so hoch wie bei speziell mutierten und auf hohe Expression
selektionierten scFv-Fragmenten (Martineau, Jones et al. 1998). Dabel wurden zwar hohere
Ausbeuten 500mg/| erzielt, allerdings bel einer fast vierfach hoheren ODggo von 5,5 und unter
Verwendung des Uberstandes.

Es konnte zudem gezeigt werden, dal3 die scFv-Fragmente sowohl aufgereinigtes L-Protein,
als auch rekombinantes HbsAg, sowie native Viruspartikel erkennen. Im ELISA mit HBV
positivem Mausserum zeigten sie eine signifikante Bindung. Die absoluten Absorbtionswerte
sind niedriger als bei der Positivkontrolle mit polyklonalem anti-HbsAg Schafserum. Das mag
daran liegen, dal3 scFv-Fragmente im Gegensatz zu vollstandigen Antikérpern nur eine
Bindungsstelle und keinen Fc-Tell besitzten; dadurch ist die Signalverstarkung im ELISA
geringer.

7.3 Aufbau einer neuen scFv-Bibliothek aus Milzgewebe

Zum Aufbau einer scFv-Bibliothek werden Primer bendtigt, die moéglichst alle variablen
Genregionen des Immunglobulingenrepertoires amplifizieren. Die bisher im Labor
verwendeten Primer verfligen alle Uber variable Positionen. Bel der Synthese der Primer sind
solche Positionen mdgliche Fehlerguellen, wie herausgefunden wurde (Little, Welschof et al.
1999), da bel allen Nukleotidmischungen, bis auf eine 1:1 Mischung, die Synthesemaschine
angehalten werden muf3 und die Nukleotidmischung von Hand zugegeben werden muf3 (Pers.
Mitteilung Wolfang Weinig, DKFZ, Heidelberg). Die ,,wobble" Positionen in den Primern
wurden verwendet, um Primer und PCR Reaktionen zu sparen. Praktisch alle vertffentlichten
Primersétze verfligen deshalb tber mindestens eine ,,wobble“ Position in den Primern.

Der fur die funfzig Spender Bibliothek verwandte Primersatz verflgt sogar Uber bis zu 5

variable Positionen pro Primer und damit Gber ein hohes Risiko, dal3 eine Teilmenge des
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Primers nicht korrekt synthetisiert wird. Zudem fiihrt er Aminosaurekombinationen ein, die es
nicht in den Immunglobulingenen gibt. Deshalb wurde ein Primersatz entwickelt, der tber
keine variablen Positionen verfugt, der die E.coli Aminosaurekodierung verwendet und der
alle bekannten variablen Immunglobulingene amplifiziert (Tomlinson 1997; John Wiley &
Sons 1999).

Alle 52 verwendeten 5° Primer sind in der Lage, in Kombination mit einem IgM 3° Primer ein
spezifisches 400bp Produkt zu amplifizieren. Die Produktmengen variieren allerdings sehr
stark von einer Primerkombination zur anderen. Eine Ursache dafir ist die unterschiedliche
Présenz der einzelnen Subgruppen in der cDNA (Cox, Tomlinson et al. 1994; Brezinschek,
Brezinschek et al. 1995; Foster, Brezinschek et a. 1997). Durch die relatrive niedrige
Hybridisierungstemperatur (55°C) und die damit verbundene geringere Spezifitat der Primer
kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 Primerpaare nicht nur ihre Subgruppe amplifizieren
sondern auch Sequenzen aus verwandten Subgruppen. Von einer hoheren
Hybridisierungstemperatur wurde jedoch abgesehen, da es sich bei einer IgM Bibliothek um
eine moglichst universelle Bibliothek handelt und es deshalb nicht stort, wenn andere nicht
klassenspezifische Immunglobulinketten amplifiziert werden. Das Muster an schwachen und
starken Banden in der ersten PCR, entspricht etwa der Frequenz, mit der die humanen
Immunglobulinfamilien in vivo benutzt werden (Demaison, David et al. 1995). Diese
Unterschiede sollten spéter auch in der Bibliothek zu sehen sein, d.h. eéine im Menschen selten
benutzte Subfamilie sollte auch rarer in der scFv-Bibliothek sein. Deshalb wurde nicht
versucht, die Produktmenge durch Modifikationen der PCR-Bedingungen zu steigern.

Um die PCR-Produkte klonieren zu kénnen, mufdten sie noch einmal reamplifiziert und mit
Restriktionschnittstellen versehen werden. Als Restriktionsschnittstellen wurden dieselben
benutzt, die auch schon zur Herstellung andere Bibliotheken benutzt worden waren. Obwohl
einige der Restriktionsschnittstellen in den humanen Immunglobulingenen schneiden Hind
[11 z:B. schneidet einmal in den VH Genen bzw. zweimal in VI Genen einer Subpopulation,
und Nco | schneidet einmal den VH Genen ener Subpopulation), wurden diese
Restriktionsschnittstellen und nicht etwa Sfi | benutzt, um eine Kompartibilitdt mit den alten
Bibliotheken zu gewdahrleisten (Little, Welschof et al. 1999; Welschof et al. 1996; Dorsam et
al. 1997).

Bel der ersten, wie auch der zweiten PCR wurde darauf geachtet, dal3 moglich wenig
kreuzkontaminierende Produkte entstehen, was auch bei beiden PCR's gelang. Bei fast allen
Primerkombinationen wurde ein spezifisches 400bp grof3es Produkt amplifiziert, nur in einem
Fall gab es eine Kreuzreaktion (VI 7b).
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Fur den neuen 5 Primersatz wurde auch gleichzeitig ein klassenspezifischer 3'Primesatz
entwickelt. Dieser ist aber nur sinnvoll einzusetzen, wenn er auch klassenspezifisch die
einzelnen Immunglobulinklassen IgM, 1gG, 1gD, IgE und IgA amplifiziert. Um dies zu testen
wurde eine Reihe von Primerspezifitétstest durchgefihrt.

Mit alen 3* Primern konnte zunéchst in einer ersten PCR ein Produkt der richtigen Grof3e
(ca.400bp) amplifiziert werden. Allerdings erzeugt der IgEa Primer aul3er der gewiinschten
400bp Bande noch zwei weitere Banden, die sich trotz Verénderung der PCR-Bedingungen
nicht beseitigen lief3en. Auch zwei neue Primer IgEb+c, die im gleichen konstanten Bereich
der CH1 Domaéne binden, jedoch um eine Aminosaure nach vorne bzw. zwei Aminosauren
nach hinten verschoben, konnten das Problem nicht vollsténdig l6sen. Diese Ergebnisse
wurden sowohl mit Blut cDNA als auch mit Milz cDNA erhalten.

In der zweiten PCR, bel der die erste as Template benutzt wurde und ale Primer
wechselseitig ausprobiert wurden, konnte erfolgreich gezeigt werden, dal3 die Primer
weitgehend spezifisch sind. Wird aus Blut gewonnene cDNA fir die erste PCR verwendet, ist
die zweite bei 1gG, D, M und A klassenspezifisch. Lediglich die Versuche mit den IgE
Primern waren nicht ganz spezifisch. Der IgEb Primer brachte hier das beste Ergebnis.
Moglicherweise ist die Hybridisierungsstelle durch Sekundarstrukturen schlecht zugénglich,
oder es befinden sich nur wenige IgE cDNA Sequenzen in der cDNA, was zu erwarten wére,
da es sich um gesunde Spender handelte. Beim Einsatz der Milz cDNA sind alle 3'Primer
etwas unspezifischer, jedoch wird auch wesentlich mehr PCR-Produkt erhalten. Dasich in der
Milz viele Antikorper sezernierende Plasmazellen befinden, ist es mdglich, dal3 eine
Subpopulation die cDNA dominiert und so zuviel DNA als Template eingesetzt wird. Hat erst
einmal ein 3'Primer falsch hybridisiert, siimmt die Sequenz in der nadchsten Runde zu 100%
und wird weiter amplifiziert. Um das eingesetzte Template kontrollieren zu kénnen, wurde
deshalb die erste PCR noch einma mit Chl Primern durchgefiirt. Dadurch erhé@t man Fab
Fragmente, deren CH1 Regionen spezifisch sind fur die einzelnen Klassen. Durch einen
Restriktionsverdau mit einem Enzym, das nur in einer Klasse scheidet, lief3 sich feststellen,
daf3 das Produkt der ersten PCR grofRenteils klassenspezifisch ist. Lediglich ein kleiner Teil
lief3 sich nicht schneiden, hierbei kdnnte es sich um andere Klassen handeln, wahrscheinlicher
aber ist, dal3 bei diesem Teil nur die Restriktionsschnittstelle in der PCR mutiert wurde. In der
Regel mul3 unter den gewahlten PCR-Bedingungen pro amplifizierten scFv-Fragment mit 1-6
Mutationen durch die PCR gerechnet werden (pers Mitteilung Dr. Peter Rottgen). Auch bei
diesem Test scheiterten die Versuche mit den IgE Primern, da nicht gentigend Produkt fur
einen Restriktionsverdau gewonnen werden konnte.
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7.4 Aufbau einer scFv1gM-Bibliothek im modifizierten Expressionsvektor pEXHAM 1

Aus 2g Milzgewebe wurde jeweils die mRNA isoliert und nach Umschreibung dieser in
cDNA das IgM Repertoire mit Hilfe des ersten und zweiten Primersatzes amplifiziert. Die
Herstellung der Bibliothek erfolgte in zwel Stufen. Zuerst wurden VH-Subbibliotheken der
einzelnen Spender herstellt. Dafir wurden die VH-Fragmente der zweiten PCR Uber die
Restriktionschnittstellen Nco | und Hind 1l in pEXHAM 1 kloniert. Die fertige VH-
Subbibliothek wurde dann durch Elektroporation in E.coli XL1-Blue eingeschleust. Fir jede
Subbibliothek wurde eine Mindestkomplexitét von 10° angestrebt und auch erreicht. Die VH
Kette wurde deshalb zuerst kloniert, daHind 111 zweimal in der leichten Kette scheidet und es
so bei einer Klonierung in eine VL Subbibliothek zu verkiirzten Formen kommen kann.
Danach wurde das amplifizierte VL, +k Repertoire in die Subbibliotheken kloniert und diese
dann in E.coli transformiert. Es wurde versucht, bei der neuen Bibliothek verkirzte scFv-
Fragmente unter allen Umsténden zu verhindern, da solche Fragmente insbesondere unter
wenig stringenten Bedingungen einen Selektionsvorteil haben (de Bruin, Spelt et a. 1999).
Der verwendete Vektor soll das spétere Screening erleichtern, da man hier auf Grund des
Amber Stop Codons scFv-Fragmente im Uberstand erhilt. Auch andere Phagedisplayvektoren
benutzen diese Prinzip (Hoogenboom, Griffiths et al. 1991). Dies funktioniert so gar direkt in
E.coli XL1-Blue, da die Suppression nicht vollstandig ist, so daf3 die Kulturtiberstande direkt,
ohne vorheriges Um,klonieren in einem ELISA eingesetzt werden konnen.

Auf Grund des Umstandes, dal3 in der alten Bibliothek verkirzte scFv-Fragmnete gefunden
wurden, wurde ein Einzelklonrestriktionsverdau durchgefiihrt, um zu Uberprifen, ob die
einzelnen Ketten die richtige Grol3e besitzen. Dabei zeigte es sich, dal? es noch nicht gelungen
war verkirzte Fragmente zu vermeiden 6.8. Ein zusétzlicher Aufreinigungsschritt vor der
Klonierung der V. Fragmente in die Subbibliotheken brachte den gewunschten Erfolg.
Danach konnten keine verkurzten Fragmente mehr gefunden werden. Lediglich Klone mit
internen Ncol Schnittstellen in der VH Kette wurden entdeckt. Bei diesen wurde eine interne
Restriktionschnittstelle beim Restriktionsverdau nicht geschnitten, so dal3 einzelne Klone in
der fertigen Bibliothek trotz Reinigung der Klonierungsfragmente noch eine interne
Schnittstelle haben. Dies hat aber keinen Einflul auf die Qualitdt der Bibliothek, sondern
macht lediglich beim Umklonieren in andere Vektoren (z.B pHOG21) Probleme.

Nachdem von jedem Milzspender, sowie eines Blutspenders eine scFv-Bibliothek erstellt
worden war wurden diese vereinigt und die daraus resultierende scFv Bibliothek mit einer
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Komplexitét von 2* 10° erneut mit einen FACSsorter gegen Oberfléchen Antigene gescreent,
diesmal mit einem FACS-Calibur mit Sortmodul der Firma Becton Dickinson (Dieses Gerét
stand uns leihweise zur Verfigung). Dieser FACSsorter verwendet ein mechanisches
Verfahren zum Sortieren der Zellen, in Gegensatz zu dem vorher verwendeten
Hochleistungssorter bei den der Flissigkeitsstrom elektrostatisch aufgeladen wird. Es wurden
zwel unterschiedliche Sortverfahren ausprobiert. Beim einen wurde der FlUssigkeitsstrom
Uber einen Filter geleitet, der die sortierten Zellen zuriickhielt.

Dieses Screeningverfahren brachte die meisten im ELISA positiven Klone (4). Beim anderen
Verfahren wurde versucht, die Zellen direkt in ein 50ml Gefal3 zu sortieren, mit dem Nachteil,
dal3 sich relativ wenige Zellen (20000) in 25ml Flussigkeit befanden, aus der sie dann
abzentrifugiert werden mufdten. Hierbel ist es vermutlich zu Verlusten gekommen, da sich nur
ein positiver Klon im ECL-ELISA finden lief3. Bei der Verwendung eines Filters werden die
Zellen zudem permanent gewaschen und die Selektionsbedingungen fir Phagen damit
stringenter.

Nach der Durchfiihrung von zwei Screeningrunden wurden 96 Klone in einem ECL-ELISA
getestet. Funf Klone erkannten dabei spezifisch die transformierte Zellinie. Bei zwei der
Klone konnte kein scFv-Protein in Western Blot nachgewiesen werden. Mdglicherweise sind
die produzierten Mengen an scFv-Protein zu gering um sie im Western Bot zu detektieren.
Ein ECL-ELISA ist 100 ma sensitiver, so dal3 auch kleinste Mengen detektiert werden
konnen. Alle Periplasmapraparationen der Klone wurden zudem im FACS getestet. Hierbel
zeigte ein Klon eine spezifische Bindung an die Egp2 Transformante. Die Affinitét dieses
Antikorpers C1 durfte alerdings nicht allzu hoch sein, da das Signal nur um ca. eine halbe
Dekade verschoben wurde. Dieser Antikorper wurde noch mit aufgereinigtem Egp2 Proteinin
einen normalen ELISA, der TMB als Substrat verwendet, getestet. Der Klon C1 erkannte das
Antigen zwar, aber das Signal war sehr schwach, mit einer OD 55 von 0,154.
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7.5 Aushlick

Die Bibliothek wurde in der Zwischenzeit auch mit verschiedenen anderen Antigenen
gescreent. Dabel konnten erfolgreich Antikdrper gegen verschiedene Proteinantigene isoliert
werden (pers. Mit. Peter Rotgen).

Durch weitere Steigerung der Komplexitét der Bibliothek ist es vielleicht moglich, Antikorper
mit einer grof3eren Affinitdt zum Egp2-Antigen zu erhalten. Weiterhin konnte die Affinitat
des bereits isolierten Antikérpers durch eine sogenannte ,Guided selection® gesteigert
werden. Dabel werden abwechselnd die schwere und die leichte Kette des Antikorpers durch
eine Subbibliothek ersetzt und die daraus resultierende Bibliothek erneut mit dem Antigen
gescreent.

Zudem konnte die Stringenz wahrend des Sortierens durch den Einsatz von z.B. Detergenzien
im FACS erhoht werden, um so auf hoher affine Antikorper zu selektionieren.

Das ,, Framework” des anti HbsAg scFv mit seiner sehr guten Expression in E.coli bietet eine
Vielzahl an Moglichkeiten fur die weitere Entwicklung. Derzeit wird das ,, Framework® eines
Antikdrpers (C9) zum Aufbau einer synthetischen Bibliothek benutzt. Auf3erdem erkennt der
Antikorper virale Partikel und lief3e sich deshalb als Detektionsantikorper verwenden, der
billig in E.coli in grofRen Mengen produziert werden kann.

Die beiden monoklonalen Antikorper kdnnen zudem fir bispezifische Konstrukte oder
Radioimmunokojugate benutzt werden, um Tumorzellen gezielt zu zerstéren. Zwar besitzen
nur 32% der primdren Tumore das Antigen, da es aber kaum Therapieméglichkeiten gibt, ist
dies ein vielversprechender Ansatz. Auch eine Kopplung an Fluoreszenzfarbstoffe ist
denkbar. Diese Konjugate kdnnten dann zur Kontrastierung von Tumoren eingesetzt werden,
so dal} die weitere Charakterisierung der Antikorper fir die Zukunft eine Reihe von
interessanten Perspektiven bietet.
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VIl Zusammenfassung

Die Phagedisplaytechnologie ist in den letzten Jahren eine der wichtigsten Methoden zur
Gewinnung von humanen monoklonaen Antikorpern geworden.

Die Herstellung von grof3en Antikorperbibliotheken mit Hilfe dieser Technik ist
Voraussetzung fur die erfolgreiche Selektion von Antikdrpern gegen die unterschiedlichsten
Antigene. Ziel der vorliegenden Arbeit war es sowohl grofe Antikdrperbibliotheken
erfolgreich Antikorper gegen Oberflachenantigene zu selektionieren, as auch die Methoden
zu deren Bau zu verfeinern. Aus einer bestehenden Antikorperbibliothek, die aus den
peripheren Blutlymphozyten von funfzig Spendern aufgebaut worden war, wurden scFv-
Fragmente gegen das HbsAg des HBV-Viruses isoliert. Die Fragmente erkennen sowohl
rekombinant hergestelltes HbsAg, as auch natives auf dem Virus selbst. Diese scFv-
Fragmente werden zudem in besonders grof’en Mengen in E.coli produziert, so dal3 das
Framework fir den Aufbau einer synthetischen Bibliothek geeignet ist.

Mit einem neuen sensitiveren Phagen-ELISA auf Chemolumineszenzbasis wurden die
Detektionsgrenze nach unten verschoben. Dadurch ist es moglich bereits 10° gebundene
Phagen zu detektieren. Dieses Verfahren ist besonders sinnvoll einzusetzen, wenn nicht
genuigend Antikorper oder Antigen vorhanden ist und hat grofies diagnostisches Potential bei
gering exprimierten Zelloberflachenantigenen.

Durch verschiedene methodische Anderungen bei der Amplifikation der humanen variablen
Genregionen und bei der Herstellung von Phagedisplaybibliotheken gelang es, die Qualitét
solcher  Bibliotheken zu steigern. Auferdem  wurden durch  umfangreiche
Primerspezifitétstests die Grundlagen fir klassenspezifische Patientenbibliotheken gelegt.
Desweiteren wurde unter Verwendung von neu entworfenen Primern eine universelle IgM
Bibliothek hergestellt und diese erfolgreich mit einem Zelloberflachenantigen (Egp2)
gescreent. Zur Selektion der scFv-Fragmente wurde ein FACSsorter verwendet.
Bindungsstudien in FACS zeigten, dal3 der scFv-Antikorper sein Antigen in einer nativen
Umgebung erkennt. Durch ,, Guided selection” (abwechselnder Austausch der schweren und
leichten Immmunglobulinkette) 183 sich eine Affinitatssteigerung erzielen, so dal3 ein fir die
Tumortherapie  vielversprechender ,single chain®  Antikorper gewonnen  wird.
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10.1 Sequenz C9:

61

121

181

241

301

361

421

Ncol

aacCTATTGitTACCECAG{IE{TGEiTTGfTGtTGiTGECAGCTCAGiIEELIﬁTGECG

t t gGATAACGGAT GCCGT CGECGACCGAACGACGACGACCGT CGAGT CEGCCGGTACCEC

N L L PTAAAGLILLILAAOQPAMA -
CAGGTACAGCTGCAGGAGT CT CEEEGAGECGTGGT CCAGCCTGEGAGGTCCCTGAGACTC
GI'CCATGI CGACGT CCTCAGACCCCCT CCGCACCAGGTCGGACCCT CCAGEGACTCTGAG

Q VOQOLQESGGGVVOQPGRSTLUZRL -
TCCTGIGCAGCCTCTGGATTCTCCTTCAGTAATTATGGECATACACT GGGTCCGCCAGECT
ACOACACGT COOACACCT AACAGEAAGT AT T AT ACOGT AT G CAOCCAGE00GTCoon
S C A A S GF S F S NY G I H WV R Q A -
CCAGGCAAGGCEECTGCGAGT GGGTGECACT TATATCATATGATGGAAATAAGAAATTCTAT

T OO COBOEAOC T CACOCACOGT GAAT ATAGT AT ACTACCT T TATT O TARGATA -
P G K G L E WV A L I S Y D GNK K F Y -
GCAGACT CCGTGAAGGGCCGATTCGCCATCTCCAGAGACACT Tc TAAGAATACGGT GGAT

T O CAGHACT T C00GEET ARGOOGT ACAGGT CT CTGT ARG ATT G AT GOCACETA.
A DS V K G R F A I S R DT S K NT V D -
CTGCAAAT GACCAGCCT GAGACCTGAGGACACGECTGTATATTACT GTGCGAAATCTGEEG
AT ACT O COOACT G GOACT OCT O GOOGACAT AT AR CACACET T TAGACEE.
L QMTSLRWPEUDTAVYYYCAIKS G -

GGTATTGCCTTGTACT GGGEGGAAT TTGACT ACT GGEGECCAGEGAACCCTGGT CACCGTC

--------- T T L 24 0
CCATAACGGAACATGACCCCCCTTAAACT GATGACCCCGGT CCCTTGEGACCAGT GECAG
G|l ALY WGEVFIDYWGAQQGTUL VTV -

Hi ndl I M ul

I |
TCCTCAGCCT CCACCAAGGEGCCCAAAGCT TGAAGAAGGTGAATTTTCAGAAGCACGECGTA
--------- T e T T e S S o1 0]

AGGAGT CCGAGGTGGT TCCCGEEGT TTCGAACT TCTTCCACT TAAAAGT CTTCGT GCGCAT

S S ASTIKGWPIKLEEGEFSEARYV -
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TCCTATGAACTGACT CAGCCACCCT CGGT GT CAGT GGCCCCAGGACAGACGECCATGATT
481 --------- Fommmmmaaa Femmmaaaas Femmmmaaas [ Fomm e a + 540
AGGATACT TGACT GAGT CGGT GEGAGCCACAGT CACCGEGEEGTCCTGT CTGCCGGTACTAA
S Y ELTOQPWPSV SV APGOQTAMI -
ACCTGTGGEGEEGAAACaACAT TGGAAGT ACAACCGT GCACTGGTATCAGCAGAAGCCAGEC
541 --------- E SR S RS SR S Fommm e + 600
TGGACACCCCCTTTG TGTAACCTTCATGTTGECACGTGACCATAGICGTCTTCGGTCCG
T CGGNNI GSTTVHWY QQK P G -
CAGGCCCCTGTGCTGGTCGTCTATGAT GATAACGAGCGACCCT CAGGGATCCCTGAGCGA
601 --------- E SR S RS SR S Fommm e + 660
GTCCCEGGACACGACCAGCAGATACTACTATTGCT CGCTGGGAGT CCCTAGEGACTCGCT
QA PVLVVYDDNERPSGI P E R -
TTCTCTGGCTCCAACT CTGGGAGCACGECCACCCT GACCAT CAACAGGGT CGAAGCCEEG
661 --------- Fommmmmaaa Femmmaaaas Femmmmaaas [ Fomm e a + 720
AAGAGACCGAGGT TGAGACCCTCGTGCCEGTGEGACTGGTAGT TGTCCCAGCTTCEECCC
F S GS NSGSTATULTI NRVEAG -
GATGAGGCCGACTATTATTGT CAAGTGTGEGATAGT GGTAGTGATCATGTGGTATTCGGEC
721 --------- Fommmmmaaa Femmmaaaas Femmmmaaas [ D + 780
CTACTCCGECTGATAATAACAGT TCACACCCTATCACCATCACTAGTACACCATAAGCCG
DEADYYCQVWUDSGSDMHVYVV F G -
GGAGGGACGAAGCT GACCGT CCTAGGT CAGCCCAAGECTGECCCCCTCGGTCACTCTGITC
781 --------- Fommmmmaaa Femmmaaaas Femmmmaaas [ Fomm e a + 840
CCTCCCTGCTTCGACT GGCAGGAT CCAGT CGEGT TCCGACGEEGEGAGCCAGT GAGACAAG
G GT KL TVL GQPIKAAPSVTL F -
Not |
I
CCGCCCTCCTCTGCGECCAECT GGATCCgAACAAAAGCT GATCTCAGAAGAAGACCTAAAC
841 --------- E SR S RS SR S Fommm e + 900
GECGCEGAGCGAGACGCCEECEACCTAGC TTGTTTTCGACTAGAGTCTTCTTCTGGATTTG
P PSS AAAGSEQKULI S EEDTL N -
TCACATCACCATCACCATCACTAA
901 --------- Fomme o +----
AGTGTAGTGGTAGTGGTAGTGATT

S HHHHHH?*

109



Anhang

10.2 Sequenz C8:

|
CAGCCGCTGGECT TGCTGCT GCTGECAGCT CAGCCGECCAT GBCGGAGGT GCAGCTGGT GG

GTCGECGACCGAACGACGACGACCGT CGAGT CEECCAEGTACCECCTCCACGT CGACCACC
AA GLLLL AAQPAMAEVO QL V E-
AGTCTGEEEGAGECT TECTACAGCCT GEEGEEGT CCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTG
61 --------- Fommmmaaas S - Fommmmmaaa [ Fommm e - + 120
TCAGACCCCCTCCGAACGAT GT CCGACCCCCCAGGGACT CTGAGAGGACACGT CCGAGAC
S G666 GG L L QP GGSLRL S CAAS G-
GATTCACCTTTAGCGGCTATGCCATGAGCT GEGT CCECCAGECT CCAGEGAAGEEECT GG
121 --------- Fommmmmaaa Femmmaaaas Femmmmaaas [ D + 180
CTAAGT GGAAAT CGCCGATACGGTACT CGACCCAGECGGT CCGAGGTCCCTTCCCCGACC
F T FSGYAMSWVROQAPG GIKGL E-
AGTGGGTCTCATCTATTAGT GGTAGT GGT GGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGG
181 --------- Fommmmmaaa Femmmaaaas Femmmmaaas [ Fomm e a + 240
TCACCCAGAGTAGATAATCACCATCACCACCATCGTGTATGATGCGTCTGAGGCACTTCC
WV S SI S GS GGSTYY AD SV K G-
GCCGGT TCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCC
241 --------- Fommmmmaaa Femmmaaaas Femmmmaaas [ Fomm e a + 300
CGCECCAAGTGGTAGAGGTCTCTGT TAAGGT TCTTGT GCGACATAGACGT TTACTTGTCGG
R F T I S RDNZSI KNTULY L QMN S L-
TGAGAGCCGAGGACACGECCCTATATTACT GTGCGAAACCACCT GEGECGECCAGGAGTACT
301 --------- E SR S RS SR S Fommm e + 360
ACTCTCGGECTCCTGTGCCGEGATATAATGACACCCT TTGGT GGACCCGCGGTCCTCATGA
R AEDTALYYCAKWPWPGROQEY Y-
ATGGTTCGAGTATTTATTATTTCCCCCTTGECAACT GGGECCAGGEGAACCCTGGTCACCG
361 --------- Fommmmmaaa Femmmaaaas Femmmmaaas [ Fomm e a + 420
TACCAAGCTCATAAATAATAAAGGEEGEGEAACCGT TGACCCCGGT CCCTTGEGACCAGT GEC
G S SI YYFPLGNWGOQGTUL V T V-
Hi ndl I M ul
I I
TCTCCTCAGCCTCCACCAAGGECCCAAAGCT TGAAGAAGGTGAATTTTCAGAAGCACECG
421 --------- Fommmmmaaa Femmmaaaas Femmmmaaas [ D + 480
AGAGGAGT CGGAGGTGGTTCCCAEGT TTCGAACTTCTTCCACTTAAAAGTCTTCGTGCGC
S S A S TIKOGWPIKULEIEGEUFSEAIRV-
TACAGT CTGCGCTGACT CAGCCGECCTCGGT GTCAGT GGCCCCAGGACAGACGGECCAGCRA
481 --------- Fommmmmaaa Femmmaaaas Femmmmaaas [ Fomm e a + 540
ATGT CAGACGCGACT GAGT CGECCCGAGCCACAGT CACCGEEGT CCTGTCTGCCGETCCT

QS A LTQPASVSVAPGOQQTARI -
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TTACCTGT GGGGGAAACAACAT TGGAAGT AAAAGT GT GCACT GGTACCAGCAGAAGCCAG
541 --------- E SR S RS SR S Fommm e + 600
AATGGACACCCCCTTTGT TGTAACCTTCATTTTCACACGTGACCATGGTCGTCTTCGGTC

T C GG NNI GS K SV HWY Q Q K P G-
gCCAGGECCCCTGTGCTGGT CGTCTATGATGATAGCGACCGEECCCT CAGGGATCCCTGAGC
601 --------- E SR S RS SR S Fommm e + 660
¢ GGTCCGEEGACACGACCAGCAGATACTACTAT CECT GECCEERAGT CCCTAGEGACT CG
QA PVLVVY DD SUDIRPSGI P E R-
GATTCTCTGGCTCCAACT CTGGGAACACGECCACCCT GACCAT CAGCAGGGT CGAAGCCG
661 --------- Fommmmmaaa Femmmaaaas Femmmmaaas [ Fomm e a + 720
CTAAGAGACCGAGGT TGAGACCCT TGT GCCGGT GGGACTGGTAGT CGTCCCAGCTTCGEGEC
F S GS NS GNTATULTI S RV E A G-
GGCGATGAGECCGACTATTACT GTCAGGT GTGCGATAGTAGTAGTGATCTTGTGGTATTCG
721 --------- Fommmmmaaa Femmmaaaas Femmmmaaas [ D + 780
CCCTACTCCGECTGATAATGACAGT CCACACCCTATCATCATCACTAGAACACCATAACGC
DEADYYCQVWIDSSSDUL VYV F G-
GCGGAGGGACCAAGCT GACCGT CCTAGGT CAGCCCAAGECTGCCCCCTCGGTCACTCTGT
781 --------- Fommmmmaaa Femmmaaaas Femmmmaaas [ Fomm e a + 840
CGCCTCCCTGGT TCGACT GECAGGATCCAGT CEEGT TCCGACGGEEEGAGCCAGTGAGACA
G GTKULTVL GQPIKAAPSVTUL F-

|
TCCCACCCT CCTCTGCGECCECT GGATCCGAACAAAAGCT GATCT CAGAAGAAGACCTAA

841 --------- E SR S RS SR S Fommm e + 900
AGGGT GGGAGGAGACGCCGGECGACCTAGCCTTGITTTCGACTAGAGTCTTCTTCTGGATT
P PSS AAAGSEU QKULI S EEDTL N-
ACTCACATCACCATCACCATCACTAA
901 --------- Fomme o S —
TGAGTGTAGTGGTAGTGGTAGTGATT

S HHHHHH?*
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