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Kapitel I Einleitung

I Einleitung

Seit etwa Mitte des vorigen Jahrhunderts werden chemische Pflanzenschutzmittel
eingesetzt, um die Ertrdge in der landwirtschaftlichen Produktion zu steigern und zu
sichern. Heute gehort die Anwendung von Agrarchemikalien zur tdglichen Praxis in der
Landwirtschaft. Dem Nutzen der Pflanzenschutzmittel steht die Problematik der
Riickstinde der eingesetzten Xenobiotika in Wasser, Boden und Nahrung gegeniiber. Die
Umwelt- bzw. Pestizidanalytik ermoglicht die Erfassung dieser Kontaminationen und die
Aufklirung iiber die Belastung des Okosystems und der damit verbundenen mdglichen
Gefahren fiir die menschliche Gesundheit. Ein stetig wachsendes Umwelt- und
GesundheitsbewuBtsein fiihrte in der BRD zu verschérften gesetzlichen Regelungen fiir die
Zulassung und Anwendung von Pflanzenschutzmitteln (Pflanzenschutzgesetz von 1987),
aber auch zur Festlegung von zuldssigen Hochstmengen in Lebensmitteln
(Pflanzenschutzmittel-Hochstmengenverordnung 16.10.1989). Die EU setzte mit ihrer
Trinkwasserverordnung von 1980 die zuldssigen Grenzwerte von 0,1 pg/l fiir einen
einzelnen Pflanzenschutz-Wirkstoff bzw. maximal 0,5 pg/l bei mehreren Substanzen fest
(Weinhold et al., 1993; Kross et al., 1992). Eine neue Trinkwasserdirektive der EU vom
3.11.98 bestimmt fiir bestimmte Pestizide im Trinkwasser noch niedrigere Grenzwerte von
0,03 pg/l (barolo.ipc.uni-tuebingen.de/Ak/doktorarbeiten/ivo_stemmler/html). Diese
Verordnung erfordert ein Monitoring dieser Chemikalien mit hoch-sensitiven
Nachweismoglichkeiten, um diese Spurenanalytik durchfiihren zu konnen (Harris, 1999).
Neben der Sensitivitit werden Zuverldssigkeit, niedrige Kosten, Geschwindigkeit der
Datengewinnung, einfache Handhabung und Mobilitit fiir die MeBsysteme in der
Umweltanalytik gefordert (Van Emon und Gerlach, 1998). Diesen Anforderungen kénnen
die klassischen Methoden der Analytik, z.B. GC (Gaschromatographie), GC/MS
(Gaschromatographie/Massenspektrometrie), HPLC (Hochdruck-Fliissigkeitschromato-
graphie), nicht vollstindig entsprechen. Typische Kriterien der chromatographischen
Methoden sind ein hoher Investitionsaufwand, grof8e Probenvolumina und niedrige
Durchsatzraten, die einen Einsatz dieser Instrumente nicht unbedingt befiirworten. Als
alternative Verfahren fiir die anspruchsvolle Umweltforschung sind Technologien zu
nennen, die spezifische Bindungseigenschaften biologischer Komponenten (z.B.
Antikorper, Enzyme, Rezeptoren und DNA/RNA) zu umweltrelevanten Schadstoffen
nutzen. Immunchemische Analysetechniken, die auf dem Einsatz von Antikorpern und
deren spezifischer Reaktion zum Antigen basieren, weisen eine extreme Sensitivitdt auf

und sind einfach und rasch unter vergleichsweise geringen Kosten durchzufiihren (Kramer
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und Hock, 1995). Den Auftakt dieser Technologie bildeten die Verwendung von
Antikérpern und die Entwicklung von Radioimmunoassays (RIA) in der medizinischen
Diagnostik (Berson und Yalow, 1959). Diese Testverfahren wurden spiter durch
Enzymimmunoassays und verwandte Techniken erginzt und verbessert (Hock, 1993). Die
gingigsten immunchemischen Verfahren sind Immunoassays, Immunochromatographie
und Immunosensoren in der Analytik geloster Stoffe sowie Immunoassays und
immunhistochemische Methoden fiir die Erfassung gebundener Riickstidnde. Der Einsatz
von Antikorpern kann fiir das Umwelt-Monitoring von Agrochemikalien mittels
Immunoassays (Scholthof et al., 1997; Yau et al., 1998; Chiu et al., 2000) oder fiir das
Screening von Chemikalien fiir die Entwicklung neuer Pestizide (Webb et al., 1997; Webb
und Hall, 2000a, b) erfolgen. Eine weitere Anwendung wire das Entfernen von
organischen Stoffen =~ oder  Mikroorganismen aus dem = Wasser  {iber
Affinititschromatographie (Graham et al., 1995). In den letzten Jahren haben sich die
immunchemischen Verfahren bei hohem Probendurchsatz (Hennion und Barcelo, 1998)
und in Bezug auf rasche Ergebnisgewinnung gegeniiber den chromatographischen
Techniken (Dankwardt et al., 1995; Lydy et al., 1996) oder elektrophoretischen Verfahren
wie CE (Kapilarelektrophorese; Heegaard und Kennedy, 1999) im Bereich von
xenobiotischen Kontaminationen der Umwelt und bei Lebensmittelskontrollen bewihrt.
Weitere Vorteile bieten die immunchemischen Methoden bei der Bestimmung von
Spurenkontaminationen in sehr begrenzten Probenvolumina, z.B. Pestizidanalyse in
Nebeltropfen, und bei der Analyse von fliissigen Probenmatrices ohne vorherige
Aufreinigung bei Feldmessungen vor Ort. Auch bei der Analytik von Molekiilen mit hoher
Masse oder von hydrophilen Substanzen eignet sich die Immunchemie mehr als
konventionelle MeBtechniken (Weller, 1997). Dennoch erscheint es sinnvoll, die Methoden
der klassischen wie immunchemischen Analytik ergdnzend einzusetzen. Kramer et al.
(2001a) berichteten beispielsweise iiber eine mit hohem Probenaufkommen verbundene
Erfassung von Herbizid-Kontaminationen in Gewédssern mit Hilfe einer Kombination aus
antikorpergestiitzter Analyse fir das Vorscreening mit anschlieBender Validierung der

Ergebnisse iiber klassische Referenzanalytik.

Immunchemische Methoden ermdglichen die Messung in unterschiedlichsten Matrices wie
Luft (Wex et al.,, 1995), Boden (Van Elsas et al., 1998), Wasser und biologischem
Material. Damit sind eine Reihe von Applikationen wie Aufklarung des Transports und der

Verteilung von freigesetzten Pestiziden in der Umwelt (Sarmah et al., 1998), chemische
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und mikrobielle Riickstandsanalyse in Nahrungsmitteln (Lopez-Avila et al., 1996; Morsy
et al., 1996; Nunes et al., 1998; Mitchell et al., 1998), Belastung von Innenrdumen und
Expositionsnachweis von Arbeitern (Eduard und Heederik, 1998) in der Umweltanalytik

moglich.

Die Antikor per struktur

Antikorper (AK) sind Glykoproteine aus der Gruppe der Immunglobuline, die von
Wirbeltierorganismen als Abwehrreaktion gegen eingedrungene Krankheitserreger oder
Fremdstoffe (Antigene) gebildet werden. Als Besonderheit besitzen diese Molekiile
Bindungsstellen (Paratope), die es ihnen erlauben, mit bestimmten Teilstrukturen der
Antigene, den Epitopen (Alzari et al., 1988), eine Bindung einzugehen. Dadurch werden
im Korper Prozesse ausgelost, die das Antigen flir den Organismus unschidlich machen.
Nach Antigenkontakt werden ruhende B-Zellen selektiv aktiviert und deren Vermehrung
und Differenzierung eingeleitet. Nach der von Burnet (1959) formulierten
Klonselektionstheorie hat jede B-Zelle bereits ihre Spezifitit programmiert. Die Ursache
fir die groBe Vielfalt von ca. 10° unterschiedlichen Spezifititen liegt in den
Kombinationsmoglichkeiten der codierenden Genabschnitte und in der Vielzahl
somatischer Mutationen und Rekombinationen wihrend der Entwicklung des
Immunsystems und der B-Zellreifung (Tonegawa, 1983). So erhilt jeder Organismus ein
individuelles Antikorperrepertoire.

Die Immunglobuline (Ig) lassen sich in fiinf Klassen (IgG, IgM, IgA, IgD, IgE) sowie
entsprechende Subklassen unterteilen. Mit einem Anteil von rund 70-80 % an der
gesamten Immunglobulinfraktion stellt das IgG die Hauptkomponente dar (Roitt et al.,

1995) und wird besonders haufig fiir immunchemische Fragestellungen verwendet.

Die Grundstruktur eines Antikorpers der Klasse IgG (Abb.1) enthélt vier Polypeptidketten,
zwei identische Leichtketten (L-Ketten) und zwei identische Schwerketten (H-Ketten),
deren GroBlen je nach Antikorper variieren. Sie werden durch nicht kovalente Bindungen
und Disulfidbriicken verkniipft, deren Zahl und Lage zwischen den Spezies aber auch
zwischen verschiedenen Subklassen variiert. Die L-Ketten existieren in zwei serologisch
unterscheidbaren Varianten, der Kappa (k)- und der Lambda (A)-Form. Beide Ketten
bestehen aus einem relativ konstanten Bereich (C-Teil) und einem variablen Bereich (V-

Teil). Im variablen Bereich existieren Regionen, in denen eine extrem hohe Variabilitét in
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der Aminosdurenzusammensetzung zu beobachten ist. Diese Bereiche werden als

hypervariable Regionen oder CDRs (complementarity determining regions) bezeichnet.

FR1
CDR3 FR2
FR3
FR4
A O
—O a a VL VH VL VH
Kohlenhydrat >~ >.4
~ Fv scFv .
M CL_ $j
AN
N Vi \Ma Fab
Antikorper <
(19G) .
c,| scAb scFv mit Tag
(z.B. Enzym, Affinitats-Tag)
\/

Abbildung 1 Struktur eines Antikorpers und dessen Fragmente. Links: Doménenstruktur
eines nativen Antikorpers der Klasse IgG mit Segmentierung der V- und Vi-Gene in die
Rahmenregionen FR1-4 und hypervariablen Regionen CDR1-3. Rechts oben: Modell der
Vy- und Vi-Domiéne. L1-3: Vi CDRI1-3; HI1-3: Vi CDRI1-3 (Vargas-Madrazo et al.,
1995). Rechts unten: Doménenstrukturen von Antikdrperfragmenten: Fv (Fragment
variable), scFv (single-chain Fragment variable), Fab (Fragment antigen binding), scAb

(single-chain antibody)

Durch Ausbildung von Peptidschleifen (Abb. 1) in den zwei variablen Regionen des AK
konnen sich die insgesamt sechs CDRs der H- und L-Ketten zusammenlagern und bilden
somit die eigentlichen Paratope (Padlan, 1994). Der Kontakt zwischen AK und Antigen
erfolgt in den CDRs aber nur iiber wenige Aminosduren (20-30 %). Die {iibrigen
Aminosduren der CDRs sind nicht zuginglich oder sind fiir den Kontakt zwischen den
CDRs der entsprechenden H- und L-Ketten verantwortlich (Abergel et al., 1994). Mit ihrer
Ladung tragen sie erheblich zur Bindung bei (Smith-Gill, 1994). Dariiber hinaus sind fiir
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die  Antikorper-Antigen-Wechselwirkung aber auch die acht konservierten
Rahmenregionen (FR, framework regions) der variablen Regionen des AK von Bedeutung
(Padlan, 1994). Die V- wie die Vi -Domine verfiigen iiber jeweils drei CDRs, die von den
Rahmenregionen FR 1-4 flankiert sind (Wu und Kabat, 1970). Neben einer erhéhten
Sequenzvariabilitit gegeniiber den umgebenden Rahmenregionen treten in den CDRs auch
Unterschiede in der Lénge auf.

Fir die Bindung zwischen dem Paratop des AK und der antigenen Determinante des
Liganden sind Coulomb-Kréfte (= elektrostatische Krifte), Lifshitz-van der Waals-Krifte,
Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophobe Wechselwirkungen sowie Ca®-Briicken
verantwortlich (van Oss, 1992). Die Affinitit und Selektivitit eines Antikorpers zum
Antigen ist durch die Summe der intermolekularen Kréfte und iiber den Grad der

Komplementaritdt festgelegt.

Synthese von Antikorpern und deren Fragmenten

Die Antikdrperproduktion erfolgte zu Beginn der Antikdrpertechnologie hauptsédchlich
durch Immunisierung von Vertebraten, um polyklonale Antiseren zu erhalten. Erste
immunchemische Testsysteme in der Umweltanalytik basierten ausschlieBlich auf
polyklonalen Antikérpern (pAK; Haas und Guardia, 1968; Centeno et al., 1970). Die
Mehrzahl der relevanten Substanzen in der Umweltanalytik, sogenannte Haptene, weisen
ein geringes Molekulargewicht auf und sind so den antigenen Determinanten
gleichzusetzen. Sie konnen zwar von einem AK erkannt und gebunden werden, wirken
jedoch nicht immunogen. Die Kopplung mit immunogenen Tragerproteinen [z.B.
Rinderserumalbumin (BSA)] fiihrt zu einer Immunantwort, die zur Generierung diverser
Testsysteme eingesetzt wurde (Sherry, 1992; Dankwardt et al., 1997). Aufgrund des
komplexen Gemisches der Seren aus unterschiedlichsten Antikdrpern sind eine definierte
Spezifitit und Affinitdt zu einem bestimmten Antigen nur anndherungsweise zu erreichen.
Die Produktionsspanne eines einzelnen Tieres, das die gewiinschten pAKs entwickelt, ist
allerdings limitiert. Aulerdem garantieren diese Seren keine konstanten AK-Qualitidten
tiber ldngere Zeitrdume hinweg.

Die Entwicklung der Hybridomtechnologie von Kdéhler und Milstein (1975) stellte eine
wichtige Alternative zur AK-Produktion {iber Antiseren dar. Mit dieser Strategie gelang es,
monoklonale Antikoérper (mAK) in theoretisch unbegrenzten Mengen zu gewinnen, die
absolut identische Affinititen und Spezifititen gegeniiber einem definierten Antigen

besitzen. Dies leitet sich aus dem zentralen immunologischen Dogma ab, nach dem jeder
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B-Lymphozyt einen definierten Antikdrper synthetisiert, der gegen ein bestimmtes Epitop
gerichtet ist, einer Immunglobulinklasse und Subklasse zugeordnet werden kann, eine
definierte Affinitdtskonstante besitzt und iiber festgelegte biologische Eigenschaften
verfiigt (Roitt et al., 1995).

Andererseits erscheinen selbst die Moglichkeiten der Hybridomtechnik begrenzt, wenn das
gesamte Spektrum des natiirlichen AK-Repertoires genutzt werden soll. Dies zeigt sich in
dem Umfang immunchemischer Tests, die bis zum gegenwirtigen Zeitpunkt fiir die
Umweltanalytik konzipiert wurden. Von den 300 relevanten Pflanzenschutzmitteln sind
nur ca. 70 mit Immunoassays zu erfassen (Kramer und Hock, 1995). Weitere
Schwachstellen dieser Technlogie sind die letalen Wirkungen von hochtoxischen Analyten
bei der Immunisierung, die begrenzte Moglichkeit zur Modifikation von Spezifitit und
Affinitdt eines mAK und die Instabilitdt von etablierten Hybridomlinien. Auch die langen
und aufwendigen Entwicklungszeiten und die anspruchsvolle Pflege einer
Saugerzellenkultur sind Nachteile dieser Produktionstechnik.

Die AK-Produktion mit Hilfe von rekombinanter DNA-Technologie stellt die dritte
Moglichkeit zur Gewinnung von AK fiir die Umweltanalytik dar. Hier steht die
gentechnische Nutzung des Immunrepertoires bzw. der Antikérper-codierenden Gene von
Séugerorganismen im Vordergrund. Ab den achtziger Jahren kam die Gentechnologie auf
diesem Gebiet in der Medizin zum Einsatz. Die Synthese chimérer und humanisierter AK
aus Human- und Maus-AK durch Transfer bestimmter Gensegmente (Fv- und CDR-
Transfer, siche Abb.1) war Vorreiter von Modifikationen der Antigenbindungsstellen
durch gerichtete Mutagenese, Produktion von bindungsrelevanten AK-Teilstiicken und
Konstruktion kombinatorischer Gen-Bibliotheken (Kramer und Hock, 1995). Bedeutende
Fortschritte in der Konstruktion von rekombinanten AK (rAK) konnten mit Hilfe von
umfangreichen Informationen iiber Antikérpersequenzen (Kabat et al., 1991) und der PCR-
Methode (polymerase chain reaction; Larrick et al., 1989) zur Isolation der
AntikOrpergene erzielt werden. So war es mdglich, ganze Repertoires von V- und V-
Genen aus den Zellen des Immunsystems zu isolieren und anschlieBend in geeignete
Wirtszellen zu klonieren (Orlandi et al., 1989; Sastry et al., 1989). Die Nutzung des
Bakteriums E. coli als Wirtszelle zur Gewinnung von funktionellen Antikorperfragmenten
wurde von Better et al. (1988) und Skerra und Pliickthun (1988) etabliert. Um das
Screening von spezifischen Antikorperklonen aus Antikorperbibliotheken mit bis zu 10°
unterschiedlichen Klonen effektiver zu gestalten, wurde die Selektionsstrategie in vivo

mittels des Phagen-Display (Smith, 1985; Parmley und Smith, 1988; Smith und Scott,
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1993) imitiert. Bei Kontakt mit dem Antigen wird der B-Lymphozyt, der den spezifischen
Antikorper zundchst membrangebunden an der Oberflidche présentiert, aktiviert und zur
Vermehrung angeregt. Diese klonale Selektion einer spezifischen Zelle aus der Masse des
B-Lymphozyten-Pools wird in vitro iiber die Fusion von Antikdrpergenen mit Hiillprotein
codierenden Genen von Bakteriophagen und der anschlieBenden Présentation von
funktionell gefalteten Fusionsproteinen an der Phagenoberfliche erreicht (McCafferty et
al., 1990; Clackson et al., 1991; Kang et al, 1991). Aufgrund dieser physischen
Verbindung des Genotyps mit dem Phanotyp zu einer biologischen Einheit lassen sich iiber

die Bindung zum Antigen spezifische Antikdrperfragmente bzw. deren Gene selektieren.

Die Technik der rAK ermdglicht, neben der Reduzierung des Zeitaufwands (von 6-9
Monaten fiir mAK auf 3-4 Wochen fiir rAK), der Expression funktioneller AK-Fragmente
und der Modifikation der Antikdrper im Hinblick auf Spezifitiat und Affinitét, den Verzicht
auf Neuimmunisierungen und somit auf Tierversuche. Wegen der kurzen Generationsdauer
von Bakterien und der relativ leichten Handhabung, im Vergleich zur Zellkultur bei mAK,
bietet dieses Verfahren eine Beschleunigung und Erleichterung bei der Gewinnung von

groflen AK-Mengen.

Aufgrund der Tatsache, dafl die AK-Bindungsstellen ihre Targets in einem molaren
Verhiltnis von 1:1 binden, erscheint ein Antikdrper mit dem Molekulargewicht von 150
kD zu einem Target mit 200 Da unékonomisch (Harris, 1999). Folglich ist die
Konstruktion der kleinsten Erkennungseinheit bzw. des Fragments mit dem geringsten
Molekulargewicht, das die Affinitdit zu dem spezifischen Antigen beibehdlt, ein
erstrebenswertes Ziel. Denn je kleiner das Fragment ist, umso grofer ist die Zahl der
Bindungsstellen je Proteineinheit und umso geringer fallen die Produktionskosten je
Einheit aus. Durch Isolation der Leicht- und Schwerketten-DNA-Sequenzen wurde in den
letzten Jahren eine Vielzahl von AK-Fragmenten mit Antigen-Bindungsaffinitét
entwickelt. Das kleinste Molekiil, Fv (Fragment des variablen Teils), besteht nur noch aus
den variablen Regionen der schweren und leichten Kette (Vy und Vi, vgl. Abb. 1, S. 4). Da
den Fv-Fragmenten die kovalente Verkniipfung beider Ketten durch die Cysteine der
konstanten Ketten fehlt, erfolgt die Stabilisierung der Fragmente durch die Verbindung der
variablen Doménen {iiber ein flexibles Linkerfragment zu einem einzigen Proteinstrang.
Dabei entstehen die sogenannten single-chain Fv (scFv) Fragmente. Vy und Vp

interagieren iiber nicht-kovalente Bindungen, wobei der Linker die Assoziation der beiden
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Ketten zur korrekten Konfiguration unterstiitzt. Durch Verkiirzung des Linkers koénnen
sich monovalente scFv zu bivalenten Molekiilen zusammensetzen (Harris, 1999). Eine
weitere Variante des scFv stellt das scAb (single-chain antigen binding) Fragment mit der
zusédtzlichen konstanten Region der Leichtkette (Cr) dar. Durch Anfiigen einer konstanten
Region beider Ketten an das Fv-Fragment entsteht das Fp-Fragment (Fragment des
antigenbindenden Teils), das iiber eine Disulfidbriicke an den Cysteinen der konstanten

Regionen Cy und Cy. stabilisiert wird.

Die antigenbindende Funktion eines AK-Fragments kann durch Fusion an einen
heterologen Fusionspartner, wie z.B. Enzyme, Peptide oder Rezeptorliganden, auf eine
zusitzliche Eigenschaft erweitert werden. Diese bifunktionellen Antikorper sind kiinstliche
Molekiile, die im natiirlichen AK-Repertoire nicht enthalten sind. Beispielsweise
erleichterte die genetische Kopplung von Peptiden (z.B. Strep-Tag, His-Tag) die
Aufreinigung von exprimierten AK-Fragmenten (Skerra et al., 1994). Brégégere und
Bedouelle (1992) fusionierten die variablen Regionen eines Maus-AK mit dem Maltose-
Bindeprotein (malE) von E. coli zum Zweck der Reinigung {ber
Affinititschromatographie basierend auf gebundener Amylose. Die Fusion von
Streptavidin  an  scFv-Antikdrper ermoéglichte die  affinitétschromatographische
Aufreinigung unter Verwendung von Biotin-Analogen (Diibel et al., 1995). Benito et al.
(1993) vereinfachten das Monitoring und die Quantifizierung der Produktion von
Fusionsproteinen, indem sie das Enzym B-Galactosidase als Marker verwendeten. Die
Staphylococcen-Proteine A und B sind beliebte Fusionspartner, da aufgrund ihrer
Immunoglobulin-Bindungsbereiche eine einfache IgG-Affinitidtschromatographie zur
Reinigung der Fusionsproteine durchgefiihrt werden kann (Gandecha et al., 1992 und
1994; Stahl und Nygren, 1997). Auch das Enzym Glutathion-S-Transferase wurde als
affinity tag verwendet und fiihrte zur Entwicklung des pGEX-Fusionssystems, das auf die
Expression einer Vielzahl von Proteinen abgestimmt ist (Kaplan et al., 1997). Im Bereich
der Medizin entwickelten Rodriguez et al. (1995) ein Fusionsprotein aus Krebsantikorpern
und dem Enzym B-Lactamase, das zur Aktivierung eines Giftstoffes beitrug und somit
dessen zytotoxische Aktivitdt gegeniiber benachbarten Tumorzellen erhohte.

Fusionierte Marker-Enzyme finden auch ihre Anwendung in Immunoassays und stellen
eine Alternative fiir die chemisch gekoppelten Antigen- bzw. Antikdrper-Konjugate dar.
Durch rekombinante Synthese von Fusionsproteinen aus rAK und Reporterenzymen lief3e

sich ein dquimolares Verhéltnis zwischen dem antigenbindenden und dem enzymatischen

8
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Teil herstellen und die Unsicherheit der Kopplung auf Proteinebene verhindern (Kramer
und Hock, 1995). Allgemein tibliche Enzyme zur Erstellung von Enzymtracern in Assays

mit Farbnachweis sind Peroxidase und alkalische Phosphatase (aP).

Die aP ist ein homo-dimerisches Zink-Metalloprotein, das umfassend von Bradshaw et al.
(1981), Chang et al. (1986) und Kim und Wyckoff (1991) charakterisiert wurde. Der
Einsatz beim Nachweis bestimmter Analyten im ELISA erfolgt aufgrund der Farbreaktion,
die durch Enzymaktivitdt hervorgerufen wird. Beim Einsatz der aP als rekombinanter
Enzymmarker ist zu beachten, da3 dieses Enzym in dimerischer Form nur im Periplasma
von E. coli enzymatisch aktiv ist (Derman und Beckwith, 1995). Dies setzt die Steuerung
der Translokation aus dem Cytoplasma in das Periplasma durch bestimmte Leader-
Sequenzen (z.B. ompA) bei der Expression voraus. Neben der Detektionshilfe bietet die

fusionierte aP den Vorteil der Affinitéitssteigerung zum Antigen durch Dimerisierung.

Rekombinante Antikor perfragmentein der Umweltanalytik

Viele umwelttoxische Substanzen sind, bezogen auf die Immunantwort, niedermolekulare
Haptene mit MolekiilgroBen von unter 1000 Da, was die Konstruktion und Anwendung
von rAK neben der zahlreichen Vorteile in der Umweltanalytik plausibel erscheinen 148t.
Uberwiegend beschriinkt sich die Technologie von rekombinanten Antikorpern auf die
Klonierung und funktionelle Expression von Antikorper-codierenden Genen aus etablierten
Hybridomlinien. Die erste Klonierung im Umweltbereich wurde von Ward et al. (1993)
berichtet. Hierbei verhinderten jedoch einige technische Probleme bei der Isolierung der
Antikorper-Gene und deren Expression die Entwicklung eines geeigneten Assay zum
Nachweis von Xenobiotika. Nachfolgend wurden rAK gegen eine Reihe relevanter
Xenobiotika wie Diuron (Bell et al., 1995), Paraquat (Graham et al., 1995), s-Triazine
(Kramer und Hock, 1996a), Atrazin (Byrne et al., 1996), Cyclohexadion (Webb et al.,
1997), Parathion (Garrett et al., 1997), Dioxin (Lee et al., 1998a), Picloram (Yau et al.,
1998), Mecoprop (Strachan et al., 1999), Chlorpyrifos (Alcocer et al., 2000) und
polychlorierte Biphenyle (Chiu et al., 2000) aus Hybridomlinien synthetisiert, die sich
dhnlich den mAK fiir den quantitativen Nachweis von Xenobiotika eignen. Diese Arbeiten
zeigten sowohl Ahnlichkeiten (Kramer und Hock, 1996a; Lee et al., 1998a; Alcocer et al.,
2000) als auch gednderte analytische Eigenschaften (Graham et al., 1995; Byrne et al.,
1996) der rAK gegeniiber den parentalen mAK. Die Eignung der entwickelten
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Immunoassays fiir den Einsatz von Umweltproben unter Realbedingungen wurde bis jetzt
nur von Kramer (2001b) dokumentiert.

Eine Alternative zu Hybridomlinien, die als Quelle fir V-Gene dienen, sind
Genbibliotheken, die ein ganzes Immunrepertoire beinhalten. Ein erster Versuch, diese
Technolgie in die Umweltanalytik aufzunehmen, stammte von Karu et al. (1994). Die
isolierten Diuron-spezifischen AK-Fragmente aus dieser Bibliothek reagierten jedoch nur
schwach mit dem Analyten und waren somit fiir eine Spurenanalytik ungeeignet. Die
nachfolgenden Forschungen auf diesem Gebiet ergaben erfolgreichere Ergebnisse. Li et al.
(1999) isolierten ein Atrazin-spezifisches AK-Fragment aus einer AK-Bibliothek aus
Splenozyten immunisierter Kaninchen. Kramer (2001a) generierte eine S-Triazin-selektive
Genbibliothek aus Milzgewebe von immunisierten Mausen, aus der sich hochaffine AK-
Fragmente flir die Triazin-Analytik isolieren lieBen. Mittlerweile existieren kommerzielle
AK-Bibliotheken (z.B. HuCAL, Knappik et al., 2000), die grundsitzlich fiir die

Umweltanalytik einsetzbar sind.

Neben den scFv- (Kramer und Hock, 1996a; Garrett et al., 1997; Webb et al., 1997) und
den F,,-Formaten (Ward et al., 1993; Karu et al., 1994) findet auch das scAb-Fragment
(Grant et al., 1999) Anwendung in der Umweltanalytik. Auch die Wirtssysteme werden im
Hinblick auf gesteigerte Produktion und einfachere Reinigung variiert. Zusétzlich zu E.
coli werden Hefezellen (Lange et al., 2001) und Pflanzen (Longstaff et al, 1998; Strachan
et al., 1998) unter Verwendung von geeigneten Expressionssystemen zur Generierung von

rAK eingesetzt.

Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen die erwdhnten Vorteile der rekombinanten
Antikorpertechnologie durch Generation unterschiedlicher rekombinanter AK-Fragmente
mit verschiedenen Zielsetzungen fiir die Umweltanalytik genutzt werden. Dies beinhaltet
die Konstruktion eines Pyrethroid-spezifischen scFv-Fragments mittels Generierung einer
selektiven AK-Bibliothek mit den V-Genen einer bereits etablierten Hybridomlinie (Pullen
und Hock, 1995a) und Isolation eines affinen Klons iiber Phagen-Display, um den
Nachweis von Pyrethroiden in Umweltproben zu erméglichen. Pyrethroide (Abb. 2) sind
synthetische Insektizide, die primdr die Nervenreizleitung bei Insekten und Invertebraten

beeintrachtigen (Naumann, 1990b).

10
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Bioallethrin (1R trans, 4'RS)
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Abbildung 2 Einige wichtige Vertreter der Pyrethroide

Fiir den Menschen stellt die steigende Anwendung dieser Substanzen (Pullen, 1994) als
Pflanzenschutzmittel in geschlossenen Rdumen (Naumann, 1990a; Hildebrand, 1992), als
Behandlungsmittel von landwirtschaftlichen Produkten (Meister, 1996) und als
Medikamente in der Humanmedizin (Taplin et al., 1990; Snodgrass, 1992) eine
Beeintrachtigung der Gesundheit dar (Miiller-Mohnssen, 1993; Appel und Gericke, 1993).
Neben dem Einsatz der klassischen Pestizidanalytik mittels GC, GC/MS oder HPLC (BlaB,
1990) wurden fiir den Nachweis von Pyrethroiden auch immunchemische Methoden auf
Antikorperbasis (z.B. Wing und Hammock, 1979; Wraith et al., 1986; Pullen und Hock,
1995 a,b; Queftelec et al., 1998; Lee et al., 1998b) entwickelt. Jedoch liegen bisher keine

Forschungsberichte iiber rAKs gegen Pyrethroide vor.
11
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Eine weitere Zielsetzung, ein Verfahren zur optimalen Transformation vom scFv- in das
Fa-Format bei gleichbleibenden Bindungseigenschaften und im Hinblick auf eine
industrielle Verwertung, soll mit der Umklonierung von S-Triazin-spezifischen scFv-
Fragmenten (Kramer, 2001b) in einen geeigneten Expressionsvektor fiir E. coli realisiert
werden. Die Herbizidgruppe der s-Triazine (Abb. 3) zdhlt zu den selektiv systemischen
Photosynthesehemmern (Velthys, 1981; Tietjen et al., 1991) und dient zur Kontrolle von

breitblittrigen Unkrautern in verschiedenen Kulturen, vorwiegend Mais.

N

L o 7
i~ 2
HN—</ A N HN—</ \N
N— N=
|
Atrazin Simazin Propazin
H
N P A,
e o Be
NYN | XN XN
|
r NH S)\N)\NH s)\ 7 SNH
Terbuthylazin Ametryn Prometryn

Ay A A
HZN)l\N)\N)\ N N)|\N)\ NH, N N)|\N)\N/K

Cl

Desethylatrazin Desisopropylatrazin Hydroxyatrazin

Abbildung 3 Einige wichtige vertreter der S-Triazine

Die hohe Persistenz, die weltweite Verbreitung der S-Triazine in Boden, Atmosphire,
Oberflichen- und Grundwasser (Thurman und Meyer, 1996; Guzzella et al., 1996; Kramer
et al., 2001b) und die damit verbundenen Risiken fiir Mensch (Roloff et al., 1992; Meisner
et al.,, 1993) und Tier (Simic et al., 1991; Fischer-Scherl et al., 1991) erfordern eine
umfangreiche und prézise Triazin-Analytik. In dieser Gruppe fanden die rekombinanten

Antikorper neben etablierten Immunoassays mit mAK (z.B. Karu et al., 1991; Giersch et
12
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al., 1993) und pAK (z.B. Wittmann und Hock, 1989; Harrison et al., 1991) bereits Einzug
(z.B. Ward et al., 1993; Kramer und Hock, 1996b; Strachan et al., 1998). So beschrinken
sich die folgenden Arbeiten mit diesen Herbiziden auf genetische Verdnderungen von
existierenden AK-Fragmenten, wie die Umklonierung von scFv-Fragmenten und die
Konstruktion eines bifunktionellen AK-Fragments mit Marker-Funktion. Mittels Fusion
des Enzym-Gens alkalische Phosphatase an ein Atrazin-spezifisches scFv-Fragment
(Kramer und Hock, 1996a) entsteht nach funktioneller Expression in E. coli ein AK-
Molekiil sowohl mit Hapten-Bindungsaffinitit als auch mit Enzymaktivitit. Dadurch 1483t
sich der Einsatz von Immunoassays in der Umweltanalytik vereinfachen, da die Zugabe
von konventionell Enzym-markierten Sekundirantikérpern entfdllt. Das generierte
Kassettensystem sollte derartig gestaltet sein, dall ein Austausch von AK-Fragmenten und

somit die Anwendung auf andere Analyten erfolgen kann.

13
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Material und Methoden

[ Material und Methoden

1 M aterial

1.1 Reagenzien

Acrylamid 30 %

Agarose NEEO

Agarose 50-1000 bp
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Anhydrotetracyclin

Avidin

Bacto Agar

Bacto Tryptone

Bacto Y east extract

Bicinchoninsaure

Bromphenol-Blau

Chloramphenicol
Chloroform-1soamyl-Alkohol
1-Cyclohexyl-3-(2-Morpholinoethyl)-
carbodiimidmetho-4-toluolsulfonat (CMC)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DM SO)
di-Natrimhydrogenphosphat-dodecahydrat
Desthiobiotin

EDTA

Eisessig

Ethanol abs.

Ethidiumbromid

Formaldehyd 37 %

D(+)-Glucose

Glutamin

Glycin

Glyceral

14

Roth, 3029.1

Roth, 2267.1

Roth, K297.1
Roth, 9592.3
Boehringer Mannheim, 835242
Acros, 233131000
Sigma,

DIFCO, 0140-01
DIFCO, 0123-17-3
DIFCO, 0127-17-9
Sigma, B-9643
Sigma, B-3269
Sigma, C-7795
Amresco, X205
Sigma,C-1011

Sigma, D-5758
Sigma, D- 4254
Sigma, D-8779
Merck, 1.06579
Sigma, D-1411
Sigma, E-5134
Sigma, A-6283
Serva, 11093

Sigma, E-8751
Fluka, 47629

Sigma, G-5400
Sigma, G-7513
Roth, 3908.3

Sigma, G-5516
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Glycogen

Harnstoffperoxid
Hexamincobalt(l11)chlorid
Huhneroval bumin
4-Hydroxyazobenzen-2-Carboxylsaure (HABA)
| sopropanol
Isoproyl-(3-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG)
Kalciumchlorid
Kaiumchlorid

Kanamycin
Kupfer(ll)-sulfat-5-hydrat
Magermilchpul ver

M agnesiumchlorid-6-hydrat
M agnesiumsulfat
Manganchlorid-4-Hydrat
2-Mercaptoethanol
Mineraldl

Natriumacetat
Natriumcarbonat, wasserfrei
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
p-Nitrophenyl phosphat
ortho-Phosphorsaure 85 %
Penicillin G
Phenol-Chloroform
Polyethylenglykol (PEG)
Rinderserumalbumin (BSA)
Salzsdure min. 37 %
Schwefelsaure 95-97 %
Silbernitrat

TEMED

3,3, 5,5 -Tetramethylbenzidin (TMB)

15

Pharmacia, 27-9254E
Calbiochem, 666121
Sigma, H-7891
Sigma, A-5378
Sigma, H-5126
Sigma, 1-9516
Sigma, 1-9003
Sigma, C-3306
Sigma, P-4504

ICN, 70560-51-9
Sigma, C-2284
Reformhaus

Sigma, M-0250
Sigma, M-7506
Sigma, M-3634
Sigma, M-6250
Sigma, M-5904
Sigma, S-8625
Fluka, 71355

Merck, 1.06404
Sigma, L-4509
Merck, 1.06329
Merck, 1.06498
Sigma, 104-0
Merck, 1.00552
Sigma, PEN-K

Roth, A156.1
Sigma, P-5413
Sigma, A-7906
Riedel-de Haen, 30721
Merck, 1.00807
Riedel-de Haen, 10220
Roth, 2367.3

Sigma, T-2885
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Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Trypanblau

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonol aurat)

Wasser, 18 Megohm (Dnase-+ Rnase-frel)
Wasserstoffperoxid 30 %

Sigma, T-8524
Sigma, T-6146
Serva, 37470
Sigma, W-4502
Merck, 1.08597

Alle nicht aufgefuhrten Chemikalien besal3en ebenfalls Analysen-Qualité und wurden bei

den Firmen Merck und Sigma bezogen.

1.2  Immunreagenzien

Anti-E-Tag-1gG

Anti-E-Tag-HRP-K onjugat
Hybridomlinien /A5-7/C10, 3/B4-1/F8
Streptavidin-POD

Ziege-anti-Maus-POD-K onjugat (polyvalent)

Ziege-anti-Maus-POD-K onjugat (Fc-spezifisch)

1.3  Probenpuffer, DNA- und Proteinmarker

DNA-Marker

Marker Il

Gene Ruler 100 bp DNA Ladder
Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker 3

Mol ekul ar gewi chtsmarker
Roti-Marker 10-100

Probenpuffer
6x Mass Loading Dye Solution
Puffer Roti-Loadl 4x konz., red.

1.4  Molekularbiologische Reagenzien

First-strand cDNA Synthesis Kit
Gene amp-PCR-Core Kit

QiagenExIl

Qiagen Plasmid Purification Mini Kit

16

Amersham, 27-9412-01
Amersham, 27-9413-01

Dr. Sabine Pullen, TU-Erlangen
Roche, 1089153

Sigma, A-8924

Sigma, A-0186

Eurogentec, MW-0020-10
MBI Fermentas, SM 0243
MBI Fermentas, SM 0193

Roth, P-050.1

MBI Fermentas, R0621
Roth, 929.1

Pharmacia, 27-9261-01
Perkin Elmer, N8080009
Qiagen, 20051

Qiagen, 12125
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QIA prep Spin M13 Kit
Quick Prep mRNA Purification Kit
Restriktionsenzyme: Eco47 Il
Eco9l | (BStE 1)
Hind 111
Nde |
Nco |
Pst |
Scl
Sl |
Xba l
Xho |
Not |
Sil
T4 DNA-Ligase

Qiagen, 27704
Pharmacia, 27-9254-01
MBI Fermentas, ER0321
ER039
ER0501
ER0581
ER0571
ER0611
ER1131
ER0641
ER0681
ER0691
Eurogentec, RE 1800-10
RE 1970-10
New England Biolabs, 202S

Die jewells optimalen Puffer fir die Enzyme werden vom Hersteller mitgeliefert.

15 Klonierungsmaterial und Bakterienstamme

Expressionsvektoren: pASK 75
pASK 99

Klonierungsvektor pPHOA 4

Phagemidvektor pPCANTAB 5E
M13K 07 Helferphagen
scFv-Antikorper-Gene:

K47H

IPR-7, IPR-23, IPR-53

17

Prof. Dr. A. Skerra, Lehrstuhl fir Bio-
logische Chemie, Wissenschaftszen-
trum Weihenstephan, TU-Munchen,
Freising

Dr. C. Schmidt-Dannert, Institut fir
Technische Biochemie, Universitét
Stuttgart

Pharmacia, Freiburg

New England Biolabs, N0315S

Dr. Karl Kramer, Lehrstuhl fir Botanik
Wissenschaftszentrum Wel henstephan,

TU-MUnchen, Freising
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E. coli-Bakterienstamme:

DH50" GifcoBRL

JM83 Dr. K. Kramer, Lehrstuhl fir Botanik,
Wissenschaftszentrum Weihenstephan,
TU-MUnchen, Freising

TG1 Pharmacia, Freiburg

CJ236 New England Biolabs

1.6  Pyrethroide, s-Triazineund deren Konjugate

Pyrethroide:

Allethrin Ehrensdorfer, C 101000

Bioallethrin C 106100
S-Bioallethrin (Esbiol) C 132100
trans-Permethrinsaure-OV A-K onjugat Dr. Sabine Pullen, TU-Erlangen
(t-PMA-OVA)

s-Triazine

Ametryn Ehrensdorfer, C 101500

Atrazin C 103300
Desethylatrazin C 103310
Desisopropylatrazin C 103203

Propazin C 164400

Simazin C 169500
Terbuthylazin C 173000
Dichloratrazin C 103410
Dichlorsimazin C 103478
4-Chlor-6-isopropylamino-1,3,5-triazin- Dr. K. Kramer, Lehrstuhl fur Botanik,
2-aminohexan -OVA-Konjugat (IPR-OVA) Wissenschaftszentrum Weihenstephan,

TU-MUnchen, Freising

Die Stammldsungen der einzelnen Pyrethroide wurden in einer Konzentration von 1 mg/ml
in einem Methanol:Aceton (12:88, v/v)-Gemisch angesetzt. Die s-Triazine wurden in einer
Konzentration von 1 mg/ml in Ethanol gelost; die Stammldsung von Simazin wurde in

DMF in einer Konzentration von 0,1 mg/ml angesetzt.

18
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1.7  Oligonukleotidprimer

Alle Primer wurden von der Firma Eurogentec, Belgien; synthetisiert.

Tabelle 1 Primer fir Fusionsprotein scFv-aP

Name Sequenz 5'-3

PHOABACK CGATAGTCGACCGGACACCAGAAATGCCTGTTC
PHOAFOR AGCATAGCGCTCATGGTGTAGAAGAGATCGGTC
scFvBACK GTTAGGCCTTGGCCCAGCCGGCCATGGC
scFvFOR CTAGTCGACTGCGGCCGCCGTTTGATTTC
pASK75-P1 GTGGCACTGGCTGGTTTCGC

pASK75-P2 GATCCGTGACGCAGTAGCGG

PHOA-X1 CGTGGCATCCTGCAACTCTGCG

PHOA-X2 CCCAACGATTCTGGAAATGGC

PHOA-X3 GATCCTGTTTATCGATTGACGC

PHOA-X4 CAACCCTGGCGCAGATGACCG

Tabelle 2 Primer fur Konstruktion des scFv 4H/41

Name Sequenz 5'-3

VH1BACK AGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG

VH1FOR2 TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCC
VK2BACK GACATTGAGCTCACCCAGTCTCCA
MJIKFONX-Mix

MJIKIFONX | CCGTTTGATTTCCAGCTTGGTGCC
MJIK2FONX | CCGTTTTATTTCCAGCTTGGTCCC
MJIK4FONX | CCGTTTTATTTCCAACTTTGTCC

MJIKSFONX | CCGTTTCAGCTCCAGCTTGGTCCC

GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCSAGGTS
MARCTGCAGSAGTCWGG

VH1BACKSTil

19
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Tabelle 2 (Fortsetzung)

JKNotl-Mix
JK1INotl GAGTCATTCTGCGGCCGCCCGTTTGATTTCCAGCTTGGT
GCC
JK2Notl GAGTCATTCTGCGGCCGCCCGTTTTATTTCCAGCTTGGT
CcCC
JK4Notl GAGTCATTCTGCGGCCGCCCGTTTTATTTCCAACTTTGT
CCC
JKS5Notl GAGTCATTCTGCGGCCGCCCGTTTCAGCTCCAGCTTGGT
CcCC
LinkBACK GGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA
LinkFOR TGGAGACTGGGTGAGCTCAATGTC
PCANTAB-S1 CAACGTGAAAAAATTATTATTCGC
PCANTAB-S3 GGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGG
PCANTAB-$4 CCAGAGCCACCTCCGCCTGAACC
PCANTAB-S6 GTAAATGAATTTTCTGTATGAGG
KUNKDEL GTAAATATTTTGGCTGGC

M=AoderC,R=Aoder G, S=Coder GGW=AoderT,Y=Coder T

Tabelle 3 Primer fur Fab-Subklonierung

Name Sequenz 5'-3

V1 SUBFabBACK* CAGGTGAAACTGCAGSAGTCWGG
V1 SUBFabFOR* TGAGGAGACGGTGACCGTGGTSCC
V| SUBFabBACK* GACATYGAGCTCACYCAGTCTCCA
V| SUBFabFOR* CAGTTTSAKCTCGAGCTTGGTSCC
SEQU1 AGACAGCTATCGCGATTG

SEQU2 TCCCTCCGACCTCTGAC

SEQU3 CACTGGCACTCTTACCG

SEQU4 CAGCGTTTACACGCGG

* Kramer et al. (2001a)
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Alle Primer lagen in lyophilisierter Form vor. Die Konzentration je Primer wurde mit
H,O* auf 100 pmol/ul eingestellt.
Die Primer-Mischungen MJKFONX-Mix und JKNotl-Mix sind &guimolare Gemische aus

den zugehorigen Primern.

1.8 Medien und Puffer

TES-Puffer

0,2 M Tris-HCI (pH 8,0)
0,5mM EDTA

0,5 M Saccharose

1.8.1 Zdlkulturmedium

Fotales Ké berserum (FCS) Bioconcept
RPMI 1640 mit Hepes (25 mmol/L) GifcoBRL, 13018-023

Normalmedium (NM)

500 m RPMI 1640 mit Hepes

55 ml FCS

5,5 ml 200 mM Glutamin

5,5 ml 10° M Mercaptoethanol-L&sung (50 ml Mercaptoethanol ad 76 ml H,0, frisch
hergestellt)

NM bei —20 °C lagern.

1.8.2 Medien und Agar zur Bakterienkultur

Ampicillin (Amp)
20 mgin 1 ml H,O dest. 16sen und mit 0,2 um Filter sterilfiltrieren.

Chloramphenicol (Cm)
30 mg in 1ml Ethanol |Gsen.

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium), pH 7,0
10 g Bacto-Trypton

5 g Bacto-Y east

10 g NaCl

ad 1000 ml H,O dest., autoklavieren.
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L B-Amp-Medium
100 pg/ml Ampicillin zu LB-Medium geben.

L B-Amp-Agar

15 g/l Bacto-Agar zu LB-Medium geben, autoklavieren.

Nach Abkihlen die Flussigkeit mit 100 pg/ml Ampicillin versetzen und in sterile
Petrischalen giefen.

L B-Amp-Cm-Medium
100 pg/ml Ampicillin

15 pg/ml Chloramphenicol
zu LB-Medium geben.

L B-Amp-Cm-Agar

15 g/l Bacto-Agar zu LB-Medium geben, autoklavieren.

Nach Abkuhlen die Flussigkeit mit 100 pg/ml Ampicillin und 15 pg/ml Chloramphenicol
versetzen und in sterile Petrischalen gief3en.

M9-Agar

(1) 5x M9 Salzl6sung: (1) Agar

2,5gNaCl 200 ml 5x M9 Salzl6sung
5 g NH,CI 2ml 1M MgSO,

64 g NapHPO, 0,1 ml 1M CaCl,

15 g KH,PO, 20 ml 20 % Glucose

ad 1000 ml H,0 dest. 15gAgar

ad 1000 ml H,O dest., autoklavieren

Nach Abkuhlen die FlUssigkeit mit 400 pl Thiaminhydrochlorid (sterilfiltriert) versetzen
und in sterile Petrischalen giefien.

2XYT-Medium

17 g Bacto-Trypton

10 g Bacto-Y east-Extract

5 g NaCl

ad 1000 ml H,O dest., autoklavieren.
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2XYT-AmpGlu-Medium

100 pg/l Ampicillin

55,6 ml/l 2M Glucose-L6sung (sterilfiltriert)
Zu 2xY T-Medium geben.

SOB-Medium, pH 7,0

20 g Bacto-Trypton

5 g Bacto-Y east-Extract
0,5 g NaCl

10 ml 250 mM KCI-Ldsung
ad 1000 ml H,0O dest.

Nach Autoklavieren Lésung mit 5 ml 2M MgCl2-Ldsung (autoklaviert) versetzen.

SOB-Agar
30 g/l Bacto-Agar zu SOB-Medium geben, autoklavieren.
Nach Abkuhlen die FlUssigkeit in sterile Petrischalen giessen.

SOBAmMpGIlu-Agar

100 pg/ml Ampicillin

55,6 ml 2M Glucose-L6sung (sterilfiltriert)
ad 1000 ml SOB-Agar

Die FlUssigkeit in sterile Petrischalen giessen.

SOC-Medium

10 ml 2M Glucose-Losung (sterilfiltriert)
5 ml 2M MgCl2-L6sung (autoklaviert)
100 pg/ml Ampicillin

ad 1000 ml SOB-Medium.

1.8.3 Pufferlésungen fur ELISA

Pico Luminol/Enhancer Solution Pierce, 1856155
Pico Stable Peroxide Solution Pierce, 1856156
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Carbonatpuffer, 50 mM, pH 9,6
50 mM Na2CO3
50 mM NaHCO3

500 ml gel6stes NaHCO3 vorlegen; pH 9,6 mit gelostem NapCO3 einstellen.

PBS (Phosphate buffered saline) 80 mM, pH 7,4
10 mM NaH,PO4 x H,0

70 mM NaHPO,

145 mM NaCl

PBS-Waschpuffer

100 ml PBS (80 mM, pH 7,4)
900 ml H,0O dest.

0,5 ml Tween 20

TBS (Trisbuffered saline), 50 mM, pH 7,2
50 mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
1 mM MgClo

10 mM NaCl»

TBS-Waschpuffer

100 ml TBS (50 mM, pH 7,2)
900 ml H,0O dest.

0,5 ml Tween 20

aP-Substratpuffer, 70 mM, pH 9,8
70 mM Diethanolamin

aP-Substrat
0,5 mg p-Nitrophenyl phosphat/ml aP-Substratpuffer

POD-Substrat

(1) Chromogenl ésung (1) Substratpuffer

1,2mM TMB 3,5mM NaHPO,4 x 12 H,0O
8 mM H3PO4 132 mM NaH,PO,4 x H,O
12 mg/l Penicillin G 3 mM Harnstoffperoxid

10 % DM SO
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Unmittelbar vor Gebrauch 1 Teil Losung (1) mit 2 Teilen Lésung (1) mischen.

1.8.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Westernblot

Laufpuffer fir Elektrophorese
3,5mM SDS

25mM Trig/HCI

190 mM Glycin

SDS-Polyacrylamid-Gel

Trenngel

3,5 ml Acrylamid 30%

2,59 ml H,0O dest.

3,75 ml Tris/HCI (1 mol/l, pH 8,7)
90 ul SDS (10%)

70 pl APS (200 mg/ml)

4 ul TEMED

L dsungen fur die Silbernitrat-Farbung

() Fixierlosung (1) Thiosulfatlésung
100 ml Eisessig 200 mg NaxS,03

400 ml EtOH ad 1000 ml H,O dest.

ad 1000 ml H2O dest.

(1V) Entwicklerl6sung (V) Stoplésung
30 g N&COs3 5gGlycin
~ 40 pg NapS,03 ad 1000 ml H,O dest.

500 pl CH,O (37%)
ad 1000 ml H,O dest.

10x Transfer puffer fir Westernblot (ph 8,3)
390 mM Glycin

480 mM Tris

0,37 % SDS

25

Sammelgel

660 ul Acrylamid 30%

2,75 ml H,O dest.

500 ul Tris/HCI (Imol/l, pH 6,8)
40 pl SDS (10%)

24 ul APS (200 mg/ml)

4 ul TEMED

(111) Silbernitratl6sung
29 AgNO;

200 pul CH20 (37%)
ad 1000 ml H,0O dest.
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POD-Substrat fiir Wester nblot

(DSubstratpuffer (pH 3,8) (1) TMB Stamml6sung
200 mM KH,-Citrat 0,3759g TMB
1 mM Sorbinsaure 5ml DMSO

ad 25 ml Methanol

(11)H20, Lésung
3,3 ml H,0, 30 %
ad 100 ml H2O dest.

1 % Dextransulfat in Lésung (1) 16sen und unmittelbar vor Gebrauch 500 pl Lésung (1)

und 100 pl Lésung (111) zugeben.

1.85 DNA-Gelelektrophorese

Agarose-Gel

0,7-1,5 % (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer (s.u.) durch Erhitzen |6sen.
Nach AbkUhlung mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid (Stammldsung 10 mg/ml) versetzen.

50x-TAE-Puffer, pH 8,0
2429 Tris

57,1 ml Eisessig

20 ml 0,5M EDTA (pH 8,0)
ad 1000 ml H,0O dest.

1.8.6 Streptavidin-Affnitatschromatographie

(1) Laufpuffer (1) Elutionspuffer (111) Regenerationspuffer
100 mM Trig/HCI, pH 8,0 2,5 mM Desthiobiotin 5mM HABA

150 mM NaCl

1 mM EDTA

(1) und (111) jeweilsin (1) |6sen.

1.8.7 Puffer fur Bl Acore-Messungen

Amine Coupling Kit Biosensor, BR-1000-50

PBS Tablets Sigma, P-4417

Elutionspuffer, pH 2,8
1,5M Glycin/HCI
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19 Verbrauchsmaterial

Cryorohrchen (1,5-2 ml) Nalgene
Dialyseschlauch SpectraPor CE Roth
Flusszelle IFC BlAcore
Glaspipetten (10 ml) Pyrex
Mikrotiterplatten Greiner
(F-Form, Bindungsaffinitét hoch)
PCR-Gefél3e (0,5 ml) Sarstedt
PCR-Pipettenspitzen Gilson
CP10 (0,5-10ul)
CP 100 (10-100 ul)
Petrischalen (& 8,5 cm), (& 14,5 cm) Greiner
Pipettenspitzen
1-50 pl, 10-1000 pl Sarstedt
0,1-10 ul Gilson
Plastikpipetten (50 ml) Greiner
Schnappdeckel gefalle Eppendorf
(600 pl, 1,5ml, 2 ml)
Sensor Chip CM5 Biacore, 0344
Skalpellklingen Bayha
Sterilfilter (0,22 um, 0,45 um) Sartorius
ZdlIkulturflaschen (25, 225 cm?) Renner
Zentrifugenrohrchen (30 ml, 50 ml) Falcon, Sorvall
Zentrifugenbecher (250 ml) Sorvall
1.10 Gerate

BIO-RAD Econo System
Biosensor BIAcore ™ 2000
Brutschrank, BB 6220 CU
Centrifuge 5403

BIO-RAD, Minchen
BlAcore, Uppsala, Schweden
Heraeus, Osterode

Eppendorf, Hamburg

Elektrophoresekammer GNA 100, 200
Elektrophoresekammer BlueVertical 100/C

Elektrophorese- Spannungsversorgung

Pharmacia, Freiburg
Serva, Heidelberg

Pharmacia, Freiburg
Elektroporationsgerét Easyject one Equibio, Erlangen
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Horizontal schiittler KL2
Inkubationsschittler G24/25

Kamera Camag Reprostar
Mikroprozessor pH Meter ph 535, MultiCal
Mikrotiterplatten-Waschautomat 96PW
PCR-EXxpress

Photometer LP 300

Pipetten Pipetman

(10, 100, 1000 pl)

Reader SPECTRAF our Plus

Rihrzelle 8010

mit Membran XM 10.000, 50.000 MW

Sterilbank Clean Air CA/RE 4
Tank Blot Spannungsversorgung

Power Supply Model 250/2.5
Tank Blot System Trans Blot™ Caell
Umkehrmikroskop, Wilovert I
V erdrangungspi petten Microman
(10, 100 pl)
Wasserbad Thermostat 2761

NK 22

Zentrifuge Sorvall RC-5B
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New Brunswick Scientific, Nurtingen
Polaroid, Massachusetts, USA
WTW, Weilheim

SLT, Crailsheim

Hybaid, Heidelberg

DR Lange, Berlin

Gilson, Langenfeld

Tecan, Crailsheim
Amicon, Lexington
Filtron, Karlstein
Haan, Kaarst
BIO-Rad, Munchen

BIO-Rad, M linchen
Wild-Leitz, Minchen
Gilson, Langenfeld

Eppendorf, Hamburg
Haake, Berlin
DuPont Instruments, Wiesbaden
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2 Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden etablierte Standardtechniken der Molekularbiologie fir
unterschiedliche Zielsetzungen benutzt. Diese Verfahren umfassen im Wesentlichen die
Amplifikation von DNA-Sequenzen, den Restriktionsverdau von Vektoren und
Insertionen, die Ligation von Vektor-DNA mit Antikérpergenen und die Transformation
von E. coli mit rekombinierten Vektoren Uber die CaCl,-Methode oder Elektroporation,
daneben die Analyse und Praparation von DNA in der Gel-Elektrophorese, die Reinigung
und Prézipitation von DNA sowie die Analyse von Expressionsprodukten im SDS-PAGE
und Westernblot. Sofern die einzelnen Methoden nicht néher aufgefihrt sind, wird sich auf
diein Sambrook et al. (1989) beschriebenen Techniken bezogen.

2.1 Konstruktion eines Pyrethroid-spezifischen scFv-Antikor per fragments
211 scFv Phagen-System

Wesentliche Schritte des scFv Phagen Systems sind in den Abbildungen 4a und b
dargestellt. Abbildung 4a (S. 30) zeigt die Konstruktion des scFv-Fragments aus mRNA
und die Ligation mit dem Phagemid pCANTAB 5E. Die Methodik des Phagen-Displays
wird in Abbildung 4b (S. 31) prasentiert.

Als mRNA-Quelle dienen Hydridomzellen bzw. Populationen von B-Lymphozyten, die
Antikorper sezernieren. Im Anschlul3 an die mRNA-Isolierung und die cDNA-
Erststrangsynthese werden die variablen Regionen der Leicht- und Schwerketten selektiv
Uber PCR amplifiziert. Die entsprechenden Amplifikate lassen sich elektrophoretisch
auftrennen und isolieren. Da Heterodimere aus den variablen Leicht- und
Schwerkettenregionen  aufgrund  fehlender intermolekularer  Disulfidbricken  zur
Dissoziation neigen, werden die DNA-Fragmente in einer zweiten PCR Uber eine DNA-
Linkersequenz zusammengefigt, die fur (Gly,Ser), codiert. In einer abschliefienden PCR
werden die korrekt zusammengefiigten scFv-Gene amplifiziert und zugleich durch die
Primer mit einer Sfi 1-Restriktionsschnittstelle am 5'-Ende und einer Not [-Schnittstelle am
3-Ende versehen. Nach Isolierung Uber eine Gelelektrophorese und anschlief3endem
Verdau mit den Restriktionsenzymen (RE) S | und Not |, werden die scFv Fragmente mit
dem Phagemid pCANTAB 5E ligiert.
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Extraktion der mRNA aus den Hybridomzellen
Vi Cy \A C,

- | [ ] | - - -

|

Synthese der cDNA

|

Amplifikation der variablen Regionen

— C. —> V. C
— [ ] | - - -
<+— l +—

Konjugation von V,, und V, mit DNA-Linker

Linker \A

— V,
BN [ .
|
scFv-DNA Fragment

Vi A

}

Amplifikation des scFv mit Anfiigen von Sfi | und Not |

Q VH VL
[ I P |
| )
RV von scFv
Vy \A

— I N

|

Ligation mit Phagemid

RN scFv-DNA Fragment

Phagemid pCANTAB 5E

Abbildung 4a Klonierungsschema des scFv-Fragmentsin pPCANTAB 5E
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scFv-DNA Fragment
Vi \A
\ S - ]

\ Ligition /

Phagemid pCANTAB 5E

Transformation von E. coli
und Expression in M13-Phage

C00008000,00000000800800000]

}

Panning von spezifischen Phagenantikdrpern

Reinfection von E. coli
mit eluierten Phagen

y

Selektion von Einzelkolonien

v
Expression von l8slichen scFv
oD
N\ =
=
v

Screening im ELISA

Phage g3p
- ==
\
ssceccccesnecossssssnoasscsaaccsssensssacae;

Abbildung 4b Schema des Phagen-Displays
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Das Phagemid (Abb. 5) ist in der Weise konstruiert, dal3 das scFv-Gen upstream zu einer
verkirzten Form des C-terminalen Tellstiicks des Genlll (fd gene 3) inseriert wird, das fur
das kleinere Oberflachenprotein plll von Bakteriophagen codiert. Auf diese Weise erhélt
man ein scFv-plll Fusionsgen. Die Transkription dieses Gens steht unter der Kontrolle des
induzierbaren lac Promoters (Pi), der durch den lac 1q Gen codierten lac Repressor
reguliert wird. Die Signalsequenz des g3p-Leaders leitet den Transport des Proteins in das
Periplasma von E. coli, wo es durch die g3p Hauptdomane an die Spitze des Phagen
integriert wird. Weiterhin enthalt der Vektor die codierende Sequenz fiir das Peptid E-Tag,
welches im ELISA oder bel der Proteinaufreinigung Uber die Affinitétsreaktion mit dem
spezifischen Anti-E-Tag-Antikorper Verwendung findet. Die Trandation des scFv-E-Tag
Gens wird durch das Amber Stop-Codon terminiert. In der E. coli Suppressor-Linie TG1
wird dieses Stop-Codon teilweise Uberlesen. So werden scFv-g3p Fusionsproteine
produziert und an der Phagenoberflache présentiert. Zusétzlich zum Ampicillinresistenz-
Gen (Amp") befinden sich die Replikationsstartstellen des M13 Phagen (M 13 ori) und des
E. coli Plasmids (ColEL ori) auf der Vektor-DNA.

sfil Notl Amber Stop Codon

5 g“signal g.1aqg

lac

fd gene 3
ColE1 ori

PCANTAB 5E
4517 bp

Amp'

Abbildung 5 Phagemidvektor pPCANTAB 5E
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Nach Insertion des scFv-Gens in pCANTAB 5E transformiert man kompetente E. coli TG1
mit dem rekombinanten Phagemid.

Das scFv-Genlll Fusionsgen wird nachfolgend Uber eine Superinfektion der
transformierten Bakterienzellen mit M13KO7 Helferphagen isoliert. Die Induktion mit
IPTG initiiert die Synthese kompletter rekombinanter Phagenpartikel, die aus dem
Periplasma der Bakterienzellen in den Kulturiiberstand abgegeben werden. Diese Phagen
tragen das einzelstrangige Phagemid, das fur das scFv-plll Fusionsprotein codiert. Das
entsprechende scFv wird an der Phagenoberflache présentiert, wobei das plll-Tellstlick als
integraler Bestandteil in der Phagenhille verankert ist. Spezifische Phagen lassen sich Uber
haptenbeschichtete Festphasen selektieren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
dafir das Panning verwendet. Bei dieser Selektionsmethode wurden die Phagen in
haptenbeschichteten Mikrotiterplatten inkubiert. Spezifische Phagen binden Uber das
prasentierte scFv an das immobilisierte Hapten, wahrend sich ungebundene Phagen durch
Spilen mit Waschpuffer entfernen lassen. Anschlief3end werden E. coli TG1 Zellen mit
den selektierten Phagen infiziert und auf Selektionsmedium ausplattiert, um
Einzelkolonien zur Expression von léslichen scFv zu erhalten. Die Spezifitét der
individuellen scFv-Klone wird im Enzymimmunoassay Uber Verdrangung mit dem Hapten
bestimmt. Positive Klone werden sequenziert und die Antikorperfragmente
affinitétschromatographisch aufgereinigt.

2.1.1.1 Isolierung von mRNA

Hybridomzellen wurden als mRNA-Quelle verwendet. Die Zellinien 1/A5-7/C10 und
3/B4-1/F8, die monoklonale Antikorper gegen die Pyrethroide Bioalethrin bzw. S
Bioallethrin produzieren (Pullen und Hock, 1995a), wurden in Kultur genommen. Die
erforderlichen Zellkulturarbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in Normalmedium im Brutschrank bei 37 °C, 95%
Luftfeuchte und 5% CO, zur Stabilisierung des pH-Wertes im Kulturmedium. Alle 2-3
Tage efolgte in der Regel ein Mediumswechsel. Drel grofde, gut bewachsene
Zelkulturflaschen (225 cm?) je Zellinie wurden zur Isolierung der mRNA verwendet,
wobei eine Vitalitdt von Uber 90 % der gesamten Zellmenge winschenswert war. Der
Antell vitaler Zellen wurde mit Trypanblaufarbung bestimmt. Hierbel wurden die Zellen
1:10 in einer Trypanblaul6sung verdinnt und mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer unter
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einem Mikroskop ausgezéhlt. Die Zahl der lebenden Zellen wurde unter dem
Ausschlul3prinzip, d.h. keine Anférbung der vitalen Zellen, bestimmt.

1. Zentrifugation von 5x106 vitaler Hybridomzellen in Ausschwingrotorzentrifuge bei
4000 rpm und RT fir 5min

2. Resuspension der Zellen in 20 ml RPMI 1640 und anschlief3ende Zentrifugation bei
4000 rpm und RT fur 5min

Zellruckstand auf Eis geben.

3. Extraktion der mRNA mit QuickPrep mRNA Purification Kit von Pharmacia.
Die polyadenylierte mRNA wird hierbei nach Zellausschlul3 Uber poly(dT) Saulen
affinitétschromatographisch isoliert.

Extraktion der mRNA

1. Resuspension des ZdIrickstands mit 1,5 ml Extraktionspuffer (vollstandig gel 6st
bei RT)

2. Hinzuftgen von 3 ml Elutionspuffer und grtindlich mischen

3. Zentrifugation bei max.Rotorgeschwindigkeit (z.B. in Sorvallzentrifuge RC-5B) bei
RT fur 5-10 min

| solation der mMRNA

1. Ubertrag von 4 ml des Uberstands auf die praparierte Oligo(dT)-Cellulose Spun Saule
Verschlief3en der Saule und Invertieren fur 10 min zum Mischen des Extraktes mit

dem Saulenmaterial
2. Zentrifugation bei 350x g und RT fur 2 min

3. Entfernen des Uberstands und Zugabe von 3 ml Hochsal zpuffer
Verschlief3en der Saule und Resuspension der Matrix durch vorsichtiges Mischen
Saule in 15 ml-Zentrifugenréhrchen stellen und Zentrifugation wie (2)

4. 2x Wiederholung von (3)
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5. Entfernen des Uberstands und Zugabe von 3 ml Niedrigsalzpuffer
Verschlief3en der Saule und Resuspension der Matrix durch vorsichtiges Mischen
Saulein 15 ml-Zentrifugenréhrchen stellen und Zentrifugation wie (3)

6. Entfernen des Uberstands und des Bodenverschlusses der SauleZugabe von 3 mi

Niedrigsalzpuffer und Zentrifugation wie (2)

7. Saule in steriles 1,5 ml-Eppendorf-Gefald stellen und in 15 ml-Zentrifugenrohrchen
geben
Elution der gebundenen poly(A)+-DNA durch 3x Waschen mit je 0,25 ml Elutions-
puffer (vorgewarmt auf 65 °C) und Zentrifugation wie (2)

8. Prézipitation der mRNA im Eluat (0,75 ml) unter Zugabe von 75 ul Kaliumacetat
(2,5mM pH 5,0), 10 ul Glycogen (10 mg/ml Glycogen in DEPC behandeltem H,O
dest.) und 1 ml eiskaltem Ethanol (95%) und Inkubation bei —20 °C fir mindestens
30 min

9. Zentrifugation bel 15.000 rpm und 4 °C fir 5 min und Entfernen des Uberstands
Resuspension der préazipitierten RNA in 10 ul DEPC behandeltem H,O dest

2.1.1.2 Syntheseder Erststrang-cDNA

Die isolierte mRNA wird as Matrize zur Synthese der Erststrang-cDNA eingesetzt. Die
Reaktion wird mit randomisierten Hexameren initiiert und Gber die reverse Transkriptase
katalysiert. 10 pl poly(A)*-RNA-Extrakt, der aus insgesamt 2,5x106 Zellen gewonnen

wurde, wurde fur die Synthese der Erststrang-cDNA verwendet.

1. Zwe Reaktionen wurden parallel wie folgt angesetzt:

Dithiotreitol (200 mM) 1uL
Primed first strand mix ** 11 uL
H,O* 16 pL

**Der Primed first strand mix ist Bestandteil des cDNA-Kits und enthélt eine
Mischung randomisierter Hexamere, dNTPs, reverse Transkriptase sowie reverse

Transkriptase-Puffer.

2. Erhitzen von 10 pl mRNA (65 °C, 10 min), kurze Kthlung auf Eis und Zugabe von je
5 ul zu den Reaktionsansétzen aus 1.
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3. Inkubation fir 1 hbe 42 °C

4. Erhitzen der Ansétze fir 3 min bei 100°C und Abkthlung auf Eis
Lagerung der cDNA bei -20 °C

2.1.1.3 Selektive Amplifikation der V- und V-Regionen

Vh- und V| -codierende Nukleotidabschnitte der cDNA wurden Uber PCR isoliert und
amplifiziert, wobei die Erststrang-cDNA als Template diente.

Amplifikation von Vy

Fol gendes Reaktionsgemisch wurde angesetzt:

Tabelle 4 PCR-Ansatz zur Amplifikation der Vy-Region

Komponente Volumen (ul) Endkonzentration
10x-PCR-Puffer 10 Ix

25 mM MgCl; 6 2,3 mM
dNTP-Mix (2,5mM je dNTP) 8 je 200 uM
VH1BACK** 1 0,1 nM
VH1FOR2 1 0,1 nM
cDNA X -

H,O* ad 100 -
TagPolymerase (1:10) 5 2,5 Units

**Die exakten Sequenzen der Vy-spezifischen Primer sind in Il, 1.7, Tabelle 2, S.19

verzeichnet.

Ein Kontrollansatz wurde mitgefhrt, der H,O* anstelle der cDNA enthielt.

Das Zeit-Temperatur-Profil (Tab. 5, S. 37) wurde in Abhangigkeit des verwendeten
Primerpaares angelegt. Es wurde eine ,Hotstart-PCR* (Sambrook et a., 1989)
durchgefuhrt, d.h. die TagPolymerase wurde wahrend der Anfangsdenaturierung
dazugegeben.

Die PCR-Produkte wurden anschlief3end in einer Gelelektrophorese (1,5 % Agarosegel)

aufgetrennt und die DNA-Banden im Langenbereich zwischen 310 bis 350 Basenpaaren
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(Langenvariation der PCR Banden in Abhangigkeit von CDR-Langen der amplifizierten
variablen Domanen) aus dem Gel isoliert. Die Reinigung der DNA aus der Agarose
erfolgte mit QiaEXII (Qiagen) entsprechend dem Protokoll des Herstellers.

Tabelle 5 Zeit-Temperatur-Profil der PCR zur Amplifikation von Vi aus der cDNA

Dauer (s) Temperatur (°C) Zykluszahl
Anfangsdenaturierung 180 94 1
3-Schritt-Zyklus 31
Denaturierung 60 9
Annealing 60 60
Elongation 90 72
Endelongation 480 72 1

Amplifikation von V_

Fur die Amplifikation von V| wurden je 100 pmol des Primers VK2BACK und des
Primer-Mixes MJKFONX eingesetzt. Die exakten Sequenzen der V -spezifischen Primer
sind in Il, 1.7, Tabelle 2, S. 19 verzeichnet. Die anderen Substanzen blieben gleich. Die
PCR und die nachfolgenden Aufreinigungsschritte erfolgten wie unter Amplifikation der

V y-Regionen beschrieben.

2.1.1.4 Konjugation der V| - und Vy-Regionen mit DNA-Linker

Die V| and Vy Amplifikate werden Uber ein (Gly,;Ser)s-codierendes DNA Linkersegment
zusammengefugt. Das Linkergen wurde aus dem scFv-Fragment K411B (Kramer und
Hock, 1996a) amplifiziert.

Amplifikation des DNA-Linkers

Der Ansatz der PCR zur Amplifikation des Linkersist in Tabelle 6 (S. 38) wiedergegeben.
Das Zeit-Temperatur-Profil aus I, 2.1.1.3, Tabelle 5 wurde Ubernommen mit 25 Zyklen
und einer Senkung der Annealingtemperatur auf 45 °C. Die PCR und die Gelanalyse (3,5
% Agarosegel) erfolgte wiein 2.1.1.3 beschrieben.
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Tabelle 6 PCR-Ansatz zur Amplifikation des Linkers

K omponente Volumen (ul) Endkonzentration
10x-PCR-Puffer 10 Ix

25 mM MgCl, 6 2,3mM
dNTP-Mix (2,5mM jedNTP) 8 je 200 uM
LinkBACK** 1 0,1 nM
LinkFOR** 1 0,1 nM
K411B-Plasmid DNA X 10 ng

H,O* ad 100 -
TagPolymerase (1:10) 5 2,5 Units

**Die exakten Sequenzen der Linker-Primer sindin Il, 1.7, Tabelle 2, S. 19 aufgefihrt.

Konjugation der V- und V|, -Regionen mit dem Linkerfragment

Die einzelnen DNA-Fragmente wurden in einem &guimolaren Verhdltnis zueinander
gegeben. Zur Quantifizierung wurde eine analytische Elektrophorese mit einem Agarose
(1,5 %)-Gel durchgefiihrt. Der Konjugationsansatz ist in der folgenden Tabelle aufgefiihrt:

Tabelle 7 Konjugationsansatz von Vy, V| und Linker

Komponente Volumen (pl) Endkonzentration
10x-PCR-Puffer 3 Ix
25 mM MgCl, 2,8 2,3mM
dNTP-Mix (2,5mM jedNTP) 10 je 800 uM
DNA: Linker X 10 ng

Vy X 70 ng

Vo X 70ng
TagPolymerase (1:10) 5 2,5 Units
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Die PCR erfolgte nach 11, 2.1.1.3, Tabelle 5, S. 37 mit langerer Annealingzeit von 120 s.
Das Reaktionsgemisch wurde in 3 pl-Aliquots aufgetellt, die in einer weiteren PCR (Tab.
8) zur Amplifikation der zusammengefiigten scFv-Fragmente verwendet wurden. Die
verwendeten Primer flgten zugleich eine Sil-Restriktionsschnittstelle am 5'- sowie eine
Notl-Restriktionsschnittstelle am 3-Ende des scFv an.

Tabelle 8 PCR-Ansatz zur Amplifikation des scFv-Fragments

Komponente Volumen (pl) Endkonzentration
10x-PCR-Puffer 5 1x

25 mM MgCl; 3 1,5mM
dNTP-Mix (2,5mM je dNTP) 4 je 200 uM
VH1BACKSfil** 1 0,1 nM
JKINotl-Mix** 1 0,2 nM
Template-DNA 3 -
H,O* ad 50 -
TagPolymerase (1:10) 5 2,5 Units

** Die exakten Sequenzen der scFv-Primer mit den Schnittstellen Sfi | und Not | sind in
11,1.7, Tabelle 2, S. 19 verzeichnet.

Die Annealingtemperatur wurde auf 52 °C angesetzt, wobel die anderen PCR-Parameter
mit denen aus 11, 2.1.1.3, Tabelle 5, S. 37 identisch waren. Die PCR und die anschlief3ende
Gelanalyse wurden wiein 11, 2.1.1.3 durchgefuhrt.

2.1.1.5 RV von scFv und pCANTAB 5E

Die scFv-Fragmente und das Phagemid pCANTAB 5E werden fir die Klonierung mit den
Restriktionsenzymen il and Notl geschnitten, um komplementare Enden fur die
nachfolgende Ligation zu erhalten. Da die zwel Enzyme verschiedene Puffer fir optimale
Bedingungen bendtigen, wurde ein sequentieller RV unter Aufstockung der Puffersalze
durchgefhrt.
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Folgende Reaktion mit Phagemid-DNA wurde angesetzt:

Tabelle 9 Sequentieller RV des scFv-Fragments mit den RE i | und Not |

Komponente Stammldsung Endkonzentration Volumen (ul)

| Puffer M 10x 1x 5
il 10 U/pl S5U 0,5
DNA (Phagemid) 1ug X
H,O* ad 50

[l Puffer H 10x Ix 5
Notl 10 U/pl S5U 0,5
Tris 1M 20 mM 2
NaCl S5M 25 mM 0,5
DNA (Mix aus|) 50
H.O* ad 100

Ansatz | wurde mit Mineral6l beschichtet und bei 50 °C fur 3 h inkubiert. Nachfolgend
wurde Ansatz Il unter die Mineral 6lschicht gegeben und der gesamte RV-Ansatz bei 37 °C
fr 4 h inkubiert. Die verdaute Phagemid-DNA wurde Uber ein 0,7 %iges Agarosegel
aufgetrennt. Die DNA-Banden wurden aus dem Gel geschnitten und mit QiaEXII (Qiagen)
entsprechend dem dazugehorigen Protokoll extrahiert. Die Inkubationszeiten im scFv-RV
wurden um 3 h gegenliber des Vektor-RV verlangert, da die Erkennungssequenzen der RE
am 5- bzw. 3'-Ende des scFv-Fragments lokalisiert sind. Zusdtzlich wurden die
Enzymmengen um 5 U erhoht. Der RV der scFv-Fragmente wurde sonst wie in Tabelle 9
beschrieben ausgefiihrt. Anschlief3end erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der
geschnittenen Fragmente Uber ein 1,5 %iges Agarosegel und die Aufreinigung der DNA
mit QiaEXII (Qiagen).
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2.1.1.6 Ligation von scFv-DNA mit dem Expressionsvektor pCANTAB 5E

Das scFv-Fragment, das mit den Restriktionsenzymen Sfil und Notl geschnitten wurde,
wird mit dem ebenso praparierten Phagemid pCANTAB 5E durch das Enzym T4-DNA-
Ligase ligiert. Pro Ligationsansatz (Tab. 10) werden ca. 500 ng DNA verwendet. Die
Vektor-DNA wird in einem molaren Verhaltnis von 1:3 zu der scFv-DNA eingesetzt.

Tabelle 10 Ligationsansatz von scFv und pPCANTAB 5E

Komponente Stammlésung Endkonzentration Volumen (ul)
pCANTAB 5E 125 ng X

sckv 375ng X

H.O* ad 8,5
Puffer 10x 1x 1

T4 DNA Ligase 5 Weiss-Unitg/pl 2,5 Units 0,5

Phagemid- und scFv-DNA wurden in einem Gesamtvolumen von 8,5 ul gemischt. Auch
ein Kontrollansatz ohne scFv wurde mitgefthrt. Nach einer Inkubation fir 5 min bei 45 °C
erfolgten die Zugabe von 1 pl 10x Ligase Puffer und 0,5 pl T4-DNA Ligase (2,5 U/ul) auf
Eis. Anschlief3end wurden der Reaktionsansétze Uber Nacht bei 16 °C inkubiert.

2.1.1.7 Transformation von TG1 Bakterien mit pPCANTAB 5E/scFv

Die Transformation von Bakterien des E. coli Stammes TG1 wurde mit Elektroporation
durchgefuhrt. Hierbei wird die Zellwand des Bakteriums mit einem Stromimpuls von

2,5 kV durchlassig gemacht. Vor der Elektroporation mul die zu transformierende DNA
von Puffersalzen und Enzymen mit Hilfe der Phenol/Chlorform/lsoamyl (PCI)-Extraktion

mit anschlief3ender Ethanol-Prézipitation gereinigt werden.

PCI-Extraktion
Hierbei werden Puffersalze aus dem Reaktionsgemisch von der DNA getrennt und
Proteine denaturiert. Bel der anschlief3enden Ethanol-Fallung kann die DNA aus der

wassrigen Phase gewonnen und in ein kleineres Volumen aufkonzentriert werden.
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1. Zugabe von Phenol:Chloroform:Isoamyl-Alkohol (25:24:1) in gleichem Volumen wie
vorliegender DNA-Mix (in 600 pl-Eppendorf-Gefald)

2. Mischen mit Vortex bis sich eine Emulsion bildet
3. Zentrifugation bei 4600 rpm (Minizentrifuge 5403, Eppendorf) fir 3 min

4. Abzug der wassrigen Phase (obere Schicht) und Transfer in steriles 600 pl-Eppendorf-
Gefal

5. Wiederholung der Schritte (1)-(4) bis kein Protein zwischen organischer und wassriger
Phase mehr sichtbar ist

Um Verluste zu vermindern, kann eine Ruck-Extraktion mit H,O* durchgefihrt werden

[Wiederholung von (1)-(4)].

6. Zugabe von Chloroform:lsoamyl-Alkohol (24:1) in gleichem Volumen und
Wiederholung der Schritte (2)-(4)

7. EtOH-Préazipitation

EtOH-Préazpitation

Hierbei wird die DNA préazipitiert und aufkonzentriert.
1. Ansetzen der Reaktion (Tab. 11)

Tabelle 11 Préazipitationsansatz

Komponente Stammldsung Endkonzentration Volumen (pl)
DNA-Mix X
Glykogen 1
Na-Acetat 250 mM 0,1 Volumina X
EtOH abs. 100 % 2,2 Volumina X

2. Inkubation bei —70 °C fir mind. 30 min
3. Zentrifugation bei 15.000 rpm fur 15 min (Minizentrifuge 5403, Eppendorf)

4. Abzug des Uberstands
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5. Zugabe von 1 ml gektihltem EtOH (70 %) zu DNA-Rickstand
6. Zentrifugation bei 15.000 rpm fur 5 min
7. Abzug des Uberstands und Trocknen des DNA-Riickstands (ca. 15-30 min)

8. Kurzes Erwarmen im Wasserbad bei 60 °C, um den DNA-RUckstand von der Gefal3-

wand zu l6sen

9. Lo6sen des DNA-RUckstandsin 5-10 pl (je nach DNA-Menge) H,O*

Elektroporation

Das Pipettieren erfolgt auf Eis mit sterilen und gekihlten Pipettenspitzen,
Eppendorfgeféf3en und Elektroporationskivetten.

1. Auftauen von elektro-kompetenten Bakterien auf Eis

2. Pro Ansatz Zugabe von gewlnschter DNA-Menge zu 50 —100 pl elektro-kompetenten
Bakterien in 1,5 ml-Eppendorf-Gefdl3, vorsichtiges Mischen mit Pipettenspitze und
Transfer des Transformationsansatzes in 2 mm-K Uvette

3. Trocknen der Kivettenoberfléche und Einstellen in die Elektroporationskammer
1x pulsieren (25 pF; 2,5 kV; 201 Q)
4. sofortige Zugabe von 1 ml frischem, raumtemperierten SOC-Medium

5. Transfer der Suspension in 1,5 ml-Eppendorf-Geféfe und Inkubation bei 37° C und
250 rpm fir 1 h

6. Ausplattieren von 100 pl Bakteriensuspension in 1:10-Verdinnungsreihe auf
SOBAMpGluc-Agarplatten (bzw. LB-Amp-Agar fur IM83-Bakterien) und Inkubation
bei 30° C fur 12-16 h

2.1.1.8 Rettung desrekombinanten pCANTAB 5E Phagemids

Das rekombinante Phagemid wird durch eine Superinfektion der transformierten Bakterien
mit M13KO7-Helferphagen gerettet. Das Phagemid enthélt hierzu die intergene Region
von fl-Phagen mit dem entsprechenden DNA-Replikationsursprung sowie dem DNA-
Packungssignal. Alle weiteren Funktionen werden Uber das Genom der M13KO7-
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Helferphagen gesteuert. Auf diese Weise |a3t sich durch Superinfektion mit M13KO7-

Helferphagen die Synthese von scFv-préasentierenden Phagenpartikeln initiieren.

1. Beschickung von SOBAmMpGluc-Agarplaiten (J 14,5 cm) mit je 3 ml 2xYT-
AmpGluc-Medium und Abnahme der Bakterienkolonien mit abgeflammtem
Drigal skispatel

2. Inokulation von 10 ml 2xY T-AmpGluc-Medium mit mindestens 108 Bakterien/ml
(DODgoonm < 0,1).
Inkubation der Bakterienkultur bei 37 °C und 250 rpm bis ODggg nm 0,5 (= Mittlere
logarithmische Wachstumsphase — 4 x 10° Zellen/ml)

3. Transfer von5ml (- 2x 10° Zellen) der Kultur auf 50 ml 2xY T-AmpGluc-Medium
Fur die Infektion ist ein 5:1-Verhaltnis von Phagen zu Bakterien nétig.
Zugabe von 1x1010 cfu M13K O7 Helferphagen

4. Inkubation bai 37 °C ohne Schitteln fur 30-45 min, weitere Inkubation fur 30-45 min
bei 37 °C und 250 rpm

5. Bestimmung der Anzahl an phageninfizierten Bakterien Uber Verdinnungsausstrich
auf 2xY T-K-Agarplatten

6. Zentrifugation der Bakterien (1000xg, 10 min) und Dekantieren des Uberstands.
Abzug von vorhandenen Mediumsresten wegen Inhibition des lac Promoters durch

Spuren von Glucose

7. Resuspendieren der Bakterien in 50 ml 2xYT-AmpK-Medium und Inkubation der
Kultur Gber Nacht bei 30 C und 200 rpm

2.1.1.9 Praparation von Phagenpartikeln zur Selektion

Da das Amber Stop-Codon, das auf dem Phagemid zwischen der scFv-Insertion und dem
Gen Il liegt, nur tellweise unterdriickt wird, werden neben phagenassoziierten auch
geléste scFv  gebildet. Die lédlichen scFv werden Uber eine Prézipitation mit
Polyethylenglykol  entfernt, um eine unerwinschte Konkurrenz um  die
Antigenbindungsplétze mit den phagenassoziierten scFv in der nachfolgenden Selektion zu

reduzieren.



Kapitel 11 Material und Methoden

1. Zenrifugation der Ubernachtkultur bei 1000xg fiir 20 min

2. Zugabe von 1/5 Volumen PEG/NaCl (20 % (v/v) Polyethylenglycol 6000, 2,5 M
NaCl) zum Kulturiiberstand

Vortexen fur 5 min und Inkubation auf Eisfir 1 h

3. Zentrifugation bei 4 °C und 1000xg fir 20 min

Dekantieren des Uberstands und Abzug von verbliebenen Fliissigkeitsresten

4. Resuspendieren des Riickstandsin 10 ml PBS (40 mM, pH 7,2) und Zentrifugation fir

2 min zur Entfernung von restliche Zellbruchstticken der Bakterien

5. Zugabe von 1/5 Volumen PEG/NaCl zum Kulturtberstand
Vortexen fur 5 min und Inkubation auf Eis fur 20 min

6. Zentrifugation bei 4 °C und 1000xg fur 20 min
Dekantieren des Uberstands und Abzug von vorhandenen Flussigkeitsresten zur

Entfernung von Spuren des PEG

7. Resuspendieren des Ruckstands in 2-3 ml PBS und Filtrieren mit einen 0.45 pum
sterilen Spritzenfilter

8. Kurzfristige Lagerung préparierter Phagen auf Eis fur einige Stunden

Die Phagenselektion sollte so schnell wie mdglich durchgefihrt werden, da vorhandene

Proteasen in der Phagenl 6sung die scFv-Fragmente zerstéren kdnnen.

2.1.1.10 Selektion antigenspezifischer Phagen tiber Panning

Die scFv-assoziierten Phagen présentieren das scFv an der Phagenoberflache. Diese
Phagen konnen Uber haptenbeschichtete Festphasen selektiert werden. In der hier
beschriebenen Selektionsmethode, dem Panning, diente eine Microtiterplatte, die mit dem
OVA gekoppelten Permethrin-Derivat t-PMS (Abb. 6, S. 46) beschichtet war, als
Festphase zur Selektion.
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1R trans-Permethrinsaure
(trans = 1R 3S)
MG=209,08

Abbildung 6 Chemische Struktur des Permethrin-Derivatst-PM S

Selektion der spezifischen Phagenpartikel

1

Beschichten von Microtiterplatten (Greiner) mit 100 pl des Hapten-Konjugats t-PMS-
OVA (10 pg/ml in 50 mM Carbonatpuffer, pH 9,6) je Kavitat
Inkubation Uber Nacht bei 4 °C

Die folgenden Schritte wurden bei Raumtemperatur dirchgefuhrt.

2.

3.

3x Waschen mit 300 pl PBS-Waschpuffer je Kavitét

Reduktion der unspezifischen Bindung von Phagen an die Polystyrol-Oberflache durch
Blockieren mit 300 pl Magermilchpulver (1% (w/v) in PBS) fir 1h

3x Waschen mit 300 pl PBS-Waschpuffer je Kavitét

Verdinnung der 2 ml Phagenldsung in 8 ml PBS mit 2 % (w/v) Magermilchpulver und
0.05 % Tween 20 und Inkubation fur 15 min
Zugabe von 100 pl Phagenlsung je Kavitét und Inkubation fur 1,5 h

Entfernung von ungebundenen Phagen durch 10x Waschen mit PBS-Waschpuffer
innerhalb 1h. Die Kavitdten werden mit je 300 ul PBS-Waschpuffer gefillt und

zwischen den einzelnen Waschschritten fur 5 min inkubiert.

3x Spulen der Platte mit PBS
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2.1.1.11 Reinfektion der TG1-Bakterienzellen mit selektierten Phagenpartikeln

Die scFv-Gene der selektierten Phagen werden durch Infektion mit E. coli TG1-Zellen
isoliert.

1. Infektion von je 100 pl exponentiell wachsenden TG1 (ODggonm Um 0.8) je Kavitét mit
eluierten Phagen (vorgewarmt auf 37 °C) durch Inkubation bei 37 °C fur 1 h

2. Zusammenfihren der Zellsuspensionen aus den einzelnen Kavitéten

3. Titrieren der phageninfizierten Bakterien durch Ausplattieren von 100 pl unverdinnter
Zellsuspension und seriellen Zehnfach-Verdinnungen der Suspension auf
SOBAmMpGluc-Agarplatten mit anschlief3ender Inkubation Giber Nacht bei 37 °C
Ermittlung der cfu (colony forming units) durch Auszéhlen der gebildeten

Bakterienkolonien.

4. Transfer einzelner Kolonien in 200 pl 2xYT-AmpGlu-Medium je Kavitét auf einer
96er Micronicplatte (Micronic Systems) mit Inkubation tUber Nacht bei 30 °C und 250
rpm

5. Ausplattieren von je 0,5 ml der Bakteriensuspension auf SOBAmMpGluc-Agar (grol3e
Platten) und Inkubation und Uber Nacht bei 30 °C

6. Beschickung der SOBAmpGluc-Platten mit 2x3 ml 2xYT-AmpGluc-Medium und
Abnahme der Bakterienkolonien mit abgeflammtem Drigal skispatel

7. Zentrifugation der Bakterien bei 1000xg fur 10 min und Resuspension des Rickstands
in 1 ml Einfriermedium
Aliquotieren des Ansatzesin 0,5 ml (in Cryo-Gefal3e) und Lagerung bei -70 °C

2.1.1.12 Screening der selektierten Phagenfraktion
Expression von |6slichen scFv

Vom Phagenpartikel getrennte, als [6slich bezeichnete scFv lassen sich in ausreichender
Menge in TG1-Bakterien exprimieren. Das Amber Stop-Codon, das sich zwischen dem 3'-
Ende des scFv und der 5-Seite des Gen |ll-Tellsticks befindet, wird auch in dieser
Suppressor-Linie zum Teil erkannt. Ein geringer Glucoseanteil von 0,1 % im Medium
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unterdriickt den lac Promoter in der ersten Wachstumsphase. Die Glucose wird bis zu
Beginn der Induktion mit IPTG metabolisiert.

1. Auftauen eines Cryogefal3es mit selektierten Phagen
Ausplattieren von je 50 pl serieller Verdiinnungen im Bereich von 10° bis 10° auf
SOBAMpGluc-Platten und Inkubation tber Nacht bei 30 °C

2. Transfer von Einzelkolonien in 200 pl 2xY T-AmpGluc-Medium je Kavitét einer 96er
Zellkulturplatte und Inkubation Uber Nacht bei 30 °C und 200 rpm

3. Transfer von je 100 pl der Ubernachtkulturen auf je 1 ml 2xY T-Amp-Medium mit 0.1
% (w/v) Glucose in einer 96er Micronic-Platte und Inkubation bei 30 °C und 200 rpm
bis zu einer mittleren ODgyonm vOn ca. 0,8 (ca 2-4 h Inkubationsdauer).
Wahrenddessen: Lagerung der Zellkulturplatte aus 3. as Sicherheitskopie nach
Zusetzen von Einfriermedium bei -70 °C

4. Zugabe von 100 pl 2xYT-Amp-Medium mit 6 mM IPTG je Kavité und Inkubation
der Micronic-Platten fir 16-24 h bei 30 °C und 250 rpm

5. Zentrifugation der Platten bei 1000xg fur 30 min

Abzug des Uberstands fiir die Evaluierung im nachfolgenden ELISA

Screening der exprimierten scFv-Fragmenteim ELISA

Die scFv der aspirierten Kulturibersténde werden im ELISA auf haptenspezifische
Bindung und Verdrangung untersucht. Es wurde ein indirekter, kompetitiver ELISA (Abb.
7, S. 50) in 96-Microtiterplatten durchgefiihrt. Da es sich hier um einen heterogenen Assay
handelte, erfolgte nach jedem Inkubationsschritt ein Waschschritt. Die Mikrotiterplatte
wurde dazu dreimal mit 350 pl PBS-Waschpuffer je Kavitdt in einem ELISA-
Waschautomaten gewaschen. Die Volumenangaben verstehen sich stets pro Kavitét,
Verdinnungen wurden, sofern nicht anders angegeben, in 50 mM PBS, pH 7.4,

vorgenommen. Die einzelnen Arbeitsschritte sind nachfolgend dargestel|t:

Coaten: 200 pl t-PMS-OVA (10 pg/ml) in Carbonatpuffer,
Uber Nacht, 4 °C

Blockieren: 300 pl OVA (1% (w/v) in PBS), 1 h, RT
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Inkubation: 100 pl Bioallethrin (10.000 pg/l) bzw. PBS
100 pl bakterieller Kulturliberstand, 1h, RT
Vor Zugabe: Zentrifugation des Kulturtiberstands
bei 1000xg fur 10 min und Vorinkubation mit
Magermilchpulver (1% (w/v) in PBS) fur 15 min, RT

Sekundérantikorper: 200 pl Anti-E-Tag 1gG-POD (1:10.000), 1h, RT
Das Anti-E-Tag 1gG-POD Konjugat bindet spezifisch
an ein Pepitd, das durch die E-Tag Sequenz codiert
wird. Diese Sequenz befindet sich am 3'-Ende der
scFv-Insertion im Phagemid pCANTAB 5E

Farbreaktion: 200 pul POD-Substrat (2 Telle H,O, : 1 Teill Chromogen),
20-30 min, RT

Abstoppen: 50 pl 2 M H»S0,4

Messung: Absorption (Multiscan ELISA Reader) A =450 nm

2.1.2 Sequenzanalyse der positiven Klone

Die Plasmidpraparation jedes positiven Klones wurde durchgefthrt. Dafr wurden die
einzelnen Sicherheitskopien auf SOBAmMpGluc-Agar ausgebracht und Uber Nacht bei 30
°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Kultur eines jeden Klones durch
Transfer einer gut isoliert gewachsenen Einzelkolonie in 10 ml 2xY T-AmpGluc-Medium.
Nach Inkubation bei 30 °C tber Nacht wurden die einzelnen Plasmide mit Qiagen Mini
DNA Purification Kit entsprechend dem dazugehdrigen Protokoll isoliert. Die DNA wurde
bei —20 °C gelagert. Sicherheitskopien der jeweiligen Klone a 300 pl wurden mit je 2
Tropfen Glycerol bei —70 °C eingefroren.

Ein RV mit den Restriktionsenzymen Sfi | und Not | wurde zur Analyse der Klonierung
des scFv-Fragments in den Expressionsvektor pPCANTAB 5E angesetzt. Der sequentielle
Restriktionsansatz fur jeden Klon erfolgte nach 11, 2.1.1.5, Tabelle 9, S. 40 und wurde
anschlief3end in einem 1 %igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.
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3. Inkubation mit
Anti-E-Tag-lgG-POD

2000

4. Farbreaktion mit
H,O,+ TMB

I X XX 2

5. Stopp-Reaktion
H,SO,

‘ t-PMS-OVA @
Anti-E-Tag-lgG-POD scFv mit E-Tag
‘ Analyt

Abbildung 7 Schemades indirekten, kompetitiven ELISA zum Screening der scFv-Klone
Die Sequenzierung der einzelnen Klone wurde von der Firma Sequi Serve (V aterstetten/

Deutschland) durchgefihrt. Dazu wurden die Sequenzierungsprimer PCANTAB-S1, -S3,
-S4 und-S6 ausll, 1.7, Tabelle 2, S. 19 verwendet.
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2.1.2.1 Konstruktion des scFv der Myeloma-Zellinie PAI-B3sAg81

Die Hybridomzellen, die als mMRNA Quelle zur Konstruktion des scFv dienten, gehen aus
der Fusion von Lymphozyt und Myelom-Zelle hervor. Somit existieren 4 verschiedene
variable Regionen zur scFv-Kombination, ndmlich Vi und V| des Lymphocyten und Vy
und V der Myelom-Zelle. Diese 4 Regionen kdnnen auf 4 verschiedene Arten kombiniert
werden, wobei nur eine Kombination, Vy und V| des Lymphozyten, ein funktionelles
Antikorperfragment bildet. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurde ein scFv-Fragment
der Myelom-Zelle synthetisiert unter Verwendung der Myelom-Zellinie PAI-B3Ag81, die
zur Fusion der Hybridomzellen verwendet worden war. Dabei wurde nach der gleichen
Methode wie bei der Konstruktion des Pyrethroid-scFv (s. I, 2.1.1.1-2.1.1.7, S. 33ff)
vorgegangen. Die Selektion der Klone erfolgte nur tUber SOBAmMpGluc-Agar ohne
Phagen-Display. Zur Expression der selektierten Klone wurden je 3 ml 2xY T-AmpGluc-
Medium mit einer isoliert gewachsenen Bakterienkolonie angeimpft und fir ca. 8 h bei

30 °C und 250 rpm inkubiert. Die Bakterienkultur wurde bei 4500 rpm fir 20 min
zentrifugiert und der Zellrickstand in 10 ml 2xYT-Amp-Medium mit 1 mM IPTG
resuspendiert. Die Expression erfolgte bel Inkubation fir 20 h bei 30 °C und 250 rpm.
AnschlieRend wurde die Kultur bei 5000 rpm fiir 20 min abzentrifugiert und der Uberstand
mit den léslichen scFv-Fragmenten fur die Verwendung im ELISA abgezogen. Das
Sreening der  exprimierten scFv-Fragmente wurde in einem negativen ELISA
durchgefiihrt, d.h. dal3 Atrazin als Analyt verwendet wurde, da kein spezifisches Antigen
fur die Myelom-Zéellinie zur Verfigung stand. Die Durchfiihrung des ELISA erfolgte nach
dem Protokoll aus Il, 2.1.1.12, S. 47ff unter Verwendung des Atrazinderivat-Konjugats
IPR-OVA (vgl. Il, 2.2.3, Abb. 11, S. 68) zum Beschichten der Mikrotiterplatte und des
Anayten Atrazin zur Verdrangung.

Die Plasmide der positiven Klone wurden mit Qiagen Mini DNA Purification Kit isoliert
und mit den Sequenzierungsprimern PCANTAB-S1, -S3, -S4 und -S6 (s. 11, 1.7, Tabelle 2,

S. 19) sequenziert. Die Sequenzen wurden zur Analyse der Pyrethroid-scFv herangezogen.

2.1.2.2 Sequenzanalyse

Die V- und V- Sequenzen der Pyrethroid-scFv-Fragmente wurden untereinander und mit
denen des Myeloma-scFv-Fragments verglichen und auf Identitét Gberprift. Die positiven
Klone wurden auch auf Proteinebene getestet, d.h. ob sich die scFv-Sequenzen
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einschliefdich der Startsequenz und des Stop-Codons nach der E-Tag Sequenz im

Leserahmen befinden und durchgehende Proteine bilden.

2.1.2.3 Datenbankanalyse

Eine weitere Sequenzanalyse erfolgte mit der Datenbank ImMunoGeneTics [IMGT, the
international  ImMMunoGeneTics database http://imgt.cines.fr:8104 (Initiator und
Koordinator: Maurie-Paule Lefranc, Montpellier, Frankreich]. Diese Datenbank ist
speziaisiert auf der Ebene der komplexen Genfamilien von spezifischer Immunantwort im
Menschen und anderen Vertebraten. Der IMGT-Server erméglicht den Zugang zu alen
immungenetischen Daten und den Vergleich eines konstruierten Antikorpers mit diesen
gespeicherten Daten. Die Datenbank enthdt Keimbahngene der Maus, die Informationen
Uber Ahnlichkeiten einer Antikorpersequenz mit Maus-IgG liefern. Die variablen
Regionen werden jewells separat in die Datenbank eingegeben und anaysiert. Die
Sequenz einer variablen Region wird dabei in ihre CDR- und FR-Regionen unterteilt,
deren Gréle und Aminosaurenzusammensetzung mit denen von gespeicherten
Antikorpersequenzen verglichen wird. Die im Leserahmen befindlichen Basentripletts
werden im Aminosdure-Code angegeben. Um zu erkennen, ob eine Antikdrpersequenz
vorliegt, kdnnen u.a. drei konservierte Aminosauren, die an bestimmten Positionen in den
Rahmenregionen einer Antikorpersequenz liegen, als Anhaltspunkte zur Anayse
herangezogen werden. Dies sind die Aminosduren Cystein an Position 23 in FR 1,
Tryptophan bei 41 in FR 2 und ein weiteres Cystein an Position 104 in FR 3.

2.1.3 Oligonucleotide site-directed M utagenese nach Kunkel

Eine algemein angewandte Methode, um DNA an einer oder mehreren Positionen zu
verandern, ist die oligonucleotide site-directed Mutagenese nach Kunkel (1985, Kunkel et
al., 1987). Die Strategie dieser Mutagenese beruht auf der Klonierung des zu verandernden
DNA-Segments in einen Vektor, dessen DNA in Einzelstrang-Format erhalten werden
kann. Ein Oligonukleotid, das teilweise komplementér zu der zu mutierenden Region ist,
hybridisiert an die Einzelstrang-DNA (ssDNA). Dieses Oligonukleotid enthdlt die
gewilnschte Mutation. Ein komplementérer DNA-Strang wird durch die DNA-Polymerase
synthetisiert, indem das Oligonukleotid als Primer benutzt wird. Als Komplettierung der

Synthese flgt das Enzym DNA-Ligase die Enden des neuen Stranges zusammen. Die
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entstandene Doppelstrang-DNA ist somit bis auf die beabsichtigte Mutation homolog zur
sSDNA und wird zur Transformation eines E. coli Stammes verwendet. Die
transformierten Bakterien enthalten zum Teil die gewlnschte Mutation und zum Tell die
Original-DNA. Die Effektivitét dieser Muatagenese ist abhéngig von der Ausfihrung jedes
einzelnen Schrittes dieser Methodik. Die Erfolgsquote liegt bei 50-80 % (Kunkel, 1985).

2.1.3.1 Einzelstrang-DNA-I solierung

Der angewandte Phagemidvektor pPCANTAB 5E zur Konstruktion des scFv 4H gegen
Pyrethroide enthalt bereits den M13 Origin. Dies ermdglichte die Gewinnung von ssDNA
ohne Umklonierung des scFv-Fragments. Als Klonierungsstamm diente der E. coli dut’
ung Bakterienstamm CJ236. E. coli dut Mutanten fehlt das Enzym dUTPase. Sie
enthalten somit eine hthere Konzentration an dUTP, die mit dTTP um den Einbau in die
DNA konkurrieren. E. coli ung” Mutanten fehlt das Enzym Uracil-N-glycosylase, das
normalerweise Uracil aus der DNA entfernt. In der E. coli dut” ung” Mutante ist Uracil
anstelle von Thymin in die DNA eingebaut und wird nicht entfernt. Diese Bakterien
wurden dann mit M 13K O7-Helferphagen infiziert, um ssDNA zu erhalten.

Transformation von CJ 236

1. PCI-Extraktion und EtOH-Prézipitation (s. Il, 2.1.1.7, S. 41ff) des Phagemids
pCANTAB 5E/4H

2. Elektroporation von elektro-kompetenten CJ236 mit dem Phagemid (s. 11, 2.1.1.7,
S. 41ff)
Mitfuhren einer Kontrolltransformation mit H,O* anstelle von DNA

3. Ausplattieren auf LB-Amp-Cm-Agar, unverdinnt und in seriellen Zehnfach-
Verdiinnungen von 10 bis 10 und Inkubation tiber Nacht bei 30 °C

I solierung der Einzelstrang-DNA

1. Animpfen von 20 ml LB-Amp-Cm-Medium mit einer isolierten Einzelkolonie und
Inkubation Uber Nacht bei 37 °C und 250 rpm

2. Transfer von 1ml der Ubernachtkultur in 40 ml 2xYT-Amp-Cm-Medium und
Inkubation bei 37 °C und 250 rpm bis ODggo 0,3 (0107 cfu/ml)
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3. Beimpfen mit 8x10° pfu M13KO7 Helferphagen [M.O.I. (multiplicity of infection) =
20] und Inkubation fir 1 h bei 37 °C und 250 rpm

4. Zugabe von 70 pg/ml Kanamycin und Inkubation fir 6-24 h bei 37 °C und 250 rpm
5. Zentrifugation der Kultur bei 5000 rpm und 4 °C fir 15 min

6. Isolierung der Einzelstrang-DNA mit QIAprep Spin M13 Kit (Qiagen) nach
entsprechendem Protokoll des Herstellers

2.1.3.2 Oligonucleotide site-directed M utagenese

Der speziell synthetisierte Primer KUNKDEL (s. I, 1.7, Tab. 2, S.19) wurde an die
ssDNA im Verhdltnis 10:1 oder 5:1 hybridisiert. Er enthielt die gewlnschte Mutation und
war am 5'-Ende phosphoryliert. Diese Phosphorylierung ist nétig, um spéter die DNA
zusammenfiigen zu kdnnen. Der komplementére zweite DNA-Strang wurde durch Zugabe
der Enzyme DNA-Polymerase und Ligase synthetisiert. Die Produkte dieser in vitro
Resktion wurden dann zur Transformation von kompetenten E. coli ung® Zellen
verwendet. Die Aktivitdt der Uracil-N-Glycosylase in vivo |6st das Uracil aus der DNA,
und die biologische Aktivitat des Template DNA-Stranges wird reduziert. Somit entsteht
die Mehrheit der Nachkommen aus dem komplementédren Strang, der die gewinschte
Mutation enthalt.

1. Annealing des phosphorylierten Primers an die ssDNA

Tabelle 12 Annedlingansatz

Komponente Stammldsung Endkonzentration Volumen (ul)
ssDNA 0,2 ug X
KUNKDEL 100 pmol 10 pmol 0,1
Puffer G

10x 1x 1
(MBI Fermentas)
Tris 100 mM 1
H,O* ad 10
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Der Reaktionsansatz wurde fur 5 min auf Tm + 20 °C erhitzt und anschlief3end auf RT
abgekuhlt. Nach kurzem Abzentrifugieren des Kondenswassers wurde das Gemisch auf

0 °C gelagert.

2. Synthese des Doppelstrangs

Tabelle 13 Ansatz zur Synthese des Doppel strangs

Komponente Stammlésung Endkonzentration Volumen (ul)
Ansatz aus 1. 10
Puffer B

(MBI Fermentas) 10x I 10
Tris 100 mM 8
ATP 10 mM 4
DTT 100 mM 2
dNTPs je10 mM 20
T4 DNA-Polymerase 5 U/l 25U 0,5
T4 DNA-Ligase 5 U/l 5U 1
H.O* ad 100

Nach Inkubation fur 5 min bei O °C und fir weitere 5 min bel RT wurde das
Reaktionsgemisch bel 37 °C fir 2 h inkubiert. Eine Gelelektrophorese mit einem 1 %igem
Agarosegel diente zur Kontrolle nach der Reaktion. Vor der Transformation eines E. coli
ung” Bakterienstammes wurde eine PCI-Extraktion und EtOH-Prézipitation des
Reaktionsansatzes durchgefuhrt. Elektro-kompetente Zellen des E. coli Stammes TG1
wurden elektroporiert (s. I, 2.1.1.7, S. 41ff) und je 100 ul auf SOBAmMpGluc-Agar
unverdiinnt und in seriellen Zehnfach-Verdiinnungen von 10 bis 10 ausplattiert. Nach
Inkubation tber Nacht bei 30 °C wurden Kulturen von Einzelkolonien in 2xY T-AmpGluc-
Medium angelegt, um die Plasmide mit Qiagen Plasmid Purification Mini Kit zu isolieren.
Zur Kontrolle der Transformation erfolgte ein RV mit dem Enzym Not | (s. I, 2.1.1.5, S.
39f) gefolgt von einer Gelanalyse Uber ein 1 %iges Agarosegel. Die ausgewahlten
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Plasmide wurden sequenziert und auf die Mutation im Vergleich mit der Template-DNA
Uberpruft.

Von den eingefrorenen Sicherheitskopien wurden Kulturen zur Expression (s. 11, 2.1.2.1,
S. 51) angelegt und der Kulturlberstand fir das Screening der exprimierten scFv
verwendet. Das Screening wurde wie in |1l, 2.1.1.12, S. 47ff in einem indirekten,
kompetitiven ELISA mit dem Analyten Bioallethrin ausgefuihrt. Zwel weitere Pyrethroide,
Allethrin und S-Biodlethrin, wurden im gleichen Testformat zur Bestimmung von

Kreuzreaktivitéten verwendet.

214 Charakterisierung des scFv mit SDS-PAGE und Westernblot

Das exprimierte Antikorperfragment wurde Uber Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) und anschlief3endem Westernblot lokalisiert und dessen Grof3e bestimmt.

2.1.4.1 Aufbereitung der Proben

Sowohl der Uberstand aus der Bakterienkultur als auch Periplasma- und
Cytoplasmaextrakt wurden zur Anayse verwendet. Nach Expression (s. 11, 2.1.2.1, S. 51)
des scFv wurde die Bakterienkultur in 2x 5 ml geteilt und bei 4500 rpm fir 20 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abbgenommen und mit einem Filter (0,45 um) filtriert.
Der Uberstand mit den extrazellularen, l6slichen scFv-Antikérpern wurde 40-fach mit
einer Trichloreisessig (TCA)-Prézipitation konzentriert. Zehn Prozent TCA wurden in 2
ml Zellkulturliberstand geldst und fir 20 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation bei
15.000 rpm fur 10 min wurde der Riuckstand in 50 mM PBS resuspendiert. Der Rest des
Kulturtiberstandes wurde bel —20 °C gelagert.

Der Periplasmaextrakt wurde aus einem der beiden Zellrlickstdnde der Bakterienkultur
gewonnen. Dazu wurde der Rickstand in 0,5 ml eiskaltem 1x TES-Puffer resuspendiert
und nach Zugabe von 0,75 ml 1/5x TES-Puffer auf dem Vortex gemischt. Eine Inkubation
auf Eis fur 30 min folgte. Anschlief3end wurde das Gemisch bel 15.000 rpm fir 10 min
zentrifugiert und der Uberstand, der den Periplasmaextrakt enthielt, abgenommen. Der
Extrakt ist bei —20 °C lagerbar.

Fur die Gewinnung des Cytoplasmaextrakts wurde der zweite Zellriickstand in 0,5 ml 50
mM PBS gel0st und anschlief3end fur 5 min gekocht. Nach Zentrifugation bei 15.000 rpm
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fur 10 min wurde der Uberstand, der Cytoplasmextrakt, abgenommen und auf Eis zur

weiteren Verwendung oder bei —20 °C gelagert.

2.1.4.2 SDS-PAGE von scFv

Die einzelnen Losungen, der konzentrierte Uberstand, der Periplasma- und der
Cytoplasmaextrakt wurden zunéchst elektrophoretisch (SDS-PAGE) in einem 10,5 %igem
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Proben wurden in Probenpuffer 5:1 verdinnt. Der
reduzierende Probenpuffer bewirkt eine Auflésung von Tertidr- und Sekundarstruktur der
Proteine. Dabel lagert sich SDS an die Proteine und fihrt eine zusétzliche negative Ladung
ein. Je groféer das Protein ist, desto mehr SDS kann sich anlagern, und desto grof3er wird
seine negative Ladung. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine beruht jedoch
ausschliefdlich auf der unterschiedlichen Grof3e der verschiedenen Proteine. Die
unterschiedliche Ladungsdichte der Proteine hat nur enen Einflud auf die
Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld (Westermeier, 1990). Je 8 pl der
einzelnen Proben wurden neben einem Molekulargewichtsmarker so auf das Gel
aufgetragen, dal3 nachfolgend das Gel in der Mitte geteilt werden konnte. Die
Elektrophorese erfolgte bel einer Spannung von 120 V bel RT. Nach Teilung des Gels
wurde die eine Halfte mit Silbertnitrat gefarbt. Die einzelnen Arbeitsschritte der Farbung
sind nachfolgend aufgefihrt:

1 3x 30 min Inkubation in Fixierlésung
2. 3x 20 min Inkubation in H,O dest.

3. 1x 1 min Inkubation in ThiosulfatlGsung

4, 1x 1 min Inkubation in H>O dest.
5. 1x 20 min Inkubation in Silbernitratl 6sung
6. 1x 1 min Inkubation in H>O dest

7. 1x 5-10 min Inkubation in Entwicklerl6sung

(Entwicklungsdauer je nach aufgetragener Proteinmenge)

8. 1x 15 min Inkubation in Stopl 6sung
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2.1.4.3 Westernblot von scFv

Die zweite Héalfte des Proteingels wurde fir einen Westernblot verwendet. Die
Ubertragung der aufgetrennten Proteine vom Gel auf eine Nitrozellulose (PVDF)-
Membran erfolgte in einer mit Transferpuffer gefiillten Tank-Blotting Apparatur bei einer
Spannung von 10 V Uber einen Zeitraum von 12 Stunden bei 4 °C.

Anschlief3end wurde die Membran immunchemisch geférbt. Die einzelnen Inkubationen
wurden auf einem Horizontalschiittler durchgeftihrt. Die Arbeitsschritte sind nachfolgend
dargestellt:

Blockieren: Absattigung freier Bindungsstellen mit 10 % Magermilchpulver,
0,3 % Tweenin 50 mM PBSfir 1h

1. Immunreaktion:  Inkubation mit 8 pg/ml Anti-E-Tag-1gG in 50 mM PBS fir 1,5h

2. Immunreaktion:  Inkubation mit Anti-Maus-1gG-POD Konjugat (1:6.000 in
50 mM PBS) fiir 1h

Waschen: 3x 50 mM PBSfir je 2 min

Substratreaktion: Zugabe von POD-Substrat fur Westernblot (enthélt Dextran-
sulfat fur die Immobilisierung des Farbstoffs auf der Membran),
Inkubation 5-10 min, abstoppen mit H,O dest.

2.2 Konstruktion von s-Triazin-spezifischen Fa,-Antikor per fragmenten

Die variablen Regionen von drei verschiedenen scFv-Antikorpern wurden aus dem
Phagemid pCANTAB 5E isoliert und in den Expressionsvektor pASK99 kloniert. Der
Vektor wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Skerra (Lehrstuhl fur Biologische Chemie,
Wissenschaftszentrum Weihenstephan, TU-Munchen) zur Verfigung gestellt. Die scFv-
Fragmente IPR-7, -53 und -23 stammen aus der sTriazin-spezifischen
Antikorperbibliothek (Kramer, 2001a) und wurden Uber das OVA-gekoppelte
Atrazinderivat 4-Chlor-6 (Isopropylamino)-1,3,5 Triazin-2-(6-Aminohexan)-
Carboxylsaure (IPR) im Screening selektiert. Die Klone IPR-53 und IPR-23 wurden tber
evolutiondre Mutation aus dem scFv IPR-7 gewonnen (Kramer 2001b). Die Klone wurden
freundlicherweise von Dr. Kramer (Lehrstuhl fir Botanik, Wissenschaftszentrum

Weihenstephan, TU-Mnchen) fir diese Arbeit Gberlassen.
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Der Vektor pASK99 (Abb. 8) ist fur die Produktion von Fxp-Fragmenten aus Bakterien
konstruiert. Er enthdlt die murinen, konstanten Regionen der Schwer (Cy1)- und der Leicht
(CL)-Kette des Maus-IgG. Diese dienen zur Konstruktion eines Fg-Fragments durch
Einfigen der variablen Regionen der Schwer (Vy)- und der Leicht (V| )-Kette des scFv-
Fragments. Die Expressionskassette des Vektors liegt unter der Transkriptionskontrolle

PO jst getrennt von dem

des tetA-Promoters. Die Region von Promoter/Operator tet
Repressionsgen tetR, um eine effektive Repression zu erzielen. Die Transokation von
rekombinanten Proteinen in das Periplasma von E. coli wird durch den ompA-Leader
bewirkt. Das Affinitatspeptid Strep-Tag Il dient zur Aufreinigung von bakteriell
produzierten Proteinen aufgrund seiner hohen Bindungsaffinitét zu Streptavidin. Weiterhin
enthdlt der Vektor das Ampicillin-Resistenzgen (3-Lactamase-Gen bla) und den
Lipoprotein-Transkriptionsterminator ~ (tipp), sowie die intergenen Regionen des

Bakteriophagen f1 (f1-1G) und des Replikationsbeginns (ori).

Xbal PstIBstEIl

/Om@-(VH)-CH]‘W‘
tet”  syrep-Tag i
_ phoA-(V,)-Ck
ori
PASK99
4587 bp
&
bla

ey

Abbildung 8 Expressionsvektor pASK99

Hindl1lI
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2.2.1  Subklonierung der variablen Antikorperregionen in pASK99

Das Klonierungsschema ist in Abbildung 9 (S. 61) dargestellt. Die V- und V| -Regionen
der einzelnen Klone werden separat aus der Plasmid-DNA von pCANTAB 5E utber PCR
isoliert. Die zur Klonierung von Vy nétigen Restriktionsstellen Pstl/BstEll befinden sich
bereits auf dem Vy-Gen und werden mit dem jeweiligen Primerpaar amplifiziert. Bel V.
wird die 3-Klonierungsstelle Xhol Uber den entsprechenden Primer an das V| -Gen
angeflgt. Die Restriktionsstelle Sstl ist auf dem V| -Gen lokalisiert. Nach Reinigung tber
Agarosegelelektrophorese und anschlieffender Extraktion aus der Agarose werden die
Amplifikationsprodukte an  den  Klonierungsstellen mit  den  jeweiligen
Restriktionsenzymen geschnitten. Die Aufreinigung der variablen Antikorperfragmente
erfolgt in einer weiteren Elektrophorese Uber Agarose. Durch Ligation mit den
entsprechenden Prdparationen des Expressionsvektors pASK99 werden die variablen
Regionen separat an das 5'-Ende der konstanten Regionen Cyl und C, inseriert. Die Vy
oder V| enthaltenden Plasmide vermehrt man durch Transformation von kompetenten E.
coli IM83-Zellen. Im nachfolgenden Restriktionsverdau wird das V -Plasmid mit den
Enzymen Ncol und Hindlll geschnitten, um das gesamte Leichtkettenfragment zu
isolieren. Nach dem Reinigungschritt Uber eine Agarosegelelektrophorese erfolgt die
Ligation des Leichtkettenfragments mit dem Ncol/HindllI-linearisierten Vektor pASK99.
Der Vektor enthdlt das entsprechende Vy-Gen.

Dieser Klonierungsschritt ist fir den Klon IPR-7 (Abb. 10, S. 62) abgedndert, da die
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms Ncol in dessen V-Region lokalisiert ist. Das
Vy enthaltende Plasmid wird an den Restriktionsstellen Xbal und Sstl geschnitten und das
isolierte Schwerkettenfragment Uber Agarose gereinigt. Anschliel3end ligiert man die
gereinigten Fragmente mit dem Xbal/Sstl-linearisierten pASK99, der das dazugehdrige
V-Fragment enthalt.

Die rekombinanten Plasmide werden zur Expression der Fa,-Antikorperfragmente in JM
83 Bakterien transformiert.

60



Kapitel 1T

Material und Methoden

/

Amplifikation von V,,
~~—

—

l

Restriktionsstellen

V,-Amplifikat mit angefugten

scFv-pCANTAB 5E

Linker

T~

Amplifikation von V,

l =

V. -Amplifikat mit angeflgten
Restriktionsstellen

Pstl BstEll Sl Xhol
RV
und
Ligation mit pASK99
pASK99-Fd pASK99-Leichtkette
Pstl BstEIl Ncol HinldIII Ncol Sstl Xhol Hindlll
C.1 C
Strep-Tag Strep-Tag
l l RV von Leichtkette
Ncol Sstl Xhol Hindlll
RV von pASK99-Fd
Ligation von pASK99-Fd
und Leichtkette
pPASK99-F,,
Pstl BstEll Ncol Sstl Xhol HindlII
Strep-Tag

Abbildung 9 Klonierungschema der variablen Schwer- und Leichtregionen in pASK99
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pASK99-Fd pASK99-Leichtkette
Xbal Pstl BstEIl Sstl Xbal Ssil Xhol

|

C.l /I C. =

Strep-Tag Strep-Tag
l RV von Fd l
Xbal Pstl BstEIl Sstl
‘ RV von pASK99-Leichtkette
/

Strep-Tag

Ligation von Fd mit
PASK99-Leichtkette

PASK99-F,,
Xbal Pstl BstEll Sstl Xhol
Strep-Tag

Abbildung 10 Klonierungsschema fiir die Subklonierung von F,, IPR-7

2.2.1.1 Amplifikation der variablen Regionen des scFv

Die Klone IPR-7, IPR-23 und IPR-53 lagen als Sicherheitskopien in E. coli TG1-Bakterien
vor. Nach Inkubation auf SOBAmpGluc-Agar fiir 12-16 h bei 30 °C wurde eine isolierte
Einzelkolonie je Klon in 2xYT-AmpGluc-Medium fiir 16 h bei 30 °C und 250 rpm in
Kultur genommen. Die pCANTAB 5E-Plasmide der Klone wurden aus der jeweiligen
Bakterienkultur mit Qiagen Plasmid Purification Mini Kit (Qiagen) nach dem Protokoll
des Herstellers extrahiert. Die variablen Regionen Vy und Vi der einzelnen scFv-
Fragmente wurden iiber die PCR aus den pCANTAB 5E/scFv-Plasmiden isoliert. Uber
spezifische Primer wurden die zur Klonierung notwendigen Restriktionsstellen an das 3’-
Ende der variablen Leichtkettenregion angefiigt. Die Primer waren teilweise degeneriert,
um die generische Subklonierung von murinen V-Regionen (Kramer et al., 2001b) zu

ermoglichen.
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Amplifikation von Vy

Die Restriktionsstellen fiir die Restriktionsenzyme PstI und BStEIl wurden einschlieBlich
der Sequenz von Vy iiber spezifische Primer amplifiziert. Folgende PCR-Reaktion (Tab.
14) wurde fiir jeden einzelnen Klon durchgefiihrt:

Tabelle 14 PCR-Ansatz zur Amplifikation der Vy-Region aus scFv

Komponente Volumen (ul) Endkonzentration
10x-PCR-Puffer 5 Ix

25 mM MgCl, 3 1,5 mM
dNTP-Mix (2,5 mM je dNTP) 4 je 200 uM
VuSUBFabBACK** 0,5 50 pM
VuSUBFabFOR** 0,5 50 pM
Template-DNA 10 10 ng, 1 ng
HyO* ad 50 -
TaqPolymerase (1:10) 5 2,5 Units

**Die exakten Sequenzen der Vy-spezifischen Primer sind in II, 1.7, Tabelle 3, S. 20

verzeichnet

Die PCR wurde mit dem Zeit-Temperatur-Profil wie in II, 2.1.1.3, S. 36ff) durchgefiihrt.
Zum Annealing wurde ein Temperaturgradient von 15 °C, bei 50 °C beginnend, eingesetzt,
da die Annealingtemperaturen der Oligonukleotide = VySUBFabBACK  und
VuSUBFabFOR mit 67 °C bzw. 75 °C unterschiedlich hoch lagen. Die Auswertung der
PCR erfolgte mit einer priparativen Gelelektrophorese (1,0 %iges Agarosegel). Zur
GroBenbestimmung der DNA diente ein 100 bp-Marker. Die Amplifikationsprodukte

wurden aus dem Gel getrennt und mit QiaEX II (Qiagen) aus der Agarose isoliert.

Amplifikation von V,

Die Klonierungsstelle Sstl war Bestandteil des Vi -Gens und des Backward-Primers,
wihrend die Restriktionsstelle Xhol iiber den Forward-Primer an die V| -Sequenz angefiigt

wurde. Die PCR wurde unter Einsatz der Primer V.SUBFabBACK und V;SUBFabFOR

wie bei Vy durchgefiihrt. Auch hier wurde wegen der Hohe der Annealingtemperaturen
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von 69 °C fiir den Backward-Primer und 71 °C fiir den Forward-Primer ein
Temperaturgradient von 15 °C, bei 50 °C beginnend, fiir die Hybridisierung der Primer
eingesetzt. Die exakten Sequenzen der Vi -spezifischen Primer sind in II, 1.7, Tabelle 3, S.

20 verzeichnet. Die PCR-Auswertung erfolgte ebenfalls wie bei Vy.

2.2.1.2 RV und Ligation der variablen Regionen mit pASK99

Die Amplifikationsprodukte Vi und Vi wurden an den jeweiligen Restriktionsstellen im

RV geschnitten und mit den entsprechenden Vektorpréiparaten ligiert.

RV von Vy

Das amplifizierte Vy-Gen wurde mit den Enzymen PstI und BSEIl und dem
entsprechenden Puffer in einem Doppel-RV geschnitten. Die einzusetzende DNA-Menge
ist abhdngig von der Hohe der DNA-Produktion in der Amplifikation. Je Ansatz wurde die
Hilfte der amplifizierten DNA verwendet. In Tabelle 15 ist der RV-Ansatz aufgefiihrt. Das
Gemisch wurde bei 37 °C fiir 6 h inkubiert. Die Dauer der Inkubationszeit ergibt sich
durch die Lage der Restriktionsstellen an den beiden Enden der Vy-Sequenz.

Die préparierten Vy-Regionen wurden iiber DNA-Gelelektrophorese (1 % Agarose) von

Salzen und Enzymen getrennt und mit QiaEXII aus der Agarose isoliert.

Tabelle 15 Doppel-RV-Ansatz von Vi

Komponente Stammlésung Endkonzentration Volumen (ul)
Puffer O" 10x 1x 5

Pstl 10 U/ul 5U 0,5
BstEII 10 U/l 5U 0,5
DNA X

H,O dest. ad 50
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RV von V.

Das Enzym Xhol benétigt die 2-fache Menge des Puffers von Sstl fiir optimale
Bedingungen im RV. Deshalb wurde ein sequentieller RV (Tab. 16) zur Préparation des
V1-Gens angesetzt. Nach Inkubation des Ansatzes I bei 37 °C fiir 6 h wurde Ansatz Il
dazugegeben und bei 37 °C fiir weitere 6 h inkubiert.

Durch eine anschlieBende Gelelektrophorese (1 % (w/v) Agarosegel) wurde der RV-
Ansatz gereinigt und die geschnittenen Vi-Gene mit QiaExII (Qiagen) aus der Agarose

isoliert.

Tabelle 16 Sequentieller RV von Vi mit den RE Sstl und Xhol

Komponente Stammlésung Endkonzentration Volumen (ul)

| Puffer M 10x 1x 5
Sstl 10 U/ul 5U 0,5
DNA I pug X
H,O* ad 50

Il Puffer H 10x Ix 5
Xhol 10 U/ul 5U 0,5
DNA (Mix aus I) 50
H,O* ad 50

RV von pASK99

Zur Gewinnung der Plasmid-DNA von pASK99 wurden E. coli JM83-Zellen mit dem
Vektor transformiert. Nach Ubernachtkultur bei 30 °C auf LB-Amp-Agar wurde eine
isolierte Einzelkolonie in LB-Amp-Medium bei 30 °C fiir 16 h kultiviert. Die
anschliefende Plasmidisolierung erfolgte mit Qiagen Plasmid Purification Mini Kit
(Qiagen) nach dem Protokoll des Herstellers.

Das Plasmid pASK99 wurde in zwei verschiedenen Ansdtze mit den Restriktionsenzymen
Pstl und BStEIl bzw. Sstl und Xhol geschnitten. In jedem RV-Ansatz wurden 3 ul der
Plasmidpréparation eingesetzt. Die beiden Reaktionen wurden wie bei Vg und Vp

angesetzt. Die Inkubationszeiten konnten auf 3 h verkiirzt werden, da eine zirkulire DNA
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vorlag. Nach dem RV wurden die unterschiedlichen Vektorpriparationen iiber
Gelelektrophorese (0,7 % (w/v) Agarosegel) gereinigt und anschlieBend aus der Agarose
mit QiaEXII (Qiagen) isoliert.

Ligation der variablen Regionen mit pASK99

Die 2-fach geschnittenen variablen Regionen und die entsprechenden Priparationen des
Vektors pASK99 wurden jeweils in dem Verhédltnis Vektor zu Insert 1:3 miteinander
ligiert. Tabelle 17 zeigt den Ligationsansatz von Vi mit pASK99. Die Ligation der V-
Region mit pASK99 wurde identisch durchgefiihrt. Die Reaktion ist in II, 2.1.1.6, S. 41
beschrieben. Das Endvolumen des Ligationsansatzes wurde je nach Volumen der geldsten
DNA vergroBert. Eine Kontrolle ohne variable Region wurde jeweils mitgefiihrt, um den

»Background®, d.h. den Anteil an religiertem Vektor, zu bestimmen.

Tabelle 17 Ligationsansatz von Vi und pASK99

Komponente Stammlésung Endkonzentration Volumen (ul)
pASK99 125 ng X

Vu 375 ng X

H,O dest. ad 10
Puffer 10x Ix 1

T4 DNA Ligase 5 Weiss-Units/pl 2,5 Units 0,5

Die Transformation von elektro-kompetenten JM83-Bakterien mit den ligierten Plasmiden
PASK99-Fd und pASK99-Leichtkette wurde mit der Elektroporation durchgefiihrt. Hierfiir
wurde die DNA mit einer PCI-Extraktion und einer anschlieBenden EtOH-Prizipitation (s.
I, 2.1.1.7, S. 41ff) aufbereitet. Bei der Elektroporation wurden je Ansatz 100 pl
kompetente JM83-Bakterien mit 1 pl DNA transformiert. Die Kontrolle mit Vektor-DNA
und eine weitere Kontrolle ohne DNA zum Testen der kompetenten Bakterien wurden
mitgefiihrt.

Nach Inkubation auf LB-Amp-Agar liber Nacht bei 30°C erfolgte die Kultur von
Einzelkolonien in LB-Amp-Medium fiir 16 h bei 30 °C. Die Plasmide der einzelnen

Kolonien wurden mit Qiagen Plasmid Purification Mini Kit (Qiagen) isoliert und durch
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Sequenzieren auf das Klonierungsergebnis iiberpriift. Die Sequenzierung wurde von der

Firma SequiServe (Vaterstetten) durchgefiihrt.

2.2.1.3 Ligation der Schwer- und Leichtketten in pASK99

Die Priparation von pASK99-Fd und pASK99-Leichtkette fiir die Ligation erfolgte im RV
mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und HindIIl. Bei dem Klon IPR-7 wurden die
Restriktionsenzyme Xbal und Sstl im RV verwendet, da die Erkennungssequenz von Ncol
auf dem Vy-Gen von Klon IPR-7 lokalisiert ist. Die einzelnen Reaktionen wurden jeweils
im Doppel-RV (s. II, 2.2.1.2, Tab. 15, S. 64) durchgefiihrt. Die verschiedenen Anséitze
wurden iiber Gelanalyse (1 % (w/v) Agarosegel) aufgetrennt und die entsprechenden
Banden mit QiaEXII aus der Agarose geldst.

Die Ligation der herausgelosten Leichtketten-Fragmente und des 2-fach geschnittenen
Vektors pASK99-Fd der Klone IPR-23 und IPR-53 erfolgte nach I, 2.2.1.2, Tab. 17, S. 66.
Bei Klon IPR-7 wurde das Fd-Fragment mit dem entsprechend préparierten Vektor
pASK99-Leichtkette ligiert. Die Ligation erfolgte wie in II, 2.2.1.2, Tab. 17 beschrieben.
Nach PCI-Extraktion und EtOH-Prizipitation (s. II, 2.1.1.7, S. 41ff) wurden die ligierten
Plasmide iiber Elektroporation in kompetente JM83 Bakterien eingeschleust. Nach
Inkubation auf LB-Amp-Agar bei 30 °C fiir 12-16 h wurden je Klon 12 Kolonien in LB-
Amp-Medium zur Expression kultiviert. Nebenbei erfolgten Plasmidisolationen der
einzelnen Klone, um das Klonierungsergebnis mit Hilfe des RV zu iiberpriifen. Die
Sequenzierung der klonierten F,,-Fragmente einschlieBlich der Expressionskassette des

Vektors pASK99 wurde von der Firma SequiServe (Vaterstetten) durchgefiihrt.

2.2.2 Bakterielle Expression der Fy,-Varianten in pASK 99

1. Ausstrich des mit dem pASK99-Derivat transformierten E. coli K12-Stamms JM83
auf LB-Amp-Agar (100 pg/ml Ampicillin) und Ubernachtinkubation bei 30 °C

2. Animpfung von 50 ml einer Ubernachtkultur in LB-Amp-Medium (250 ml Kolben)
mit einer frischen Einzelkolonie und Schiittelinkubation bei 30 °C und 250 rpm
(ca. 16 h)

3. Animpfung von 2 1 LB-Amp-Medium (2x 1 1 Kolben) mit 40 ml der Ubernachtkultur
und Schiittelinkubation bei 22 °C und 200 rpm bis ODsso von 0,5 (ca. 3-5 h)

4. Induktion mit 20 pl Anhydrotetracyclin (20 mg/ml in DMF) unter Schiitteln fiir 3-4 h
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5. Zentrifugation der Zellen in Zentrifugenbecher (Sorvall GS3) bei 5000 rpm und 4 °C

fir 12 min

6. AbgieBen des Uberstandes und Abziehen von verbleibenden Fliissigkeitsresten mit

einer Pipette

Alle weiteren Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt.

7. Resuspendieren der Zellsedimente in 20 ml 100 mM Tris/HCI ph 8,0, 0,5 M
Saccharose, | mM EDTA (vorgekiihlt) und Inkubation auf Eis fiir 30 min

8. Abzentrifugieren der Sphiroplasten bei 5000 rpm und 4 °C fiir 10 min
9. Klirung des Uberstandes durch weitere Zentrifugation bei 15.000 rpm und 4 °C fiir
15 min

10. Dialyse der periplasmatischen Zellfraktion in Dialyseschlauchen (Ausschlu3grenze
8000 Da) tliber Nacht bei 4 °C gegen 51150 mM NacCl, 100 mM Tris/HCI, pH 8,
1 mM EDTA

11. Sterilfiltration (0,2 wm) zur Abtrennung partikuldrer Bestandteile des

Periplasmaextraktes und Aufbewahrung bei —20 °C

2.2.3  Screening der exprimierten Fy-Antikoper

Uber Bindung an das immobilisierte, OVA-gekoppelte IPR-Derivat (Abb. 11) wurden die

positiven Klone ermittelt.

Cl
N)\N
CHa\ )|\ )\
/\/\/\
CH—
N N N COOH
CH3/ H H

2-Chlor-4-(6-aminohexansaure)-6-(isopropylamino)-1,3,5-triazin (IPR-Derivat)

Abbildung 11 Atrazin-Derivat IPR mit C6-Spacer
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Folgender indirekter, kompetitiver ELISA (Abb. 12, S. 70) wurde fiir das Screening der

exprimierten Fap-Antikorper durchgefiihrt:

Beschichtung:

1. Immunreaktion:

2. Immunreaktion:

Farbreaktion:
Stoppen:

Messung;:

200 pl IPR-OVA (5 pg/ml) in Carbonatpufter,
iiber Nacht, 4 °C

100 ul Atrazin (10.000 pg/l) bzw. PBS
100 pl Periplasmaextrakt (unverdiinnt, 1:10, 1:100),
1 h, RT

200 pl Ziege-anti-Maus-IgG-POD Konjugat (1:5.000),
polyvalent, 1 h, RT

200 pl POD-Substrat, 20-30 min, RT
2 N H,SOq4

Absorption A = 450 nm

Zwischen den einzelnen Inkubationen wurden 3-fache Waschschritte mit 10 mM PBS-

Waschpuffer durchgefiihrt, um die ungebundenen Partikel aus den Kavititen der

Microtiterplatten zu entfernen.

224  Fap-Enzymimmunoassay

Die sekretierten F,,-Antikorper der im Screening ermittelten, positiven Klone wurden in

einem direkten, kompetitiven ELISA (Abb. 13, S. 71) gemessen. Die periplasmatischen

Extrakte mit den F,-Fragmenten wurden in unterschiedlichen Verdiinnungen eingesetzt.

Die Messung erfolgte iiber Chemilumineszenz im Luminometer. Der ELISA lief nach

folgendem Schema ab:

Beschichtung:

1. Immunreaktion:

2. Immunreaktion:

150 pl Ziege-anti-Maus-IgG (5 pg/ml) in Carbonatpuffer,
iiber Nacht, 4 °C

150 pl Periplasmaextrakt (in PBS verdiinnt)
1,5h, RT

100 pl Atrazin-Standardreihe (PBS, 0,01-10.000 pg/1)
50 ul IPR-POD-Konjugat (1,5 pg/ml), 1:32.000 in PBS
1 h, RT
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Substratreaktion:

50 pl Pico Luminol/Enhancer Solution

50 ul Pico Stable Peroxide Solution

Messung:

Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten erfolgten 3-fach Waschschritte mit 10 mM

PBS-Waschpuffer.

Lumineszenz in RLU (= relative luminescence units)

HH F,,-Fragment

¢ IPR-OVA

2000

Fab

20,00

3. Inkubation mit

1. Beschichtung
mit IPR-OVA

l 2. Blockieren mit OVA

/7)/}

l 4. Inkubation mit
Anti-Maus-POD

5. Farbreaktion
H,0, + TMB

l 2800

| KA522

6. Stop-Reaktion
H,SO,

¢ Analyt

®
Anti-Maus-POD

@ OVA

Abbildung 12 Schema fiir den indirekten, kompetitiven ELISA zum Screening der F,p,-

Klone
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1.Beschichtung mit
Anti-Maus-lgG

l 2. Inkubation mit F,,

4. Reaktion mit
Lumineszenzsubstrat

‘ IPR-POD
Y Anti-Maus-l1gG Fab
‘ Analyt

Abbildung 13 Schema fiir den direkten, kompetitiven F,,-ELISA

2.2.4.1 Auswertung des Fa-Enzymimmunoassay

Der F,-Enzymimmunoassays zeigte eine konzentrationsabhingige Reaktion. Die
Auftragung der Lumineszenzwerte iiber der logarithmierten Atrazinkonzentration
resultierte in einem sigmoiden Kurvenverlauf. Das 4-Parameter-logistische Modell

(Rodbard und Hutt, 1974) wurde zum Anpassen der Kurve verwendet:

1) - fad)

= +d
y 11’0 + ebX—bC j

mit y= Lumineszenz

x = Konzentration des Analyten
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a = maximale Lumineszenz
b = minimale Lumineszenz
¢ = Konzentration am Testmittelpunkt

d = Steigung am Testmittelpunkt

Zum Vergleich verschiedener ELISA-Kurven mufite eine Normierung der Daten
durchgefiihrt werden. Diese erfolgte durch die Transformation der MeBBwerte in % B/By-
Werte:
A_
(2) %B/BOZ—A’XIOO
mit A = Lumineszenzwert des Standards bzw. einer Probe

Ay = Lumineszenzwert des Nullwertes (TBS)

Anax = Lumineszenzwert der maximalen Atrazin-Konzentration

Die %B/By-Werte liegen zwischen 0 und 100 %. Der Bereich zwischen 20 und 80 %B/B,
wird als MeBbereich der Standardkurve definiert (Rodbard, 1971), wobei der 80 %-Wert
die obere, der 20 %-Wert die untere Nachweisgrenze des ELISA darstellt. Als untere
Bestimmungsgrenze ist die kleinste Stoffmenge definiert, die quantitativ bestimmt werden

kann und sich signifikant vom Nullwert unterscheidet (Ebel und Kamm, 1983).

2.25 Renigung und Konzentrierung der exprimierten Fq,-Fragmente

Die  Aufreinigung der exprimierten  Fp-Fragmente  erfolgte mit  einem
affinitdtschromatographischen Verfahren. Immobilisiertes Streptavidin bindet reversibel
die F,-Antikorper tliber das Strep-Tag 1II, alle iibrigen Komponenten des
Periplasmaextraktes werden nicht gebunden. Als Affinititsmedium wurde Sepharose
verwendet. Das bakteriell produzierte Core Streptavidin aus Sreptomyces avidinii bindet
besser an das Strep-Tag Il als kommerziell erwerbbares Streptavidin (Schmidt und Skerra,
1994a). Das Séulenmaterial wurde freundlicherweise von Prof. Skerra (Lehrstuhl fiir

biologische Chemie, Wissenschaftszentrum Weihenstephan) zur Verfiigung gestellt.
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2.25.1 Streptavidin-Affinitatschromatographie

Die Affinititschromatographie wurde bei 4 °C durchgefilhrt und mit einem
Durchflussphotometer bei A = 280 nm und einem daran gekoppelten Schreiber verfolgt.

Die Streptavidin-Affinititssdule wurde mit dem 5-10 fachen Sdulenvolumen an Laufpuffer
(150 mM NacCl, 100 mM Tris/HC] pHS, 1 mM EDTA) mit einer FluBrate von 20 ml/h
equilibriert. Die aufbereitete periplasmatische Fraktion wurde iiber die Sdule gepumpt und
anschlieBend die Séule erneut mit dem 5-10 fachen S&dulenvolumen an Laufpuffer
gewaschen, um nicht gebundenes Protein zu entfernen. Die Elution der gebundenen Fab-
Fragmente erfolgte in Fraktionen mit 2,5 mM Desthiobiotin in Laufpuffer. Die Siule
wurde mit 5 mM HABA regeneriert bis sie eine satt orangene Farbe annahm und
anschlieBend mit Laufpuffer 60-90 min gespiilt, bis die orangene Farbe vollkommen

ausgewaschen war. Die Lagerung der Sdule erfolgte im Laufpuffer bei 4 °C.

2.25.2 Charakterisierung der gereinigten Fa,-Varianten im ELISA und Uber SDS-
PAGE

Der Durchlauf und die eluierten Fraktionen wurden im indirekten, kompetitiven ELISA auf
ihren F,,-Gehalt und die Funktionalitit der F,,-Fragmente getestet. Die Durchfiihrung des
ELISA lief wie in II, 2.2.3, S. 68f beschrieben ab.

Der Reinheitsgrad der verschiedenen, F,,-enthaltenden Fraktionen wurde elektrophoretisch
(SDS-PAGE) mit einem 10,5 %igem Polyacrylamidgel {iberpriift. Die einzelnen Proben,
die Periplasmafraktion und der Sdulendurchlauf wurden in reduzierendem Probenpuffer
3:1 verdiinnt und je 8 ul auf das Gel neben einem Molekulargewichtsmarker aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 120 V bei RT. Das Gel wurde
anschlieBend mit Silberfarbung ausgewertet (s. II, 2.1.4.2., S.57).

2.25.3 Konzentrierung der Fy,-Fragmente

Eluate mit I6slichen F,, Antikdrpern wurden gegen PBS iiber Nacht dialysiert und mittels
Ultrafiltration konzentriert. Der Konzentrierungsschritt erfolgte mit Hilfe einer Riihrzelle
mit einer Membran von 10 kDa Ausschlu3grenze. Die zu konzentrierende Probe wurde
dabei unter Druck von 2 bar durch die Membran gedriickt. Molekiile grofer 10 kDa
wurden von der Membran zuriickgehalten. Alle Substanzen kleiner 10 kDa gingen

ungehindert durch die Membran. Somit gelang es, die F,,-Molekiile (Molekulargewicht
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~50 kDa) im Konzentrat zuriickzuhalten. Ein Verstopfen der Membran wurde durch einen

Magnetriihrer in der Riihrzelle verhindert. Die Konzentrierung wurde auf Eis durchgefiihrt.

2.25.4 Konzentrationsbestimmungim BCA-Test

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der aufgereinigten F,,-Antikorper erfolgte mit
Hilfe des Bicinchinonsdure-Tests (Smith et al., 1985). Unter akalischen Bedingungen
reduzieren Proteine Cu?" zu Cu'" (Biuret-Reaktion). Kupfer (I)-Ionen bilden mit
Bicinchinonsdure einen violetten Komplex mit einem Absorptionsmaximum bei 562 nm.
Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurden Standardreihen von BSA (0,01-100 pg/l)
angesetzt. Jeweils 10 pl der Standards bzw. der zu bestimmenden Proteinldsung wurden
auf eine Mikrotiterplatte zusammen mit jeweils 200 pl Kupfer-BCA-Losung (1 Teil
CuSO4-Losung zu 50 Teile Bicinchinonsdurelosung) aufgetragen. Die Mikrotiterplatte
wurde fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach dem Abkiihlen wurde die Absorption bei 560
nm gemessen. Die resultierende Absorption ist direkt proportional zur
Proteinkonzentration. Anhand der BSA-Standards wurden die Proteingehalte der Fg,-
Losungen errechnet. Nach Abzug der Absorption des Leerwertes von den
Absorptionsmittelwerten ~ der  einzelnen  Standards  wurden  die  absoluten
Absorptionsmittelwerte gegen die Proteinstandards aufgetragen und eine Standardkurve
gebildet. Anhand dieser Geraden konnte die Proteinmenge der aufgetragenen Probe
bestimmt werden. Die Konzentration der aufgetragenen Probe wurde mit Hilfe der
Software ICN, EIA 3 ermittelt. Die Konzentration des Proteins in mg/ml lie} sich nach

folgender Formel berechnen:

mg Protein X Verdiinnungsfaktor

3)

ml eingesetzte Probe

226 Fgp-Charakterisierung mit Bl Acor e Biosensor

Die Interaktionen zwischen F,,-Antikdrper und Ligand wurden mittels eines optischen
Biosensors (BIAcore 2000™) mit dem Sensorchip CM5 gemessen. Als Laufpuffer kam
10 mM PBS zum Einsatz, dem zur Verminderung unspezifischer Bindungen 0,005 %

Tween zugesetzt wurde.
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2.2.6.1 Praparation des Sensorchips

Fiir die kovalente Kopplung des Liganden IPR-OVA (vgl. II, 2.2.3, Abb. 11, S. 68) an den
Sensorchip CM5 wurde die Aminkopplungsmethode verwendet. Dabei wurden die
Carboxylgruppen des Carboxydextrans des Sensorchips mit Hilfe einer Mischung von
wasserloslichen N-Ethyl-N’-(3-diethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und durch Zugabe
von N-Hydroxysuccimid (NHS) in einen reaktiven Ester umgewandelt. Proteine kdnnen
iber freie NH,-Gruppen an den NHS-Ester gebunden werden.

Die Aktivierung der Dextranoberflache des Chips erfolgte durch Injektion von 30 ul einer
dquimolaren Mischung aus NHS (0,1 M in Aqua dest.) und EDC (0,1 M in Aqua dest.).
Fiir die Messung wurden 2 der 4 parallelen Messkanile auf der Messzelle verwendet. Das
Kopplungskonjugat IPR-OVA war in Kopplungspuffer (0,1 mg/ml in 10 mM Na-Format,
pH 3,5) geldst, und 400 pl von der Losung wurden bei einer konstanten Flussrate von

10 pul/min in den ersten Messkanal appliziert. Eine spezifische Oberfliche mit 4125 RU
(refractive unit) wurde prépariert. Die Maleinheit RU entspricht der an der
Sensorchipoberflache gebundenen Substanzmenge (1000 RU entsprechen dabei

1 ng/mm?). Der zweite MeBkanal diente als Referenzkanal. Dafiir erfolgte die Kopplung
von OVA (0,01 mg/ml in Kopplungspuffer) an die Oberflidche schrittweise durch repetitive
Injektionspulse (20 s) bei einer konstanten Flussrate von 10 pl/min. Dabei wurde darauf
geachtet, dal in der Mess- und Kontrollspur die gleiche Menge an spezifischem bzw.
unspezifischem Protein immobilisiert wurde. Nach der Immobilisierung wurde die
restliche Menge an NHS-Ester durch Injektion von 30 ul 1M Ethanolamin, pH 8,5,
deaktiviert.

2.2.6.2 Ermittlung der Affinitatsdaten der Fa-Antikor per

Die Fap-Antikorperlosungen wurden vor der Anwendung im Biosensor mit Laufpuffer 1:5
verdiinnt. Vier Konzentrationen je F,,-Klon wurden fiir die Messungen verwendet, nimlich
100 %, 75 %, 50 % und 25 % der F,,-Stammlosungen. Je 130 pl der F,,-Konzentrationen
wurden bei einer konstanten Flussrate von 10 pl/min injiziert. Der Verlauf der
Sensorgramme wurde aufgezeichnet und anschlieBend die Kinetikdaten mit Hilfe der
BlAevaluation Software (Version 2.1) errechnet. Der Sensorchip wurde nach jedem Lauf

mit Elutionspuffer regeneriert.
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2.3 Konstruktion des scFv(K47H)-aP Fusionsproteins

Die Konstruktion des Fusionproteins aus dem Atrazin spezifischen scFv-Antikdrper K47H
(Kramer und Hock, 1996a) und dem Enzym alkalische Phosphatase (aP) aus E. coli
erfolgte in dem Expressionsvektor pASK75 (Skerra, 1994b). Das scFv-aP-Konstrukt
wurde in dem transformierten E. coli Stamm JM83 mit Hilfe des Vektors vermehrt und
exprimiert. Die Eigenschaften des pASK75-Vektors (Abb. 14) entsprechen denen des
Vektor-Derivats pASK99 (vgl. 11, 2.2, Abb. 8, S. 59). Jedoch enthélt pASK75 eine multiple
cloning site (MCS) mit anderen RE, das Affinititspeptid Strep-Tag und keine murinen

konstanten Doménen.

Xba

/StuI/BsaI

Eco471ll

Hindlll

PASK75
3266 bp

tetR

Abbildung 14 Expressionsvektor pASK75

Die Klonierung des Fusionsgens (Abb. 15, S. 77) wurde in zwei Schritten durchgefiihrt.
Zuerst erfolgte die Klonierung des amplifizierten aP-Gens in den Expressionsvektor
pASK75 tiber die Restriktionsstellen Eco4 7111 und Sall in der MCS des pASK75-Vektors.
Das aP-Gen wurde upstream an die Sequenz des Strep-Tags eingefiigt. Der zweite Schritt
umfasste die Klonierung des amplifizierten scFv-Gens an die 5’-Seite der aP Sequenz.
Hierbei wurde das Antikorperfragment iiber die Restriktionsstellen Xhol und Sall in den

Expressionsvektor inseriert.
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aP
N~——
| RV mit Sall
«— und Eco47Ill
PCR PASK75
v
[ I
Sal | Eco471ll
RV
v
— I |
Sal | Eco471ll
lLigation
PASK75/aP scFv (K47H)
N——
I
«—
PCR
RV mit Sall v
und Stul
[ I
Stul Sall
RV
v
pASK75/aP
— I
Stul ‘ Sall
lLigation

Abbildung 15 Klonierungsschema fiir das scFv-aP-Fusionsprotein
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231 DieKlonierungder aPin pASK75

Die Umklonierung des Gens der alkalischen Phosphatase aus dem Klonierungsvektor
pPHOA4 in den Expressionsvektor pASK75 wurde in zwei Hauptschritten durchgefiihrt.
Zuerst erfolgte die Aufbereitung des Vektors pASK75, d.h. Transformation in den E. coli-
Stamm JMS83 zur Vermehrung, Plasmidisolation und Linearisierung des Plasmids durch
den RV den beiden fiir die Klonierung bestimmten Restriktionsstellen der Enzyme Sall
und Eco47IIl. AnschlieBend wurde der Vektor pPHOA4 in den E. coli-Stamm DHS5a
kloniert, das Plasmid isoliert und das aP-Gen mit Hilfe der PCR amplifiziert. An das
Amplifikat waren durch die Primer der PCR die gleichen Restriktionssequenzen angefiigt
worden. Nach dem RV mit den beiden Enzymen Sall und Eco4711I entstanden kompatible
Enden, die zur Ligation zwischen dem aP-Gen und dem linearisierten pASK75-Vektor
dienten. Das ligierte Plasmid pASK75/aP wurde in den Bakterienstamm JMS83

transformiert, isoliert und durch einen RV auf Lénge und Inhalt tiberpriift.

2.3.1.1 Aufbereitung von pASK75 fir dieLigation

Der Expressionsvektor pASK75 wurde fiir diese Arbeit freundlicherweise von Prof. Skerra
(Lehrstuhl fiir Biologische Chemie, Wissenschaftszentrum Weihenstephan, TU-Miinchen)
zur Verfligung gestellt. Das isolierte Plasmid wurde zur Vermehrung in den
Bakterienstamm JM83 mit der CaCl,-Methode transformiert. Der pASK75-Vektor lag in
einer Konzentration von 20 ng/ul vor. Zur Transformation wurden 1,5 ng DNA auf 50 pl
Bakterien verwendet.

Zur Weiterbearbeitung und Uberpriifung des Plasmids in den transformierten Bakterien
wurde eine gut isolierte Einzelkolonie des Transformationsansatzes in LB-Amp-Medium
bei 30 °C und 250 rpm fiir 12-16 h inkubiert und das Plasmid mittels Qiagen Plasmid
Purification Mini Kit nach der Anleitung des Herstellers isoliert. Die Konzentration wurde
photometrisch bei 260 nm bestimmt.

AnschlieBend erfolgte ein RV des Vektors mit den RE Eco47Ill und Sall. Die
Komponenten des Restriktionsansatzes sind in Tabelle 18 aufgelistet. Die Plasmid-DNA
wurde fiir 2, 3 und 4 h bei 37 °C inkubiert. Der linearisierte pASK75-Vektor wurde zur
Uberpriifung und Aufreinigung in einem priparativen 0,7 %igem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Linge der DNA-Banden wurde anhand des Markers 11

bestimmt. Die Banden wurden aus dem Gel mit QiaEXII isoliert.
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Tabelle 18 Doppel-RV-Ansatz von pASK75

Komponente Stammlésung Endkonzentration Volumen (ul)
Puffer O 10x Ix 5

(MBI Fermentas)

Eco 47 111 10 U/ul 5U 0,5

Sl 10 U/ul 5U 0,5

DNA 3

H>0 dest. ad 50

2.3.1.2 Amplifikation des aP-Gens aus pPHOAA4

Der Vektor pPHOA4 (Abb. 16) mit dem aP-Gen wurde freundlicherweise von Dr.

Schmidt-Dannert (Institut fiir Technische Biochemie, Universitéit Stuttgart) zur Verfiigung

gestellt.

Sall

Abbildung 16 Klonierungsvektor pPPHOA4
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Transformation von pPHOA4 in DH5a

Zur Autbewahrung und Vermehrung wurde der Klonierungsvektor pPPHOA4 mit dem Gen
der aP in den E. coli-Stamm DHS5a" transformiert. Diese Transformation wurde mit der
CaCl,-Methode durchgefiihrt Der zu transformierende Vektor lag in einer Konzentration
von 20 ng/pl vor. Die ndtige Arbeitskonzentration von 1 ng/pl wurde zu 50 pl kompetente
DH50a " -Bakterien gegeben. Der Transformationsansatz wurde auf LB-Amp-Agar in
seriellen Zehnfach-Verdiinnungen ausgebracht. Eine Kontrolle ohne DNA wurde
mitgefiihrt, um ein Auftreten von Fremdplasmiden mit dem Ampicillin-Resistenz-Gen zu
tiberpriifen. Anschlieend erfolgte die Plasmidisolierung (s. I, 2.3.1.1, S. 78) einer isoliert
gewachsenen Bakterienkolonie. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch bei 260 nm

bestimmt.

PCR-Amplifikation des aP-Gens

Zur Vervielfiltigung der aP-Sequenz und zum Anfligen der Restriktionsstellen Sall und
Eco471Il wurde eine PCR mit dem Plasmid pPHOA4 als Template durchgefiihrt. Der
Ansatz ist in Tabelle 19 (S. 81) wiedergegeben. Eine Kontrolle ohne Template wurde
mitgefithrt, um Fehlamplifikationen auszuschlieBen. Das Zeit-Temperatur-Profil aus II,
2.1.1.3, Tabelle 5, S. 37 wurde mit einer Annealingtemperatur von 61 °C und einer
Zyklenzahl von 25 abgedndert. Die PCR und die nachfolgende Reinigung der Amplifikate
iiber ein 0,8 %iges Agarosegel erfolgte wie in I, 2.1.1.3, S. 36 beschrieben.

RV des amplifizierten aP-Gens

Das amplifizierte aP-Gen wurde in einem RV an den Restriktionsstellen Sall und Eco4 7111
geschnitten. Der Ansatz erfolgte wie in II, 2.3.1.1, Tabelle 18, S. 79. Da bei dem
Amplifikat die Schnittstellen direkt an beiden Enden des DNA-Fragments lokalisiert sind,
konnen sich die Restriktionsenzyme weniger leicht an die Erkennungssequenzen anlagern.
Aus diesem Grund wurde die Inkubationszeit der Enzyme auf 6 h bei 37 °C verlidngert.
AnschlieBend erfolgte eine Gelanalyse (0,8 % Agarose) und die Aufreinigung der
geschnittenen aP-Banden aus dem Gel mit QiaEX II.
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Tabelle 19 PCR-Ansatz zur Amplifikation des aP-Gens

Komponente Volumen (ul) Endkonzentration
10x-PCR-Puffer 5 Ix

25 mM MgCl, 3 1,5 mM
dNTP-Mix (2,5 mM je dNTP) 4 je 200 uM
PHOABACK** 1 0,1 nM
PHOAFOR** 1 0,1 nM
Template-DNA 10 I ng

HyO* ad 50 -
TaqPolymerase (1:10) 5 2,5 Units

**Die exakten Sequenzen der aP-spezifischen Primer sind in II, 1.7, Tabelle 1, S. 19

verzeichnet.

2.3.1.3 Ligation der aP mit pASK75

Nach dem RV von pASK75 und dem aP-Fragment lagen je ein “sticky end” an den Sall-
Sequenzen und ein “blunt end” an den Eco47Ill-Sequenzen vor. Die Ligation von
Fragmenten mit “blunt ends” ist im allgemeinen weniger effektiv (Sambrook et al., 1989).
Deshalb wurde unter diesen Bedingungen die Konzentration an zugegebener T4 DNA-
Ligase bei der Ligation auf 5 Weiss-Units gegeniiber den iiblich eingesetzten 2,5 Weiss-
Units erhoht. Die Ligation des linearisierten Vektors pASK75 und dem aP-Insert erfolgte
in dem Verhiltnis Vektor zu Insert 1:3 nach II, 2.1.1.6, S. 41. Eine Kontrolle ohne aP-
Insert wurde mitgefiihrt, um den Anteil an religiertem Vektor zu bestimmen.

Die Transformation von elektro-kompetenten JM83-Bakterien mit dem ligierten
pASK75/aP-Plasmid und dem Kontrollansatz erfolgte liber Elektroporation (s. II, 2.1.1.7,
S. 41ff). Hierfiir wurde die DNA mit einer PCI-Extraktion und einer anschlieenden
EtOH-Prézipitation (s. II, 2.1.1.7, S. 41ff) aufbereitet. An die Elektroporation schlof3 sich
die Plasmidisolation von Einzelkolonien des Transformationsansatzes. Der Ansatz wurde
in seriellen 10-fach Verdiinnungen auf LB-Amp-Agar ausplattiert und bei 30 °C fiir 12-16
h inkubiert. Die Einzelkolonien wurden in LB-Amp-Medium fiir 16 h bei 30 °C kultiviert
und deren Plasmide mit Qiagen Plasmid Purification Mini Kit isoliert. Die Analyse

erfolgte liber Gelelektrophorese in einem 0,8 %iges Agarose-Gel.
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2.3.2  Klonierung des scFv-Fragments

Das scFv(K47H)-Gen wurde aus dem Vektor pPCANTAB 5E amplifiziert und in den
pASK75/aP-Vektor an das 5’-Ende des aP-Gens inseriert. Zuerst erfolgte die
Plasmidisolation des pPCANTAB 5SE-Vektors (s. II, 2.1, Abb. 5, S. 32) mit anschlieBender
Amplifikation des scFv-Fragments unter Anfiigung der Klonierungsstellen Sall und Stul.
Durch nachfolgenden RV des amplifizierten aP-Gens und des Vektors pASK75/aP mit den
beiden Restriktionsendonukleasen entstanden die zur Ligation ndtigen kompatible Enden.
Der Bakterienstamm JM83 wurde mit dem ligierten Plasmid pscFvaP transformiert, das

Plasmid isoliert und durch einen RV auf Linge und Inhalt tiberpriift.

2.3.2.1 Amplifikation von scFv auspCANTAB 5E

TG1 Bakterien mit dem pCANTAB S5E(K47H)-Plasmid wurden in 2xYT-AmpGluc-
Medium bei 30 °C und 250 rpm kultiviert. Die Plasmidisolation erfolgte mit Qiagen
Plasmid Purification Mini Kit nach dem Protokoll des Herstellers.

Die PCR wurde wie in II, 2.3.1.2, Tab. 19, S. 81 durchgefiihrt. Mit den eingesetzten
Primern scFVvBACK und scFvFOR wurden die Restriktionsstellen Sall und Stul an das
scFv-Gen angefiigt. Die Primer enthielten zusétzlich die Erkennungssequenzen der in der
rekombinanten Antikdrpertechnologie héufig verwendeten RE Sl und Notl. Eine
Template-Konzentration von 10 ng wurde eingesetzt. Das Zeit-Temperatur-Profil war
identisch mit dem der aP, nur die Annealingtemperatur wurde auf 50 °C verdndert. Eine
praparative Gelanalyse (1 % Agarose) folgte mit anschlieBender Isolation der DNA-
Banden aus dem Gel mit Hilfe des QIAEX 1I Kits.

Das amplifizierte scFv-Fragment wurde in einem sequentiellen RV mit den RE Sal T und
Su I unter Aufstockung der Puffersalze an den Klonierungsstellen geschnitten. Der
Reaktionsansatz ist in Tabelle 20 (S. 83) aufgefiihrt. Die Inkubation der Ansétze I und Il
erfolgte nacheinander fiir ca. 8 h je Ansatz bei 37 °C. Der RV wurde mit einer
Gelelektrophorese (1 % Agarose) analysiert und die DNA-Banden von der Agarose mit
QiaEX II gereinigt.
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Tabelle 20 Sequentieller RV von scFv(K4E7)

Komponente Stammlésung Endkonzentration Volumen (ul)

| Puffer B 10x 1x 5
Sl 10 U/ul 5U 0,5
DNA X
H,O* ad 50

Il Puffer O 10x 1x 5
Sall 10 U/l 5U 0,5
Tris 1M 20 mM 2
NaCl 2,5M 25 mM 2
DNA (Mix aus I) 50
H,O* ad 100

2.3.2.2 Aufbereitung des Vektors pASK 75/aP

Mit einem sequentiellen RV-Ansatz (s. II, 2.3.2.1, Tab. 20) wurde das Plasmid pASK75/aP
mit den Enzymen Sall und Stul linearisiert. Die Reaktion wurde mit 1,5 pl DNA angesetzt.
Nach einer Gelanalyse (0,7 % Agarose) wurden die Banden aus den Agaroseblocken

isoliert.

2.3.2.3 Ligation von pASK75/aP und scFv(K47H)

Das 2-fach geschnittene scFv-Fragment wurde mit dem 2-fach geschnittenen Plasmid
pASK75/aP an den Restriktionsstellen Sall und Stul ligiert. Ligationsansatz und Reaktion
wurden wie in II, 2.1.1.6, S. 41 durchgefiihrt.

Die Ligation wurde mit einer PCI-Extraktion und anschliefender EtOH-Prézipitation (s. II,
2.1.1.7, S. 41ff) aufbereitet. Die Elektroporation erfolgte nach II, 2.1.1.7, S. 41ff mit
kompetenten JM83 Bakterien. Der Transformationsansatz wurde auf LB-Amp-Agar fiir
12-16 h bei 30 °C inkubiert. Acht isolierte Klone wurden zur weiteren Analyse ausgewahlt,
die Plasmide pscFvaP isoliert und nach einem RV mit den Enzymen Sall und Sul auf
Lénge des Inserts liberpriift. Die Fragmentldngen wurden anhand des Markers II in einem

0,8 %igem Agarosegel bestimmt.
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Die Sequenzierung von vier Plasmiden wurde von der Firma SequiServe (Vaterstetten)

ubernommen.

2.3.3  Expression und Screening

Die Expression des scFv-aP-Fusionsproteins erfolgte nach II, 2.2.2, S. 67. Aus je 50 ml
Bakterienkultur wurden 2 ml Periplasmaextrakt gewonnen. Nach Dialyse gegen 100 mM
Tris, pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA wurde der Periplasmaextrakt in einem indirekten,
kompetitiven ELISA (Abb. 17) getestet.

m 1. Beschichting mit IPR-OVA
?S\ 0)//
@ 2. Inkubation mit s,
© Fusionsprotein Ly
scFv-aP

‘2.
& ®

‘

3. Farbreaktion mit
aP-Substrat und
Nitrophenylphosphat

k

:

H\U Fusionprotein ‘ IPR-OVA

scFv + aP

Abbildung 17 Schema des indirekten, kompetitiven ELISAs fiir das scFv-aP-

Fusionsprotein
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Da es sich um einen heterogenen Assay handelt, war nach jedem Inkubationsschritt ein
Waschschritt notig. Die Mikrotiterplatte wurde dazu dreimal mit 350 pul TBS-Waschpuffer
je Kavitit in einem ELISA-Waschautomaten gewaschen. Die aP-Reaktion wird durch
Zugabe des aP-spezifischen Substrats hervorgerufen. Bei der Umsetzung des Substrats 4-
Nitrophenylphosphat entsteht durch Abspaltung des Phosphats das gelbgeférbte
Nitrophenol, dessen Farbintensitét als MalB3 fiir die Enzymaktivitit steht und bei einer
Wellenldnge von 405 nm gemessen wird. Die Volumenangaben verstehen sich stets pro
Kavitdt. Verdlinnungen wurden, sofern nicht anders angegeben, in 50 mM TBS, pH 7,2,
vorgenommen.

Folgende Reaktionsschritte waren erforderlich:

Coaten: 200 ul IPR-OVA (5 pg/ml) in Carbonatpuffer,
tiber Nacht, 4 °C

Immunreaktion: 100 pl Atrazin (10.000 pg/l) bzw. TBS
100 pl Periplasmaextrakt (unverdiinnt, 1:10, 1:100), 1h, RT

Enzymreaktion: 200 pl aP-Substrat mit 0,5 mg/ml p-Nitrophenylphosphat

Messung: Photometer A = 405 nm

234 Aufreinigung des Fusionsproteins

Zwei Methoden zur Aufreinigung des Fusionsproteins aus dem dialysierten
Periplasmaextrakt wurden durchgefiihrt. Die Streptavidin-Affinitdtschromatographie
beruht auf der Affinitdt des Strep-Tags zu Streptavidin. Das Strep-Tag ist an das 3’-Ende
des Fusionsgens gekoppelt. Bei der Atrazin-Affinitidtschromatographie wird die Affinitit
des scFv(K47H) zu Atrazin genutzt.

2.3.4.1 Streptavidin-Affinitatschromatographie

Die Chromatographie wurde wie in II, 2.2.5.1, S. 72 beschrieben durchgefiihrt. Nach der
Elution wurden 2 ml-Fraktionen aufgefangen und sowohl im ELISA (s. I, 2.3.3, S. 68f) als
auch im SDS-PAGE (s. 11, 2.1.4.2, S. 57) iiberpriift.
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2.3.4.2 Affinitatschromatographie mit Atrazin

Hierbei diente die Affinitdit des scFv(K47H)-Antikorpers gegeniiber Atrazin zur
Aufreingung des Fusionsproteins. Es wurde ein Niederdruckchromatographiesystem mit
UV-Detektor und Schreiber verwendet. Ein Sdule mit dem Volumen von 2 ml EAH-
Sepharose wurde pripariert. Die Sepharose wurde nach den Angaben des Herstellers zur
Kopplung aufbereitet. An 10 uM Aminogruppen/ml EAH-Sepharose wurde das Atrazin-
Derivat IPR (s.. II, 2.2.3, Abb. 11, S.68) im 100-fachen UberschuB gekoppelt. Die
Kopplung erfolgte iiber CMC, das in der gleichen Molaritit wie der Ligand zugegeben
wurde. Unter Rotationsinkubation bei Raumtemperatur erfolgte mit 0,5 M HCI eine pH-
Wert-Kontrolle (pH 5,5-6) liber 1 h. Nach anschlieBender Rotatonsinkubation {iber Nacht
bei RT wurde die Sepharose abzentrifugiert und 4 mal unter pH-Wechsel (0,1 M Acetat-
Puffer, pH 4,5, 0,1 M Tris/HCI, ph 8,3) gewaschen. Vor dem Bepacken der Sdule wurde
das Gel nochmals zweimal mit PBS gewaschen; das Sédulenmaterial wurde in PBS mit 0,02
% NaNj; gelagert. Die Chromatographie erfolgte bei 4 °C. Die Atrazin-Sdule wurde mit
dem 5-10-fachen Sdulenvolumen an Bindungspuffer (80 mM PBS, pH 7,4) dquilibriert.
Mit 0,3 ml/min wurde der dialysierte Periplasmaextrakt tiber die Sdule gepumpt und
anschlieend die Sdule erneut mit dem 5-10-fachen Volumen an Bindungspuffer
gewaschen, bis das UV-Signal das Ausgangsniveau erreicht hatte. Die Elution der
gebundenen scFv(K47H)-aP-Molekiile erfolgte mit 1,5 M Glycin/HCI, pH 2,5. Es wurden
2 ml-Fraktionen aufgefangen. Durchlauf und Eluate wurden im ELISA auf ihren Gehalt an

Fusionsproteinen tiberpriift.

235 Westernblot zur Proteincharakterisierung

Fir die Charakterisierung des exprimierten Fusionsproteins wurde ein Westernblot
durchgefiihrt. Zundchst wurde dabei der Periplasmaextrakt durch eine SDS-
Gelelektrophorese mit einem 10,5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt.

Der Periplasmaextrakt wurde in Probenpuffer 3:1 verdiinnt und so auf das Gel aufgetragen,
daf3 nachfolgend in der Mitte das Gel geteilt werden konnte. Die Elektrophorese erfolgte
bei einer Spannung von 120 V bei RT. Nach Teilung des Gels wurde ein Teil mit
Silbertnitrat (s. II, 2.1.4.2, S. 57) gefarbt, der andere Teil fiir einen Westernblot verwendet.
Der Westernblot wurde wie in I, 2.1.4.3, S. 58 durchgefiihrt.
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Die einzelnen Arbeitsschritte fiir die immunchemische Firbung der Membran sind

nachfolgend dargestellt:

1. Blockieren: Absittigung freier Bindungsstellen mit 3 % BSA-TBS; 1h, RT,
Schiittler
2. Blockieren: Absittigung der Biotincarrier-Proteine des Cytoplasmas mit 2 pg/ml

Avidin in TBS; 10 min, RT, Schiittler
Affinitdtsreaktion:  Inkubation mit Streptavidin-POD; 1:3000 in TBS, 1h, RT, Schiittler

Substratreaktion: Zugabe von POD-Substrat fiir Westernblot (enthdlt Dextransulfat
fir die Immobilisierung des Farbstoffs auf der Membran),

Inkubation 5-10 min, abstoppen mit H,O dest.

Zwischen den einzelnen Schritten wurde jeweils dreimal mit TBS, 0,03 % Tween,

gewaschen

2.3.6  ScFv(K47H)-aP-Enzymimmunoassay

Um die Funktionalitit des Fusionsproteins zu iiberpriifen, wurde der indirekte, kompetitive
ELISA aus II, 2.3.3, S. 84f. verwendet. Fiir die Kompetition wurden eine Atrazin-
Standardreihe (0,1-10.000 pg/l) und PBS als Kontrolle eingesetzt. Der Periplasmaextrakt
wurde vor dem Einsatz im ELISA in einer Riihrzelle mit der Ausschluf3grenze von 50 kDA
aufkonzentriert und von kleineren Proteinen gereinigt. Der Periplasmaextrakt wurde in
einer Verdinnung von 1:100 in TBS eingesetzt. Die Messung erfolgte nach

unterschiedlichen Inkubationszeiten der Enzymreaktion.

2.3.6.1 Auswertung des scFv-aP-Enzymimmunoassays

Die Auswertung der scFv-aP-Enzymimmunoassays erfolgte wie in 11, 2.2.4.1, S. 71, wobei

hier die Absorptionswerte verrechnet wurden.

2.3.6.2 Bestimmung der Kreuzreaktivitat

Das Bindungsverhalten des Fusionsproteins an das IPR-OVA Konjugat wurde auch in
Gegenwart von acht verschiedenen S-Triazinen untersucht. Zur Ermittlung dieser

Kreuzreaktvititen wurden Standardlosungen von Atrazin und der zu untersuchenden
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Substanzen = Amethryn, Desethylatrazin, Deisopropylatrazin, Propazin, Simazin,
Terbuthylazin, Dichloroatrazin und Dichlorosimazin in den Konzentrationen 0, 1, 10, 100,
1.000, 10.000 pg/l angesetzt. Der Test erfolgte nach II, 2.3.3, S. 84. Die
Kalibrationskurven wurden mit Hilfe der 4-Parameter-Logistik erstellt.

Im Anschluss daran wurde die Konzentration von Atrazin (C;) und der zu untersuchenden
Substanz (C;) am Testmittelpunkt (50 %B/By) der Kalibrationskurven ermittelt und der
Quotient aus C; und C, gebildet. Die Angabe zur Kreuzreaktivitit erfolgt in Prozent relativ
zu Atrazin.

4) %KR = S x100
C,
mit C; = Konzentration von Atrazin bei 50 %B/By

C, = Konzentration der kreuzreagierenden Verbindung bei

50 %B/By

Dabei ist die Kreuzreaktivitit von Atrazin gleich 100 %. Die Konzentrationen aller
sonstigen Substanzen (Cs) lassen sich durch Multiplikation mit der Kreuzreaktivitit als

Atrazindquivalente (Cg) ausdriicken.

(5) C. =CxKR

mit Cs = Konzentration der kreuzreagierenden Substanz
Cg = Atrazindquivalent-Konzentration

KR = Kreuzreaktivitit
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11 Ergebnisse

1 Konstruktion eines Pyrethroid-spezifischen scFv-Antikér per fragments
11 scFv Phagen-System

Zur Konstruktion von Pyrethroid-spezifischen scFv-Antikdrperfragmenten wurde die
Technik des Phagen-Displays unter Verwendung des Phagemidvektors pCANTAB 5E von
Pharmacia angewandt. Abbildung 18 gibt einen Uberblick tiber die Methodik.

Extraktion der mRNA aus den Hybridomzellen
Synthese der cDNA

Amplifikation der V-Gene

-

Linkerassembling

scFv-Gen

Ligation mit pPCANTAB 5E Uber Sfil und Notl

-

Transformation von E. coli

.

Infektion mit M13KO7-Helferphagen

Expression in M13KO7-Helferphagen
Prasentation von scFv an Phagenoberflache

-

Panning von spezifischen Phagenantikérpern

Reinfektion von E. coli
mit eluierten Phagen

Selektion von Einzelkolonien

.

Expression von loslichen scFv

Screening im ELISA

Abbildung 18 Uberblick tiber Konstruktion des scFv und Anwendung des Phagen Display
Systems

Als mRNA-Quelle dienten die Hybridomzellinien 1/A5-7/C10 und 3/B4-1F/8 (Pullen und
Hock, 1995a), die Antikorper gegen die Pyrethroide Bioadlethrin und S-Bioallethrin
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sezernieren. Nach mRNA-Isolierung und cDNA-Erststrang-Synthese erfolgte mittels PCR
die selektive Amplifikation der variablen Regionen der Schwer- und Leichtketten. In einer
weiteren  PCR wurden die beiden DNA-Fragmente Uber eine Linkersequenz
zusammengeflgt. Die resultierenden scFv-Antikorper wurden abschlief3end Uber PCR
amplifiziert und zugleich mit den Restriktionsstellen il und Notl am 5 -Ende bzw. 3'-
Ende versehen. Uber die angefiigten Restriktionsstellen erfolgte die Ligation der scFv-
Fragmente mit dem Phagemid pCANTAB 5E. Aufgrund der Konstruktion des Phagemids
(s. 11, 2.1, Abb.5, S. 32) entstand nach Insertion des scFv in pPCANTAB 5E ein Fusionsgen
aus dem scFv-Fragment und dem Genlll, das fir das Oberflachenprotein plll von Phagen
codiert. Wahrend der Expression in der E. coli Suppressor-Linie TG1 entstanden durch
Uberlesen des Stop-Codons scFv-g3p Fusionsproteine, die nach Infektion mit M13KO7
Helferphagen an der Phagenoberfléche présentiert wurden. Bei der Selektion der scFv-
tragenden Phagen im Panning banden die spezifischen Phagen Uber das scFv an das
Hapten-Konjugat t-PMS-OVA, das an Microtiterplatten immobilisiert worden war. Im
Anschluf? an die Selektion wurden E. coli TG1 Zellen mit den selektierten Phagen infiziert.
Durch Ausplattieren auf Selektionsmedium bildeten sich Einzelkolonien, die nach
Kultivierung und Induktion mit IPTG lésliche scFv exprimierten. Die einzelnen scFv-
Klone wurden im Enzymimmunoassay auf ihre Spezifitdt zu t-PMS-OVA Uber
Verdrangung mit Pyrethroid-Analyten getestet.

111  Selektive Amplifikation der Vi und V. Regionen

Als DNA-Matrize zur Amplifikation der Vi und V| Regionen diente die cDNA, die aus
isolierter mMRNA synthetisiert wurde. Zur Gewinnung der mRNA wurden die
Hybridomzellen der Pyrethroid-Zellinien 1/A5-7/C10 und 3/B4-1F/8 in Kultur genommen
(val. 1l, 2.1.1.1, S. 33). Nach ca. 4 Wochen waren drei grof3e Zellkulturflaschen mit den
Antikorper sezernierenden Zellen bewachsen, die zur mRNA-Isolation verwendet wurden.
Uber Trypanblaufarbung wurde der Anteil vitaler Zellen auf 1 x 10%ml bzw. 0,9 x 10%m
fur die Zellinien 1/A5-7/C10 bzw. 3/B4-1/F8 bestimmt. Die Volumina 5,5 ml bzw. 6 ml
der Zellsuspensionen von 1/A5-7/C10 bzw. 3/B4-1/F8 entsprachen der bendtigten Anzahl
von 5 x 10° vitale Hybridomzellen (inklusive 10 % Zusatz fiir etwaige Verluste) und
wurden abzentrifugiert. Die anschlief3ende mRNA-Extraktion (vgl. 1l, 2.1.1.1, S. 34)
erfolgte mit Hilfe des QuickPrep mRNA Purification Kit (Pharmacia), wobel die
polyadenylierte MRNA nach Zellausschluld Uber poly(dT) Saulen
affinitétschromatographisch isoliert wurde. Nach EtOH-Préazipitation wurde der poly(A)*-
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RNA-Extrakt fur die Synthese der Erststrang-cDNA (vgl. I, 2.1.1.2, S. 35) verwendet. Die
Synthesereaktion wurde Uber reverse Transkriptase katalysiert. Die gewonnenen cDNA
beider Zellinien wurde bei —20 °C gelagert und zur Amplifikation der variablen Regionen
eingesetzt.

Selektive Amplifikation der V- und V- Regionen

Unter Verwendung der Erststrang-cDNA a's Template wurden die variablen Regionen der
beiden Pyrethroid-Zellinien 1/A5-7/C10 und 3/B4-1/F8 in separaten PCR-Reaktionen (vgl.
1, 2.1.1.3, Tab. 4, S. 36) mit den entsprechenden Primern amplifiziert. In der PCR von Vy
wurden unterschiedliche Volumina an cDNA eingesetzt, namlich 3, 5 und 10 pl. Zusétzlich
wurde eine Kontrolle ohne cDNA mitgefihrt. Die Reaktion erfolgte als , Hotstart-PCR*
mit einer Zyklenzahl von 31 und dem Zeit-Temperatur-Profil: 94 °C/60 s Denaturierung,
60 °C/60s Anneadling, 72 °C/90s Elongation (vgl. II, 2.1.1.3, Tab. 5, S. 37). Die
Annealingtemperatur berechnete sich aus den Oligonukleotidprimern VH1BACK und
VH1IFOR2 (s. I, 17, Tab.2, S. 19). Die PCR-Ansdtize wurden Uber DNA-
Gelelektrophorese (1,5 % Agarosegel) analysiert. Das Gelphoto (Abb. 19) zeigt die
Banden der amplifizierten Vi, Region der Zellinie 1/A5-7/C10.

bp

12 3 M 45 6 7

Abbildung 19 PCR-Produkte von V der Pyrethroid-spezifischen Zellinie 1/A5-7/C10 bei
10 ul (2-3) bzw. 5 pl (4-5) bzw. 3 ul (6-7) eingesetzter cDNA. (1) Kontrolle, (M) Marker

Je Geltasche waren 20 pl des PCR-Ansatzes aufgetragen. Anhand des 100 bp Markers
lief3en sich die DNA-Banden einer Lange von ca. 330-350 bp zuordnen. Die verschiedenen
Template-Mengen der cDNA ergaben keine auffallenden Unterschiede. Die Banden mit 10
ul [Abb. 19, Gelspuren (2)-(3)] bzw. 5 pl eingesetzter cDNA [Abb. 19, Gelspuren (4)-(5)]
waren bezuglich der DNA-Menge gleichzusetzen, wohingegen die amplifizierte DNA-
Menge der Banden mit 3 pl cDNA [Abb. 19, Gelspuren (6)-(7)] etwas geringer ausfiel. Bei

der Kontrolle ohne cDNA [Abb. 19, Gelspur (1)] war keine DNA-Bande zu erkennen. Die
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DNA-Mengen der Banden lagen zwischen 80-250 ng, geschétzt an den 100 ng DNA der
500 bp-Bande des aufgetragenen Markers. Die Isolation der Banden aus dem Agarosegel
ergab eine geschétzte Gesamt-DNA-Konzentration von ca. 50 ng/ul.

Die Amplifikation der V| Region verlief wie bei Vy, nur unter der Verwendung der V-
Primer VK2BACK und MJKFONX-Mix (s. I, 1.7, Tab. 2, S. 19). Als Template wurden
wiederum 3, 5 und 10 pl cDNA eingesetzt. Das Zeit-Temperatur-Profil war identisch mit
dem angewandten Profil der Vy-Amplifikation. Abbildung 20 prasentiert die Gelanalyse
der V-PCR der Zellinie VA5-7/C10.

«— ~310 bp

1234M5678

Abbildung 20 PCR-Produkte von V| der Pyrethroid-spezifischen Zellinie 1/A5-7/C10 bel
3 ul (1-2) bzw. 5 pl (3-4) bzw. 10 pl (6-7) eingesetzter cDNA. (8) Kontrolle, (M) Marker

Die elektrophoretisch aufgetrennten Banden hatten eine Lénge von ca. 310 bp. Ein
Unterschied in der amplifizierten DNA-Menge war bei den verschiedenen Ansétzen mit 3
ul [Abb. 20, Gelspuren (1)-(2)], 5 pl [Abb. 20, Gelspuren (3)-(5)] und 10 pl [Abb. 20,
Gelspuren (6)-(7)] nicht zu erkennen. Die V -Banden wurden aus dem Gel getrennt und
die DNA aus der Agarose isoliert. Bei der Kontrolle ohne cDNA [Abb. 20, Gelspur (8)]
war keine Bande zu erkennen. In Tabelle 21 (S. 93) sind die Konzentrationen der

amplifizierten DNA-Fragmente nach Isolation aus der Agarose wiedergegeben.
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Tabelle 21 DNA-Konzentrationen der amplifizierten V- und V| -Regionen der Zellinien
1/A5-7/C10 und 3/B4-1/F8

Variable Regionen Konzentration [ng/pl]

1/A5-7/C10
Vi 50
Vi 22
3/B4-1/F8
Vi 61
Vi 36

1.1.2 Amplifikation desDNA-Linkers

Zur Verknupfung der beiden variablen Regionen diente eine DNA-Linkersequenz, die fur
(Gly,Ser), codiert. Dieses DNA-Fragment wurde aus dem Phagemid pCANTAB 5E/scFv

K411B (Kramer und Hock, 1996a) Uber PCR isoliert. Dazu erfolgte die Kultivierung des
Klons K411B in 2xY T-Medium und die anschlief3ende Plasmidisolation mit einer DNA-
Konzentration von 0,65 pg/ul. Die Amplifikation erfolgte nach 11, 2.1.1.4, Tabelle 6, S. 38
mit den Primern LinkBACK und LinkFOR (s. I, 1.7, Tab. 2, S. 19). Es wurden 5
Reaktionen a 5 ng Plasmid-DNA angesetzt. Im Zeit-Temperatur-Profil (vgl. I, 2.1.1.3,
Tab. 5, S. 37) wurden die Anealingtemperatur auf 45 °C gesenkt und die Zyklenzahl auf 25
verkirzt. Die PCR wurde Uber DNA-Gelelektrophorese (3,5 % Agarosegel) (Abb. 21)

ausgewertet.
bp

500—

100— <«— ~60 bp

1 234 M56 738

Abbildung 21 PCR-Produkte von Linkerfragment aus scFv K411B. (M) Marker
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Die amplifizierten Linker-Banden wiesen aufgrund der angefugten
Sequenzuberschneidungen mit den variablen Regionen eine Lange von ca. 60 bp auf. Die
DNA (ca 250 ng je Bande) wurde aus der Agarose isoliert und die Gesamtlosung der
einzelnen PCR-Ansétze auf eine DNA-K onzentration von 58 ng/ul bestimmit.

1.1.3 Konjugation der V- und V| -Regionen mit dem Linkerfragment

Die einzelnen DNA-Fragmente Vy, V. und das Linkergen wurden in einem aguimolaren
Verhdltnis zusammengefiigt, um scFv Fragmente zu erhalten. Zur Quantifizierung der
geeigneten DNA-Mengen erfolgte eine Gelelektrophorese mit  verschiedenen
Verdinnungsstufen der Fragmente. Abbildung 22 zeigt die Quantifizierung der DNA-
Fragmente der Zellinie 3/B4-1/F8 in einem 1,5 %-igen Agarosegel.

bp

1000—

500—
400
3000

2000

«—~310-330 bp

<+— 60 bp

12 3 M45 6 M7 8 9

Abbildung 22 Quantifizierung von Vy (4-5), V. (7-9) und Linker (1-3) von der Zellinie
3/B4-1/F8. (M) Marker

Das Linkerfragment war mit 116 ng [Abb. 22, Gelspur (3)], 58 ng [Abb. 22, Gelspur (2)]
und 29 ng [Abb. 22, Gelspur (1)] aufgetragen. Die DNA-Mengen von Vy entsprachen 183
ng [Abb. 22, Gelspur (6)], 91 ng [Abb. 22, Gelspur (5)] und 46 ng [Abb. 22, Gelspur (4)]
und von V| 72 ng [Abb. 22, Gelspur (9)], 36 ng [Abb. 22, Gelspur (8)] und 18 ng [Abb.
22, Gelspur (7)].

Fur die nachfolgende PCR zur Konjugation der variablen Regionen mit dem DNA-Linker
wurden 10 ng des Linkers und je 50-60 ng der variablen Regionen eingesetzt. Im Falle der
Zéllinie 3/B4-1/F8 wurden 1,7 pl einer 1:10-Verdinnung des Linkers, 1,2 ul von Vi und 2
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pl von Vi in den PCR-Ansatz gegeben, wobei von der Zellinie 1/A5-7/C10 1,3 ul von Vi
und 4 pl von Vi mit 1,7 pl der 1:10-Verdinnung des Linkers vermengt wurden. Nach
Zugabe der weiteren PCR-Komponenten (vgl. I, 2.1.1.4, Tab. 7, S. 38) wurden die drei
Fragmente nach 94 °C/5 min Anfangsdenaturierung mit 25 Zyklen a 94 °C/1 min, 60 °C/2
min und 72 °C/2 min zusammengefiigt und die Reaktion bei 72 °C/8 min terminiert.
Hierzu waren keine Primer nétig, da die einzelnen Gene tber komplementére Basen an den
3'- und 5’ -Enden der Fragmente aneinander gelagert wurden. In einer weiteren PCR (vgl.
1. 2.1.1.4, Tab. 8, S. 39) wurden je Zellinie 1, 3 und 5 ul des Reaktionsgemisches zur
Amplifikation der zusammengefiigten scFv-Fragmente verwendet. Uber die eingesetzten
Primer VH1BACKSFil und JK1Notl-Mix wurden die zur nachfolgenden Klonierung in
pPpCANTAB 5E notigen Restriktionsstellen il und Notl an das 5'- bzw. 3'-Ende des scFv
angeflgt. Mit der Annealingtemperatur von 55 °C und dem restlichen Zeit-Temperatur-
Profil aus I, 2.1.1.3, Tabelle 5, S. 37 erfolgte die PCR, die anschlie?end in einer
Gelelektrophorese (1,5 % Agarose) analysiert wurde. Abbildung 23 zeigt die Gelanalyse
der PCR des scFv-Gens von Zellinie 1/A5-7/C10.

bp
JIHI
1000 S : ,-_-’ N3
70— [ R LR J—-750-800 bp
500— -

bi
bi
wi
i
ri
[ F]

1234 M56 7

Abbildung 23 PCR-Produkte des scFv-Gens von Zédllinie 1/A5-7/C10. (1) Kontrolle ohne
DNA, (2-3) 1 pl DNA, (4-5) 3ul DNA, (6-7) 5 ul DNA, (M) Marker

Die PCR-Ansdtize mit den Aliquots 1 pl [Abb. 23, Gelspuren (2)-(3)], 3 pl [Abb. 23,
Gelspuren (4)-(5] und 5 pl [Abb. 23, Gelspuren (6)-(7)] wiesen keine Unterschiede am
PCR-Produkt auf. Die Kontrolle ohne DNA [Abb. 23, Gelspur (1)] blieb ohne
Amplifikationsprodukt. Das scFv-Gen war der Bande mit der Lénge von ca. 750-800 bp
gleichzusetzen. Die anderen Banden sind Nebenprodukte, die u.a. auf den Primer-Mix des
Forward-Primers zurtickzufuhren waren. Die DNA-Menge einer scFv-Bande wurde
anhand der DNA-Menge von 102 ng der 500 bp-Bande des Markers auf 100 ng geschétzt.
Die scFv-Banden wurden aus dem Gel herausgetrennt und von der Agarose isoliert. Fir die
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nachfolgende Ligation mit dem Phagemid pCANTAB 5E standen DNA-K onzentrationen
von ca. 35 ng/pl bzw. 26 ng/ul von scFv(1/A5) bzw. scFv (3/B4) zur Verflgung.

1.14 Ligation von scFv mit pPCANTAB 5E

Zur Ligation des scFv-Fragments mit dem Phagemid pCANTAB 5E muféten sowohl das
scFv-Gen als auch das Phagemid an den Restriktionsstellen Sfil und Notl geschnitten
werden. Die Praparation erfolgte in einem sequentiellen RV (vgl. 1l, 2.1.1.5, S. 39f) mit
den Restriktionsenzymen il und Notl, deren unterschiedliche Pufferbedingungen unter
Aufstockung der Puffersalze gewahrleistet wurden. Aufgrund der endsténdigen Lage der
Enzym-Erkennungssequenzen am scFv wurden die Inkubationszeiten im scFv-RV um 3 h
gegentiber des Vektor-RV verlangert und die Enzymmengen um 5 U erhoht. Die
eingesetzten DNA-Volumina im Vektor-RV betrugen 2 ul je Ansatz, was einer DNA-
Menge von ca. 1,2 pug entsprach. Im scFv-RV wurden je Ansatz ca. 500 ng DNA
verwendet, das entspricht den Volumina von 15 pl bzw. 20 pl der Losungen scFv(1/A5)
bzw. scFv(3/B4). Uber DNA-Gelelektrophorese wurden die geschnittenen Fragmente
aufgetrennt und anschlief3end aus der Agarose isoliert. Der RV des praparierten Phagemids
pPCANTAB 5E/scFv K411B wurde in einem 0,7 %-igem Agarosegel (Abb. 24) analysiert.

«— ~4,2 kb

«—~750-800 bp

12 34M5 6 7

Abbildung 24 pCANTAB 5E/K411B nach sequentiellem RV mit den RE il und Notl.
(1) pPCANTAB 5E/K411B linearisiert, (2-7) pPCANTAB 5E/K411B 2-fach geschnitten,
(M) Marker

Der 1-fach linearisierte Vektor [Abb. 24, Gelspur (1)] war im Vergleich mit dem 2-fach
geschnittenen Vektor [Abb. 24, Gelspuren (2)-(7)] aufgetragen. Im RV mit den beiden RE
wurde das scFv-Fragment K411B mit der Lange von ca. 750-800 bp aus dem Vektor mit
der Léange von ca. 4200 bp herausgetrennt, wohingegen bei der Vektorpréparation mit
einem Enzym eine Bande der Lange von ca. 5 kb entstand. Die DNA-Menge ener
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pPpCANTAB 5E-Bande, 2-fach geschnitten, entsprach ca. 200 ng. Nach Isolation der DNA
aus der Agarose ergab sich eine DNA-Konzentration von ca. 100 ng/pl.

Die Gelanayse (1,5 % Agarosegel) des RV von scFv(1/A5) ist in Abbildung 25
dargestellt. Die Banden des scFv-Fragments hatten die Lange von ca. 770-800 bp, und die
DNA-Menge pro Bande entsprach ca. 150 ng. Die isolierte DNA-LGsung wies eine
Konzentration von ca. 30 ng/pl auf. Die Lésung von scFv(3B/4) hatte eine Konzentration
von 28 ng/ul.

~770-800 bp —»

1 2 3 4 M 5

Abbildung 25 scFv (1/A5) nach sequentiellem RV von mit den RE Sil und Notl. (M)
Marker

Die fil/Notl-geschnittenen scFv-Fragmente und pCANTAB 5E-Plasmide wurden
miteinander ligiert. Im Ligationsansatz (vgl. I1, 2.1.1.6, Tab. 10, S. 41) wurde eine Gesamt-
DNA-Menge von ca. 500 ng eingesetzt, wobel ein molares Verhaltnis von Vektor zu Insert
von 1:3 eingehalten wurde. 1,7 pl Vektor-DNA wurden mit je 11 pl der scFv(1/A5)- bzw.
scFv(3/B4)-DNA zusammengegeben, und die Ligationsansdtze auf das Gesamtvolumen
von 15 ul mit den entsprechenden Mengen an T4-DNA-Ligase und 10x Puffer erweitert.
Eine Kontrolle ohne Insert wurde mitgefiihrt, um die Rate der Religation des 2-fach
geschnittenen Vektors zu bestimmen. Nach Ubernachtinkubation bei 16 °C wurden die
Ligationsansdtze Uber PCI-Extraktion und EtOH-Prézipitation von Salzen und Enzymen
gereinigt (vgl. I, 2.1.1.7, S. 41f) und in 6 pl H,O* gelost. Die prazipitierte DNA wurde
anschlief3end Uber Elektroporation in E. coli TG1 eingeschleust. Je Ansatz wurden 100 pl
elektro-kompetente Bakterien mit je 1 pl DNA (entspricht ca 60 ng DNA) der
verschiedenen Ligationsansdtze und der Ligationskontrolle transformiert. Zusétzlich
erfolgte eine Kontrolltransformation ohne DNA, um die Prasenz von Fremdplasmiden
auszuschlief?en. Nach erfolgter Transformation (vgl. 1, 2.1.1.7, S. 41ff) wurden die
Bakterien in 1ml SOC-Medium bei 37 °C fur 1 h im Schittler inkubiert und je 100 pl
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Bakteriensuspension in seriellen 10-fach Verdinnungen auf LB-Amp-Agar ausplattiert.
Weitere 800 pl je unverdinnten Transformationsansatzes wurden auf grol3e
SOBAmMpGluc-Platten (@ 14,5 cm) ausgebracht und bei 30 °C Uber Nacht inkubiert. Die
Transformationsauswertung der Verdinnungsreihen ist in Tabelle 22 wiedergegeben. Bel
der Transformationskontrolle (KT) waren keine Kolonien gewachsen, wohingegen sich
drei Kolonien auf dem Agar der Ligationskontrolle Trafok) entwickelt hatten. Die
Religationsrate des 2-fach geschnittenen pPCANTAB 5E, angezeigt durch die Kolonienzahl
der Ligationskontrolle, war im Vergleich mit der gewachsenen Bakterien bei unverdinnter
Ausbringung zu vernachlassigen. Die Transformationsraten berechneten sich auf 1 x 10’
bzw. 4 x 10° transformierte Zellen/pg DNA fir scFv(1/A5) bzw. scFv(3/B4) und waren
mit den Grof3en von Antikdrperbibliotheken gleichzusetzen.

Tabelle 22 Anzahl der gewachsenen Bakterienkolonien nach Elektroporation von E. coli
TG1 mit pCANTAB 5E/scFv(1/A5) [Trafosrywasy] bzw. pCANTAB 5E/scFv(3/B4)
[Trafojscrv(aisay]. KT: Transformationskontrolle ohne DNA, Trafok): Ligationskontrolle

ohne Insert
Verdinnung Anzahl der gewachsenen Kolonien
KT Trafox)y Trafoiscruasy — TrafOscrvasay)
unverdinnt - 3 00* 0o*
10" 608 475
10° 70 53
10° ] 5

* entspricht einer sehr grof3en Anzahl von Kolonien, die nicht gezéhlt wurden

115 Isolation desrekombinanten pCANTAB 5E Phagemids

Durch Superinfektion der transformierten Bakterien mit M 13KO7 Helferphagen wurde das
rekombinante Phagmid mit scFv(L/A5) bzw. scFv(3/B4) isoliert. Dazu wurden die
gewachsenen Bakterienkolonien von den grof3en SOBAmMpGluc-Platten mit je 3 ml 2xY T-
AmpGluc-Medium abgenommen und in Aliquots a 500 ul bel —70 °C eingefroren. Vor
dem Einfriervorgang wurden zwei Aliquots je Klon fir die folgenden Vorgange des

Phagen-Displays entnommen.
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Fur die Phageninfektion wurden als Starterkultur 10 ml 2xY T-AmpGluc-Medium mit ca.
10® Bakterien inokuliert, was in etwa einer 100-fachen GroReniberschreitung der
Transformationsraten aus 111, 1.1.1.4 entsprach. Die Bakterienanzahl wurde Uber ODgoo nm-
Messungen der Bakteriensuspensionen, die in 2xY T-AmpGluc-Medium verdinnt waren,
ermittelt. Eine Bakteriensuspension mit einer ODgoonm 0,1 enthalt ca. 10° Bakterien/ml.
Somit ergaben sich fiir die ODgoonm-Werte 0,06 und 0,08 die Zellzahlen von 0,6 x 10%/m
bzw. 0,8 x 10%/ml fir scFv(L/A5) bzw. scFv(3/B4). Die Starterkulturen der beiden Klone
wurden bei 37 °C und 250 rpm fdr 3 h 40 min inkubiert, bis die mittlere logarithmische
Wachstumsphase bei einer ODgoonm 0,524 (entspricht ca. 5 x 10° Zellen/ml) erreicht war.
Nach Transfer von je 5 ml (entspricht ca. 2,5 x 10° Zellen) der Bakteriensuspensionen in je
50 ml 2 x YT-AmpGluc-Medium erfolgte die Infektion der Bakterien mit Phagen in einem
Verhdltnis von 4:1 Phagen zu Bakterien. Dazu wurden je 100 pl der Phagenldsung
(entsprach 1 x 10™ cfu M13-KO7 Helferphagen) in je 900 pl 2xY T-AmpGluc-Medium auf
37 °C erwarmt und in die Kulturmedien Ubertragen. Die Bakterien-Phagen-Suspensionen
wurden 1-15 h kultiviert, anschlief?end zentrifugiert und nach Abzug samtlicher
Mediumsreste - wegen der Inhibition des lac Promoters durch Glucose - in je 50 ml 2xY T-
AmpK-Medium resuspendiert. Durch die Zusatze Ampicillin und Kanamycin wurden die
Phagen-infizierten Bakterien, die das rekombinante Phagemid pCANTAB 5E enthielten,
selektiert.

1.1.5.1 Praparation und antigenspezifische Selektion der Phagenpartikel

Aufgrund der unvollstandigen Unterdriickung des Amber Stop-Codons, lokalisiert
zwischen scFv-Insertion und Gen [l auf dem Phagemid, wurden neben den
phagenassoziierten auch gel 6ste scFv-Fragmente produziert. Um die Konkurrenz zwischen
den |6slichen und phagenassoziierten scFv um die Antigenbindungsplétze zu verhindern,
wurden die l6slichen scFv Uber Prézipitation mit Polyethylenglykol entfernt (vgl. I,
2.1.1.9, S. 44). Zuvor erfolgte die Bestimmung des Phagentiters mittels OD-Messungen
der Bakterien-Phagen-Losungen bel 260 und 280 nm. Die Anzahl der phageninfizierten
Bakterien berechnete sich bel der Kultur scFv(1/A5) mit dem OD-Mittelwert 1,05 und der
Verdiinnungstufe 1:10 auf 2,6 x 10" pfu/ml. Bei scFv(3/B4) ergab sich aus dem OD-
Mittelwert 0,67 und einer 1:5-Verdinnung ein Phagentiter von 8,5 x 10* pfu/ml. Die
Ubernachtkulturen wurden anschlieRend abzentrifugiert und der Kulturiiberstand mit 1/5

Volumen PEG/NaCl versehen. Nach Inkubation auf Eis und weiterer Zentrifugation wurde
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der Rickstand in PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Procedere wurde

wiederholt und die praparierten Phagen sterilfiltriert.

Die nachfolgende Selektion antigenspezifischer Phagen Uber Panning (vgl. I, 2.1.1.10, S.
45f) wurde sofort an die Phagenselektion angeschlossen, um die Zerstérung der
Verbindung zwischen dem scFv-Fragment und dem Phagen durch Proteasen in der
Phagenl6sung zu vermeiden. Die scFv-assoziierten Phagen présentierten das scFv an der
Phagenoberflache und wurden Uber haptenbeschichtete Festphasen selektiert. Als
Festphasen dienten im Panning Mikrotiterplatten, die mit dem Ovabumin (OVA)-
gekoppelten Hapten, Permethrinderivat trans-Permethrinsédure (t-PMS), beschichtet waren.
Je Kavitat waren 100 pl der 10 mg/ml t-PMS-OV A-Stammldsung Uber Nacht inkubiert.
Vor Auftrag der Phagenlésung wurden die freien Bindungsstellen an der Polystyrol-
Oberflache mit Magermilchpulver blockiert, um unspezifische Bindungen der Phagen zu
reduzieren. Die Phagenldsung wurde in einer 1:5-Verdinnung in PBS mit 2 % (w/v)
Magermilchpulver und 0,05 % Tween 20 fir 15 min vorinkubiert. Eine Gesamtmenge von
10" Phagen wurde je Kavitét zugegeben. Beziiglich der Titerbestimmungen ergaben sich
die Volumina von 20 pl bzw. 60 pl Phagenlsung von scFv(1/A5) bzw. scFv(3/B4) je
Kavitét, die auf 100 ul je Kavitét mit PBS aufgefillt wurden. Nach Inkubation fur 1,5 h
wurden die ungebundenen Phagen mit PBS in 10-maliger Wiederholung weggewaschen.
Ein 3-faches Splilen der Kavitaten mit PBS beendete die Selektion.

1.1.5.2 Reinfektion von TG1-Bakterienzellen mit den selektierten Phagenpartikeln

Die Uber t-PMS-OVA an die Mikrotiterplatten spezifisch gebundenen scFv-assoziierten
Phagen dienten zur Reinfektion von E. coli TG1 Zellen (vgl. 1I, 2.1.1.11, S. 47), um die
scFv-Gene der selektierten Phagen zu retten. Die Kultur von TG1 startete am Vortag mit
dem Ausbringen der Zellen auf MM-Agar und der Inkubation bei 37 °C Uber Nacht. Drel
Einzelkolonien wurden zum Animpfen von 10 ml 2xYT-Medium verwendet und die
Kultur bei 37 °C und max. 200 rpm inkubiert, bis die Zellsuspension eine ODgyonm UM 0,8
erreicht hatte. In dieser exponentiellen Wachstumsphase erfolgte die Zugabe der Bakterien
in die einzelnen Kavitdten zu den immobilisierten, selektierten Phagen. Nach einer 1-
stundigen Inkubation bel 37 °C wurden die phageninfizierten Bakterien aus den Kavitéten
abgezogen und vermengt. Zur Ermittlung des cfu-Wertes wurde die Zellsuspension in
seriellen Zehnfach-Verdiinnungen auf SOBAmpGluc-Agar ausplattiert. Zusétzlich erfolgte
die Ausbringung der Bakterien auf grolle SOBAmMpGluc-Platten. Nach
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Ubernachtinkubation bei 30 °C wurden die cfu-Titer beider Stammklone durch Auszahlen
der gebildeten Bakterienkolonien bestimmt. Die Werte 3,6 x 10° cfu und 1,6 x 10° cfu
ergaben sich fur scFv(1/A5) bzw, scFv(3/B4). Achtundvierzig gut isolierte Einzelkolonien
je Stammklon wurden in je 200 pl 2xYT-AmpGluc-Medium/Kavitét auf einer 96er
Micronicplatte Uber Nacht bel 30 °C und 250 rpm fir die nachfolgende Expression der
scFv-Fragmente kultiviert. Die tbrigen Bakterienkolonien wurden mit 2xY T-AmpGluc-
Medium von den SOBAmMpGluc-Platten abgenommen und as Sicherheitskopien bei —70

°C eingefroren.

116 Expression und Screening von l6slichen scFv der selektierten Phagenfraktion

Lodliche, von Phagenpartikeln getrennte scFv wurden in der E. coli Suppressor-Linie TG1
exprimiert. Dazu wurden die Ubernachtkulturen der Einzelkolonien in 2xYT-Amp-
Medium mit 0,1 % (w/v) Glucose in die Kavitédten von zwel weiteren Micronic-Platten
umgesetzt. Der geringe Anteil an Glucose im Medium unterdriickte in der ersten
Wachstumsphase den lac Promoter und war bis zu Beginn der Induktion abgebaut. Die
Inkubation bei 30 °C und 200 rpm dauerte ca. 5 h bis die mittlere ODgoonm 0,8 erreicht war.
Wahrenddessen wurde die Zdlkulturplatte mit den Resten der Ubernachtkultur als
Sicherheitskopie bei —70 °C eingefroren. Zur Initiation der Expression von scFv wurden 25
pl 2xYT-Amp-Medium mit dem Induktor IPTG je Kavitd zugegeben. Die Expression
erfolgte bei 30 °C und 250 rpm fir 20 h. Die Bakterienkulturen wurden abzentrifugiert und

der Uberstand fiir das nachfolgende Screening von funktionellen scFv verwendet.

Das Screening der scFv auf t-PMS-spezifische Bindung und Verdréngung wurde im
ELISA (vgl. I, 2.1.1.12, S. 47f) durchgefihrt. Vier Mikrotiterplaiten waren mit dem
Konjugat t-PMS-OV A beschichtet. Die freien Bindungsstellen an der Polystyroloberflache
wurden mittels eines Blockierungsschrittes mit 1 % OVA besetzt. Je Klon wurden 4
Standardwerte (PBS, 50, 500, 10.000 ug/l Bioadlethrin) zur Verdrédngung a 100 pl
eingesetzt. Die Uberstande der zentrifugierten Kulturen aus den Micronic-Platten wurden
auf die Kavitdten der Mikrotiterplatten verteilt, d.h. je 100 ul der zwel Kavitéten je Klon
wurden auf 4 Kavitéten je Mikrotiterplatte Ubertragen. Nach 1-stindiger Inkubation
erfolgte die Reaktion mit dem Peroxidase-gekoppelten Anti-E-Tag-Antikorper. Die
Farbreaktion, hervorgerufen durch den enzymatischen Umsatz des zugegebenen POD-
Substrats, wurde nach Abstoppen der Reaktion im ELISA Reader bei 450 nm gemessen.
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Nach Auswertung der Mef3daten lief3en sich 30 Klone von dem Hapten-Konjugat t-PMS-
OVA durch Bioalethrin verdréangen. Dabei wurden OD-Unterschiede von 0,07-0,15
zwischen dem PBS-Wert und dem héchsten Bioallethrin-Wert (10.000 pg/l) gemessen und
es war eine deutliche Abstufung zwischen den einzelnen Bioallethrin-K onzentrationen zu

erkennen.

In einer erneuten Expression wurden diese 30 Klone fur eine weitere ELISA-Analyse
prapariert. Die Mikrotiterplatte, die zu Beginn des Screenings eingefroren worden war,
wurde dazu kurz angetaut, um etwas Zellsuspension der gewlnschten Klone mit einer
Pipette abzuziehen. Gleich anschlief3end an diesen Vorgang wurde die Platte wieder
eingefroren. Die Zellsupensionen hingegen wurden zu 200 pl 2xY T-AmpGluc-Medium je
Kavité auf eine andere Mikrotiterplatte transferiert und bel 30 °C und 250 rpm inkubiert,
bis die Kulturen triibe waren. Je Kavitét und Klon wurde ein Aliquot von 5 gl entnommen
und auf 500 pl 2xY T-AmpGluc-Medium je Kavitét einer Micronic-Platte fir eine weitere
Inkubation Uber Nacht bel 30°C und 250 rpm Ubertragen. Die Platte mit dem Rest der
Starterkultur wurde als Sicherheitskopie bel —70 °C eingefroren. Eine anschlief3ende
Kultivierung von 300 pl Bakterienkultur je Klon wurde in je 5 ml 2xYT-AmpGluc-
Medium mit einer geringeren Glucose-Menge von 0,1 % (w/v) in 50 ml Falcon-Gefélien
bei 30 °C und 250 rpm fur ca. 5 h durchgefihrt. Die darauffolgende Expression der scFv-
Fragmente wurde durch Zugabe von je 530 pl 2xYT-Amp-Medium mit 6 mM IPTG
inititert. Der ELISA erfolgte wie beim ersten Screening (vgl. 11, 2.1.1.12, S. 47f) mit den
Uberstanden der abzentrifugierten Bakterienkulturen.  Allerdings wurde die
Verdinnungsreihe des Bioallethrin-Standards auf die Konzentrationswerte PBS, 1, 10, 50,
100, 500, 1.000, 10.000 pg/l erweitert. Die Uberstande mit den scFv-Fragmenten wurden
vor Auftrag auf die Mikrotiterplatte in PBS mit 1 % (w/v) Magermilchpulver in den
Verdinnungen 1:5 und 1:10 fir 15 min inkubiert. Die Auswertung des ELISA zeigte eine
deutliche Verdrangungsreaktion bei sechs Klonen, gemessen an dem niedrigsten (PBS)
und dem hoéchsten Wert (10.000 pg/l Bioalethrin), wobei die Abstufung der
Konzentrationen sich bel den Absorptionen nicht immer widerspiegelte. Abbildung 26
zeigt die Verdrangung der sechs scFv-Fragmente von t-PMS-OV A durch Bioallethrin. Die
Klone 4H und 5F kdnnen der Zellinie 1/A5-7/C10 zugeordnet werden. 9D, 10B, 10F und
10H stammen aus der Antikorperbibliothek 3/B4-1F/8. Aufgrund der geringen
Absorptionsunterschiede wurde Uberprft, in welchem Ausmal? die scFv-Fragmente in den

Uberstand sekretiert wurden. Dazu erfolgte die Untersuchung des Periplasmaextraktes der
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einzelnen Klone im ELISA. Hierbel wurden weder eine signifikante Bindung noch eine

Verdréngung der Klone festgestellt.

0,40 I FBS

0.35 l I Bioallethrin
e (10.000 pg/l)
0,30 1
E 0,25
0,20 4
0,154
0,101
0,05
0,00
4H 5F 9D 10B 10F 10H

Pyrethroid-scFv

Absorption,

Abbildung 26 Verdrangung der Pyrethroid-scFv Klone 4H, 5F, 9D, 10B, 10F, 10H von t-
PMS-OVA mit Bioallethrin (10.000 pg/l) im indirekten, kompetitiven ELISA

12 DNA-Analyse der positiven Klone

Die im Screening ermittelten, positiven Klone wurden zur Plasmidisolation fur die
Sequenzanalyse erneut kultiviert. Die Sicherheitskopie lieferte dazu das Ausgangsmaterial,
welches zur Gewinnung von Einzelkolonien auf SOBAG-Agar uUber Nacht inkubiert
wurde. Je Klon wurde eine Einzelkolonie in 10 ml 2xY T-AmpGluc-Medium wahrend
einer Ubernachtinkubation kultiviert. Die Plasmidpraparationen (vgl. 11, 2.1.2, S. 49) bzw.
die scFv-Gene in den Plasmiden wurden mittels der Sequenzierprimer pPCANTAB-S1, -S3,
-S4 und-S6 (s. 1, 1.7, Tab. 2, S. 19) von der Firma SequiServe (Vaterstetten) sequenziert.
Der Vergleich der einzelnen Sequenzen ergab unterschiedliche scFv-Gene. Sowohl die
Klone 9D und 10F als auch 10B und 10H waren jeweils identisch. Die Sequenzen von 4H,
5F, 9D/10F und 10B/10H differierten voneinander.

Auch die Uberprifung der sechs Plasmide im RV spiegelten diese Differenzen wieder. Die
Gelanalyse des sequentiellen RV mit den Enzymen il und Notl (vgl. 11, 2.1.1.5, Tab. 9, S.
40) der einzelnen Kloneist in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27 scFv-Klone 4H (1), 5F (2), 9D (3), 10B (4), 10F (5), 10H (6) nach
sequentiellem RV mit den RE il und Notl. (7) pPCANTAB 5E/scFv(1A/5) linearisiert,
(M) Marker

Die Plasmide der Klone 4H [Abb. 27, Gelspur (1)], 5F [Abb. 27, Gelspur (2)], 9D [Abb.
27, Gelspur (3)], 10B [Abb. 27, Gelspur (4)], 10F [Abb. 27, Gelspur (5)] und 10H [Abb.
27, Gelspur (6)] waren in zwei DNA-Banden getrennt worden, wobel die Banden mit der
Lange von ca. 4,2 kb den 2-fach geschnittenen Plasmiden pCANTAB 5E und die kiirzeren
Banden (ca. 750 bp) den scFv-Genen entsprachen. Dies bewies die erfolgreiche Insertion
des scFv-Gens in den Phagemidvektor. Die Kontrolle, das 1-fach geschnittene Plasmid
[Abb. 27, Gelspur (7)], wies nur eine DNA-Bande mit der Lange von ca. 5 kb auf. Die
verschiedenen Langen der scFv-Fragmente in der Gelanalyse bestétigten die Unterschiede

der Uberpriiften Gensequenzen.

121 Konstruktion des scFv der Myeloma-Zellinie PAI-B3Ag81

Ein scFv-Fragment der Myelom-Zellinie wurde synthetisiert, um eine mogliche Ursache
fUr die aufgetretenen Unterschiede in den Sequenzen der selektierten scFv-Gene zu finden,
namlich die Kombinationsmdglichkeiten der V- und V -Gene der Hybridomzellen-
Fusionspartner Lymphocyt und Myelom-Zelle (vgl. 11, 2.1.2.1, S. 51).

Die Methodik zur Konstruktion des scFv-Fragments der Myeloma-Zellinie war die gleiche
wie bel dem Pyrethroid-spezifischen scFv (vgl. 11, 2.1.1.1-2.1.1.7, S. 33ff). Die isolierte
MRNA von PAI-B3Ag81 diente als Matrize zur Synthese der cDNA, die als Template-
DNA in den Amplifikationen der V- und V -Region der Myelom-Zelle eingesetzt wurde.
Die amplifizierten variablen Regionen wurden Uber das Linker-Fragment miteinander
verbunden und das entstandene scFv(PAI-B3Ag8l1)-Fragment in das pCANTAB 5E
Phagemid inseriert. Abbildung 28 (S. 105) zeigt die Gelanalyse des sequentiellen Sfil/Notl-
RV des scFv(PAI-B3zAg81)-Gens [Abb. 28, Gelspuren (1)-(3)] und des Vektors pPCANTAB

5E [Abb. 28, Gelspuren (4)-(6)] mit den Bandengrdf3en von ca. 750 bp bzw. 4,2 kb.
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Abbildung 28 scFv(PAI-B3Ag81) (1-3) und pPCANTAB 5E (4-6) nach sequentiellem RV
mit den RE il und Notl. (M) Marker

Die Selektion der transformierten TG1 Bakterien erfolgte Uber SOBAG-Agar ohne Phagen
Display. Drei isolierte Einzelkolonien wurden in 2xY T-AmpGluc-Medium kultiviert, und
die anschliefRende Expression der scFv mit 1 mM IPTG induziert. Nach 20-stindiger
Inkubation wurden die Kulturen zentrifugiert und die Uberstande mit den Iéslichen scFv
im ELISA eingesetzt. Aufgrund des fehlenden spezifischen Antigens fir die Myelom-
Zéllinie wurde das Screening der exprimierten scFv-Fragmente in einem , negativen®
ELISA (vgl. Il, 2.1.2.1, S. 51) durchgefthrt, d.h. dal3 ein unspezifischer Analyt, Atrazin,
verwendet wurde. Die Mikrotiterplatte wurde mit IPR-OVA beschichtet und die
zugegebenen, scFv enthaltenden Kulturiberstande mit PBS bzw. Atrazin im Uberschul3
(10.000 pg/l) verdrangt. Die Detektion der gebundenen scFv-Fragmente erfolgte unter
Einsatz des Anti-E-Tag-lgG-POD Konjugats und der anschliefRenden Farbreaktion
zwischen POD und dem Substrat. Abbildung 29 zeigt die gemessenen Absorptionen der
drei Myelom-scFv Antikérper. Die Klone L1 und L4 banden nicht an den Analyten
Atrazin, was aus den geringen Absorptionen sowohl bei der Verdrangung durch Atrazin as

auch bei der Kontrolle mit PBS durch abzulesen war.
Die Sequenzanalyse der isolierten Plasmide (vgl. I, 2.1.2.2, S. 51) bestétigte die Identitat

der beiden scFv-Fragmente L1 und L4. Die Sequenz des Myeloma-scFv L1/L4 ist im
Anhang wiedergegeben.
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Abbildung 29 Screening der scFv(PAI-B3Ag81)-Klone

122 Sequenzanalyse

Die Sequenz des scFv(PAI-B3Ag81) L1/L4 wurde zum Vergleich mit den ermittelten
Sequenzen der Pyrethroid-Klone herangezogen. Da die Linkersequenz bei alen scFv-
Fragmenten identisch war, wurden ausschliefdlich die variablen Regionen der einzelnen

Antikdrper-Fragmente miteinander verglichen (Tab. 23).

Tabelle 23 Sequenzervergleich der variablen Regionen der Pyrethroid (4H, 5F, 9D/10F,

10B/10H)- und Myeloma-scFv-Fragmente (L1/L4)

Vi

4H 5F 9D/10F 10B/10H L1/L4
4H aH
5F 5F

Vi

9D/10F
10B/10H 10B/10H
L1/L4 9D/10F L1/L4
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Der Vergleich ergab, dal3 die Klone 9D/10F und 10B/10H die V| bzw. V4 Region des
Myeloma-scFv enthielten. Die Klone 4H und 5F hingegen bestanden aus eigenen,
untereinander nicht identischen V- und V| -Regionen und wurden zur weiteren Analyse

verwendet.

Bel Untersuchung der scFv-Sequenzen von 4H und 5F auf Proteinebene (vgl. 11, 2.1.2.2, S.
51) zeigte sich, dal3 die beiden scFv-Fragmente nicht als vollsténdige Proteine gelesen
werden konnten. Sie enthielten ein bzw. zwei Stop-Codons in der V| Region. Dieses
Basentriplett, das Opal Stop-Codon, verhinderte das Lesen der kompletten

Antikorpersequenz und folglich die Expression des Antikorperproteins.

1.2.3 Datenbankanalyse

Die Sequenzen der scFv-Fragmente 4H und 5F wurden mittels der Datenbank IMGT [The
international ImMMunoGeneTics database http://imgt.cines.fr:8104, Lefranc, 1999; Riuz et
al., 2000; vgl. 11, 2.1.2.3, S. 52] auf Ahnlichkeiten mit bereits registrierten Keimbahngenen
der Maus Uberpruft. Die variablen Regionen der beiden Klone wurden jeweils separat in
die Datenbank eingegeben. Die V-Gene wurden dabei in die CDR- und FR-Regionen
unterteilt und die Sequenzen in Basentripletts und im entsprechenden Aminosaure-Code
aufgeschlisselt. Die Datenbankanalyse von Vy des Klons 4H (Abb. 30, S. 108) bestétigte

den korrekten Leserahmen.

Als Anhaltspunkte fir die Ubereinstimmung der tiberpriiften Sequenz mit einem Maus-1gG
dienten drei konservierte Aminosauren (in roten Buchstaben angegeben) in den
Rahmenregionen, ndmlich Cystein (TGC; C) an Position 23 in FR1, Trypthophan (TGG,;
W) bei 41 in FR2 und Cystein (TGT; C) an Position 104 in FR3. Die Punkte anstelle der
Basen stehen fir zusétzliche Basen in den Keimbahngenen des Datenbankrepertoire, die
bei der zu vergleichenden Sequenz fehliten.

Die Datenbankrecherche von 4H-V| (Abb. 31, S. 109) zeigte eine Ubereinstimmung mit
der Aminoséure Cystein an Position 23, jedoch waren die anderen zwei Aminosauren nicht

vorhanden.

107



Kapitel 111 Ergebnisse

e F R 1 O 2 e
1 5 10 15 20

E V K L Q Q S G A E L V R P G A S V K L S
GAG GTC AAG CTG CAG CAG TCT GGG GCT ... GAG CTG GTG AGG CCT GGG GCT TCT GIG AAG CTG TCC

______________ > Cmm e e e e e e e e -
CDRL - | M3T
25 30 35 40
C K A S G Y T F T S Y W M N W V K Q
TGC AAG GCC TCT GGC TAC ACG TTC ACC AGT TAC TGG ... ... ... ... ATG AAC TGG GIT AAG CAG
F R 2 Il M G T ceeeeeeee- > <
CDR2 - | MGT

45 50 55 60 65

R P E Q G L E W I G R I D P Y D S E T H
AGG CCT GAG CAA GGC CTT GAG TGG ATT GGG AGG ATT GAT CCT TAC GAT AGT GAA ACT ... ... CAC
------------------------------------------------ F R 3 - 1 M G T

70 75 80 85
Y N Q R F K D K A I L T V D K S S S T A Y

TAC AAT CAA AGG TTC AAG ... GAC AAG GCC ATA TTG ACT GTA GAC AAA TCC TCC AGC ACG GCC TAC

CDR3 - | MGT

90 95 100 105 110

M Q L s s L T S E D S A V Y Y C A R D G Y D
ATG CAA CTC AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT GCG GIC TAT TAC TGI GCA AGA GAT GGT TAC GAC

115 120
G DY W G Q G T T VvV T V S
GGG GAC TAC TGG GEC CAA GGG ACC ACG GTC ACC GIC TCC

Abbildung 30 Datenbankanalyse von Vy(4H)

In FR3 war das Opa Stop-Codon an Position 100 aufgetreten. Nach genauer Analyse war
die Ursache fur dieses Stop-Codon eine Verschiebung des Leserahmens durch die
zusétzliche Base Adenin in der dadurch codierten Aminosaure Lysin (K) auf der Position
28. Nach Entfernen dieser Base ergab die erneute Datenbankanalyse der modifizierten V. -
Region (Abb. 32, S. 110) eine dem Maus-1gG vergleichbare variable Region im korrekten
Leserahmen mit den konservierten Aminosauren Cystein, Tryptophan und Cystein an den
Positionen 23, 41 und 104 (in roten Buchstaben angegeben).

1 5 10 15 20
D |1 E L T Q S P A T L s v T P G E T V S L S
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______________ > Comm e e e e e m— -
CDR1 - | MaT
25 30 35 40
C K A S Q K Y L E P T L \Y S
TGI AAG GCC AGC CAA AAA TAT TTA CAA ... GAA CCT ACA CTG GTA TCA
F R 2 - | M G T -eeeemmee- > <-
CDR2 - | MGT
45 50 55 60 65
T E | T S \Y S K T S H Q | C F
ACA GAA ATC ACA TCG GIC TCC AAA ACT TCT CAT CAA ATA TCGC ... . TTC
------------------------------------------------ F R 3 I M G T
70 75 80 85

G F H L W D P L Q \Y H W Q w | R D R L
GGA TTC CAT CTC TGG GAT ... CCC CTC CAG GIT CAC TGG CAG ... . TGG ATC AGG GAC AGA TTA

CDR3 - | MGT

90 100 110
H § Q €C Q Q C E A R R * R N | L L S S R F

Q
CAC TCT CAG TGI CAA CAG TGI GAA GCC CGA AGA TGA AGG AAT ATA TTA CTG TCT TCA AGG TTC CAG

95 105

115 120
H T L D V R W R H Q A G N Q
CAC ACC TTG GAC GIT CGG TGG AGG CAC CAA GCT GGA AAT CAA

Abbildung 31 Datenbankanalyse von V| (4H)

Der Pyrethroid-Klon 5F wurde auch mit Hilfe der Datenbank IMGT analysiert. Hier
ergaben sich alerdings weder fir die V- noch fur die V| -Region tbereinstimmende 19G-

Strukturen.
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1 5 10 15 20
D | E L T Q §S P A T L S VvV T P G E T V S L S
GAC ATT GAG CTC ACC CAG TCT CCA GCC ACC CTG TCT GIG ACT CCA GGA GAA ACA GIC AGT CTIT TCC

______________ > Cmm e e e e e e e e -
CDRL - | MGT
25 30 35 40
C K A S Q N I Y K N L H W Y Q Q
TGT AAG GCC AGC CAA AAT ATT TACAAGAAC ... ... ... ... ... ... CTA CAC TGG TAT CAA CAG
F R 2 I M G T ceeeeem-e- > <
CDR2 - | MGT
45 50 55 60 65
K S H R S P K L L I K Y A s D
AAA TCA CAT CGG TCT CCA AAA CTT CTC ATC AAA TAT GCT TCG ... ... .eu oro vn vvn ... GAT
------------------------------------------------ F R 3 - | M G T ----
70 75 80 85
s 1 s G | P S R F T G S G s G T D Y T
TCC ATC TCT GGG ATC CCC ... TCC AGG TTC ACT GGC AGT GGA ... ... TCA GGG ACA GAT TAC ACT
______________________________________________________________ >
CDR3 - | MGT
90 95 100 105 110
L S V N S V K P E D E G I Y Y C L Q G S s T

CTC AGI GIC AAC AGT GTG AAG CCC GAA GAT GAA GGA ATA TAT TAC TGT CTT CAA GGI' TCC AGC ACA

115 120
P W T F G G G T K L E 1 K R
CCT TGG ACG TTC GGT GGA GGEC ACC AAG CTG GAA ATC AAA CGG

Abbildung 32 Datenbankanalyse von V| (4H)-Del 28

13 Oligonucleotide site-directed Mutagenese nach Kunkel

Die zusdtzliche Base Adenin in der V -Region des Pyrethroid-Klons 4H (s. Abb. 31, S.
109) konnte Uber die oligonucleotide site directed Mutagenese nach Kunkel (1985; Kunkel
et a, 1987; vgl. I, 2.1.3, S. 52) aus der DNA entfernt werden.

Der Vektor pPCANTAB 5E beinhaltete den M13 ori (s. I, 2.1, Abb.5, S. 32), wodurch die
Gewinnung von Einzelstrang-DNA (ssDNA) ohne Umklonierung des scFv-Gens moglich
war. Der bei der Einzelstrangsynthese eingesetzte E. coli dut ung  Stamm CJ236
verursachte den Einbau der Base Uracil in die DNA anstelle der Base Thymin aufgrund der
fehlenden Enzyme dUTPase und Uracil-N-glycosylase (vgl. 1, 2.1.3.1, S. 53). Das
Einbringen der in PCl-Extraktion und EtOH-Prazipitation (vgl. 1, 2.1.1.7, S. 41f)
gereinigten Vektor-DNA pCANTAB 5E/4H in CJ236 erfolgte Uber Elektroporation.

Hundert pl elektro-kompetenten Bakterien wurden mit 1 pl (entsprach ca. 34 ng DNA)
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rekombinanter Phagemid-DNA transformiert. Eine Kontrolle ohne DNA wurde mitgefihrt,
um eine Kontamination mit Fremdplasmiden auszuschlief3en. Die Ansétze wurden auf LB-
AmpCm-Agar in seriellen Zehnfach-Verdiinnungen (unverdinnt, 10, 102 1073 10
ausplattiert. Nach Inkubation tiber Nacht ergab sich eine Transformationsrate von 3,4 x 10°
Zellen/lug DNA. Demgegeniber waren die zwel gewachsenen Einzelkolonien des
Kontrollansatzes zu vernachlassigen. Eine isolierte Einzelkolonie wurde in LB-AmpCm-
Medium kultiviert. Der Medienzusatz Chloramphenicol (Cm) ermdglichte die Selektion
der Chloramphenicol-resistenten Bakterien CJ236. Die Ubernachtkultur wurde in einer
1:40-Verdinnung in 2xY T-Amp-Cm-Medium umgesetzt und bis zu einer ODgoorm 0,3
inkubiert. Diese Bakteriensuspension wurde im M.O.l.-Faktor 20 mit 80 pl der M13KO7-
Helferphagen-Stammlésung von 1 x 10 pfu/ml beimpft, was ca. 8 x 10° pfu Helferphagen
entsprach. Nach Vollendung der ersten Stunde der 20 h-Schiittelinkubation erfolgte die
Zugabe von Kanamycin. Die Suspension wurde abzentrifugiert und die ssDNA aus dem
Zellrickstand isoliert (vgl. 11, 2.1.3.1, S. 53). In Abbildung 33 ist die Gelanalyse der
Einzelstrang-Préparation [Abb. 33, Gelspur (4)] im Vergleich zu dem ssDNA-Marker des
M13mp18 Phagen [Abb. 33, Gelspur (1)] und dem M13mpl9RF DNA-Marker [Abb. 33,
Gelspur (2)] zu sehen. Weiterhin waren auf das 0,8 % Agarosegel das zirkuldre Plasmid
pCANTAB 5E/4H [Abb. 33, Gelspur (3)] und die ssDNA des M13KO7-infizierten
Bakterienstammes CJ236 [Abb. 33, Gelspur (5)] aufgetragen.

M1 2345

Abbildung 33 Einzelstrang-Préparation von pCANTAB 5E/4H (4). (1) ssDNA-Marker
M13mp18, (2) DNA-Marker M13mp19RF, (3) pPCANTAB 5E/4H zirkulér, (5) ssDNA
CJ236, (M) Marker

Die aufgetragenen DNA-Mengen der Marker entsprachen 0,3 ug DNA. Die Bande der
ssDNA des Klons 4H war in etwa mit der des ssDNA-Markers gleichzusetzen und
entsprach deshab ca 0,3 pg ssDNA pro 10 pl aufgetragener Probe, was die
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photometrische Messung der ssDNA-Konzentration von ca. 28 pg/ml bei 260 nm unter
Einbezug des Wertes OD2gonm 1 = ca. 36 pg/ml bestétigte.

Die isolierte sSDNA von 4H wurde zur Hybridisierung mit dem speziell synthetisierten
Oligonucleotid KUNKDEL eingesetzt. Der Primer (s. I, 1.7, Tab. 2, S.19) war bis auf die
fehlende Base Adenin komplementér zur ssDNA und am 5'-Ende phosphoryliert. Die
Phosphatgruppe war zur Verknipfung der Enden des neu synthetisierten DNA-Stranges
notig. Unterschiedliche Mengen an ssDNA (0,12 pg, 0,2 pg und 0,3 pg DNA) wurden
zusammen mit dem Primer und den anderen Reaktionskomponenten (vgl. 1l, 2.1.3.2, Tab.
12, S. 54) auf 70 °C fur 5 min erhitzt. Der Ansatz mit 0,3 pg DNA wurde auf das
Gesamtvolumen von 15 pl unter prozentualer Erhdhung der Reaktionskomponenten
erweitert. Die auf Eis gelagerten Reaktionsgemische wurden zur Synthese des
Doppelstrangs mit der T4 DNA-Polymerase und der T4 DNA-Ligase (vgl. I, 2.1.3.2,
Tab.13, S. 55) nach Inkubation auf Eisund RT bei 37 °C fur 2 h inkubiert. Eine Kontrolle
ohne DNA wurde mitgefuhrt. Die Synthese wurde in einer DNA-Gelelektrophorese mit
einem 0,7 %-igem Agarosegel (Abb. 34) Gberprift.

kb
21,2—

51—

1M 23 45

Abbildung 34 Doppelstrangsynthese von 4H-Del 28 nach Einsatz von 300 ng (3), 200 ng
(4) und 120 ng (5) ssDNA. (1) pPCANTAB 5E/4H zirkulér, (2) Kontrolle ohne ssDNA, (M)

Marker

Die verschiedenen DNA-Mengen der zur Synthese eingesetzten ssDNA ergaben
unterschiedliche Mengen an Doppelstrang-DNA (dsDNA). Die dsDNA der 200 ng ssDNA
(Ansatz 2) [Abb. 34, Gelspur (4)] zeigte die stérkste Bande, wohingegen die dsDNA mit
300 ng (Ansatz 3) und 120 ng (Ansatz 1) [Abb. 34, Gelspur (3) bzw. (5)] in etwa identisch
waren. Die Kontrolle [Abb. 34, Gelspur (3)] wies keine DNA auf. Die aufgetragene
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dsDNA aler Konzentrationen hatte ungefahr das gleiche Laufmuster wie das zirkuldre
Phagemid von 4H [Abb. 34, Gelspur (1)].

Anschlief3end erfolgte die Reinigung der dsDNA von Puffersalzen und Enzymen tber PCI-
Extraktion und die Volumeneinengung auf 6 pl dber EtOH-Prézipitation. Die
Transformation des E. coli ung® Stammes TG1 mit der Uracil enthaltenden dsDNA
bewirkte den Austausch des Uracils mit Thymin und reduzierte die biologische Aktivitét
des Template DNA-Stranges (vgl. 11, 2.1.3.2, S. 54). Die Elektroporation (vgl. I, 2.1.1.7,
S. 41ff) von je 100 pl elektro-kompetenten TG1-Zellen erfolgte mit je 1 pl der
verschiedenen dsDNA-Synthesen (entsprach ca. 20-50 ng je Ansatz). Die Ansédtze wurden
auf SOBAG-Agar in seriellen Zehnfach-Verdinnungen ausplattiert und Uber Nacht
inkubiert. Die Auswertung der Transformation ergab Transformationsraten von 6,5 x 10-
1,4 x 10° transformierte Zellen/ug DNA. Be der Kontrolle ohne DNA war keine
Bakterienkolonie gewachsen. Je Ansatiz wurden 2 Bakterienkolonien fir die
Plasmidisolation kultiviert. Aus den Kulturen wurden Sicherheitskopien der Klone fir die
Expression angelegt. Ein einfacher RV mit dem Enzym Notl (s. I, 2.1.1.5, S. 39f) gab
Aufschlul? Uber den Erfolg der Transformation. Die Gelanalyse (1 % Agarose) des RV ist
in Abbildung 35 wiedergegeben. Die Banden der Klone aus Ansatz 1 [Abb. 35, Klon
4H/11, Gelspur (1); Klon 4H/12,Gelspur (2)], aus Ansatz 2 [Abb. 35, Klon 4H/21, Gelspur
(3); Klon 4H/22,Gelspur (4)] und aus Ansatz 3 [Abb. 35, Klon 4H/31, Gelspur (5); Klon
4H/32,Gelspur (6)] wiesen die gleiche Lange von ca. 5 kb auf.

kb
— 21,2

~5 kb —> — !

123456M

Abbildung 35 Dd 28-Klonen 4H/11 (1), 4H/12 (2), 4H/21 (3), 4H/22 (4), 4H/31 (5),
4H/32 (6) nach RV mit RE Notl. (M) Marker

Die Sequenzierung der einzelnen Klone zeigte, dal? die Deletion der Base Arginin bei den

Klonen 4H/21, 22 und 31 geglickt war. Die Klone 4H/11, 12 und 32 zeigten keine

Mutation an der gewlnschten Stelle. Daraus lief3 sich eine 50 % Erfolgsquote der
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Mutagenese ableiten. Die Sequenzen der Klone mit Mutation waren identisch. Die

gemeinsame Sequenz ist im Anhang aufgefihrt.

14 Charakterisierung der mutierten Pyrethroid-spezifischen scFv-Klone
141 AnalysedesscFvim ELISA

Die Sicherheitskopien der mutierten Klone 4H/21, 4H/22 und 4H/31 wurden zur
Expression (vgl. Il, 2.1.2.1, S. 51) der scFv-Fragmente kultiviert. Das Screening der
exprimierten scFv wurde in einem indirekten, kompetitiven ELISA (vgl. 1l, 2.1.1.12, S.
47f) durchgefihrt. Die verwendeten Microtiterplatten waren mit t-PMS-OVA (10 pg/ml)
beschichtet. Die freien Bindungsstellen wurden in dem Blockierungsschritt mit 0,3 %
OVA belegt. Die abzentrifugierten und sterilfiltrierten Uberstande der Bakterienkulturen
wurden unverdinnt und in 1:10- und 1:100-Verdinnungen (in PBS mit 0,3 % OVA)
aufgetragen. Die Verdrangung der scFv von dem Beschichtungskonjugat erfolgte mit
Bioallethrin (10.000 pg/l). PBS diente as Kontrolle. Die gebundenen scFv wurden mit
dem Sekundarantikdrper Anti-E-Tag-lgG-POD detektiert. Nach Inkubation des POD-
Substrats fir ca. 30 min wurde die Farbreaktion gestoppt und bel 450 nm gemessen.
Abbildung 36 (S. 115) zeigt die Absorptionen der Verdrangungsreaktion bei den Klonen
4H/21, 4H/22 und 4H/31.

Eine Verdrangungsreaktion war ausschlieflich bei dem unverdiinnten Uberstand des Klons
4H/31 zu erkennen. Die Absorptionen der 1:10-Verdinnung von 4H/31 konnten aufgrund
der Standardabweichungen keiner Verdrangung zugeordnet werden. Die scFv-Fragmente
der anderen Klone und deren Verdiinnungen lief3en sich von Bioallethrin nicht verdréangen

und wiesen héhere Absorptionen auf als bel PBS.
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1,24 I PBS
I Bioallethrin (10.000 pg/l)

Absorption,
o
(o]
|

0
4H/21 AH/21 4H/21 4H/22 4H/22 4H/22 4H/31 4H/31 4H/31
(1:10) (1:100) (1:10) (1:100) (1:10) (1:100)

scFv 4H-Del 28

Abbildung 36 Verdrangung der scFv-Klone 4H/21, 4H/22, 4H/31 von t-PMS-OV A durch
Bioallethrin (10.000 pg/l) im indirekten, kompetitiven ELISA

In elnem weiteren ELISA wurde die Bindung des Klon 4H/31 gegeniiber anderen
Pyrethroiden Uberprift. Neben Bioallethrin wurden Allethrin und S-Bioallethrin gewahlt,
da die verwendete Zellinie /A5 Kreuzreaktivitdten mit diesen isomerischen Substanzen
aufwies (Pullen, 1994). Zusétzlich zur Kontrolle mit PBS wurde die Bindungsaffinitét zu
OVA getestet, indem die Mikrotiterplatte mit 10 pg/ml OVA beschichtet wurde. Der
Uberstand mit scFv4H/31 wurde unverdinnt und in einer 1:10-Verdiinnung mit PBS
aufgetragen. Der ELISA wurde wie in 11, 2.1.1.12, S. 47f durchgefiihrt. Sowohl Allethrin
als auch Bioallethrin konnten die scFv-Fragmente von dem Beschichtungskonjugat
verdrangen, nicht jedoch S-Biodlethrin (Abb. 37, S. 116). Allerdings waren hohe
Standardabweichungen zu verzeichnen, welche die Verdréangungsreaktionen Uberdeckten.
Die Kontrolle mit OVA verlief negativ, wohingegen bei PBS eine leichte

Verdrangungsreaktion zu erkennen war.
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I PBS
I Bioallethrin (10.000 ug/l)

18 [ Allethrin (10.000 pg/l)
1,61 [ S-Bioallethrin (10.000 pg/l)

1,4+

1,2+

450nm

1,0+

0,8 1

Absorption

0,6
0,4 1

0,2 1

0,0-

1:10 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100 PBS OVA
scFv 4H/31

Abbildung 37 Verdrangung des scFv 4H/31 von t-PMS-OV A durch Bioallethrin, Allethrin
und S-Bioallethrin (je 10.000 pg/l) im indirekten, kompetitiven ELISA

Der Klon 4H/31 wurde in einem weiteren ELISA analysiert (vgl. 1l, 2.1.1.12, S. 47f), in
dem die Analyten Bioallethrin und Allethrin in verschiedenen Konzentrationen (PBS, 10
ug/l, 100 pg/l, 1000 pg/l und 10.000 pg/l) eingesetzt wurden. Der Uberstand mit den
l6dlichen scFv-Fragmenten wurde unverdinnt, in 1:10- und in 1:100-Verdinnungen
aufgetragen. Hier ergab sich keine Verdrangung von 4H/31, weder durch Allethrin noch
durch Bioallethrin.

142 Charakterisierung des scFv mit Polyacrylamidgelelektrophorese und
Westernblot

Mit Hilfe der SDS-PAGE und dem Westernblot wurde das exprimierte scFv-Fragment
4H/31 sowohl im Uberstand als auch im Periplasma- und Cytoplasmaextrakt der
Bakterienkultur lokalisiert und die Grof3e bestimmt. Die Aufbereitung der Proben erfolgte
nach Expression der scFv. Der Uberstand wurde abgenommen, sterilfiltriert und Gber
TCA-Prézipitation aufkonzentriert. Die abzentrifugierten Zellen der Bakterienkultur
wurden fir die Gewinnung der periplasmatischen Zellfraktion und des
Cytoplasmaextraktes verwendet (vgl. 11, 2.1.4.1, S. 56).
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Die einzelnen Zell-Fraktionen und der Uberstand wurden elektrophoretisch unter
reduzierenden Bedingungen in einen 10,5 %-igem Polyacrylamidgel aufgetrennt (vgl. I,
2.1.4.2, S. 57). Die Farbung des Gels erfolgte mit Silbernitrat (vgl. I, 2.1.4.2, S. 57).

Der zweite, identische Teil des Polyarylamidgels wurde nach der Elektrophorese im
Westernblot eingesetzt (vgl. Il, 2.1.4.3, S. 58) und die Proteinbanden auf eine PVDF-
Membran Ubertragen. Die immunchemische Farbung erfolgte nach Inkubation von Anti-E-
Tag-1gG und Anti-Maus-1gG-POD mit dem Westernblot-spezifischen POD-Substrat. Die
Farbreaktion wurde nach 3 min mit H,O dest. abgestoppt. Abbildung 38 (a) zeigt das SDS-
PAGE mit den Proteinbanden des Periplasmaextrakts [Abb. 38a, Gelspur (1)], des
Cytoplasmaextrakts [Abb. 38a, Gelspur (2)] und des Zellkultur-Uberstands [Abb. 38a,
Gelspur (3)].

(a) (b)
kDa e e
—
-
E_‘
60— —
40!’1& -
- scFv

—
20— - o
- —
12 M 3 1 2 M3

Abbildung 38 SDS-Gdl (@) und Westernblot (b) von scFv 4H/31. (a): (1) Periplasmaex-
trakt 1:10 verdinnt, (2) Cytoplasmaextrakt 1:5 verdinnt, (3) KulturUberstand konzentriert;
(b): (1) Periplasmaextrakt 1:10 verdinnt, (2) Cytoplasmaextrakt 1:5 verdinnt, (3) Kultur-
Uberstand konzentriert, (M) Marker

In Abbildung 38 (b) ist der entsprechende Westernblot mit den immunchemisch gefarbten
Banden des scFv-Fragments im Periplasmaextrakt [Abb. 38b, Gelspur (1)] und Zellkultur-
Uberstand [Abb. 38b, Gelspur (3)] prasentiert. Im Cytoplasmaextrakt war keine scFv-
Bande zu erkennen [Abb. 38b, Gelspur (2)]. Die Grof3e des scFv-Fragments lag bel ca.

30 kDa, was mit der Uber Computersoftware (DNA-Star, Wisconsin, USA) ermittelten
Molekulgrofie tbereinstimmte.
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2 Konstruktion von s-Triazin-spezifischen Fa,-Antikor per fragmenten

Drei s-Triazin-spezifische Fa-Antikdrperfragmente wurden aus den variablen Regionen
(Vy und V) der entsprechenden scFv-Fragmente IPR-7, IPR-53 und IPR-23 und den
murinen, konstanten Regionen von Maus-IgG konstruiert. Die konstanten Regionen der
Schwer (Chylyl)- und Leichtkette (Ck) sind Bestandteile des Expressionsvektors pASK99.
Die scFv Antikorper stammen aus einer s-Triazin-selektiven Antikorperbibliothek
(Kramer, 2001a), wobei die Klone IPR-53 und IPR-23 Uber evolutiondre Mutation aus dem
Template Antikorper IPR-7 gewonnen wurden (Kramer, 2001b). Durch Insertion der V-
und V| -Regionen der scFv Fragmente in den Vektor entstanden F4,-Fragmente, die aus E.
coli Bakterien sekretiert, affinitdtschromatographisch aufgereinigt und mittels eines
BlAcore Biosensor charakterisiert wurden.

Der Klonierungsprozeld ist in Abbildung 39 veranschaulicht. Die variablen Regionen
wurden in separaten PCR-Reaktionen aus der scFv codierenden pPCANTAB 5E Phagemid-
DNA jedes IPR-Klones mit den jeweiligen Primerpaaren isoliert. Die Insertion der
amplifizierten Vi Gene in pASK99 erfolgte wurde Uber die Restriktionsstellen Pstl und

BstEll. Die amplifizierten V. Gene wurden tber Sstl und Xhol kloniert.

Amplifikation von V, aus Amplifikation von V, aus
pCANTAB 5E/s-Triazin-scFv pCANTAB 5E/s-Triazin-scFv
RV mit Pstl und BstEll RV mit Sstl und Xhol
Ligation mit pASK99 Ligation mit pASK99

Uber Pstl und BstEll Uber Sstl und Xhol
pPASK99-Fd PASK99-Leichtkette

RV mit Ncol und Hindlll

Leichtketten-Fragment

i

Ligation von pASK99-Fd und Leichtkette
Uber Ncol und Hindlll

!

PASK99-F,,

Abbildung 39 Klonierungsstrategie von pASK99-F,
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Die Leichtketten-Fragmente aus den V_ enthaltenden Plasmiden wurden Uber die
Restriktionsstellen Ncol und Hindlll mit den pASK99-Fd Plasmiden ligiert. Bel Klon IPR-
7 erfolgte die Klonierung der Schwerketten-Fragmente in die Leichtketten tragenden
Plasmide Uber die Restriktionsstellen Xbal und Sstl, da die Erkennungssequenz von Ncol
in dem Vy Gen enthaten ist. Die resultierenden pASK99-IPR Plasmide wurden

sequenziert.

2.1 PCR-Amplifikation der variablen Regionen von scFv aus pPCANTAB 5E

Die scFv/pCANTAB 5E Plasmide wurden aus Bakterienkulturen der Klone IPR-7, IPR-53
und IPR-23 gewonnen und bei 260 nm auf die Konzentrationen von 0,44 pg/ul, 1,8 pug/ul
bzw. 0,31 pg/ul bestimmt. Die Amplifikation der V- und V| -Regionen aus den jeweiligen
pCANTAB 5E Plasmiden erfolgte mittels PCR. Die Vy-spezifischen Primer
VySUBFabBACK und V1 SUBFabFOR und die V -spezifischen Primer V| . SUBFabBACK
und V SUBFabFOR waren mit Degenerationen synthetisiert worden, um eine
Hybridisierung mit dem murinen Antikorperrepertoire zu ermdglichen (vgl. 11, 1.7, Tab. 3,
S. 20). Waeiterhin enthielten die Primer die Erkennungssequenzen der
Restriktionsendonukleasen Pstl und BstEll fur Vi bzw. Sstl und Xhol fur Vi, um die
variablen Gene in den Vektor pASK99 zu klonieren. Die Restriktionsstellen liegen in den
Rahmen-Regionen 1 und 4 von Vy und V. Aufgrund der Hohe und der Unterschiede der
Annealingtemperaturen der Oligonucleotide eines Primerpaares (vgl. I, 2.2.1.1, S. 62f )
wurde fur die Hybridisierungsphase in beiden PCR-Reaktionen ein Temperaturgradient
von 15 °C, bel 50 °C beginnend, gewahlt. Der PCR-Ansatz erfolgte nach Tabelle 14 (vgl.
1, 2.2.1.1, S. 63). Je Klon und variabler Region wurden 10 und 1 ng Plasmid-DNA pro
PCR eingesetzt. Um unspezifische Reaktionen der TagPolymerase vor der DNA-
Denaturierung zu umgehen, wurde das Enzym wéhrend der Anfangsdenaturierung
zugegeben. Diese , Hotstart”-PCR-Reaktionen wurden nach dem Zeit-Temperatur-Profil
ausll, 2.1.1.3, Tab. 5, S. 37 durchgefuhrt. Die Auswertung der einzelnen Ansétze erfolgte
Uber eine praparative DNA-Gelelektrophorese. In Abbildung 40 ist die Gelanalyse des
IPR-Klons 23 présentiert. Auf dem 1,0 %-igen Agarosegel sind die DNA-Banden der V4
und V. Region nach Amplifikation bei den drei verschiedenen Annealingtemperaturen
50,4 °C, 60 °C und 65,2 °C zu sehen.
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ca. 350 bp — « ca. 310 bp

12 3 456 78 91011 12 13 1415 16 17 18 19 20 21

V, 1 M | V,

Abbildung 40 PCR-Produkte der variablen Regionen Vy und V. von Klon IPR-23. V:
variable Region der Schwerkette bei 50,4 °C (1)-(4), bei 60,2 °C (5)-(8), bei 65,2 °C (9)-
(11); V.: variable Region der Leichtkette bei 50,4 °C (12-14), bei 60,2 °C (15)-(18), bei
65,2 °C (19)-(22); (M) Marker

In den Gelspuren (1)-(11) und (12)-(21) wurden die amplifizierten V- bzw. V| -Regionen
elektrophoretisch aufgetrennt, wobel die Banden in den Gelspuren (1)-(4) und (12)-(14) im
Annealing bei 50,4 °C, in (5)-(8) und (15)-(18) bei 60,2 °C und in (9)-(11) und (19)-(21)
bei 65,2 °C entstanden waren. Die PCR-Ansétze der Template-Konzentrationen 1 und

10 ng erschienen in den Gelspuren (1), (2), (5), (6), (9), (12), (13), (15), (16), (19) bzw. (3),
4), (7), (8), (10), (12), (14), (17), (18), (20) und (21). Die Banden der VV4-Region befanden
sich im Bereich von ca. 350 bp-Bande des 100 bp-Markers [Abb. 40, (M)], wohingegen die
Banden der V| -Region bel einer geringeren Lénge von ca. 300-330 bp einzuordnen waren.
Ein Unterschied bei den verschiedenen Konzentrationen und Temperaturen war nicht zu
erkennen. Die DNA-Menge einer Bande wurde auf ca. 800 ng geschétzt, im Vergleich zu
den aufgetragenen 500 ng des Markers. Die Amplifikationsprodukte der beiden variablen
Regionen wurden aus dem Gel geschnitten und von der Agarose isoliert. Die
resultierenden Konzentrationen der einzelnen Klone, unter Einberechnung von ca. 20 %
Verlust bei der Aufreinigung, sind in Tabelle 24 (S. 121) wiedergegeben.

Fur den nachfolgenden Restriktionsverdau (RV) der einzelnen V- und V| -Regionen an
den fur die Klonierung in pASK99 relevanten Schnittstellen wurden je Klon und Ansatz
ca. 2 ug DNA verwendet. Der RV von Vy erfolgte als Doppelverdau (vgl. 11, 2.2.1.2, Tab.
15, S. 64) an den Restriktionsstellen Pstl und BstEll mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen. Die Inkubationszeit von 6 h bei 37 °C ist auf die endstandige
Lage der Restriktionsstellen auf dem Vy-Gen zurlickzufthren. Restriktionsenzyme konnen

weniger leicht an die Erkennungssequenzen anlagern, wenn diese direkt an den Enden der
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zu schneidenden DNA-Fragmente lokalisiert sind. Aus diesem Grund wurde die

Inkubationszeit auf 6 h ausgedehnt.

Tabelle 24 DNA-Konzentrationen der amplifizierten variablen Regionen Vi und V der
Klone IPR-7, IPR-53 und IPR-23

Klon DNA-Konzentration [ng/ul]
Vi Vi
IPR-7 116 125
IPR-53 128 120
IPR-23 120 110

Die verdaute DNA wurde in einer Gelelektrophorese (1 % (w/v) Agarose) aufgetrennt.
Abbildung 41 zeigt die geschnittenen Amplifikationsbanden des Vy-Gens von Klon IPR-7.
Die einzelnen Banden mit der Lénge von ca. 340 bp entsprachen etwa 400-500 ng DNA,

gemessen an den aufgetragenen 500 ng des Markers.

ca. 340 bp—

1 2 3 4 M5 6 7

Abbildung 41 V4-Gene des Klons IPR-7 nach Doppel-RV mit den RE Pstl und BstEIl.
(1)-(7): Vu; (M) Marker

Die V_-Regionen wurden in einem sequentiellen RV (vgl. I, 2.2.1.2, Tab. 16, S. 65) mit
den Restriktionsenzymen Sstl und Xhol geschnitten. Der sequentielle RV war wegen der
unterschiedlichen Pufferbedingungen der Enzyme erforderlich und wurde unter
Aufstockung der Puffersalze durchgefiihrt. Die eingesetzte DNA-Menge je Ansatz betrug
ca. 2 ug und die Inkubationszeiten wurden wie bei Vy auf 6 h angesetzt. Die Auswertung
des RV erfolgte Uber Gelelektrophorese (1 % (w/v) Agarose). Auf dem Gelfoto (Abb. 42)
sind die DNA-Banden der geschnittenen V| -Fragmente von IPR-7 zu sehen.
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<+—ca. 310 bp

1 2 3 4 M5 6 7

Abbildung 42 V -Gene des Klons IPR-7 nach sequentiellem RV mit den RE Sstl und
Xhol. (1)-(7): V; (M) Marker

Die Schatzung der DNA-Menge anhand des Markers ergab ca. 400-500 ng pro Bande des
V-Gens mit einer Lange von ca.310 bp. Die DNA-Konzentrationen der geschnittenen V-
und V_-Fragmente der einzelnen Klone nach Extraktion aus der Agarose sind in Tabelle 25
aufgelistet. Die Konzentrationen wurden unter Einbezug von 20 % Aufreinigungsverlust

berechnet.

Tabelle 25 DNA-Konzentrationen der 2-fach geschnittenen Vy- und V -Fragmente der
Klone IPR-7, IPR-53 und IPR-23

Klon DNA-Konzentration [ng/ul]
Vi Vi
IPR-7 53 50
IPR-53 50 45
IPR-23 50 52

2.2 Ligation von Vi und V. mit dem Vektor pASK 99

Die variablen Regionen wurden separat in den entsprechend préparierten
Expressionsvektor pASK99 inseriert. Dazu wurde Plasmid-DNA des Vektors aus
transformierten E.coli IM83-Zellen mit einer DNA-Konzentration von 0,22 pg/ul isoliert.
Anschlief3end folgten ein Doppel-RV (vgl. 11, 2.2.1.2, Tab. 15, S. 64) der Vektor-DNA mit
den Restriktionsenzymen Pstl und BstElIl zur Klonierung des Vu-Gens, und ein
sequentieller RV (vgl. 11, 2.2.1.2, Tab. 16, S. 65) mit den Enzymen Sstl und Xhol fir die
V_-Region. Je Ansatz wurden ca. 0,6 pg DNA verwendet. Die Inkubationszeiten wurden
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auf 3 h gegenuber der RV-Reaktionen der variablen Regionen verkirzt, da die
Restriktionsstellen in der zirkuldren Plasmid-DNA nicht endsténdig exponiert waren.
Abbildung 43 zeigt die elektrophoretische Auswertung der RV-Ansdtze in einem
0,7%igem Agarosegel. Die unterschiedliche Préparation der Vektor-DNA mit den
Enzymen Pstl/BstEll [Abb. 43, Gelspuren (1)-(8)] und Sstl/Xhol [Abb. 43, Gelspuren (10)-
(17)] ist nicht zu erkennen, da die Restriktionsstellen jewells dicht aneinander auf der
Vektor-DNA lokalisiert sind. Anhand des Markers wurde je Bande eine Lange von ca.

4,2 kb und eine DNA-Menge von ca. 200 ng bestimmt. Nach Isolation der DNA aus der
Agarose standen Vektorpraparationen mit Konzentrationen von ca. 30 ng/ul far
PASK99(Pstl/BstEI) und pASK99(Sstl/Xhol) fur die Ligation mit den variablen Genen

zur Verflgung.

<« ca. 4 kb

12345678 1234567

—— PASK99 — M — pASK99 —
(Pstl/BstEIl) (Sstl/Xhol)

Abbildung 43 pASK99 nach RV mit den RE Pstl/BstEll und Sstl/Xhol.
PASKO9(Pstl/BstEI)  (1)-(8): pASK99 2-fach geschnitten mit RE Pstl/BstEll;
PA SK99(Sstl/Xhal) (1)-(7): pASK99 2-fach geschnitten mit RE Sstl/Xhol; (M) Marker

Die Ligation der einzelnen DNA-Fragmente erfolgte in einem Vektor-Insert-Verhéltnis
von 1:3. Mit einer Gesamtmenge an DNA von 500 ng je Ligationsansatz ergaben sich
folgende Zusammensetzungen in Tabelle 26 (S. 123). Die Endvolumina der Ligationen
wurden auf 15 pl erweitert, inklusive der entsprechenden Menge an 10x Puffer und 5 %
(v/v) T4 DNA Ligase (entspricht 3,75 Units). Eine Kontrolle ohne Insert wurde mitgefihrt,
um die Religation des 2-fach geschnittenen Vektors zu Gberprifen. Nach Durchfihrung der
Reaktionen (vgl. Il, 2.1.1.6, S. 41) wurden die einzelnen Ansdtze fur die nachfolgende
Elektroporation mit PCI extrahiert und die DNA mit Ethanol prézipitiert (vgl. 1l, 2.1.1.7, S.
41f). Die DNA wurdein je 6 pl H,O* resuspendiert.
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Tabelle 26 Mengenzusammensetzungen der einzelnen Ligationsreaktionen aus den DNA-

Fragmenten der variablen Regionen und pASK99

Klon Vy pPASK99(PstI/BStEI ) Vi pASK 99(Sstl/Xhol)
IPR-7 7,1l 4,2 ul 7,5ul 4,2 pl
IPR-53 75u 4,2 ul 8,3ul 4,2 ul
IPR-23 75u 4,2 ul 7,2 4,2 ul

Elektro-kompetente IM83 Bakterien wurden mit je 1 ul der verschiedenen Ligationen und
ohne DNA transformiert und die Ansétze in seriellen 10-fach Verdinnungen (je 100 pul)
auf LB-Amp-Agar ausplattiert (vgl. I, 2.1.1.7, S. 41ff). Die Auswertung der
Elektroporation mit pASK99-Vy der verschiedenen IPR-Klone [Trafoqy] und der
Kontrollen ohne Insert [Trafok)] und ohne DNA (KT) ist in Tabelle 27 wiedergegeben.

Tabelle 27 Anzahl der gewachsenen Bakterienkolonien nach der Transformation von E.
coli IM83 mit pASK99-Vy [Trafoy)] der Klone IPR-7, IPR-53 und IPR-23. Trafow:

Ligationskontrolle ohne Insert; KT: Transformationskontrolle ohne DNA

Verdinnung Anzahl der gewachsenen Kolonien

KT Trafo(K) Trafo(L)-I PR7 Trafo(L)-I PR 53 Trafo(L)-I PR 23

unverdinnt - - oo* 00 00
10™ oo oo oo
10 561 728 262
10 80 63 36

* entspricht einer grof3en Anzahl an Kolonien, die nicht gezéhlt wurden

Die Transformation verlief ohne Hintergrund, da keine Bakterienkolonien auf den
Agarplatten der beiden Kontrollen gewachsen waren. Auch bel der Transformation von
JM83 mit den pASK99-V -Plasmiden war kein Hintergrund an Fremdplasmiden zu
erkennen. Die berechneten Transformationsraten lagen im Bereich zwischen 1,5 x 10’
Zellen/ug DNA der Variante pASK99-V (IPR-53) und 1,2 x 10® Zellen/ug DNA von
PASK99-V(IPR-7).
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2.3 Ligation der Schwer- und L eichtketten-Fragmente mit pASK 99

Einzelkolonien der verschiedenen Transformationsansétze aus Il1, 2.2, Tab. 27 wurden in
LB-Amp-Medium kultiviert und die Plasmide der pASK99-Fd und pA SK99-L eichtketten-
Varianten aus den Bakterienzellen isoliert. Bel 260 nm wurden Plasmidkonzentrationen
mit Werten zwischen 0,46-0,73 pg/ul gemessen. Die isolierten Schwerketten (Fd)- und
Leichtketten-Plasmide der verschiedenen Klone wurden im RV fir die Ligaton prapariert.
Die Plasmide der Klone IPR-53 und IPR-23 wurden im Doppel-RV (vgl. 11, 2.2.1.3, S. 67)
an den Restriktionsstellen Ncol und Hindlll mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
geschnitten. Bei Klon-7 hingegen kamen die Enzyme Xbal und Sstl zum Einsatz, da die
Restriktionsstelle Ncol Bestandtell des V-Gens von IPR-7 ist. Je Ansatz wurden ca. 2 g
DNA verwendet. Nach 3-stindiger Inkubation wurden die RV-Ansdtize Uber
Gelelektrophorese (1 % (w/v) Agarosegel) ausgewertet. Abbildung 44 zeigt die
elektrophoretisch getrennten pASK99-L eichtketten-Plasmide der Klone IPR-23 [Abb. 44,
Gelspuren (1)-(6)] und IPR-53 [Abb. 44, Gelspuren (7)-(11)] nach dem RV mit Ncol und
HindlIl.

ca. 3500 bp — TSI

ca. 850-900 bp —» [

123 M456M 789 M1011

Abbildung 44 pASK99-Leichtkette der Klone IPR-23 und IPR-53 nach Doppel-RV mit
den RE Ncol/HindllI

Die DNA-Banden der geschnittenen Plasmide beider Klone sind in die Banden des
linearisierten, Ncol/Hindlll-geschnittenen Vektors mit der Lange von ca. 3500 bp und in
die herausgel 6sten Leichtketten-Fragmente mit der Lange von 850-900 bp zu unterteilen.
Die DNA-Mengen der Leichtketten-Fragmente entsprachen ca. 300 ng pro Bande im
Vergleich zu der aufgetragenen DNA-Menge des Markers von 0,5 ug.

Die 2-fach geschnittenen pASK99-Fd-Plasmide (Abb. 45) der Klone IPR-23 [Abb. 45,
Gelspuren (1)-(4)] und IPR-53 [Abb. 45, Gelspuren (5)-(8)] setzen sich aus den
Vektorfragmenten mit ca. 3800 bp Lange und den herausgetrennten DNA-Stiicken
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(inklusive Ck-Regionen) mit einer Lange von ca. 500 bp zusammen. Die Banden der
Vektorfragmente wurden auf eine DNA-Menge von ca. 500 ng pro Bande geschétzt,
gemessen an den 0,5 ug DNA des aufgetragenen Markers.

ca. 3800 bp —

ca. 500 bp —»

M123456 78

Abbildung 45 pASK99-Fd der Klone IPR-23 und IPR-53 nach Doppel-RV mit den RE
Ncol/Hindlll (1)-(8); (M) Marker

Die Gelanalyse (Abb. 46) des Xbal/Sstl-RV von pASK99-Fd(IPR-7) ergab eine
Auftrennung des Plasmids in die Bande des 2-fach geschnittenen Vektors der Lange von
ca. 3450-3500 bp und in die Bande des Fd-Fragments, einschliefdlich der Sequenz des
Peptids Strep-Tagll, mit der Lange von ca. 850 bp. Die DNA-Mengen der zu isolierenden
Banden des Fd-Fragments entsprachen ca. 200 ng pro Bande.

ca. 3500 bp— [TeEerE I

ca. 850 bp—»

1 2 3 M 4 5 6 M

Abbildung 46 pASK99-Fd des Klons IPR-7 nach RV mit den RE Xbal/Sstl. (1)-(6):
pA SK99-Fd 2-fach geschnitten; (M) Marker

In Abbildung 47 (S. 127) sind die Banden des Xbal/Sstl-geschnittenen pASK99-
Leichtketten-Plasmids von Klon IPR-7 zu sehen. Die im RV entstandenen Banden

[Abb.47, (1)-(8)] mit der Lange von ca. 3800 bp und 540 bp waren dem linearisierten
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Vektor bzw. dem herausgel 6sten DNA-Fragment, einschlief3dlich der konstanten Region der
Schwerkette, zuzuordnen. Mit Hilfe des Markers (0,5 pg DNA) wurde die DNA-Menge
der Vektorfragmente auf ca. 400 ng je Bande bestimmit.

<« ca. 3800 bp

<« ca. 540 bp

M123456

Abbildung 47 pASK99-L eichtkette des Klons IPR-7 nach RV mit den RE Xbal/Sstl. (1)-
(6): pASK99-L eichtkette 2-fach geschnitten; (M) Marker

Die DNA-Banden der isolierten Schwer- und Leichtkettenfragmente sowie der
linearisierten Vektoren wurden aus den Agarosepraparaten gelost. In Tabelle 28 sind die
DNA-Konzentrationen der einzelnen, zu ligierenden Fragmente jedes Klons aufgefuhrt,
unter Einbezug von 20 % Verlust bei der Aufreinigung aus der Agarose.

Tabelle 28 DNA-Konzentrationen der 2-fach geschnittenen Vektoren und Schwer (Fd)-
und Leichtketten-Fragmente der Klone IPR-7, IPR-53 und IPR-23

Klon DNA-Konzentration [ng/ul]

Fd Leichtkette Vektor
IPR-7 32 - 56
IPR-53 - 40 53
IPR-23 - 48 53

Fur die Ligation der Schwer- und Leichtketten mit pASK99 wurden die verschiedenen
DNA-Fragmente in einem Vektor-Insert-Verhdtnis von 1.3 in einer Gesamtmenge von
500 ng je Ligationsansatz eingesetzt. In Tabelle 29 (S. 128) sind die Volumina der zu
ligierenden Leichtketten- und Vektor-Fragmente der Klone IPR-53 und IPR-23 bzw. des
zu ligierenden Fd- und V ektor-Fragments des Klons IPR-7 wiedergegeben.
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Tabelle 29 Mengenzusammensetzungen [ul] der einzelnen Ligationsreaktionen aus den
DNA-Fragmenten der Schwer (Fd)- und Leichtketten und pASK99

Klon Fd pASK99(Xbal/Xhol)  Leichtkette pASK99(Ncol/HindlIl)
IPR-7 11,7 pl 2,3l - -

IPR-53 - - 9,4 pl 2,4l

IPR-23 - - 7,8 ul 24ul

Die Endvolumina der Ligationsansétze der Klone IPR-53 und IPR-23 wurden auf 15 pl
und des Klons IPR-7 auf 17 ul erweitert, unter Berlicksichtigung der entsprechenden
Menge an 10x Puffer und T4 DNA Ligase. Eine Ligationskontrolle ohne Insert sollte die
Religation des 2-fach geschnittenen Vektors Uberprifen. Nach Beendigung der
Ligationsreaktionen (vgl. I, 2.1.1.6, S. 41) wurden die Ansétze tUber PCI-Extraktion und
EtOH-Prézipitation (vgl. I, 2.1.1.7, S. 41f) aufbereitet und in 6 pul H,O* gelost. Die
anschlieffende Elektroporation (vgl. Il, 2.1.1.7, S. 41ff) erfolgte je Ansatz mit 100 pl
elektro-kompetenten IM83 Bakterien und 1 pl Ligationsansatz (entspricht ca. 60 ng DNA).
Eine Kontrolle ohne DNA wurde mitgefuhrt. Die transformierte DNA-Menge entsprach ca.
60 ng, berechnet aus der DNA-Menge des Ligationsansatzes abzlglich ca. 20 % Verlust
bei der PCI- und EtOH-Reinigung. Die verschiedenen Transformationsansétze [Trafog]
wurden in seriellen 10-fach Verdinnungen auf LB-Amp-Agar ausplattiert, die Ligations
[Trafox)]- und Transformationskontrolle (KT) nur als unverdinnte Proben. Die
Transformationsauswertung (Tab. 30, S. 129) zeigt die Anzahl der auf dem Selektionsagar
gewachsenen Bakterienkolonien. Aus den gewachsenen Bakterienkolonien der Trafog)-
Ansdtze lief3en sich unter Berlcksichtigung von ca. 60 ng eingesetzter DNA
Transformationsraten von 1 x 10’- 3,3 x 10’ transformierte Zellen/pg DNA errechnen. Da
keine Kolonien auf den Agarplatten mit den Kontrollen KT und Trafok) gewachsenen
waren, war eine Transformation von Fremdplasmiden auszuschlief3en. Eine Auswahl von
isoliert gewachsenen Einzelkolonien wurden zur anschlief3enden Expression der Fap-
Fragmente verwendet.
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Tabelle 30 Anzahl der gewachsenen Bakterienkolonien nach der Transformation von E.
coli IM83 mit pASK99-Vy [Trafoy)] der Klone IPR-7, IPR-53 und IPR-23. Trafow:

Ligationskontrolle ohne Insert; KT: Transformationskontrolle ohne DNA

Verdinnung Anzahl der gewachsenen Kolonien

KT Trafo(K) Trafo(L)-I PR7 Trafo(L)-I PR 53 Trafo(L)-I PR 23

unverdinnt - - oo* 00 00
10™ 608 1040 o
107 63 83 203
10 4 8 15

*entspricht einer grof3en Anzahl an Kolonien, die nicht gezéhlt wurden
24 Bakterielle Expression und Screening der Fa,-Antikor per fragmente

Zwolf isoliert gewachsene Einzelkolonien je Klon, die nach der Transformation Uber LB-
Amp-Agar selektiert worden waren, wurden zur Expression (vgl. Il., 2.2.2, S. 67) der Fa-
Antikorperfragmente gepickt und in LB-Amp-Medium angezogen. Die Bakterienkultur der
einzelnen Klone erfolgte in je 10 ml bei Schittelinkubation, bis die Bakteriensuspensionen
eine ODssp von 0,5 erreicht hatten. Zur Induktion des tetA Promoters wurden 0,4 uM
Anhydrotetracyclin zugegeben und die Induktionsdauer auf 4 h engestellt. Die
exprimierten Fxp-Antikoperfragmente wurden Uber Zell-Lyse mit Saccharosepuffer aus
dem Periplasma der E. coli Zellen gewonnen.

Das Screening der Fy-Antikorper wurde in einem indirekten, kompetitiven ELISA (vgl. I,
223, S 68f) durchgefihrt. Die Antikdrperfragmente in den periplasmatischen
Zellfraktionen banden an das immobilisierte Beschichtungskonjugat IPR-OVA in den
Kavitdten der Mikrotiterplatten. Die Verdrangung der Fa-Fragmente von IPR-OVA
erfolgte mit einer UberschuRkonzentration (10.000 pg/l) Atrazin bzw. PBS. Durch Zugabe
des POD-gekoppelten Sekundarantikorpers (Ziege-anti-Maus-1gG) wurden die Uber das
IPR-OVA-Konjugat immobilisierten Fy,-Fragmente markiert. Die enzymatische Reaktion,
ausgelost durch POD-Substrat, wurde im ELISA-Reader bei 450 nm gemessen. Das
Screeningergebnis wird am Beispiel des Klons IPR-53 in Abbildung 48 (S. 130)
prasentiert.
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Abbildung 48 Verdrangung der selektierten Fa, IPR-53 Klone aus den periplasmatischen
Zéllfraktionen von IPR-OVA durch Atrazin (10.000 pg/l) im indirekten, kompetitiven
ELISA

Eindeutige Verdrangungsreaktionen wurden bei den Klonen 1, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, und
12 von Fy, IPR-53 gemessen mit Absorptionen von ca. 0,23-0,26 bei Verdrangung mit
Atrazin und ca. 0,3-0,5 bei Einsatz von PBS. Klon IPR-53/8 wies die beste Verdrangung
auf und wurde fir weitere Analysen in einem grof3eren Mal3stab exprimiert. Sowohl bel Fa,
IPR-7 as auch bel IPR-23 zeigten 3 Klone eine Verdrangung, wobei jeweils der mit der
spezifischsten Reaktion (Fa IPR-7/8 und Fa, |PR-23/2) ausgewahit wurde.

Parallel zur nachfolgenden Expression fur Aufreinigung und Kinetikmessungen erfolgte
die Plasmidisolation der ausgewahlten Fa-Varianten zur Kontrolle der Klonierung durch
RV und zur Sequenzierung der F4,-Gene. Abbildung 49 (S. 131) zeigt die Gelanalyse (0,8
% Agarosegel) des RV der einzelnen Plasmide mit den Restriktionsenzymen Xbal und
Hindlll. Diese Enzyme trennten die Fgy-Fragmente an den entsprechenden
Restriktionsstellen aus dem pA SK99-Vektor. Sowohl Fa, IPR-7 [Abb. 49, Gelspur (1)] as
auch Fy, IPR-53 [Abb. 49, Gelspur (2)] und Fa, IPR-23 [Abb. 49, Gelspur (3)] wiesen eine
Lange von ca. 1700 bp auf. Die Bande des 2-fach geschnittenen Vektors pASK99 bei alen
drei Pr&parationen war ca. 3000 bp lang.
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Abbildung 49 F, IPR-7 (1),Fa IPR-53 (2), Fa IPR-23 (3) nach RV mit den RE Xbal und
Hindlll. (M) Marker

Die Sequenzierung der Fa-Klone wurde von der Firma SequiServe (Vaterstetten) mit den
Primern SEQU1, SEQU2, SEQU3 und SEQU4 (s. I, 1.7, Tab.3, S. 20) durchgefihrt. Die
Sequenzen von Fy, IPR-7, F4, IPR-53 und Fy, IPR-23 sind in VI, S. 217ff wiedergegeben.

25 Fap-Enzymimmunoassay

Die Klone Fy, IPR-7, Fa IPR-53 und Fy, IPR-23 wurden in einem direkten, kompetitiven
ELISA (vgl. I, 224, S. 69f) auf Bindung und Verdrdngung getestet. Die
periplasmatischen Zellfraktionen der einzelnen Klone mit den I6slichen F4-Fragmenten

wurden in folgenden PBS-V erdiinnungen eingesetzt:

Fa IPR-7/8 1:500
Fa IPR-53/11 1:900
Fa IPR-23/2  1:900

Die F4-Fragmente wurden Uber Ziege-anti-Maus-IgG an die Mikrotiterplatte gebunden.
Die Verdrangung des Enzymtracers von den Antikorperfragmenten erfolgte mit Atrazin-
Standards in unterschiedlichen Konzentrationen. Nach Zugabe des Lumineszenz-Substrats
wurden sofort im Anschluf3 die Lumineszenzwerte des POD-Enzyms in RLU (= relative
luminescence units) gemessen. Abbildung 50 (S. 132) zeigt die normierten, sigmoiden
Kalibrationskurven der drei Klone. Die Werte sind in %B/B, angegeben, die nach I,
2.2.4.1, S. 71f umgerechnet wurden.
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Abbildung 50 Kalibrationskurven von Fy, IPR-7, F4 IPR-53 und Fg4 IPR-23 bel
Verdréngung durch Atrazin im direkten, kompetitiven ELISA

Die errechneten Werte der Testmittelpunkte und der Nachweisgrenzen der einzelnen Fuy-
Fragmente sind in Tabelle 31 aufgelistet.

Tabelle 31 Nachweisgrenze (80 % B/Bg) und Testmittel punkt (50 % B/Bo) in pg/l Atrazin
der Fy-Antikorperfragmente der Klone Fy, IPR-7, Fap IPR-53 und Fy, IPR-23

Klon 50 % B/Bg [M0/1] 80 % B/Bo[pg/l]
IPR-7 60,5 14,9
IPR-53 15,2 5,7
IPR-23 2,7 0,13

Die ermittelten Testmittel punkte und Nachweisgrenzen der einzelnen Fy,-Klone spiegelten
die Verbesserung der Affinitéten Gber evolutiondre Mutation der entsprechenden scFv-

Fragmente (Kramer, 2001b) wieder.
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2.6 Reinigung und Konzentrierung der exprimierten Fa,-Fragmente

Die Klone F4, IPR-7/8, Fa, IPR-53/8 und Fy, IPR-23/2 wurden in einem groféeren Volumen
exprimiert (vgl. 11., 2.2.2, S. 67). Dazu erfolgte die Kultur der einzelnen Kloneinje2 | LB-
Amp-Medium. Nach 4-stindiger Induktion mit Anhydrotetracyclin wurden je 20 ml
periplasmatische Zellfraktion Uber Zelllyse gewonnen, gegen den Laufpuffer (150 mM
NaCl, 100 mM TrigHCI, pH 8 1 mM EDTA) der nachfolgenden
Affinitdtschromatographie dialysiert und sterilfiltriert.

Die Aufreinigung der exprimierten Fa-Fragmente aus den Periplasmaextrakten erfolgte
Uber Streptavidin-Affinitdtschromatographie (vgl. I, 2.25.1, S. 73). Dabel wurden die
Extrakte mit einer Fluldrate von 20 ml/h Uber die Streptavidin-gekoppelte Saule gegeben
und die gebundenen Fy-Antikorperfragmente mit 2,5 mM Desthiobiotin in 2 ml
Fraktionen eluiert. Die ungebundenen Zellkomponenten wurden durch Waschen mit
Laufpuffer von der Saule entfernt. Die Analyse der eluierten Fraktionen je Klon erfolgte
im ELISA und Uber SDS-PAGE.

Der Fa-Gehalt sowohl der eluierten Fraktionen as auch des Durchlaufs wurde im
indirekten, kompetitiven ELISA (vgl. I, 2.2.3, S. 68f) Uberprift. Die Kavitdten der
Mikrotiterplatten waren mit dem IPR-OVA-Konjugat beschichtet, an das die Fa-
Fragmente banden. Die Verdrangung erfolgte mit Zugabe von Atrazin im Uberschul
(10.000 ug/l) bzw. PBS. Der POD-konjugierte Ziege-anti-Maus-Sekundarantikorper wurde
zur Markierung der gebundenen, nicht verdrangten F.,-Fragmente eingesetzt. Nach Zugabe
des POD-Substrats wurde die Absorption der enzymatischen Reaktion bei 450 nm
gemessen. In Abbildung 51 (S. 134) sind die Absorptionen der aufgereinigten Fraktionen
und des Saulendurchlaufs des Klons F4, IPR-53/8 dargestellt. Die Verdrangung der Fap-
Fragmente von IPR-OVA durch Atrazin war deutlich erkennbar. Der geringe Hintergrund
bei der Verdréngung durch Atrazin im Vergleich zu PBS und die geringere Absorption des
Durchlaufs wies auf eine vollstdndige Reinigung der Fx-Fragmente hin. Die Absorption
bei Einsatz von PBS nahm mit jeder zusétzlich eluierten Fraktion ab, wohingegen ein
gleiches Absorptionsniveau bei Atrazin zu sehen war. Dies deutete darauf hin, dal3 die Fap-

Konzentration mit zunehmender Fraktionszahl abnahm.

133



Kapitel 111 Ergebnisse

I FBS
1,2 I Atrazin (10.000 ug/l)

Absorption

1 2 3 4 5 6 7 8 D
Fab Atr-53/11
(gereinigte Fraktionen)

Abbildung 51 Verdréngung des affinitatsgereinigten Klons Fa, IPR-53/8 in den eluierten
Fraktionen 1-8 und im Durchlauf (D) von IPR-OVA durch Atrazin (10.000 pg/l) im
indirekten, kompetitiven ELISA

Diese Ergebnisse lieffen sich auch im SDS-PAGE bestdtigen. Die Fa, enthaltenden
Fraktionen und der Durchlauf wurden unverdinnt in einem 10,5 %igem Polyacrylamidgel
auf den Reinheitsgrad Uberprift. Zum Vergleich wurde jeweils der ungereinigte
Periplasmaextrakt (1:10 in Aqua dest. verdinnt) auf das Gel aufgetragen. Die Auswertung
des Gels erfolgte Uber Silberfarbung (vgl. 11, 2.1.4.2, S. 57). Als Beispiel wurde das SDS-
Gel des Klons Fy, IPR-53/11 (Abb. 52, S. 135) gewahlt. Die periplasmatische Fraktion und
der Saulendurchlauf [Abb. 52, (PP), (D)] waren as Vergleich zu den gereinigten
Fraktionen [Abb. 52, (1)-(6)] zu sehen. Der Reinigungseffekt war deutlich anhand der
Proteinbanden zu erkennen. Die Fx-Fragmente waren unter reduzierenden Bedingungen in
die Banden der Schwer- und Leichtketten dissoziiert. Die Stérke der Banden, d. h. die
Konzentration der Fy,-Fragmente in den Fraktionen nahm mit zunehmender Elution ab.

Die ersten drel Fraktionen wurden vereinigt und gegen 10 mM PBS dialysiert. Die 20-
fache Aufkonzentrierung der Fa-LOsungen erfolgte in einer Rihrzelle Uber eine Membran
mit einer Ausschluf3grenze von 10 kDa (vgl. 11, 2.2.5.3, S. 73).
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Abbildung 52 SDS-Gel der eluierten Fraktionen (1-6) nach Streptavidin-Affinitétschroma-
tographie von Fy, IPR 53/8. (D) Durchlauf; (PP) Periplasmaextrakt; (M) Marker

Die Bestimmung der Fap-Antikorper Konzentrationen wurde mit Hilfe des
Bicinchinonsaure-Tests (BCA) durchgefthrt (vgl. 1l, 2.2.5.4, S. 74f). Hierbei wurden die
Proteinkonzentrationen der Lésungen mit BSA-Proteinstandards verglichen. Eine Kupfer-
BCA-Ldsung verursachte einen Farbumschlag proportional zum Proteingehalt, der bel

560 nm gemessen wurde. Die Konzentrationen wurden mit Hilfe der entsprechenden

Software ermittelt und in pg/ml umgerechnet. Sie sind in Tabelle 32 aufgefhrt.

Tabelle 32 Konzentrationen der gereinigten Fap-Antikorperfragmente der Klone Fa, IPR-7,
Fap IPR-53 und Fy, IPR-23

Klon Konzentration [pug/mi]
IPR-7 6,4
IPR-53 13,6
IPR-23 8,4

Eine weitere SDS-PAGE Analyse (Abb. 53, S. 136) zeigt die Proteinbanden des
gereinigten Fy,-Fragments IPR-23/2 nach reduzierenden [Abb. 53, Gelspur (1)] und nicht-
reduzierenden Bedingungen [Abb. 53, Gelspur (2)]. Die dissoziierten Ketten des Fap-
Fragments hatten eine Grof3e von ca. 20-25 kDa. Das nicht-reduzierte Fap-Fragment lag im
50 kDaBereich des Proteinmarkers. Im Vergleich dazu war die ungereinigte,
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periplasmatische Fraktion (1:10 verdunnt) [Abb. 53, (PP)] neben den 1:20-Verdinnungen

der vereinigten und aufkonzentrierten Fraktionen aufgetragen.
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Abbildung 53 SDS-Gel des affinitdtsgereinigten Fa 53/11 nach reduzierenden (1) und
nicht-reduzierenden (2) Bedingungen. (PP) Periplasmaextrakt; M: Marker

2.7 Charakterisierung der Fap-Kinetik im Bl Acor e Biosensor

Die Fap-Antikorperfragmente wurden im Hinblick auf ihre Bindung zum Liganden mittels
des optischen BIAcore 2000™ Biosensors charakterisiert. Das BIAcore ermdglichte, die
Bildung von Antikérper-Ligand-Komplexen in Realzeit zu verfolgen. Dazu wurde das
Ligand-Protein-Konjugat IPR-OVA an den Sensorchip CM5 kovalent gekoppelt (vgl. II,
2.2.6.1, S. 74). Es wurde eine spezifische Oberflache mit 4125 RU in einem Mef3kanal des
Chips prépariert. Als Immobilisierungsmethode wurde die Aminkopplung verwendet. Ein
zweiter Mefkanal, beschichtet mit OVA, diente als Referenzkanal. Die Messung erfolgte
mit je 4 Konzentrationen (100 %, 75 %, 50 % und 25 %) der verschiedenen Fy, IPR-Klone.
Die 100 % Werte der eingesetzten Konzentrationen betrugen 25 nmol, 55 nmol bzw.

34 nmol fir Fy IPR-7, Fa, IPR-53 bzw. Fy, IPR-23. Hundertdrei3Big pl je Fa, Konzentration
wurden injiziert, und die vier entstandenen Sensorgramme eines jeden Klons zur
Kakulation der Affinitétsdaten verwendet. Die Bindungen der Klone zu dem Liganden
waren durch eine hohe Selektivitdt und ein geringes Hintergrundsigna aufgrund
unspezifischer Bindung zu OVA charakterisiert. Diese unspezifischen Bindungen wurden
wahrend der Messungen im Kontrollkanal beobachtet. Zur Berechnung der Assoziations-

und Dissoziationsraten der Fgy-Varianten wurden von den Fg-Sensorgrammen die
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entsprechenden Kontrollsensorgramme mit OVA subtrahiert, um die Effekte der
unspezifischen Bindung und Injektionsartefakte, die durch einen Dichteunterschied
zwischen Laufpuffer und Injektionslosung entstanden, zu eliminieren. Als Beispiel eines
resultierenden Sensorgramms wurde das Sensorgramm der 55 nmol Fx-Ldsung des Klons
Fa IPR-53/8 ausgewahlt (Abb. 54). In dem Sensorgramm sind die Assoziations- und
Dissoziationsphase des Antikdrperfragments markiert.
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Abbildung 54 Sensorgramm fur die Affinitatsbestimmung von Fa, 1PR-53/8 (55 nmol)

nach Korrektur des Hintergrunds.

Die berechnete Assoziationsrate Kk, Dissoziationsrate kg und Gleichgewichts
Dissoziationskonstante Kp der drel Fy-Varianten sind in Tabelle 33 aufgefthrt. Die
ermittelten Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten der Fa-Varianten im Bereich von 1,5
x 10%-1,1 x 10° M stimmten gut mit dem typischen Kp-Wert 10° M eines in vivo
Affinititats-gereiften 1gG-Antikorpers (Winter et al., 1994) tberein.

Tabelle 33 Assoziationsrate k,, Dissoziationsrate kg und Gleichgewichts-Dissoziationskon-
stante Kp der drei F4-Varianten IPR-7, IPR-53 und IPR-23

Fap-Klon ka[M™s7] kq [s1] Kp=Ka/ka [M]
IPR-7 9,72 x 10* 2,65x 107 2,73x10°®
IPR-53 1,85 x 10° 2,83x 107 1,53 x 10
IPR-23 5,49 x 10° 6,17 x 10 1,12 x 10”
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3 Konstruktion des scFv(K47H)-aP Fusionsproteins

3.1 Klonierungsstrategie

Der Expressionsvektor pASK75 (Skerra, 1994b) wurde modifiziert, um Fusionsproteine
aus einem scFv-Antikorperfragment und der alkalischen Phosphatase (aP) zu produzieren.
Zu diesem Zweck wurde ein Fusionsgen, welches sowohl das Atrazin-spezifische
Bindungsprotein scFv(K47H) (Kramer und Hock, 1996a) as auch das Enzym aP
(Schmidt-Dannert, nicht verdffentlicht) codiert, in den Vektor inseriert. Abbildung 55 gibt

einen Uberblick tiber den Klonierungsvorgang.

Amplifikation von aP aus pPHOA4

RV von pASK75
RV mit Sall und Eco471ll mit Sall und Eco471ll

~\ v

Ligation von pASK75 und aP
Uber Sall und Eco47lll

pASK75/aP Amplifikation von scFv aus pPCANTAB 5E/K47H
RV mit Stul und Sall RV mit Stul und Sall

N -

Ligation von pASK75/aP und scFv K47H
tber Stul und Sall

pscFv(K47H)aP

Abbildung 55 Uberblick tiber die Klonierungsstrategie von pscFv(K47H)aP

Das Gen der aP aus E. coli wurde aus dem Klonierungsvektor pPHOAA4 liber PCR isoliert
und unter Verwendung der Restriktionsstellen Eco47111 und Sall in den Vektor pASK75
kloniert. Die Restriktionsstellen sind in der MCS des Expressionsvektors konserviert und
wurden mit Hilfe der PCR-Primer PHOABACK und PHOAFOR an das 5'- und 3'-Ende
des aP-Gens angefuigt. Das Amplifikationsprodukt aP wurde im Restriktionsverdau mit den
entsprechenden Restriktionsendonukleasen geschnitten und mit dem ebenso préparierten
Vektor zu dem Plasmid pA SK75/aP zusammengefugt.

Zur Isolierung und PCR-Amplifikation des scFv(K47H)-Gens diente die Phagemid-DNA
pPpCANTAB 5E/K47H as Template. Um das scFv-Fragment in pASK75/aP zu klonieren,
wurden die Restriktionsstellen Sall und Sul Uber die PCR-Primer scFvBACK und

scFVFOR an das Antikorpergen angeknipft. Die Restriktionsstelle Stul ist auch Bestandteil
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der MCS von pASK75. Das amplifizierte scFv-Fragment und das rekombinante Plasmid
pPASK75/aP aus transformierten Bakterien wurden mit den Enzymen Sall und Stul
geschnitten. Anschlief3end erfolgte die Insertion des scFv-Gens an das 5'-Ende der aP-
codierenden Region in den linearisierten pASK75/aP. Durch Einflgen des scFv-Gens
wurden die Restriktionsstellen il und Notl in den Vektor eingebaut. Abbildung 56 zeigt
den modifizierten Vektor pASK75 mit dem eingefligten Fusionsgen (pscFvaP). Weiterhin
sind die Klonierungsstellen Sul, Sall und Eco47Ill und die Restriktionsstellen Sil und
Notl zum Klonieren von scFv-Fragmenten aus kompatiblen Antikérperbibliotheken
abgebildet.

Stul sfj| Notl Sall Eco47Ill

*

te.tA ompA sckFv K47H aP Strep-Tag

pscFv(K47H)aP

5,3 kbp

Abbildung 56 pscFvaP mit dem eingefligten Fusionsgen scFv-aP

3.2 Aufbereitung desVektors pASK75

Die Transformation von kompetenten Zellen des E. coli Stamms K12-JM83 (Y anisch-
Perron et al., 1985) mit dem Vektor pASK75 wurde mit der CaCl,-Methode durchgefiihrt.
Zur Transformation wurden 1,5 ng DNA auf 50 pl Bakterien verwendet. Nach
Ausplattieren des Transformationsansatzes auf LB-Amp-Agar und Inkubation fir 14 h bei
30 °C wurde eine isoliert gewachsene Einzelkolonie in LB-Amp-Medium fir 16 h bei 30
°C und 250 rpm kultiviert. Die Plasmidisolierung erfolgte mit Qiagen Plasmid Purification
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Mini Kit. Die DNA wurde in 20 pl H,O* aufgenommen. Die Messung bei 260 nm ergab
eine Konzentration von 0,81 pg/pl.

Der Vektor wurde in einem Doppelverdau mit den Restriktionsendonukleasen Sall und
Eco47lll fur die nachfolgende Ligation linearisiert (vgl. 1, 2.3.1.1, Tab. 18, S. 79).
Abbildung 57 zeigt die Auswertung des RV auf einem préparativen Gel (0,7 % Agarose).

kb
— 21,23

— 4,98

~3,5 kb—» — 3,52

— 2,02
— 1,58
- 1,38
— 0,95

1 2 3 M 4 5

Abbildung 57 pASK75 nach RV mit RE Sall und Eco471ll. pASK75 2-fach geschnitten
nach 2 h (1), 3 h (2), 4 h (3), (4) pASK75 1-fach geschnitten, (5) pASK75 zirkulér, (M)

Marker

Die DNA-Banden der geschnittenen Vektoren [Abb. 57, Gelspuren (1), (2), (3) und (4)]
sind unterhalb der 3,53 kb-Bande des Markers lokalisiert und befinden sich im Bereich von
3,2 kb, der Basenpaarlange von pASK75. der linearisierte, 1-fach geschnittene Vektor
[Abb. 57, Gelspur (4)] liegt in etwa auf der gleichen HOhe wie die Banden des 2-fach
geschnittenen Vektors [Abb. 57, Gelspur (1-3)]. Die im RV abgetrennten 14 Basenpaare
wirken sich nicht sichtbar auf die Langenunterschiede beider Plasmide aus. Der im
Vergleich dazu aufgetragene zirkuldare Vektor [Abb. 57, Gelspur (5)] beweist die
unterschiedliche, schnellere Laufgeschwindigkeit gegentiber dem linearisierten Vektor.

Die drei Banden der RV-Zeitreihe weisen keine Langenunterschiede auf.

Die DNA-Mengen der Banden entsprachen ca. 450-500 ng je Bande, gemessen an den
aufgetragenen 1,5 ug des Markers. Die Banden des 2-fach geschnittenen Vektors wurden
aus dem Gel getrennt und die DNA mit QiaEXII aus der Agarose isoliert. Unter Einbezug
von 20 % Verlust bei der Aufreinigung stand eine DNA-Menge von ca. 60 ng/ul far die
Ligation zur Verfigung.
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3.3 Amplifikation der aP

Kompetente Bakterienzellen des E. coli Stamms DH5a" wurden mit dem Plasmid
pPHOA4, der das aP-codierende Gen enthdlt, transformiert. Der Vektor lag in einer
Konzentration von 20 ng/ul vor, wovon 1 ng DNA auf 50 pl Bakterien zur Transformation
verwendet wurden. Nach Inkubation des Transformationsansatzes auf LB-Amp-Agar
erfolgte die Plasmidisolierung der Ubernachtkultur einer Einzelkolonie mit Qiagen
Plasmid Purification Mini Kit. Die DNA wurde in 20 pl H,O* gelost und die
Konzentration der Losung im Photometer bei 260 nm mit 0,72 pg/pl bestimmt.

Zur Amplifikation des aP-Gens aus pPHOA4 wurde eine PCR (s. Il, 2.3.1.2, S. 79f) mit
den entsprechenden Primern zum Anfligen der Klonierungsstellen Sall und Eco47Ill an
das Gen durchgefihrt. Die PCR-Produkte von 1 ng Template-DNA sind in Abbildung 58
nach elektrophoretischer Auftrennung (0,8 % Agarose-Gel) wiedergegeben. Eine Kontrolle
(K) ohne DNA wurde mitgefuhrt. Je Geltasche waren 20 pl Probe mit 4 pl Ladungspuffer
aP aufgetragen.

kb
— 21,23

— 4,98

— 2,02
— 1,58

~1,3 kb —» — 138

1 2 3 4 M 5 6 7

Abbildung 58 PCR-Produkte von aP. (2)-(6) Amplifkationsprodukt, (1) Kontrolle, (M)

Marker

Die Banden wiesen die richtige Lange, gemessen an der 1,3 kb-Bande des Markers auf.
Die amplifizierte DNA-Menge pro Bande wurde auf 400 ng geschédtzt. Die DNA-
Isolierung aus dem Gel erfolgte mit QiaEXIl. Als Eluat ergab sich eine DNA-L6sung von
ca. 96 ng/ul, unter Berticksichtigung von 20 % Verlust bei der Aufreinigung aus dem Gel.
Das amplifizierte aP-Gen wurde in einem Doppel-RV mit den RE Sall und Eco47lli
geschnitten (vgl. Il, 2.3.1.2., S. 79ff), um kompatible Enden fir die Ligation mit dem
praparierten Vektor pASK75 zu erhalten. Abbildung 58 zeigt die Gelanalyse des RV.
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~1,3 kb —»

Abbildung 59 Das amplifizierte aP-Gen nach Doppel-RV mit RE Sall und Eco47111. (1)-
(6) aP 2-fach geschnitten, (M) Marker

Die DNA-Banden sind deutlich schwéacher as nach der Amplifikation (vgl. Abb. 58, S.
141), aber mit ca. 200 ng/Bande ausreichend fir die Ligation. Ein vollstandiger Verdau an
den Enden des Gens ist Uber die Gelauswertung nicht nachweisbar, da nur wenig
Sequenzen von dem aP-Fragment abgetrennt wurden und keine sichtbaren
Langenunterschiede zu den Amplifikaten zu erkennen sind. Nach Aufreinigung der DNA

aus dem Gel mit QiaeXII stand eine Losung mit ca. 50 ng/pl zur Verfigung.

34 Ligation der aP mit pASK75

Die Ligation wurde im Verhdltnis Vektor:Insert von 1:3 angesetzt. Das Volumen des
Ansatzes wurde auf 12 ul erweitert, indem 7,5 pl aP-DNA und 1,3 pl Vektor-DNA mit
H,O* auf 10,2 pl aufgestockt und mit 1,2 pl Puffer und 0,6 pul T4 DNA Ligase inkubiert
wurden. Eine Kontrolle ohne aP-Insert wurde mitgefiihrt. Nach erfolgter Ligation wurden
sowohl der Ligationsansatz [Trafoy)] as auch die Kontrolle [Trafoky in einer PCI-
Extraktion von Puffern und Enzymen gereinigt und mit einer anschlief}enden EtOH-
Prézipitation auf 6 pl eingeengt. Die Transformation von je 100 pl kompetente JM83-
Bakterien mit 1 ul DNA wurde Uber Elektroporation ausgefiihrt. Ein Ansatz ohne DNA
wurde mitgefuhrt (KT). Die Auswertung der Transformation ist in Tabelle 34 (S. 143)
wiedergegeben. Die Transforamtionsrate berechnete sich auf 1,8 x 10° transformierte
Zellen/ug DNA. Bei der Kontrolle der Transformation (KT) waren keine Kolonien
gewachsen, jedoch bei der Kontrolle der Ligation. Dies weist auf einen hohen Hintergrund
hin, d.h. dal3 sich der 2-fach geschnittene Vektor entweder religiert hat oder nicht
vollstandig geschnitten war.
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Tabdlle 34 Anzahl der Bakterienkolonien nach der Transformation von E. coli K12-JM 83
mit pASK75/aP [Trafoy]. Trafok): Ligationskontrolle ohne Insert, KT: Transformations-
kontrolle ohne DNA

Verdinnung Anzahl der gewachsenen Kolonien
KT Trafo) Trafog,
unverdunnt - 484 1148
10" - 116
107 - 9
10° - 1
10 - -

Die Plasmide von 3 Kolonien der Platten Trafoygy und 1 Kolonie des Trafok)-Ansatzes

wurden isoliert und elektrophoretisch (Abb. 60) ausgewertet.
kb

—21,23

~3kb —» - 392

~2 kb —» — 2,02
— 1,58

1,38

1 2 3 4 M

Abbildung 60 Vergleich von zirkuldren pASK75/aP-Plasmiden (1-3) mit Kontrollplasmid
pPASK75 (4). (M) Marker

Zwei der drel isolierten Plasmide [Abb. 60, Gelspur (2)-(3)] wanderten auf dem Gel bis zu
dem Basenpaar-Bereich von 2 kb, in dem sich der zirkulére pASK75-Vektor befand (vgl.
11, 3.2, Abb. 57, Gelspur (5), S. 140). Auch das Plasmid von Trafok) [Abb. 60, Gelspur
(4)] ist auf dieser Hohe angesiedelt. Die Plasmidlange eines Klons war gréf3er und bewegte
sich um den Bereich von 3 kb [Abb. 60, Gelspur (1)]. Um festzustellen, ob es sich bel
diesem Plasmid um den Vektor pASK75 mit dem umklonierten aP-Gen handelte, wurden

ein RV mit den Enzymen Sall und Eco471ll zum Nachweis des Inserts und ein RV mit
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dem Enzym Sall zur Uberprifung der Lange im linearisierten Zustand nach 11, 2.3.1.1,
Tabelle 18, S. 79 angesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 3 h wurden die Proben auf ein
analytisches 0,8 % Agarosegel (Abb. 61) aufgetragen.

<+«— 45Kkb
<+— 3,2 kb

<« 1,3kb

1 M 2 3

Abbildung 61 RV zum Nachweis von pASK75/aP mit RE Sall und Eco47ill. (1)
pPASK75/aP zirkuldér, (2) pASK75/aP 1-fach geschnitten, (3) pASK75/aP 2-fach
geschnitten, (M) Marker

In der Laufspur des 2-fach geschnittenen Plasmids [Abb. 61, Gelspur (3)] waren die DNA-
Bande des aP-Enzyms mit der Lange von 1,3 kb und die Bande des 2-fach geschnittenen
pPASK75-Vektors mit der Lange von 3,2 kb zu erkennen. Die Bande des linearisierten
Plasmids [Abb. 61, Gelspur (2)] befand sich im Bereich zwischen der 4,27 kb- und der
4,98 kb-Bande des Markers und war somit dem pA SK75/aP-Plasmid mit der Lange von ca.
4,5 kb gleichzusetzen.

3.5 Amplifikation des scFv-Fragments

Das scFv(K47H)-Fragment wurde aus dem Vektor pPCANTAB 5E Uber PCR isoliert. Das
Plasmid lag nach Isolation aus TG1 Bakterien in einer Konzentration von 0,37 pg/pl
(gemessen im Photometer bei 260 nm) vor. Uber die Primer scFvBACK und scFvFOR
wurden die Klonierungsstellen Stul und Sall an das scFv-Gen angefugt. Weiterhin waren
die Restriktionsstellen Sfil und Notl Bestandteil der Primer und wurden mit dem scFv-Gen
amplifiziert. Abbildung 62 (S. 145) zeigt die praparative Gelanayse der PCR in einem
1%igen Agarosegel.
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bp
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~800 bp—»

1234M56 78

Abbildung 62 PCR-Produkte von scFv aus pPCANTAB 5E. (1)-(8) scFv-Gen, (M) Marker

Die scFv-Amplifikate waren neben 0,5 pg des 100 bp-Markers aufgetragen und lagen im
Bereich der 800 und 900 bp-Bande des Markers. Die amplifizierte DNA-Menge pro Bande
wurde auf 120 ng geschétzt. Nach Isolierung aus dem Gel mit QiaEXIl stand eine DNA-
Losung von ca. 34 ng/ul zur Verfligung. Dabel wurden 20 % Verlust bei der Aufreinigung
aus dem Gel einberechnet.

Das isolierte, amplifizierte DNA-Material wurde in einem sequentiellen RV (s. 11, 2.3.2.1,
Tab. 20, S. 83) an den Erkennungssequenzen der RE Stul und Sall geschnitten und in
einem 1% Agarosegel (Abb. 63) aufgetrennt.

bp

1000—
500

100 —

<+— ~800 bp

M123 M4 56

Abbildung 63 Das amplifizierte scFv-Gen nach Doppel-RV mit den RE Sul und Sall. (1)-
(6) scFv-Gen 2-fach geschnitten, (M) Marker

Aufgrund der geringen Basenanzahl, die in dem RV von den scFv-Amplifikaten abgetrennt
wurde, waren keine wesentlichen Langenunterschiede gegeniber den ungeschnittenen
Amplifikaten (vgl. Abb. 62) zu erkennen. Die Banden wurden anhand des 100 bp-Markers
auf ca. 90 ng geschétzt und aus dem Gel getrennt. Nach Isolierung der DNA aus dem Gel
ergab sich eine Konzentration von ca. 25 ng/pl.
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3.6  Praparation desVektors pASK75/aP

Das Plasmid des Klons aus I, 3.4, Abb. 60, Gelspur (1), S. 143 wurde zur
Vektorpréparation verwendet. Daflr erfolgte die Kultivierung des pASK75/aP-Klons in
LB-Amp-Medium und die Isolierung des Plasmids aus den JV83-Bakterienzellen. Die
Konzentration der DNA-LAsung wurde bei 260 nm auf 0,8 pg/pl bestimmt. Fir den
sequentiellen RV mit den RE Sul und Sall wurden 1,5 pl der DNA-LOsung eingesetzt. Die
Auswertung des RV Uber Gelelektrophorese (0,7 % Agarose) ist in Abbildung 64
dargestellt.

~ 4,5 kb—»

1 2 M 3 4 5

Abbildung 64 pASK75/aP nach sequentiellem RV mit den RE Stul und Sall. (M) Marker

Die Banden des 2-fach geschnitten pASK75/aP lagen im Bereich von 4,5 kb. Der Marker
wurde zur Bestimmung der Bandengrofe herangezogen. Die DNA-Menge an
linearisiertem Vektor betrug ca. 220 ng pro Bande. Die einzelnen Banden wurden mit
QiaeXIl aus dem Gel isoliert und die daraus resultierende DNA-Konzentration auf 44
ng/ul eingestellt.

3.7  Ligation von scFv(K47H) mit pASK75/aP

Der 2-fach geschnittene Vektor pASK75/aP und das 2-fach geschnittene scFv-Fragment
wurden in einer Ligationsreaktion zu pscFv(K47H)aP aneinandergefiigt. Der
Ligationsansatz erfolgte in einem Vektor-Insert-Verhdtnis von 1:3 (siehe Il, 2.1.1.6, S.
41). Aufgrund der vorliegenden Konzentrationen der beiden Reaktionspartner wurde das
Gesamtvolumen des Ansatzes auf 23 pl erweitert, um das gewiinschte Verhéltnis zwischen
Vektor und Insert zu erreichen. Fur die Reaktion wurden 3 pl Vektor-DNA und 15 pl
Insert mit 1,25 pl H,O* versehen und 1,25 ul Ligase, gepuffert mit 2,5 ul Ligase-Puffer, zu
dem Gemisch gegeben. Ein Kontrollansatz mit 7 ul Vektor-DNA ohne Insert wurde

mitgefuhrt. Nach Ubernachtinkubation wurden die Ansitze mit PCI-Extraktion und EtOH-
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Prézipitation (vgl. 1l, 2.1.1.7, S. 41f) aufbereitet und auf das Volumen von jewells 8 pl
eingeengt. In der nachfolgenden Elektroporation (vgl. I, 2.1.1.7, S. 41ff) wurden je 100 pl
kompetente E. coli JM83-Zellen (Yanisch-Perron et al., 1985) mit 1,5 pl des
Ligationsansatzes [Trafoy)] x und 2 pl der Kontrolle [Trafoky] transformiert. Eine
Transformationskontrolle (KT) ohne DNA wurde mitgefihrt. Die Auswertung der
Elektroporation nach Inkubation von seriellen 10-fach Verdinnungen auf LB-Amp-Agar
ist in Tabelle 35 wiedergegeben. Die Transformationsrate berechnete sich auf 4,8 x 10°
transformierte Zellen/ug DNA. Auf den Agarplatten der beiden Kontrollansdtze KT und

Trafok) waren keine Bakterienkolonien gewachsen.

Tabelle 35 Auswertung der Transformation von pscFv(K47H)aP in K12-JM83 [Trafo].
Trafo): Ligationskontrolle ohne Insert, KT: Transformationskontrolle ohne DNA

Verdinnung Anzahl der gewachsenen Kolonien
KT Trafo Trafog
unverdunnt - - oo*
10" - 387
10” - 50
10° - 2
10 - -

*entspricht einer grof3en Anzahl an Kolonien, die nicht gezahlt wurden

3.8  Expression und Screening von scFv(K47H)-aP

Sechzehn Einzelkolonien der transformierten JM 83 Bakterien wurden in LB-Amp-Medium
kultiviert und anschlief3end durch Zugabe von 0,4 uM Anhydrotetracyclin (vgl. 11, 2.2.2, S.
67) induziert, um das Fusionsprotein scFv-aP zu exprimieren. Nach Lyse der
abzentrifugierten Bakterienzellen mit je 2 ml Saccharosepuffer wurde die periplasmatische
Zellfraktion jedes Klons mit dem darin enthaltenen Fusionsprotein gewonnen. Durch
Dialyse gegen 100 mM Tris, pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA wurden die
Periplasmaextrakte fir weitere Analysen umgepuffert.

Das Screening der einzelnen Klone erfolgte in einem indirekten, kompetitiven ELISA (s.
1, 2.3.3, S. 84f) mit dem Beschichtungskonjugat IPR-OVA. Der Periplasmaextrakt wurde
unverdinnt und in den Verdinnungen (mit 50 mM TBS) 1:10 und 1:100 in je 2
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Wiederholungen eingesetzt. Die Verdrangung erfolgte mit Atrazin im UberschuR3 (10.000
ug/l) bzw. TBS. Nach einstindiger Inkubation mit dem aP-Substrat wurde der Test im
ELISA Reader bei 405 nm ausgewertet. Bei adlen 16 Klonen war ene
Verdrangungsreaktion zu erkennen. Es wurden Absorptionsunterschiede zwischen TBS
und Atrazin von 0,2-0,3 bel den unverdinnten Proben gemessen. Die Absorptionen
nahmen bei den Verdinnungen ab, wobei bel der groften Verdinnung keine
Absorptionsunterschiede zu sehen waren. In Abbildung 65 ist die Verdrangung des scFv-
aP aus 4 Klonen dargestellt. Diese Klone hatten die grofte Absorption und
Verdrangungsreaktion, und wurden deshalb fir die Sequenzierung, Aufreinigung und
weitere Analyse im ELISA verwendet.

Die Plasmide der ausgewahlten Klone wurden isoliert und in einem sequentiellen RV mit
den RE Stul und Eco4711l auf die Lange der einzelnen Bestandteile von pscFvaP Uberprift.
Die Erkennungssequenzen der beiden Enzyme befanden sich an dem 5'- bzw. 3'-Ende des
scFv-aP Fusionsgens und trennten dieses aus pASK75 heraus. Als Kontrolle wurde ein

Einfachverdau mit dem Enzym Sul eines Klons mitgefhrt.

I TBS
I Atrazin (10.000 ug/l)

0,40 +
0,35

0,30

0,25 +

0,20

Absorption,

0,15+
0,10

0,05

0,00 -

3

scFv-aP

Abbildung 65 Verdrangung der vier scFv(K47H)-aP Klone von IPR-OV A durch Atrazin
(10.000 pg/l) im indirekten, kompetitiven ELISA
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Abbildung 66 zeigt die Gelanalyse des RV der einzelnen Plasmide. Die 2-fach
geschnittenen Plasmide in den Gelspuren (1)-(4) wurden in zwei DNA-Banden geteilt. Die
langsamer gewanderte und somit grof3ere Bande kann dem 2-fach geschnittenen Vektor
PASK75 [Abb. 66, Gelspur (5)] mit einer Lange von ca. 3,2 kb zugeordnet werden. Die
Bande mit der geringeren Lénge entspricht dem scFv-aP Fusionsgen mit ca. 2 kb. Das 1-
fach geschnittene Plasmid in der Gelspur (5) weist eine Lénge von ca. 4,5 kb auf und kann
dem linearisierten Vektor pASK75/aP ohne scFv-Insert [(vgl. 11I, 3.4, Abb. 61, Gelspur
(2), S. 144] zugeordnet werden.

kb
—21,23

—4,98
— 4,27
~3,25 kbh—» — 352

~2,1 kb —» —2,02
—1,58

1,38

1 2 3 4 5 M

Abbildung 66 Vier scFv-aP Klone (1-4) nach sequentieller RV mit den RE Sul und
Eco47lll. (5) pscFv(K47H)aP linearisiert, (M) Marker

Die Sequenzierung der vier Klone Gbernahm die Firma SequiServe (Vaterstetten) unter
Verwendung der entsprechenden Sequenzierprimer (s. 1l, 1.7, Tab. 1, S. 19). Die Anayse
der Sequenzen zeigte auf, dal3 sie identisch waren, und bestétigte die korrekte Klonierung
im Leserahmen. Die gemeinsame Sequenz ist mit Kennzeichnung der fusionierten Gene

und der relevanten Restriktionsstellen im Anhang aufgefthrt.
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3.9 Aufreinigung von scFv(K47H)-aP

Zur Aufreinigung des Fusionsproteins wurden 20 ml Periplasmaextrakt aus 2 |
Kulturvolumen gewonnen (s. Il, 2.2.2, S. 67). Uber Diadyse erfolgte das Umpuffern der
Losung mit dem Chromatographie-Laufpuffer. Vor Verwendung in der Chromatographie
wurde der Extrakt sterilfiltriert (0,2 um Filter).

3.9.1 Streptavidin-Affinitatschromatographie

Die Aufreinigung Uber Streptavidin beruht auf der Bindungsaffinitdt des Strep-Tags zu
Streptavidin. Die Sequenz, die das Peptid Strep-Tag codiert, ist Bestandteil des Vektors
PASK75 (s. I, 2.3, Abb. 14, S. 76) und am 3'-Ende des scFv-aP lokalisiert. Zehn ml der
periplasmatischen Zellfraktion mit dem exprimierten Fusionsprotein wurden Uber die
Streptavidin gekoppelte Sepharose gepumpt, und anschlief3end das gebundene scFv-aP-
Strep-Tag Fusionsprodukt mit dem Elutionspuffer von den Bindungsstellen gelost. Die
Eluate wurden in 2 ml-Fraktionen aufgefangen und zusammen mit dem Saulendurchlauf
im ELISA (s. Il, 2.3.3, S. 84f) und Uber SDS-PAGE (s. I, 2.1.5.2, S. 57) Uberprift. Die
Auswertung des ELISA ergab keine Reaktion der einzelnen Fraktionen, nur der
aufgetragene Durchlauf reagierte mit dem Beschichtungskonjugat und wurde durch
Atrazin verdrangt. Dies lief3 die Folgerung zu, dal3 keine Bindung des Fusionsproteins an
die Streptavidin-Saule Uber das Strep-Tag stattgefunden hat.

Die Analyse Uber SDS-PAGE bestétigte diese Annahme, da keine Proteinbanden in den
Laufspuren der Fraktionen sichtbar waren. Der Periplasmaextrakt hingegen war in seine

einzelnen Banden aufgetrennt.

3.9.2 Atrazin-Affinitatschromatographie

Eine weitere Aufreinigungsmoglichkeit war die Affinitétschromatographie mit Atrazin.
Das Atrazin-Derivat IPR (vgl. 1l, 2.2.3, Abb.11, S. 68) wurde hierzu an EAH-Sepharose (s.
1, 2.3.4.2, S. 86) gekoppelt. Das Antikdrperfragment scFv bindet aufgrund seiner Affinitét
zu Atrazin an das Derivat. Die restlichen 10 ml des aufbereiten Periplasmaextraktes
wurden Uber die Saule gegeben, und die gebundenen scFv(K47H)-aP-Molekile wurden
mit 1,5 M Glycin/HCI, pH 2,5 eluiert. Der nachfolgende ELISA (s. I, 2.3.3, S. 84f) mit
den gesammelten Fraktionen und dem Durchlauf zeigte, dal3 auch hier keine Aufreinigung
bzw. Bindung erfolgt war. Denn nur im Durchlauf waren Fusionsproteine aufgrund der
Farbreaktion zu detektieren.
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3.10 Charakterisierung von scFv-aP
3.10.1 Westernblot mit scFv-aP

Der Westernblot wurde zur Proteincharakterisierung und zum funktionellen Nachwels des
Strep-Tags durchgefihrt. Die im SDS-PAGE aufgetrennten Banden der periplasmatischen
Zéllfraktion wurden auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen und immunchemisch
angefarbt (s. 11, 2.3.5, S. 86f). Hierbei wurde die Affinitdt des Strep-Tags zu Streptavidin
benutzt und das Streptavidin-POD-Konjugat zur Enzymmarkierung eingesetzt. In
Abbildung 67 ist das SDS-Gel neben der angefarbten Membran aus dem Westernblot
dargestellt. Die angeférbte Bande [Abb. 67, (b), (1)] auf der Hohe von 75 kDa entspricht
dem Fusionsprotein scFv-aP, dessen Bestandteile scFv, aP-Strep-Tag Uber die Sequenz mit
Hilfe der Computersoftware (DNA-Star, Wisconsin, USA) auf ca. 27 kDa bzw. 48 kDa
ermittelt worden waren. Dies |&3t die Schlul3folgerung zu, dal3 das scFv-aP Fusionsprotein
mit dem Strep-Tag al's exprimiertes Protein im Periplasma vorhanden ist und das Strep-Tag
nach reduzierenden Bedingungen im SDS-Gel die Bindungsaffinitdét gegentber
Streptavidin behalten hat.

kDa
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Abbildung 67 SDS-Gel und Westernblot von scFv-aP. (a) SDS-PAGE: (1) Marker, (2)
Periplasmaextrakt, (3) Periplasmaextrakt 1:10 verdinnt; (b) Westernblot: (1)
scFv(K47H)aP im Periplasmaextrakt
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3.10.2 ScFv(K47H)-aP-Enzymimmunoassay

Zum Nachweis der Funktionalitdt des rekombinanten Proteins wurde der indirekte,
kompetitive ELISA (s. II, 2.3.3, S. 84f) verwendet. Die periplasmatische Zellfraktion, tber
Ultrafiltration aufkonzentriert und von kleineren Proteinen gereinigt, wurde in einer 1:100-
Verdinnung im ELISA eingesetzt. Unterschiedliche Atrazin-Konzentrationen verdrangten
den Periplasmaextrakt von dem IPR-OVA-Konjugat. Die Enzymreaktion erfolgte durch
Zugabe des aP-spezifischen Substrats. Die OD-Messungen bei 405 nm wurden in
stundlichen Intervallen ausgefiihrt. Abbildung 68 zeigt die sigmoiden Kalibrationskurven
der einzelnen Messungen.

Der Mittelwert der Nachweisgrenze, basierend auf den verschiedenen Kurven, errechnete
sich auf 30 pg/l Atrazin, der 50 % B/Bo-Wert lag bel 56 pg/l Atrazin. Die Absorption der
aP stieg mit steigender Inkubationszeit. Dennoch variierten die Nachweisgrenzen und
Testmittelpunkte der einzelnen Kalibrationskurven nur in einem sehr kleinen Bereich,
namlich 29-31 pg/l bzw. 54-60 pg/l Atrazin.

scFv(K47H)-aP
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Abbildung 68 Kalibrationskurven von scFv(K47H)aP nach stiindlichen Zeitintervallen bei

Verdréngung durch Atrazin
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3.10.3 Bestimmung der Kreuzreaktivitat von scFv-aP

Unter Kreuzreaktivitét versteht man die Querempfindlichkeit eines Antikorpers zu anderen
Anadyten. Bel der Bestimmung der Kreuzreaktivitdt von scFv-aP wurde das
Bindungsvermégen des Fusionsproteins zu kreuzreagierenden s-Triazinen im Vergleich
zum Zielanalyten Atrazin untersucht. Standardreihen mit Konzentrationen von 0 pg/l-
10.000 pg/l der verschiedenen Analyten wurden eingesetzt. Der Test verlief nach 11, 2.3.3,
S. 84f. Die Substratreaktion wurde nach 3 h gestoppt. In Tabelle 36 sind die am
Testmittelpunkt (50 % B/Bg) ermittelten Kreuzreaktivitdten des scFv-aP zu den einzelnen
Substanzen aufgefuihrt. Nur Propazin wurde mit 103 % starker erkannt als Atrazin. Die
Kreuzreaktivitdt zu Terbuthylazin lag bel 19 %, wohingegen Amethryn nicht erkannt
wurde. Die Ubrigen Substanzen zeigten Werte unter 10 %.

Tabelle 36 Kreuzreaktivitdt des scFv-aP Fusionsproteins im indirekten, kompetitiven
ELISA

Analyt Kreuzreaktivitat [%]
Atrazin 100
Deethylatrazin 7
Dichloratrazin 5
Desisopropylatrazin 6

Simazin 1
Dichlorsimazin 3

Propazin 103
Terbuthylazin 19

Ametryn -
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IV  Diskussion

1 Konstruktion von Pyrethroid-spezifischen scFv-Antik6r per fragmenten

Pyrethroid-spezifische scFv-Antikorperfragmente wurden unter Verwendung der mRNA
der Hybridomzellinien 1/A5-7/C10 und 3/B4-1/F8 (Pullen und Hock, 1995a), die
monoklonale Antikdrper gegen Bioallethrin bzw. S-Bioallethrin sezernieren, als Matrize
der Haptenbindungsregionen generiert. Die iiber PCR amplifizierten variablen Regionen
der Schwer (Vp)- und Leichtketten (Vi) wurden zur Expression in den Phagemidvektor
pCANTAB 5E (Amersham; Malone, 1994; s. II, 2.1, Abb. 5, S. 32) inseriert, um die
Selektion der Hapten-spezifischen  scFv-Antikorper aus der rekombinanten
Antikorperbibliothek zu ermdglichen. Die scFv-tragenden Phagen wurden im Panning
iiber das Hapten-Konjugat t-PMA-OVA selektiert und die loslichen scFv-Fragmente auf

Bindung und Verdringung analysiert.

Das Phagen-Display

Das Phagen-Display (Marks et al., 1992; Bradbury et al., 1995) imitiert die Strategie des
Immunsystems. Im Immunsystem werden Antikorper an der AuBenseite der B-
Lymphoztyen exprimiert, um auf das spezifische Antigen zu treffen und es zu binden
(Roitt et al., 1995). Viren konnen diese B-Zellen ersetzen, indem ein Antikdrpergen in ein
Gen des viralen Hiillproteins inseriert wird. Das resultierende Virus trdgt das
Antikorpergen und présentiert den an das Hiillprotein fusionierten Antikérper an seiner
Oberfliache. Smith (1985) verwendete filamentdse Bakteriophagen, um kleine Peptide an
der Oberfiche zu prisentieren. Diese Strategie wurde auch auf filamentdse, Antikorper
(AK)-assoziierte Phagen iibertragen. ScFv-Fragmente wurden an der Oberfliche der
Phagen verankert (McCafferty et al., 1990), wobei hierbei offensichtlich die infizierten
Bakterien durch die entstehenden Phagenpartikel vergiftet wurden. Das scFv-Fragment
bedeutete einen schwerwiegenden Selektionsnachteil fiir die entsprechenden
Phagenpartikel, da durch die AK-plll-Fusionsproteine die Reproduktion des Phagen-
Genoms beeintrachtigt wurde (Breitling und Diibel, 1997). Den Durchbruch brachte die
Verwendung von Phagemidvektoren, die diesen Selektionsnachteil stark abmilderten
(Breitling et al., 1991; Barbas et al., 1991; Hoogenboom et al., 1991). Phagemide sind
Plasmide, die zusitzlich ein Verpackungssignal der filamentésen Phagen besitzen. In
Anwesenheit eines Helferphagen wird die Phagemid-DNA in Phagenpartikel eingebaut.
Wird dabei gleichzeitig das Fusionsprotein scFv-plll induziert, entstehen Phagenpartikel,
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die ein AK-Fragment auf der Oberfliche verankern. Im Phagemid wird dieses
Fusionsprotein jedoch nicht konstitutiv exprimiert, sondern von auen regulierbar unter der
Kontrolle eines induzierbaren Promoters. Somit kann der Bau und die Vervielfdltigung
einer AK-Bibliothek ohne Expression des AK-Fragments erfolgen und der
Selektionsnachteil umgangen werden. Erst nach Induktion und Zugabe von Helferphagen
entstehen Phagenpartikel mit einem scFv-Fragment, dessen Gen nun aufgrund der Bindung
dieses Partikels an das Antigen selektiert werden kann. Die Oberflachenexpression
ermdglicht die ,,klonale Selektion® von AK-Genen durch Abtrennung der bindenden von
nicht bindenden Phagen mit Hilfe des entsprechenden Antigens. Diese Methode des
Expressions-Screenings hat bereits in vielen Labors ihre Tauglichkeit zur Isolation neuer
Antikorper bewiesen. Die grofiten bisher beschriebenen AK-Bibliotheken haben
mittlerweile eine Komplexitit von ca. 10'° unabhingigen AK-Genen (Nissim et al., 1994).
Beispicle flir Phagen-Display-Systeme sind pHEN-1 (Hoogenboom et al., 1991), pCOCK
(Engelhardt et al., 1994), pComb8 (Barbas et al., 1991) und pCANTAB 5E (Amersham,;
Malone, 1994) und dessen Derivate (McCafferty et al., 1994). Das in dieser Arbeit
verwendete Phagemid pCANTAB S5E (s. II, 2.1, Abb. 5, S. 32) reprédsentiert die
kommerzielle Variante des scFv-Systems, das von Winter et al. (1994) fiir die Produktion
von scFv-Fragmenten entwickelt wurde. Das Phagemid tragt den origin of replication fiir
die M13-Phage. Bei Transformation von E. coli repliziert sich das Phagemid als Plasmid.
Fiir die Produktion von AK-exprimierenden M13 mufite die Infektion von transformierten
E. coli mit M13KO7-Helferphagen erfolgen. Diese Helferphagen codieren alle nétigen
Phagenproteine, haben allerdings einen defekten origin of replication und packen deshalb
vorzugsweise Phagemid-DNA (Griffiths und Hoogenboom, 1993). Helferpagen-DNA
enthélt zusdtzlich den Antibiotika-Resistenzmarker Kanamycin, der die Selektion von
infizierten E. coli ermdglicht. Nach bakterieller Replikation werden funktionelle Phagen
produziert, die AK-Fusionsproteine exprimieren. Bakterienzellen konnen 100-fach
effektiver mit Phagemidvektoren als mit Phagenvektoren transformiert werden (Brown,
1990). Das ist bei der Generation von groflen, verschiedenartigen Bibliotheken mit vielen

unterschiedlichen AK-Genen bedeutsam.

Das genetische Material zur Konstruktion der scFv-Fragmente wurde aus den
Pyrethroid-spezifischen Hybridom-Zellinien 1/A5-7/C10 und 3/B4-1F/8 (Pullen und Hock,
1995a) gewonnen. Weiterhin ist die Generation einer AK-Genbibliothek sowohl aus

immunisierten humanen Spendern (Williamson et al., 1993; Welschof et al., 1997) als auch
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aus immunisierten Tieren, z.B. Méusen (@rum et al., 1993), Kaninchen (Ridder et al.,
1995) und Hiihnern (Yamanaka et al., 1996), iliber B-Lymphozyten, Milzgewebe
(Cummings et al., 1998) oder Plasmazellen moglich. Die Isolation spezifischer AK-mRNA
von monoklonalen Hybridomzellen ist relativ einfach, da sie mRNA in groen Mengen
produzieren (Hall et al.,, 1997). Die extrahierte mRNA wurde anschlieBend in
komplementdre DNA (cDNA) {iiber reverse Transkriptase umgewandelt (Jackson et al.,

1992).

Die Gewinnung der beiden AK-Genfragmente fiir die leichten Ketten erfolgte iber PCR
unter Verwendung AK-spezifischer Oligonukleotidprimer (Clackson et al., 1991). Fiir die
Synthese der Primer wurden existierende AK-Sequenzen in Datenbanken (Kabat et al.,
1991) herangezogen. Bei der PCR-Vervielfiltigung von AK-Genen miissen die
Reaktionsbedingungen auf die geringe Spezifitit der eingesetzten Primer abgestimmt und
optimiert werden. Die zu vervielfaltigenden AK-Gene stimmen in aller Regel nicht perfekt
mit den Sequenzen der Oligonukleotidprimer iiberein. Dies liegt an der genetischen
Vielfalt der rearrangierten AK-Gene. Alleine fiir die V-Regionen der AK enthilt das
Mausgenom weit iiber 100 verschiedene Sequenzen, die dazu noch zusitzlich somatisch
mutiert sein konnen (Breitling und Diibel, 1997). Umfangreiche Primersdtze wurden zur
Vervielfiltigung humaner (Orlandi et al., 1989; Marks et al., 1991; Jones und Bending,
1991;) und muriner AK-V-Regionen (@rum et al., 1993; Diibel et al., 1994, Zhou et al.,
1994) konstruiert. Aufgrund der weitgehend konservierten Enden der Schwer- und
Leichtketten-V-Gene konnen bestimmte Primer fiir die Amplifikation synthetisiert werden
(Sastry et al., 1989; Marks et al., 1991). Krebber et al. (1997) verwendeten Primersétze, in
denen alle murinen VH, V) und Vi Sequenzen aus der Kabat Datenbank (Kabat et al.,
1991) mit verbesserten Primersets (z.B. Kettleborough et al., 1993) kombiniert waren. Die
in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von Dr. Kramer (Lehrstuhl fiir Botanik,
Wissenschaftszentrum Weihenstephan, TU-Miinchen) unter den oben erwéihnten
Gesichtspunkten optimiert und zur Verfiigung gestellt. Li et al. (1999) streichen die
Vorziige der Verwendung der Immunglobulin-Keimbahngene des Kaninchens heraus. Die
Vielfalt der AK-Sequenzen entsteht bei diesen Tieren aufgrund von Hypermutation und
somatischer Genkonversion, wodurch die fiir die Primerhybridisierung wichtigen Enden
der Fv-Region-DNA nicht verdndert werden (Ridder et al., 1995). Somit wiren weniger
Primer zur Amplifikation der Immunoglobulingene nétig als bei der Erstellung von

murinen rekombinanten AK-Bibliotheken. Die separaten Amplifikationen der variablen
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Regionen der Pyrethroid-spezifischen, monoklonalen AK ergaben unterschiedliche
Mengen an DNA (vgl. III, 1.1.2, Tab. 21, S. 93. Auch Kramer und Hock (1996a), Kramer
(1998), Zhou et al. (1994) und Schlebusch et al. (1997) wiesen auf geringere Vi -Mengen
hin. Zhou et al. (1994) umgingen dieses Problem mittels eines optimierten Primers fiir die
Leichtkette, wohingegen Kramer und Hock (1996a) eine groBBere Anzahl an PCR-Zyklen
gegeniiber der Vpy-Region einsetzten. Die unterschiedlichen Amplifikationsmengen
bedingten bei dem anschlieBenden Assembling der V-Regionen und des Linkersegments
ein exaktes dquimolares Verhiltnis der DNA-Stiicke, um ein erfolgreiches
Zusammenfiigen zu ermdglichen (Schlebusch et al., 1997). Die Schitzung kann neben der
Gelelektrophorese auch iiber eine photometrische Analyse oder Titration erfolgen (Kramer

und Hock, 1996a).

Die beiden V-Regionen wurden mittels eines flexiblen Peptidlinkers (GlysSer); (Huston et
al., 1988; Bird et al., 1988) miteinander verbunden. Diese kovalente Bindung verhindert
die Dissoziation der gepaarten Vy- und Vi-Doménen durch die variierende Stabilitdt des
Heterodimers aufgrund der strukturabhéngigen Unterschiede der Bindungsenergie
zwischen den Schwer- und Leichtketten-Teilen in einzelnen Antikorpern (Kramer und
Hock, 1996a). NMR-Untersuchungen bei einem scFv im Vergleich zu dem entsprechenden
Fv-Fragment ergaben, da3 die Faltung der variablen Dominen durch den Linker nicht
gestort wird (Freund et al., 1993). Das scFv wurde aus den drei DNA-Fragmenten Vy, Vi
und Linker konstruiert (Clackson et al., 1991; Kramer und Hock, 1996a; Schlebusch et al.,
1997; Garrett et al., 1997;). Eine andere Methode, das Antikorperfragment zu verbinden,
wendeten z.B. Vaughan et al. (1996), Krebber et al. (1997) und Alcocer et al. (2000) an.
Wihrend der Amplifikation der variablen Regionen wurden iiber die Primer die
Linkersequenzen an die entsprechenden Enden der Doménen angefligt. In einer weiteren
Reaktion, SOE-PCR (splicing by overlap extension; Horton et al, 1989) wurden die
variablen Doménen zusammengefiigt. Dadurch fillt eine PCR-Reaktion im Vergleich zu
der vorliegenden Arbeit weg, allerdings erhoht sich die Gefahr eines verkiirzten Linkers
aufgrund der Anfilligkeit fiir PCR-Artefakte (Breitling und Diibel, 1997). Um die
Dimerisierung oder die Tendenz zur Aggregation der scFv-Fragmente (Desplancq et al.,
1994; Huston et al., 1995) zu reduzieren, wihlten Krebber et al. (1997) einen Linker mit

einer Linge von 20 Aminosduren anstelle der 15 Aminosdure langen Variante.
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An die PCR zum Zusammenfiligen der variablen Regionen iiber das Linkerfragment (vgl.
I, 1.1.3, S. 94ff) schloB sich eine weitere PCR-Reaktion zur Amplifikation der
entstandenen scFv-Fragmente. Dabei erfolgte das Anfiigen der Klonierungsstellen Sfil und
Notl mit den Primern VHIBACKS{il und JK1Notl-Mix. Da es sich bei dem Forward-
Primer um einen Primer-Mix handelte, bedingt durch die alternierenden Sequenzen am 3°-
Endes der Vi -Region im murinen Antikérperrepertoire, entstanden neben der scFv-Bande
zusdtzliche Banden (vgl. III, 1.1.3, Abb. 23, S. 95), die Primer-bedingten Nebenprodukten
zuzuordnen sind.

Mit Hilfe der angefiigten Klonierungsstellen Sfil und Notl wurde das scFv-Fragment in das
Phagemid pCANTAB 5E inseriert. Diese Restriktionsenzyme werden héufig in der
rekombinanten AK-Technologie eingesetzt (Hoogenboom et al., 1991; @Orum et al., 1993;
Vaughan et al., 1996), daB3 sie nicht in den V-Regionen schneiden. In anderen Systemen
wurden vier verschiedene Enzyme fiir die sequentielle Klonierung von Vy und Vp
eingesetzt (Orlandi et al., 1989; Barbas et al., 1991; Johansen et al., 1995; Yamanaka et al.,
1996). Krebber et al. (1997) hingegen verwendeten nur das asymmetrische

Restriktionsenzym Sfil, um das Risiko des Schneidens in Antikdrpergenen zu umgehen.

Die Insertion des scFv in pPCANTAB 5E erfolgte an das 5’-Ende des Genlll, welches das
Phagenoberfliachenprotein (g3p) codiert. Kompetente E. coli TGl wurden mit dem
rekombinanten Plasmid transformiert. Das entstandene ScFv-g3p Fusionsgen wurde
anschliefend {iber Zugabe von M13KO7 Helferphagen gerettet. Aufgrund des Suppressor
Stamms E. coli TG1 wurde das Amber Stop-Codon zwischen dem scFv-Gen und der g3p-
Sequenz iiberlesen und scFv-g3p Fusionsproteine wahrend der Expression an der
Phagenoberflache prasentiert. Der IPTG-induzierbare lac Promoter und der lac Repressor
kontrollieren die Expression des scFv-g3p Fusionsgens. Die Anwesenheit des lac
Repressors ist wesentlich, um die toxischen Wirkungen der g3p-Expression vor der
Phagen-Infektion zu verringern (Hall et al., 1997). Neben der Toxizititswirkung fiir den
Wirt kann eine unregulierte Expression auch den Verlust oder die Unterreprasentation von
gewiinschten Klonen in der Antikorperbibliothek verursachen (Georgiou et al., 1997,
Bradbury, 1998). Daugherty et. al. (1999) entwickelten Phagen-Display-Systeme mit den
tet und araBAD Promotoren, um optimale Induktionsbedingungen und die Produktion von
lebensfihigen Zellen zu gewéhrleisten.

Da der lac Repressor cine geringe Expression zuldft, konnte eine weitere Repression {iber

katabolische Repression durch Glucose bei 30 °C erreicht werden. Nach Infektion mit den
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Helferphagen wurde die Glucose entfernt und die Temperatur gesteigert, um die
Repression zu schmilern und die Produktion von Antikdrperfragmenten an der
Phagenoberfliche zu ermoglichen. Die Funktion des g3p wiéhrend der Infektion ist die
Anheftung der Phagen an den Pilus von E. coli (Crissman und Smith, 1984). Bei
Involvierung des g3p in den Prozess der bakteriellen Infektion kann die Phageninfektion
verhindert oder beeintridchtigt werden, wenn alle oder die meisten g3p an Antikdrper
fusioniert sind (Markland et al., 1991). Mit Helferphagen codiert das Phagensystem beides,
das Fusionsprotein und das Wildtyp-Protein (Winter et al., 1994). So kann die Expression
mit g3p so beeinfluft werden, daBl ungefihr ein monovalentes Fragment pro Phage
présentiert wird (Griffiths et al., 1993), im Gegensatz zu dem groeren Hiillprotein g8p mit
multivalenter Présentation. Das umgeht die Infektionsprobleme, die mit Phagenvektoren
verbunden sind, und ermdglicht die Selektion von hochaffinen Antikoérpern (Hall et al.,
1997). Die Initiation der Expression resultierte in der Synthese von kompletten
Phagenpartikeln, die aufgrund der langen Expressionszeit vom bakteriellen Periplasma in
den Kulturiiberstand transportiert wurden. Die Phagen enthalten ein einzelstringiges
Phagemid mit dem scFv-Gen, welches als scFv-Antikorper exprimiert und auf der

Phagenoberfldche prasentiert wird.

Die Affinitatsanreicherung der Phagenpartikel Uber das Antigen ist mit der ,.klonalen
Selektion® in vivo gleichzusetzen. Im Selektionsvorgang, dem Panning (Marks et al.,
1991), wurden die scFv-tragenden Phagen mittels des an einer Mikrotiterplatte
immobilisierten Hapten-Konjugats t-PMS-OVA von den nicht bindenden Phagen selektiert
und in einem zur Affinitdtschromatographie analogen Schritt angereichert (vgl. III, 1.1.5.1,
S. 99). Fiir das Panning konnen auch Polystyrol-Gefafle eingesetzt werden. (Schlebusch et
al., 1997, Krebber et al., 1997). Weitere Beispiele flir die Selektion sind die Bindung an
biotinyliertes Antigen in Losung, gefolgt von dem ,,Herausfischen mittels Streptavidin-
beschichteten magnetischen Kugeln (Chester et al., 1994), die Fluoreszenz-aktivierte
Zellsortierung (FACS; Daugherty et al., 1999) oder die Affinitdtschromatographie mit
Antigen-beschichteten Sdulen (McCafferty et al., 1990; Clackson et al., 1991). Ein
Nachteil des Pannings ist die Anwesenheit von unspezifischen Klonen in der positiven
Fraktion. Um diesen Anteil an unerwiinschten Klonen zu reduzieren, wihlten Kramer und
Hock (1996a) die immunmagnetische Separation. Hierbei wurden der Kulturiiberstand mit
Hapten-beschichteten paramagnetischen Partikeln inkubiert und die Hapten-spezifischen

Phagen iiber Magnetismus aus der Losung entfernt. Durch Reinfektion von TG1 Bakterien
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(vgl. I, 1.1.5.2, S. 100) mit den scFv-assoziierten Phagen wurden die t-PMS-OVA-
spezifischen scFv-Gene isoliert. Eine andere Methode, die spezifischen Gene zu isolieren,
ist die Elution mit dem Analyten. Yuan et al. (1997) setzten das freie Mycotoxin
Zearalenon ein, um die gebundenen Phagen zu eluieren.

Von 1 x 10" eingesetzten Phagen wurden 3,6 x 10° scFv(1/A5)-tragende bzw. 1,6 x 10°
scFv(3/B4)-tragende Phagen nach einer Runde Panning gewonnen. Diese Werte lagen um
das 10-fache hoher als bei Schlebusch et al. (1997) mit ca. 10* eluierten Phagen nach der 1.
Selektionsrunde. Die Prozedur des Pannings kann mehrere Male wiederholt werden, evtl.
auch unter Einsatz von geringeren Antigenmengen (Hall et al., 1997), um moglichst

hochaffine Phagen zu isolieren.

Die mit selektierten Phagen infizierten TG1 Bakterien wurden zur Expression von
l6slichen scFv kultiviert. Die Induktion des lac Pomoters erfolgte mit IPTG unter
Abwesenheit von Glucose. Das Amber Stop-Codon in pCANTAB 5E zwischen dem 3’-
Ende des scFv-Fragments und dem 5’-Ende des plll-Gens erméglicht die Produktion von
16slichen scFv. Da E. coli TG1, ein Amber Suppressor Stamm (SUPE), in ausreichendem
MalBle das Stop-Codon erkennen kann, ist die Synthese von l6slichen scFv parallel zu
phagen-gebundenen scFv moglich. Somit war die Infektion eines Nicht-Suppressor-
Stammes mit den rekombinanten Phagen nicht zwingend nétig (Kramer, 1998). Yuan et al.
(1997), Schlebusch et al. (1997) und Cummings et al. (1998) verwendeten den E. coli

Nicht-Suppressor-Stamm HB2151 zur Produktion von 16slichen scFv.

Das Screening der exprimierten scFv-Fragmente erfolgte sowohl nach Bindung als auch
nach Verdringung iiber das Hapten-Konjugat t-PMS-OVA bzw. das Pyrethroid
Bioallethrin als Analyten (vgl. III, 1.1.6, S. 101f). Bioallethrin wurde gewéhlt, da beide
eingesetzten Hybridom-Zellinien mit Bioallethrin reagieren (Pullen und Hock, 1995a).
Dreilig Klone zeigten Verdrangungs-spezifische Absorptionsunterschiede zwischen PBS
und Bioallethrin. Im nachfolgenden ELISA mit einer erweiterten Bioallethrin-
Standardreihe konnte die Bindung und Verdringung von 6 Klonen (vgl. III, 1.1.6, Abb. 26,
S. 103) bestitigt werden, wobei zwei Klone der Zellinie 1/A5-7/C10 und vier der Zellinie

3/B4-1/F8 zuzuordnen waren.
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Charakterisierung der positiven Klone

Die DNA-Analyse der positiven Klone sowohl im Restriktionsverdau (vgl. III, 1.2, Abb.
27, S. 104) als auch iiber Sequenzierung der scFv-Inserts zeigten Unterschiede in den
Sequenzen auf. Diese Gegebenheit bedingte die Konstruktion des scFv-Fragments der
Myelom-Zellinie PAI-B3;Ag81 (vgl. III, 1.2.1, S. 104ff), die bei der Fusion der Pyrethroid-
spezifischen Hybridomzellen eingesetzt worden war (Pullen und Hock, 1995a). Die
Intention war ein Sequenzvergleich mit den generierten Pyrethroid-spezifischen scFv, um
etwaige variable Regionen, die durch Amplifikation mit der PAI-mRNA bzw.
umgewandelten cDNA aus der Hybridomlinie entstanden sein konnten, zu identifizieren.
Die Sequenzanalyse ergab, daB3 vier der sechs Klone entweder die Vy oder die Vi Region
des Myeloma-scFv enthielten. Auch Alcocer et al. (2000) machten eine derartige
Entdeckung bei der Konstruktion eines scFv-Fragments gegen das Pestizid Chlorpyrifos.
Die unfunktionellen Fragmente wiesen Leichtketten-Pseudogene aus der Myelom-Zellinie
P3-X63-Ag8.653 auf.

Bei dem Vergleich der Sequenzen mit dem Atrazin-spezifischen scFv K411B, dessen
Linkerfragment und Phagemidvektor pCANTAB S5E zur Konstruktion des Pyrethroid-
spezifischen scFv-Fragments verwendet wurden, stellte sich heraus, daB3 V. von zwei
Klonen mit dem Leichtkettenfragment von scFv K411B identisch war. Dies kann in einem
unvollstindigen Restriktonsverdau bei der Vektorpriparation begriindet sein. Die
Kontamination von Antikorperbibliotheken mit unpréparierten oder nicht vollstindig
geschnittenen Vektoren wurde des dfteren beobachtet (Courtney, et al., 1995; Johansen et
al., 1995). Krebber et al. (1997) konstruierten den Phagemidvektor pAK100 mit dem Insert
der Tetracyclin-Resistenz zwischen den Klonierungsstellen des scFv. Die erfolgreiche
Insertion des scFv-Fragments kann mittels der verlorenen Tetracyclin-Resistenz des

Vektors tiberpriift und der komplette Verdau des Phagemids zur Ligation gesichert werden.

Die Analyse der zwei verbleibenden positiven Klone 4H und 5F auf Proteinebene zeigte,
daf} die beiden scFv-Fragmente aufgrund von PCR verursachten Opal Stop-Codons in den
V1 Regionen nicht als vollstdndige Proteine gelesen werden konnten. Dies betrifft auch die
Transkription des zur Detektion im ELISA eingesetzten Peptid-Tags E-Tag (Malone, 1994;
s. I, 2.1, Abb. 5, S. 32) am 3’-Ende des scFv. Damit miissen riickwirkend die ELISA-

Ergebnisse, die auf Verdrangung und Bindung hindeuteten, angezweifelt werden.
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Die strukturelle Charakterisierung der beiden Klone 4H und 5F per Datenbankanalyse
(IMGT, the international ImMunoGeneTics database http://imgt.cines.fr:8104 ; Lefranc,
1999; Ruiz et al., 2000) zeigte auf, dal die Vy-Region von 4H murinen Keimbahngenen
zugeordnet werden kann (vgl. III, 1.2.3, Abb. 30, S. 108). 4H-V| hingegen beinhaltete nur
eine der konservierten Aminosduren in den FR-Regionen des scFv. Der Klon 5F zeigte
keinerlei murine IgG-Strukturen.

Durch Entfernen der Base Adenin, die fiir die Verschiebung des Leserahmens in 4H-V
verantwortlich war, konnte mittels der IMGT Datenbank eine mit Maus-IgG vergleichbare
variable Region im korrekten Leserahmen mit den konservierten Aminosduren bestitigt

werden.

In der Praxis wurde die Base Adenin iiber zielgerichtete Mutation, oligonucleotide site-
directed M utagenese (Kunkel, 1985; Kunkel et al., 1987), entfernt (vgl. III, 1.3, S. 110ff).
Die anschlieBende Datenbankanalyse mittels Vergleich von murinen Keimbahngenen der
IMGT Datenbank (Lefranc, 1999; Ruiz et al., 2000) ergab, dal die Vy-Region des
mutierten, Pyrethroid-spezifischen scFv-Klons 4H/31 der IMGT eigenen IGHVI
Untergruppe, gebunden an das Jy2 Segment, zuzuordnen war. Vi war mit der Familie
VkS5S, verbunden mit dem Jk1 Segment, gleichgesetzt worden.

Der Test des mutierten scFv 4H/31 auf Bindung und Verdringung im ELISA zeigte
eindeutig eine Bindungsreaktion der Fragmente an das Hapten-Konjugat t-PMS-OVA. Die
Absorptionen gegeniiber der Kontrolle mit OVA waren um das 2,5-4 Fache hoher (vgl. 111,
1.4.1, Abb., S.). Cummings et al. (1998) und Schlebusch et al. (1997) definierten
Bindungsreaktionen von rekombinanten scFv-Fragmenten bereits bei
Absorptionsunterschieden mit Faktoren von mindestens 1,5 bzw. 2. Die Verdriangung des
Pyrethroid-spezifischen Klons mit den Pyrethroid-Substanzen Allethrin und Bioallethrin
war nicht eindeutig. Die gemessenen Absorptionen zwischen den Analyten und PBS als
Kontrolle lagen zu dicht beieinander, um eine eindeutige Verdringung zu erkennen. Auch
die hohen Standardabweichungen bestirkten diese Erkenntnis. Das eingesetzte S-
Bioallethrin konnte die Phagen-konjugierten scFv nicht von dem Hapten-Konjugat
verdrangen. Kramer und Hock (1996a) hatten bei der Konstruktion des Atrazin-
spezifischen scFv-Fragments mit pCANTAB 5E dhnliche Beobachtungen gemacht. Sie
setzten die geringe Verdrangung durch den freien Analyt mit der Haftungseigenschaft von
Phagenpartikeln an der Mikrotiterplatte in Zusammenhang. Dies veranlasste die

Verwendung des Nicht-Suppressor-Stammes HB2151 zur Produktion von 16slichen scFv.
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Lee et al. (1995) machten Erfahrungen mit hohen Hintergrund-Bindungen und
Schwierigkeiten bei Erkennung von hoch-affinen Hapten-spezifischen Antikdrpern
wihrend der Arbeit mit der Phagen-Display-Technik.

Einen weiteren Unsicherheitsfaktor in der Bestimmung der Verdrangung stellte der POD-
konjugierte Anti-E-Tag-Antikorper im ELISA dar. Wie die Kontrolle mit PBS im
indirekten, kompetitiven ELISA (vgl. III, 1.4.1, Abb. 37, S. 116) zeigte, war ohne
Applikation des scFv-enthaltenden Kulturiiberstands, aber mit Einsatz des Anti-E-Tag-
Antikorpers, eine positive, mit der Bindung gleichzusetzende Reaktion zu erkennen. Dies
deutete auf eine unspezifische Reaktion des Anti-E-Tag-Antikérpers hin. In einem anderen
Assay-Format, sollte unter Einsatz des Anti-E-Tag Primédrantikdrpers gekoppelt mit einem
POD-markierten Anti-Maus-IgG diese Moglichkeit umgangen werden. Jedoch waren auch
hier keine Verdrangungsreaktionen zu beobachten.

Die Funktionalitit der primdren und sekundidren Antikdrper wurde wéhrend der
Proteincharakterisierung im Westernblot (vgl. III, 1.4.2, Abb. 38, S. 117) bestétigt. Unter
Einsatz des Anti-E-Tag-IgG zusammen mit Anti-Maus-IgG-POD konnte das scFv-Protein
sowohl im Uberstand als auch im Periplasmaextrakt mit einer GroBe von ca. 30 kDa
eindeutig identifiziert werden. Diese GroB3e stand im Einklang mit den ermittelten Werten
bei Yuan et al (1997) und Garrett et al. (1997). Dies liel Riickschliisse auf die korrekte
Transkription und Expression des scFv-E-Tag-Fusionsproteins und die Translokation des

Proteins aus dem Cytoplama iiber das Periplasma in den Kulturiiberstand zu.

Zusammenfassend 146t sich sagen, daB3 aus der Hybridomlinie 1/A5-7/C10 unter Einsatz
des Phagen Display Systems pCANTAB 5SE ein scFv-Antikorperfragment mit Pyrethroid-
spezifischen Bindungseigenschaften generiert wurde. Die Verdrangung des scFv 4H/31
von dem Hapten-Konjugat t-PMS-OVA durch spezielle Analyten blieb jedoch aus.

Als ein wichtiger Aspekt in der Selektion von rekombinanten Antikérpern aus Hapten-
spezifischen E. coli Antikorperbibliotheken mufl das im Panning und Screening
eingesetzte Hapten-Konjugat gesehen werden. Jung et al. (1989) und Manclus et al. (1996)
wiesen auf die Schwierigkeiten in der Synthese von geeigneten Haptenen und deren
Auslésen einer ausreichenden Immunantwort bei der Synthese von monoklonalen
Antikorpern hin. Das ist auch auf rekombinante Antikorper, die aus Hybridomlinien
generiert werden, zu iibertragen. Aufgrund der &uflerst feinen Toleranz in der Affinitdt
eines Antikorpers zu seinem kleinen Target ist es wichtig, rekombinante Antikdrper zu

produzieren, die moglichst genau die originalen Antikorper imitieren (Ward et al., 1993).
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2 Konstruktion von s-Triazin-spezifischen Fa-Antikor perfragmenten

Zur Konstruktion von drei S-Triazin-spezifischen F,,-Antikorpern wurden die variablen
Regionen der Schwer (Vy)- und Leichtkette (Vp) der s-Triazin-spezifischen scFv-
Fragmente IPR-7, IPR-53 und IPR-23 (Kramer, 2001b) an die murinen, konstanten
Regionen von Maus-IgG im Expressionsvektor pASK99 (Skerra, nicht veroffentlicht)
angefligt. Die  scFv-Antikorper  stammten aus einer  S-Triazin-selektiven
Antikorperbibliothek, wobei die Klone IPR-53 und IPR-23 {iber evolutiondre Mutation aus
dem Antikérper IPR-7 gewonnen wurden (Kramer, 2001b). Die Modifizierung des
Antikorpergens erfolgte iiber sequentielles Chain Shuffling. Zusétzlich wurden einzelne
Punktmutationen iiber Error Prone PCR eingefiigt (Kramer, 2001b). Die variablen
Regionen wurden in separaten PCR-Reaktionen aus dem rekombinanten Phagemid
pCANTAB 5E (Malone, 1994) isoliert und in pASK99 inseriert. Die entstandenen F,,-
Fragmente wurden in E. coli exprimiert und iiber ELISA und Oberfldchen-Plasmon-

Resonanz (SPR) mittels eines BIAcore Biosensors charakterisiert.

Der Expressionsvektor pASK99 (Skerra, nicht veroffentlicht) wurde fiir die bakterielle
Sekretion von F,y-Fragmenten konstruiert und enthélt die konstanten Regionen der Schwer
(Cylyl)- und Leichtkette (CK) von Maus IgG (s. II, 2.2, Abb. 8, S. 59). Durch Insertion der
V- und V-Regionen der s-Triazin-spezifischen scFv an die 5’-Enden der entsprechenden
konstanten Regionen im Vektor wurden zwei Cistrons mit den Signalsequenzen der
Leadersequenzen ompA und PhoA gebildet. Das erste Cistron codierte fiir die Schwerkette
des Fp-Fragments. Die Vi Region wurde an den C-Terminus des O0mpA Signalpeptids und
an den N-Terminus der Cylyl Domine fusioniert. Das zweite Cistron codierte die
Leichtkette mit der Vi -Region, die zwischen das PhoA Leader-Peptid und die murine CK
Domaéne plaziert war. Am Ende der Schwerkette war das Cystein-codierende Basentriplett
integriert, das die Verbindung mit dem C-terminalen Cystein der Leichtkette bildete. Die
beiden Ketten des F,-Fragments wurden simultan in das Periplasma von E. coli sekretiert,
wo die Bildung der Disulfidbriicke und das Ketten-Assembling aufgrund der oxidierenden
Bedingungen (Pliickthun und Skerra, 1989; Wiilfing und Pliickthun, 1994) stattfand. Durch
das Enzym Disulfid-Isomerase im Periplasma wird die Bildung und die Anordnung der
Disulfidbriicken gefordert (Bardwell et al., 1991) und die korrekte Proteinfaltung
unterstiitzt. Die Transkription des AK-Fragments lag unter der Kontrolle des tetA

Promoter-Systems. Die Produktion von rekombinanten AK-Fragmenten profitiert von
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einigen Merkmalen des Anhydrotetracyclin-induzierbaren tet Promoters. Die tetA-
gesteuerte Expression von heterologen Genkonstrukten in E. coli ist eine giinstige
Alternative zu IPTG-induzierbaren Promoterkonstruktionen, wie z.B. der lac Promoter und
dessen Derivate (Reznikoff und Gold, 1986). Der Ersatz des pCANTAB 5SE Vektors, der
das lac Promoter-Gen beinhaltet, durch pASK99 ermdéglicht die O6konomische
Massenproduktion von rekombinanten F,,-Fragmenten, da die Kosten fiir den Induktor
Anhydrotetracyclin um etwa den Faktor 20 niedriger liegen als fiir [PTG. Auflerdem ist das
tet Promoter-System weitgehend unabhingig vom E. coli Stamm, der fiir die Produktion
von rekombinanten Proteinen eingesetzt wird (Skerra, 1994b). Dies ermdglicht, den
Wirtsstamm nach optimalen Wachstumsbedingungen auszuwihlen, z.B. fiir die
Fermentation mit hoher Zelldichte (Schiweck und Skerra, 1995). Addierend kommt hinzu,
daB das tet Promoter-System auch induzierbar ist, wenn die Zellen in Minimalmedium
kultiviert werden. Aufgrund der streng regulierten Expression lassen sich
Toxizititsprobleme, verursacht durch Expression von Antikdrperfragmenten wihrend der
bakteriellen Wachstumsphase, vermeiden (Skerra, 1994b). Der Zelltod vor der Induktion
wird verhindert, da das tet Repressor Gen getrennt von der tet Kontrollregion in pASK99
inseriert ist. Durch die transkriptionelle Fusion des tetR Gens an das 3’-Ende des B-
Lactamase-Gens (bla, s. II, 2.2, Abb. 8, S. 59) kann die ununterbrochene Expression des
Repressorgens erfolgen.

Direkt an das Cistron der Schwerkette schlieBt das Peptid-codierende Gen Strep-Tag Il
(Schmidt et al., 1996) an, welches bei der Aufreinigung des rekombinanten Proteins iiber
Streptavidin-Affinitaitschromatographie (Schmidt und Skerra, 1994a) aufgrund der
Affinitdt zu Streptavidin eingesetzt werden kann. Weiterhin beinhaltete der Vektor
pASK99 die bei der Klonierung eingesetzten Restriktionsstellen Pstl, BStEII, Sstl, Xhol,
Ncol, HindIII und Xbal (vgl. I, 2.2.1, S. 60ff).

Die Klonierung der variablen Regionen der s-Triazin-spezifischen scFv-Fragmente IPR-
7, IPR-53 und IPR-23 (Kramer, 2001b) in pASK99 (Skerra, nicht verdffentlicht)
beinhaltete die separate Amplifikation der variablen Regionen aus dem pCANTAB 5SE
Phagemid (Malone, 1994), die voneinander getrennte Insertion der amplifizierten
Regionen iiber die jeweiligen Restriktionsstellen in pASK99 und das Zusammenfiigen der

entsprechenden Schwer- und Leichtkettenfragmente.
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Amplifikation von Vy und V.

Die V- und V| -Regionen wurden tber PCR aus den scFv/pCANTAB 5E Klonen IPR-7,
IPR-53 und IPR-23 (Kramer, 2001b) isoliert. Die eingesetzten spezifischen Primer
(Kramer et al., 2001a) wiesen Degenerationen auf, um die Hybridiserung mit dem
murinen Antikorperrepertoire zu ermdglichen. Uber die PCR-Reaktion des V| -Gens wurde
die zur Klonierung notige Restriktionsstelle Xhol an V| mittels Primer angeftigt. Die
anderen Restriktionsstellen Pstl und BstEll bzw. Sstl fur die Klonierung waren bereits
Bestandteil der variablen Regionen Vy bzw. V. Die Restriktionsstellen lagen somit in den
Rahmen-Regionen 1 und 4 von Vy und V.. Aufgrund der Beschaffenheit der Primer kann
die Anlagerung innerhalb der flankierenden Regionen einer Vielzahl von murinen
variablen Genen erfolgen und ermoglicht die Anwendung der beschriebenen
Subklonierung auf andere Phagen-Display-Systeme, wie z.B. pHEN-1 (Hoogenboom et al.,
1991) und pCOCK (Engelhardt et al., 1994).

Die unterschiedlichen Annealingtemperaturen der Primerpaare veranlassten den Einsatz
eines Temperaturgradienten (von 50-65 °C) in der Hybridisierungsphase. Jedoch zeigten
die Amplifikationsprodukte (vgl. I, 2.1, Abb. 40, S. 119) der verschiedenen Template-
Mengen (1 und 10 ng) nur geringfigige Unterschiede bel den unterschiedlichen
Temperaturen (50,4 °C, 60,2 °C, 65,2 °C). Die Langen der DNA-Banden entsprachen ca.
350 bp fur Vi und ca. 300-330 bp fur V.

Ligation der variablen Regionen mit pASK99

Die amplifizierten variablen Regionen der scFv-Klone IPR-7, IPR-53 und IPR-23 wurden
in den Expressionsvektor pASK99 inseriert. Dazu erfolgte die Praparation der variablen
Regionen und des Plasmids mit den entsprechenden Restriktionsenzymen im RV. Die
variablen Schwerkettenregionen sowie PASK99 wurden mit den
Restriktionsendonukleasen Pstl und BStEIl geschnitten, wohingegen die variablen
Leichtkettenregionen und der Vektor mit Sstl und Xhol bearbeitet wurden. Die Enzyme
Pstl und BstEIl bendtigten die gleiche Pufferbedingungen und ermdglichten somit eine
Reaktion mit beiden Enzymen in einem Doppel-RV. Sstl und Xhol alerdings reagierten
nur optimal mit voneinander verschiedenen Salzen, was einen sequentiellen RV, d.h.
nacheinander auszuftihrende Inkubationen mit den enzelnen Enzymen und deren
abgestimmten Puffersalzen, erforderte. Um die optimalen Pufferkonzentrationen der

Enzyme einzustellen, wurden die Salze in der zweiten Inkubation des Enzyms zum
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hoherkonzentrierten Pufferoptimum aufgestockt. Diese Methode wurde dem sequentiellen
RV mit P/C-Extraktion vorgezogen, um grof3e DNA-Verluste bei Extraktions- und
Waschschritten zu vermeiden. Die amplifizierten variablen Regionen und der Vektor
PASK99 wurden im RV unterschiedlich behandelt. Ein RV von PCR-Fragmenten gestaltet
sich schwieriger as bel Plasmiden, da sich die Restriktionsenzyme aufgrund der geringen
Basenpaarzahl an den Fragmentenden weniger leicht an die Erkennungssequenzen
anlagern kénnen. Zur Vermeidung dieses Problems wurden die Verdauzeiten gegentber
dem Plasmidverdau verlangert.

Die 2-fach geschnittenen und elektrophoretisch aufgereinigten Fragmente der variablen
Regionen wurden mit den entsprechend praparierten Vektorfragmenten ligiert. Die
anschlieffenden Transformationen von E. coli K12-JM 83 Bakterien (Y anisch-Perron, et al.,
1985) mit den ligierten Schwer- bzw. Leichtketten-Plasmiden verliefen ohne Hintergrund,
d.h. weder Religation des 2-fach geschnittenen Vektors noch Fremdplasmide waren
aufgetreten. Die resultierenden Transformationsraten (vgl. 111, 2.2, Tab. 27, S. 124) lagen
nicht weit unter dem Elektroporationsoptimum von 10°-10™ Zellen/pg zirkulrer Plasmid-
DNA (Sambrook et al., 1989). Die Differenz ist auf die Eigenpréparation der elektro-
kompetenten Bakterien zurtickzufihren, bei der immer Verluste gegeniber kommerziell

erwerbbaren Zellen zuberiicksichtigen sind.

Ligation der Schwer- und L eichtketten-Fragmente mit pASK99

Die Schwer (Fd)- bzw. Leichtketten-Plasmide der drei AK-Varianten IPR-7, IPR-53 und
IPR-23 wurden fur die Klonierung in pASK99 mit dem entsprechenden K etten-Gegenstiick
Uber einen RV prépariert. Die Restriktionsenzyme Ncol und Hindlll kamen bel dem
Verdau der V| tragenden Plasmide der Varianten IPR-53 und IPR-23 zum Einsatz. Die
herausgetrennten Leichtketten-Fragmente wurden mit den Ncol/Hindlll-linearsisierten
pASK99-Fd Plasmiden ligiert. Bel der Variante IPR-7 hingegen mufdten die
Restriktionsstellen Xbal und Sstl fir die Klonierung der Fd-Fragmente in pASK99-
Leichtketten Plasmide herangezogen werden, da die Erkennungssequenz von Ncol im V-
Gen von IPR-7 enthalten war. Die elektrophoretischen Auftrennungen der einzelnen RV-
Ansdtze belegten die richtigen Groflien der einzelnen DNA-Fragmente (vgl. 111, 2.3, Abb.
44-47, S. 125ff). Die Elektroporation von JM83-Zellen (Y anisch-Perron et a., 1985) mit
den ligierten Schwer- und Leichtketten-Fragmenten in pASK99 zeigte keine
Hintergrundreaktionen mit Fremdplasmiden oder religiertem Vektor (vgl. I11, 2.3, Tab. 30,
S. 128). Die Transformationsraten der einzelnen IPR-Varianten lagen eng beieinander,
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allerdings um einen Faktor 100 unter dem Elektroporationsoptimum von 10°-10™
Zellen/ug zirkulérer Plasmid-DNA (Sambrook et a., 1989). Der Verdacht auf eine nicht
vollzogene Ligation konnte aber tber Plasmidisolation und Xbal/HindllI-RV (vdl. 11, 2.4,
Abb. 49, S. 131) ausgerdumt werden. Ein weiterer Beleg fir die gegltickte Klonierung von
Fa IPR-7, F4 IPR-53 und F4, IPR-53 war das Sequenzierungsergebnis (vgl. VII, Anhang,
S. 217ff). Die Klonierung der variablen Regionen der IPR-Varianten in pASK99 konnte
nur nacheinander erfolgen, da die Erkennungssequenzen von Pstl und Sstl auf den V-

bzw. V| -Regionen der IPR-Varianten lagen.

Die Charakteriserung der konstruierten s-Triazin-spezifischen Fy,-Varianten erfolgte
nach Expression ausgewahlter Klone tber Screening und ELISA und Uber SDS-PAGE und

BlAcore Biosensor unter Einsatz von Streptavidin-affinitétsgereinigten Fx-Fragmenten.

Bakterielle Expression und Screening

Die Expression von 12 transformierten und Ampicillin-selektierten Bakterienkolonien je
Fa-Variante wurde wie bel Skerra (1994a) durchgefihrt. Aufgrund des tetA Promoters in
PASK99 war die Induktion mit Anhydrotetracyclin erforderlich. Die Expressionsdauer von
3-4 h richtete sich nach den ermittelten Werten von Skerra (1994a) und Schiweck und
Skerra (1995). Die niedrige Temperatur bei Induktion ist ein essentieller Faktor fur die
Expression von |6slichen rekombinanten Antikorpern, da hierbei Expression und Transport
der exprimierten Proteine in den perplasmatischen Raum langsamer geschieht (Schein und
Noteborn, 1988; Tagaki et al., 1988). Die Uberexpression von rekombinanten Antikorpern
kann die Bildung von unldslichen Aggregaten hervorrufen. Auch ist die korrekte Faltung
des Antikorpers eher bei geringeren Temperaturen gewéhrleistet (Lee et al., 1998a). Fur
die Translokation der Schwer- und Leichtketten-Fragmente in das Periplasma von E. coli
waren die Signalsequenzen der ompA und phoA Leader, die den Kettenfragmenten direkt
vorgeschaltet waren, verantwortlich. Im Cytoplasma werden die Vorlaufer-Proteine der
beiden Ketten, die je an eine bakterielle Signal sequenz fusioniert sind, in reduzierter Form
synthetisiert. Nach dem Transport durch die innere Membran in das Periplasma werden die
Signalsequenzen abgespalten, die Doméanen gefaltet und angeordnet und die
Disulfidbricken gebildet (Plickthun und Skerra, 1989). Die Prgparation des
periplasmatischen Lysats zur Gewinnung der exprimierten Proteine erleichtert die
Aufreinigung der rekombinanten Proteine aufgrund der geringeren Anzahl an Proteinen im
Periplasma gegentiber dem Cytoplasma.
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Das Screening selektierter Klone der IPR-Varianten erfolgte in einem indirekten,
kompetitiven ELISA. Der starke Hintergrund, d.h. die Absorption bei Zugabe von Atrazin-
Uberschu (vgl. 111, 2.4, Abb. 48, S. 130), war auf den ungereinigten Zustand des
Periplasmaextrakts und das nicht-optimierte Testformat zuriickzufthren. Trotz der relativ
hohen Hintergrundreaktionen waren Verdrangungen durch den Analyten zu erkennen,
wobei die Klone der einzelnen IPR-Varianten mit der besten Bindungs- und
Verdrangungsreaktion fir die Protein-Charakterisierung ausgewahlt wurden.

F ap-Enzymimmunoassay

Die Applikation der periplasmatischen Zellfraktionen der Fi-Varianten IPR-7/8, IPR-
53/11 und IPR-23/2 in enem direkten, kompetitiven ELISA zeigte eine
konzentrationsabhangige Reaktion (vgl. 1ll, 2.5, Abb. 50, S. 132). Je Klon wurde ein
sigmoider Kurvenverlauf unter Auftragen der Lumineszenzwerte gegen die logarithmierten
Atrazinkonzentrationen bestimmt. Die Verwendung des Lumineszenzsubstrats ermoglichte
eine Optimierung der Kurven durch Steigerung der Sensitivitdt des Tests. Mittels der
Chemilumineszenz as Detektionsprinzip konnen fir ELISA-Testsysteme tellweise
deutliche, d.h. bis 100-fache Sensitivitétsverbesserungen erzielt werden (Hage, 1999;
Samsonova et al., 1999). Die entsprechenden scFv-Antikorper wurden im gleichen ELISA-
Format untersucht (Kramer, 2001b). Die Beschichtung der Mikrotiterplatten erfolgte
allerdings mit dem Anti-E-Tag-1gG, das eine Affinitdt zu dem Peptid E-Tag am scFv-
Fragment aufweist. Ein weiterer Unterschied bestand in der Applikation von
affintitétsgereinigten scFv im Gegensatz zu den Periplasmaextrakten, in denen die
|6slichen Fa-Fragmente neben weiteren Proteinen enthalten waren. Die ermittelten Werte
der Testmittelpunkte (50 % B/Bg) und der Nachweisgrenzen (20 % B/By) der einzelnen
Fa-Antikorperfragmente (vgl. 111, 2.5, Tab. 31, S. 131) lagen Uber den Werten der
entsprechenden scFv-Fragmente, spiegelten jedoch die evolutiondre Mutation der IPR-
Varianten wider. Wie Kramer (2001b) beschrieb, wurde der aus der s-Triazin-selektiven
Antikorperbibliothek stammende scFv-Klon IPR-7 (mit einer Kreuzreaktivitét von 78 % zu
Atrazin) Uber sequentielles Chain Shuffling modifiziert, um eine Mutante mit der héchsten
Affinitdt (100 % Kreuzreaktivitdt zu Atrazin) zu erhalten. Die Mutation resultierte in den
optimierten Mutanten IPR-53 und IPR-23 mit den verbesserten Testmittel punkten von

9,5 bzw. 0,9 pg/l Atrazin und den Nachweisgrenzen von 3,4 bzw. 0,2 pg/l Atrazin
gegenuiber den 50 % B/Bg (13,6 pg/l Atrazin)- und 20 % B/Bo-Werten (5,1 pg/l Atrazin)
von IPR-7. Die konstruierten Fg-Fragmente der IPR-Varianten zeigten eine 22,4-fache
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Reduktion des Testmittelpunkts gegentiber des Faktors von 15 der scFv-Varianten,
wohingegen die Nachweisgrenze um das 114,6-fache verbessert wurde im Vergleich zu der
25-fachen Verringerung bei den scFv-Mutanten.

Streptavidin-Affinitatschromatographie

Die dffinitétschromatographische  Aufreinigung der  Fgp-Fragmente aus  der
periplasmatischen Zellfraktion war aufgrund der Peptid-codierenden Sequenz des Strep-
Tags Il im Expressionsvektor pASK99 moglich. Das Strep-Tag |l ist ein Peptid aus neun
Aminosauren (SNWSHPQFEK; Voss und Skerra, 1997) und eine Mutante des Strep-Tags,
das aus einer Peptid-Bibliothek as kunstlicher Ligand fir Streptavidin selektiert wurde
(Schmidt und Skerra, 1993). Das Strep-Tag wurde entwickelt, um eine Proteinreinigung,
basierend auf der Affinitét zu Streptavidin, zu ermdglichen. Der natirliche Streptavidin-
Ligand Biotin bzw. dessen Derivate (z.B. hier Desthiobiotin) kénnen fur die spezifische
Elution der Strep-Tag-Fusionsproteine von Streptavidin-Affinitétssaulen eingesetzt werden
(Schmidt und Skerra, 1993). Im Vergleich zu anderen Aufreinigungsmethoden, z.B
Antigen- oder Metall-Affinitdtschromatographie (IMAC) Uber das His-Tag, kann die
Reinigung von IgG-Fragmenten Uber das Strep-Tag unter physiologischeren Bedingungen
erfolgen (Skerra et a., 1994). Gegentiber dem pCANTAB 5E Vektor (Malone, 1994) spielt
neben dem milderen Milieu wahrend der Aufreinigung auch der Kostenfaktor eine
wichtige Rolle. Die Aufreinigung Uber das E-Tag Peptid (s. 1I, 2.1, Abb. 5, S. 32) ist an
kostspielig erwerbbare Anti-E-Tag-Antikorper gebunden, was die Anwendung der hier
beschriebenen Produktionsmethode fur rekombinante Antikdrper im Industriemal3stab
beginstigt. Unter Entwicklung eines optimierten und standardisierten Protokolls der
Streptavidin-Affinitétschromatographie gelang Schmidt und Skerra (1994a) die schnelle
und einfach auszufihrende Aufreinigung von verschiedenen Proteinen, u.a. en
funktionelles F, Antikorperfragment (Kleymann et al., 1995). Zusétzlich erwies sich das
Strep-Tag nitzlich fur die Detektion von rekombinanten Proteinen im Westernblot
(Schmidt und Skerra, 1993; vgl. auch 1lI, 3.10.1, Abb. 66, S. 149). Die Interaktionen
zwischen Streptavidin und dem Strep-Tag-Peptid wurden von Schmidt et a. (1996)
untersucht. Unterschiedliche Bindungsstérken veranlassten die Generierung einer besseren
Peptidsequenz, wobel das Strep-Tag |l entdeckt wurde. Aufgrund der verénderten
Aminosaurezusammensetzung (Schmidt et al., 1996) im Vergleich zum Peptid Strep-Tag
(SAWRHPQFGG) ist die Anwendung des Strep-Tag |l nicht ausschliefdlich auf die Fusion
am C-Terminus von Proteinen beschrankt. Das Strep-Tag Il ist sogar affin gegentber
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Streptavidin, wenn es in der Mitte einer Polypeptidsequenz inseriert ist. In Verbindung mit
Streptavidin-Mutanten, die an Chromatographiesdulen immobilisiert waren, verbesserte
der Einsatz des Strep-Tags Il die Ausfihrung der Proteinreinigung (Voss und Skerra,
1997).

Die Effektivitdt der Reinigung wurde sowohl im ELISA als auch im SDS-PAGE Uberpriift
(val. 1ll, 2.6, Abb. 51+52, S. 134f). Die Applikation der eluierten Fraktionen im ELISA
bestétigte die erfolgreiche Reinigung der Fa-Fragmente aus dem Periplasmaextrakt und
zusétzlich deren Funktionalitét. Die Prézision der Affinitétschromatographie wurde durch
die elektrophoretische Auftrennung der Proteine belegt. Neben den Proteinbanden der Fy,-
Fragmente waren keine weiteren Proteinbanden zu sehen. Die Leicht- und Schwerketten
der eluierten Faxp-Fragmente erschienen unter reduzierenden Bedingungen als zwel
verschiedene Proteinbanden in &quimolaren Mengen, wie bei Plickthun und Skerra (1989).
Nicht-reduzierende Verhdtnisse ergaben eine Proteinbande mit der Grof3e eines Fa-
Fragments von ca. 50 kDa (vgl. Ill, 2.6, Abb. 53, S. 136). Diese Ergebnisse stimmten
Uberein mit den Beobachtungen von Kramer et al. (2001b), die in ihrer Arbeit im
Fermenter produzierte Fy-Fragmente Uber IMAC aufreinigten und ein vergleichbares
Ergebnisin der SDS-PAGE Analyse erhielten.

Da die Affinitétsberechnungen in den nachfolgenden BIAcore-Messungen auf
Antikorperkonzentrationen basieren, erfolgte die Konzentrationsbestimmung der
gereinigten Fyp-Fragmente im BCA-Test. Hierfur waren die ersten drei eluierten Fraktionen
zusammengefasst und Uber Ultrafiltration in einer Rihrzelle aufkonzentriert worden.
Grundsétzlich wird mit diesem Test die Gesamtproteinmenge in einer Losung bestimmit.
Da hier aber die aufgereinigten Fraktionen verwendet wurden, konnte davon ausgegangen
werden, dal3 nur die Fyp-Fragmente in der Messung erfaldt wurden. Allerdings ist die
GewilZheit Uber die Funktionalitét der Antikorperfragmente nicht unbedingt gegeben. Eine
Moglichkelt, die Prozentzahl der funktionellen rekombinanten Antikdrper in einer Losung
Zu bestimmen, beschrieben Kazemier et a. (1996) und Hock et al. (2001). Hierbel wurden
die affinitétsgereinigten rekombinanten Antikorper mit dem entsprechenden an Sepharose
gekoppelten Antigen bzw. Hapten inkubiert und die affinitétsgebundenen Proteine Uber
Zentrifigation  entfernt.  Uber  spektroskopische  Messungen  konnten  die

Proteinkonzentrationen des Uberstands, der die inaktiven Antikdrperfragmente enthielt,
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und der urspringlichen affinitdtsgereinigten Fragmente miteinander verglichen werden.
Daraus ergab sich der Prozentsatz der funktionellen Antikorperfragmente in den Losungen.
Die ermittelten Konzentrationen der F4,-Fragmente lagen im Bereich von 6-14 pg/ml nach
20-facher Aufkonzentrierung (vgl. 111, 2.6, Tab. 32, S. 134) bel einem Kulturvolumen von
2 |. Die bel Kramer et al. (2001b) und Schiweck und Skerra (1995) Uber E. coli
Fermentation erzielten Fy-Konzentrationen waren vergleichbar mit den Konzentrationen
in dieser Arbeit. Aus einer 4 |-Fermentation wurden ca. 3 ug/ml gewonnen (Kramer et al.,
2001b). Demgegenlber standen 0,2-1 pg/ml aus einer 10 I-Fermentation je nach Fap-
Fragment (Schiweck und Skerra, 1995).

Charakterisierung der F,-Kinetik im Bl Acore Biosensor

Die Bindungseigenschaften der Fy,-Fragmente zu dem s-Triazin Derivat IPR wurden Uber
Oberflachen-Plasmon-Resonanz 8SPR) mittels des BIAcore 2000™ Biosensors untersucht.
Da mit diesem Instrument biomolekulare Interaktionen in Realzeit beobachtet werden,
kann die Quantifizierung von kinetischen Parametern erfolgen (Karlsson et al., 1991,
Mamborg et a., 1992). Folgendes Prinzip wird verfolgt: das Antigen oder ein Antigen-
Protein-Komplex wird an der Oberflache des Sensorchips immobilisiert; danach fliefdt der
Antikorper kontinuierlich Uber die Oberflache (L6fés und Johnsson, 1990; Nieba et al.,
1996). Die Interaktion wird dann Uber SPR bestimmt (Liedberg et al., 1983) und als
Sensorgramm (vgl. 1ll, 2.7, Abb. 54, S. 137) dargestellt. Das bietet die Mdglichkeit, die
Kinetik-Parameter fir Interaktionen, d.h. die Konstanten der Assoziations (ki)- und
Dissoziationsrate (kq) und die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante (Kp=kg/ka), zu
berechnen.

Die Messung der Interaktionen des immobilisierten IPR-OVA-Konjugats mit den s
Triazin-selektiven Fy, Varianten erméglichte die Ermittlung der Affinitdtsdaten der Fu-
Fragmente zum Beschichtungskonjugat (vgl. Ill, 2.7, Tab. 33, S. 136). So wurden
Dissoziationskonstanten (Kp) von 1,5 x 10°-1,1 x 10° M errechnet. Diese Werte liegen in
der GroRenordnung des Kp-Wertes von 10% M eines in vivo Affinitats-gereiften 1gG-
Antikorpers (Winter et a., 1994). Auch Strachan et al. (1998) verwendeten ein
immobilisiertes Atrazinderivat zur Ermittlung der Affinitétsdaten von Atrazin-spezifischen
rekombinanten Antikérpern (scAb), die sowohl in E. coli als auch in transgenen
Tabakpflanzen produziert worden waren. Mit den ermittelten Raten der Assoziations (ka)-
und Dissoziationsraten (kd) ergaben sich Kp-Werte zwischen 8,8 x 107-7,4 x 10® M. Fur
weitere Antikorperfragmente (scFv) wurden Kp-Werte von 4,7-7,4 x 10° M (Mersmann et
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al., 1998) und 3,38-8,01 x 10® M (Hock et al., 2001) mittels eines BIAcore Biosensors

gemessen.

Die Kp-Werte der einzelnen IPR Fxp-Varianten spiegelten die Uber evolutiondre Mutation
verbesserten Atrazin-Affinitdten der ausgehenden IPR scFv-Fragmente wider. Die 1,8-
fache Verbesserung der Kp—Werte von Fy, IPR-7 zu F4, IPR-53 befindet sich in etwain der
GroRenordnung des 1,4-fach verringerten Testmittelpunkts und der 1,5-fach gesenkten
Nachweisgrenze von scFv IPR-53 (Kramer, 2001a). Die nachfolgende molekulare
Evolution von IPR-53 zu IPR-23 ergab eine 13,7-fache Reduzierung der Kp, was auch mit
der 10,6-fachen bzw. 17-fachen Verringerung der Atrazin-Konzentration in der
Bestimmung des Testmittelpunkts und der Nachweisgrenze von IPR-23 angezeigt wurde
(Kramer, 2001a). Zusammenfassend kann die 24-fache Verbesserung des Kp-Werts von
Fa IPR-7 zu Fg IPR-23 mit der 25-fach verringerten Atrazin-Konzentration der
Nachweisgrenze von scFv IPR-23 gleichgesetzt werden. Auch der 15-fach verminderte
Testmittelpunkt von scFv IPR-23 liegt weitgehend in diesem Rahmen. Zusétzlich wird
dieses Ergebnis von den im Atrazin-ELISA ermittelten Werte der Fg-Varianten (vgl. 1,
2.5, Tab. 31, S. 131) bekréftigt. Der 24-fachen Reduzierung des Kp-Wertes von Fy, IPR-7
zu Fy IPR-23 steht die 22,4-fache Verbesserung des Testmittelpunkts gegeniber. Die
Nachweisgrenze verringerte sich sogar um den Faktor 114,6 im Zusammenhang mit der

evolutiondren Mutagenese.

Die geringe Veranderung der Dissoziationskonstante von Fa IPR-7 zu Fy, IPR-53 ist
hauptséchlich auf den gestiegenen k,-Wert zuriickzufthren (vgl. 111, 2.7, Tab. 33, S. 136).
Im Gegensatz dazu kénnen in der Erhéhung der k, und die begleitende Verminderung der
kq als Ursachen fir die signifikante Verschiebung von Kp des Fy-Klons IPR-53 zu Fy,
IPR-23 gesehen werden. Das Ergebnis mag auf den ersten Blick verwundern, da
verbesserte Antikorperaffinitdten oft mit ener verminderten Dissoziationsrate Ky
zusammenhangen. Dennoch ist die Verénderung der ermittelten Fy,-Kinetikwerte eine
Konsegquenz der angewandten Selektionsstrategie in der Mutagenese der scFv-Varianten
(Kramer, 2001b). Die Isolation der verbesserten Klone aus den veranderten
Antikorpervarianten erfolgte nach den Gesichtspunkten der schnelleren Assoziation und

langsameren Dissoziation der Antikorperfragmente zu dem IPR-Derivat.
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Die beschriebene Subklonierung ermdglicht die Konstruktion von F4-AK-Fragmenten
Uber Insertion von scFv-variablen Regiohen aus dem pCANTAB 5E Phagemid in ein
anderes Expressionssystem, pASK99 (Skerra, nicht verdffentlicht). Aufgrund der
verwendeten Primer kann diese Klonierungsstrategie auf andere Phagen-Display-Systeme
Ubertragen werden. Bereits Kramer et a. (2001b) vollzogen die Umklonierung der
variablen Regionen des scFv-Fragments K47H aus pCANTAB 5E in den Vektor pASK85,
ein Derivat des Expressionsvektors pASK84 (Skerra, 1994a). Beide Vektoren sind
Vorreiter des Expressionssystems pASK 99 mit unterschiedlichen Promoter-Sequenzen (lac
Promoter im pASK84) und Aufreinigungs-Tags (His-Tag). Schon Kramer et a. (2001b)
nutzten den wirtschaftlichen Vorteil, der mit dem tetA Promoter in pASK85 verbunden
war. Neben der Kosteneffektivitét bezlglich des Induktors Anhydrotetracyclin wies das
Expressions- und Reinigungssystem pASK99 mit dem Strep-Tag Il einen zusétzlichen
Vorteil gegenlber pASK85 auf, der das HisTag beinhatete. Die Streptavidin-
Affinitétschromatographie Uber das Strep-Tag-Peptid erfolgt unter physiologischeren
Bedingungen im Vergleich zu der His-Tag gebundenen IMAC. Welterhin kann das Strep-
Tag Il zur Detektion im ELISA oder Westernblot ohne Einsatz eines Strep-Tag-
spezifischen Antikérpers dienen. Darlber hinaus ermdglicht diese Umklonierung der
variablen Regionen in pASK99 die Applikation der produzierten Strep-Tag-Fan-
Fusionsproteine in der Sol-Gel Technologie (Brinker und Scherer, 1990; Turniansky et al.,
1996; Bronshtein et al., 1997). Die Affinitét zu Streptavidin kann zur Bildung von
tetrameren Antikorperkomplexen (, Tetrabodies*) aus den Fa-Fragmenten und dem vier-
bindigen Streptavidin genutzt werden (Abb. 69 S. 175). Aufgrund der Grofke der
Tetrabodies konnte das Problem des Auswaschens von Antikorperfragmenten beim
Einschlul3 von rekombinanten Antikoérpern im Sol-Gel (Altstein, nicht verdffentlicht)

umgangen werden.

Die Charakteriserung der s-Triazin selektiven Fy-Fragmente im ELISA und BlAcore
bestdtigte die korrekte Klonierung und Expression von funktionelen Fa-
Antikorperfragmenten in E. coli. Neben den verbesserten Bedingungen bei der Produktion
wird durch die Umwandlung des scFv- in das Fa-Format die Neigung der scFv-Antikorper
zur Dimerisierung, abhangig von pH, lonenstarke und Antigen-Prasenz (Arndt et al.,
1998), umgangen und die Expression von monovalenten Fy, ermoglicht.
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F., Fragment
mit Strep Tag

J Streptavidin

Abbildung 69, Tetrabodies' aus Strep-Tag-Fa,-Fusionsproteinen und Streptavidin

3 scFv(K 47H)-aP Fusionsprotein

Zur Produktion von scFv-aP Fusionsproteinen in E. coli wurde ein Vektorsystem
konstruiert. Hierzu erfolgte die Verknipfung des E. coli aP-Enzym-codierenden Gens
(Schmidt-Dannert, nicht veroffentlicht) mit dem Atrazin-spezifischen scFv(K47H)-
Fragment (Kramer und Hock, 1996a) und die Insertion dieses Fusionsgens in den
Expressionsvektor pASK75 (Skerra, 1994b). Aufgrund der eingesetzten Klonierungsstellen
il und Notl, die hdufig in der rekombinanten AK-Technologie angewendet werden, ist
dieses System kompatibel fur scFv aus entsprechenden AK-Bibliotheken, bei denen das
Phagen-Display mit den Restriktionsstellen Sfil/Notl verwendet wird. Durch Ein-Schritt-
Klonierung der scFv-Fragmente in den modifizierten pASK75 kénnen Fusionsproteine mit
einem Markerenzym bereitgestellt werden, das dem Nachweis der Hybrid-Proteine in
immunchemischen Verfahren dient. Aufgrund der Umsetzung des Substrats 4-
Nitrophenylphosphat durch die aP erfolgt eine Farbreaktion, deren Intensitét als Mal3 fir
die Enzymaktivitét mit Absorptionsmessungen bestimmt wird. Der Einsatz der scFv-aP
Konjugate in Immunoassays ermoglicht den Ersatz von konventionell praparierten aP-
markierten Antikorpern und beschleunigt den Detektionsprozeld von Analyten durch

Ausschlufd der Inkubation mit enzymmarkierten Sekundarantikorpern.
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Der Vektor pASK75 wurde as Expressionsvektor gewdhlt, da er, zusdtzlich zu der
Signalsequenz des ompA-Leaders, den tetA-promoter und das Strep-Tag besitzt.
Sequenzen fur die Ampicillin-Resistenz ([3-Lactamase-Gen bla) und den Lipoprotein-
Transkriptions- terminator tp,, Sowie die Regionen der Einzelstrang-Bakteriophage f1 (f1-
IG) und des Replikationsbeginns ori sind weitere wichtige Bestandteile des Vektors (s. I,
2.3, Abb. 14, S. 76).

Die ompA-Signal-Sequenz ist fur die Translokation des rekombinanten Antikorper-
Fusionsproteins aus dem Cytoplasma in das Periplasma von E. coli zusténdig. Die Leader-
Sequenz transferiert das Protein durch die innere Bakterienmembran und wird
anschlieffend abgespalten. Durch den Export der Proteine in das Periplasma werden die
korrekte Proteinfaltung und die Bildung der Disulfidbricke von rekombinanten
Antikorpern erleichtert und |6gliche, funktionelle Antikorper gebildet (Schmidt und Skerra,
1993). Weiterhin ist der Transfer der scFv-aP Fusionsproteine in das E. coli Periplasma
von Bedeutung, da sich die native akalische Phosphatase gewdhnlich im Periplasma von
E. coli unter Bedingung von Phosphat-Armut befindet und enzymatisch inaktiv ist, wenn
sie im Cytoplasma zuriickbleibt (Derman und Beckwith, 1995). Die Extraktion von
funktionellen Fusionsproteinen aus dem periplasmatischen Kompartiment kann tber Zell-
Lyse durchgefihrt werden.

Die Expression von rekombinanten Proteinen in pASK75 wird von dem tetA Promoter-
System gesteuert, dessen Eigenschaften und Vortelle gegeniber anderen Promoter-
Systemen bereitsin 1V, 2 (S. 164f).

Im Hinblick auf Reinigungstechniken fir rekombinante Proteine wurde das Strep-Tag, ein
Peptid mit neun Aminosauren, in den Vektor eingebaut (Schmidt und Skerra, 1993,
Schmidt und Skerra, 1994a). Aufgrund der spezifischen Bindungsaffinitét zu Streptavidin
ermdglicht das Strep-Tag eine Aufreinigung von bakteriell produzierten, bifunktionellen
Proteinen im Ein-Schritt-Verfahren (Skerra et al., 1994; vgl. 1V, 2, S. 170f). Auch der
Nachweis von C-terminal fusionierten Proteinen kann mit Hilfe eines Streptavidin-Enzym-
Konjugats im Westernblot und im ELISA erfolgen (Skerraet a., 1994).

Die Konstruktion des scFv-aP Fusionsproteins gliederte sich in zwei Schritte, die
Klonierung des aP codierenden Gens in den Expressionsvektors pASK 75 und die Insertion
von scFv(K47H) an das 5'-Ende der aP in den Vektor. Die Arbeit mit dem rekombinanten
Fusionsprotein beinhaltete die Expression, die Aufreinigung Uber

Affinitdtschromatographie und die Analyse sowohl im ELISA als auch im Westernbl ot.
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Die Aufbereitung von pASK75 fur die Klonierung umfasste die Konservierung und
Vermehrung des Plasmids durch Transformation in den E. coli Stamm K12-JM83
(Yanisch-Perron et al., 1985), die anschlieffende Plasmidisolation und den RV des Plamids
an den fur die Klonierung bestimmten Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme Sall
und Eco47IlI.

RV des Expressionsvektors pASK75

Die gleichen Pufferbedingungen der Enzyme Sall und Eco47I1l fir einen optimalen RV
ermdglichten die Durchfiihrung eines Doppel-RV, was nicht nur eine zeitliche Verkirzung
der Reaktion bedingte, sondern auch mogliche DNA-Verluste bei einem sequentiellen
Verdau mit PCI-Extraktion (d.h. Entfernung der Puffersalze aus dem Reaktionsgemisch
des ersten Enzyms fir exakte RV-Bedingungen des zweiten Enzyms) verhinderte.

Die Optimierung des RV durch verschiedene Inkubationszeiten diente der Absicherung des
vollstandig durchgefihrten Verdaus, um inkompatible Enden bei der Ligation zu
vermeiden. Allerdings zeigte die Auswertung des RV (vgl. I11, 3.2, Abb. 57, S. 140) keine
Differenzen bei den unterschiedlichen Inkubationszeiten. Der RV brachte DNA-Mengen
von 450-500 ng pro Bande hervor, die fUr den Ligationsansatz mit ca. 60 ng/ul nach Abzug
von ca. 20 % Aufreinigungsverlust ausreichten.

Fur die Klonierung des aP-Gens wurde der aP-tragende Klonierungsvektor pPHOA4
(Schmidt-Dannert, nicht verdffentlicht) im E. coli Stamm DH50" vermehrt, das aP-Gen
Uber PCR isoliert und nach dem RV mit Sall und Eco47Ill in den Expressionsvektor
PASK75 inseriert. Das rekombinante Plasmid wurde Uber Elektroporation in den E. coli
Stamm K12-IJM83 (Y anisch-Perron et al., 1985) eingeschleust. Der an die Transformation
anschlieRende RV des isolierten Plasmids diente zur Uberpriifung der Ligation und der
Lange des entstandenen Vektors pASK 75/aP.

PCR des aP-Gens

Die beiden Primer fUr die PCR des aP-Gens boten mit ihrer identischen Lange von 33
Basen, den kaum unterschiedlichen GC-Gehdten um 50 % und den
Annealingtemperaturen mit einem Unterschied von 2 °C optimale Ausgangsbedingungen
fur eine Amplifikation.
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Die gewdhite Annedingtemperatur von 61 °C unterstitzte die spezifische
Bindungsfahigkeit beider Primer an die DNA und bot dadurch keine Moglichkeit fir das
Entstehen von Amplifikaten anderer Sequenzabschnitte. Die eingesetzte DNA-Menge von
1 ng erwies sich als ausreichend fir die Amplifikation des aP-Gens mit 1,3 kb. In der PCR-
Kontrolle ohne DNA war kein Amplifikationsprodukt entstanden (vgl. Ill. 3.3, Abb. 58
Gelspur (1), S. 141), was auf eine Amplifikation des aP-Gens hindeutete. Die unter
optimalen Reaktionsbedingungen ausgefiihrte PCR erbrachte ein Amplifikat mit richtiger
Lange und ausreichender Menge (vgl. 111, 3.3, Abb. 58 S. 141), so dal3 nach Isolation aus
dem Gel, dem RV mit den beiden Enzymen und erneuter Isolation noch gentigend Material

zur Ligation zur Verfligung stand.

RV des amplifizierten aP-Fragments

Wie zuvor bei pASK75 wurde auch bei dem amplifizierten aP-Fragment ein Doppel-RV
mit den Enzymen Sall und Eco471ll vollzogen. Grundsétzlich gestaltet sich ein RV bei
PCR-Fragmenten schwieriger als bei Plasmiden, da die Anlagerung der
Restriktionsenzyme an ihre Erkennungssequenzen durch die geringe Anzahl der
Basenpaare an den Enden des Fragments erschwert ist. Mdglichkeiten, dieses Problem zu
reduzieren, sind die Verlangerung der Verdauzeiten oder die Erhdhung der
Enzymkonzentrationen (Sambrook et al., 1989). Allerdings ergibt sich hierbei die Gefahr
eines Uberverdaus verursacht durch “star activity” der Enzyme. “Star activity” ist die
verdnderte Spezifitdt der Restriktionsenzyme gegeniber ihren Erkennungssegquenzen
aufgrund von extrem veranderten Reaktionsbedingungen. Die Enzyme kodnnen dann
Sequenzen spalten, die ihren definierten Schnittstellen @nlich aber nicht identisch sind
(New England Biolabs, 1997). Die Inkubationszeit des Doppel-RV wurde um 3 h auf 6 h
gegenuiber des Plasmidverdaus erhoht.

Dain dem RV des aP-Amplifikats nur ca. 8 Basenpaare pro Seite abgetrennt wurden, war
eine exakte Langenuberprifung des Fragments per Agarose-Gel schwierig durchzufihren.
Es war nur eine Abschéazung anhand des ungeschnittenen Amplifikats moglich (vgl. 111,
3.3, Abb. 58+59, S. 141f).
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Ligation von aP und pASK75

Bel der Ligation des 2-fach geschnittenen aP-Fragments mit dem ebenso préparierten
pASK75-Vektor waren erschwerte Bedingungen gegeben, da zwei unterschiedlich
gestaltete Termini vorlagen. Das Enzym Sall hinterl&3t “sticky ends’, Eco4711l schneidet
gerade und produziert “blunt ends’. In diesem Fall sind eine hohe Konzentration an “blunt
end”-Termini und eine Erhéhung der Ligasemenge erforderlich (Sambrook et al., 1989).
Das Auftreten eines grof3en Hintergrunds von nicht-rekombinanten Klonen nach der
Transformation oder das Abspalten der Restriktionsstellen an den Verbindungen zwischen
Vektor-und Insert-DNA waren bel dieser Ligation zu erwarten.

Die Ligation wurde mit der erhthten Ligasemenge von 5 Weiss-Units und einem Vektor-
Insert-Verhéltnis von 1:3 bel der exakten Temperatur von 16 °C durchgefihrt. Zusammen
mit den optimalen RV-Bedingungen bei den einzelnen DNA-Fragmenten waren die
maoglichen Ursachen fir eine nicht funktionierende Ligation weitgehend ausgeschlossen.
Allerdings stehen Ligation und Transformation bezlglich des positiven
Klonierungsergebnisses in enger Verbindung. Denn Ursachen fir eine nicht
funktionierende Transformation sind neben inkompetenten Bakterien und nicht exakt
eingehaltenen Bedingungen der jeweiligen Transformationsmethode auch nicht ligierte,
lineare Plasmide. Diese Mdglichkeit sollte mit der mitgefuhrten Ligationskontrolle ohne

Insert ausgeschlossen werden.

Transformation von pASK75/aP

Uber Elektroporation wurden kompetente K12-JM83 (Yanisch-Perron et al., 1985)
Bakterien mit dem rekombinanten Plasmid pASK75/aP transformiert. Die
Transformationsrate (10° transformierte Zellen/ug DNA) lag unter der maximalen
Transformationsrate [10°-10™ Zellen/pg zirkuldre Plasmid-DNA (Sambrook et ., 1989)].
Dies ist moglicherweise auf die selbst préparierten Bakterien als Wirtszellen fur die
Transformation zurlckzufihren, die im Vergleich zu kommerziell erhdtlichen Bakterien
weniger kompetent sein konnen. Zusétzlich war die Transformation von einem grof3en
Hintergrund begleitet (vgl. I, 3.4, Tab. 34, S. 142), dessen Ursache in der Religation des
2-fach geschnittenen Vektors lag. Die Wahrscheinlichkeit einer Religation war aufgrund
der beiden Termini “sticky end” und “blunt end” recht hoch, da sich der DNA-Strang mit
dem hervorstehenden Ende der Sall-Schnittstelle an das stumpfe Ende der Eco47I11-Stelle
binden und der andere Strang komplementér dazu synthetisiert werden konnte. Nach
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Plasmidanalyse von einigen Klonen konnte das richtige Ergebnis bei einem Klon mittels
RV nachgewiesen werden (vgl. 111, 3.4, Abb. 61, S. 144). Die Gelanalyse des RV von
PASK75/aP zum Nachweis des aP-Inserts gab Aufschlul Gber die Langen der einzelnen
DNA-Stiicke, die mit den errechneten Fragmentgrof3en des linearisierten pASK75/aP-
Vektors von 4589 bp, des aP-Gens von 1332 bp und des 2-fach geschnittenen pASK75-
Vektors von 3257 bp Ubereinstimmen. Die erfolgreiche Klonierung des aP-Gens in
pPA SK 75 wurde durch die Sequenzanalyse von pASK 75/aP bestétigt.

Bereits Hengsakul und Cass (1997) klonierten eine E. coli akalische Phosphatase in den
Vektor pASK75, um ein Fusionsprotein aus der aP und dem im Vektor integrierten Peptid
Strep-Tag (s. I, 2.3, Abb. 14, S. 76) zu erhaten. Aufgrund der in frame Klonierung
konnte in dieser Arbeit auf eine andere Methode zum Nachweis des Klonierungserfolges
zurtckgegriffen werden. Sie verwendeten fUr den Nachweis des rekombinanten Plasmids
mit dem aP-Gen das Chromogen BCIP (5-bromo-4-chloroindolyl-Phosphat) im LB-Amp-
Agar, das durch Umsetzung der aP eine Blauférbung der gesuchten Kolonien hervorrief.
Dies bewies, dal3 das aP-Fragment im Leserahmen eingefiigt und in der aktiven Form

exprimiert worden war.

Die Intention dieser Arbeit war die Klonierung von scFv-aP-Strep-Tag im korrekten
Leserahmen. Bel diesem Zwischenschritt, der Insertion des aP-Gens in pASK 75, war keine
in frame-Klonierung vorgesehen. Somit war die Expression des Fusionsproteins aP-Strep-
Tag nicht méglich. Durch Einflgen des aP-Gens in pASK75 lber die Restriktionsstellen
Sall und Eco471ll, die in der MCS des Vektors lokalisiert sind, wurden die acht Basen
zwischen den Erkennungssequenzen von Sall und Eco471ll in der MCS entfernt. Vom
Ende der ompA-Sequenz bis zum Beginn des aP-Gens verblieben 44 Basen (siehe Abb. 70,
S. 181). Dies bedeutete, dal3 das aP-Enzym bei der Triplett-Abtastung der m-RNA nicht in
codierender Triplettfolge gelesen werden konnte und somit keine Expression des Enzyms
moglich war. Das Stop-Codon TGA am Ende der ompA-Signal-Sequenz ist ein weiterer
Grund, weshalb die Expression der funktionellen aP nicht erfolgen konnte.

Durch die Fusion eines Proteins an den N-Terminus der aP in den Vektor pASK75 kénnen
mit Hilfe von zusétzlich eingefligten Basenpaaren und geeigneten Restriktionsstellen der
Leserahmen des Fusionsproteins hergestellt und das Stop-Codon in ein Aminosaure-
codierendes Triplett umgewandelt werden. Somit ist die exakte Triplett-Abtastung und die

daraus folgernde Expression des funktionellen Enzyms mdglich.
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Stul Bsal EcoRl Sstl Kpnl Smal BamHI Xhol
CTACCGT AGCGCAGGECCT GAGACCAGAAT TCGAGCT CEGT ACCCGEEGEGATCCCTCGAG

ompA End

Sall aP 1332 bp Eco47lll
GICGAC------------ > AGCGCT TGECGTCACCCGCAGI TCGGTGGT TAATAAGCT T
Strep-Tag: Ser Al aTr pAr gHi sProd nPhed yd yEnd

Abbildung 70 MCS von pASK 75 mit klonierter aP-Sequenz

Unter diesen Gesichtspunkten (Einfigen zusdtzlicher Basenpaare, Verwendung der
geeigneten Restriktionsstellen) erfolgte die Klonierung des scFv-Fragments in den
modifizierten Vektor pASK75/aP. Das scFv-Gen K47H wurde Gber PCR mit Stul/Sall
enthaltenden Primern amplifiziert, mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
geschnitten und mit dem Sul/Sall linearisierten pASK75/aP ligiert. E. coli K12-JM83
(Yanisch-Perron et al., 1985) wurden mit dem resultierenden Vektor pscFv-aP
transformiert und die isolierten Plasmide auf Insertion des scFv-aP Fusionsproteins

untersucht.

Amplifikation und RV von scFv

Das Atrazin-spezifische scFv(K47H)-Fragment (Kramer und Hock, 1996a) wurde zur
Insertion in pASK75/aP verwendet, um das Fusionsprotein scFv-aP zu konstruieren. Die
Synthese des scFv-Antikorpers wurde im Rahmen der Umweltanalytik von s-Triazin-
Herbiziden mit Hilfe des Phagemidvektors pPCANTAB 5E (s. I, 2.1, Abb. 5, S. 32) von
Amersham durchgeftihrt (Kramer und Hock, 1996a).

In der vorliegenden Arbeit wurde das scFv-Fragment Uber PCR mit den speziell
synthetisierten Primern aus dem scFv(K47H)-tragenden Phagemid pCANTAB 5E isoliert.
Die Primer enthielten die Klonierungs-relevanten Restriktionsstellen Sul und Sall.
Wahrend der PCR-Reaktion wurden neben des scFv-Gens auch die Erkennungssequenzen
der Restriktionsenzyme il und Notl am 5- bzw. 3-Ende amplifiziert. Diese
Schnittstellen sind Bestandteil von pCANTAB 5E (s. I, 2.1, Abb. 5, S. 32) und liegen
weder in der scFv-codierenden Sequenz noch auf dem aP-Gen. Zusétzlich zu den

Restriktionsstellen trugen die eingesetzten Primer jewells die Base T. Damit konnten die
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Basentripletts vervollstandigt und der Leserahmen des Fusionsproteins hergestellt werden.
Fur die beiden Primer errechnete sich eine Annealingtemperatur von 61 °C, allerdings
ergaben sich erst bei einer Temperatur von 50 °C scFv-Amplifikationsprodukte (vgl. 111,
3.5, Abb. 62, S. 145). Eine mogliche Ursache dafr konnte der unterschiedliche GC-Gehalt
von 60 % fur den Forward-Primer und 71 % fur den Backward-Primer sein, der die
Hybridisierung der Primer an die DNA beeinfluf. Die Amplifikationsprodukte wiesen die
korrekte Lange des scFv-Gens im Bereich von 800 bp auf.

Das amplifizierte scFv-Gen K47H wurde an den angeftigten Restriktionsstellen Sul und
Sall geschnitten. Da die beiden Enzyme unterschiedliche Pufferbedingungen fir 100 %
Funktionstichtigkeit benttigen, wurde ein sequentieller Verdau mit Aufstockung der
Puffersubstanzen durchgefthrt. Im Vergleich zur Sul/Sall-Praparation des Vektors
pA SK 75/aP wurden beim scFv-Fragment die Inkubationszeiten bei beiden Enzymen von

3 h auf 6 h erhoht, da die Restriktionsenzyme an den kurzen DNA-Stiicken weniger leicht
greifen konnen. Es ergaben sich nach Isolation der aufgetrennten und geschnittenen scFv-
Fragmente 25 ng DNA/ul, was zusammen mit den 44 ng/pl DNA des Sul/Sall-
praparierten pASK75/aP zur Ligation ausreichte.

Ligation von scFv und pASK75/aP und Transformation von pscFvap

Die Sul/Sall-praparierten DNA-Fragmente wurde in einem Vektor-Insert-Verhdtnis von
1:3 zu dem Plasmid pscFv(K47H)aP ligiert. Die Elektroporation von K12-JM83 Bakterien
(Yanisch-Perron et al., 1985) mit der PCI- und EtOH-gereinigten DNA des rekombinanten
Plasmids pscFv(K47H)aP ergab ein eindeutiges Transformationsergebnis ohne
Hintergrund, da weder Religation noch Fremdplasmide auftraten. Dies wurde durch die
Ligationskontrolle ohne Insert bzw. die Transformationskontrolle ohne DNA Uberpriift.
Die Transformationsrate von 4,8 x 10° Zellenlug DNA lag nicht im
Transformationsoptimum der Elektroporation von 10°-10™ Zellen/ug DNA, was sowohl
auf die Lange des zu transformierenden Plasmids (ca. 5,2 kb) as auch auf die selbst
praparierten elektro-kompetenten Bakterienzellen zuriickzufthren wére.

An die Konstruktion des Plasmids pscFvaP folgte die Analyse des rekombinanten
Fusionsproteins scFv(K47H)-aP mit Expression und Screening, Aufreinigung und
Funktionalitatsanalyse im ELISA und Westernblot. Die Sequenzierung des rekombinanten
scFv-aP-Gens stellte die abschlieffende Kontrolle des Klonierungsproduktes dar.
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Expression und Screening

Das Fusionsprotein scFv(K47H)-aP wurde in dem E. coli Bakterienstamm K12-JM83
(Yanisch-Perron et al., 1985) exprimiert. In pASK75 steht die Expressionskassette unter
der transkriptionellen Kontrolle des tetA Promoters. Der Promoter wird durch Zugabe des
Induktors Anhydrotetracyclin aktiviert. Aufgrund der streng regulierten Expression durch
den Repressor tetR konnen Toxizitétsprobleme, die durch zusétzliche nicht-induzierte
Expresson von Antikorperfragmenten wdahrend der bakteriellen Wachstumsphase
verursacht werden, in der Zelle vermieden werden. Der Zelltod vor der eigentlichen
Induktion wird durch die Anordnung des tetR codierenden Gensim Vektor umgangen. Das
tet Repressor-Gen ist am 3'-Ende des kontinuierlich exprimierten Gens der (3-Lactamase
(bla) lokalisiert (s. 11, 2.3, Abb. 14, S. 76) und somit von der tet Kontrollregion in pASK75
entkoppelt. Diese Konstruktion resultiert in einer transkriptionellen Fusion (Skerra, 1994b)
und bewirkt die Repression des Promoters, die erst durch Zugabe des Induktors gel st
wird. Die Toxizitdt von sekretierten Antikdrperfragmente in E. coli bewertet den Grad der
Repression eines Promotersystems, basierend auf der Lebensfahigkeit und das
Wachstumsverhalten der transformierten Bakterien. Skerra (1994) untersuchte deshab
verschiedene E. coli Stémme auf die Eignung als Expressionswirt. Es zeigte sich, dal3 das
tetA Promoter-System weitgehend unabhénging vom Bakterienstamm eingesetzt werden
kann. Dies ermoglicht die Wahl des Bakterienstammes hinsichtlich der optimierten
Wachstumscharakteristikain der Fermentation mit hoher Zelldichte.

Das Zellwachstum von sechzehn selektierten Klonen fr die Expression des rekombinanten
scFv(K47H)-aP Fusionsproteins erfolgte in LB-Amp-Medium. Durch Zugabe von
Anhydrotetracyclin wurde die Induktion ausgelost. Aufgrund des ompA Leaders in
pPASK75 (s. Il, 2.3, Abb. 14, S. 76) wurde das Fusionsprotein in das Periplasma des
Bakteriums tranglokiert. Der Transport des Antikdrperfragments in das Periplasma von E.
coli ist funktionell aquivalent mit dem Transport eines Proteins in das Lumen des
endoplasmatischen Reticulums (ER) einer eukaryotischen Zelle. Die oxidierenden
Bedingungen im Periplasma ermdglichen die korrekte Proteinfaltung und die Ausbildung
der Disulfidbriicken der Antikorper. Zusétzlich sind die Proteine im Periplasma geringeren
Abbauprozessen ausgesetzt, da weniger Proteasen als im Cytoplasma vorhanden sind
(Plickthun und Skerra, 1989). Die Isolation der |6slichen Fusionsproteine aus dem
Periplasma erfolgte Uber Zell-Lyse.

Die periplasmatischen Zellfraktionen der einzelnen Klone wurden auf ihren Gehalt an
scFv(K47H)-aP mittels eines indirekten, kompetitiven Atrazin-ELISA getestet. Alle
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ausgewahlten Klone banden an das Beschichtungskonjugat IPR-OVA und lief3en sich
durch Atrazin verdrangen, wobei die vier Klone 4/1, 4/2, 5/1 und 5/2 mit den grofiten
Absorptionsunterschieden (vgl. I, 3.8, Abb. 65, S. 148) fir genauere Analysen verwendet
wurden. Die niedrigen Maximalabsorptionen sind auf den geringen und ungereinigten
Gehalt an Fusionsproteinen in den Periplasmaextrakten zuriickzufthren, was wiederum in
den kleinen Kulturvolumina fir die Expression begrindet war. Die abnehmenden
Absorptionen bei den hoheren Verdinnungen der Periplasmaextrakte spiegelten den
niedrigen Anteil an scFv(K47H)-aP wider.

Eine Plasmidanalyse der vier Klone gab Aufschluld tber die Lange des rekombinanten
Vektors pscFvaP. Der durchgefiihrte RV mit den Restriktionsenzymen Stul und Eco47I11
teilte das Plasmid in das 2-fach geschnittene Vektorfragment mit ca. 3,2 kb und in das
Insert scFv(K47H)-aP mit ca. 2 kb (vgl. 111, 3.8, Abb. 66, S. 149), was sich aus 750-800 bp
des scFv-Fragments und 1,3 kb des aP-Gens zusammensetzte. Die Sequenzierung der vier
Klone ergab eine ldentitdt der Sequenzen und bestétigte die korrekte Klonierung des
scFv(K47H)-aP Fusionsproteins in pASK75 (vgl. VII, S. 217). Aufgrund der gewahlten
Schnittstellen und der zusétzlich eingefligten Basen T und A lag nun das Fusionsprotein im
Leserahmen (Abb. 71) und konnte somit funktionell exprimiert werden.

Stul Sfil scFv 757 bp Notl Sall
GCGCAGCCCTTGECCCACCCEECE - - - = === === = = - = - >CGCCCECGAGICGAG:- - - -
OmpA
aP 1332 bp Eco47lll

------------------- >AGCGCT TGECGT CACCCGCAGT TCGGTGGTTAATAACGCTT
Strep-Tag: Ser Al aTr pAr gHi sProd nPhed yd yEnd

Abbildung 71 MCS von pASK 75 mit scFv und aP
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Aufreinigung von scFv(K47H)-aP Uber Affinitatschromatographie

Zur Isolierung des exprimierten Fusionsproteins scFv(K47H)-aP aus der periplasmatischen
Zellfraktion wurden zwei unterschiedliche Methoden der Affinitétschromatographie
eingesetzt. Aufgrund des Streptavidin-bindenden Peptids Strep-Tag, das am 3'-Ende des
scFv-aP Fusionsgens im Expressionsvektor pASK75 (Skerra, 1994b) gekoppelt war,
konnte die Aufreinigung Uber Streptavidinaffinitatschromatographie (Schmidt und
Skerra, 1994a) erfolgen. Das aus neun Aminosauren (AWRHPQFGG) bestehende Peptid
weist eine spezifische Bindung zu Streptavidin auf, und wurde aufgrund dieser Eigenschaft
Uber Selektion aus einer rekombinanten Fusionspeptid-Bibliothek gewonnen (Schmidt und
Skerra, 1993). Der Einsatz von derartigen kurzen Affinitéts-Tags in der rekombinanten
Produktion und Reinigung von Proteinen bietet eine umfangreiche Anwendung in der
Biotechnologie (Nygren et al., 1994). An den C-Terminus von bakteriell produzierten
Proteinen gekoppelt ermdglicht das Strep-Tag nicht nur die Detektion dieser Proteine
durch Streptavidin-Enzym-Konjugate sondern auch die Affinitétsreinigung im Ein-Schritt-
Verfahren mittels Streptavidin-immobilisierten Saulen (Schmidt und Skerra, 1994a). Diese
Art der Reinigung erlaubt im Vergleich zu anderen Affinitdtschromatographien [z.B.
Antigen/Hapten-Affinitdtschromatographie, Metall-Affinitdtschromatographie (IMAC)]
eine Isolation von Antikdrperfragmenten unter physiologischeren Pufferbedingungen
(Skerra et a., 1994). Das biochemische Reagenz Streptavidin ist sowohl in einer Vielzahl
von Konjugaten als auch immobilisiert an Agarose kommerziell erhéltlich. Die Bindung
zum Peptid Strep-Tag verhdlt sich kompetitiv mit nattirlichen Liganden von Streptavidin,
wie z.B. Biotin oder verwandte V erbindungen. Rontgenstrahl-kristall ographische Analysen
und Bindungsmessungen mit dem Strep-Tag (Schmidt et al., 1996) bestétigten, dal3 das
Peptid an dieselbe Oberflachentasche von Streptavidin bindet, an der Biotin komplexiert
wird. Auch zeigte sich, dal3 die Anwendung des Strep-Tags in Fusion mit rekombinanten
Proteinen auf das Carboxylende dieser Proteine begrenzt ist. Der erfolgreiche Einsatz
dieser Aufreinigungsmethode wurde fir verschiedene rekombinante Proteine demonstriert,
einschliefdich Fv-Antikorperfragmente (Schmidt und Skerra, 1993; Ostermeier et al.,
1995), das Bilin-bindende Protein (Schmidt und Skerra, 1994b), das Retinol-bindende
Protein (MUller und Skerra, 1994) als auch Cystatin, Cytochrom bseg, und Azurin (Schmidt
und Skerra, 1994a). Die Aufreinigung erfolgte mit Sepharose-Saulen, an die das
rekombinante core Streptavidin gekoppelt war. Aufgrund der schwankenden Eignung von
verschiedenen kommerziellen Streptavidin-Agarose-Préparaten wurde ein Verfahren zur

Produktion des rekombinanten Core-Streptavidins in E. coli entwickelt. Die verklrzte
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Form des Streptavidins erwies sich als geeignetster Kopplungspartner mit Sepharose in der
Affinitétschromatographie von Strep-Tag-Fusionsproteinen (Schmidt und Skerra, 1994a).
Der Periplasmaextrakt wurde Uber die Sdulen gepumpt und das gebundene scFv(K47H)-aP
Fusionsprotein nach grindlichem Waschen mit Laufpuffer mittels 2,5 mM Desthiobiotin
von den Streptavidin-Bindungsplétzen eluiert. Aufgrund der irreversiblen Belegung der
Streptavidin-Bindungsstellen durch Biotin oder Diaminobiotin wurde an deren Stelle
Desthiobiotin zur Elution eingesetzt (Schmidt und Skerra, 1994a), um die Regeneration der
Saule mit der HABA-LGsung zu erwirken. Die aufgefangenen, eluierten Fraktionen
wurden zusammen mit dem Saulendurchlauf im ELISA und Uber SDS-PAGE auf ihren
Gehalt an scFv-aP Uberpruft. Weder im ELISA noch im Proteingel konnten
Fusionsproteine in den Fraktionen detektiert werden. Lediglich der Saulendurchlauf wies
positive Ergebnisse in Form von Proteinbanden des Periplasmaextraktes in der Gelanalyse
und Verdrangungsreaktion im ELISA auf. Daraus wurde gefolgert, dal3 keine Bindung des
Strep-Tags an Streptavidin stattgefunden hat. Die Mdglichkeit der fehlenden Strep-Tag-
Sequenz as Ursache fur die nicht erfolgte Aufreinigung war wegen des korrekten
Ergebnisses in der Sequenzanalyse auszuschlief3en. Auch ein nicht funktionelles Peptid
konnte nicht as Erkldrung herangezogen werden, da die Charakteriserung des
Fusionsproteins im Westernblot (vgl. 111, 3.10.1, Abb. 67, S. 151) Uber das Strep-Tag
erfolgte. Hengsakul und Cass (1997) reinigten das Fusionsprotein aus einer aP von E. coli
und dem Strep-Tag Uber Streptavidin-Affinitdtschromatographie auf. Der Nachweis der
gereinigten Proteine im SDS-PAGE verlief positiv.

Die Faltung der alkalischen Phosphatase bzw. die Struktur als Dimer konnte als Ursache
fur die nichterfolgte Aufreinigung des scFv-aP-Fusionsproteins gesehen werden. Die
kristalline Struktur der dimeren akalischen Phosphatase von E. coli mit Threonin und
Lysin am N- bzw. C-Terminus (Abb. 72, S. 187) verdeutlicht die Position des scFv-
Fragments am N-Terminus und des Strep-Tags am C-Terminus der aP. Aufgrund der
nahen Lage der Termini zueinander wére eine Ubereinanderlagerung der Strukturen von
scFv und Strep-Tag sehr wahrscheinlich. Das kurze Peptid aus neun Aminosauren kénnte
von dem Antikorperprotein mit der Folge eingeschlossen werden, nicht an exponierter

Stelle fUr die Bindung an Streptavidin zu stehen.
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Abbildung 72 Kristalline Struktur der dimerischen alkalischen Phosphatase (Quelle: Kim
und Wyckhoff, 1991)

Die andere Mdéglichkeit der Aufreinigung des scFv(K47H)-aP Proteins war die Hapten-
Affinitatschromatographie. Hierbei wurde die Atrazin-Bindungseigenschaft des AK-
Fragments scFv(K47H) genutzt. Der Periplasmaextrakt wurde tber die mit dem Atrazin-
Derivat IPR immobilisierte Sepharose-Séule gegeben, zur Bindung inkubiert und die
filtrierten Fusionsproteine wurden anschlief3end in saurem Milieu eluiert. Auch hier war
die Analyse der eluierten Fraktionen im ELISA bis auf den Saulendurchlauf negativ. Die
Maoglichkeit, dal? das scFv-Fragment nicht funktionell sein kdnnte, war nicht gegeben, da
Uber die Analyse im ELISA bereits die Bifunktionalitét des Fusionsproteins nachgewiesen
wurde. D.h., dal3 sowohl scFv als auch aP im Fusionsprotein ihre Funktionalitéat behalten
hatten. Wie Skerra et al. (1994) beschrieben, herrschen in  der Antigen-
Affinitdtschromatographie saure und sogar denaturierende Konditionen wahrend der
Elution. Vor allem bezlglich der Konformationsstabilitét von Fv- und scFv-Fragmenten
sind diese Bedingungen aul3erst unerwiinscht. Auch hier wurde ein saurer Elutionspuffer
eingesetzt, unter dessen Einfluld die Konformation des scFv-Antikorpers und somit die
Bindungseigenschaft verandert wurde. Auch wére eine Abspaltung der aP vom scFv
aufgrund der vorherrschenden Pufferbedingungen wahrend der Aufreinigung denkbar, was
die Detektion im anschlief3enden ELISA nicht mehr moglich macht.

Eine Umklonierung der Fusionspartner konnte moglicherweise das Problem bel der
Aufreinigung l6sen. Die Stelle des Strep-Tags im Fusionsprodukt ist auf den C-Terminus

(Schmidt et al., 1996) festgelegt. Somit verbleibt nur die Mdglichkeit, das 3'-Ende des aP-
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Gens mit dem 5-Ende des scFv-Fragments zu fusionieren. Dies konnte die
Strukturprobleme des Fusionsproteins umgehen, da der N-Terminus der aP nun
ungekoppelt wére. Allerdings ist auch bei dieser Anordnung der Fragmente ungewif(3, ob
eine sterische Hinderung durch die aP ausbleibt. Ein Polypeptid-Linker zwischen scFv und
aP wére als Alternative denkbar. Dadurch koénnte eine bessere Faltung des Gesamtproteins
bei der Expression bewirkt und die Uberlagerung der Einzelproteine eventuell vermieden
werden. Bel der Synthese eines Fusionsproteins aus Fa-Antikorperfragmenten und der
alkalischen Phosphatase erwies sich ein Linker aus 15 Aminosauren zwischen der Fd- und
der aP-Region as effizientes Hilfsmittel fur die Anlagerung des Fd-Tells an das
Leichtkettenfragment im Periplasma von E. coli (Weiss und Orfanoudakis, 1994).
Zusétzlich soll dieses Peptid die molekulare Flexibilitét eines bifunktionalen Komplexes
unterstitzen.

Aufreinigungen von scFv-aP-Fusionsproteinen Uber das Hexahistidin-Peptid His-Tag
verliefen bel Kerschbaumer et al. (1997) und Suzuki et al. (1997) positiv, trotz identischer
Fusionsanordnung der einzelnen Gene. Auch die optimale Abstimmung der
Reaktionsbedingungen bei der Streptavidin-Affinitdtschromatographie kann nicht
angezweifelt werden, da mit dem Strep-Tag |l eindeutige Ergebnisse in der Aufreinigung
rekombinanter Proteine aus E. coli erzielt wurden (vgl. 111, 2.6, Abb. 52+53, S. 135f). Die
verwendeten Materialien waren identisch bei der Aufreinigung Uber das Strep-Tag
(Schmidt und Skerra, 1994a) oder das Strep-Tag Il (Voss und Skerra, 1997).

Proteincharakterisierung von scFv(K47H)-aP

Dennoch war die Charakterisierung des Fusionsproteins mit Hilfe des Westernblots
ohne Aufreinigung erfolgreich (vgl. 1ll, 3.10.1, Abb. 67, S. 151). In den unter
reduzierenden Bedingungen im SDS-PAGE aufgetrennten Proteinbanden des
Periplasmaextrakts konnte das scFv-aP-Strep-Tag-Fusionsprodukt Uber immunchemische
Farbung mit einem Streptavidin-POD-Konjugat auf der Nitrozellulose-Membran detektiert
werden. Die GrofRenbestimmung von 75 kDa entsprach dem Fusionsprotein scFv(K47H)-
aP inklusive dem Peptid Strep-Tag.

Neben dem Funktionalitdtsnachweis des Strep-Tags im Westernblot konnte sowohl die

Funktionalitét der aP a's auch des scFv-Fragments des Fusionsproteins bel der Ermittlung

der Nachweisgrenze und des Testmittelpunkts im ELISA bestétigt werden (vgl. I,

3.10.2, Abb. 67, S. 152). Durch Ultrafiltration war eine Aufkonzentrierung und Trennung
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des Fusionsproteins von kleineren Proteinen aus dem Periplasmaextrakt mdglich, was sich
in der Durchfihrung des ELISA im eingesetzten Verdinnungsgrad des Extrakts und in den
verbesserten OD-Werten gegentiber dem Screening (vgl. 111, 3.8, S. 147f) wiederspiegelte.
Die OD-Messungen im Stundenintervall verdeutlichten, dal3 die Absorption der aP Uber die
gemessenen 7 h anstieg und sich dabel weder die Nachweisgrenze noch der 50 % B/Bo-
Wert des scFv-Antikorpers entscheidend veranderten (vgl. 111, 3.10.2, Abb. 68, S. 152).
Die Testmittel punkte der einzelnen Kalibrationskurven lagen zwischen 54-60 pg/l Atrazin,
die Nachweisgrenzen bei 29-31 ug/l Atrazin. Die entsprechenden Werte des unfusionierten
scFv K47H waren bei 0,25 pg/l und 29 pg/l Atrazin fir die Nachweisgrenze bzw. den
Testmittelpunkt bestimmt worden (Kramer et a., 2001a). Die Unterschiede in der
Sensitivitét lassen sich durch die Applikation des ungereinigten Periplasmaextrakts im
ELISA erkléren.

Die Bestimmung der Kreuzreaktivitdt von scFv(K47H)-aP unterstreicht die beibehaltene
Funktionalitdt von scFv K47H im Fusionskonstrukt. Die Kreuzreaktivitdten von
scFv(K47H)-aP gegenliber acht s-Triazinen (vgl. 111, 3.10.3, Tab. 36, S. 152) zeigten keine
signifikante Abweichung zu der Affinitdt von scFv K47H zu den gewahlten Substanzen
(Kramer und Hock, 1996a).

Ziel dieses Teils der Arbeit war die Konstruktion eines Vektorsystems zur Produktion von
scFv-Antikorper-aP Fusionsproteinen in E. coli as schnelles Detektionsmittel im ELISA.
Bereits Kerschbaumer et al. (1996) entwickelten ein derartiges System unter Verwendung
eines anderen Expressionsvektors, pDAP2. Als zu analysierende Proteine wurden scFv-
Antikorper-Fragmente an den N-Terminus des Enzyms gehéngt. Die Expression wurde
durch den lac Promoter gesteuert. Der pelB Leader war zustandig fur die Sekretion des
Produkts in den periplasmatischen Raum von E. coli. An dem C-Terminus der akalischen
Phosphatase befand sich das His-Tag, das der Aufreinigung des Fusionsproteins im Ein-
Schritt-Verfahren mit  der  Metall-Affinitdts-Chromatographie (IMAC) diente. Es
entstanden bifunktionelle Fusionsproteine, die erfolgreich im ELISA auf Enzymaktivitét
und spezifische Antigen-Bindungsaffinitét getestet wurden. Im Gegensatz dazu
verwendeten Gandecha et a. (1994) einen Vektor mit dem T7 Q10 Promoter und dem
ompA Leader fur die Expression von scFv-aP-Fusionsproteinen ohne Peptid-codierende

Region fir die Aufreinigung.
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Das generierte Vektorsystem pscFvaP ist aufgrund der inserierten Restriktionsstellen il
und Notl, die in der rekombinanten Antikorpertechnologie weit verbreitet sind, kompatibel
mit entsprechenden Phagen-Display-Vektoren wie z.B. die pPCANTAB-Serie (McCafferty
et a., 1994), pCOCK (Clackson et a., 1991) oder pHEN1 (Hoogenboom et al., 1991).
Durch Ein-Schritt-Klonierung ist ein einfacher Austausch von scFv-Fragmenten aus
Phagen-Display abgeleiteten Antikorperbibliotheken und die Produktion von weiteren
scFv-aP-Konjugaten mit diesem rekombinanten Kassettensystem in E. coli moglich. Die
Fusionsproteine ersetzen konventionell praparierte aP-konjugierte Antikorper und
ermdglichen die schnelle Detektion von Analyten ohne Zugabe von Enzym-konjugierten
Sekundérantikdrpern im ELISA.

Die Vortelle rekombinanter Fusionsenzyme gegentiber der chemischen Kopplung liegen
im 1:1-Verhdtnis der Gene und in der definierten Fusionstelle des aP-Gens, wodurch
weniger Probleme bei der Funktionalitdt im Vergleich zum chemisch synthetisierten

Enzymtracer auftreten.

Auch wére eine Anwendung dieses Vektorsystem im Dipstick-Format nach Giersch (1993)
denkbar. Die Teststreifen mit dem immobolisierten Hapten-OV A-Konjugat werden in die
Analyten-Proben getaucht. Durch Zugabe des Fusionsproteins erfolgt die Bindung
zwischen Antikdrper und Analyt bzw. immobilisiertem Hapten, je nach Konzentration des
Anayten in der zu testenden Probe. Nach kurzer Inkubation und einem Waschschritt
werden die Teststreifen in die Substratlsung gegeben, um eine Farbreaktion zu bewirken.
Hiermit wére ein schneller und einfacher Nachwels von Atrazin in Gewasserproben auch
auf3erhalb des Labors durchfthrbar.

Neben der Anwendung des Kassettensystems pscFvaP auf verschiedene Analyten kann
auch die alkalische Phosphatase gegen andere Enzyme (z.B. 3-Galactosidase, Peroxidase)
ausgetauscht werden. Einen interessanten Vertreter stellt das Green Fluorescent Protein
(GFP) dar. Aoki et a. (1997) entwickelten ein Fluoreszenz-lmmunoassay (FIA), indem sie
das Fusionsprotein aus dem Antigen NSE (Neuron-spezifische Enolase) und dem Enzym
GFP aus Aequorea victoria als Modell fur ein GFP-konjugiertes Protein bzw. Antigen
verwendeten. Aufgrund der Fluoreszenz von GFP unter Anregung mit langwelligem UV-
oder blauem Licht waren fur diesen Test keine weiteren Chemikalien nétig. Es wére
vorstellbar, dieses fluoreszierende Enzym auch an den scFv-Antikorper gegen Atrazin zu

fusionieren.
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Welitere Antikorper-Enzym-Konjugate wurden bereits entwickelt, die nach Expression in
E. coli sowohl die Aktivitdt der aP as auch die Antigen-Bindungsaktivitét behielten.
Suzuki et al. (1997) berichteten von einem rekombinanten scFv(NP)-PhoA-Fusionsprotein,
das Enzym-konjugierte Sekundarantikorper in biologischen Tests ersetzt, die auf dem
Immun-Nachweis von NP (4-hydroy-3-nitrophenyl ~ Acetyl) basieren. Das
Expressionssystem beinhaltete den T7 Promoter, die pelB Leader-Sequenz fir die
Trandokation und das His-Tag fur die Reinigung der Proteine. Ein &hnliches
Fusionsprotein aus dem scFv(FRP5)-Antikorper und der alkalischen Phosphatase unter
Verwendung des monoklonalen Antikdrpers Mab FRP5 gegen den menschlichen erbB-2-
Rezeptor konstruierten Wels et a. (1992). Durch Zugabe eines Substrats fur die aP konnte
dieses Hybrid direkt an Tumorzellen nachgewiesen werden. Ducancel et a. (1993)
veroffentlichten die Praparation des Fusionsproteins [F(ab).-PhoA] aus der akalische
Phosphatase und dem Fa,-Fragment des spezifischen 1gG2a monoklonalen Antikorpers
Ma2-3 gegen Schlangengift. Die Klonierung erfolgte unter Trennung der Fd (Vu-Chy)-
und der V-C_-Doméne, indem der Fd-Bereich zwischen die Codons +6 und +7 des PhoA -
Gens gesetzt und die Leichtkette hinten angehéngt wurden. Weiss et a. (1994)
produzierten das Fusionsprotein Fi-PhoA aus dem Fg-Fragment und der aP unter
Verwendung des IgG1l monoklonalen Antikorpers gegen den menschlichen Tumor-
Nekrose-Faktor a. Alle konstruierten Antikorper-Enzym-Konjugate behielten die Antigen-
Bindungsfahigkeit und die enzymatische Aktivitét.

In dieser Arbeit wurde Uber die Konstruktion des Expressionssystems pscFvaP fur die
Produktion von rekombinanten Antikdrper-Enzym-Konjugaten berichtet. Der Einbau der
Restriktionsstellen il und Notl in das System ermoglicht die Insertion Uber Ein-Schritt-
Klonierung von scFv Fragmenten, die aus kompatiblen  rekombinanten
Antikorperbibliotheken  abgeleitet  wurden. Die  exprimierten  scFv(K47H)-aP
Fusionsproteine waren bifunktionell, d.h. sie behielten sowohl die enzymatische Aktivitat
der aP as auch die Atrazin-spezifische Affinitdt des scFv K47H. Die Applikation von
scFv(K47H)-aP im ELISA verdeutlichte die Vereinfachung des Immunoassays durch
Ersatz von enzymmarkierten Sekundarantikorpern.
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\ Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden drei Arten von Antikorperfragmenten mit
unterschiedlichen Zielsetzungen fur die Umweltanalytik generiert. Die Intention war, die
Vorteile der rekombinanten Antikorpertechnologie zu nutzen. Dies beinhaltete die
Synthese von Antikorperfragmenten mit der kleinsten Erkennungseinheit und der
geringsten MolekulgroRe fur kleine Zielmolekile, die verbesserte Produktion von
rekombinanten Antikorpern, auch in gréferem Malistab, und die Modifikation von

Antikorperfragmenten zu bifunktionellen Antikdrpern mittels Fusionspartnern.

Zum Nachweis der niedermolekularen Pyrethroid-Insektizide wurde die Synthese von
single-chain Fv (scFv)-Fragmenten aus den variablen Regionen etablierter Pyrethroid-
spezifischer Hybridomzellinien durchgefihrt. Das Phagen-Display wurde unter
Anwendung des Phagemid-Vektors pCANTAB 5E fur die Selektion spezifischer scFv-
Fragmente eingesetzt. Isolierte scFv-Antikorper, die im Screening spezifisch an das
Ovabumin (OVA)-konjugierte Derivat des Pyrethroids Permethrin (t-PMS) banden,
wurden sequenziert und mit der Sequenz des konstruierten scFv(PAI-BzAg8l) der
Myelom-Zéellinie verglichen, die bei der Fusion zu o.g. Hybridomzellinien eingesetzt
wurde. Die Sequenz des Binders 4H wurde einem Pyrethroid-spezifischen scFv-Fragment
zugeordnet. Bel der Datenbankanalyse von 4H zeigte sich ein Opal Stop-Codon in der V.-
Region, welches Uber gerichtete Punktmutation entfernt werden konnte. Die nachfolgenden
ELISA-Analysen ergaben, dal3 das mutierte scFv 4H/31 an das Beschichtungskonjugat t-
PMS-OVA band, sich aber nicht durch die Pyrethroide Bioallethrin, Allethrin oder S

Bioalltehrin verdrangen lies.

Im Hinblick auf ene verbesserte Produktion wurden s-Triazin-selektive Fgy,-
Antikorperfragmente Uber Subklonierung der entsprechenden scFv-Antikérper in den
Expressionsvektor pASK99 konstruiert. Die in der Klonierung eingesetzten scFv-
Fragmente IPR-7, IPR-53 und IPR-23 stammten aus einer s-Triazin-selektiven
Antikorperbibliothek, wobei die Klone IPR-53 und IPR-23 Uiber evolutiondre Mutation aus
dem Antikérper IPR-7 gewonnen wurden. Die Fi-Fragmente wurden unter der
Transkriptionskontrolle des tetA Promoter-Systems exprimiert, dessen Induzierbarkeit mit
Anhydrotetracyclin und dessen exakte Regulierung eine kostengiinstige Produktion von
Antikorperfragmenten in E. coli in grof3em Mal3stab ohne Toxizitétserscheinungen oder

Zelltod ermoglicht. Die Streptavidin-Affinitéatsreinigung Uber das Strep-Tag |l erleichterte
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die Isolation der sekretierten, rekombinanten Antikorper aus dem Periplasma von E. coli.
Die generierten Fy Fragmente wurden im ELISA und BlAcore 2000™ Biosensor
charakterisiert. Die ermittelten Assoziationss und Dissoziationskonstanten — der
verschiedenen Fi-Fragmente spiegelten die Affinitdtss und Sensitivitétssteigerung der
entsprechenden evolutionér modifizierten scFv-Fragmente wider. Die
Dissoziationskonstante von Fy IPR-23 (Kp = 1,12 x 10° M) war um den Faktor 24
gegeniiber Fa, IPR-7 (Kp = 2,73 x 10® M) verbessert. Die Affinitatsveranderung zeigte sich
auch in der 22-fachen Reduktion des Testmittel punkts von F4, IPR-7 (50 %B/B, = 60,5
pg/l) und F4 IPR-23 (50 %B/Bo = 2,7 ug/l) im entsprechenden Atrazin-ELISA.

Die Modifikation von rekombinanten Antikorpern zu bifunktionellen Molekilen wurde in
der Konstruktion eines Fusionsproteins aus scFv und der alkalische Phosphatase (aP) aus
E. coli beschrieben. Der hierfir eingesetzte Expressionsvektor pASK75 wurde durch
aufeinanderfolgende Insertion der kodierenden Sequenzen der aP und des Atrazin-
spezifischen scFv K47H modifiziert, um eine Produktion von aP-markierten scFv-
Fragmenten zu ermdglichen. Die eingefigten Klonierungsstellen il und  Notl
gewdhrleisten die Ein-Schritt-Klonierung von scFv-Fragmenten aus kompatiblen
Antikorperbibliotheken in den Expressionsvektor. Die Bifunktionalitét des exprimierten
Fusionsproteins scFv-aP wurde im ELISA bestétigt, da sowohl die Affinitdt zum Analyten
als auch die Enzymaktivitdt gegeben war. Auch die gemessenen Kreuzreaktivitdten zu
anderen s-Triazinen waren mit denen des urspriinglichen scFv K47H gleichzusetzen. So
bietet das konstruierte System pscFvaP die Mdglichkeit, scFv-aP-Konjugate in E. coli
herzustellen und konventionell préparierte aP-markierte Antikorper in Immunoassays zu
ersetzen. Durch den Einsatz der Fusionsproteine kann eine einfachere Detektion von
Anayten erfolgen, da sich die Inkubation mit Enzym-markierten Sekundarantikorpern im
Testverfahren ertibrigt.
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VII Anhang

Im Folgenden sind die Sequenzen der scFv(4H/31) und scFv(PAI-B;Ag81)-
Antikorperfragmente, der Fj-Fragmente F,, IPR-7, F,, IPR-53, F,, IPR-23 und des
scFv(K47H)aP-Fusionsproteins  angegeben. Die relevanten  Antikdrperdoménen,
Restriktionsstellen und Sequenzabschnitte sind eingezeichnet. Im Vergleich der Fg,-

Fragmente sind die Basenunterschiede gekennzeichnet.

Sequenz von scFv 4H/31

Sil > Vy
AATTCCTTTAGI TGTTCCTTTCTATGCGGCCCAGCCGGCCAT GGCCGAGGT CAAGCT GCAGCAGT CTGGGEGECT

GACCT GGT GAGGCCT GEECECT TCTGT GAAGCTGT CCTGCAAGGCCT CTGGCTACACGT TCACCAGI TACTGGA
TGAACT GGGT TAAGCAGAGGCCT GAGCAAGGCCT TGAGT GGAT TGGGAGGATTGATCCTTACGATAGT GAAAC
TCACTACAAT CAAAGGT TCAAGGACAAGGCCATATTGACT GTAGACAAAT CCTCCAGCACGGCCTACATGCAA
CTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGT CTATTACT GT GCAAGAGAT GGT TACGACGGGEGACTACT GGG

Vy < Linker
GOCAAGGGACCACGGT CACCGT CTCCT CAGGT GGAGGT GGT TCAGGCGGAGGT GGCT CTGGECGGT GGCGGATC

>V,
GGACATTGAGCTCACCCAGT CTCCAGCCACCCTGT CTGT GACT CCAGGAGAAACAGT CAGTCTTTCCTGTAAG

GCCAGCCAAAAATATTTACAAGAACCTACACTGGT ATCAACAGAAAT CACATCGGT CTCCAAAACTTCTCATC
AAATATGCTTCGGAT TCCATCTCTGGGATCCCCTCCAGGT TCACT GGCAGT GGATCAGGGACAGATTACACTC
TCAGT GT CAACAGT GTGAAGCCCGAAGATGAAGGAATATATTACTGTCTTCAAGGT TCCAGCACACCTTGGAC

V.« Notl E-Tag
GT TCGGT GGAGGCACCAAGCT GGAAAT CAAACGGGCGGECCGCAGGT GCGCCGGT GCCGTATCCGGATCCGCTG

Stop
GAACCGCGT GCCGCATAGACT GTGAAAGT TGTTTAGCAAAA

Sequenz von scFv PAI-B;Ag81

Sil > Vy
TTATTCGCAATTCCTTTAGI TGT TCCTTTCTATGCGECCCAGCCGGECCAT GECCCAGGT CAAGCT GCAGGAGT

CTGGACCT GGCCT GGT GGCGCCCT CACAGAGCCT GT CCAT CACATGCACCGT CTCAGGGT TCTCATTAACTAG
CTATGGT GTACACT GGGT TCGCCAGCCT CCAGGAAAGGGT CTGGAGT GGCTGGTAGT GATAT GGAGT GATGGA
AGCACAACCTATAATTCAGCTCTCAAAT CCAGACT GAGCAT CAGCAAGGACAACT CCAAGAGCCAAGI TTTCT
TAAAAAT GAACAGT CTCCAAACT GAT GACACAGCCATGTACT ACT GT GCCAGAGAGCCT CCCACGACGT ACGT

\V/RR | Linker
TTGCTTACT GGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCT CAGGT GGAGGT GGT TCAGGCGGAGGT GGCTCT GG

>V,
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CGGTGECCGAT CGGACAT TGAGCT CACCCAGT CTCCAGCT TCT T TGGCTGI GT CTCTAGGGCAGAGGGCCACC
ATCTCCTGCAGAGCCAGT GAAAGTGTTGATATTTATGGCAATAGT TTTATGCACT GGTATCAGCAGAAACCAG
GACAGCCACCCAAACTCCTCATCTATCGT GCATCCAACCT AGAAACT GGGAT CCCT GCCAGGT TCAGT GGCAG

TGGGTCTAGGACAGACT TCACCCTCACCATTAATCCTGT GGAGGCTGATGATGT TGCAACCTATTTCTGICAG
V.« Notl
CAAAGT AAAT CAGCT CCGTACACGT TCGGAGGGGGGACCAAGCT GGAGCT GAAACGGGCGECCGCAGGT GCGC
E-Tag Stop
CGGT GCCGTAT CCGGAT CCGCTGGAACCGCGT GCCGCATAGACTGTTGAAA

Vergleich der Sequenzen von F,, IPR-7, F,, IPR-53 und F,;, IPR-23

Xbal
R 7  CAAAAATCTAGATAACGAGGGCAAAAAAT GAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCAC
R 53 CAAAAATCTAGATAACGAGGGCAAAAAAT GAAAAAGACAGCTATCGCGAT TGCAGTGGCAC
R 23 CAAAAATCTAGATAACGAGGGCAAAAAAT GAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCAC

Pstl »Vy
Fab IPR 7  TGGCTGGTTTCGCTACCGT AGCGCAGCCCGAAGT TAAACT GCAGCAGT CTGGACCT GAGCT
Fab | PR 53 TGGCTGGTTTCGCTACCGT AGCGCAGCCCGAAGT TAAACT GCAGCAGT CTGGACCT GAGCT
Fab | PR 23 TGGCTGGTTTCGCTACCGT AGCGCAGCCCGAAGT TAAACT GCAGCAGT CTGGACCT GAGCT

Fab |
Fab |
Fab |

Fab I PR 7 GGTGAAGCCTGGAGCTTCAATGAAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGT TACTCATTCACTGGC
Fab | PR 53 GGCCAAGCCTGGEACT TCAGTGAGGAT GTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCCCTAGC
Fab | PR 23 GGCCAAGCCTGGCACT TCAGT GAGGAT GTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCCCTAGC

Fab I PR 7 TACACCATGAACT GEGT GAAGCAGAGCCATGGAAAGAACCT TGAGT GGATTGGACTTATTA
Fab | PR 53 TATGITTTGCACTGGGT GACGCAGAAACCT GGECGEEECCTTGAGT GGATTCGGATATATTA
Fab | PR 23 TATGITTTGCACTGGGT GACGCAGAAACCT GGECGEEECCTTGAGT GGATTCGGATATATTA

Fab I PR 7 ATCCTTACAATGGTGGTACTAGCTACAATCAGAAGT TCAAGGGCAAGGCCACATTAACTGT
Fab | PR 53 ATCCTTACAATGATGGT TCTCAGTACAATGAGAAGT TTAAGGGCAGGECCACCCTCACTTC
Fab |1 PR 23 ATCCTTACAATGATGGT TCTCAGTACAAT GAGAAGT TCAAGGGCACGGECCACCCTGACT TC

Fab PR 7  AGACAAGTCATCCAGCACAGCCTACATGGAGCT CAGCAGCCTGACATTTGAGGACTCTGCG
Fab | PR 53 AGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCT CAGCAGCCT GACCT CTGAGGACTCTGCG
Fab | PR 23 AGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCT CAGCAGCCT GACCT CTGAGGACTCTGCG

Fab I PR 7 GTCTATTTCTGI GCACGAGGGAACAACCCCTATTATTATGCTATGGACTACT GGGGCCAAG
Fab 1 PR 53 GICTATTTCTGIGCACGAGGGAACAACCCCTATTATTATGCTATGGACTACT GGGECCAAG
Fab | PR 23 GICTATTTCTGIGCACGAGGGAACAACCCCTATTATTATGCTATGGACTACT GGGGCCAAG

V<« BstEll »Cyl
Fab I PR 7 GCACCACGGT CACCGT CTCCTCAGCAAAGACCACTCCTCCGTCTGTTTACCCTCTGECTCC
Fab | PR 53 GGACCACGGT CACCGTCTCCTCAGCAAAGACCACTCCTCCGTCTGTTTACCCTCTGGCTCC
Fab | PR 23 GGACCACGGT CACCGTCTCCTCAGCAAAGACCACTCCTCCGTCTGTTTACCCTCTGGCTCC

Fab I PR 7  TGGTTCTGCGGCTCAGACTAACTCTATGGT GACT CTGGGATGCCTGGT CAAGGGCTATTTC
Fab | PR 53 TGGTTCTGCGGCTCAGACTAACTCTATGGTGACT CTGGGATGCCTGGTCAAGCCECTATTTC
Fab | PR 23 TGGTTCTGCGGCTCAGACTAACTCTATGGT GACT CTGGGATGCCTGGTCAAGCCECTATTTC

Fab IPR 7 CCTGAGCCAGT GACAGT GACCT GGAACT CTGGAT CCCTGT CCAGCGGT GTGCACACCTTCC
Fab | PR 53 CCTGAGCCAGT GACAGT GACCT GGAACT CTGGATCCCT GT CCAGCGGT GTGCACACCTTCC
Fab | PR 23 CCTGAGCCAGT GACAGT GACCT GGAACT CTGGATCCCT GT CCAGCGGT GTGCACACCTTCC
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Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

Fab
Fab
Fab

53
23

53
23

53
23

53
23

53
23

53
23

53
23

53
23

53
23

53
23

53
23

53
23

53
23

53
23

53
23

CACGCTGI CCTGCAATCTGACCTCTACACT CTGAGCAGCT CAGT GACTGTCCCCTCCAGCAC
CAGCTGTCCTGCAATCTGACCT CTACACT CTGAGCAGCTCAGT GACTGI CCCCTCCAGCAC
CAGCTGTCCTGCAATCTGACCT CTACACT CTGAGCAGCTCAGTGACTGI CCCCTCCAGCAC

CTGGCCCAGCGAGACCGT CACCTGCAACGT TGCCCACCCGECECTTCTAGCACCAAAGT TGAC
CTGGCCCAGCGAGACCGT CACCTGCAACGT TGCCCACCCGECECTTCTAGCACCAAAGT TGAC
CTGGCCCAGCGAGACCGT CACCT GCAACGT TGCCCACCCGGCT TCTAGCACCAAAGTTGAC

Chl <« Strep-Tag Il Stop
AAGAAAAT CGTACCGCGCGAT TGCAGCGCT TGGT CTCACCCGCAGT TCGAAAAAT AATAAC
AAGAAAAT CGTACCGCGCGAT TGCAGCGCT TGGT CTCACCCGCAGT TCGAAAAAT AATAAC
AAGAAAAT CGTACCGCGCGAT TGCAGCGCT TGGT CTCACCCGCAGT TCGAAAAAT AATAAC

Ncol

CATGGAGAAAATAAAGT GAAACAAAGCACTATTGCACTGGCACTCTTACCGTTACTGTTTA
CATGGAGAAAATAAAGT GAAACAAAGCACTATTGCACTGGCACTCTTACCGTTACTGTTTA
CATGGAGAAAATAAAGT GAAACAAAGCACTATTGCACTGGCACTCTTACCGTTACTGTTTA

Sstl >V
CCCCT GT GACAAAAGCCGACATCGAGCTCACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCTGI CAGTCT
CCCCTGTGACAAAAGCCGACATCGAGCTCACTCAGT CTCCACTCTCCCTGCCTGT CAGTCT
CCCCTGTGACAAAAGCCGACATCGAGCTCACTCAGT CTCCACTCTCCCTGCCTGT CAGTCT

TGGAGATCAAGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGT CAGAGCCTTCTACACAGTAGIGGTTAC
TGGAGATCAAGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGT CAGAGCCTTCTACACAGTAGTIGGTTAC
TGGAGATCAAGCCTCCTTCTCTTGCAGAGCTACTCAGAGCCTTCT TTATCGTAATGGAGAC

ACCTTTTTACATTGGTACCT GCAGAAGCCAGGCCAGT CTCCAAAGCTCCTGATCTACACAG
ACCTTTTTACATTGGTACCT GCAGAAGCCAGGCCAGT CTCTAAAGCTCCTGATCTACACAG
ACCTATTTACATTGGTACCT GCAGAAGCCAGGCCAGT CTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAG

TTTCCAACCGATTTTCTGGEGEGT CCCAGACAGGT TCAGT GGCAGT GGATCAGGGACAGATTT
TTTCCAACCGATTTTCTGGEGGT CCCAGACAGGT TCAGT GGCAGT GGATCAGGGACAGATTT
TTTCCTACCGATTTTCTGGEEGT CCCAGACAGGT TCAGT GCCAGT GGATCAGGGACAGATTT

CACACTCAAGAT CAGCAGAGT GGAGGCTGAGGATCTGGGAGI TTATTTCTGCTCTCAAAGT
CACACTCAAGATCAGCAGAGT GGAGCCTGATCATCTGGGAGT TTATTTCTGCTCTCAAAGT
CACACTCAAGATCAGCAGAGT GGAGCCTGATCATCTGGGAGT TTATTTCTGCTCTCAAAGT

V.« Xhol »C_
ACACATGTTCCTGCGCTCACGT TCGGT GCTGECACCAAGCT CGAGCT GAAGCCCGCTGATG
ACACATGTTCCT- - - CCCACAT TCGGAGECEEGACCAAGCT CGAGCT GAAGCCCGCTGATG
ACACATGITCCT- - - CCCACAT T CCGAGECGEEGACCAAGCT CGACCT GAAGCCGCGCTGATG

CTGCACCGACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGT GAGCAGT TAACATCTGGAGGTGCCTC
CTGCACCGACTGTATCCATCT TCCCACCATCCAGT GAGCAGI TAACATCTGGAGGTGCCTC
CTGCACCGACTGTATCCATCT TCCCACCATCCAGT GAGCAGI TAACATCTGGAGGTGCCTC

AGTCGTGTCCTTCTTGAACAACT TCTACCCCAAAGACAT CAATGT CAAGT GGAAGATTGAT
AGTCGTGTCCTTCTTGAACAACT TCTACCCCAAAGACAT CAATGT CAAGT GGAAGATTGAT
AGTCGIGTGCCTTCTTGAACAACT TCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAGATTGAT

GGCAGT GAACGACAAAAT GGCGT CCTGAACAGT TGGACT GATCAGGACAGCAAAGACAGCA
GGCAGT GAACGACAAAAT GECGT CCTGAACAGT TGGACT GATCAGGACAGCAAAGACAGCA
GGCAGT GAACGACAAAAT GECGT CCTGAACAGT TGGACT GATCAGGACAGCAAAGACAGCA

CCTACAGCATGAGCAGCACCCT CACGT TGACCAAGGACGAGTATGAACGACATAACAGCTA
CCTACAGCATGAGCAGCACCCT CACGT TGACCAAGGACGAGTATGAACGACATAACAGCTA
CCTACAGCATGAGCAGCACCCT CACGT TGACCAAGGACGAGT ATGAACGACATAACAGCTA

TACCTGT GAGGCCACTCACAAGACATCAACT TCACCCATTGTCAAGAGCT TCAACAGGAAT
TACCT GT GAGGCCACT CACAAGACAT CAACT TCACCCAT TGT CAAGAGCT TCAACAGGAAT
TACCT GT GAGGCCACT CACAAGACATCAACT TCACCCAT TGT CAAGAGCT TCAACAGGAAT
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CL«Stop Hindlll
Fab 1PR 7  GAGTGITAGAGACAAAGGT CCTGATGCTGCTGATAGCAGGTAAGCTTGACCTG
Fab | PR 53 GAGTGITAGAGACAAAGGT CCTGATGCTGCTGATAGCAGGTAAGCTTGACCTG
Fab | PR 23 GAGTGITAGAGACAAAGGT CCTGATGCTGCTGATAGCAGGTAAGCTTGACCTG

Sequenz von scFv(K47H)aP

Stul Sfil > Vy
ACCGTAGCGCAGGCCT TGECCCAGCCGECCAT GGCCCAGGT GAAGCT GCAGCAAT CTGGGEGGAGECTTGGTGC

AACCTGGAGGATCCATGAAACTCTCTTGT GCTGCCTCTGGATTCACT TTCAGT GACGT CTGGATGGACT GGGT
CCGCCAGT CTCCAGAGAAGGGEGECT TGAGT GGGT TGCTGAAAT TAGAAACAAAGCT AATAAT CATGCAGCATAT
TATGCTGAGT CTGT GAAAGGGAGGT TCACCGT TTCAAGAGATGATTCCAAAAGTAATGT CTACCTGCACATGA
ATAGCTTAAGACCTGAAGACACTGGECATTTATTATTGTACCAGGCACAGCTATAGGTACGACGEGTTTGCTTA

Vy < Linker
CTGGGEGECCAAGGCACCACGGT CACCGT CTCCTCAGGT GGAGGCGGT TCAGGCGGAGGT GGCTCTGGCGGTGIC

CIEATCCIEACATCG:G\C/TII_' CACTCAGICTCCAGCTTCTTTGCECTGI GT CTCTAGGGCAGAGGECCACCATCTCCT
GCAGAGCCAGT GAAAGT GT TGATATTTATGCCAATAGI TTTATGCACT GGT ACCAGCAGAAACCAGGACAGCC
ACCCAAACT CCTCATCTAT CGT GCATCCAACCT AGAAACT GGGAT CCCTGCCAGGT TCAGT GGCAGT GGGT CT
AGGACAGACTTCACCCTCACCATTAATCCTGTGGAGCCTGATGATGT TGCAACCTATTTCTGT CAGCAAAGTA
V.« Notl Sall » aP
AATCAGCT CCGTACACGT TCCGAGCGGEEGACCAAGCT GGAAAT CAAACGGGECGECCGCAGT CGACCGGACACC
AGAAATGCCTGT TCTGGAAAACCGEGECT GCTCAGGECGATATTACT GCACCCGECGGT GCTCGCCGT TTAACG
GGTGATCAGACTGCCGCTCTGCGT GATTCTCTTAGCGATAAACCT GCCAAAAAATATTATTTTGCTGATTGECG
AT GCCGAT GCECGACT CCGGAAAT TACT GCCGCACGT AAT TATGCCGAAGGT GCCGGCAEECTTTTTTAAAGGTAT
AGATCGCCTTACCCCT TACCGGGCAATACACT CACTAT GCGCTGAATAAAAAAACCGGECAAACCGGACTACGTC
ACCGACT CGGCTGCATCAGCAACCGCCT GGT CAACCGGT GT CAAAACCT ATAACGGECGCGCTGGGCGT CGATA
TTCACGAAAAAGAT CACCCAACGAT TCTGGAAAT GGCAAAAGCCCCAGGT CTGGCGACCGGTAACGT TTCTAC
CGCCAGAGT TGCAGGAT GCCACGCCCGCT GCCLCT GGT GGCACAT GT GACCT CGCGCAAATGCTACGGT CCGAGC
GCGACCAGT GAAAAAT GT CCGGGT AACCCT CTGGAAAAAGCCGGAAAAGGAT CGATTACCGAACAGCTGCTTA
ACCCTCGTGCCGACGT TACGCT TGGCGECGECGECAAAAACCT TTGCT GAAACGGECAACCGCT GGTGAATGGCA
GGGAAAAACGCT GCGT GAACAGGCACAGGCCCGTGGT TATCAGT TGGT GAGCGATGCTGCCTCACTGAATTCG
GTGACGGAAGCGAAT CAGCAAAAACCCCTGCTTGCECCTGI TTGCT GACGECAATATGCCAGT GCGCTGECTAG

GACCGAAAGCAACGT ACCATGGCAATAT CGATAAGCCCGCAGT CACCT GTACGCCAAAT CCGCAACGTAATGA

219



Kapitel VII Anhang

CAGT GTACCAACCCT GGCGCAGATGACCGACAAAGCCAT TGAATTGT TGAGTAAAAATGAGAAAGCCTTTTTC
CTGCAAGT TGAAGGT GCGT CAATCGATAAACAGGATCATGCTGCGAATCCTTGT GGGCAAAT TGGCGAGACGG
TCGATCT CGAT GAAGCCGT ACAACGGGECCCT GGAAT TCGCT AAAAAGGAGGGT AACACGCTGGTCAGATTGT T
GCGCCGEGATACCAAAGCT CCGEECCT CACCCAGGCGCTAAATACCAAAGAT GGCTAGCCACCGCTGATCACGC
CCACGCCAGCCAGCAGT GATGGT GATGAGT TACGGGAACT CCGAAGAGGATTCACAAGAACATACCGGECAGTC
AGTTGCGTATTGCGECGT AT GGCCCGCATGCCGCCAATGT TGT TGGACT GACCGACCAGACCGATCTCTTCTA

aP «Eco47lll Strep-Tag Stop
CACCATGAGCGCT TGGCGT CACCCGCAGT TCGGT GGT TAATAAGCTTGACCTG
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