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1 Summary 

 Antibody fragments are used for the detection of molecules, for example in 

immunochemical assays, preclinical diagnostic and therapy. The murine antibody Fab 

fragment K411B against atrazine is successfully utilised in immunochemical assays for 

environmental analysis. To enable the production of the required high protein yields the 

expression vector pASK85-K411B was adapted to high cell density fermentation in 

glucose/mineral salt medium. The introduction of the proBA locus into the vector permitted 

the use of the prolin auxotrophic E. coli strain JM83, known for his superior functional 

expression behaviour in high cell density fermentation. By optimising the feeding protocol a 

growth rate of µ = 0,19 was realized and a protein yield of 14 mg (240 µg l-1 • OD600) could 

be reached. Expression of Fab fragment was shown by western blotting. Functional expression 

of Fab fragment K411B was verified by ELISA. 

 A rabbit specific system was developed for the selection of Fab fragments and the 

production of high yields of rabbit antibodies which are required for almost all applications. 

The system contains an expression vector suitable for high cell density fermentation and a 

phagemid for selection of specific antibodies in phage display. It incorporates a rabbit specific 

cloning site with the signal peptides RBP and OmpA fused to the light and the heavy chain of 

the rabbit Fab fragment WR13. The tetp/opromoter/operator system induces protein expression 

and a His6-tag facilitates soluble Fab fragment purification. The expression vector 

pASK85Rab-pro-WR13 contains the additional proBA locus, the phagemid pASK85Rab-p3 

WR13 is equipped with the gene of the minor coat protein (g3p) of filamentous phage, p3. To 

analyse the functionality of the expression vector, murine light and heavy chain genes of Fab 

fragment K411B were subcloned from pASK85-K411B into pASK85Rab-pro-K411B and 

K411B was successfully expressed. 

 Most rabbit have an extra intrachain disulfide bridge linking the variable and constant 

domains of kappa light chains in addition to the two intrachain disulfide bridges shared with 

human and mouse kappa light chains. To avoid difficulties with the folding of the 

recombinant rabbit gene products, frequently encountered in prokaryotic protein expression, 

the four periplasmic chaperones and folding catalysts, SurA, FkpA, DsbA and DsbC, encoded 

on the helper plasmid pTUM4, were overexpressed. Expression of a rabbit Fab fragment with 

and without pTUM4 demonstrated that the main reason for low yield of functional rabbit Fab 

fragment expression seems to be inefficient folding and/or assembly of the polypeptides in the 

periplasm. This is in part due to the additional intradomain disulfide chain and was also valid 
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for the expression of a fusion protein which is composed of Fab fragment and g3p and was 

encoded on the phagemid. Optimising the feeding protocol resulted in a lower growth rate. 

Supported by the overexpression of peptidyl-prolyl cis/trans-isomerases SurA und FkpA and 

thiol-disulfide oxidoreductases DsbA and DsbC a protein yield of 50 µg l-1 • OD600 could be 

realised in high cell density fermentation. Periplasm was analysed in SDS-PAGE and on a 

Western blot where Fab fragments as well as single chains were shown. 

 The successful expression of fusion proteins assisted by pTUM4 helperproteins is a 

promising fundament for the selection of specific antibodies by phage display. It should be 

preceded by cloning of a rabbit immune repertoire which already exists in our laboratory into 

the constructed Phagemid. The improvement of protein folding might furthermore reduce the 

selective effect of phage display against insufficiently folded but possibly highly specific 

antibodies.
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2 Zusammenfassung 

 Antikörper (AK) sind wichtige Hilfsmittel für die Immunanalytik und werden zu 

Therapiezwecken eingesetzt. Das hochaffine rekombinante murine Fab-Fragment K411B 

wurde bereits erfolgreich zum Nachweis von s-Triazinen in der Umweltanalytik verwendet. 

Aufgrund seiner Stabilität und Langlebigkeit ist es prädestiniert für die Immobilisierung auf 

Immunosensoren. Um die hierzu notwendigen Mengen löslichen Fab-Fragments herstellen zu 

können, wurde der Expressionsvektor pASK85-K411B optimiert. Durch Insertion des proBA-

Genlocus in das Plasmid wurde die Expression im Prolin-auxotrophen E. coli-Stamm JM83 in 

Minimalmedium möglich. JM83 zeichnet sich durch einen positiven Einfluss auf die Faltung 

von Proteinen im Periplasma aus. Durch Optimierung des Fermentationsprotokolls konnte in 

der Hochzelldichtefermentation eine Proteinausbeute von bis zu 14 mg (240 µg l-1 • OD600) 

realisiert werde. Der Nachweis des Fab-Fragments erfolgte im Western-Blot, die Spezifität 

wurde im ELISA bestätigt. 

 Kaninchen-AK sind für ihre hohe Variabilität, Affinität und Stabilität bekannt. Aufgrund 

ihrer Kreuzreaktivität mit murinen und humanen Antigenen sind sie für die vorklinische 

Untersuchung therapeutischer AK im Maus-Modell von Bedeutung. Sie lassen sich nahezu 

ohne Verluste an Spezifität und Affinität humanisieren und dienen dem Nachweis einer 

ganzen Reihe von Epitopen. Um die Selektion hochaffiner leporider AK und die Produktion 

großer Proteinmengen zu ermöglichen, wurde ein Kaninchen-spezifisches System, bestehend 

aus Phagemid und Expressionsvektor, entwickelt. Die Vektoren enthielten neben der 

Kaninchen-spezifischen Klonierungsstelle mit den Signalsequenzen RBP und OmpA das tetp/o 

Promotor/Operator-System und ein His6-tag zur Aufreinigung der Proteine. Der 

Expressionsvektor enthielt zusätzlich den proBA-Genlocus, das Phagemid wurde mit dem 

Gen des großen Hüllproteins (g3p) filamentöser Phagen, p3, ausgestattet.  

 Die Expression des Kaninchen-Fab-Fragments, kodiert auf dem Expressionsvektor 

pASK85Rab-pro-WR13, wurde mit und ohne zusätzliche Überexpression der 

Faltungshelferproteine SurA, FkpA, DsbA und DsbC, kodiert auf pTUM4, durchgeführt. 

Dabei zeigte sich, dass das entscheidende Problem bei der Produktion von Kaninchen-AK die 

Faltung und Zusammenlagerung von LC und HC im Periplasma ist. Dieses Ergebnis galt 

gleichermaßen für die Expression von Fusionsproteinen, exprimiert mittels des Phagemids 

pASK85Rab-p3-WR13 mit und ohne Unterstützung der Faltungshelferproteine. Durch 

Reduktion der Glukosezufuhr wurde die Wachstumsrate, verglichen mit der Expression des 

murinen AK K411B, reduziert und das Fermentationsprotokoll an die Koexpression von 
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Kaninchen-AK mit Faltungshelferproteinen angepasst. Die Unterstützung der 

Disulfidbrückenbildung durch Koexpression der Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerasen SurA 

und FkpA sowie der Proteindisulfidisomerasen DsbA und DsbC ermöglichte in der 

Hochzelldichtefermentation eine Ausbeute von 3,3 mg (50 µg l-1 • OD600) leporidem Fab-

Fragment. Auch die Produktion von Fusionsproteinen, bestehend aus Fab-Fragment und g3p, 

als Voraussetzung für das Phage Display, war in der Koexpression erfolgreich, was  im 

Western-Blot nachgewiesen werden konnte.  

 Diese Resultate sprechen für gute Chancen auf eine erfolgreiche Selektion eines 

spezifischen Kaninchen-AK im Phage Display und anschließend daran eine hohe 

Proteinausbeute des selektierten Fab-Fragments. Zu diesem Zweck müsste das in unserem 

Labor bereits vorliegende leporide Immunrepertoire in das hier konstruierte Phagemid 

pASK85Rab-p3-WR13 inseriert werden. Die Eigenschaften des Phage Display haben oftmals 

eine Selektion auf hohe Expressionsraten und gute Faltungseigenschaften, aber gegen 

schlecht faltende, möglicherweise hoch affine AK zur Folge. Durch die verbesserte 

Proteinfaltung im Periplasma, bedingt durch die Koexpression, hat das Phage Display 

vermutlich eine weniger limitierende Wirkung auf das AK-Repertoire, wodurch hoch affine 

leporide AK in kürzerer Zeit gewonnen und produziert werden könnten. 
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3 Einleitung 

3.1 Antikörper, Antikörperfragmente und alternative 

Proteinstrukturen 

 Antikörper (AK) sind Plasmaproteine, die von den B-Zellen von Wirbeltieren als 

Reaktion auf den Kontakt mit Antigenen gebildet werden und als Funktionsträger der 

humoralen Immunantwort agieren. Sie binden spezifisch an immunogene Moleküle und lösen 

dadurch Effektormechanismen zur Beseitigung von Antigenen aus. Hierzu zählen 

beispielsweise die Neutralisierung oder Markierung von Pathogenen zur anschließenden 

Eliminierung durch Phagozyten sowie die Aktivierung des Komplementsystems (Janeway 

und Travers, 1997). Obwohl sich alle Immunglobuline (Ig) in ihrer Gesamtstruktur gleichen, 

besitzt jedes AK-Molekül eine einzigartige Struktur, die es ihm ermöglicht, strukturell 

unterschiedliche Antigene bzw. Epitope zu erkennen. Die funktionelle Vielfalt der Ig, die 

beim Menschen ca. 1011 beträgt (Janeway und Travers, 1997), wird bedingt durch die hohe 

strukturelle Variabilität eines sehr begrenzten Bereichs der Proteinstruktur, die die 

Antigenbindungsstelle, das Paratop, bildet.  

 Ein AK fügt sich aus vier Untereinheiten, bestehend aus jeweils zwei identischen leichten 

(light chain, LC) und zwei identischen schweren (heavy chain, HC) Ig-Ketten, zusammen 

(Abb. 1). Dabei falten sich die einzelnen Ketten repetitiv in kompakte Ig-Domänen mit 

antiparalleler β-Faltblattstruktur. Die LC besteht aus zwei solcher Domänen mit jeweils ca. 

120 Aminosäuren, der variablen (variable light, VL) und der konstanten (constant light, CL) 

Domäne. Die HC besteht aus einer variablen Domäne (variable heavy, VH) und den 

konstanten Domänen (constant heavy, CH). Je nach Ig-Klasse handelt es sich um drei oder 

vier CH-Domänen (CH1-CH3 bzw. CH1-CH4) (Janeway und Travers, 1997). Die konstanten 

Ig-Domänen bestehen aus sieben β-Faltblattsträngen, während bei den variablen Domänen 

neun β-Faltblattstränge vier konservierte Bereiche (Gerüstregionen oder Framework Regions, 

FR) bilden, die durch drei hypervariable Schleifen (Complementarity Determining Regions, 

CDRs) miteinander verbunden sind. Die Aminosäuren der insgesamt sechs hypervariablen 

Schleifen der variablen Region von HC und LC formen das Paratop. Zwischen der LC und 

der HC sorgt eine interchenare Disulfidbrücke für die Verbindung der Fab-Fragmente. 

Zwischen CH1- und CH2-Domäne befindet sich die Scharnier (Hinge)-Region, innerhalb derer 

die HC über zwei interchenare Disulfidbrücken kovalent miteinander verbunden werden 

(Abb. 1). Eine zentrale intrachenare Disulfidbrücke innerhalb einer jeden Domäne ist von  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Kaninchen-IgG.  

Das IgG besteht aus Fragment Crystallizable (Fc)-Fragment und Fragment Antigen Binding 

(Fab)-Fragment mit den FR-Regionen und den CDRs der LC (grün) und der HC (orange), verbunden 

durch interchenare Disulfidbrücken (rot). Das linke Fab-Fragment zeigt die LC des Allotyps CLκ1 b9 

und der Basilea-Mutanten (Kelus und Weiss, 1977) mit den intrachenaren Disulfidbrücken (schwarze 

Klammer) und der zusätzlichen intrachenaren Disulfidbrücke (schwarz gepunktet) (McCartney-

Francis et al., 1984; Popkov et al., 2003). Das rechte Fab-Fragment zeigt die LC des Allotyps CLκ1 b4, 

b5, b6 oder bbas mit den intrachenaren Disulfidbrücken (schwarze Klammer) und der zusätzlichen 

intrachenaren Disulfidbrücke (schwarz gestrichelt, Rejnek et al., 1969).  

 

 entscheidender Bedeutung für die Stabilität des AK (Glockshuber et al., 1992).  

Die Entwicklung der Hybridomtechnik ermöglichte erstmals die in vitro Produktion 

monoklonaler AK (mAK) beliebiger Affinität und Spezifität und ihrer Fragmente durch 

Fusion von B-Lymphozyten mit immortalen Myelomzellen (Köhler und Milstein, 1975). 

Durch proteolytische Spaltung des AK mit Papain können antigenbindende Fab-Fragmente 

und das die Effektorfunktion vermittelnde Fc-Fragment gewonnen werden; durch 
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Pepsinverdau am C-terminalen Ende der Scharnier-Region können wiederum die HC so 

gespalten werden, dass ein F(ab’)2-Fragment und ein Fc-Fragment entstehen. Gezielte 

Spaltung der Disulfidbrücken des F(ab’)2-Fragments kann schließlich aus einem 

F(ab’)2-Fragment zwei Fab-Fragmente machen.  

Kaninchen (Oryctolagus cuniculus), die zur Familie der Hasenartigen (Leporiden) und der 

Ordnung der Hasentier (Lagomorphen) gehören, werden seit Jahrzehnten für ihre 

hervorragenden Eigenschaften als Produzenten polyklonaler AK gegen eine Vielzahl von 

Antigenen und Haptenen geschätzt. Trotz der Entwicklung der Myelomtechnik wurde das 

Potential des Kaninchens aus Mangel an einem stabilen Fusionspartner für die B-Zellen lange 

Zeit nur in Form der relativ heterogenen polyklonalen AK genutzt. Nachteile waren die 

begrenzte Produktionsspanne des AK-produzierenden Tieres, schlecht zu definierende 

Spezifität und Affinität und wenig konstante AK-Qualität. Erst seit etwa 10 Jahren ist die 

Herstellung monoklonaler Kaninchen-AK möglich (Spieker-Polet et al., 1995). Der Vorteil 

dieses Verfahrens ist die theoretisch unbegrenzte Ausbeute und die definierte Spezifität und 

Affinität des produzierten AK. Schwachstellen der Technologie sind die lange 

Entwicklungszeit, die Instabilität und aufwendige Pflege der Hybridomlinien und die 

eingeschränkten Möglichkeiten zur Modifikation von Affinität und Spezifität der produzierten 

AK-Fragmente. 

 Diese Probleme konnte durch die Biosynthese funktioneller AK-Fragmente in Escherichia 

coli behoben werden (Better et al., 1988; Skerra und Plückthun, 1988). Mit Hilfe der 

gentechnisch einfach zu handhabenden Bakterienzellen werden hierbei AK-Fragmente in 

löslicher Form produziert, indem LC und ein Teil der HC (VH-CH1) mit Signalsequenzen 

versehen und getrennt voneinander in das oxidierende Milieu des Periplasmas sekretiert 

werden. Dort findet gleichzeitig die Faltung der Proteine und die Ausbildung der strukturellen 

Disulfidbrücken statt, gefolgt von der Assoziation zum funktionellen Fab-Molekül (Skerra und 

Plückthun, 1988; Plückthun und Skerra, 1989).  

 Das Antibody-Engeneering (Hayden et al., 1997; Kontermann und Dübel, 2001) erlaubt 

schließlich die Optimierung der AK-Fragmente hinsichtlich ihrer Bindungsaffinität 

und -spezifität (Jackson et al., 1992). Dabei können die vektorkodierten AK-Gene mit 

molekularbiologischen Methoden nahezu beliebig verändert werden. Neben der Produktion 

von Fab-Fragmenten, die bereits weniger effektiv mit klassischen proteinbiochemischen 

Verfahren hergestellten wurden, ist durch Protein-Engeneering basierend auf dem modularen 

Aufbau der Ig die Gewinnung einer ganzen Reihe künstlicher Fragmente möglich (Plückthun, 

1992). Zu diesen Fragmenten gehören die single-chain Fragments variable (scFv, Bird et al., 
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1988), disulfide-stabilized variable Fragments (dsFv, Brinkmann et al., 1993), bivalente und 

bispezifische AK-Fragmente (Carter et al., 1992) und die single-chain Antibodies (scAb, 

einzelsträngige AK). Ein besonders thermo- und chemostabiler einzelsträngiger AK ist das 

VHH-Fragment, die von dem HC-Homodimer der Kameliden abstammende VH-Domäne. Es 

zeichnet sich durch eine besonders lange CDR3 aus und ist, da es nicht zu spontaner 

Dimerisierung neigt, relativ homogen und eine Alternative zu den instabilen scFv-Fragmenten 

(De Genst et al., 2006). Die Homodimere der Kameliden bestehen aus zwei HC ohne CH1.  

 Durch Selektionsverfahren wie dem Phage Display, bei dem das AK-Fragment als 

Fusionsprotein meistens zusammen mit dem großen Hüllprotein (g3p) filamentöser Phagen 

exprimiert und auf der Oberfläche von Phagen präsentiert wird (Barbas et al., 1991; 

Hoogenboom et al., 1991), können spezifische AK-Fragmente mit hoher Affinität aus 

DNA-Bibliotheken isoliert werden. Ihre Affinität kann durch die Einführung von 

Zufallsmutationen oder die Neukombination der einzelnen Ketten (Shuffling) weiter 

verbessert werden (Hoogenboom et al., 1998; Winter, 1998). Zur Produktion rekombinanter 

Kaninchen-AK (rAK) wurde die Phage Display-Technik erstmals von Ridder et al. (1995) 

genutzt. Chimäre, die die hohe Spezifität der variablen Domänen des Kaninchen mit den für 

den Menschen nicht immunogenen humanen konstanten Domänen kombinieren, wurden vor 

wenigen Jahren erstmals hergestellt (Rader et al., 2000). 

 Die Eigenschaften der Phage Display-Methode führen zu einer Selektion auf hohe 

Expressionsraten und gute Faltungseigenschaften, auf Kosten von Varianten mit niedriger 

Expressionsrate oder toxischem Effekt auf den Wirtsorganismus (Holt et al., 2000). Um 

hochspezifische aber toxische oder ungefaltete AK im screening nicht zu verlieren, finden 

zellfreie Selektionssysteme wie das Ribosome Display (He und Taussig, 1997; Hanes und 

Plückthun, 1997) Anwendung. Dabei wird eine Verknüpfung von Genotyp und Phänotyp 

durch die Kopplung der Proteinvariante mit der dazugehörigen mRNA über das Ribosom 

erreicht. Gleichzeitig wird damit der für die Diversität einer Bibliothek im Allgemeinen 

limitierende Schritt der Transformation von Wirtszellen mit der gesamten AK-DNA 

umgangen.  

 Die Therapie mit AK ist aufgrund der Kosten für Herstellung, engeneering und 

Humanisierung teuer. Gill und Damle (2006) gehen von über 50 000 $ jährlich pro 

behandelter Person aus. Um diese Kosten zu umgehen, wird an Alternativen geforscht, die 

sowohl AK-Fragmente als auch andere Proteinstrukturen einbeziehen. Ein Beispiel für 

alternative AK-Fragmente sind die stabilen single-chain AK der Kameliden. Ihr Vorteil ist die 

verglichen mit einem mAK geringe Größe und die Möglichkeit, bispezifische, bifunktionelle 



   Einleitung 

 5

Dimere zu bilden. Dadurch können sie gleichzeitig unterschiedliche Epitope des Antigens 

binden (Gill und Damle, 2006). Allerdings müssen sie vor Verwendung in der Therapie 

humanisiert werden. Alternative Proteingerüst-Strukturen, die wie AK neben einer stabilen 

FR-Region eine variierbare Binderegion aufweisen, werden als „Protein-Scaffolds“ 

bezeichnet (Nygren und Skerra, 2004). Durch billige Produktionsmethoden sollen sie 

langfristig günstigere Therapien ermöglichen. Eine solche Alternative zu den AK sind 

beispielsweise die „Anticaline“ (Skerra, 2001, 2007b). Dabei handelt es sich um Proteine, die 

auf gezielter Mutation der Loop-Region der im menschlichen Körper natürlich 

vorkommenden Transportvehikel, den Lipocalinen, basieren. Sie bestehen aus nur einer 

Polypeptidkette, die einen dem AK ähnlichen Aufbau aus Rahmenregionen und 

hypervariablen Schleifen aufweist, zeichnen sich aber durch eine robustere Struktur aus und 

sind stabil und langlebig. Aufgrund ihrer geringen Größe gelangen die billig zu 

produzierenden Anticaline schnell in das Zielgewebe und binden sowohl große Moleküle als 

auch Haptene spezifisch. Sie können dem Entfernen toxischer Substanzen aus dem Körper 

sowie dem Blockieren von Rezeptoren und als Transportvehikel dienen (Schlehuber und 

Skerra, 2005a, 2005b). Neben den Lipocalinen existiert eine ganze Reihe weiterer Scaffolds 

als mögliche Alternative zu den AK, über die Gill und Damle (2006) und Skerra (2007a) eine 

Übersicht geben. Entscheidende Kriterien für die Wahl eines dieser Scaffolds für die 

Produktion eines Therapeutikums sind Stabilität, Löslichkeit, Langlebigkeit und die 

Produktionskosten. Außerdem müssen Selektivität und Affinität durch Mutation einfach 

verändert werden können. Trotz der vielen alternativen Scaffolds sind derzeit die AK noch 

immer, ungeachtet einiger Rückschläge (anti-DC28 AK TGN1412), die am schnellsten 

wachsende Gruppe der Biopharmazeutika, sowohl im Hinblick auf ihre Anzahl als auch auf 

den Marktanteil. Die Zahl der getesteten AK für therapeutische Zwecke ist inzwischen auf 20 

gestiegen. An die 400 derzeit laufende vorklinische Studien lassen darauf schließen, dass die 

Zahl weiter steigen wird (Dübel, 2007).  

3.1.1 Rekombinante Antikörper in der Umweltanalytik 

 Die Herbizidgruppe der s-Triazine spielt seit den letzten Jahrzehnten eine bedeutende 

Rolle in der Bekämpfung breitblättriger Unkräuter. Besonders beim Anbau von Mais (Zea 

mays) kommen diese selektiv systemischen Photosynthesehemmer zum Einsatz. Sie werden 

aber auch zur Unterstützung der Kultur von Sorghum (Sorghum bicolor), Zuckerrohr 

(Saccharum officinarum) und Rispenhirse (Panicum miliaceum) verwendet (Kramer, 2002; 

Rau, 2002). Der intensive Einsatz dieser Herbizide hat eine Kontamination von Grundwasser, 

Flüssen und Böden zur Folge (Guzzella et al., 2006) und birgt gesundheitliche Risiken für 
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Mensch (Meisner et al., 1993) und Tier (Simic et al., 1991). Immunchemische 

Analysemethoden ermöglichen die Überwachung der Umweltkontamination mit s-Triazinen. 

Das zeigen die von Kramer et al. (2001) entwickelten und in Langzeitstudien validierten 

enzyme linked immunosorbent assays (ELISA). Der erste Einsatz immunchemischer 

Analysemethoden in der Umweltanalytik basierte auf polyklonalen AK (Haas und Guardia, 

1968). Dunbar et al. (1990) ergänzten durch die Herstellung eines monoklonalen Kaninchen-

AK gegen Atrazin die klassischen Methoden der Pestizidanalytik (Gaschromatographie, 

Hochdruck-Flüssigkeitschromatographie) durch den schnelleren und billigeren ELISA. Die 

Hybridomtechnik ermöglichte Giersch (1993) die Herstellung einer Triazin-spezifischen 

Hybridomzelllinie zur Produktion hoch affiner mAK, während erste Klonierungsexperimente 

zur Herstellung von rAK gegen s-Triazine durchgeführt wurden (Ward et al., 1993; Kramer 

und Hock, 1996; Byrne et al., 1996). Durch die Isolierung hoch affiner scFv- und 

Fab-Fragmente gegen Herbizide aus DNA-Bibliotheken, deren Bindungseigenschaften mittels 

zufälliger Mutationen verbessert werden konnten, entstanden schließlich rekombinante 

s-Triazin-AK für die Verwendung in Kombination mit Biosensoren (Kramer und Hock, 1996; 

Hock et al., 2002). Basierend auf einer der mRNA-Isolierung vorausgehenden Selektion 

spezifischer B-Zellen konnte Kramer (2002) eine Hapten-AK-Bibliothek generieren. 

Mittlerweile existieren kommerzielle AK-Bibliotheken (z.B. HuCAL, Knappik et al., 2000), 

die für die Umweltanalytik und andere Zwecke einsetzbar sind. Neben den erfolgreich in der 

Umweltanalytik verwendeten murinen rAK wurde auch die Produktion rekombinanter AK 

aus Kaninchen erfolgreich realisiert. Mittels Phage-Display konnten Li et al. (1999; 2000) aus 

einer Kaninchen-AK-Bibliothek scFv-Fragmente gegen Atrazin isolieren. 

3.1.2 Kaninchen-Antikörper 

 Kaninchen-AK sind eine interessante Ergänzung muriner Ig. Da die Lagomorphen, die 

bereits als Modellorganismen für eine ganze Reihe von Krankheiten dienen (Mage, 1998a), 

bezüglich DNA und Proteinsequenz näher mit den Primaten verwandt sind als die Nagetiere 

(Rodentia), zu denen die Maus gehört, wirken leporide AK beim Einsatz in der 

Humantherapie weniger immunogen als beispielsweise murine AK (Graur et al., 1996; 

Novacek, 1996). Die Variabilität ihres Paratops lässt sowohl eine planare Oberfläche zur 

Erkennung nativer Proteinantigene als auch eine mulden- bzw. rinnenförmige Topographie 

zur Erkennung von Peptiden und an Trägerproteine gekoppelten Haptenen zu (Foti et al., 

1998). Dadurch tragen sie zur Erweiterung des bereits bestehenden Epitoprepertoires bei 

(Hofer et al., 2007) und können sowohl zum Nachweis von Pestiziden, Antibiotika und 

Drogen als auch in der Diagnose und zur Entwicklung humanisierter AK zum Einsatz in der 
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Therapie verwendet werden (Mage et al., 2006). Zwischen Mensch und Nagetieren 

konservierte Epitope, die von humanisierten murinen und in transgenen Mäusen hergestellten 

humanen AK nicht erkannt werden, wirken auf Kaninchen-AK immunogen und werden 

erkannt (Hofer et al., 2007). Dazu gehören beispielsweise die Phosphopeptide, die in der 

Zellkommunikation eine wichtige Rolle spielen.  

 Die Eigenschaft, mit menschlichen und murinen Antigenen kreuzzureagieren (Popkov et 

al., 2004), die humane und humanisierte AK oft verloren haben (Rader, 2001), sind für die 

vorklinische Untersuchung therapeutischer AK für humane Erkrankungen im Maus-Modell 

unverzichtbar (Popkov et al., 2004; Hofer et al., 2007). Kaninchen-AK (Abb. 1, 2) können 

außerdem mit geringem Verlust von Spezifität und Affinität humanisiert werden, was ein 

weiterer Vorteil für den Einsatz in der Therapie ist (Rader et al., 2000; Steinberger et al., 

2000).  

 
Abbildung 2: Kristallstruktur der κ-LC (Vκ-Cκ)-Domänen eines humanisiert Fab-Fragments.  

Die Cysteine des humanisierten Kaninchen-Fab-Fragments D3h44 (Cys, rot) stabilisieren die 

VLκ1-(Cys23-Cys88) und die CLκ1-Domäne (Cys134-Cys194) durch Bildung intrachenarer 

Disulfidbrücken. Eine zusätzliche intrachenare Disulfidbrücke verbindet VLκ1 mit CLκ1 (bei den 

Allotypen b4, b5 und b6: Cys80-Cys171 (blau), beim Allotyp b9: Cys108-Cys171 (violett)), (nach 

Faelber et al., 2001). 

 

Die Entwicklung des AK-Repertoires des Kaninchens unterscheidet sich von der 

B-Zell-Entwicklung von Mensch und Maus und weist eine Reihe von Besonderheiten auf. 

Diese bilden die Grundlage für die hohe Variabilität der AK und müssen bei deren Produktion 

berücksichtigt werden. Das anfänglich relativ kleine neonatale AK-Repertoire wird durch 

Genkonversion (gene conversion)-ähnliche Vorgänge und somatische Hypermutation des 
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primären und sekundären AK-Repertoires derart erweitert, dass sich Kaninchen-AK 

schließlich durch ein besonders hohe Variabilität, Spezifität und Affinität auszeichnen 

(Winstead et al., 1999). VL und CL werden beim Kaninchen jeweils durch eine intrachenare 

Disulfidbrücke stabilisiert, die die Cysteine an Position 23 und 88 bzw. an Position 134 und 

194 verbindet. Eine Besonderheit des häufig auftretenden κ1-Allotyps der LC ist eine 

zusätzliche, bei Mensch und Maus bisher nicht beobachtete intrachenare Disulfidbrücke 

(Rejnek et al., 1969), die VLκ1 (Cystein 80, FR3) mit CLκ1 (Cystein 171) verbindet 

(McCartney-Francis et al., 1984). Beim Allotyp b9 und beim Basielea-Stamm befindet sich 

das Cystein der zusätzlichen intrachenaren Disulfidbrücke nicht an Position 80 sondern an 

Position 108 (FR4) (McCartney-Francis et al., 1984; Popkov et al., 2003). Die zusätzliche 

intrachenare Disulfidbrücke der κ-LC hat eine hohe Stabilität und lange Halbwertszeit des 

AK zur Folge (Mage et al., 2006). 

3.1.3 Aufbau der Kaninchen-Immunglobuline 

3.1.3.1 Die schwere Immunglobulinkette 

 Beim Kaninchen kodieren verschiedene Gene, deren Loci sich dicht hintereinander auf 

der DNA befinden, für die CH, die den Isotyp des AK bestimmt (Abb 3). Das einzige IgG-Gen 

des Kaninchens (Mensch und Maus haben jeweils 4 IgG-Gene) kann in drei allelen Formen 

auftreten, wohingegen für IgM und IgE jeweils nur eine Form existiert. Für IgA stehen 13 

nicht-allelische Keimbahngene (Cα1-5, Cα7-14) einem einzigen Gen bei Mensch und Maus 

gegenüber (Knight et al., 1985; Mage et al., 2006). IgD konnte beim Kaninchen bisher nicht 

nachgewiesen werden (Lanning et al., 2003).  

 Die VH setzt sich wie bei Mensch und Maus aus jeweils einem der mehrfach vorhandenen 

Gensegmente für VH, D und JH zusammen. Die zahlreichen Kombinationsmöglichkeiten, beim 

Menschen basierend auf 50 VH-, 23 DH- und 6 JH-Gensegmenten, sind bei den meisten 

Spezies Ursache für die Variabilität des AK-Repertoires (Lai et al., 1989). Trotz der großen 

Vielfalt der VH-Gensegmente gilt dies für das Kaninchen nur in eingeschränkter Form. Die 

variable Region (VH) kann theoretisch aus einem der 100-200 VH-Gensegmente generiert 

werden, von denen nur etwa die Hälfte funktionell ist. Sie stimmen in ihrer 

Aminosäuresequenzen zu 80 % überein und gehören zu einer großen Genfamilie (Knight und 

Becker, 1990). Bei Mensch und Maus sind die VH-Gensegmente dagegen in 10 bzw. 6 

Genfamilien unterteilt. Die VH-Gensegmente des Kaninchens können basierend auf ihren 

allotypischen Motiven in 4 VH-Hauptgruppen (a, x, y und z ) unterteilt werden, zu denen die 

meisten der VH-Gensegmente gehören (Kim und Dray, 1972, 1973; Mage et al., 1974; Kelus 
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und Weiss, 1986; Tunyaplin und Knight, 1995). Die Gensegmente der „a“-Gruppe treten in 

Form von 3 Allelen auf (a1, a2, a3) und werden als „a-positiv“ bezeichnet (Oudin, 1956; 

Mage et al., 1984). Im Gegensatz dazu werden die VHn-Gensegmente VHx, VHy und VHz, die 

50 kb upstream der VHa-Gensegmente liegen, als „a-negativ“ bezeichnet (Dray et al., 1963; 

Stemke und Fischer, 1965; Kelus und Weiss, 1986).  

 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der Gensegmente der HC des Kaninchens.   

Die variable Domäne der schweren Kette des Kaninchen-AK setzt sich aus den Gensegmenten 

VH (orange), D (schwarz) und JH (grau) zusammen. Einige der JH-Gensegmente sind nicht funktionell 

(schraffiert). Trotz der über 100 funktionellen a-positiven (a) und a-negativen (n) VH-Gensegmente 

wird zu 90 % das VH1-Gensegment in die variable Domäne eingebaut (rot). Die konstante Region 

besteht je nach Isotyp aus einem der C-Gensegmente (weiß) (nach Mage et al., 2006). 

 

 Trotz der Vielzahl der VH-Gensegmente ist die Variabilität der HC stark eingeschränkt, da 

bei der Entstehung des neonatalen AK-Repertoires zu 80-90 % das zu den a-positiven 

Gensegmenten gehörende VH1-Gensegment in Form einer seiner drei Allotypen a1, a2 oder 

a3 in die variable Region eingebaut wird (Becker und Knight, 1990; Allegrucci et al., 1991; 

Knight, 1992). Die a-negativen Allotypen spielen neben den VH1a-Gensegmenten und 

wenigen anderen Gensegmenten eine Rolle von nur 10-30 %. Sie werden insbesondere dann 

exprimiert, wenn die a-positiven Gensegmente mutiert oder unterdrückt sind (DiPietro et al., 

1990; Short et al., 1991; Friedman et al., 1994) und dienen hauptsächlich als Donor für die 

Genkonversion (Weinstein et al., 1994). Die molekularen Grundlagen für den überwiegenden 

Einbau von VH1a sind nicht bekannt. Eine verstärkte Transkriptionsaktivität des 

VH1-Promotors als Ursache wurde von Tunyaplin und Knight (1995) ausgeschlossen. 

Allerdings vermuten Mage et al. (2006) eine leichtere Zugänglichkeit des Chromatins an 

dieser Stelle. Die Variabilität der variablen Region der HC wird zusätzlich durch die 

vergleichsweise geringe Zahl an D- und JH-Gensegmenten, von denen nur einige wenige 

Verwendung finden, beschränkt. So findet sich in 80 % der HC das Gensegment JH4 und in 

20 % das Gensegment JH2. Von den 12 D-Gensegmenten werden vorwiegend D2a, D2b, D3 

oder D5 verwendet (Mage et al., 2006). Für die D- und JH-Gensegmente, die die CDR3 

Region bilden, sind keine Genkonversions-Donoren bekannt. Sie erhöhen ihre limitierte 
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Variabilität stattdessen durch N-Nukleotid-Einbau mittels der Terminalen-

Desoxynukleotidyltransferase (Benedict et al., 2000) an den Schnittstellen zwischen den 

Gensegmenten sowie durch somatische Hypermutation (Sehgal et al., 1999; Sehgal et al., 

2002). Dadurch entsteht letztlich ein größeres neonatales AK-Repertoire, als aufgrund der 

vielen Einschränkungen zu erwarten wäre (Tunyaplin und Knight, 1995; Sehgal et al., 2002). 

Diese Erweiterungstaktik des Repertoires wurde beim Menschen ebenfalls nachgewiesen 

(Pascual et al., 1993), jedoch nicht bei der Maus (Feeney, 1990).  

3.1.3.2 Die leichte Immunglobulinkette 

 Bei der Rekombination der LC können wahlweise die Gensegmente CLλ und CLκ in das 

Strukturgen der LC eingebaut werden. Dabei ist eine Besonderheit des Kaninchens die 

Verdopplung des CLκ-Locus (Benammar und Cazenave, 1982; Akimenko et al., 1984; Hole 

et al., 1991b) (Abb. 4). Die zwei Isotypen CLκ1 und CLκ2 finden sich im Abstand von ca. 1 

Mb auf der DNA, aufgrund seines stärkeren Enhancers kommt jedoch bei bis zu 90 % der Ig 

CLκ1 zum Einsatz. CLκ1 kann in Form verschiedener Allotypen auftreten (b4, b5, b6, b9 und 

bbas), die als κ1-Isotypen bezeichnet werden, und sich in bis zu 35 % der Aminosäuresequenz 

voneinander unterscheiden (Heidmann et al., 1981). Bei heterozygoten Kaninchen dominieren 

die Allotypen b4 und b5 (Dubiski und Muller, 1967; Heidmann und Rougeon, 1983). Nur 10 

% der Ig weisen in der konstanten Region das Gensegment CLλ oder eines der beiden 

allotypischen Gensegmente von CLκ2, bas1 und bas2, auf (Mage, 1998b). Meistens kommen 

diese Gensegmente zum Einsatz, wenn CLκ1 nicht funktionsfähig ist. Beim Mutanten-Stamm 

Basilea (Kelus und Weiss, 1977) beispielsweise liegt eine Mutation in CLκ1 vor, wodurch 

CLκ2 oder CLλ exprimiert werden (Mage et al., 1984).  

 Die Diversität der VL mit ihren über 30 VLκ- und bis zu fünf JLκ-Gensegmenten 

entspricht mit Einschränkungen der des Menschen (über 30 VLκ) und kompensiert teilweise 

die reduzierte Variablilität der HC (Sehgal et al., 1999; Sehgal et al., 2000). Die Häufigkeit 

der verschiedenen VL-Gensegmente wurde bisher nicht untersucht (Mage et al., 2006). Die 

Funktionalität der einem jeden CLκ-Isotyp zugeordneten JLκ-Gensegmente ist eingeschränkt 

(Hole et al., 1991a) (Abb. 4). Für das am häufigsten vorkommende CLκ-Allel b4 ist nur eines 

der 5 JLκ-Gene funktionell (Emorine et al., 1983), das seltenere Allel b9 verwendet immerhin 

2 von 5 Gensegmenten der JLκ -Region (Akimenko et al., 1986). Kaninchen vergrößern ihre 

hierdurch reduzierte Variabilität der LC über Deletionen und Insertionen der so genannten 

„P-Nukleoide“, kurzer „inverted repeats“, die an den Verbindungsstellen zwischen VL und JL 

auftreten (Sehgal et al., 1999). Die auf der DNA ebenfalls vorhandenen VLλ und JLλ 
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Gensegmente machen wie bei der konstanten Region nur 10 % der rekombinierten Gene aus. 

 

 
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Gensegmente der LC des Kaninchens.        

Die variable Domäne der beiden Allotypen der leichten Kette, Vκ und Vλ. Der Vκ-Allotyp ist beim 

Kaninchen verdoppelt (κ1- bzw. κ2-Isotyp). Die variable Domäne des κ1-Isotyps setzt sich aus einer 

unbekannten Zahl an VL- (orange) und 1-2 funktionellen (grau) JL-Gensegmenten zusammen. Einige 

JL-Gensegmente sind nicht (hellgrau schraffiert) bzw. nur beim Allotyp b9 funktionell 

(grau schraffiert). Für CLκ1 existiert ein CL-Gen. Die variable Region des κ2-Isotyps setzt sich aus 

einer unbekannten Zahl VL- (orange), 3 funktionellen JL- (grau) und dem CLκ2- Gensegment (weiß) 

zusammen. Der λ-Isotyp und setzt sich aus einer unbekannten Zahl VLλ- (orange) sowie jeweils zwei 

JL (grau) und zwei CLλ-Gensegmenten (weiß) zusammen (nach Mage et al., 2006). 

3.1.4 Die B-Zell-Reifung  

 Kaninchen unterscheiden sich, ähnlich wie Rind (Zhao et al., 2006), Schaf (Craig et al., 

2006) und Huhn (Ratcliffe, 2006), in der Entstehung und Entwicklung ihres AK-Repertoires 

deutlich von Mensch und Maus. Ihr relativ kleines neonatales Repertoire entsteht bereits in 

der fetalen Leber und im Knochenmark durch Rekombination der Gensegmente von HC und 

LC und durch Einbau und Austausch von N-Nukleotiden (Tunyaplin und Knight, 1995). 

Zwischen der 4. und 8. Lebenswoche entwickelt sich das primäre AK-Repertoire als nicht 

spezifische Immunantwort auf die unspezifische Stimulierung durch intestinale Antigene. Neu 

entstandene B-Zellen wandern aus Knochenmark und fetaler Leber in die primären 

Lymphorgane ein, wo als Reaktion auf Mikroorganismen eine B-Zell-Expansion stattfindet. 

Die wichtigsten Orte der Diversifizierung des primären AK-Repertoires sind die primären 

Lymphorgane Appendix (Wurmfortsatz des Blinddarms, Appendix vermiformis), Sacculus 

rotundus ilei (ampulla ilei) und Peyer’sche Plaques (Peyer-Drüsen, Folliculi lymphatici 

aggregati), die zusammenfassend als GALT (Gut-associated-lymphoid tissue) bezeichnet 
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werden (Knight und Crane, 1994; Schiaffella et al., 1999; Sehgal et al., 2002). 

 Cooper et al. (1968) und Perey et al. (1968) postulierten erstmals die Relevanz der 

intestinalen Mikroflora für die Entwicklung des GALT, die durch Stepankova et al. (1980) 

anhand von keimfrei gehaltenen Kaninchen bestätigt wurde. Ohne Mikroflora entwickelt sich 

der GALT unzureichend und es kommt zu B-Zell-Mangel und Reduktion der AK-

Repertoireerweiterung (Vajdy et al., 1998; Lanning et al., 2000a; 2000b). Ziel der gleichzeitig 

ablaufenden somatischen Hypermutation und Genkonversion (Becker und Knight, 1990) ist 

die Ausbildung eines breiten B-Zell-Repertoires (Weinstein et al., 1994; Schiaffella et al., 

1999; Mage et al., 1999). Der Vorgang der Genkonversion, der nicht reziproke Austausch von 

DNA-Sequenzen, wurde zuerst beim Huhn beschrieben (Smithies, 1967). Dabei werden in der 

Bursa (bursa of Fabricius) in 5’-Richtung (upstream) von VH liegende homologe Donor-

Gensegmente gegen bereits rekombinierte VH-Gensegmente ausgetauscht. Der Donor bleibt 

unverändert und es kann keinerlei äußerer Einfluss nachgewiesen werden (Weill und 

Reynaud, 1987; Carlson et al., 1990). Anders als beim Huhn findet die Genkonversion beim 

Kaninchen erst während der ersten Lebenswochen statt und wird daher auch als 

Genkonversion-ähnlicher Vorgang bezeichnet. Dabei wird die zu 90 % in der HC vorhandene 

VH1a Region durch Teile eines der 100-200 bis dahin ungenutzten VH-Gensegmente ersetzt. 

Durch Umgestaltungen der CDR1- und CDR2-Regionen entstehen unter Beibehaltung der 

Rahmenregionen (Foti et al., 1998) AK mit neuer Spezifität (Becker und Knight, 1990). Als 

somatische Hypermutation, deren Ursache beim Kaninchen nicht bekannt ist, wird die 

gezielte Akkumulierung von Punktmutationen bezeichnet (Short et al., 1991; Lanning und 

Knight, 1997), die besonders in den CDRs der VH auftritt (Crane et al., 1996). Nach 3-4 

Monaten befinden sich in den B-Zellen aus Knochen, Blut und Appendix keine unreifen B-

Zellen mit nicht rekombinierten Gensegmenten mehr (McElroy et al., 1981; Jasper et al., 

2003). Das spricht dafür, dass wenige Monate nach der Geburt die B-Zell-Reifung zu 99 % 

abgeschlossen ist (Crane et al., 1996). Bestätigt wird dies durch die Tatsache, dass beim 

Kaninchen im Gegensatz zur Maus bereits im Alter von 5 Monaten keine so genannten 

„Signal Joints“ (Abb. 5), ringförmige DNA, die bei der Rekombination entsteht, mehr 

vorhanden sind (Crane et al., 1996). 

 Diese Ergebnisse bestätigen die Annahme, dass nach Abschluss der Entwicklung des 

peripheren B-Zell-Pools so gut wie keine de-novo-Reifung von B-Zellen mehr stattfindet 

(Crane et al., 1996). Kaninchen B-Zellen müssen daher langlebig und selbst erneuernd sein, 

wofür laut Lanning et al. (2000b) das Vorhandensein des Oberflächen-Glykoproteins CD5 auf 

Kaninchen-B-Zellen spricht. Bei Mäusen und Menschen wird CD5 auf fetalen B-Zellen 



   Einleitung 

 13

exprimiert, ist in adulten Tieren aber nur auf wenigen B-Zellen nachweisbar und wird durch 

Selbsterneuerung lebenslang erhalten (Raman und Knight, 1992). Lediglich in den 

Keimzentren (germinal centers) der Milz wurden einige wenige unveränderte VHDJH- und 

VLJL-Keimbahngene nachgewiesen, die auf gelegentliche B-Zell-Reifung auch in adulten 

Kaninchen hinweisen (Sehgal et al., 1998).  

 
Abbildung 5: Schematische Darstellung der Signal Joints. 

Bei Rekombination der Gensegmente entstehen ringförmige VD (orange/grau) und DJ (grau/weiß)- 

DNA-Strukturen (nach Crane et al., 1996). 

 

 Eine Möglichkeit des Kaninchens, nachträglich sein AK-Repertoire durch 

Sequenzänderung zu erweitern, ist das receptor editing. B-Zellen mit geringer 

Antigenaffinität werden entweder durch Apoptose zerstört oder lösen durch eine 

Reexpression der die Rekombination aktivierenden Proteine RAG1 und RAG2 das receptor 

editing aus (Schatz et al., 1992; Fuschiotti et al., 1997). Sie entkommen dadurch der 

Apoptose und erhalten quasi eine zweite Chance (Gay et al., 1993; Hertz und Nemazee, 

1998). Die Zellen kehren in die dunkle Zone der Milz zurück und durchlaufen eine weitere 

Rekombination (Schiaffella et al., 1999). Die Hochregulierung der rag-Gene wurde ebenfalls 

bei der Maus in den Keimzentren der Milz beobachtet, wo receptor editing mit dem Ziel einer 

erneuten Rekombination der Gene bereits reifer B-Zellen stattfindet (Hikida et al., 1996; 

Papavasiliou et al., 1997). 

 Durch somatische Hypermutation und somatische Genkonversion der VHDJH- und 

VLJL-Gensegmente entsteht schließlich während der spezifischen Immunreaktion in der Milz 

und teilweise auch in den peripheren Lymphknoten das sekundäre AK-Repertoire (Winstead 

et al., 1999; Schiaffella et al., 1999; Sehgal et al., 2000). Dabei steht die Affinitätsreifung 

durch somatische Hypermutation im Vordergrund. Die meisten Mutationen sind 

Nukleotid-Substitutionen der Purine an den so genannten Hotspots der DNA. Dabei handelt es 

sich um Bereiche, deren Mutation zur Affinitätsreifung beiträgt, also im Wesentlichen um die 

CDRs (Sehgal et al., 2002). Die Genkonversion kann zu diesem Zeitpunkt ganze 
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Aminosäure-Bereiche verändern und statt zu höherer Affinität zu einer Veränderung der 

Spezifität des B-Zell-Rezeptors führen. Obwohl die B-Zell-Reifung bereits abgeschlossen ist, 

kann dies ähnlich dem receptor editing eine Erweiterung des Repertoires bedingen (Lanning 

et al., 2000b). 

3.2 Die Proteinsekretion in das Periplasma 

 Die Herstellung löslicher AK kann nicht nur im Tier selbst oder in Hybridomzellen 

erfolgen, sondern auch in E. coli. Zum Zweck der bakteriellen Produktion werden die 

Polypeptide vom Cytoplasma, dem Ort der Translation, in das Periplasma sekretiert. Die 

Sekretion in das Periplasma von E. coli oder direkt in das Medium kann über unterschiedliche 

Sekretionswege erfolgen. Sie hat gegenüber der Produktion im Cytoplasma den Vorteil, dass 

die Proteine in relativ reiner Form vorliegen, biologisch aktiv, stabil und N-terminal 

unverändert sind (Makrides, 1996). Dies gilt besonders für Proteine, die direkt in das Medium 

gelangen und dadurch weniger der Kontamination mit zelleigenen Proteinen und dem Angriff 

durch Proteasen ausgesetzt sind (Shokri et al., 2003). Besonders toxische oder pathogene 

Proteine werden gezielt in das Medium transportiert, allerdings kann es aufgrund undichter 

Periplasmamembranen auch zur Sekretion periplasmatischer Proteine in das Medium 

kommen (Mergulhao et al., 2005). 

 Von den in der Literatur beschriebenen Sekretionswegen Gram-negativer Bakterien ist 

Typ II der von E. coli K-12 häufigst genutzte (Choi und Lee, 2004). Die Proteine werden 

dazu an eine Signalsequenz fusioniert exprimiert und, wie im folgenden Kapitel genauer 

beschrieben, über die SecYEG-Translokationspore in das Periplasma sekretiert (Valent et al., 

1998). Eine weitere Strategie zur Sekretion heterologer Proteine in das Periplasma ist der Sec-

unabhängige twin-arginine translocation (TAT)-Translokationsweg (Santini et al., 1998; 

Sargent et al., 1998). Der zweite Schritt, die Sekretion vom Periplasma in das Medium über 

die äußere Bakterienmembran, kann passiv durch Permeabilisierung der äußeren 

Zellmembran erfolgen oder aktiv über spezifische Sekretionsmechanismen. Die aktive 

Sekretion ist allerdings in E. coli K-12 nicht möglich, da die notwendigen 

Sekretionsmechanismen fehlen (Shokri et al., 2003). Obwohl rekombinante Proteine 

erfolgreich über die Sekretionsmechanismen in das Periplasma gelangen, konnte bislang nicht 

mit Sicherheit festgestellt werden, über welchen Sekretionsweg sie sekretiert wurden. Es 

wurde zudem nachgewiesen, dass Proteine gleichzeitig über zwei verschiedene Wege 

sekretiert werden können. Es kann somit zur Überlappung zwischen diesen kommen 

(Froderberg et al., 2003). Beispielsweise können Bedingungen, die die Sekretion über den 
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Sec-Weg stören, zur Sekretion des Polypeptids über den TAT-Weg führen (Pradel et al., 

2003). Das spricht dafür, dass im Falle einer Überschreitung der maximalen Kapazität des 

Sekretionswegs die Proteinsekretion auf alternative Wege ausweichen kann (Mergulhao et al., 

2004).  

3.2.1 Der Sec-Translokationsweg 

 Der Transport der meisten neusynthetisierten ungefalteten Polypeptidketten (90 %) durch 

die Cytoplasmamembran in das Periplasma von E. coli wird durch das Sec-System vermittelt. 

Dabei handelt es sich um eine integrale Membranproteinkomponente bestehend aus SecY, 

SecE, SecG, YajC, den peripher assoziierten Proteinen SecD und SecF sowie einem 

SecA-Homodimer mit ATPase-Aktivität. Die Translokation findet entweder posttanslational 

statt, wobei der Transport zur Translokationspore SecB-abhängig oder unabhängig erfolgt 

(Driessen et al., 1998). Der Transport zur Sec-Translokationspore und die Translokation 

selbst können aber auch kotranslational mit Hilfe von signal recognition particle (SRP) 

stattfinden (Valent et al., 1998; Collinson, 2005). Für die Translokation ist eine Signalsequenz 

mit dem 5’- 3’ Aufbau aus positiv geladener n-Region, hydrophober h-(core) Region und 

polarer c-Region notwendig (Choi und Lee, 2004). Die N-terminale n-Region und die 

hydrophobe h-Region sind an der Bindung des Präproteins an das Chaperon SecB und dem 

Transport zur Transloktionspore sowie an der Translokation selbst beteiligt. Dabei sind die 

hydrophoben Aminosäuren wichtig für die Translokation (Pugsley, 1993). Die C-terminale c-

Region kodiert für die Schnittstelle der Signalpeptidase I, die im Periplasma die 

Signalsequenz vom Polypeptid abspaltet (Tuteja, 2005). Ihre Sekundärstruktur hat Einfluss 

auf die richtige Spaltung und die Prozessierung des Proteins (Pratap und Dikshit, 1998). 

Sobald das Polypeptid versehen mit der SRP-Signalsequenz das Ribosom verlässt, bindet die 

Signalsequenz an SRP und wird von diesen, abgesehen von Ausnahmen (Cristobal et al., 

1999a), zur SecYEG-Pore transportiert. Die Energie für die Translokation kommt aus der 

GTP-Hydrolyse (Georgiou und Segatori, 2005). Meistens handelt es sich bei den 

Polypeptiden, die mittels SRP zur Membran gelangen, um integrale Membranproteine, die 

aufgrund ihrer stark hydrophoben Signalsequenzen erkannt werden (Valent et al., 1998). Bei 

der SecB-abhängigen Sekretion bindet das Chaperon SecB das Präprotein und verhindert 

dessen vorzeitige Faltung. Es transportiert das Präprotein zu SecA, das an den 

Membranproteinkomplex SecYEG gebunden vorliegt und übergibt es quasi an dieses 

(Georgiou und Segatori, 2005). Die Translokationsrate kann durch zunehmende positive 

Ladung der n-Region und durch Länge und Hydrophobizität der h-Region gesteigert werden 

(Wang et al., 2000). Der Komplex aus Präproteinen und SecB bindet an SecA, das das Protein 
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schließlich mit der Energie aus wiederholter ATP-Hydrolyse durch den Translokations-Kanal 

der Membran, den Proteinkomplex SecYEG, schiebt (Pugsley, 1993). Die proton motive force 

(PMF) kann bei der Translokation unterstützend wirken, wobei der genaue Mechanismus 

ungeklärt ist (Mergulhao et al., 2005). Obwohl für die Sekretion rekombinanter Proteine 

hauptsächlich der Sec-Sekretionsweg verwendet wird, hat er den Nachteil, dass gefaltetes 

Protein nicht sekretiert werden kann und auf anderem Wege ins Periplasma gelangen muss.  

 Von Heijne (1986) verglich 36 prokaryontische Signalsequenzen, die von der 

Signalpeptidase I gespalten werden und berechnete anhand einer aus seinen Untersuchungen 

entwickelten Matrix die Häufigkeit der an den verschiedenen Positionen auftretenden 

Aminosäuren. Anhand der Ergebnisse konnte die -1, -3-Regel aufgestellt werden, nach der 

sich an Position -1 vom Protein aus betrachtet eine kleine ungeladene Aminosäure befinden 

muss. Die Aminosäure an Position -3 darf weder aromatisch, geladen, polar noch groß und 

kein Prolin sein. In Bakterien handelt es sich dabei meist um Alanin, Glycin oder Serin (Von 

Heijne, 1984; Pugsley, 1993). An Position -2 ist eine große Aminosäure-Variabilität möglich 

(Pratap und Dikshit, 1998).  

3.2.2 Der TAT-Translokationsweg 

 Über den Sec-unabhängigen TAT-Sekretionsweg werden Fusionsproteine bestehend aus 

Präprotein und Signalsequenz, die bereits im Cytoplasma gefaltet werden, mittels der PMF 

aber ohne ATP in das Periplasma transportiert (Santini et al., 1998). Der weniger effiziente 

und langsamere TAT-Weg wurde bereits für den Transport rekombinanter Proteine 

einschließlich AK-Fragmente verwendet (DeLisa et al., 2003). Häufig handelt es sich um 

Proteine, deren Signalsequenz zwei aufeinander folgende Arginine (twin-Arginin) enthält. 

Aber auch die Hydrophobizität der Signalsequenz kann über Sec-Translokation oder TAT-

Translokation entscheiden (Cristobal et al., 1999b). Das cytoplasmatische Chaperon Dnak 

stabilisiert das bereits gefalteten Proteine und fördert die Sekretion, wenn die TAT-

Translokase aufgrund von hoher Expressionsrate an ihre Grenzen stößt. Dnak ermöglicht 

außerdem die Translokation von Proteinen über den TAT-Sekretionsweg, deren 

Signalsequenz kein doppeltes Arginin enthält (Perez-Rodriguez et al., 2007). Damit werden 

Ergebnisse von Stanley et al. (2000) bestätigt, die postulierten, dass das Vorhandensein der 

Arginine zwar von Vorteil, aber nicht unbedingt notwendig ist. Der TAT-Sekretionsweg ist 

besonders für Proteine, die gefaltet wurden, bevor sie von einem SecB-Chaperon erreicht 

wurden, und Proteine mit komplexen Disulfidbrücken von Vorteil (Choi und Lee, 2004). 
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3.3 Die Faltung der Immunglobulinketten 

3.3.1 Die Bildung von Disulfidbrücken und Einschlusskörpern 

 Probleme bei der Disulfidbrückenbildung oder der Zusammenlagerung der rekombinanten 

Polypeptidketten durch fehlende Untereinheiten führen zu einer hohen Konzentration 

ungefalteter Proteine im Periplasma (Baneyx und Mujacic, 2004). Grund hierfür können 

Spontanmutationen, Stress - beispielsweise durch erhöhte Temperatur oder Hyperosmolarität 

- und Überexpression vektorkodierter Proteine in E. coli sein (Knappik und Plückthun, 1995). 

Außerdem spielen spezifische Eigenschaften der Proteine, wie beispielsweise die Anzahl der 

auszubildenden Disulfidbrücken und die Zahl ungepaarter Cysteine, eine Rolle (Humphreys 

et al., 1997). Entgehen falsch gefaltete Polypeptide der Proteinqualitätskontrolle, lagern sie 

sich in Form von Einschlusskörpern, den so genannten Inclusion bodies, erstmals beschrieben 

von Williams et al. (1982), zusammen (Wickner et al., 1999; Miot und Betton, 2004). Dabei 

werden die polymeren Komplexe aus falsch oder nicht gefalteten Proteinen durch hydrophobe 

Wechselwirkungen zwischen den Faltungsintermediaten unspezifisch zusammengehalten 

(Dill, 1990; Fink, 1998). Durch ihre exponierten hydrophoben Peptidsequenzen üben die 

Aggregate eine permeabilisierende Wirkung auf die äußere Zellmembran aus (Skerra, 1989). 

Dadurch kann es zu einer erhöhten Durchlässigkeit der Zellmembran und damit verbunden zu 

Proteinverlust, aber auch zur kompletten Zelllyse kommen, wie der anscheinend besonders 

toxische Effekt aggregierter AK-Fragmente auf die Zellen zeigte (Plückthun und Skerra, 

1989).  

 Die Aggregatbildung ist wahrscheinlich kein passiver und irreversibler Prozess zur 

Lagerung falsch gefalteter Proteine, wie lange vermutet wurde, sondern ein reversibler 

Übergangszustand. Die missgefalteten Proteine werden quasi zwischengelagert und später 

entweder neu gefaltet oder abgebaut (Villaverde und Carrio, 2003). Ventura und Villaverde 

(2006) gehen davon aus, dass die Aggregatbildung auf einem spezifischeren molekularen 

Mechanismus beruht als bisher angenommen. Experimentelle Ansätze zur Gewinnung von 

korrekt gefalteten, funktionellen Ig-Fragmenten direkt aus dem Cytoplasma waren in 

Einzelfällen zwar erfolgreich (Martineau et al., 1998), die Aggregate aus denaturierten 

Polypeptidketten lassen sich jedoch nur unter großem Aufwand wieder renaturieren (Skerra, 

1989; Baneyx und Mujacic, 2004). Da sie aber große Mengen relativ reinen Proteins 

enthalten, werden cytoplasmatische Einschlusskörper für die Produktion toxischer, instabiler 

oder leicht zu renaturierender Proteine genutzt (Baneyx und Mujacic, 2004). Einschlusskörper 

können sowohl im Cytoplasma als auch im Periplasma entstehen (Georgiou et al., 1986), 
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wobei die Tendenz zur Aggregatbildung und die genauen Gründe hierfür vom einzelnen 

Protein abhängig sind. Bei Überexpression vektorkodierter Fremdproteine kann es bedingt 

durch die metabolische Bürde zu einer stark erhöhten Permeabilität der Membran kommen. 

Das führt zum Verlust periplasmatischer Fremdproteine in das Medium. Das Phänomen wird 

als „induzierbare Exkretion“ bezeichnet und kann der Produktion großer Mengen sekretierten 

Proteins dienen (Georgiou et al., 1988; Skare et al., 1989; Glick, 1995). 

3.3.2 Die Faltungshelferproteine 

 Die Disulfidbrückenbildung in E. coli findet unter normalen Umständen im oxidierenden 

Milieu des Periplasmas, nicht jedoch im reduzierenden Milieu des Cytoplasmas statt (Rietsch 

und Beckwith, 1998). Dabei spielt das Vorhandensein der entsprechenden 

Faltungshelferproteine, ohne die die Disulfidbrückenbildung auch im Periplasma nur sehr 

langsam vonstatten geht, eine entscheidende Rolle (Bardwell et al., 1991; Wulfing und 

Plückthun, 1994a; Bader und Bardwell, 2001; Duguay und Silhavy, 2004). Im Cytoplasma 

wurde eine Reihe von Proteinen nachgewiesen, die durch Bindung hervorstehender 

hydrophober Ketten die Aggregierung von Polypeptidketten verhindern (Baneyx und 

Mujacic, 2004). Diese Proteine werden als Chaperone bezeichnet. Hierzu gehört 

beispielsweise SecB, das die vorzeitige Faltung von mit bestimmten Signalsequenzen 

versehenen Proteinen im Cytoplasma verhindert. GroEL und Dank stabilisieren Proteine und 

geben sie teils in gefalteter Form, teils als Intermediate in das Periplasma ab. Dass im 

Periplasma bisher nur wenige solcher Chaperone zum Schutz der Proteine vor 

Aggregatbildung nachgewiesen werden konnten, erklärt der Mangel an ATP im Periplasma 

(Wulfing und Plückthun, 1994a), das zumindest für die cytoplasmatischen Chaperonen 

unverzichtbar ist (Missiakas und Raina, 1997). Ein Beispiel für ein periplasmatisches ATP-

unabhängiges Chaperon ist Skp (Walton und Sousa, 2004; Korndörfer et al., 2004). Es wird 

angenommen, dass die im Periplasma vorhandenen Faltungshelferproteine zusätzlich die 

Funktion von Chaperonen übernehmen und so die Proteine vor Aggregierung schützen (Abb. 

6). Zwei im Periplasma vorhandene Faltungshelfer-Klassen sind die Disulfidisomerasen (Dsb 

Proteine, Hiniker und Bardwell, 2003), welche die Disulfidbrückenbildung katalysieren 

(Bardwell, 1994; Collet und Bardwell, 2002; Kadokura et al., 2003) und die Peptidylprolyl-

cis/trans-Isomerasen (PPIasen), die die cis/trans-Isomerisierung der Peptidbindungen 

unterstützen (Fanghanel und Fischer, 2004). Vier solche in E. coli vorkommende PPIasen 

sind FkpA, PpiA, PpiD und SurA (Justice et al., 2005). 
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Abbildung 6: Funktion der periplasmatischen Faltungshelferproteine.  
Die im Periplasma vorhandenen PPIasen (SurA, FkpA), das Dsb-Protein DsbG sowie DegP 

übernehmen zusätzlich zu ihrer eigentlichen Funktion die Funktion von Chaperonen (orange). 

Einziges bekanntes Chaperon im Periplasma ist Skp. Die Disulfidisomerasen DsbC und DsbA 

katalysieren die Bildung von Disulfidbrücken (nach Duguay und Silhavy, 2004). 

 

 Die Proteindisulfidisomerasen DsbA und DsbB sind Thiol-Oxidanzien, die die Oxidation 

der Cysteine von zu faltenden Proteinen katalysieren. Die instabile Oxidoreduktase DsbA ist 

ein stark oxidierendes Protein, das in oxidierter Form im Periplasma vorliegt. Wird ein 

ungefaltetes Protein dorthin sekretiert, reagiert DsbA, indem es zwischen sich und dem 

Protein eine Disulfidbrücke bildet und diese dann auf das Protein transferiert. Dadurch wird 

DsbA reduziert, fällt vom Protein ab und muss vom Membranprotein DsbB reoxidiert werden 

(Baneyx und Mujacic, 2004). Je mehr freie Cysteine in der Polypeptidkette vorhanden sind, 

desto eher baut DsbA auch falsche, so genannte nicht-native Disulfidbrücken ein. Das führt 

zu einem instabilen, oftmals nicht aktiven Protein (Missiakas und Raina, 1997). Die 

periplasmatischen Thiolisomerasen oder Proteindisulfidisomerasen DsbC und DsbD sind 

Enzyme, die Disulfidbrücken „verschieben“ und so für die Umlagerung falsch gefalteter 

Disulfidbrücken sorgen. Um als Disulfidisomerase aktiv zu sein, muss das periplasmatische 

Protein DsbC (Missiakas und Raina, 1997) im Gegensatz zu DsbA in reduzierter Form 

vorliegen. Das membranständige Protein DsbD ist im Gegensatz zur Thioldisulfidoxidase 

DsbA eine Thioldisulfidreduktase. Es gibt somit einen oxidativen und einen reduktiven Weg, 

um ein Protein mit der richtigen Disulfidbrücke zu versehen (Collet und Bardwell, 2002). 

FkpA und SurA gehören zu den PPIasen (oder Rotamasen) mit Chaperonaktivität. Sie sorgen 

dafür, dass die für die richtige Faltung notwendige, energetisch weniger vorteilhafte cis-

Konformation der Xaa-Pro-Bindung zustande kommt. Die trans-nach-cis Isomerisierung ist 

oft ein limitierender Schritt bei der Faltung von Proteinen (Baneyx, 1999). FkpA kombiniert 
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PPIase- und Chaperon-Aktivität (Abb. 6), indem es die Proteinfaltung fördert und zusätzlich 

die Bildung unlöslicher Aggregate unterdrückt. SurA, dessen Ausschalten zu höherer 

Zelllyserate führt (Rouviere und Gross, 1996), unterstützt die Reifung der Proteine der 

äußeren Membran hauptsächlich durch seine Chaperonaktivität (Arie et al., 2001; Behrens et 

al., 2001) und fördert die Faltung ansonsten unstabiler Proteine (Choi und Lee, 2004). Um die 

Faltung von Proteinen im Periplasma zu optimieren, wurden die Überexpression 

verschiedener Faltungshelfer im Periplasma zusammen mit den zu faltenden Proteinen bereits 

mehrfach erfolgreich durchgeführt (Wunderlich und Glockshuber, 1993; Wulfing und 

Plückthun, 1994b). Besonders relevant in diesem Zusammenhang ist der Vektor pTUM4, der 

vier Faltungshelferproteine gleichzeitig exprimiert (Schlapschy et al., 2006). 

3.4 Hochzelldichtefermentation  

 Unter unlimitierten Bedingungen wachsen Mikroorganismen mit einer maximalen 

spezifischen Wachstumsrate. Im Minimalmedium ist die Wachstumsrate niedriger, ihr 

Verlauf entspricht jedoch der maximalen Wachstumsrate (Hoffmann, 1999). Eine wesentliche 

Regulationsgröße bei der Expression vektorkodierter Fremdproteine im Fermenter ist die 

Temperatur, deren Herabsetzung die Wachstumsrate reduziert und dadurch zur Vermeidung 

von Einschlusskörpern, zur korrekten Faltung der Fremdproteine und nachhaltiger 

Proteinproduktion beiträgt (Surek et al., 1991). Die Satzkultivierung (batch) ist das einfachste 

Verfahren zur Kultivierung von Mikroorganismen. Dabei wird das vorgelegte Substrat der 

unlimitiert und mit maximaler spezifischer Wachstumsrate wachsenden Mikroorganismen 

verbraucht. Allerdings ist die vorgelegte Substratkonzentration und damit die Zelldichte und 

Produktmenge am Ende der Satzkultivierung begrenzt. Das liegt daran, dass Glukose das 

Wachstum von E. coli ab einer Konzentration von 50 g l-1 vollständig inhibiert und die 

Konzentration der Salze durch ihre Löslichkeit beschränkt ist (Hoffmann, 1999). Zur 

Steigerung der Produktivität werden Hochzelldichteverfahren angewandt, in denen sich der 

batch-Phase eine Zufütterungsphase (fed-batch) anschließt, die sich durch eine regelmäßige 

Kohlenstoffzufuhr von der Satzkultivierung unterscheidet. Die Fütterung im fed-batch kann 

mit direkter oder indirekter feedback-Kontrolle stattfinden. Bei direkter feedback-Kontrolle 

bestimmt die Konzentration des limitierenden Nährstoffs die Fütterungsrate. Bei indirekter 

feedback-Kontrolle werden Parameter wie beispielsweise der verfügbare Sauerstoff im 

Medium oder der pH-Wert, die einen Rückschluss auf die im Medium vorhandene 

Substratkonzentration zulassen, gemessen und die Fütterung daran ausgerichtet (Riesenberg 

und Guthke, 1999). 
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 Um eine effektive Produktion löslicher periplasmatischer Fremdproteine sicherzustellen, 

muss sowohl Hungerstress durch Kohlenstoffmangel als auch die Entstehung von Acetat 

durch Glukoseüberschuss und eine Überproduktion der vektorkodierten Proteine verhindert 

werden, die zu Wachstumshemmung, Rückgang der Proteinausbeute und Entstehung 

unlöslicher Einschlusskörper führt (Han et al., 1991; Hellmuth et al., 1994; Nakano et al., 

1997). Zu Hungerstress kommt es, sobald die Glukose-Konzentration im Medium unter 

0,05 g l-1 sinkt. Dadurch werden zahlreiche physiologische Veränderungen der Zellen, die 

schließlich Proteine zur Verwendung alternativer Substrate und zur Förderung der 

Gluconeogenese bilden, hervorgerufen. Durch Amiosäuremangel entsteht 

Guanosin3’,5’-bis(diphosphat), welches als Regulator der stringenten Antwort die RNA-

Synthese und während der Induktionsphase auch die Plasmidreplikation und die bakterielle 

Produktion des Fremdproteins bis zu 91 % inhibiert (Svitil et al., 1993; Cashel et al., 1996). 

Bei zu geringer Wachstumsrate (µ < 0,06, Andersson et al., 1996) sinkt schließlich die 

Vitalität der Zellen, die Faltungseffizienz geht zurück, der Erhaltungsenergiebedarf steigt und 

die Sauerstoffaufnahme wird reduziert (Hellmuth et al., 1994). Eine Überproduktion der 

Fremdproteine und die daraus resultierende metabolische Last bedeuten Stress für die Zelle 

und führen zu einer Reduktion des Wachstums und der Proteinproduktion bis hin zum frühen 

Zelltod. Der exzessive Aminosäureverbrauch kann die Akkumulation unbeladener tRNA 

verursachen, die mit RNA I und RNA II, den Schlüsselenzymen des 

Replikationsmechanismus, interagiert. Die Regulation der Plasmidreplikation wird dadurch 

gestört und die unkontrollierte Zunahme der Plasmidzahl (Plasmid copy number, PCN) kann 

wiederum zu einer erheblichen Steigerung des metabolischen Stresses der Zellen führen 

(Wrobel und Wegrzyn, 1998; Grabherr et al., 2002). Bei dem 1929 erstmals an Tumorzellen 

beobachteten Effekt des Überflussmetabolismus (Crabtree, 1929) entsteht Acetat aus 

überschüssigem Pyruvat durch die Pyruvatoxidase und aus überschüssigem Acetyl-CoA 

durch die Phophotransacetylase und die Acetatkinase (Han et al., 1991; Eiteman und Altman, 

2006). Dieser so genannte „Crabtree“-Effekt tritt auf, sobald Zellen, die mit Glukose als 

limitierendem Faktor wachsen, in der fed-batch-Phase eine Glukoseaufnahmerate 

überschreiten, bei der die Sauerstoffaufnahme nicht weiter gesteigert werden kann. Acetat 

beeinflusst verschiedene Proteine (Blankenhorn et al., 1999) und Gene (Arnold et al., 2001), 

besonders solche, die an der E. coli-Transkriptions- und Translationsmaschinerie und an der 

Stressantwort und -regulation beteiligt sind. Außerdem greift es in die Methionin-Biosynthese 

ein, was zur Akkumulation inhibitorischer Homocysteine führt (Roe et al., 2002). Da die 

Acetatproduktion nicht mit der Sauerstoffverfügbarkeit, sondern mit der limitierten 
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Sauerstoffaufnahme gekoppelt ist, kann die Acetatbildung nicht durch eine gesteigerte 

Sauerstoffzufuhr verhindert werden (Eiteman und Altman, 2006). Trotz langjähriger 

Forschung auf diesem Gebiet ist nicht klar, ob der Crabtree-Effekt letztlich durch limitierte 

Atmungsaktivität oder Repression des Atmungsmetabolismus durch Glukoseüberschuss 

entsteht (Vemuri et al., 2007). 

 Um bei der Verwendung von Glukose als Kohlenstoffquelle Acetatbildung zu vermeiden, 

muss die für den verwendeten Bakterienstamm optimale Wachstumsrate in Abhängigkeit von 

den spezifischen Eigenschaften des zu produzierenden Proteins und des Expressionssystems 

durch Messung direkter und indirekter Parameter im Medium ermittelt und durch gezielte 

Fütterung sichergestellt werden. 
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3.5 Zielsetzung dieser Arbeit 

 Ziel der vorliegenden Arbeit war die Optimierung eines Expressionssystems für die 

Hochzelldichtfermentation des murinen Fab-Fragments K411B gegen Atrazin und die 

anschließende Übertragung des Systems auf die Expression rekombinanter Kaninchen-AK. 

Da das murine Fab-Fragment K411B (Kramer und Hock, 1996) für die Entwicklung eines 

immunomagnetisch-elektrochemischen Sensors zur Verwendung in der Umweltanalytik 

vorgesehen war, wurde der Vektor für das hoch affine (Rader et al., 2000), stabile (Kramer et 

al., 2002) und verglichen mit dem scFv weniger von Konformationsänderungen betroffenen 

Fab-Fragmente (Kramer und Hock, 2003) konstruiert. Diese eignet sich aufgrund oben 

genannter Eigenschaften besonders gut zur Immobilisierung auf Biosensoren und für 

langfristige Studien im Rahmen der Umweltanalytik (Kramer et al., 2002).  

Die Etablierung des Expressionssystems sollte zunächst mittels des murinen AK-Fragments, 

dessen erfolgreiche periplasmatische Faltung bereits nachgewiesen worden war, erfolgen. Der 

funktionelle Expressionsvektor sollte anschließend an die Besonderheiten, die die Expression 

leporider AK mit sich bringt, adaptiert und die Proteinausbeute in der 

Hochzelldichtefermentation durch die Adaptierung des Fermentationsprotokolls und die 

zusätzliche Expression von Faltungshelferproteinen optimiert werden.  

 Zusätzlich war die Entwicklung eines zum Expressionssystem komplementären 

Kaninchen-spezifischen Phagemids vorgesehen. Dadurch sollte die Selektion spezifischer 

leporider AK im Phage Display und die anschließende Produktion im großen Maßstab in 

aufeinander abgestimmten Vektor-Systemen mit wenigen Klonierungsschritten ermöglicht 

werden. Die Konstruktion des Phagemids, bestehend aus Fab-Fragment und g3p, beinhaltete 

die Überprüfung der Funktionalität des konstruierten Vektors anhand der Expression des 

murinen Fab-Fragments K411B. Anschließend sollte an Stelle des murinen ein leporides Fab-

Fragment bzw. ein Fusionsprotein exprimiert und so ein erster großer Schritt in Richtung 

Phage Display realisiert werden. Dabei sollte der Einfluss von zusätzlich koexprimierten 

Faltungshelferproteinen auf die Faltung der Fusionsproteine im Periplasma untersucht 

werden. Ein aus Phagemid und Expressionsvektor bestehendes Kaninchen-spezifisches 

Vektorsystem kann langfristig zur Selektion und Produktion hoch affiner Fab-Fragmente für 

den Einsatz in der Umweltanalytik, aber auch zur Produktion großer Mengen hochaffiner 

therapeutischer Antikörper eingesetzt werden. 
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4 Material und Methoden 

4.1 Material 

4.1.1 Bakterienstämme und Plasmide 

Tabelle 1: E. coli K-12 Stämme 

JM83 ara, ∆(lac-proAB), rpsL (=strA), φ80, lacZ∆M15 

(Yanisch-Perron et al., 1985), von PD Dr. Karl Kramer, 

Lehrstuhl für Zellbiologie, TUM, Freising 

TG1 ∆(lac-proAB) ∆(mcrb-hsdSM)5 (rk-mk-) thi-1 supE 

[F’traD36 proAB lac1qZ∆M15), von Stratagene 

XL1-blue endA1 supE44 thi-1 hsdR17 recA1 gyrA96 relA1 

lac[F’proAB lac1qZ∆M15 Tn10 (Tetr)], von Stratagene 

W3110  Wildtyp, F- λ- rph-1 INV(rrnD, rrnE), von Stratagene 

 

Tabelle 2: Plasmide 

K411B: murines Fab-Fragment gegen Atrazin. 

pASK85-K411B von PD Dr. Karl Kramer, Lehrstuhl für Zellbiologie, 

TUM, Freising (Kramer und Hock, 1996) 

pASK111 von Prof. A. Skerra, Lehrstuhl für Biochemie, TUM, 

Freising (Vogt und Skerra, 2001) 

pTUM4 von Prof. A. Skerra, Lehrstuhl für Biochemie, TUM, 

Freising (Schlapschy et al., 2006) 

pCANTAB5 E    Pharmacia (Malone, 1994) 
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Tabelle 3: Eigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten und neu konstruierten Plasmide.  

Die folgenden Abkürzungen wurden verwendet: bla: Ampicillin-Resistenz, cat: Chloramphenicol-

Resistenz, CS: Klonierungsstelle, HC: schwere Kette, his6: Hexahistidin-Affinitätsanhängsel, K411B: 

murines Fab-Fragment gegen Atrazin, LC: leichte Kette, ompA: Signalpeptid des Outer Membrane 

Protein A, pIII/p3: großes Hüllprotein filamentöser Phagen, p15a: Replikationsursprung, pelB: 

Signalpeptid der Pectate lyase B, phoA: Signalpeptid der Alkalischen Phosphatase, pro: proBA-

Operon, Rab: Kaninchen-spezifische Klonierungsstelle, rbp: Signalpeptid des Ribose-Binding Protein, 

tetp/o: tet-Promotor/Operator, tetR: tet-Repressor, VL-CL: variable (V) und konstante (C) Region der 

leichten Ig-Kette, VH-CH: variable und erste konstante Region der schweren Ig-Kette, WR: Kaninchen 

AK-DNA, WR2, WR5, WR13: Kaninchen Fab-Fragmente IgG2, IgG5 und IgG13. 

 

pASK85 tetp/o, ompA-VH-CH1γ1-his6; phoA-VL-CLκ, bla/tetR als 

Transkriptionsfusion  

pASK85-K411B Rückgrat wie pASK85; mit ompA-VH-CH1γ1-his6; phoA-VL-CLκ  

(VL und VH des mAK K4E7 inseriert in pASK85) 

pASK85-pro-K411B  Rückgrat wie pASK85; mit ompA-VH-CH1γ1-his6; phoA-VL-CLκ, 

proBA(-)1 nach tetR 

pASK85Rab-pro-

K411B 

Rückgrat wie pASK85; mit rbp-VL-CLκ; ompA-VH-CH1γ1-his6,  

 proBA(-)1 nach tetR 

pASK85Rab-pro-

WR13 

Rückgrat wie pASK85; mit rbp-VL-CLκ; ompA-VH-CH1γ-his6,  

proBA(-)1 nach tetR 

pASK85-p3-K411B Rückgrat wie pASK85; mit ompA-VH-CH1γ1-his6; phoA-VL-CLκ-

pIII 

pASK85Rab-p3  Rückgrat wie pASK85; CS: rbp; ompA-his6-pIII 

pASK85Rab-p3-

WR13 

Rückgrat wie pASK85; rbp-VL-CLκ; ompA-VH-CH1γ-his6-pIII  

pASK111 tetp/o; ompA-PL-strep; cat/tetR als Transkriptionsfusion  

pASK111Rab-p3 Rückgrat wie pASK111; CS: rbp; ompA-his6-pIII 

pASK111Rab-p3-

WR(LC) 

Rückgrat wie pASK111; mit rbp-VL-CLκ; ompA-his6-pIII 

pASK111Rab-p3-

WR2 

Rückgrat wie pASK111; mit rbp-VL-CLκ; ompA-VH-CH1γ-his6-pIII  

pASK111Rab-p3- Rückgrat wie pASK111; mit rbp-VL-CLκ; ompA-VH-CH1γ1-his6-pIII 
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WR5 

pASK111Rab-p3-

WR13 

Rückgrat wie pASK111; mit rbp-VL-CLκ; ompA-VH-CH1γ-his6-pIII  

pASK111Rab-p3-

WR13.1 

Rückgrat wie pASK111; mit rbp-VL-CLκ; ompA-VH-CH1γ-his6-pIII 

(mit diagnostischer Schnittstelle NheI in LC) 

pASK111Rab-p3-

WR13.12 

Rückgrat wie pASK111; mit rbp-VL-CLκ; ompA-VH-CH1γ-his6-pIII 

(mit diagnostischen Schnittstellen NheI in LC, SacI in HC) 

pASK111Rab-p3- 

K411B (LC) 

Rückgrat wie pASK111; mit rbp-VL-CLκ; ompA-his6-pIII  

 

pASK111Rab-p3-

K411B 

Rückgrat wie pASK111; mit rbp-VL-CLκ; ompA-VH-CH1γ1-his6-pIII 

 
1(–): Orientierung entgegen dem Uhrzeigersinn 

 

4.1.2 Oligodesoxynukleotide 

Die Primer für die Sequenzierung wurden von der biomers.net GmbH in Ulm, der metabion 

international AG in Planegg-Martinsried und der Invitrogen GmbH in Karlsruhe synthetisiert. 

Tabelle 4: Oligodesoxynukleotide für die Sequenzierung.  

Primer  Sequenz 5’ – 3’ 

pASK Iba5’ TTT ACC ACT CCC TAT CAG TG  

(Standardprimer, Sequiserve) 

pASK Iba3’ TAG CGG TAA ACG GCA GAC (Standardprimer, Sequiserve) 

proAforneu CCA CTC GCA AGA AAT TGA TGC 

proBrevneu CCA GCA TCA GCC TGC TCC 

ColE/TetRrev GGC CTA ACT ACG GCT ACA CTA 

tetRrevneu GCA CAC TGG TGC CGA GTT TTA CC 

TetRepfor AAT TAT TTG ATC ACC AAG G 

ColE1for CGT TCC ACT GAG CGT CAG ACC 

blaMitterev CCA TTG CTA CAG GCA TCG 



  Material und Methoden 

 27

blaMittefor GGG ATC ATG TAA CTC GC 

f1ori5’rev GCG AGA AAG GAA GGG AAG (Standardprimer, Sequiserve)

pBRforHind  GGT CTG GTT ATA GGT ACA TTG  

(Standardprimer, Sequiserve) 

gIIINrev AAA TGA ATT TTC TGT ATG AGG  

(Standardprimer, Sequiserve) 

AmberStopfor CCG CGG TAG ACT GTT GAA AG  

f1orineu CCT TAT GTC TTT GGC GCT GG  

f1ori3’for GGA TTT TGC CGA TTT CG (Standardprimer, Sequiserve) 

 

Tabelle 5:Oligodesoxynukleotide für die Amplifizierung der LC. 

VL: variable Region der leichten Kette, CL: konstante Region der leichten Kette 

Primer Sequenz 5’ – 3 

mit Restriktionsendonuklease-Erkennungssequenz (unterstrichen) 

VLκ1 GCC AGC CCA TGG CAG CSC TTG TGA TGA CCC AGA C 

VLκ2 GCC GCG GCC ATG GCA TAT GTC ATG ATG ACC CAG AC 

VLκ3 GCT ACT CCA TGG CAG CAG CCG TGC TGA CCC AGA C 

VLκ4  GCC GCG CCA TGG CAG ATG TYG TGA TGA CCC AGA C 

VLκ5 GCT CAG CCA TGG CAG ACC CTR TGC TGA CCC AGA C 

CLκ1 GCC GAG GCG GTA CCT TAR CAG TCA CCC CTR TTG AAG C 

CLκ2 GCC GCG GCG GTA CCT TAA CAG YTC TTC CTA YTG AAG C  

CLκ3 GCC GCG GCG GTA CCT TAA CAG TYA TTC CTA YTG AAG C 
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Tabelle 6: Oligodesoxynukleotide für die Amplifizierung der HC. 

VH: variable Region der schweren Kette 

Primer Sequenz 5’ – 3’ 

mit Restriktionsendonuklease-Erkennungssequen (unterstrichen) 

VH1  GCT ATA GCG ATC GCC CAG GAG CAG CTG RWG GAG TCC    

VH2  GTT ATA GCG ATC GCC SAG TCC GGA GGA GGA GCC GG 

VH3  GTT ATA GCG ATC GCC CAG BCG TTG GAG GAG TCC GGG 

VH4  GTT ATA GCG ATC GCC CAG TSG CTG GAG GAG TCC RGG 

VH5  GCT ACT GCG ATC GCC CAG TCG GTG GAG GAG TCC RG  

VH6  GCT ACT GCG ATC GCC CAG TCG GTG AAG GAG TCC GAG  

VH7  GCT ACT GCG ATC GCC CAG TCR ATG AAG GAG TCC GAG 

VH8  GCT ATA GCG ATC GCC CAG TCR TTG GAG GAG TCC GGG 

VH9  GTT ATA GCG ATC GCC CAG TCC CTG GAG GAG TCG GGG  

VH1o  GTT ATA GCG ATC GCC CAG TCG CTG GTG GAG TCC GGG 

VH11  GCT CAG GCG ATC GCC CAG TCA GTG AAG GAG TCC GAG  

VH12  GCT CAGGCGATCGCCCAGTCGGTGAAGGAATCCGAG 

VH13  GCT ATA GCG ATC GCC CAG CAG CTG GAG CAG TCC GG 

VH14  GCT ACT GCG ATC GCC CAG GAG CAG CTG GTG GAG TAC  

IgG GCC AGC ACG CGT CGT GGG CTT GCT GCA TGT CG 
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Tabelle 7: Oligodesoxynukleotide für Mutagenese und PCR, 5’-3’. 

Primer Sequenz 5’ – 3’ 

mit Restriktionsendonuklease-Erkennungssequenz (unterstrichen) 

NheIfor GGC ACA GTC ACC ATC AAT TGC CAG GCT AGC GAG GAC ATT 

TAT AGC AAT TTA GCC 

NheIrev GGC TAA ATT GCT ATA AAT GTC CTC GCT AGC CTG GCA ATT 

GAT GGT GAC TGT GCC 

SacIfor GCT GCG GGG ACA CAC CGA GCT CCA CGG TGA CC  

SacIreve GGT CAC CGT GGA GCT CGG TGT GTC CCC GCA GC  

TAAfor CGC GTC ATC ACC ACC ATC ACC ATC CGC GGT AAC TTG ACC 

TGT G 

TAArev CAC AGG TCA AGT TAC CGC GGA TGG TGA TGG TGG TGA TGA 

CGC G 

SacIIfor GGC TTG CCG TGC GGG TAT CGA CAC CAT TAT TGC GGC GGG 

CAG CAA GCC GGG CG 

SacIIrev CGC CCG GCT TGC TGC CCG CCG CAA TAA TGG TGT CGA TAC 

CCT CAC GGC AAG CC 

revpABSpeI CGG ACT AGT CAT GTT CAC GAA CGT GAA TCA CGG 

forpABSpeI CGG ACT AGT GCA ACC GAC GAC AGT CCT G 

revproAB GGA CTA GTT TAC GCA CGA ATG GTG 

forproAB GAC TAG TAT GAG TGA CAG CCA GAC 

K411B-

LCfor 

GAA TGC CAT GGC AGA CAT CGA GCT CAC 

K411B-

LCrev 

CGC CAG GTA CCT TAA CAC TCA TTC CTG TTG 

K411B-

HCfor 

CAG GCA GCG ATC GCC GAA GTT AAA CTG CAG 

K411B-

HCrev 

GAA TAT ACG CGT GCA GTC GCG CGG TAC G 
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4.1.3 Enzyme und Proteine  

Antarktische Phosphatase New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. Main

Benzonase Novagen, Merck KGaA, Darmstadt 

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma Aldrich GmbH, Seelze 

Lysozym Sigma Aldrich GmbH, Seelze 

Pfu DNA Polymerase MBI Fermentas GmbH, St. Leon Rot 

Restriktionsendonukleasen   MBI Fermentas GmbH, St. Leon Rot  

 New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. Main

Taq DNA Polymerase Molzym GmbH & Co.KG, Bremen 

T4 DNA Ligase New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. Main

Maus-anti His6-HRP, A-7085 Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Maus-anti-Kaninchen-LC-HRP Dianova GmbH, Hamburg 

Ziege-anti-Kaninchen IgG-HRP, A-0545 Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Ziege-anti-Kaninchen IgG-HRP, A-6154 Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Anti-Rabbit HRP Conjugate W4011  Promega GmbH, Mannheim 

Maus-anti-M13 coat protein g3p  MoBiTec GmbH, Göttingen 

Ziege-anti-Maus-IgG-HRP, A-2554  Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Ziege-anti-Maus-IgG, M-5899  Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Atrazin-Tracer (4-Chlor-6- Isopropylamino-

1,3,5-Triazin-2-Aminohexan)-HRP  

Dr. K. Kramer, LS für Zellbiologie, Freising 

4.1.4 Chemikalien 

Acrylamid-Stammlösung 30%ig  Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

3-Amino-9-Ethyl-Carbazole (AEC) Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

0,8% Bisacylamid 

 (Rotiphorese Gel 30)  

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Agar für LB Medium Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Agar für 2YT Medium Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Agar für SOC Medium Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Agarose TopVision™ LE GQ Low 

elektroendosmosis 

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

Agarose NEEO Ultra-Qualität Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Atrazin Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg 

Ammoniak, 25% Merck KGaA, Darmstadt 
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Ammoniumacetat Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Ammoniumheptamolybdän Tetrahydrat Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Anhydrotetracyclin, Hydrochlorid (aTc) ACROS Organics 

Antifoam A-Stammlösung Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Bacto Agar Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Bacto Tryptone Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Bacto Yeast Extract Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Betain-Monohydrat Fluka, Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Borsäure Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Calciumchlorid Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Chloramphenicol (Cam)  Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Cyprofloxacin Hydrochlorid Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg 

dNTP-Set (dATP, dCTP, DGTP, dTTP) MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

Dimethylformamid (DMF) Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck KGaA, Darmstadt 

Di-Natriumhydrogen-phosphat Dihydrat Merck KGaA, Darmstadt 

Eisen-III-Chlorid Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Essigsäure, 99,9% Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Ethanol p.a., 99,9% Merck KGaA, Darmstadt 

Ethanol technisch Zefa-Laborservice GmbH, Harthausen 

Ethidiumbromid (1%w/v in Wasser) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

D(+)-Glukose, Monohydrat Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Glycerol Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Glycin Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Imidazol Merck KGaA, Darmstadt 

IPTG (Isoproyl-β-D- 

Thiogalaktopyranosid) 

Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Isopropanol Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Kaliumchlorid Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Kaliumhydrogenphosphat Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Kobalt-II-chlorid, Hexahydrat Merck KGaA, Darmstadt 
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Magermilchpulver, blotting grade Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Magnesiumchlorid, Hexahydrat  Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Magnesiumsulfat Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Manganchlorid, Hexahydrat Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Methanol Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Natriumacetat Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Natriumchlorid Merck KGaA, Darmstadt 

Tri-Natriumcitrat, Dihydrat Fluka, Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Natriumhydrogenphosphat, Dihydrat  Merck KGaA, Darmstadt 

Natirumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Natriumhydrogencarbonat  Merck KGaA, Darmstadt 

di-Natirumhydrogenphosphat, Dihydrat  Merck KGaA, Darmstadt 

Natriumhydroxid Merck KGaA, Darmstadt 

PageBlue™ Protein Staining Solution 

R0571 für Coomassiefärbung 

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

Polyethylenglycol 8000 (PEG 8000) Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

L-Prolin Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Puffer-Standardlösungen für pH-Meter Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Saccharose Merck KGaA, Darmstadt 

Salzsäure conc. (HCl) Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin  Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Sauerstoffgas (O2) Linde AG, München 

3,3’5,5-Tetramethylbenzidin Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Thiaminhydrochlorid Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, (Tris) Merck KGaA, Darmstadt 

Tween 20 Merck KGaA, Darmstadt 

Urea (Harnstoff) Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 

Zinkacetat  Merck KGaA, Darmstadt 

Zinksulfat, Heptahydrat Fluka, Sigma-Aldrich GmbH, Seelze 
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4.1.5 Standards und Kits 

DNA-Marker     

100bp DNA ladder MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

 New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. Main

1kb DNA ladder MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

 New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. Main

Mass ruler DNA ladder, mix MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

GeneRuler™ Express  MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

PCR ladder  New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. Main

50 kb ladder New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. Main

 

Protein-Marker 

Prestained molecular weight marker MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

Prestained molecular weight marker MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

Page ruler™prestained protein ladder MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

Page ruler™prestained protein ladder plus MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

Page ruler™unstained protein ladder MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

 

Kits  

D-Glucose UV-Test  R-Biopharm AG, Darmstadt 

Essigsäure UV-Test R-Biopharm AG, Darmstadt 

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT- 

PCR 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

mRNA Isolation kit for Blood/Bone 

Marrow 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Presto-SpinD Molzym GmbH & Co.KG, Bremen 

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen GmbH, Hilden 

QIAprep Plasmid Miniprep Kit  Qiagen GmbH, Hilden 

QIAprep Plasmid Midiprep Kit Qiagen GmbH, Hilden 

QIAquick PCR Purification Kit  Qiagen GmbH, Hilden 

QuickChange Site-directed Mutagenesis 

Kit 

Stratagene GmbH, Heidelberg 

RNA/DNA Stabilization Reagent Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
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4.1.6 Geräte 

Agarosegel-Apparatur BioRad, München 

Durchflussdetektor  Biorad, München 

Elektroblot-Apparatur Amersham Pharmacia GmbH, Freiburg 

Elektrophoresekammer Biorad, München 

ELISA-Reader Sunrise remote Tecan GmbH, Crailsheim 

Fermenter  Braun Biostat, Sartorius Göttingen 

Filtertips, 5 ml Eppendorf, Hamburg 

Fraktionssammler Amersham Pharmacia GmbH, Freiburg 

Magnetrührer KM02 electronic, IKA- WERK Janke und 

Kunkel 

PCR-Cycler Biometra, Göttingen 

pH-Meter inoLab, Weilheim 

Photometer WPA biowave C08000 Cell density meter 

 GeneQuant pro, Amersham Bioscience 

Pipetten Eppendorf, Hamburg 

Pippettierhilfe Easypet, Eppendorf, Hamburg 

Schüttelinkubatoren Innova 4200, G24 und G25 environmental 

incubator, Newbrunswick Scientific, Edison, 

USA 

Signalschreiber DESAGA, Heidelberg 

Tank Blot Spannungsversogung Bio Rad, München 

Tank Blot System Tran Blot™Cell  

Power Supply Model 250/2.5 

Bio Rad, München 

Wasserbäder Thermostat 2761 Eppendorf 

 Thermo, Haake DC10  

Zentrifugen Eppendorf Centrifuge 5403 

 Sorvall RC-5B Superspeed 

 peqlab Centrifuge/Vortex combi-spin  

FVL-2400 
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4.1.7 Sonstige Materialien 

Dialyseschläuche Spectra Por  

MWCO: 12 000-14 000 

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe  

Elektroporationsküvetten, 0,2 cm PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen  

Halb-Micro-Küvetten (Polystyrol, 280 nm 

und 600 nm) 

Braun Melsungen AG, Melsungen 

Konzentratoren   

Amicon Ultra-15, 10 kDa Millipore GmbH, Schwalbach 

Amicon 10 kDa, 50 kDa Millipore GmbH, Schwalbach 

Kunstoffröhrchen, Polystyrol  

Kulturröhrchen 13 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Kulturröhrchen 15 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Kulturröhrchen 50 ml Renner GmbH, Dannstadt 

Micropure-EZ Enzyme Removers Millipore GmbH, Schwalbach 

Microtiterplatten Greiner Biochemica GmbH, Flacht 

Petrischalen aus Polystyrol Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Pipetten-Spitzen  Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

PVDF Membran Millipore GmbH, Schwalbach 

Reaktionsgefäße 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Eppendorf AG, Hamburg 

Reaktionsgefäße PCR  Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Säulenmaterial  

Chelating Sepharose Fast Flow GE, München 

SDS-PAGE Apparaturen, Glasplatten, 

Spacer, Kämme 

BioRad, München 

Steril Filter  

Millex (0,45µm) Millipore GmbH, Schwalbach 

Membransterilfilter  

(0,22 µm, 0,45 µm ∅ 5 cm) 

Schleicher & Schuell, PerkinElmer LAS 

GmbH Rodgau - Jügesheim 

Spritzen 10 ml, 20 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 

Whatman-Filterpapier Schleicher & Schuell, PerkinElmer LAS 

GmbH Rodgau - Jügesheim 
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4.1.8 Medien, Antibiotika und allgemeine Lösungen 

 Alle Lösungen und Medien für die Arbeit mit Bakterien und Proteinen wurden unter 

Verwendung von destilliertem Wasser entweder sterilfiltriert oder autoklaviert. Kulturplatten 

und Medien wurden bei 4 °C aufbewahrt, Lösungen, soweit nicht anders angegeben, bei RT. 

Das Hinzufügen der Antibiotika erfolgte direkt vor der Verwendung. 

 

Antibiotika-Stammlösungen 

Die Lagerung der für die Herstellung von Selektivmedien verwendeten Antibiotika-

Stammlösungen erfolgte bei -20 °C. Wässrige Lösungen wurden sterilfiltriert (0,45µm). 

Ampicillin (Amp)   100 mg ml-1 in H2O (1:1000 zum Medium) 

Chloramphenicol (Cam)  34 mg ml-1 in 70 % Ethanol (1:1000 zum Medium) 

 

Induktor-Stammlösung 

Die Induktor-Stammlösungen wurden bei -20 °C gelagert. 

Anhydrotetracyclin (aTc)  2 mg ml-1 in DMF (1:10 000 zum Medium) 
 5 mg ml-1 in DMF (1:10 000 zum Medium) 

 

Medien 

LB-Medium 

Bacto Tryptone   10 g 

Bacto Yeast Extract   5 g 

NaCl     5 g 

Bacto Agar    15 g  (für Kulturplatten) 

H2O     ad 1000 ml 

pH 7,5 

 

2YT-Medium 

Bacto Tryptone   16 g 

Bacto Yeast Extract   10 g 

NaCl     5 g 

Bacto Agar    15 g  (für Kulturplatten) 

H2O     ad 1000 ml 

pH 7,5 
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SOB-Medium 

Bacto Tryptone   20 g 

Bacto Yeast Extract   5 g 

MgSO4    5 g 

NaCl     0,5 g 

KCl     0,186 g 

H2O     ad 1000 ml 

pH 7,5 

 

SOC-Medium 

Bacto Tryptone   20 g 

Bacto Yeast Extract   5 g 

MgSO4    5 g 

NaCl     0,5 g 

KCl     0,186 g 

H2O     ad 1000 ml 

pH 7,0 

Glukose 25 % sterilfiltriert  1,9 ml     

 

Lösungen für die Fermentation 

Mineralsalzlösung 

31 mM Na2HPO4 • 2 H2O  5,51g 

19 mM KH2PO4   2,58g 

25 mM NH4Cl    1,33g 

5 mM Na3-Citrat • 2 H2O  0,47g 

H2O     ad 1000 ml 

pH 6,9  

 

Glukoselösungen 

Glukose     20 % (w/v) (sterilfiltriert, 0,45µm) 

Glukose     50 % (w/v) (sterilfiltriert, 0,45µm) 

 

MgSO4-Stammlösung 

MgSO4     1 M (separat autoklaviert) 
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Thiamin-Stammlösung 

Thiamin Hydrochlorid   10 mg ml-1 (sterilfiltriert) 

 

FeCl3-Stammlösung 

FeCl3 • 6 H2O     35,0 g l-1 (sterilfiltriert) 

Zn-Acetat-Stammlösung 

Zn-Acetat • 2 H2O    8,0 g (sterilfiltriert) 

 

Spurenelement-Stammlösung 

MnCl2 • 4 H2O   3,0 g 

CuCl2 • 6 H2O    0,3 g 

H3BO3     0,6 g 

CoCl2 • 6 H2O    0,5 g 

(NH4)6Mo7O24 • 4 H2O  1,2 g 

EDTA     4 mM 

H2O     ad 1000 ml 

 

Ammoniak zur pH-Regulierung 

NH3     12,5 % (w/v)  

 

Antifoam A zur Unterdrückung von Schaumbildung 

wässrige Lösung    30 % 

 

Periplasma-Aufschlusspuffer (Skerra) 

Saccharose    171 g 

Tris/HCl pH 8,0   12,1 g 

EDTA 0,5 M, pH 8,0   2 ml 

H2O     ad 1000 ml 

 

Dialyse-Puffer  

Na2HPO4    8,9 g 

H2O     ad 1000 ml 

pH 7,5  
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Chromatographie-Puffer für IMAC 

Na2HPO4    8,9 g 

Betain     67,58 g 

H2O     ad 1000 ml 

Imidazol    20,4 g (für Gradienten) 

pH 7,5  

 

Regenerierungspuffer für Säulen 

NaCl     29 g 

EDTA     74 g 

H2O     ad 1000 ml 

pH 8,0 

 

Benzonase-Puffer 

Tris/HCl    16 g 

NaCl     1,16 g 

MgCl2     0,19 g 

H2O     ad 1000 ml 

 

PBS         

Na2HPO4     12,5 g     

NaH2PO4    1,39 g     

NaCl     8,5 g     

H2O     ad 1000 ml 

pH 7,5, 80 mM    

 

PBST-Waschpuffer 

PBS     100 ml  

H2O dest.      900 ml 

Tween 20     0,5 ml 

 

EB-Puffer von Qiagen 

Tris/HCl    10 mM 

pH 8,5 
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Puffer für ELISA 

Carbonatpuffer für ELISA  

NaHCO3    2,86 g 

Na2CO3    1,7g 

H2O     ad 1000 ml 

pH 9,6  

 

Substratpuffer für ELISA        

Na2HPO4 • 2H2O   1,15 g     

NaH2PO4 • H2O   18,2 g     

H2NCONH2 • H2O2   0,282 g    

H2O     ad 1000 ml   

pH 5,5      

 

TMB-Chromogenlösung  

H3PO4 85 %    500 µl 

TMB     0,288 g 

DMSO     100 ml 

H2O     ad 1000 ml 

pH 2,6 

 

Puffer für Agarose-Gelelektrophorese 

TAE-Puffer, 50-fach konzentriert, für die Agarose-Gelelektrophorese 

Tris     242 g 

Essigsäure    57,1 ml 

EDTA 0,5 M, pH 8   100 ml 

 

6 x Fermentas Auftragspuffer für Agarosegele  

Loading Dye (R0611)                   

Tris/HCl (pH 7,6)    10 mM    

Bromophenolblau   0,03 %    

Xylene Cyanol FF    0,03 %    

Glycerol    60 %     

EDTA     60 mM    
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Orange Loading Dye R0631) 

Tris/HCl (pH 7,6)   10 mM 

Orange G    0.15 % 

Xylene Cyanol FF   0,03 % 

Glycerol    60 % 

EDTA     60 mM 

 

Puffer für SDS-PAGE und Western-Blot 

SDS-Laufpuffer  

Tris     3 g 

Glycin     14 g  

SDS      1,0 g 

H2O     ad 1000 ml 

pH 8,3 

 

Blockierpuffer für Western-Blot 

3 % w/v Magermilchpulver in PBS 

 

Transferpuffer für Western-Blot  

1 x SDS-Laufpuffer    400 ml 

Methanol    100 ml 

pH 8,3 

 

Lower-Tris        

Tris/HCl    1,5 M     

pH 8,8         

 

Upper-Tris 

Tris/HCl    0,5 M 

pH 6,8 
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SDS-Polyacrylamid-Gel 

Trenngel 14 %       

Acrylamid 30 %   9,4 ml    

H2O dest.     5,4 ml    

Low Tris    5,0 ml    

SDS (10 %)    200 µl    

APS (20 %)    50 µl     

TEMED     10µl    

 

Sammelgel 5 % 

Acrylamid 30 %    3,4 ml 

H2O dest.    11,4 ml 

Upper Tris     5,0 ml 

SDS (10 %)    200 µl  

APS (20 %)    50 µl 

TEMED    20µl 

 

5 x Auftragspuffer für SDS-PAGE (Fermentas R0891) 

Tris-HCl (pH 6,8)    0,313 M 

SDS     10 % 

Bromphenolblau   0,05 % 

Glycerol    50 % 

β-Mercaptoethanol   12,5 % v/v (bei reduzierendem Auftragspuffer) 

 

Silberstaining-Färbelösungen 

1) Fixierlösung   

Eisessig     100 ml   

EtOH      400 ml   

H2O      ad 1000 ml  

 

2) Thiosulfatlösung 

Na2S2O3     200 mg 

H2O      ad 1000 ml 
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3) Silbernitratlösung 

AgNO3    2 g 

CH2O (37%)    200 µl 

H2O         ad 1000 ml 

 

4) Entwicklerlösung     

Na2CO3     30 g    

Na2S2O3     ~ 40 µg   

CH2O (37 %)    500 µl 

H2O      ad 1000 ml 

 

5) Stopplösung 

Glycin     5 g 

H2O      ad 1000 ml 

 

Western-Blot-Entwicklerlösung 

AEC     0,0125 g 

DMF     1 ml 

H2O2 30 %    20 µl 

NaH3(CO)2 50mM   49 ml  

pH 5,0 
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4.2 Molekularbiologische Methoden 

 Im Rahmen dieser Arbeit wurden etablierte Standardtechniken der Molekularbiologie für 

unterschiedliche Zielsetzungen benutzt. Sofern die einzelnen Methoden nicht näher aufgeführt 

sind, wird auf die in Sambrook et al. (1989) beschriebenen Techniken verwiesen. 

4.2.1 Kultivierung und Konservierung von E. coli Stämmen 

 Durch Ausstreichen auf LB-Agar-Kulturplatten und Inkubation über Nacht bei 37 °C 

wurden Einzelkolonien gewonnen. Eine Ausnahme bildete der E. coli-Stamm K12 TG1, der 

bei 30 °C inkubiert wurde. Die Selektion auf Plasmide erfolgte durch Zusatz der 

entsprechenden Antibiotika bzw. durch die Wahl des Nährmediums. Die mit 

Bakterienkolonien bewachsenen Kulturplatten wurden bei 4 °C gelagert und maximal 

4 Wochen zum Animpfen von Kulturen verwendet. 

 Flüssigkulturen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit LB-Medium zuzüglich des 

entsprechenden Antibiotikums angesetzt. Kulturen bis zu 100 ml wurden direkt mit einer 

Bakterienkolonie angeimpft. Bei einem Kulturvolumen von 2 l wurde mit einer 

Übernachtkultur von 50 ml im Verhältnis von 1:40, bei Kulturvolumen von 500 ml mit 10 ml 

im Verhältnis 1:50 angeimpft. Die Inkubation erfolgte, soweit nicht anders angegeben, bei 

30 °C und 150 rpm im Schüttelinkubator. Anhand der Messung der Absorption, im Folgenden 

als optische Dichte bezeichnet, mittels eines Photometers bei einer Wellenlänge von 600 nm 

(OD600) gegen das entsprechende Kulturmedium erfolgte die Bestimmung der Zelldichte. Ab 

einer OD600 größer 1,0 wurde die Zellsuspension vor der Messung in 

1 cm-Halbmikroküvetten mit Kulturmedium verdünnt. Mit Plasmiden transformierte 

E. coli-Stämme wurden zur Lagerung in Selektivmedium mit 30 % Glycerol (v/v) 

resuspendiert und bei -80 °C gelagert. 

4.2.2 Transformation und Elektroporation von E. coli  

4.2.2.1 Chemisch kompetente Zellen 

 Um für die Aufnahme von Plasmid-DNA vorbereitet zu sein, müssen E. coli-Zellen in 

eine transformationskompetente Form überführt werden. Dazu wurde die CaCl2-Methode zur 

Gewinnung chemisch kompetenter Zellen eingesetzt. Abhängig vom jeweiligen Stamm kann 

mit 105- 106 Transformanden pro µg Plasmid DNA gerechnet werden. Die Herstellung 

kompetenter E. coli-Zellen erfolgte ohne Zusatz von Antibiotika und mit autoklavierten 

Medien. Die Schüttelinkubation erfolgte bei 37 °C, mit Ausnahme von TG1, die bei 30 °C 
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inkubiert wurden. Der Herstellung chemisch kompetenter Bakterien ging eine 

Übernachtkultur voraus, mit der 100 ml LB-Medium im Verhältnis 1:100 angeimpft und bei 

37 °C inkubiert wurden. Nach Erreichen einer OD600 = 0,5 wurden die Bakterien durch 

Zentrifugation (4 °C, 10 min, 4000 rpm) in gekühlten 50 ml Kulturröhrchen sedimentiert und 

das Sediment in 20 ml eiskalter 0,1 M CaCl2-Lösung aufgenommen. Nach einer weiteren 

Zentrifugation wurde das Sediment in 20 ml eiskalter 0,1 M CaCl2-Lösung resuspendiert und 

für 30 min auf Eis inkubiert. Der dritten Zentrifugation folgte die Resuspendierung des 

Sediments in 4 ml eiskalter Lösung (0,1 M CaCl2 und 15 % v/v Glycerol) und die Lagerung 

bei -80 °C in Aliquots à 200 µl. 

 Die Transformation chemisch kompetenter Zellen erfolgte mit 0,5 ng Plasmid-DNA oder 

1-2 µl eines gereinigten Ligationsansatzes, der mit 100 µl Zellsuspension gemischt und 

30 min auf Eis inkubiert wurde. Der Ansatz wurde für 45 s auf 42 °C erwärmt, für weitere 

3 min auf Eis inkubiert und nach Zugabe von 900 µl 42 °C warmem SOC-Medium 

1 h (Plasmid mit Amp-Resistenz-Marker) bzw. 2 h (Plasmid mit Cam-Resistenz-Marker) bei 

37 °C geschüttelt. Von der Zellsuspension wurden 100 µl direkt auf LB-Agarkulturplatten mit 

dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Der Rest der Zellsuspension wurde 

abzentrifugiert (Eppendorf, 4 °C, 10 min, 4000 rpm) und ebenfalls ausplattiert. Die 

Kulturplatten wurden über Nacht bei 37 °C (TG1 bei 30 °C) inkubiert. 

4.2.2.2 Elektrokompetente Zellen 

 Die Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen erfolgte durch zweifaches Waschen mit 

eiskaltem Wasser und Resuspendierung des Sediments in 10 % Glycerol. Hierbei kann mit bis 

zu 108 Transformanden pro µg DNA gerechnet werden. 100 ml LB Medium wurden 1:100 mit 

einer Übernachtkultur angeimpft und bei 37 °C inkubiert. Nach Erreichen einer 

OD600 = 0,5-0,6 wurden die Bakterien durch Zentrifugation (Eppendorf, 4 °C, 10 min, 

4000 rpm) in gekühlten 50 ml Kulturröhrchen sedimentiert und das Sediment in 100 ml 

eiskaltem Wasser resuspendiert. Nach einer weiteren Zentrifugation fanden eine erneute 

Resuspendierung des Sediments in 50 ml eiskaltem Wasser und eine weitere Zentrifugation 

statt. Das Sediment wurde in 2 ml eiskaltem 10 % v/v Glycerol resuspendiert und in Aliquots 

à 200 µl bei -80 °C gelagert. 

 Die Transformation elektrokompetenter Zellen mit entsalzener Plasmid-DNA erfolgte wie 

bei Kramer (1998) beschrieben. Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut, 50 µl in eine 

vorgekühlte 0,2 cm Elektroporationsküvette gegeben, 2 µl des Ligierunsansatzes zugegeben 

und der Ansatz 1 min auf Eis inkubiert. Nach Einsetzen der Küvette in die 

Elektroporationskammer erfolgte der Puls bei 2500 V. Sofort wurde 1 ml SOC Medium 
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(37 °C) zugegeben und die Zellen in ein 13 ml Kulturröhrchen überführt. Abhängig von der 

auf dem Plasmid kodierten Antibiotikaresistenz folgte eine Inkubation der Zellen bei 37 °C 

im Schüttelinkubator, die übrigen Schritte erfolgten wie unter 4.2.2.1 beschrieben.  

4.2.3 DNA-Isolierung aus E. coli 

4.2.3.1  Präparation chromosomaler DNA 

 Zur Isolierung chromosomaler DNA aus E. coli W3110 aus 5 ml über Nacht-Kultur wurde 

das PrestoSpin D-Kit der Firma Molzym verwendet und entsprechend den Herstellerangaben 

verwendet. Die sedimentierten Zellen wurden dazu einer 15-minütigen Lysozym-Behandlung 

unterzogen und anschließend in hoch-chaotropem Milieu lysiert, um den Abbau der 

Nukleinsäuren durch zelluläre Nukleasen zu verhindern. Durch Binden der DNA an das 

Trägermaterial der Säulen, bei dem es sich um Tonminerale handelte, konnte diese mehrfach 

gewaschen, in EB-Puffer eluiert und schließlich bei -20 °C gelagert werden. 

4.2.3.2 Isolierung von doppelsträngiger Plasmid-DNA 

 Die Isolierung doppelsträngiger Plasmid-DNA erfolgte mit einem Kit der Firma Qiagen 

gemäß den Herstellerangaben und beruhte auf alkalischer Lyse der Bakterienzellen (Birnboim 

und Doly, 1979). Die Plasmid-DNA wurde an ein Trägermaterial, in diesem Fall eine Silica-

Membran, immobilisiert, mehrfach gewaschen und schließlich in EB-Puffer eluiert. Die 

Plasmid-DNA wurde entweder aus 5 ml Übernachkultur (Minipräparation) oder 50 ml 

Übernachtkultur (Midipräparation) gewonnen, abhängig davon, ob es sich um DNA zur 

Analyse eines einzelnen Transformanden oder um die Gewinnung größerer Plasmid-DNA 

Mengen für den präparativen Restriktionsverdau handelte. Die Ausbeute aus 5 ml 

Bakterienkultur betrug 20 µg DNA in 50 µl EB-Puffer, aus 50 ml konnten ca. 100 µg DNA in 

100 µl EB-Puffer isoliert werden. Die DNA wurde bei 4 °C gelagert. 

4.2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese und Reinigung von DNA-Fragmenten 

 Doppelsträngige DNA-Fragmente im Bereich von 90 bp-10 kb konnte mittels der 

horizontalen Agarose-Gelelektrophorese größenabhängig in Gegenwart von Ethidiumbromid 

aufgetrennt werden. Je nach Größe der zu reinigenden DNA-Fragmente wurde eine 

0,7 % - 5 % w/v Suspension von Agarose in TAE-Puffer durch Sieden homogenisiert, mit 

0,5 µg/ml Ethidiumbromid (Stammlösung 10 mg/ml) versetzt und in eine horizontale 

Gelkammer mit eingesetztem Gelkamm gegossen. Das Beladen einer jeden Tasche erfolgte 

abhängig von ihrer Größe mit 10 µl bzw. 30 µl DNA-Lösung versetzt mit 1/6 Volumen 

6 x Auftragspuffer. Die Elektrophorese betrug bei analytischen Gelen ca. 60 min bei 100 V. 
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Die DNA konnte aufgrund der interkalierenden Eigenschaft des Ethidiumbromids unter UV-

Licht sichtbar gemacht werden. Bei präparativen Gelen dauerte die Elektrophorese bei 70 V 

abhängig von der Größe des DNA-Fragments 1-2 h und wurde bei verminderter UV-Intensität 

sichtbar gemacht. Zur Isolierung der aufgetrennten DNA wurde das Gel-Stück der 

gewünschten Größe ausgeschnitten und mittels eines Gel-Extraktion Kits von Qiagen oder 

Promega entsprechend dem Herstellerprotokoll aus der Agarose isoliert. Zur Reinigung wurde 

die DNA unter Hochsalzbedingungen an das Silica-Material der Säulen gebunden, mehrfach 

gewaschen und schließlich bei geringer Salzkonzentration in 50 µl EB-Puffer eluiert. Die 

Bestimmung der im Puffer vorhandenen DNA-Menge erfolgte anhand eines analytischen 

Agarosegels unter Verwendung eines DNA-Größenmarkers mit Mengenangabe (Mass ruler) 

sowie spektroskopisch. 

4.2.4 In vitro Modifizierung von DNA 

4.2.4.1 Ortsspezifische Mutagenese 

 Die ortsgerichtete Mutagenese erfolgte mit dem QuickChange Kit von Stratagene gemäß 

den Herstellerangaben. Dabei wurden die gewünschten Punktmutationen über zwei 

komplementäre Primer mittels weniger PCR-Zyklen und mit Hilfe einer Proofreading 

Polymerase (Pfu) in die Plasmid-DNA eingeführt und das PCR Produkt anschließend mit der 

Restriktionsendonuklease Dpn I verdaut. Dadurch wurde die methylierte und hemimethylierte 

Template-DNA zerstört, und doppelsträngiges Plasmid konnte isoliert werden. 

4.2.4.2 Spaltung doppelsträngiger DNA mit Restriktionsendonukleasen 

 Zur Präparation von DNA-Fragmenten für die Ligation sowie zur Restriktionsanalyse von 

Plasmiden wurde die DNA mit Restriktionsendonukleasen gespalten. Die Auswahl des 

Puffers erfolgte nach Herstellerangaben. Ein analytischer Verdau erfolgte mit ca. 1 µg 

Plasmid-DNA und 10 U der Restriktionsendonuklease in einem Endvolumen von 10-30 µl bei 

einer Dauer zwischen 10 min und 1 h. Endvolumen und Dauer waren abhängig von der 

Neigung zur Star-Aktivität der verschiedenen Enzyme und den Herstellerangaben zur 

Spaltungsdauer. Bei einem präparativen Verdau wurden 5-10 µg Plasmid-DNA mit 20 U 

einer jeden Restriktionsendonuklease in 50 µl Endvolumen gespalten. 

4.2.4.3 Polymerase-Kettenreaktion  

 Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR; Saiki et al. (1988)) 

wurde in dieser Arbeit zur Amplifizierung von Genen, zur Einführung von Punktmutationen 

und zur Kontrolle von Klonierungserfolgen verwendet. Ein Standard-PCR-Ansatz mit Taq-
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DNA-Polymerase (Chien et al., 1976) oder der Pfu-DNA-Polymerase (Lundberg et al., 1991) 

zur Amplifizierung eines Gens enthielt jeweils 20 pmol der Primer, 0,015-1 µg Matrizen-

DNA, 5 µl des mitgelieferten 10 x Taq-Puffers, 5 µl dNTP-Mix (je 2 mM dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP), 2 µl MgCl2 (25 mM), 1,25 µl Formamid (2,5 % v/v, nur für Touch Down 

PCR). Das Gesamtvolumen von 50 µl wurde durch Auffüllen mit H2O erreicht. Der Ansatz 

wurde 2 min auf 95 °C erhitzt (Hotstart), 1 - 5 U der entsprechenden DNA-Polymerase 

zugegeben und 30 Zyklen folgender Schritte durchgeführt: Denaturierung der 

doppelsträngigen DNA bei 95 °C für 30 s, Hybridisierung (Annealing) der Primer an die 

DNA-Matrix bei 55 °C für 30 s und Synthese der DNA bei 72 °C für 3 min. Zur 

Amplifizierung der Kaninchen-DNA ging eine Touchdown-PCR der modifizierten Standard-

PCR voraus. Die Touchdown-PCR bestand aus 20 Zyklen mit abnehmender Annealing-

Temperatur von 70 °C auf 50 °C mit einer Temperaturabnahme um 1 °C pro Zyklus: 94 °C 

für 10 s, 70 °C für 20 s -1 °C/Zyklus, 72 °C für 30 s. Daran schlossen sich 25 Zyklen mit 94 

°C für 10 s, 50 °C für 30 s und 72 °C für 1 min an. Tabelle 8 zeigt die für die Amplifizierung 

der Kaninchen-DNA verwendeten Primerkombinationen. 

Tabelle 8: Primerkombinationen zur Amplifizierung der Kaninchen-DNA. 

VH: variable Region der schweren Kette, VL: variable Region der leichten Kette, CL: konstante Region 

der leichten Kette, IgG: Immunglobulin G. 

Primerkombinationen 

für PCR 

variable Region konstante Region 

1 VH1, VH5  IgG 

2 VH2, VH3, VH4, VH11, VH13 IgG 

3 VH7, VH8, VH9, VH10, VH12, VH14 IgG 

13 VLκ1, VLκ2, VLκ3, VLκ4 CLκ1, CLκ2, CLκ3 

14 VLκ5 CLκ1, CLκ2, CLκ3 

 

4.2.4.4 Dephosphorylierung von DNA 

 Durch Dephosphorylierung der Enden des Vektorfragments mit der antarktischen 

Phosphatase wurde durch Religation gespaltener Vektoren die Ausbeute an korrektem 

Ligationsprodukt erhöht. Dazu wurde zur Plasmid-DNA anschließend an die 

Restriktionsspaltung 1 U antarktische Phosphatase zugegeben und für 1 h bei 37 °C inkubiert. 

Nach Inaktivierung der Phosphatase bei 65 °C für 10 min fand eine Reinigung der DNA-

Fragmente durch präparative Agrarose-Gelelektrophorese statt. 
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4.2.4.5 Ligation von DNA-Fragmenten 

 Zur Konstruktion neuer Plasmide wurden die isolierten und gereinigten DNA-Fragmente 

mit Hilfe einer T4-DNA-Ligase kovalent verknüpft. Um ein optimales Verhältnis der beiden 

Fragmente zueinander sicherzustellen, wurden die pmol-Enden berechnet und ein molares 

Verhältnis von Plasmid-DNA:DNA-Fragment von 1:2 eingestellt. Für einen Standard-

Ligationsansatz mit 10 µl Endvolumen wurden zu 25-50 ng Plasmid der entsprechenden 

DNA-Fragmentmenge 1 µl 10 x Puffer vom Hersteller und 0,3-1 µl T4-DNA-Ligase (NEB: 

400 U µl-1) gegeben und mit H2O auf 10 µl aufgefüllt. Zur Kontrolle wurden parallel 25 ng 

des Vektorfragments ohne DNA-Insert ligiert. Der Ligationsansatz wurde über Nacht bei 

16 °C inkubiert. Anschließend wurde die Ligase über EZ-Säulen und die Puffersalze über 

Amicon-Filter entfernt. 1-2 µl Ligationsansatz wurden in chemisch kompetente oder 

elektrokompetente E. coli Zellen transformiert (4.2.2). 

4.2.4.6 mRNA-Isolierung aus Blut 

 Die Isolierung der mRNA aus dem Blut eines Kaninchens erfolgte mit dem „mRNA 

Isolation Kit for Blood/Bone Marrow“ von Roche gemäß den Herstellangaben. Dazu wurde 

das Blut zunächst im „RNA/DNA Stabilization Reagent for Blood/Bone Marrow“ von Roche 

1:10 verdünnt, um die roten Blutkörperchen zu lysieren und die RNA zu stabilisieren. In 

dieser Form konnten die Blutproben bei -20 °C gelagert werden. Die mRNA-Isolierung 

erfolgte mit Hilfe magnetischer Perlen. Durch deren Zugabe wurde die gesamte Nukleinsäure 

gebunden und durch Zentrifugation sedimentiert. Die Perlen wurden mehrfach gewaschen 

und nach jedem Waschschritt mittels eines Magneten vereint. Mit einem speziellen Puffer 

wurde die Nukleinsäure von den Perlen gelöst und anschließend die mRNA mit biotinylierten 

oligo(dT)s an magnetischen Streptavidin-Perlen immobilisiert. Die Perlen mit der gebundenen 

mRNA wurden mit einem Magneten vereint, mehrfach gewaschen und schließlich die mRNA 

von den Perlen eluiert. Die gewonnene mRNA wurde mit RNAse versetzt, kurzfristig bei 

-20 °C bzw. langfristig bei -80 °C gelagert oder aber direkt in die reverse Transkription 

eingesetzt. 

4.2.4.7 Reverse Transkription  

 Die reverse Transkription von mRNA in cDNA wurde mit dem „First Strand cDNA 

Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)“ von Roche gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. 

Die Verwendung der AMV RT (avian myeloblastis virus reverse transcriptase) ermöglichte 

aufgrund ihrer hohen Thermostabilität eine Reaktionstemperatur von 42 °C und sicherte damit 

eine spezifischere Reaktion, als sie bei 37 °C möglich wäre. Aufgrund der Verwendung der 
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Random Primer p(dN)6 startete die AMV RT die Synthese des neuen cDNA-Strangs mitten in 

der Template-mRNA. Die entstandene cDNA wurde bei -20 °C gelagert und diente als 

Template für die Amplifizierung der IgG-DNA. 

4.3 Gentechnische Methoden 

4.3.1 Produktion rekombinanter Proteine in E. coli 

 Die Sekretion synthetisierter Polypeptidketten in den periplasmatischen Raum von E. coli 

erfolgt mit Hilfe bakterieller Signalsequenzen, die mit den zu sekretierenden Proteinen ein 

Fusionsprotein bilden (Skerra und Plückthun, 1988). Die Expression des Fremdgens wurde 

dabei durch das durch Anhydrotetracyclin (aTc) induzierbare tet-Promotor/Operator-System 

(Skerra, 1994a) kontrolliert. Durch selektive Permeabilisierung der äußeren Membran konnte 

nach Induktion der Genexpression die Periplasmafraktion mit dem rekombinanten Protein 

gewonnen werden. 

4.3.1.1 Anzucht, Induktion und Ernte von Kulturen im Schüttelkolben 

 Die Anzucht erfolgte im 2 l bzw. im 5 l-Erlenmeyerkolben in 500 ml oder 

2 l LB-Medium, versetzt mit einem geeigneten Antibiotikum und angeimpft mit 10 ml bzw. 

50 ml einer stationären Übernachtkultur des mit dem entsprechenden Plasmid transformierten 

E. coli-Stamms. Während der Inkubation der Kultur bei 25 °C und 150 rpm wurde das 

Wachstum durch regelmäßige Messung der optischen Dichte überprüft. Bei OD600 = 0,5 

wurde die Expression mit 200 µl aTc-Lösung (2 mg ml-1 Stammlösung in DMF) gestartet und 

anschließend 2,5-3,5 h bei 25 °C induziert, abhängig von Stamm, Vektor und zu 

exprimierendem Protein. Die Kultur wurde nach der Induktion zügig auf vorgekühlte Sorvall-

Zentrifugenbecher verteilt und abzentrifugiert (Sorvall RC-5B, GSA-Rotor, 4 °C, 15 min, 

5000 rpm). Der Medienüberstand wurde entfernt und das Zellsediment der 500 ml / 2 l 

E. coli-Kultur (s. o.) in 5 ml/ 20 ml 4 °C kaltem Aufschlusspuffer (50 mM Tris/HCl, pH 8,0, 1 

mM EDTA, 0,5 M Saccharose) auf Eis resuspendiert und für 30 min auf Eis inkubiert. Der 

Periplasmaaufschluss führt in Gegenwart von EDTA und Saccharose unter hypertonischen 

Bedingungen zur Destabilisierung der äußeren E. coli-Zellmembran durch einen osmotischen 

Schock. Durch Komplexierung der die Zellwand stabilisierenden zweiwertigen Kationen 

kommt es zum Austritt der löslichen periplasmatischen Proteine, die von den Sphäroplasten 

durch Zentrifugation getrennt werden. Durch Einstellen der Suspension auf 

200 µg ml-1 Lysozym wurde der Abbau des Peptidoglycans unterstützt und der 

Periplasmaaufschluss forciert. Die Sphäroplasten wurden abzentrifugiert (Sorvall RC-5B, SS-
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34 Rotor, 4 °C, 15 min, 5000 rpm) und der Überstand in einen Sorvall-Zentrifugenbecher 

überführt. Der Überstand wurde erneut zentrifugiert (Sorvall RC-5B, SS-34 Rotor, 4 °C, 

20 min, 12 500 rpm). Die klare Proteinlösung wurde über Nacht bei 4 °C im Spectra-Por-

Schlauch mit einer Ausschlussgröße von 12 000-14 000 MWCO gegen 1 l bzw. 3 l Dialyse-

Puffer (50 mM Na2HPO4) dialysiert. 

4.3.1.2 Anzucht, Induktion und Ernte von Kulturen im Laborfermenter 

 Für die Produktion der zur Beschichtung von Immunosensoren notwendigen großen 

Proteinmengen wurde ein von Schiweck und Skerra (1995) entwickeltes diskontinuierliches 

Fermentationsverfahren an die hier vorliegenden Bedingungen adaptiert. Die Bakterienzellen 

des Stamms E. coli JM83 wurden im 2 l-Fermenter Biostat von Braun mit 1,6 l Nutzvolumen 

in einem synthetischen Mineralsalzmedium kultiviert, dem NH3 (Ammoniak) als Stickstoff- 

und Glukose als Kohlenstoffquelle zugesetzt wurden. Temperatur, pH-Wert (mittels 

Ammoniaklösung) und Sauerstoffpartialdruck wurden über Elektroden und Regeleinheiten 

konstant gehalten. Dadurch wurden über den gesamten Verlauf der Fermentation 

homöostatische Bedingungen gewährleistet. Für die Vorvorkultur wurden 2 ml LB-Medium 

mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt, mit einer frisch transformierten Einzelkolonie 

angeimpft und für 6-8 h bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Die Anzucht der Vorkultur erfolgte 

in 72 ml Mineralsalzlösung, der 8 ml 20 % (w/v) Glukose, 1 ml 1 M MgSO4, 

80 µl Stammlösung eines geeigneten Antibiotikums und 80 µl Thiamin-Hydrochlorid-

Stammlösung zugesetzt worden waren. Die Vorkultur wurde im Verhältnis 1:1000 mit der 

Vorvorkultur angeimpft und für ca. 26 h bei 30 °C und 150 rpm bis zu einer OD600 von 2-2,5 

inkubiert. Die Kalibration der pH-Elektrode und der Pumpen für Ammoniaklösung und 

Glukose erfolgte nach dem Befüllen des Kulturgefäß mit 1,5 l Mineralsalzlösung gemäß den 

Herstellerangaben, anschließend fand eine Autoklavierung des Kulturgefäßes statt. Vor 

Beginn der Fermentation wurde die pO2-Elektrode nach 6-stündiger Vorlaufzeit nach den 

Herstellerangaben kalibriert. Dabei wurde dem bei Begasung mit reinem O2 herrschenden 

Druck der Wert von „100 %“ zugeordnet. Die Kultur wurde auf 25 °C temperiert und die 

gesamte stationäre Vorkultur und folgende sterile Lösungen über eine Pumpe zugeführt: 

160 ml 20 % (w/v) Glukose, 16 ml 1 M MgSO4 1,6 ml der Stammlösung des entsprechenden 

Antibiotikums und der Thiamin-Hydrochlorid-Stammlösung, je 0,8 ml FeCl3- und Zn-Acetat-

Lösung, 2 ml Spurenelement-Lösung und 40 µl 30 %ige Antifoam A-Lösung. Die Belüftung 

fand zu Beginn durch gesteuerte Begasung mit Druckluft statt. Im Verlauf der Fermentation 

wurde Begasung durch reinen Sauerstoff notwendig, um einen Sauerstoffpartialdruck von 

≥ 30 % des ursprünglichen Sättigungsdrucks sichern zu können. Die Einstellung des 



  Material und Methoden 

 52

pH-Werts auf pH 6,9 erfolgte durch Titration mit 12,5 % (w/v) Ammoniak. Die 

Rührgeschwindigkeit betrug mit 700 rpm 35 % der Maximalleistung des Geräts. Nach 

2-stündiger Inkubation bei 25 °C wurden 100 µl 30 % Antifoam A-Lösung zugegeben. Um 

die Bakterienkultur während der exponentiellen Wachstumsphase ausreichend mit 

Kohlenstoff zu versorgen, wurde 50 % (w/v) Glukose gemäß dem Protokoll aus Tab. 9 

zugegeben. 

 

Tabelle 9: Fütterungsprotokolle für die Expression des AK K411B und die für Koexpression des 

Kaninchen Fab-Fragments mit Faltungshelferproteinen im Fermenter.    

Expression des K411B-Fab-Fragments  Koexpression des Kaninchen Fab-Fragments 

OD600 Glukose ml h-1 Glukose g h-1 OD600 Glukose ml h-1 Glukose g h-1 

9 9,2 4,6 12 7,8 3,9 

16 12,4 6,2 16 10,6 5,3 

20 19,0 9,5 20 13,2 6,6 

30 28,4 14,2 30 15,8 7,9 

38 33,6 16,8 38 18,4 9,2 

 

 Der Kultur wurden bei einer OD600 von 13 nochmals je 0,8 ml Fe- und Zn-Stammlösung 

und 1,6 ml der Spurenelement-Lösung zugesetzt. Bei einer OD600 von 20 fand die Induktion 

der Expression durch Zugabe von aTc-Stammlösung (Endkonzentration 0,5 mg l-1) statt. Die 

Kultivierung wurde abhängig vom Plasmid und dem zu exprimierenden Protein für weitere 

2,5 - 3,5 h bei 25 °C fortgesetzt und die Zellen durch Zentrifugation (Sorvall RC-5B im 

GSA-Rotor 4 °C, 20 min, 5000 rpm) geerntet. Die sedimentierten Zellen wurden in ein kaltes 

Becherglas überführt und in 4 °C kaltem Periplasma-Aufschlußpuffer (50 mM Tris/HCl, 

pH 8,0, 1 mM EDTA, 0,5 M Saccharose) für 30 min bei 4 °C auf einem Magnetrührer 

vorsichtig resuspendiert. Das eingesetzte Puffervolumen wurde folgendermaßen berechnet: 

 

1)    2 x Endvolumen (l) x End-OD600  

 

 Der Puffer wurde vor Zugabe zu den sedimentierten Zellen auf 15 mM EDTA und 250 

µg ml-1 Lysozym eingestellt. Der periplasmatische Proteinextakt wurde durch Zentrifugation 

(Sorvall RC-5B, GSA-Rotor, 4 °C, 20 min, 5000 rpm) von den Sphäroplasten zunächst nur 

grob getrennt und in einem zweiten Zentrifugationsschritt (Sorvall RC-5B SS34, 4 °C, 
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40 min, 12 500 rpm) geklärt. Anschließend erfolgte die Dialyse bei 4 °C im Spectra-Por-

Schlauch mit einer Ausschlussgröße von 12 000-14 000 MWCO dreimal jeweils 3 h gegen 

5 l Dialyse-Puffer (50 mM Na2HPO4, pH 7,5), wodurch der Chelatbildner EDTA entfernt 

wurde. Die Abtrennung ausgefallener Partikel und Proteine erfolgte durch Sterilfiltrierung 

(0,45 µm); die so erhaltene Lösung mit löslichen Proteinen wurde entweder sofort in der 

Chromatographie gereinigt oder bei -20 °C gelagert.  

 Um für die spätere Analyse durch SDS-PAGE eine cytoplasmatische Probe der Kultur zur 

Verfügung zu haben, wurde 1 ml der Kultur sedimentiert (Eppendorf, 4 °C, 5 min, 14 000 

rpm), der Überstand verworfen und nach 30-minütiger Inkubation des Sediments bei 4 °C in 

Periplasma-Aufschlußpuffer die Sphäroplasten abzentrifugiert. Für die Herstellung einer 

Gesamtzellprobe fand ebenfalls eine Sedimentierung von 1 ml der Kultur durch 

Zentrifugation (Eppendorf, 4 °C, 5 min, 14 000 rpm) statt. Der Überstand beider Proben 

wurde verworfen und die Zellen in 80 µl Benzonaselösung (12,5 U ml-1 in Benzonasepuffer) 

resuspendiert. Durch Zugabe von 20 µl 5 x Auftragspuffer (ggf. reduzierend) für SDS-PAGE 

erfolgte die lyse der Zellen unter vorsichtigem Mischen. Im Verlauf einer 1-stündigen 

Inkubation bei 4 °C wurden die freigesetzten Nukleinsäuren durch die Benzonase hydrolysiert 

und das Lysat anschließend bis zur Analyse durch SDS-PAGE bei -20 °C gelagert. 

4.3.1.3 Berechnung der Wachstumsrate und Glukosezufuhr 

Die Wachstumsrate µ der Fermentationskultur ließ sich folgendermaßen berechnen: 

 

2)      
0

0lnln
tt

xx
−
−

=µ  

Dabei ist xln  die OD600 zum Zeitpunkt t und 0ln x  die OD600 zum Zeitpunkt 0t  

 

 Während der Fermentation erfolgte im Abstand von 30 min die Entnahme von jeweils 

2 ml Kultur zur Bestimmung der Trockenzellmasse. Zu diesem Zweck fand eine Trocknung 

des Zellsediments über Nacht bei 104 °C und ein anschließendes Einwiegen der der Probe 

statt. Der Ausbeutekoeffizient Yx/s wurde durch das Verhältnis der gesamten Biomasse zu 

verbrauchter Glukose bestimmt und lag im Bereich von 0,45 - 0,5.  
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Die nötige Glukosemenge zum Erreichen einer gewünschten Wachstumsrate µ wurde nach 

Korz et al. (1995) berechnet:  

3)      

Dabei ist ms die zugeführte Substratmenge (g h-1), F das Volumen der Fütterungsrate (l h-1), 

SF die Substratkonzentration (g l-1), µ die spezifische Wachstumsrate (h-1), Yx/s der 

Biomasse/Substrat Ausbeutekoeffizient von 0,5 für Glukose (g g-1), m der spezifische 

Erhaltungskoeffizient von 0,025 für E. coli (g g-1 h-1), X die Biomassekonzentration (g l-1) 

und V das Kulturvolumen (l). 

4.3.1.4 Nachweis von Glukose und Acetat 

 Glukose und Acetatkonzentration wurden mit einem Kit von R-Biopharm nach den 

Herstellerangaben gemessen. Dazu wurden im Abstand von 30 min 1 ml Proben entnommen 

und die Zellen durch Zentrifugation sedimentiert. Der Überstand wurde 1:10 und 1:100 

verdünnt und photometrisch bei 340 nm gemessen. 

Das Prinzip des Glukosenachweis beruhte dabei auf folgender Reaktion: 

   
Die während der Reaktion gebildete NADPH-Menge ist der D-Glukose-Menge äquivalent 

und wird aufgrund ihrer Absorption bei 340 nm bestimmt.  

Nach der allgemeinen Berechnungsformel für die Bestimmung der Konzentration gilt: 

4)      

Dabei ist V das Testvolumen [ml], v das Probevolumen [ml], MG das Molekulargewicht der 

zu bestimmenden Substanz [g/mol], d die Schichtdicke [cm] und ε der Extinktionskoeffizient 

von NADPH bei 340 nm.  

 Das für diese Reaktion benötigte Oxalacetat wird in einer vorgeschalteten 

Indikatorreaktion aus L-Malat und Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) in Gegenwart von 

L-Malat-Dehydrogenase (L-MDH) gebildet. Hierbei wird NAD zu NADH reduziert, wobei 

das Prinzip des Essigsäurenachweis auf der Umwandlung von L-Malat und NAD in 

Oxalacetat und NADH beruht, wie die hier dargestellte Formel zeigt. 



  Material und Methoden 

 55

   
Der Bestimmung liegt die NADH-Bildung, gemessen an der Extinktionszunahme bei 340 nm, 

zugrunde. Da bei der vorgeschalteten Indikatorreaktion ein Gleichgewicht vorliegt, ist die 

NADH-Menge der Essigsäure-Konzentration nicht direkt proportional. Zur Berechnung der 

∆EEssigsäure dient folgende Formel:  

 
Nach der allgemeinen Berechnungsformel für die Bestimmung der Konzentration gilt auch 

hier Formel 4. 

4.3.2 Proteinchemische Methoden 

4.3.2.1 Metallchelat-Affinitätschromatographie  

 In E. coli produzierte und mit dem Hexahistidin-Affinitätsanhängsel (His6-tag) fusionierte 

Proteine wurden durch Metallchelat-Affinitätschromatographie (IMAC) gereinigt (Hochuli et 

al., 1987; 1988; Skerra, 1994b). Als Säulenmaterial diente dabei an Sepharose gebundene 

Iminodiessigsäure, als Übergangsmetallion wurde Zn2+
 verwendet. Als spezifische 

Metallbindungsstelle des rekombinanten Proteins fungierte das C-terminale His6-tag. Zur 

Proteinreinigung wurde eine Säule mit einem Bettvolumen von 2 ml verwendet, für die 

Reinigung von Proteinen aus Fermentationsansätzen wurde eine 5 ml-Säule verwendet. Der 

Verlauf der Chromatographie wurde durch Messung der Proteinkonzentration mit Hilfe eines 

UV-Durchflussphotometers von Biorad bei 280 nm dokumentiert. Vor dem Auftragen auf die 

Säule wurde die Probe auf 0,5 M Betain entsprechend dem Chromatographiepuffer 

(0,5 M Betain Monohydrat, 50 mM Na2HPO4, pH 7,5) eingestellt und anschließend 

sterilfiltriert. Die Säule wurde mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe zunächst mit einer 

Flussrate von 20 ml/h mit 10 Säulenvolumina H2O bis zum Erreichen der Basislinie gespült. 

Dann wurde sie mit 10ml (40ml) (Angaben in Klammern gelten für 5 ml Säulenvolumina) 

10 mM ZnSO4 beladen, mit 10 Säulenvolumina H2O nachgespült und schließlich mit 

10 Säulenvolumina Chromatographiepuffer äquilibriert. Anschließend wurde die dialysierte 

und sterilfiltrierte periplasmatische Proteinfraktion mit einer Durchflussrate von 20 ml/h 



  Material und Methoden 

 56

(34 ml/h) aufgetragen, der Durchfluss aufgefangen und wiederum bis zum Erreichen der 

Basislinie mit Chromatographiepuffer nachgespült. Die Elution der an die Säule gebundenen 

Proteine erfolgte mit einem Konzentrationsgradienten von 0 bis 300 mM Imidazol in 

Chromatographiepuffer bei einer Flussrate von 10 ml/h (24 ml/h). Das Eluat wurde in 

Fraktionen von 1,6 ml aufgefangen. Nach der Elution wurden die Zn2+-Ionen mit 

10 Säulenvolumina Regenerierungspuffer (50 mM EDTA, 1 M NaCl, pH 8,0) von der Säule 

entfernt und mit 100 (300) ml H2O gespült. Die Reinheit der Elutionsfraktionen wurde mittels 

SDS-PAGE überprüft und das Vorhandensein und die Funktionalität des gewünschten 

Fab-Fragments mittels Western-Blot und ELISA nachgewiesen. Die Fraktionen mit dem 

höchsten Gehalt an gereinigtem rekombinantem Protein wurden vereinigt.  

4.3.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 Die Auftrennung der Proteine in Abhängigkeit von ihrer Größe erfolgte unter 

Hochsalzbedingungen durch die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

(SDS-PAGE, Laemmli, 1970) nach den Angaben von Sambrook et al. (1989). Zur besseren 

Auftrennung wurde, wenn nötig, 6 M Harnstoff zum Trenngel zugesetzt (Skerra, 1994b). Es 

wurden jeweils 15 µl Probenvolumen der Proteinlösungen mit reduzierendem oder nicht 

reduzierendem 5 x Auftragspuffer versetzt und für 5 min bei 95 °C denaturiert. Nach 

Beladung des Gels mit den Proben und einem Protein-Größenstandard erfolgte die 

Elektrophorese bei einer Spannung von 110 V solange, bis der Bromphenolblau-Marker nach 

ca. 2 h aus dem unteren Ende des Trenngels austrat. Die über 12 %ige bzw. 14 %ige 

SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennten Proteine wurden im Anschluss an die Elektrophorese 

mit PageBlue™ Protein Staining Solution von Fermentas Coomassie gefärbt oder in der 

Silberfärbung sichtbar gemacht. Anschließend wurde das Gel zur Entfärbung des 

Hintergrundes in H2O gewaschen und schließlich zur Dokumentation gescannt. 

4.3.2.3 Konzentrierung von Proteinen 

 Vor der Lyophilisierung wurden die Proben mittels einer Konzentratoreinheit mit einer 

Ausschlussgröße von 10 kDa (Amicon) durch Zentrifugation (Eppendorf, 4 °C, 2000 rpm) 

gewaschen, in H2O umgepuffert und auf das gewünschte Volumen eingeengt. Die 

Proteinlösung wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt, eventuell aggregiertes 

Protein durch Zentrifugation bei 14 000 rpm abgetrennt und der Überstand entnommen. Das 

Protein wurde bei 4 °C gelagert oder lyophilisiert. 
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4.3.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration 

 Die Konzentration (c) der Proteinlösungen wurde durch die Messung der Absorption (A) 

bei 280 nm in einer Polystyrolküvette mit der Schichtdicke d = 1 cm nach dem 

Lambert-Beerschen Gesetze bestimmt: 

 

6) 

Der spezifische molare Absorptionskoeffizient, früher Extinktionskoeffizient, ε bei 280 nm 

(ε280nm) des Fab-Fragments von 70 000 M-1 cm-1ergibt sich aus der Summe der Absorptionen 

von Tryptophan (5690), Tyrosin (1280) und Cystein (120) (Gill und von Hippel, 1989). 

4.3.3 Immunchemische Methoden 

4.3.3.1 Western-Blot 

 Für die immunchemische Analyse im Western-Blot wurden die Proben zunächst mit Hilfe 

der SDS-PAGE aufgetrennt (4.3.2.2). Anschließend wurden sie mittels Elektrotransfer auf 

eine PVDF-Membran überführt und in immunchemischen Verfahren selektiv gefärbt. Die 

Immunreaktion fand entweder durch Inkubationen mit einem HRP-gekoppelten Primär-AK 

bzw. Tracer statt, oder aber ein zunächst an die Probe gebundener Primär-AK wurde mittels 

eines HRP-gekoppelten Sekundär-AK nachgewiesen. Durch Inkubation in 

Western-Blot-Entwicklerlösung konnten die Proteinbanden sichtbar gemacht werden. Für den 

anschließenden Elektrotransfer der aufgetrennten Proteine auf die PVDF-Membran wurden 

Whatman-Filterpapiere mit Blot-Puffer (SDS-PAGE-Laufpuffer mit 20 % (v/v) Methanol) 

getränkt und auf die Graphit-Anode der Elektroblot-Apparatur geschichtet. Auf diesen Stapel 

wurde die mit Methanol aktivierte und anschließend für 15 min in Blot-Puffer inkubierte 

PVDF-Membran und auf diese das Trenngel gelegt und mit weiteren Filterpapieren 

überschichtet. Der Proteintransfer erfolgte nach Auflegen der Graphit-Kathodenplatte für 

1,5 h bei einer konstanten Stromstärke von 60 mA. Anschließend wurde die Membran 

entnommen und für 30 min in PBS geschwenkt. Die Inkubation der Membran fand über 

Nacht bei 4 °C in Blockierpuffer (3 % Magermilchpulver in PBS) statt. Die Immunreaktionen 

mit Primär- und ggf. Sekundär-AK erfolgte bei RT und dauerten jeweils 2 h.  

 Das Fab-Fragment K411B wurde entweder über das His6-tag (1:2500) mit Hilfe eines 

HRP-gekoppelten 1:2500 verdünnten Maus-anti-His6-tag-AK, eines HRP-gekopplten Atrazin-

Tracers (1,5 mg ml-1) in der Verdünnung 1:2500 oder eines HRP-gekoppelten Ziege-anti-

Maus-IgG-AK (1:2500 verdünnt) detektiert. Das Kaninchen Fab-Fragment, die HC und die LC 

wurden sowohl über den HRP-gekoppelten 1:2500 verdünnten Maus-anti-His6-tag-AK als 

dcA nmnm ⋅⋅= 280280 ε



  Material und Methoden 

 58

auch über einen 1:2500 verdünnten HRP-gekoppelten Anti-Kaninchen-AK gegen die LC 

bzw. einen 1:2500 verdünnten HRP-gekoppelten Anti-Kaninchen-AK gegen IgG detektiert. 

Das große Hüllprotein (g3p) filamentöser Phagen wurde mit einem Maus-anti-g3p-AK in 

einer Verdünnung von 1:2500 und einem HRP-gekoppelten Ziege-anti-Maus-IgG AK (1:2500 

verdünnt) detektiert. Bei Immunreaktionen mit Primär-AK folgte auf drei Waschschritte in 

PBS eine zweite, 2-stündige Immunreaktion mit dem HRP-gekoppelten Sekundär-AK. Die 

Substratreaktion erfolgte nach 3 x 10-minütigem Waschen in PBS in Western-Blot-

Entwicklerlösung und wurde nach Erreichen der gewünschten Bandenintensität durch 

mehrfaches Waschen mit H2O gestoppt. Die Membran wurde abschließend an der Luft 

getrocknet. 

4.3.3.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

 Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Atrazin-ELISAs zum Nachweis des AK 

K411B handelt es sich um kompetitive Verfahren, bei denen eine Mikrotiterplatte mit einem 

Ziege-anti-Maus-AK beschichtet wurde. Die Zugabe verschiedener Verdünnungen der 

periplasmatischen Proteinfraktion des murinen Fab-Fragments K411B und Detektion mit 

einem HRP-gekoppelten Atrazin-Tracer bzw. dem Atrazin-Tracer und zusätzlich Atrazin zur 

Verdrängung der AK-Antigenbindung ließ Rückschlüsse auf die Spezifität der Bindung des 

Fab-Fragments zu.  

 Zur Durchführung des Assays wurde in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte jeweils 

200 µl 50 mM Carbonatpuffer mit 5 µg ml-1 Ziege-Anti-Maus-AK gegeben und über Nacht 

bei 4 °C inkubiert. Alle folgenden Schritte fanden bei RT statt. Die Mikrotiterplatte wurde 

dreimal im Mikrotiterplattenwaschautomat mit PBST gewaschen und zur Entfernung von 

Flüssigkeitsresten ausgeklopft. Zur Absättigung verbliebener Bindungsstellen an der 

Oberfläche der Mikrotiterplatte erfolgte eine Inkubierung jeder Vertiefung für 1 h mit jeweils 

300 µl einer Blockierungslösung (2 % MMP (w/v) in PBST). Nach dem Blockieren wurden 

die Vertiefungen dreimal mit PBST gewaschen und ausgeklopft. Anschließend wurden zur 

Detektion der Antikörper entweder 50 µl des 1:5000 verdünnten HRP-gekoppelten Atrazin-

Tracers (1,5 mg ml-1) (Kramer et al., 2002) in jede Vertiefung pipettiert oder zur Analyse der 

Spezifität der Bindung zusätzlich je 200 µl Atrazin in einer Konzentration von 1 mg l-1 und 

50 µl des verdünnten Tracers in die Vertiefungen der Platte pipettiert. Nach einer 

Inkubationsdauer von 1 h wurde erneut gespült. Schließlich wurden 200 µl einer Lösung 

bestehend aus 1 Teil TMB-Chromogenlösung und 2 Teilen Substratpuffer in jede Vertiefung 

gegeben und der Assay 20 min bei Dunkelheit inkubiert.  

 Für alle hier beschriebenen ELISA-Assays gilt, dass sich an die Farbreaktion kein 
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Waschschritt anschloss. Die Farbreaktion wurde mit 50 µl 4 N H2SO4 pro Vertiefung beendet. 

Die Farbreaktion würde ohne die Beendigung mit H2SO4 bis zum Zerfall des entstandenen 

lichtempfindlichen, blauen Charge-Transfer-Komplex fortgesetzt. Dieser Komplex entsteht 

durch die POD-katalysierte radikalische Oxidation von TMB. H2SO4 wandelt den Charge-

Transfer-Komplex in das stabile 3,3‘,5,5‘-Tetramethyl-1,1‘-diphenochinon-4,4‘-

diimoniumion um (Gallati und Pracht, 1985). Die Absorption wurde bei 450 nm 

photometrisch gemessen. 

4.4 Computerprogramme und Datenbanken 

 Zur Darstellung der Primär- und Sekundärstruktur der Plasmide sowie zur Planung von 

Oligodesoxynukleotiden für die ortsgerichtete Mutagenese und die PCR wurde das Programm 

Vector NTI von Stratagene, der im World Wide Web zugängliche NCBI-Blast von pubmed 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) und das ebenfalls im World Wide Web zugängliche 

Programm Oligocalc (http:\\basic.nwu.edu/biotools/oligocalc) verwendet.  

 Agarosegele und Gele aus der SDS-PAGE sowie die PVDF Membranen des Western-Blot 

wurden mit Hilfe des Programms Adobe Photoshop 9.0 (Adobe Systems Inc.) digitalisiert.  

 Die Funktionalität der Signalpeptidase-Schnittstellen wurde mit dem im World Wide Web 

zugänglichen Programm SIGNAL P (http:\\www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) überprüft. 

Diagramme wurden mit Excel (Office XP) erstellt. Die Verwaltung der Literatur erfolgte mit 

EndNote 9.0 (Thomson). 
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5 Ergebnisse  

 Die Etablierung des Expressionssystems zur Hochzelldichtefermentation rekombinanter 

AK erfolgte mittels des murinen AK-Fragments K411B, dessen korrekte periplamatische 

Faltung bereits überprüft worden war (5.1). Anschließend wurde der Expressionsvektor 

entsprechend den Besonderheiten verändert, die die Expression leporider AK mit sich bringt. 

Die Proteinausbeute der Hochzelldichtefermentation konnte durch die zusätzliche Expression 

von Faltungshelferproteinen und Adaptierung des Fermentationsprotokolls schrittweise 

gesteigert werden (5.2). Die Konstruktion der Phagemide zur Expression von 

Fusionsproteinen, bestehend aus Fab-Fragment und g3p, mit dem Ziel, ein zur Selektion 

spezifischer Kaninchen-AK geeignetes Phage Display-System zu entwickeln, erfolgte 

ebenfalls stufenweise (5.3). Der Konstruktion des Kaninchen-spezifischen Phagemids folgte 

die Expression des Fab-Fragments bzw. des Fusionsproteins zusammen mit 

Faltungshelferproteinen als erster Schritt auf dem Weg zum Phage Display. Abb. 47 (S.103) 

zeigt eine Übersicht über alle hier verwendeten und hergestellten Expressionsvektoren und 

Phagemide. 

5.1 Bakterielle Produktion und Reinigung des murinen 

Antikörpers K411B 

5.1.1 Expression des murinen Antikörpers K411B, inseriert in pASK85-K411B 

 Der rekombinante murine AK K411B gegen Atrazin, näher beschrieben in Kap. 6.1.1,  

besteht aus leichter Kette (light chain, LC) und schwerer Kette (heavy chain, HC), die über 

Cysteinreste miteinander verbunden ein Fab-Fragment von ca. 45 kDa ergeben (Abb. 1, 2). In 

allen verwendeten und hier konstruierten Vektoren (Übersicht Abb. 47) stehen die 

Strukturgene für LC und HC unter der Kontrolle des dicht reprimierten tet-

Promotor/Operator-Systems. Die Genexpression wird durch Anhydrotetracyclin (aTc) 

induziert. Die Ketten werden nach der Expression mittels ihrer Signalsequenz separat durch 

die Periplasmamembran in den periplasmatischen Raum sekretiert. Dort werden die 

Signalsequenzen abgespalten, und die Polypeptide können im oxidierenden Milieu des 

Periplasma gefaltet werden. Dabei bilden sich die inter- und intrachenaren Disulfidbrücken, 

und LC und HC lagern sich zum Fab-Fragment zusammen (Skerra, 1989). 

 Im Plasmid pASK85-K411B (Abb. 8, Skerra, 1994a; Kramer und Hock, 1996; Kramer et 

al., 2002) liegt das Strukturgen für die HC des Fab-Fragments K411B am 5’-Ende fusioniert 
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an die bakterielle Signalsequenz des Outer Membrane Protein A (OmpA) vor (Movva et al., 

1980), die der Sekretion in das Periplasma dient (Abb. 7). Am 3’-Ende trägt es die kodierende 

Sequenz für ein Hexahistidin-Affinitätsanhängsel (His6-tag) (Skerra, 1994b). Das Strukturgen 

für die LC liegt am 5’-Ende fusioniert an die bakterielle Signalsequenz der Alkalischen 

Phosphatase (PhoA) vor (Kikuchi et al., 1981). 

 
Abbildung 7: Primär- und Sekundärsequenz der Signalsequenzen OmpA und PhoA. 

PhoA und OmpA folgen dem klassischen Aufbau aus positiv geladener, N-terminaler n-Region und 

hydrophober h-Region (fettgedruckt), die an der Sekretion beteiligt sind, gefolgt von der C-terminalen 

c-Region (kursiv) mit der Signalpeptidase I-Erkennungssequenz (Position -3 und-1 AS gezeigt). Für 

OmpA besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit der Ausbildung einer α-Helix-Konformation (H), für 

PhoA eher einer β-Faltblattstruktur (B) bzw. zufälliger coil-Strukturen (Asterisk) (Collier, 1994). 

 

 Die Expression des AK K411B mittels des Plasmids pASK85-K411B wurde unter 

Standardbedingungen im Schüttelkolben im E. coli-Stamm JM83 in 500 ml LB-Medium 

durchgeführt (4.3.1.1). Die Induktion der Expression erfolgte durch aTc. Nach 2,5-stündiger 

Expression wurden die Zellen, die keine Anzeichen von Zelllyse zeigten, durch 

Zentrifugation geerntet. Untersuchungen zur Toxizität des Fab-Fragments ergaben auch nach 

4-stündiger Expression keine Zeichen von Zelllyse. In diesem Expressionssystem geht 

demnach keine für die Zellen toxische Wirkung von dem Fab-Fragment K411B aus. 

 Der Nachweis des AK K411B erfolgte im Western-Blot (Abb. 9). Dazu wurde die 

periplasmatische Fraktion im 12 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach SDS-PAGE 

(4.3.2.2) wurde das Fab-Fragment im Western-Blot (4.3.3.1) bei 45 kDa anhand des 

spezifischen HRP-gekoppelten Atrazin-Tracers nachgewiesen. Dies bestätigte Ergebnisse von 

Lange et al. (2001), die das K411B Fab-Fragment ebenfalls bei 45 kDa detektiert hatten.  
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pASK85-K411B.  

Der Vektor kodiert unter der Transkriptionskontrolle des Tetracyclin-Promotor/Operators (tetp/o) für 

ein Fusionsprotein, bestehend aus der bakteriellen OmpA-Signalsequenz, der HC (VH-CH) des murinen 

AK K411B und dem His6-tag und für ein Fusionsprotein aus der bakteriellen PhoA-Signalsequenz und 

der LC (VL-CL) des AK K411B. Die dicistronische Transkriptionseinheit wird durch den Lipoprotein-

Transkriptionsterminator (Tlpp) beendet. In einem weiteren dicistronischen Operon findet sich hinter 

dem β-Lactamasegen (bla), das für die Ampicillin-Resistenz (Amp) sorgt, das Gen des tet-Repressors 

(tetR). Durch die konstitutive Expression des tet-Repressor-Gens wird die Repression des tet-

Promotors gewährleistet. ColE1 bezeichnet den Replikationsursprung der pUC-Plasmidfamilie und 

orif1 die intergenische Region des Phagen f1 (nach Kramer et al., 2002). 

 
Abbildung 9: Analyse der Expression des AK K411B kodiert auf pASK85-K411B im Western-

Blot. 

Protein-Marker (Spur 1) und zwei exemplarische, nicht reduzierte Periplasmafraktionen (Spur 2 und 

3), aufgetrennt über ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel. Nach Elektrotransfer auf eine PVDF-

Membran wurde das Fab-Fragment K411B (45 kDa) im Western-Blot mittels des HRP-gekoppelten 

Atrazin-Tracers immunchemisch nachgewiesen. 
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 Die Untersuchung der AK-Bindungseigenschaften des murinen Atrazin-Fab-Fragments 

erfolgte im kompetitiven Atrazin-ELISA (4.2.3.2). Die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte 

wurden dazu mit einem Ziege-anti-Maus-AK beschichtet und anschließend mit einer 

Verdünnungsreihe der Periplasmafraktion inkubiert. HRP-gekoppelter Atrazin-Tracer und 

parallel dazu Atrazin zur Verdrängung der Bindung wurden in die Vertiefungen der 

Mikrotiterplatte gegeben. Nach Inkubation fand eine Farbreaktion, ausgelöst durch TMB-

Chromogen, statt. Die Ergebnisse der photometrischen Messung bei 450 nm lassen auf eine 

spezifische Bindung des AK an Atrazin schließen, da die Kontrolle mit der verdrängten 

Bindung nur vernachlässigbare Signale aufwies (Abb. 10).  
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Abbildung 10: Kompetitiver ELISA zum Nachweis der Bindungseigenschaften des AK K411B. 

Untersuchung der Spezifität des Fab-Fragments, kodiert auf pASK85-K411B. Eine mit einem Ziege-

anti-Maus-AK beschichtete Mikrotiterplatte wurde mit der unverdünnten Periplasmafraktion (UV) und 

den Verdünnungen 1:2, 1:5 und 1:10 inkubiert. Zum Nachweis des AK wurde der HRP-gekoppelte 

Atrazin-Tracer eingesetzt (orange). Um die Spezifität des AK K411B für Atrazin zu überprüfen, 

wurde die AK-Tracer-Bindung durch Hinzufügen von Atrazin verdrängt (grau). Die Absorption wurde 

bei 450 nm gemessen und die Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt. Die Verdrängung der 

AK-Tracer-Bindung durch Atrazin ist deutlich zu erkennen. 

 

5.1.2 Konstruktion des Expressionsvektors pASK85-pro-K411B  

 Die Hochzelldichtefermentation des murinen und später auch des leporiden Fab-Fragments 

sollte im für diese Zwecke bewährten E. coli-Stamm K12 JM83 durchgeführt werden. Um 

den prolinauxothrophen Stamm verwenden zu können, musste zunächst das proBA-Gen in 

den Vektor pASK85-K411B inseriert werden (Fiedler und Skerra, 2001). Dazu war die 
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Isolierung und Reinigung der genomischen DNA einer 5 ml über Nacht-Kultur des E. coli-

Stamms K12-W3110 mittels eines Kits von Molzym notwendig (4.2.3.1). Daran anschließend 

wurde der Genabschnitt proBA einschließlich seines Promotors und des 

Transkriptionsterminators mit den in Anlehnung an Fiedler und Skerra (2001) hergestellten 

Primern revpABSpeI und forpABSpeI sowie der genomischen DNA als Matrize durch PCR 

unter Verwendung der Pfu DNA-Polymerase amplifiziert (4.2.4.3). Um das Genfragment über 

die Restriktionsschnittstelle SpeI in den Vektor pASK85-K411B inserieren zu können, wurde 

mit Hilfe der Primer revpABSpeI und forpABSpeI (Tab. 7) am 5’- und am 3’-Ende die 

Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease SpeI eingeführt. 

 Die Spaltung des mittels Agarose-Gelelektrophorese gereinigten proBA-Amplifikats 

(Abb. 11 A) und des Vektors pASK85-K411B (Abb. 8) erfolgte im Restriktionsverdau mit 

der Restriktionsendonuklease SpeI. Anschließend wurden die Enden des Plasmids mit 

antarktischer Phosphatase dephosphoryliert (4.2.4.4) und die gereinigten Fragmente mit Hilfe 

einer T4 DNA-Ligase kovalent verknüpft (4.2.4.5). Der Ligationsansatz wurde in 

elektrokompetente E. coli JM83 transformiert (4.2.2) und 16 h inkubiert. Aus fünf Klonen 

wurde die Plasmid-DNA isoliert. Der Klonierungserfolg wurde sowohl durch 

Restriktionsverdau mit den Restriktionsendonukleasen SacII und HindIII (Abb. 11 B, Abb. 

12) als auch mit Hilfe einer PCR und den hierfür hergestellten Primern revproAB und 

forproAB, die innerhalb der Amplifizierungsprimer binden, und daran anschließender 

Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen (Abb. 11 C).  

 

 
Abbildung 11: Nachweis von proBA mittels Agarose -Gelelektrophorese. 

(A) proBA, amplifiziert aus der genomischen DNA von E. coli W3110 mit den Primern revpABSpeI 

und forpABSpeI. (B) pASK85-pro-K411B nach Restriktionsverdau mit den Restriktions-

endonukleasen SacII und HindIII. (C) proBA amplifiziert mit den Primern revproAB und forproAB 

und pASK85-pro-K411B als Template. Da diese Primer innerhalb der Primer revpABSpeI und 

forpABSpeI binden, ist das Amplifikat etwas kleiner als in (A).  
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 Das Plasmid wurde als pASK85-pro-K411B bezeichnet (Abb. 12) und der Einbau des 

proBA-Genfragments gegen den Uhrzeigersinn durch Sequenzanalyse mit den Primern 

seqproAforneu, seqproBrevneu, SeqColETetRrev und TetRfor bestätigt. Die Funktionalität 

von pASK85-pro-K411B hinsichtlich der Komplementierung der ∆proBA-Mutation von 

E. coli JM83 konnte durch Anzucht entsprechender Transformanden auf 

Glukose-Minimalmedium-Agarplatten mit Amp als Selektionsmarker und anschließender 

Kultur in 100 ml synthetischem Minimalmedium nachgewiesen werden. 
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pASK85-pro-K411B.  

proBA steht unter der Kontrolle des proBA-Promotors (PproBA). proB kodiert für die 

γ-Glutamylkinase, proA für die Glutamat-5-Semialdehyd-Dehydrogenase, die restlichen Abkürzungen 

entsprechen denen von pASK85-K411B (Abb. 8). Die DNA-Sequenz von pASK85-pro-K411B findet 

sich im Anhang. 

5.1.3 Expression des Antikörper-Fragments K411B inseriert in pASK85-pro-K411B 

5.1.3.1 Expression im Schüttelkolben und im Fermenter 

 Die bakterielle Produktion des rekombinanten AK K411B im Schüttelkolben (4.3.1.1) 

erfolgte im E. coli-Stamm JM83 im 500 ml-Maßstab. Nach Induktion der Expression durch 

aTc folgte eine 2,5-stündige Induktion bei 25 °C bis zu einer OD600 von 1,0, ohne dass dabei 

Anzeichen von Zelllyse auftraten. Die Ernte erfolgte durch Zentrifugation und die 

periplasmatische Fraktion wurde präpariert (4.3.1.1). Mittels SDS-PAGE und anschließender 

Coomassie-Färbung sowie Analyse im Western-Blot konnte das Fab-Fragment (45 kDa) 

nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Zur Kontrolle des tet-Promotors wurden zusätzlich vor 

der Induktion entnommene Proben auf das Vorhandensein des K411B Fab-Fragments 
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untersucht. Es wurde keine Expression ohne vorherige Induktion festgestellt. Die Spezifität 

des Fab-Fragments K411B konnte anschließend im kompetitiven Atrazin-ELISA (4.3.3.2), wie 

er bereits für pASK85 durchgeführt worden war, bestätigt werden. 

 Um eine höhere Proteinausbeute zu ermöglichen, wurde ein Fermentationsverfahren, das 

homöostatische Wachstumsbedingungen mit einem fed-batch-Verfahren kombiniert und 

bereits erfolgreich zur funktionellen Produktion von AK-Fragmenten eingesetzt wurde 

(Schiweck und Skerra, 1995), an die Expression des AK K411B im 2 l-Fermenter adaptiert. 

Die Produktion erfolgte im E. coli-Stamm JM83 (4.3.1.2), transformiert mit dem Plasmid 

pASK85-pro-K411B. Durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm im Abstand von 

30 min wurde das Wachstum der Kultur dokumentiert. Durch Trocknung der dabei 

entnommenen Proben über Nacht bei 104 °C im Trockenschrank wurde die Trockenzellmasse 

bestimmt. Gleichzeitig wurden in regelmäßigen Abständen Glukose- und Acetatkonzentration 

im Medium mit Kits von Roche (4.3.1.4) sowie pO2- und pH-Wert über eingebaute 

Elektroden gemessen und die Wachstumsrate µ berechnet. Basierend auf den Ergebnissen 

wurde mit Hilfe von Berechnungen von Korz et al. (1995) das Glukosefütterungsprotokoll 

schließlich auf eine Wachstumsrate von µ = 0,19 eingestellt (4.3.1.3) und dadurch eine 

Glukosekonzentration von durchschnittlich 2,3 g l-1 und eine Acetatkonzentration von 0,8 g l-1 

erreicht. Die Zellen zeigten während der batch-Phase ein reproduzierbares exponentielles 

Wachstum und hatten nach ca. 20 h eine OD600 von 20 erreicht. Zu diesem Zeitpunkt wurde 

die Genexpression durch aTc induziert. Nach 2,5-stündiger Induktion wurden die Zellen, die 

keinerlei Anzeichen von Zelllyse zeigten, bei einer OD600 von 40-45 geerntet und die 

periplasmatische Fraktion präpariert. Um eventuellen Plasmidverlust zu überprüfen, wurden 

im Abstand von 30 min Minimalmedium-Kulturplatten mit und ohne Amp mit einer 

Verdünnungsreihe der Bakteriensuspension bestrichen. Der Vergleich der Kulturplatten, die 

über Nacht bei 37 °C inkubiert wurden, wies auf keinen signifikanten Plasmidverlust hin. 

5.1.3.2 Reinigung und Analyse des Antikörpers K411B 

 Das Fab-Fragment K411B wurde über Metallchelat-Affinitätschromatographie (4.3.2.1) 

gereinigt. Die periplasmatische Fraktion wurde mittels eines Elutionsgradienten von 0 mM – 

300 mM Imidazol in unspezifisch und spezifisch bindende Fraktion aufgetrennt. In Abb. 13 

ist ein für alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Chromatographien geltendes, 

schematisches IMAC-Verlaufsprofil mit dem ansteigenden Imidazolgradienten dargestellt, 

Abb. 14 zeigt das Elutionsprofil der murinen AK K411B. 



  Ergebnisse 

 67

 
Abbildung 13: Schematische Darstellung eines IMAC-Verlaufsprofils.  

(A) Beladen der Säule. Ein Großteil der bakteriellen Proteine läuft über die Säule, ohne gebunden zu 

werden. (B) Unspezifisch gebundenes Protein wird ausgewaschen. (C) Elution des über ein His6-tag 

spezifisch gebundenen Proteins. Der Elutionsgradient (orange) steigt im Verlauf der IMAC von 0 mM 

auf 300 mM Imidazol. Die Messung der Absorption erfolgt bei 280 nm. 

 

 
Abbildung 14: IMAC zur Reinigung des AK K411B kodiert auf pASK85-pro-K411B.  

Die Trennung in unspezifisch und spezifisch gebundene Fraktion erfolgte über eine 5 ml Fast-Flow 

Sepharose-Säule. Die Säule wurde mit der periplasmatischen Fraktion beladen. Daran anschließend 

fand die Elution mittels eines Imidazolgradienten statt, wobei die Einstellung des Schreibers 100mV, 

6 cm/h Vorschub und einen Absorptionsbereich von 2,0 betrug. Die photometrische Messung des 

Proteins erfolgte bei einer Wellenlänge von 280 nm. Das Verlaufsprofil zeigt die nicht gebundene 

Faktion, den so genannten Durchfluss, gefolgt von der unspezifisch gebundenen Fraktion, eluiert bei 

niedriger Imidazolkonzentration und der spezifischen Proteinfraktion in einem symmetrischen Peak 

(Pfeil) bei steigender Imidazolkonzentration. Aufgrund eines Schreiberpapierwechsels nach der 

Beladung der Säule kam es zu einer kurzen Unterbrechung der Aufzeichnung. 



  Ergebnisse 

 68

 Die Fraktionen, die das gereinigte Protein enthielten, wurden durch SDS-PAGE ermittelt 

(Abb. 15, A, B), vereinigt und über Konzentratoren in H2O umgepuffert und aufkonzentriert 

(4.3.2.3). Zum Nachweis des AK K411B wurde ein Western-Blot mit HRP-gekoppeltem 

Atrazin-Tracer bzw. Maus-anti-His6-AK durchgeführt (Abb. 15, C, D).  

 

 
Abbildung 15: Analyse des AK K411B kodiert auf pASK85-pro-K411B in SDS-PAGE und 

Western-Blot.  

Über SDS-PAGE aufgetrennte Fraktionen der IMAC wurden Coomassie-gefärbt (A, B) bzw. im 

Western-Blot immunchemisch analysiert (C, D). (A) Periplasmatischer Proteinextrakt (Spur 1), 

Durchfluss (Spur 2), vier exemplarische Eluatfraktionen der IMAC im nicht reduzierten Zustand (Spur 

3-6), Protein-Marker (Spur 7), aufgetrennt über ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel. (B) Nicht 

reduzierte (Spur 1) und reduzierte (Spur 3) IMAC-gereinigte Periplasmafraktion, aufgetrennt über ein 

14 %iges SDS-Polyacrylamidgel. Das Fab-Fragment K411B (45 kDa) sowie LC (24 kDa) und die HC 

(26 kDa) wurden durch Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. Western-Blot zum immunchemischen 

Nachweis des AK K411B anschließend an die SDS-PAGE (C, D). (C) Zwei exemplarische, 

IMAC-gereinigte und reduzierte Periplasmafraktionen (Spur 1, 2), Protein-Marker (Spur 3) sowie 

zwei nicht reduzierte Periplasmafraktionen (Spur 4 und 5). Fab-Fragment (45 kDa) und HC (26 kDa) 

wurden über das His6-tag mittels eines HRP-gekoppelten Maus-anti-His6-AK nachgewiesen. (D) Nicht 

reduzierte, IMAC-gereinigte, spezifische Periplasmafraktionen (Spur 1-3, 5-7) und ein Protein-Marker 

(Spur 4), aufgetrennt über ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel. Die Proteine wurden auf eine 

PVDF-Membran elektrotransferiert. Anschließend wurde das Fab-Fragment (45 kDa) mittels eines 

HRP-gekoppelten Atrazin-Tracers nachgewiesen. Die Molmassen des Protein-Markers sind in kDa 

angegeben. 
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 Wie in 5.1.1. konnten das gereinigte Fab-Fragment (45 kDa), die LC (24 kDa) und die HC 

(26 kDa) sowohl mittels SDS-PAGE (4.3.2.2) und anschließender Coomassie-Färbung als 

auch im Western-Blot (4.3.3.1) mittels des spezifischen Atrazin-Tracers und des Maus-anti-

His6-AK nachgewiesen werden. Das bestätigte Ergebnisse von Kusharyoto (2001) und Lange 

et al. (2001), die K411B ebenfalls exprimiert und das Fab-Fragment bei 45 kDa bzw. die HC 

bei 26 kDa nachgewiesen hatten. 

 Die Proteinkonzentration der vereinigten Fraktionen wurde berechnet (4.3.2.4). Die 

Protein-Ausbeute einer K411B-Expression mittels des Expressionsvektors 

pASK85-pro-K411B in E. coli K-12 im Fermenter konnte durch Adaptierung der 

Glukosefütterung von 8,9 mg (160 µg l-1 • OD600) auf 13,8 mg (240 µg l-1 • OD600) gesteigert 

werden.  

 Zur Analyse der AK-Bindungseigenschaften des Fab-Fragments K411B wurde ein 

kompetitiver Atrazin-ELISA durchgeführt (4.3.3.2). Mit einem Ziege-anti-Maus-AK 

beschichtete Mikrotiterplatte wurde mit einer Verdünnungsreihe des mittels IMAC 

gereinigten Fab-Fragments inkubiert. Die Proben wurden mit dem HRP-gekoppelten Atrazin-

Tracer bzw. dem Tracer und zusätzlich Atrazin zur Verdrängung der AK-Tracer-Bindung 

inkubiert (Abb. 16).  
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Abbildung 16: Kompetitiver ELISA zum Nachweis der Bindungseigenschaften des AK K411B. 

Die Mikrotiterplatte wurde mit einem Ziege-anti-Maus-AK beschichtet und die gereinigte 

periplasmatische Fraktion in den Verdünnungen 1:100, 1:1000, 1:10 000 und 1:100 000 aufgetragen. 

Nach Inkubation wurde Atrazin-Tracer (orange) bzw. Atrazin-Tracer und Atrazin (grau) zur 

Verdrängung der AK-Antigenbindung zugegeben. Die Absorption wurde bei 450 nm gemessen und ist 

mit Standardabweichungen (n=3) dargestellt. Die Spezifität des Fab-Fragments für Atrazin wird durch 

die Verdrängung der AK-Tracer-Bindung durch Atrazin deutlich. 
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 Auch die 1:100 000 verdünnte periplasmatische Fraktion zeigte eine deutliche höhere 

Absorption als die Kontrolle mit dem freien Atrazin. Dieses Ergebnis weist auf eine 

spezifische Bindung des K411B-Fab-Fragments, exprimiert mittels pASK85-pro-K411B, hin 

und bestätigt frühere Ergebnisse (5.1.1). 

5.2 Kaninchen-spezifische Expressionsvektoren und Phagemide  

 Das Expressionssystem zur Produktion muriner Fab-Fragmente im Fermenter sollte auf die 

Herstellung von Kaninchen-Fab-Fragmenten übertragen und ein zum Expressionsvektor 

äquivalentes Phage Display-System entwickelt und getestet werden. Dazu musste eine 

Kaninchen-spezifische Klonierungsstelle (Rab) und die entsprechenden Plasmide hergestellt 

werden. Für die Durchführung der Experimente wurden Expressionsvektoren mit der Rab und 

den Ig-Strukturgenen der Maus (pASK85Rab-pro-K411B, Abb. 26) bzw. mit der Rab und den 

Strukturgenen des Kaninchens (pASK85Rab-pro-WR13, Abb. 34) konstruiert. Bei den 

Strukturgenen des Kaninchens handelte es sich um die leichte κ1-Kette und die schwere IgG 

Kette eines Fab-Fragments (Sequenz s. Anhang), kloniert aus der cDNA eines nicht 

immunisierten Kaninchens (beschrieben in Kap. 5.2.4.1) der Rasse Deutscher Riese. 

Außerdem wurden unterschiedliche Phagemide mit der Rab und p3, dem für das Phage 

Display notwendigen großen Hüllprotein (g3p) des Phagen M13, hergestellt. Diese waren 

entweder mit dem Selektionsmarker Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (Cat) (basierend 

auf pASK111, Abb. 23) oder mit der β-Lactamase (bla) (basierend auf pASK85-K411B, Abb. 

8) ausgestattet. Sie enthielten teilweise die Strukturgene der Maus (pASK111Rab-p3-K411B, 

Abb. 24) und teilweise die des Kaninchens (pASK111Rab-p3-WR13, Abb 32, pASK85Rab-

p3-WR13, Abb 43). Dabei dienten die murinen Strukturgene der Überprüfung der 

Funktionalität der Signalsequenzen in dem jeweiligen System. Eine Übersicht über alle 

Vektoren zeigt Abb. 47. 

5.2.1 Bestandteile der Kaninchen-spezifischen Klonierungsstelle 

 Um den Vektor für die Expression und das Phage Display von Kaninchen-Fab-Fragmenten 

kompatibel zu machen, wurde eine neue Klonierungsstelle speziell für Kaninchen entwickelt 

(Abb. 17). Der Konstruktion der Rab ging eine Internetrecherche voraus (Schüller, Lehrstuhl 

für Zellbiologie, Freising, unveröffentlicht) die ergab, dass die Erkennungssequenzen der 

Restriktionsendonukleasen NcoI und KpnI nicht in den Strukturgenen der über 40 überprüften 

Kaninchen-LC-Sequenzen auftreten und somit für die Klonierung der LC geeignet sind. In 

den Strukturgenen der HC sind die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen 
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AsiSI und MluI nicht vorhanden und bieten sich deshalb zur Klonierung an. Die 

Restriktionsendonuklease SacII konnte lediglich in 1,8 % der überprüften über 40 

Strukturgene für VLκ, nicht aber in der HC nachgewiesen werden. SacII und NcoI dienten der 

Umklonierung der gesamten Expressionskassette einschließlich des His6-tags. XbaI und 

HindIII wurden als flankierende Restriktionsschnittstellen zur Insertion der Rab in das 

Plasmid pASK85-pro-K411B gewählt.  

 Der Aufbau der Rab sieht eine Umkehr der Reihenfolge der Strukturgene im Vergleich zu 

pASK85-K411B und pASK85-pro-K411B vor. Das Strukturgen der LC liegt am 5’-Ende 

fusioniert an die bakterielle hydrophobe Signalsequenz des Ribose-Binding Proteins (RBP) 

(Willis und Furlong, 1974; Groarke et al., 1983) vor und geht dem Strukturgen für die HC 

voraus (Abb. 18). Letzteres liegt zur Sekretion in das Periplasma am 5’-Ende fusioniert an die 

bakterielle Signalsequenz des Outer Membrane Protein A (OmpA) (Movva et al., 1980) vor 

und trägt am 3’-Ende die kodierende Sequenz für ein His6-tag (Skerra, 1994b). 

Kaninchen-spezifische Klonierungsstelle (Rab)
231 bp

RBP OmpA His6-tag

VL-CL VH-CH

AsiSI HindIII Kpn I MluI Nco I SacII Xba I

 

 
Abbildung 17: Schematische Darstellung und Primärstruktur der Rab.  
Schematische Abbildung der Rab mit den Signalsequenzen RBP und OmpA (orange), den 

Restriktionsendonuklease-Erkennungssequenzen für die Insertion der VL-CL (weiß) zwischen NcoI 

und KpnI und der VH-CH (weiß) zwischen AsiSI und MluI und dem His6-tag. Die Basen- und 

Aminosäuresequenz der Rab mit den Signalsequenzen (rot) und den Restriktionsendonukleasen (blau), 

den Shine-Dalgarno-Sequenzen (Asterisk) und dem His6-tag. 

 Um die Signalsequenz OmpA für die Sekretion der HC benutzen zu können, wurde die 

Erkennungssequenzen der Restriktionsendonuklease AsiSI in die C-Region eingefügt 

(Abb. 18). Dafür war der Austausch der Aminosäure Glutamin (Gln) gegen Isoleucin (Ile) 
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notwendig. Die Erkennungssequenz der Signalpeptidase I (Ala-X-Ala) (Tuteja, 2005) wurde 

damit von Ala-Gln-Ala zu Ala-Ile-Ala, was ebenfalls einer funktionellen Erkennungssequenz 

entspricht (Paetzel et al., 2002).  

 
Abbildung 18: Basen- und Aminosäuresequenz von OmpA und RBP.  

OmpA und RBP der Rab mit der Erkennungssequenz der Signalpeptidase I (kursiv; Position -3 und -1 

gezeigt), den mutierten Basen bzw. Aminosäuren (blau) und den Erkennungssequenzen der 

Restriktionsendonukleasen (unterstrichen). Beide Signalsequenzen haben eine hohe 

Wahrscheinlichkeit der Ausbildung einer α-Helix-Konformation (H) der hydrophoben h-Region (fett), 

die Wahrscheinlichkeit zufälliger coil-Strukturen ist gering (Asterisk)(Collier, 1994). 

 
Abbildung 19: Die Signalpeptidase I-Schnittstellen in Verbindung mit OmpA.  

Das Computerprogramms SignalP berechnet die Signalpeptidase I – Erkennungssequenz (rot). Um zu 

überprüfen, ob der Austausch einer AS in der c-Region von OmpA die Erkennung durch die 

Signalpeptidase I beeinflusst, wurden die beiden Versionen von OmpA jeweils in Verbindung mit der 

HC von K411B und einer leporiden HC vergleichen. Der Vergleich der beiden Signalpeptidase I - 

Erkennungssequenzen von OmpA (Ala-Gln-Ala (Abb. 7, Abb 19. A, C) und Ala-Ile-Ala (Abb. 18, 
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Abb. 19 B, D)), zeigt, dass die Signalpeptidase I beide Versionen der Signalsequenz gleichermaßen 

schneidet, sowohl in Verbindung mit der HC von K411B (A, B) als auch mit der HC des unter 5.2.4 

beschriebenen rekombinanten Fab-Fragments IgG-WR13 des Kaninchens (C, D). Daher ist kein 

Unterschied bei der Abspaltung des reifen Proteins im Periplasma bedingt durch die veränderte c-

Region zu erwarten. 

 In die c-Region der RBP wurde die Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease 

NcoI durch eine stille Mutation eingefügt (vgl. Abb 7, 18). Dazu wurde ein Guanin (G) der 

Aminosäure Alanin (Ala) durch Cytosin (C) ersetzt (GCG nach GCC), wobei die 

Aminosäuresequenz der Signalpeptidase I-Erkennungssequenz unverändert blieb (Ala-Met-

Ala, wie bei Francetic und Kumamoto (1996) und Groarke et al. (1983)). 

 Mit dem Programm SignalP (Nielsen et al., 1997; Bendtsen et al., 2004) wurde bestätigt, 

dass die Signalpeptidase I die veränderte Erkennungsstelle der c-Region von OmpA 

schneidet. Dabei wurden beide Versionen von OmpA in Verbindung mit der HC des AK 

K411B (Abb. 19, A, B) und in Verbindung mit dem Kaninchen-Klon IgG13 (Abb 19., C, D) 

überprüft. Die Wahrscheinlichkeit, dass die Signalpeptidase I OmpA zwischen Position -1 der 

Signalsequenz und +1 des Polypeptids spaltet, lag bei allen verglichenen Sequenzen bei 

> 99 %. 

5.2.2 Konstruktion der Phagemide pASK85Rab-p3 und pASK111Rab-p3 

 Die Rab wurde in das Phagemid pASK85-p3-K411B (Abb. 21) inseriert, das zuvor von 

Schüller (Lehrstuhl für Zellbiologie, Freising, unveröffentlicht) durch Insertion einer SacII-

Erkennungssequenz und der DNA des gesamten p3 aus dem Vektor pCANTAB5 E (Malone, 

1994) in das Plasmid pASK85-K411B hergestellt worden war. Das Vorhandensein des p3 war 

durch Sequenzanalyse des Phagemids pASK85-p3-K411B mit den Primern AmberStoppfor, 

ColE/TetRrev, ColE1for, pASK-IBA3, pASK-IBA5 , f1orineu, blaMittefor und blaMitterev 

(Tab. 4) überprüft worden. Zur Insertion der Rab wurde sowohl das Phagemid pASK85-p3-

K411B als auch die in dem Plasmid pUC57 vorliegende Rab mit den 

Restriktionsendonukleasen XbaI und SacII im Restriktionsverdau gespalten. Die Enden des 

Phagemids wurden dephosphoryliert und daran anschließend wurde das gereinigte Fragment 

pASK85-p3 mit der Rab kovalent verknüpft (4.2.4.5). Die Transformation des 

Ligationsansatzes erfolgte in elektrokompetente E. coli TG1 (4.2.2). Aus fünf Klonen wurde 

die Vektor-DNA isoliert und der Klonierungserfolg sowie das Vorhandensein von Rab und p3 

durch Restriktionsverdau mit den Restriktionsendonukleasen XbaI und HindIII, SacII und 

XbaI sowie MluI und KpnI und anschließende Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen 

(4.2.3.3, Abb. 20). Das Phagemid wurde als pASK85Rab-p3 bezeichnet (Abb. 21). 
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Abbildung 20: Nachweis des Phagemids pASK85Rab-p3 in der Agarose-Gelelektrophorese. 

Das Plasmid pASK85Rab-p3 nach Restriktionsverdau mit den Restriktionsendonukleasen XbaI und 

HindIII (Spur 1), XbaI und SacII (Spur 3), KpnI (Spur 4), MluI (Spur 4 und 5), das unverdaute Plasmid 

(Spur 6) und die DNA-Marker (Spur 2, 7), deren Fragmentgrößen in bp angegeben sind.  
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Abbildung 21: Schematische Darstellung der Phage Display-Vektoren pASK85-p3-K411B und 

pASK85Rab-p3.  

pASK85-p3-K411B kodiert für das murine Fab-Fragment K411B und das Phagen-Hüllprotein g3p (p3, 

braun). pASK85Rab-p3 kodiert für die Rab mit den bakteriellen Signalsequenzen RBP und OmpA und 

dem His6-tag, genauer dargestellt in Abb 17; daran schließt sich p3 an. Die übrigen Abkürzungen 

entsprechen denen von pASK85-K411B (Abb. 8).   

 

 Um während der Reinfektionsphase des Phage Display einen stärkeren Selektionsdruck 

auf nicht transformierte Zellen ausüben zu können, wurde zusätzlich zu pASK85Rab-p3 das 

Phagemid pASK111Rab-p3 (Abb. 23) konstruiert. Dieses kodiert statt für bla für die 

Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (Cat), die ein Wachstum mit dem stärkeren 

Selektionsmarker Chloramphenicol (Cam) anstelle von Amp ermöglicht. Dazu wurde die Rab 

zusammen mit p3 aus pASK85Rab-p3 in pASK111 transferiert. Das Plasmid pASK111 und 

das Phagemid pASK85Rab-p3 wurden im Restriktionsverdau mit den 

Restriktionsendonukleasen XbaI und HindIII gespalten. Nach der Dephosphorylierung des 
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Vektors (4.2.4.4) wurde die Plasmid-DNA gereinigt und mit dem ebenfalls gereinigten DNA-

Fragment kovalent verknüpft (4.2.4.5). Das neu entstandene Phagemid pASK111Rab-p3 

wurde in elektrokompetente E. coli TG1 transformiert (4.2.2). Der Nachweis des 

Klonierungserfolgs fand im Restriktionsverdau mit den Restriktionsendonukleasen HindIII 

und XbaI sowie SpeI und NcoI und über anschließende Auftrennung in der Agarose-

Gelelektrophorese statt (Abb. 22).  

 
Abbildung 22: Nachweis des Phagemids pASK111Rab-p3 in der Agarose-Gelelektrophorese.  

Das Plasmid pASK111Rab-p3 nach Restriktionsverdau mit den Restriktionsendonukleasen XbaI und 

HindIII (Spur 2) und NcoI und SpeI (Spur 4). Die Fragmentgrößen des DNA-Markers (Spur 1 und 3) 

sind in bp angegeben.  
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der Vektoren pASK111 und pASK111Rab-p3.  

pASK111 kodiert für OmpA und den Cat/tet-Repressor (tetR) als Transkriptionsfusion. pASK111Rab-

p3 kodiert für die Rab mit den Signalsequenzen RBP und OmpA und zusätzlich p3 sowie den Cat/tet-

Repressor (tetR) als Transkriptionsfusion. Ansonsten entsprechen alle Abkürzungen denen von 

pASK85-K411B (Abb. 8). 

5.2.3 Konstruktion und Expression des Expressionsvektors pASK85Rab-pro-

K411B  

 Um einen Expressionsvektor für die Massenproduktion eines rekombinanten Kaninchen-
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AK im Laborfermenter herstellen zu können, wurde zunächst die Sekretionseffizienz der 

Signalsequenzen RBP und OmpA durch Expression des AK K411B, kodiert auf pASK85Rab-

pro-K411B, überprüft (Abb. 26). Durch Insertion der Strukturgene der LC und HC des 

murinen K411B Fab-Fragments in pASK111Rab-p3 entstand das Phagemid pASK111Rab-p3-

K411B (Abb. 24), das der Entwicklung des Kaninchen-spezifischen Phagemids diente. 

Zunächst wurde jedoch die Expressionskassette aus pASK111Rab-p3-K411B gegen die 

Expressionskassette von pASK85-pro-K411B ausgetauscht, was zu dem Expressionsvektor 

pASK85Rab-pro-K411B führte. Dieser enthält die Rab und das erwiesenermaßen funktionelle 

murine Fab-Fragment K411B. Er unterscheidet sich damit von pASK85-pro-K411B durch die 

verwendeten Signalsequenzen, die Restriktionsschnittstellen zur Insertion der Ig-Ketten und 

die Reihenfolge der Strukturgene in der dicistronischen Expressionskassette. An Stelle der 

Signalsequenz PhoA bildet RBP ein Fusionsprotein mit der LC. OmpA bleibt als 

Fusionsproteins mit der HC erhalten, allerdings mit veränderter Signalpeptidase I-

Erkennungssequenz (vgl. Abb. 7, 18).  

5.2.3.1 Konstruktion des Phagemids pASK111Rab-p3-K411B 

 Im Rahmen eines Praktikums wurden LC und HC des K411B Fab-Fragments von 

Antje Pegel, Studentin der molekularen Biotechnologie, in die Rab inseriert, die im bereits 

beschriebenen Phagemid pASK111Rab-p3 vorlag (5.2.2). Die Genabschnitte der LC und HC 

des Atrazin Fab-Fragments K411B wurden dazu mit den Primern K411B-LCfor, K411B-

LCrev, K411B-HCfor, K411B-HCrev (Tab. 7) 

sowie dem Plasmid pASK85-K411B als Matrize durch PCR unter Verwendung der Pfu DNA-

Polymerase amplifiziert. Um das Genfragment der LC anschließend über die 

Restriktionsschnittstellen NcoI und KpnI und das der HC über MluI und AsiSI in den Vektor 

pASK111Rab-p3 klonieren zu können, wurde mit Hilfe der Primer an den 5’- und 3’-Enden 

die Erkennungssequenz der entsprechenden Restriktionsendonukleasen eingeführt. Nach der 

Spaltung der Genabschnitte der LC und des Vektors pASK111Rab-p3 mit den 

Restriktionsendonukleasen NcoI und KpnI erfolgte die Dephosphorylierung des Plasmids 

(4.2.4.4). Das Plasmid und die gereinigten Fragmente wurden kovalent verknüpft (4.2.4.5), 

der Ligationsansatz in elektrokompetente E. coli TG1 transformiert und auf Kulturplatten mit 

Cam selektiert. Die DNA von 5 Klonen des als pASK111Rab-p3-K411B(LC) bezeichneten 

Vektors wurde isoliert und im Restriktionsverdau überprüft (nicht gezeigt). Anschließend 

wurde derselbe Vorgang für den Genabschnitt der HC und den Vektor pASK111Rab-p3-

K411B(LC) mit den Restriktionsendonukleasen AsiSI und MluI wiederholt. Aus fünf Klonen 

wurde die Vektor-DNA isoliert und der Klonierungserfolg im Restriktionsverdau überprüft 
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(nicht gezeigt). Das entstandene Phagemid wurde als pASK111Rab-p3-K411B bezeichnet 

(Abb. 24). Die Analyse der Funktionalität von pASK111Rab-p3-K411B erfolgte im Rahmen 

der Entwicklung des Phagemids (5.3.1). 

pASK111Rab-p3-K411B
5666 bp

RBP
ColE1

tetp/o
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His6

tetR
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Abbildung 24: Schematische Darstellung des Phagemids pASK111Rab-p3-K411B.  

Das Phagemid kodiert für Cat und die Rab mit dem Strukturgen der LC des AK K411B als 

Fusionsprotein mit RBP, und dem Strukturgen der HC des AK K411B als Fusionsprotein mit OmpA 

und p3. Alle übrigen Abkürzungen entsprechen denen von pASK85-K411B (Abb. 8).  

5.2.3.2 Konstruktion des Expressionsvektors pASK85Rab-pro-K411B 

 Um die Expressionskassette, bestehend aus der Rab und den Strukturgenen des AK 

K411B (und später den Kaninchen-Strukturgenen), aus pASK111Rab-p3-K411B in den 

Expressionsvektor pASK85-pro transferieren zu können, musste zunächst die Rab gegen die 

Expressionskassette von pASK85-pro-K411B ausgetauscht werden. Dadurch wurden die für 

diesen Transfer notwendigen Restriktionsendonuklease-Erkennungssequenzen (NcoI und 

SacII) eingefügt und der Vektor pASK85Rab-pro hergestellt (Abb. 26). pASK85-pro-K411B 

und die Rab, die im Vektor pUC57 vorlag, wurden dazu mit den Restriktionsendonukleasen 

XbaI und HindIII gespalten und die Enden des Plasmids dephosphoryliert (4.2.4.4). Die 

gereinigten Fragmente wurden kovalent verknüpft (4.2.4.5), in elektrokompetente E. coli TG1 

transformiert (4.2.2) und auf Kulturplatten mit Amp inkubiert. Aus fünf Klonen wurde die 

Plasmid-DNA isoliert und der Klonierungserfolg im Restriktionsverdau nachgewiesen (nicht 

gezeigt). Zuvor wurde eine im Strukturgen von proBA enthaltene Erkennungssequenz für die 

Restriktionsendonuklease SacII durch gezielte Mutation mit den Primern SacIIfor und 

SacIIrev und dem QuickChange Kit von Stratagene entfernt (4.2.4.1, Tab. 4). Damit wurde 

die Klonierung der Rab-Expressionskassette über NcoI und SacII ermöglicht. Da die Rab 
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sowohl für Vektoren zur Expression von Fab-Fragmenten als auch von Fusionsproteinen im 

Phage Display vorgesehen war, enthielt sie statt eines ochre-Stopp-Kodons (TAA) ein amber-

Stopp-Kodon (TAG) im Anschluss an die Expressionskassette. Dies ermöglicht die 

Expression eines Fusionsproteins bestehend aus Fab-Fragment und g3p in E. coli-Stamm TG1. 

Da das natürlicherweise am häufigsten vorkommende TAA als die sicherere Variante des 

Stopp-Kodons gilt (Brenner et al., 1965; Bienz et al., 1981), wurde es durch gezielte Mutation 

mit den Primern TAArev und TAAfor (Tab. 7) in den Expressionsvektor pASK85Rab-pro 

eingefügt. Die korrekte Entfernung von SacII aus dem proBA-Strukturgen und der Einbau 

von TAA wurden durch Restriktionsverdau und anschließende Agarose-Gelelektrophorese 

(nicht gezeigt) und Sequenzanalyse mit den Primern pASKIba5,’ pASKIba3,’ proAforneu, 

proBrevneu, ColE1TetRrev, tetRrevneu, TetRepfor, blaMitterev und blaMittefor bestätigt 

(4.1.2, Tab. 7). Zur Insertion der Expressionskassette bestehend aus der Rab mit den 

Strukturgenen des Fab-Fragments K411B in pASK85Rab-pro wurden die Plasmide 

pASK85Rab-pro und pASK111Rab-p3-K411B mit den Restriktionsendonukleasen NcoII und 

SacII gespalten. 

 
Abbildung 25: Nachweis des Klonierungserfolgs von pASK85Rab-pro-K411B in der Agarose-

Gelelektrophorese. 

Mittels Restriktionsverdau wurde die erfolgreiche Klonierung von pASK85Rab-pro-K411B 

nachgewiesen. (A) pASK85Rab-pro-K411B gespalten mit den Restriktionsendonukleasen SacII und 

XbaI (Spur 2 und 3) und der DNA-Marker. (B) pASK85Rab-pro-K411B gespalten mit der 

Restriktionsendonuklease PstI (Spur 2), das unverdaute Plasmid (Spur 1) und der DNA-Marker (Spur 

3). Die Fragmentgrößen des DNA-Markers sind in bp angegeben.  

 Die gereinigten Fragmente wurden anschließend mit Hilfe einer T4 DNA-Ligase kovalent 

verknüpft, in elektrokompetente E. coli TG1 transformiert und bei 30 °C auf Kulturplatten mit 

Amp inkubiert. Aus drei Klonen wurde die Plasmid-DNA isoliert und der Klonierungserfolg 

durch Restriktionsverdau mit den Restriktionsendonukleasen XbaI und SacII sowie PstI und 
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anschließende Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen (Abb. 25). Das Plasmid wurde als 

pASK85Rab-pro-K411B bezeichnet (Abb. 26). 
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der Expressionsvektoren pASK85Rab-pro und 

pASK85Rab-pro-K411B.  

Die Expressionsvektoren kodieren für proB und proA unter der Kontrolle des proBA-Promotors 

(PproBA) (vgl. pASK85-pro-K411B, Abb. 12) und die Rab. In pASK85Rab-pro-K411B liegen die 

Strukturgene des AK K411B als Fusionsproteine mit RBP und OmpA vor. Alle übrigen Abkürzungen 

entsprechen denen von pASK85-K411B (Abb. 8). 

5.2.3.3 Expression des Antikörpers K411B inseriert in pASK85Rab-pro-K411B  

 Die bakterielle Produktion des murinen AK K411B erfolgte zunächst im E. coli-Stamm 

JM83 im 500 ml-Maßstab im Schüttelkolben (4.3.1.1). Die Genexpression wurde durch aTc 

induziert. Nach 2,5-stündiger Induktionsdauer hatten die Zellen bei einer OD600 von 0,9 die 

stationäre Phase erreicht, zeigten aber keine Anzeichen von Zelllyse. Durch Zentrifugation 

wurden die Zellen geerntet und die Periplasmafraktion präpariert. Durch Auftrennen der 

periplasmatischen Fraktion über ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel im SDS-PAGE und 

anschließenden Elektrotransfer der Proteine auf eine PVDF Membran konnten mittels des 

HRP-gekoppelten Atrazin-Tracers das K411B Fab-Fragment bei 45 kDa nachgewiesen werden 

(Daten nicht gezeigt). 

 Um den AK K411B in größerem Maßstab produzieren zu können, wurde das bereits für 

pASK85-pro-K411B etablierte Fermentationsverfahren (4.3.1.2) angewandt. Die Zellen 

zeigten im 2 l-Fermenter ein exponentielles Wachstum und hatten nach 20 h eine OD600 von 

20 erreicht. Die Genexpression wurde durch aTc induziert. Die Glukosezufuhr orientierte sich 

an dem für die Produktion des AK K411B optimierten Protokoll. Nach 2,5-stündiger 
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Induktion wurden die Zellen bei einer OD600 von 40 geerntet und die periplasmatische 

Fraktion präpariert.  

5.2.3.4 Reinigung und Analyse des Antikörpers K411B 

 Über IMAC (4.3.2.1) wurde die Periplasmafraktion des AK K411B mittels seines His6-tag 

über eine Sepharose Fast-Flow Säule in unspezifisch und spezifisch bindende Fraktion 

aufgetrennt (Abb. 27).

 
Abbildung 27: IMAC zur Reinigung des AK K411B kodiert auf pASK85Rab-pro-K411B. 

Die 5 ml Fast-Flow Sepharose-Säule wurde mit der periplasmatischen Fraktion beladen (4.3.2.1). Die 

Elution fand mittels eines Imidazolgradienten von 0 mM bis 300 mM statt, wobei die Einstellung des 

Schreibers 100mV, 6 cm/h Vorschub und einen Absorptionsbereich von 1,0 betrug. Die 

photometrische Messung des Proteins erfolgte bei einer Wellenlänge von 280 nm. Das Verlaufsprofil 

zeigt die nicht gebundene Faktion (Durchfluss), gefolgt von der unspezifisch gebundenen Fraktion, 

eluiert bei niedriger Imidazolkonzentration. Daran schließt bei steigender Imidazolkonzentration die 

spezifische Proteinfraktion in einem symmetrischen Peak (Pfeil) an.  

 

 Die Fraktionen, die das gereinigte Protein enthielten, wurden über ein Coomassie-

gefärbtes 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel ermittelt (4.3.2.2, Abb. 28, A, B). Fab-Fragment 

und Einzelketten wurden außerdem im Western-Blot nachgewiesen (Abb. 28, C, D).  
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Abbildung 28: Nachweis des murinen AK K411B kodiert auf pASK85Rab-pro-K411B in SDS-

PAGE und Western-Blot. 
(A) Protein-Marker (Spur 1), reduzierte Cytoplasma- (Spur 2) und Periplasmafraktion (Spur 3), zwei 

exemplarische Fraktionen des gereinigten periplasmatischen Proteinextrakts (Spur 4, 5), aufgetrennt 

über ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel. Durch Coomassie-Färbung wurden HC (26 kDa) und LC 

(24 kDa) nachgewiesen. (B) Nicht reduzierte Cytoplasma- (Spur 1) und Periplasmafraktion (Spur 2), 

zwei exemplarische Fraktionen des gereinigten periplasmatischen Proteinextrakts (Spur 3, 4) und ein 

Protein-Marker (Spur 5), aufgetrennt über ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel. Durch Coomassie-

Färbung wurde das Fab-Fragment bei 45 kDa nachgewiesen. Bei dem nicht reduzierbaren Protein, das 

im SDS-PAGE in Cytoplasma- und Periplasmafraktion bei ca. 50 kDa zu sehen ist, handelt es sich 

wahrscheinlich um ein bakterieneigenes Protein. (C) Periplasmatischer Proteinextrakt (Spur 2), 

Durchfluss (Spur 3), zwei nicht reduzierte exemplarische Eluatfraktionen der IMAC im nicht 

reduzierten Zustand (Spur 4 und 5), Protein-Marker (Spur 1, 6), periplasmatischer Proteinextrakt im 

reduzierten Zustand (Spur 7) sowie zwei reduzierte exemplarische periplasmatische Eluatfraktionen 

der IMAC (Spur 8 und 9), aufgetrennt über ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel und anschließend auf 

eine PVDF-Membran elektrotransferiert. Der Nachweis von Fab-Fragment (45 kDa) und HC (26 kDa) 

erfolgte immunchemisch im Western-Blot mit einem HRP-gekoppelten Maus-anti-His6-AK. Bei den 

Banden bei 26 kDa (Spur 4, 5) handelt es sich um einzelne HC. (D) Periplasmatischer Proteinextrakt 

(Spur 2), Durchfluss (Spur 3), drei exemplarische Eluatfraktionen der IMAC im nicht reduzierten 

Zustand (Spur 4-6) und ein Protein-Marker (Spur 1, 7), aufgetrennt über ein 12 %iges SDS-

Polyacrylamidgel und elektrotransferiert auf eine PVDF-Membran. Der Nachweis des Fab-Fragments 

K411B (45 kDa) erfolgte mit einem HRP-gekoppelten Atrazin-Tracer. Die Molmassen des Protein-

Markers sind in kDa angegeben. 
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 Das Fab-Fragment wurde bei 45 kDa sichtbar gemacht. In der reduzierten Probe wurden 

LC und HC bei 24 kDa und 26 kDa nachgewiesen. Dies entspricht den Analysen der 

Expression des AK K411B mit pASK85-pro-K411B (5.1.3.2) und Ergebnissen von 

Kusharyoto (2001) und Lange et al. (2001). Die HC konnte außerdem im Western-Blot 

(4.3.3.1) bei 45 kDa sowohl mittels des His6-tag und einem HRP-gekoppelten 

Maus-ant-His6-AK als auch mit einem HRP-gekoppelter Atrazin-Tracer nachgewiesen 

werden (Abb. 28, C, D).Die aus 1,6 l Bakterienkultur resultierenden, gereinigten 

Periplasmafraktionen, die das Fab-Fragment enthielten, wurden vereinigt und aufkonzentriert 

(4.3.2.3). Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte mittels des Lambert-Beerschen 

Gesetzes (4.3.2.4) und ergab insgesamt 9,8 mg des AK K411B pro Fermentation  

(150 µg l-1 • OD600). 

 Zur Überprüfung der Funktionalität des K411B Fab-Fragments wurde ein kompetitiver 

Atrazin-ELISA mit dem HRP-gekoppelten Atrazin-Tracer zur Untersuchung der 

AK-Bindungseigenschaften durchgeführt (4.3.3.2). 
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Abbildung 29: Kompetitiver ELISA zum Nachweis der Bindungseigenschaften des AK K411B. 
Die Spezifität des Fab-Fragments, kodiert auf pASK85Rab-pro-K411B, wurde untersucht. Eine mit 

einem Ziege-anti-Maus-AK beschichtete Mikrotiterplatte wurde mit der IMAC-gereinigten 

periplasmatischen Fraktion in den Verdünnungen 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10 000 und 1:100 000 

inkubiert. Zum Nachweis des AK wurde der HRP-gekoppelte Atrazin-Tracer eingesetzt (orange). Um 

die Spezifität des AK K411B für Atrazin zu überprüfen, wurde die AK-Tracer-Bindung durch 

Hinzufügen von Atrazin verdrängt (grau). Die Absorption wurde bei 450 nm gemessen und die 

Mittelwerte (n = 3) mit Standardabweichung dargestellt. Die Verdrängung der AK-Antigenbindung 

durch Atrazin ist deutlich zu erkennen.  
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 Die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden zu diesem Zweck mit einem Ziege-anti-

Maus-AK beschichtet und mit einer Verdünnungsreihe des mittels IMAC gereinigten Fab-

Fragments inkubiert. Anschließend wurden die Proben mit dem HRP-gekoppelten Atrazin-

Tracer zum Nachweis des AK K411B bzw. dem Tracer und zusätzlich Atrazin zur 

Verdrängung der AK-Tracer-Bindung inkubiert, um die Spezifität des AK K411B für Atrazin 

nachweisen zu können. Die Farbreaktion wurde ausgelöst und die Absorption bei 450 nm 

gemessen. Auch bei einer Verdünnung der gereinigten periplasmatischen Fraktion von 1:100 

000 war das Signal noch deutlich höher als das vernachlässigbare Signal der Probe mit der 

verdrängten AK-Tracer-Bindung (Abb. 29). Daraus lässt sich auf eine spezifische Bindung 

des Fab-Fragments K411B an Atrazin schließen. 

5.2.4 Konstruktion des Expressionsvektors pASK85Rab-pro-WR13  

 Zur Herstellung eines Expressionsvektors für die Hochzelldichtefermentation 

rekombinanter Kaninchen-AK wurden die Strukturgene des Kaninchens in den Vektor 

pASK85Rab-pro (Abb. 26) inseriert. Der entstandene Expressionsvektor wurde als 

pASK85Rab-pro-WR13 bezeichnet (Abb. 34). Dazu wurden die Phagemide pASK111Rab-

p3-WR2, 5 und 13 (Abb. 32) durch Insertion von Kaninchen-HC und -LC in pASK111Rab-

p3 hergestellt (Abb. 23). Anschließend wurde die Expressionskassette bestehend aus der Rab 

und dem Kaninchen-AK Klon13 in den Expressionsvektor pASK85Rab-pro transferiert. Eine 

Übersicht über alle Vektoren ist in Abb. 47 zu sehen. 

5.2.4.1 Konstruktion der Phagemide pASK111Rab-p3-WR2, 5 und 13 

 Das Blut eines Kaninchens der Rasse Deutscher Riese (Elvira Schecklies, pab 

productions, Herbertshausen) wurde in RNA/DNA Stabilization Reagent der Firma Roche 

stabilisiert und anschließend die mRNA aus den peripheren B-Zellen mit einem Kit der Firma 

Roche isoliert (4.2.4.6). Es folgte eine Reverse-Transkription mit dem 1st Strand cDNA Kit 

der Firma Roche nach den Herstellerangaben (4.2.4.7). Mit den Primerkombinationen 1, 2 

und 3 für das IgG-Gensegment sowie 13 und 14 für die Lκ-Kette (Tab. 8) wurde eine 

Touch-Down-PCR und daran anschließend eine Standard-PCR durchgeführt (4.2.4.3).  

 Um die Genfragmente der LC und HC über die Restriktionsschnittstellen NcoI und KpnI 

bzw. MluI und AsiSI in das Phagemid pASK111Rab-p3 klonieren zu können, wurde mit Hilfe 

der Primer am 5’-Ende die Erkennungssequenz der entsprechenden Restriktionsendonuklease 

eingeführt. Zum Nachweis der erfolgreichen Amplifizierung mit den unterschiedlichen 

Primerkombinationen wurden die Amplifikate beider Ketten auf ein Agarosegel aufgetragen 

(Abb. 30).  
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Abbildung 30: Nachweis der Kaninchen Ig-Amplifikate. 

PCR-Amplifikate des Kaninchens, aufgetrennt in der Agarose-Gelelektrophorese und amplifiziert mit 

den Primerkombinationen 1, 2 und 3 für die HC des IgG (Spur 2-4) sowie 13 und 14 für die LC (Spur 

6, 7). Fragmentgrößen der DNA-Marker (Spur 1, 5, 8) sind in bp angegeben. Die DNA-Sequenz der 

Klone findet sich im Anhang. 

 

 Die gewonnenen LC-Amplifikate wurden über die Agarose-Gelelektrophorese gereinigt 

und ebenso wie pASK111Rab-p3 mit den Restriktionsendonukleasen NcoI und KpnI im 

Restriktionsverdau gespalten. Die Enden des Plasmids wurden dephosphoryliert und die 

gereinigten Fragmente mit Hilfe einer T4 DNA-Ligase kovalent verknüpft. Der 

Ligationsansatz wurde in elektrokompetente E. coli TG1 transformiert und über Nacht bei 30 

°C auf Kulturplatten mit Cam inkubiert. Die Vektor-DNA wurde aus drei Klonen isoliert und 

der Klonierungserfolg der LC im Restriktionsverdau nachgewiesen (nicht gezeigt). Der 

Vektor wurde als pASK111Rab-p3-WR(LC) bezeichnet. Nach der erfolgreichen Klonierung 

der LC wurden die HC-Amplifikate und der Vektor pASK111Rab-p3-WR(LC) mit den 

Restriktionsendonukleasen MluI und AsiSI im Restriktionsverdau gespalten. Der Vektor 

wurde dephosphoryliert, mit der HC kovalent verknüpft, in elektrokompetente E. coli TG1 

transformiert und über Nacht auf Kulturplatten mit Cam inkubiert. Der Klonierungserfolg 

wurde durch Spaltung des Plasmids mit KpnI und NcoI sowie mit AsiSI und MluI und 

anschließender Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen (Abb. 31, A). Die LC in Spur 1-3 

sind etwas mobiler als die HC in Spur 5-7, was auf die geringere Zahl an bp zurückzuführen 

ist. Außerdem wurde das Plasmid mit den Restriktionsendonukleasen XbaI und HindIII, KpnI 

und HindIII sowie XbaI und SacII gespalten und über ein Agarosegel aufgetrennt (Abb. 31, 

B). Der Vergleich der Ergebnisse der Sequenzanalyse der drei Klone IgG2, IgG5 und IgG13 

mit den Primern AmbStopfor, pASKIba3’, f1ori3for, ColE/TetRrev, ColE1for und pASK-

Iba5’ (Tab. 4) ergab, dass bei der Amplifizierung der variablen Region der HC die Primer 

VH9 (Klon 2), VH11 (Klon 5) und VH14 (Klon 13) zur Amplifizierung der DNA geführt 

hatten. Für die konstante Region war nur ein einziger IgG-Primer verwendet worden (Tab. 6). 

Die LC war für die drei Klone identisch, wobei in diesem Fall die Primer CLκ2 und VLκ4 zum 

Einsatz gekommen waren (Tabelle 5). 
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Abbildung 31: Nachweis der Phagemide pASK111Rab-p3-WR-2, 5 und 13  
In der Agarose-Gelelektrophorese wurden LC und HC des Kaninchens inseriert in pASK111Rab-p3-

WR-2, 5 und 13 nachgewiesen. (A) Die Vektoren pASK111Rab-p3-WR-2 (Spur 3, 7), 5 (Spur 2, 6) 

und 13 (Spur 1, 5), gespalten mit den Restriktionsendonukleasen NcoI und KpnI (Spur 1-3) und MluI 

und AsiSI (Spur 5-7). (B) pASK111Rab-p3-WR-2, 5 und 13, gespalten mit den 

Restriktionsendonukleasen XbaI und HindIII (Spur 1, 5, 9), KpnI und HindIII (Spur 2, 6, 10), XbaI 

und SacII (Spur 3, 7, 11). IgG13 (Spur 1-3), IgG5 (Spur 5-7) und IgG2 (Spur 9-11). Die zusätzliche 

Bande bei Spur 7 und 10 ist auf eine SacII-Erkennungssequenz im Strukturgen von IgG2 und IgG5 

zurückzuführen. Die Fragmentgrößen des DNA-Markers (Spur 4, 8) sind in bp angegeben.  

 

 Der Allotyp der resultierenden drei leporiden Fab-Fragmente mit unterschiedlichen 

Strukturgenen wurde mittels NCBI-Blast anhand der aus der Sequenzanalyse resultierenden 

Primärstruktur analysiert. Dabei ergab sich für die LC jeweils der Allotyp κ1-b4 und für die 

HC jeweils der Allotyp VH1a2 und der Isotyp IgG. Die Fab-Fragmente wurden als 

pASK111Rab-p3-WR2, 5 und 13 bezeichnet. pASK111Rab-p3-WR13 ist in Abb. 32 

dargestellt, die Sequenz findet sich im Anhang.  
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Abbildung 32: Schematische Darstellung des Phagemids pASK111Rab-p3-WR13.  

Die Signalsequenz RBP bildet ein Fusionsprotein mit der LC (VL-CL). Die Signalsequenz OmpA liegt 

als Fusionsprotein mit der HC (VH-CH) des Kaninchen-Klons IgG13 und p3 vor. Cat ermöglicht die 

Selektion durch Cam. Die übrigen Abkürzungen entsprechen denen von pASK85-K411B (Abb. 8). 

Die DNA-Sequenzen von pASK111Rab-p3-WR2, WR5 und WR13 finden sich im Anhang. 

 

5.2.4.2 Konstruktion des Expressionsvektors pASK85Rab-pro-WR13 

 Die Expressionskassette bestehend aus der Rab und den darin vorliegenden Kaninchen-

Strukturgenen des IgG13 wurde in den Expressionsvektor pASK85Rab-pro inseriert. Dazu 

wurden das Phagemid pASK111Rab-p3-WR13 (Abb. 32) und der Expressionsvektor 

pASK85Rab-pro-K411B (Abb. 26) mit den Restriktionsendonukleasen NcoI und SacII 

gespalten. Das gereinigte Genfragment Rab-WR13 wurde mittels der T4 DNA-Ligase 

kovalent mit dem verdauten und dephosphorylierten Plasmid pASK85Rab-pro verknüpft, in 

elektrokompetente E. coli TG1 transformiert und über Nacht bei 30 °C auf Kulturplatten mit 

Amp inkubiert. Aus fünf Klonen wurde die Plasmid-DNA isoliert und der Klonierungserfolg 

durch Restriktionsverdau mit den Restriktionsendonukleasen SacII und XbaI, PstI und SalI 

sowie SpeI und anschließende Agarose-Gelelektrophorese (Abb. 33) sowie in der 

Sequenzanalyse mit den Primern pASK-Iba5’ und f1ori-5rev (Tab. 4) nachgewiesen. Der 

entstandene Expressionsvektor, für den die DNA-Sequenz der Rab in Abb. 35 dargestellt ist, 

wurde als pASK85Rab-pro-WR13 bezeichnet (Abb. 34).  
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Abbildung 33: Nachweis des Klonierungserfolgs des Plasmids pASK85Rab-pro-WR13.  

(A) Das Plasmid pASK85Rab-pro-WR13, gespalten mit den Restriktionsendonukleasen SacII und 

XbaI (Spur 3), die unverdaute Probe (Spur 1) und der DNA-Marker (Spur 2). (B) Das Plasmid 

pASK85Rab-pro-WR13 gespalten mit den Restriktionsendonukleasen PstI und SalI (Spur 1), mit SpeI 

(Spur 3), das unverdaute Plasmid (Spur 2) und der DNA-Marker (Spur 4).  
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OmpA

SacII (1642)

Xba I (127)

Pst I (735)

SpeI (3846)

SpeI (6177)

Sal I (1179)

Sal I (4351)

Sal I (5860)

 
Abbildung 34: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pASK85Rab-pro-WR13.  

Der Vektor kodiert für die LC (VL-CL) des Klons IgG13 des Kaninchens, die als Fusionsprotein mit 

RBP vorliegt, und dessen HC (VH-CH), die ein Fusionsprotein mit OmpA bildet. proB und proA 

stehen unter der Kontrolle des proBA-Promotors (PproBA) (vgl. pASK85-pro-K411B, Abb. 12). Alle 

übrigen Abkürzungen entsprechen denen von pASK85Rab-K411B (Abb. 8).  

 

Abb. 35 zeigt die Primärstruktur der dicistronischen Expressionskassette des Klons IgG13 im 

Expressionsvektor pASK85Rab-pro-WR13 mit tet-Promotor, Signalsequenzen RBP und 

OmpA, Shine-Dalgarno-Sequenzen, Restriktionsendonukleasen, His6-tag und Transkriptions-

terminator. 
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Abbildung 35: Primärsequenz der Expressionskassette des Kaninchen-Klons IgG13 

Die Primärstruktur der dicistronischen Expressionskassette des Kaninchens im Vektor pASK85Rab-

pro-WR13 mit den Restriktionsendonuklease-Erkennungssequenzen (blau). Die Fusionsproteine 

bestehend aus der Signalsequenz RBP (rot) und der LC des Kaninchens sowie der Signalsequenz 

OmpA (rot), der HC des Kaninchens und dem His6-tag, stehen unter der Kontrolle des tet-Promotors 

(tetp/o, blau). Der Transkriptionsterminator (Tlpp, grün) bildet aufgrund seiner palindromen Sequenz 

Loops und stabilisiert dadurch die mRNA, deren Fusionsproteine durch zwei Shine-Dalgarno-

Sequenzen (Asterisk) getrennt translatiert werden. Die Translation wird durch ein TAA-Stopp-Signal 

(rot) beendet. 

 

5.2.5 Koexpression des Kaninchen-AK mit Faltungshelferproteinen 

 Um die Faltung und Disulfidbrückenbildung der Fab-Fragmente im Periplasma zu 

unterstützen, wurde die Expression des Kaninchen-AK IgG13 als Koexpression zusammen 
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mit den Faltungshelferproteinen, kodiert auf dem Plasmid pTUM4 (Abb. 36), durchgeführt. 

pTUM4 kodiert für zwei dicistronische Operons. Die beiden Proteindisulfidisomerasen DsbA 

und DsbC stehen unter der Kontrolle des konstitutiven dsbA-Promotors (pdsbA). Die beiden 

PPIasen mit Chaperon-Aktivität, FkpA und SurA, stehen unter der Kontrolle des konstitutiven 

fkpA-Promotors (pfkpA). Das Plasmid kodiert für das Cam-Resistenzgen Cat und trägt einen 

zur Familie der ColE1-Plasmide gehörenden p15a-Replikationsstartpunkt. Damit ist pTUM4 

kompatibel mit Plasmiden mit einem ColE1-Replikationsstartpunkt (Kues und Stahl, 1989) 

und einem Amp-Resistenzgen.  

pTUM4
5914 bp

surA

dsbC

dsbA

PdsbA

ori p15a

Pcat

Cat

PfkpA

fkpA

 
Abbildung 36: Schematische Darstellung des Plasmids pTUM4  

Das Plasmid pTUM4 (Schlapschy et al., 2006) diente der gleichzeitigen Überexpression von DsbC, 

DsbA, FkpA und SurA. Es trägt einen p15a Replikationsursprung (ori p15a) und gehört damit zu den 

ColE1-Typ Plasmiden. Das Resistenzgen Cat hat einen eigenen konstitutiven Promotor (Pcat). pTUM4 

kodiert für zwei dicistronische Operons: Die beiden Thiol-Oxidantien DsbA und DsbC stehen unter 

der Kontrolle des konstitutiven dsbA-Promotors (pdsbA), sie gehören zu den Proteindisulfidisomerasen 

(Dsb-Proteine) und unterstützen die Disulfidbrückenbildung. Die beiden Peptidyl-Prolyl-Isomerasen 

(PPIasen) mit Chaperon-Aktivität, FkpA und SurA, stehen unter der Kontrolle des konstitutiven fkpA-

Promotors (pfkpA) und katalysieren die cis/trans-Isomerisierung der Peptidbindungen. 

5.2.5.1 Expression der Faltungshelferproteine kodiert auf pTUM4  

 Die auf dem Plasmid pTUM4 kodierten Faltungshelferproteine wurden exprimiert und 

mittels SDS-PAGE analysiert. Dazu wurde E. coli JM83 mit pTUM4 transformiert, die Zellen 

über Nacht kultiviert und in 500 ml LB-Medium mit Cam als Selektionsmarker im 

Schüttelkolben bis zu einer OD600 von 1,0 bei 25 °C inkubiert (4.3.1.1). Die Zellen wurden 

durch Zentrifugation geerntet und das Sediment in periplasmatischem Puffer aufgeschlossen.  
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Abbildung 37: Nachweis der Faltungshelferproteine kodiert auf pTUM4 im SDS-PAGE.  

Protein-Marker (Spur 1), Cytoplasmafraktion (Spur 2), reduzierte Cytoplasmafraktion (Spur 3), 

Periplasmafraktion (Spur 4) und reduzierte Periplasmafraktion (Spur 5), aufgetrennt über ein 12 %iges 

SDS-Polyacrylamidgel und Coomassie-gefärbt (reproduziert nach Schlapschy et al., 2006).  

 

 Die periplasmatische Fraktion wurde über ein 12 %iges SDS-Gel im SDS-PAGE 

aufgetrennt (4.3.2.2) und anschließend Coomassie-gefärbt (Abb 37). Die exprimierten 

Proteine verhielten sich wie aufgrund ihres Molekulargewichts zu erwarten: DsbA wurde bei 

einer Größe von 21,1 kDa, DsbC bei 23,4 kDa, FkpA bei 26,2 kDa und SurA bei 45 kDa 

nachgewiesen. 

5.2.5.2 Koexpression in Schüttelkolben und Fermenter 

 Der elektrokompetente E. coli-Stamm JM83 wurde zunächst mit pTUM4 (Abb. 36) 

transformiert und über Nacht auf LB-Cam-Agarplatten kultiviert. Mit pTUM4 transformierte 

Zellen wurden erneut kompetent gemacht (4.2.2) und mit dem Plasmid 

pASK85Rab-pro-WR13 (Abb. 34) transformiert. Die Koexpression der mit pTUM4 und 

pASK111Rab-pro-WR13 kotransformierten Zellen erfolgte zunächst im 500 ml-Maßstab in 

LB-Amp-Cam-Medium im Schüttelkolben (4.3.1.1). Induziert wurde die Genexpression 

durch aTc. Die Induktionsdauer bis zum Erreichen einer OD600 von 1,0 betrug 3,5 h, wobei 

die Zellen keine Anzeichen von Zelllyse zeigten, wohl aber die stationäre Phase erreicht 

hatten und durch Zentrifugation geerntet wurden. Mittels des His6-tag und eines HRP-

gekoppelten Maus-anti-His6-AK konnte das Fab-Fragment durch Auftrennung der Proteine im 

SDS-PAGE über ein 12 %iges Polyacrylamidgel im anschließenden Western-Blot bei 40 kDa 

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). 

 Die Koexpression im Fermenter (4.3.1.2). erfolgte ebenfalls im E. coli-Stamm JM83, 

kotransformiert mit den Plasmiden pASK85Rab-pro-WR13 und pTUM4. Das 

Fütterungsprotokoll wurde während mehrerer Fermentationsläufe durch Messung von 

Glukose, Acetat und Biomasse sowie pO2 und pH-Wert an die Bedingungen der 

Koexpression angepasst. Die Expression des Fremdproteins wurde durch aTc induziert. Die 
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laut Schiweck und Skerra (1995) dazu optimale OD600 von 20 wurde erst nach 22-24 h 

erreicht. Nach 3,5 h befanden sich die Zellen bei einer OD600 von 40 im Übergang zur 

stationären Phase. Die Zellen wurden geerntet und die periplasmatische Proteinfraktion 

präpariert.  

5.2.5.3 Reinigung und Nachweis des Kaninchen-AK 

 Die Auftrennung des Proteinextrakts in unspezifische Proteinfraktion und spezifisch 

bindendes Kaninchen-Fab-Fragment erfolgte mittels IMAC (4.3.2.1). Nach dem Durchfluss 

wurde die unspezifisch gebundene Proteinfraktion bereits bei einer geringen 

Imidazolkonzentration ausgewaschen, gefolgte von einer sehr viel kleineren weiteren 

Fraktion. An diese schloss sich mit einem symmetrischen Peak die über das His6-tag 

spezifisch gebundene spezifische Fraktion (Pfeil) an (Abb. 38). 

 

Abbildung 38: Verlaufsprofil der IMAC bei der Reinigung des koexprimierten Kaninchen-AK. 

Die 5 ml Fast-Flow Sepharose-Säule wurde mit der periplasmatischen Fraktion beladen (4.3.2.1). Die 

Elution fand mittels eines Imidazolgradienten von 0 mM bis 300 mM statt, wobei die Einstellung des 

Schreibers 100mV, 6 cm/h Vorschub und einen Absorptionsbereich von 2,0 betrug. Die 

photometrische Messung des Proteins erfolgte bei einer Wellenlänge von 280 nm. Das Verlaufsprofil 

zeigt die nicht gebundene Fraktion (Durchfluss), gefolgt von der unspezifisch gebundenen Fraktion, 

die bei niedriger Imidazolkonzentration eluiert wird und der ein sehr viel kleinerer, zweiter Peak folgt. 

Daran anschließend wird bei steigender Imidazolkonzentration in einem relativ symmetrischen Peak 

(Pfeil) die spezifische Proteinfraktion eluiert. Der kleine, an den Durchfluss anschließende Peak kam 

beim Einstellen des Elutionsgradienten durch Erschütterung des Photometers zustande. Er enthielt 

kein Protein und war daher nicht von Bedeutung.  

 

 Die Fraktionen, die das gereinigte Protein enthielten, wurden durch Auftrennung der 
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IMAC-Fraktionen im Polyacrylamidgel mit 6 M Harnstoff und anschließender Coomassie-

Färbung ermittelt (4.3.2.2). Zum Nachweis des Kaninchen-AK wurden die Fraktionen 

zusätzlich im Western-Blot immunchemisch analysiert (4.3.3.1). Dazu wurden die auf eine 

PVDF-Membran elektrotransferierten Proteine mit einem HRP-gekoppelten Maus-anti-His6-

AK bzw. einem Ziege-anti-Kaninchen-AK immunchemisch nachgewiesen. Das Fab-Fragment 

(40 kDa), die LC (23 kDa) und die HC (25 kDa) konnten sowohl mittels SDS-PAGE und 

Coomassie-Färbung (Abb. 39, A) als auch im Western-Blot (Abb. 39. B, C) nachgewiesen 

werden. Das Ergebnis der Expression ohne pTUM4 ist zum Vergleich in Kapitel 6.3.1 

dargestellt (Abb. 51). Das Fab-Fragment zeigt eine etwas größere Mobilität, als aufgrund 

seines theoretisch errechneten Molekulargewichts (45 kDa) zu erwarten war. Dies ist 

möglicherweise auf die zusätzliche Disulfidbrücke des Kaninchen-Fab-Fragments 

zurückzuführen.  

  
Abbildung 39: Nachweis des koexprimierten Kaninchen-AK in SDS-PAGE und Western-Blot. 

Spezifischer Nachweis des Kaninchen Fab-Fragments kodiert auf pASK85Rab-pro-WR13 und 

koexprimiert mit den Faltungshelferproteinen kodiert auf pTUM4 mittels SDS-PAGE (A) und 

Western-Blot (B, C). (A) Periplasmafraktion (Spur 1), Durchfluss (Spur 2), zwei exemplarische, 

IMAC-gereinigte Periplasmafraktionen (Spur 3, 4), reduzierte Periplasmafraktion (Spur 6), reduzierte 

Durchflussfraktion (Spur 7), zwei exemplarische reduzierte IMAC-gereinigte Periplasmafraktionen 

(Spur 8, 9) und ein Protein-Marker (5, 10), aufgetrennt über ein 14 %iges SDS-Polyacrylamidgel, dem 

6 M Harnstoff zur bessern Auftrennung zugesetzt worden war. Das Polyacrylamidgel wurde 

Coomassie-gefärbt und Fab-Fragment (40 kDa), LC (23 kDa) und HC (25 kDa) nachgewiesen. (B) 

Periplasmafraktion (Spur 1), Durchfluss (Spur 2), zwei nicht reduzierte, IMAC-gereinigte 

Periplasmafraktionen (Spur 3, 4), Protein-Marker (Spur 5), reduzierte Periplasmafraktion (Spur 6), 
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reduzierter Durchfluss (Spur 7), und zwei reduzierte, IMAC-gereinigte Periplasmafraktionen (Spur 8 

und 9), aufgetrennt über ein 14 %iges SDS-Polyacrylamidgel mit 6 M Harnstoff. Das 

Polyacrylamidgel wurde auf eine PVDF Membran elektrotransferiert und Fab-Fragment (40 kDa), LC 

(23 kDa) und HC (25 kDa) mit einem HRP-gekoppelten polyklonalen Ziege-anti-Kaninchen-AK 

immunchemisch nachgewiesen. (C) Periplasmafraktion (Spur 1), Durchfluss (Spur 2), unspezifisch 

gebundenes Protein (Spur 3), zwei exemplarische IMAC-gereinigte Periplasmafraktionen (Spur 4, 5), 

Protein-Marker (Spur 6), reduzierter Durchfluss (Spur 7), unspezifisch gebundenes, reduziertes 

Protein (Spur 8) sowie zwei reduzierte IMAC-gereinigte Periplasmafraktionen (Spur 9, 10), 

aufgetrennt über ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel. Das Polyacrylamidgel wurde auf eine PVDF 

Membran elektrotransferiert und mit einem HRP-gekoppelten Maus-anti-His6-AK nachgewiesen. Die 

Molmassen der Protein-Marker werden in kDa angegeben. 

 

 Die Periplasmafraktionen, die das Fab-Fragment enthielten, wurden vereinigt und über 

Konzentratoren in H2O umgepuffert und aufkonzentriert (4.3.2.3). Zur Bestimmung der 

Proteinkonzentration wurde die Absorption photometrisch gemessen und eine maximale 

Proteinmenge von 3,3 mg/1,6 l Fermentationsvolumen bzw. 50 µg l-1 • OD600 errechnet 

(4.3.2.4). 

 Die Proteinausbeuten unterschiedlicher Glukosezufuhr-Protokolle wurden verglichen. 

Dabei stellte sich heraus, dass ein leichtes Absenken der Glukosezufuhr zu einer Steigerung 

der Proteinausbeute durch Erreichen einer höheren OD600 führte (Abb. 40). 
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Abbildung 40: Glukosezufuhr in Abhängigkeit von der optischen Dichte bei 600 nm.  

Vergleich der Proteinausbeute in Folge unterschiedlicher Glukosezufuhr bei Koexpression des 

Kaninchen-AK, kodiert auf pASK111Rab-pro-WR13, und der Faltungshelferproteine, kodiert auf 

pTUM4. Die Grafik zeigt, dass durch Senken der Glukosezufuhr eine höhere OD600 und dadurch 

bedingt eine größere Proteinausbeute realisiert werden konnte.  
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5.3 Konstruktion und Expression eines Phagemids zur Selektion von 

Fab-Fragmenten  

 Zu dem Expressionssystem für die Hochzelldichtefermentation rekombinanter Maus- und 

Kaninchen-AK wurde ein passendes Phagemid entwickeln. Damit sollte ein System 

geschaffen werden, das den Transfer der gesamten Expressionskassette vom Phagemid in den 

Expressionsvektor anschließend an das Phage Display in einem einzigen Schritt ermöglicht. 

Da Cam verglichen mit Amp den Selektionsdruck auf plasmidlose Zellen länger 

aufrechterhält, wurden die Phagemide, die im Gegensatz zu den Expressionsvektoren keinen 

proBA-Locus zur Unterstützung des Selektionsdrucks enthielten (6.1.2), mit dem 

Resistenzmarker Cat ausgestattet. Zunächst wurde überprüft, inwieweit und unter welchen 

Bedingungen die konstruierten Phagemide das Fab-Fragment exprimierten. Dazu wurde die 

Expression des murinen Fab-Fragments K411B, inseriert in die Rab und kodiert auf dem 

Phagemid pASK111Rab-p3-K411B (Abb. 24), getestet. Anschließend wurden durch 

Konstruktion der Phagemide pASK111-p3-WR13, 2, 5 die murinen Strukturgene durch die 

des Kaninchens ersetzt (Abb. 32) und exprimiert. Die Expression zeigte keinen Erfolg, was 

auf Probleme bei der Faltung und Zusammenlagerung des Fab-Fragments zurückgeführt wurde 

(6.4.2). Um Faltung und Disulfidbrückenbildung des Kaninchen-AK im Periplasma durch 

Expression der Faltungshelferproteine, kodiert auf pTUM4, unterstützen zu können, wurde 

die Kaninchen-Expressionskassette des Klons 13 in den Vektor pASK85Rab-p3 (Abb. 21) 

inseriert und damit pASK85Rab-p3-WR13 (Abb. 43) hergestellt. Dieses Phagemid kodiert für 

das Amp-Resistenzgen bla und ist daher für die Koexpression mit pTUM4, der für das Cam-

Resistenzgen Cat kodiert, geeignet. So konnte der Selektionsdruck mittels Amp und Cam auf 

beide Plasmide aufrechterhalten werden. Um die Tauglichkeit des Koexpressions-Systems für 

das Phage Display zu überprüfen, wurden ein Fab-Fragment und ein Fusionsprotein bestehend 

aus Fab-Fragment und p3 koexprimiert. Eine Übersicht über die konstruierten Phagemide 

findet sich in Abb. 47. 

5.3.1 Expression des murinen Antikörpers K411B, inseriert in das Phagemid 

pASK111Rab-p3-K411B  

 Anhand des bereits beschriebenen Phagemids pASK111Rab-p3-K411B (Abb. 24) wurde 

die Funktionalität der Signalsequenzen RBP und OmpA in Verbindung mit Cam als 

Resistenzmarker getestet. Um eine mögliche Toxizität des AK K411B ausschließen zu 

können, wurde in zwei parallelen Experimenten das Vorhandensein des Fab-Fragments nach 
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2,5- und 3,5-stündiger Induktion verglichen. K411B wurde dazu im E. coli-Stamm JM83, 

transformiert mit dem Phagemid pASK111Rab-p3-K411B, im 500 ml-Maßstab bei 25 °C in 

LB-Medium exprimiert (4.3.1.1). Direkt vor der Induktion wurden Proben zur Kontrolle der 

„Dichte“ des tet-Promotors entnommen und anschließend die Expression des Fremdproteins 

durch aTc induziert. Nach 2,5 h war eine OD600 von 1,0 ohne Anzeichen von Zelllyse erreicht 

und die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet. Auch nach 3,5 h bei einer OD600 von 1,2 

waren keine Anzeichen von Zelllyse zu erkennen, allerdings befanden sich die Zellen in der 

stationären Phase. Sie wurden durch Zentrifugation geerntet.  

Zum Nachweis des AK K411B wurde die nicht reduzierte periplasmatische Fraktion beider 

Expressionen über 12 %ige SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt, auf PVDF Membranen 

elektrotransferiert und im Western-Blot immunchemisch analysiert (4.3.3.1). Mittels des 

His6-tags und des HRP-gekoppelten Maus-anti-His6-AK (B) sowie eines monoklonalen HRP-

gekoppelter Ziege-anti-Maus-IgG-AK (Abb. 41, A) wurden das Fab-Fragment (45 kDa) und 

die HC (26 kDa) nachgewiesen. Die vor der Induktion entnommenen Fraktionen enthielten 

kein Protein, was die „Dichte“ des tet-Promotors in diesem System demonstrierte. 

 
Abbildung 41: Spezifischer Nachweis des AK K411B kodiert auf pASK111Rab-p3-K411B im 

Western-Blot.  

(A) Gesamtzellfraktion vor der Induktion (Spur 1), Periplasmafraktion nach 2,5-stündiger (Spur 2) und 

3,5-stündiger Induktion (Spur 3) sowie ein Protein-Marker (Spur 4), aufgetrennt über in 12 %iges 

SDS-Polyacrylamidgel und elektrotransferiert auf eine PVDF-Membran. Der Nachweis des 

Fab-Fragments (45 kDa) und der HC (26 kDa) erfolgte im Western-Blot mittels eines monoklonalen 

IgG spezifischen Ziege-anti-Maus-AK. Bei dem mobileren Protein, dass mittels des polyklonalen AK, 

nicht aber durch den Maus-anti-His6-AK bei 40 kDa nachgewiesen wurde, handelt es sich vermutlich 

um eine um einen Teil der konstanten Region der HC reduzierte Version des Proteins. (B) 

Gesamtzellfraktion vor der Induktion (Spur 1), Cytoplasmafraktion (Spur 2), Periplasmafraktion nach 

2,5-stündiger (Spur 3) und 3,5-stündiger (Spur 4) Induktion, Protein-Marker (Spur 5), aufgetrennt über 

ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel und auf eine PVDF-Membran elektrotransferiert. Mit Hilfe des 

His6-tags und einem HRP-gekoppelten Maus-anti-His6-AK wurden Fab-Fragment (45 kDa) und HC 

(26 kDa) immunchemisch nachgewiesen.  
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 Die Funktionalität des Fab-Fragments K411B, sekretiert mit den Signalsequenzen OmpA 

und RBP, wurde im kompetitiven Atrazin-ELISA untersucht (4.3.3.2). Die mit einem 

Ziege-anti-Maus-AK beschichtete Mikrotiterplatte wurde dazu mit einer Verdünnungsreihe 

der ungereinigten Periplasmafraktion von 1:10 bis 1:1000 inkubiert. Den Proben wurde 

HRP-gekoppelter Atrazin-Tracer bzw. Tracer und zusätzlich freies Atrazin zur Verdrängung 

der Tracer-AK-Bindung zugesetzt. Bei einer Verdünnung von 1:10 wurde ein deutlich 

größeres Signal als das der Kontrolle, bei der Atrazin die AK-Antigen-Bindung verdrängt 

hatte, gemessen (Abb. 42). Daraus kann auf eine spezifische Bindung von K411B an Atrazin 

geschlossen werden. 
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Abbildung 42: Kompetitiver ELISA zum Nachweis der Bindungseigenschaften des AK K411B. 

Die Spezifität des Fab-Fragments K411B für Atrazin, kodiert auf pASK111Rab-p3-K411B, wurde 

untersucht. Eine mit einem Ziege-anti-Maus-AK beschichtete Mikrotiterplatte wurde mit der 

periplasmatischen Fraktion in den Verdünnungen 1:10, 1:100 und 1:1000 inkubiert. Zum Nachweis 

des AK wurde der HRP-gekoppelte Atrazin-Tracer eingesetzt (orange). Um die Funktionalität des AK 

K411B für Atrazin zu überprüfen, wurde die AK-Tracer-Bindung durch Atrazin verdrängt (grau). Die 

Absorption wurde bei 450 nm gemessen und die Mittelwerte (n = 3) mit Standardabweichung 

dargestellt. Die Verdrängung der AK-Antigenbindung durch Atrazin ist bei einer Verdrängung von 

1:10 deutlich zu erkennen.  
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5.3.2 Konstruktion des Phagemids pASK85Rab-p3-WR13 und Koexpression des 

Kaninchen-AK mit den Faltungshelferproteinen kodiert auf pTUM4  

5.3.2.1 Konstruktion des Phagemids pASK85Rab-p3-WR13 

 Um den Kaninchen-AK, inseriert in ein Phagemid, mit den Faltungshelferproteinen, 

kodiert auf pTUM4, koexprimieren zu können, musste die Expressionskassette bestehend aus 

Rab, LC und HC des Kaninchens in pASK85Rab-p3 (Abb. 21) inseriert werden. 

pASK85Rab-p3 kodiert für das Amp-Resistenzgen bla und ist daher kompatibel mit dem 

Plasmid pTUM4, der für das Cam-Resistenzgen Cat kodiert. pASK85Rab-p3 und 

pASK111Rab-p3-WR13 (Abb. 32) wurden mit den Restriktionsendonukleasen NcoI und 

SacII im Restriktionsverdau gespalten, die Enden des Vektors pASK85Rab-p3 

dephosphoryliert (4.2.4.4) und nach der Reinigung mit der Expressionskassette Rab-WR13 

kovalent verknüpft (4.2.4.5). Der Ligationsansatz wurde in elektrokompetente E. coli TG1 

transformiert (4.2.2) und auf Kulturplatten mit Amp inkubiert Aus drei Klonen wurde die 

Plasmid-DNA isoliert und der Klonierungserfolg durch Restriktionsverdau und anschließende 

Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen (nicht gezeigt). Das dabei entstandene Phagemid 

wurde als pASK85Rab-p3-WR13 bezeichnet (Abb. 43). 
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Abbildung 43: Schematische Darstellung des Phagemids pASK85Rab-p3-WR13.  

Der Vektor kodiert für ein Fusionsprotein, bestehend aus der RBP-Signalsequenz und der LC (VL-CL) 

des Kaninchen-Klons IgG13, sowie für ein Fusionsprotein, bestehend aus der OmpA-Signalsequenz, 

der HC (VH-CH) des Kaninchen-AK, dem His6-tag und dem daran anschließenden p3. Alle übrigen 

Abkürzungen entsprechen denen von pASK85-K411B (Abb 8). 
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5.3.2.2 Koexpression des Kaninchen-AK inseriert in pASK85Rab-p3-WR13 mit 

Faltungshelferproteinen 

 Die Transformation (4.2.2) des elektrokompetenten E. coli-Stamms JM83 erfolgte 

zunächst mit pTUM4. Anschließend wurden erfolgreich mit pTUM4 transformierte Zellen 

erneut kompetent gemacht (4.2.2.2) und mit dem Phagemid pASK85Rab-p3-WR13 

transformiert. Die Koexpression der sowohl mit pTUM4 als auch mit pASK85Rab-p3-WR13 

transformierten Zellen erfolgte im 2 l-Maßstab im Schüttelkolben in LB-Amp-Cam-Medium. 

Induziert wurde die Genexpression durch aTc. Die Induktionsdauer bis zum Erreichen einer 

OD600 = 1,0 betrug 3,5 h. Die Zellen zeigten ein exponentielles Wachstum (Abb. 44) und 

keine Anzeichen von Zelllyse. Sie wurden durch Zentrifugation geerntet.  

 

Abbildung 44: Wachstumsrate von E. coli JM83 bei Koexpression des Kaninchen-AK. 

Das Kaninchen-Fab-Fragment des Klons IgG13, kodiert auf pASK85Rab-p3-WR13, und die 

Faltungshelferproteine, kodiert auf pTUM4, wurden in 2 l LB-Medium exprimiert. Nach 3,5-stündiger 

Induktion waren keine Anzeichen von Zelllyse zu erkennen. 

 

 Der Nachweis des Kaninchen-Fab-Fragments und der beiden Ig-Ketten erfolgte durch 

Auftrennung der nicht reduzierten und reduzierten periplasmatischen Fraktion über ein 

14 %iges SDS-Polyacrylamidgel im SDS-PAGE (4.3.2.2) mit anschließender Coomassie-

Färbung. In der Analyse derselben Fraktionen im Western-Blot (4.3.3.1) wurden mittels eines 

HRP-gekoppelten Maus-anti-His6-AK bzw. eines IgG-spezifischen HRP-gekoppelten 

Ziege-anti-Kaninchen-AK die Ergebnisse der SDS-PAGE bestätigt und das Kaninchen 

Fab-Fragment (40 kDa) und die HC (25 kDa) nachgewiesen (Abb. 45). 
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5.3.2.3 Koexpression eines Kaninchen-Fab-g3p-Fusionsproteins kodiert auf 

pASK85Rab-p3-WR13 mit Faltungshelferproteinen 

 Ein Fusionsprotein, bestehend aus Fab-Fragment und g3p, wurde in Anwesenheit der 

Faltungshelferproteine im Amber-Suppressorstamm E. coli TG1 exprimiert, um die 

Tauglichkeit des konstruierten Phagemids für das Phage Display zu überprüfen. Der 

elektrokompetente E. coli-Stamm TG1 wurde dazu zunächst mit pTUM4 transformiert und 

über Nacht auf LB-Cam-Kulturplatten kultiviert. Mit pTUM4 transformierte Zellen wurden 

erneut kompetent gemacht (4.2.2.2) und mit dem Phagemid pASK85Rab-p3-WR13 (Abb. 43) 

transformiert. Die Koexpression der mit pTUM4 und pASK85Rab-p3-WR13 transformierten 

Zellen fand im 500 ml-Maßstab im Schüttelkolben in LB-Amp-Cam-Medium statt (4.3.1.1). 

Die Induktion der Expression erfolgte mit aTc. Nach 3,5-stündiger Induktion war eine OD600 

= 1,0 erreicht und die Zellen, die keine Anzeichen von Zelllyse zeigten, wurden geerntet. Die 

Periplasmafraktion wurde präpariert und die Fraktionen im Western-Blot analysiert (4.3.3.1).  

 
Abbildung 45: Nachweis der Kaninchen-Proteine kodiert auf pASK85Rab-p3-WKR13 in SDS-

PAGE und Western-Blot. 

Das mit den Faltungshelferproteinen von pTUM4 koexprimierte Kaninchen-Fab-Fragment, kodiert auf 

dem Vektor pASK85Rab-p3-WKR13, wurde in SDS-PAGE (A) und Western-Blot (B, C) 

nachgewiesen. (A) Protein-Marker (Spur 1, 7), Periplasmafraktion (Spur 2), Durchfluss (Spur 3), 

unspezifische Fraktion (Spur 4), zwei exemplarische nicht reduzierte IMAC-gereinigte 

Periplasmafraktionen (Spur 5, 6), reduzierte Periplasmafraktion (Spur 8) und zwei exemplarische 

reduzierte IMAC-gereinigte spezifische Periplasmafraktionen (Spur 9, 10), aufgetrennt über ein 

14 %iges SDS-Polyacrylamidgel mit 6 M Harnstoff. Die Gele wurden Coomassie-gefärbt und 

Fab-Fragment (40 kDa), HC (25 kDa) und LC (23 kDa) nachgewiesen. (B) Zwei exemplarische 
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Fraktionen nicht reduzierter, IMAC-gereinigter spezifischer Periplasmafraktion (Spur 1, 2), Protein-

Marker (Spur 3, 7), reduzierte Cytoplasma- (Spur 4) und Periplasmafraktion (Spur 5), reduzierter 

Durchfluss (Spur 6) sowie zwei reduzierte IMAC-gereinigte spezifische Periplasmafraktionen (Spur 8, 

9), aufgetrennt über ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel. Das Polyacrylamidgel wurde auf eine 

PVDF-Membran elektrotransferiert und mittels des His6-tag und einem HRP-gekoppelten 

Maus-anti-His6-AK Fab-Fragment (40 kDa) und HC (26 kDa) im Western-Blot nachgewiesen. (C) 

Zwei nicht reduzierte Fraktionen der IMAC-gereinigten spezifischen Periplasmafraktion (Spur 1, 2), 

Protein-Marker (Spur 3) und zwei reduzierte Fraktionen des spezifischen Peaks aufgetrennt über ein 

12 %iges SDS-Polyacrylamidgel. Das Polyacrylamidgel wurde auf eine PVDF-Membran 

elektrotransferiert und das Fab-Fragment (40 kDa) und die HC (26 kDa) im Western-Blot mittels eines 

IgG-spezifischen Kaninchen-AK nachgewiesen.  

 
Abbildung 46: Spezifischer Nachweis des Kaninchen-Fusionsproteins im Western-Blot 

Das auf pASK85Rab-p3-WR13 kodierte und in E. coli TG1 mit den Faltungshelferproteinen 

koexprimierte Kaninchen-Fab-g3p-Fusionsprotein wurde im Western-Blot nachgewiesen. (A) Zwei 

exemplarische nicht reduzierte Periplasmafraktionen (Spur 2, 3), aufgetrennt über ein 14 %iges 

SDS-Polyacrylamidgel, wurden auf eine PVDF Membran elektrotransferiert und mit einem 

polyklonalen HRP-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-AK Fab-Fragment und Fusionsprotein 

nachgewiesen. (B) Zwei exemplarische reduzierte Periplasmafraktionen (Spur 1, 2), ein Protein-

Marker (Spur 3) und zwei exemplarische nicht reduzierte Periplasmafraktionen (Spur 4, 5), 

aufgetrennt über ein 14 %iges SDS-Polyacrylamidgel, wurden auf eine PVDF Membran 

elektrotransferiert. Die Fusionsproteine wurden mittels eines primären Maus-anti-g3p-AK und eines 

HRP-gekoppelten sekundären Maus-anti-g3p-AK nachgewiesen.  

 

 Mittels eines Ziege-anti-Kaninchen-AK konnten das Fab-Fragment und das 

Fusionsprotein, bestehend aus Fab-Fragment und g3p in der nicht reduzierten 

Periplasmafraktion nachgewiesen werden. Ein Maus-anti-g3p-AK erlaubte den Nachweis des 

gesamten  Fusionsproteins bei 85 kDa in der nicht reduzierten Fraktion, bestehend aus g3p 

(45 kDa) und dem Kaninchen Fab-Fragment (40 kDa). Außerdem konnte in der reduzierten 

Fraktion ein Fusionsprotein, bestehend aus g3p (45 kDa) mit der HC (26 kDa), bei 70 kDa 

sichtbar gemacht werden (Abb. 46). 



  Diskussion 

 101

6 Diskussion  

 Molekularbiologische Methoden ermöglichen die Produktion vektorkodierter Proteine und 

die zielgerichtete Modifikation ihrer Eigenschaften. So können beispielsweise AK-Varianten 

mit geringerer Immunogenität, höherer Affinität, veränderter Antigenspezifität oder 

gesteigerter Stabilität gewonnen werden (Krebber et al., 1997). Als Wirtsorganismus dient 

hierzu insbesondere Escherichia coli, deren rasches Wachstum zu hoher Zelldichte in 

preiswerten Substratmedien, gut charakterisierte Genetik (Koonin, 1997) und steigende 

Anzahl von Mutanten-Stämmen die Expression zahlreicher Proteine hoher Qualität und 

Quantität ermöglicht (Baneyx, 1999; Swartz, 2001; Sorensen und Mortensen, 2005a, 2005b). 

Die erstmal von Talmadge et al. (1980) durchgeführte Sekretion eines Fusionsproteins in das 

Periplasma macht die Produktion extrazellulär aktiver Proteine in nativer Form in Bakterien 

mittels effizienten Transports über die innere Bakterienmembran möglich. Dabei wird das 

Polypeptid als Fusionsprotein zusammen mit einer der zahlreichen prokaryontischen 

Signalsequenzen (z.B. PhoA, OmpA, RBP, PelB) exprimiert und von dieser über die 

Bakterienmembran geschleust. Das Protein wird im oxidativen Milieu des Periplasmas 

gefaltet und mit Disulfidbrücken versehen (Baneyx, 1999). Dieses Sekretionsprinzip wurde 

von Better et al. (1988) und Skerra und Plückthun (1988) auf die gentechnische Herstellung 

von AK-Fragmenten in E. coli übertragen und in der vorliegenden Arbeit verwendet. Es hat 

den Vorteil, dass die entstandenen Proteine kaum von Proteasen angegriffen werden und im 

optimalen Fall aktiv, stabil, löslich und N-terminal unverändert sind (Choi und Lee, 2004; 

Mergulhao et al., 2005). Sie können mit einfachen Methoden in relativ reiner Form aus dem 

Periplasma, in dem neben den sekretierten Fusionsproteinen nur etwa 4 % der zelleigenen 

Proteine zu finden sind, isoliert werden (Makrides, 1996). 

 Viele Faktoren, wie beispielsweise der Bakterienstamm und die Eigenschaften des für die 

Produktion gewählten Expressionsvektors und des exprimierten Proteins, beeinflussen die 

erfolgreiche Produktion eukaryontischer Proteine in E. coli. Die Anordnung transkriptorischer 

und translatorischer Regulationssequenzen, die Sekundärstruktur sowie die Stabilität der 

mRNA spielen eine Rolle (Carrier und Keasling, 1999; Stenstrom et al., 2001). Auch das 

Auftreten von in E. coli selten verwendeten Kodons (codon usage, Kane, 1995) kann sich auf 

die Proteinausbeute auswirken. Vor allem aber bestimmt die Effizienz, mit der das Präprotein 

in den periplasmatischen Raum exportiert und dort korrekt von der Signalsequenz abgespalten 

und gefaltet wird, den Produktionserfolg (Plückthun und Skerra, 1989; Kiefhaber et al., 1991; 

Baneyx, 1999). Außerdem können einzelne E. coli-Stämme gravierenden Einfluss auf die 
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Produktion heterologer Proteine nehmen, der sich im Wachstumsverhalten manifestiert aber 

auch in der Effizienz, mit der sich das Fremdprotein in dem jeweiligen Stamm korrekt faltet. 

Deshalb ist die Wahl des Bakterienstamms für die Produktion von rAK ein für die Ausbeute 

wichtiger Faktor (Luli und Strohl, 1990). Der Gram-negative Bakterien-Stamm E. coli K-12 

JM83 (Yanisch-Perron et al., 1985) ist aufgrund seiner guten Sekretionseigenschaften in 

Verbindung mit der effizienten Faltung rekombinanter Proteine in Schüttelkolbenexpression 

und Fermentation bereits mehrfach erfolgreich verwendet worden (Skerra, 1989; Skerra und 

Plückthun, 1991; Fiedler und Skerra, 2001; Schlapschy, 2004). Aus diesem Grund wurde 

E. coli JM83 für die Entwicklung eines Expressionsvektors für die 

Hochzelldichtefermentation des murinen Fab-Fragments K411B und des rekombinanten 

Kaninchen-AK verwendet. Für die Produktion der Kaninchen-AK war die Wahl des 

Bakterienstamms aufgrund der zusätzlichen Disulfidbrücke und der großen Anzahl an 

Cysteinen in den Strukturgenen der LC und der HC (vgl. Abb. 35), die die korrekte Faltung 

verkomplizieren und zudem toxisch wirken können (Humphreys et al., 1997), von besonderer 

Bedeutung. Abbildung 47 zeigt alle in dieser Arbeit verwendeten Vektoren 

6.1 Murine rekombinante Antikörper 

6.1.1 Der rekombinante Antikörper K411B 

 Das Fab-Fragment K411B leitet sich von dem mAK K4E7 ab. Dieser wurde von Giersch 

(1993) durch Immunisierung von Mäusen mit dem Hapten 4-Chloro-6-(Ethylamin)-

1,3,5-Triazin-2-(6-Aminohexansäure) und anschließende Herstellung der Hybridomzelllinie 

K4E7 durch Fusion einer B-Zelle mit einer Myelomzelle erzeugt. Der mAK K4E7 mit einem 

IC50 von 0,1 µg l-1 (ca. 0,9 nmol l-1) gehört dem Isotyp IgG2b mit einer VLκ-Domäne der 

Subgruppe Vκ-III und einer VH-Domäne der Subgruppe VH-IIIC an (Kusharyoto, 2001). 

Durch Insertion der variablen Domänen der LC und HC von K4E7 in den Leserahmen der 

konstanten Regionen von pASK85 (Skerra, 1994a), in dem bereits die CH1-Domäne der 

Subklasse IgG1 und die CL-Domäne vorlagen, entstand das Fab-Fragment K411B im Vektor 

pASK85-K411B (Kramer und Hock, 1996). Durch die Umklonierung kam es durch den 

Austausch der CH1-Domäne zum Wechsel der Subklasse von IgG2b zu IgG1, was in anderen 

Studien zur Verbesserung der Expression in E. coli führte (Carter et al., 1992; Alfthan et al., 

1993). Für das in E. coli JM101 exprimierte Fab-Fragment K411B ergab ein kompetitiver 

Atrazin-ELISA allerdings einen um eine Größenordnung höheren IC50-Wert als für den mAK 

K4E7, (Kusharyoto, 2001; Kusharyoto et al., 2002). Der Grund hierfür wurde nicht publiziert. 
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Abbildung 47. Übersicht über alle verwendeten Expressionsvektoren und Phagemide. 
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Lange et al. (2001) exprimierten das Fab-Fragment außerdem im fed-batch-Verfahren im 

5 l-Fermenter in Pichia Pastoris. Untersuchungen der Bindungseigenschaften des 

produzierten AK ergaben auch hier einen IC50 von 3 µg l-1 bzw. 14 nmol l-1 und entsprachen 

damit der von Kusharyoto (2001) und Kusharyoto et al. (2002) angegebenen Größenordnung 

des IC50. Es blieb unklar, ob möglicherweise der Austausch der CH1-Domäne zur 

Verminderung der Sensitivität des Fab-Fragments im Vergleich zum monoklonalen AK 

geführt hatte. Auch wenn die Bindungseigenschaften des Fab-Fragments nicht die des 

monoklonalen Antikörpers erreichen, handelt es sich um einen sehr affinen AK. Das stabile 

Fab-Fragment K411B (Abb. 48) wurde aus diesem Grund im Rahmen des EU-Projekts 

ELISHA für die Entwicklung eines immunomagnetisch-elektrochemischen Sensors zur 

Detektion von Pestiziden in der Umweltanalytik eingesetzt. Um die hierfür notwendigen AK-

Mengen produzieren zu können, sollte ein Expressionssystem für die 

Hochzelldichtefermentation etabliert werden. 

 
Abbildung 48: Struktur der Bindungsdomäne des Fab-Fragments K411B. 

Die Bindungsdomäne des murinen AK K411B wird von den CDRs der LC (L1, L2, L3) und der HC 

(H1, H2, H3) geformt. Die Darstellung zeigt die Position des s-Triazin-Haptens in der 

Bindungsdomäne von K411B, nach Kusharyoto (2001). 

6.1.2 Der Expressionsvektor pASK85-pro-K411B 

 Da der Stamm E. coli JM83 aufgrund seiner Auxotrophie für die Aminosäure Prolin, die 

auf einer chromosomalen Deletion des proBA-Operons beruht, nicht in Minimalmedium 

wächst, wurde die Komplementierung des Minimalmediums für die 

Hochzelldichtefermentation des rAK K411B mit verschiedenen Prolin-Konzentrationen 

getestet. Die Ergebnisse bestätigten frühere Experimente, die ebenfalls zu keinem 

verbesserten Wachstum der Zellen durch Ergänzung des Mediums mit Prolin geführt hatten 

(Fiedler und Skerra, 2001). Grund hierfür ist vermutlich die Nutzung der Aminosäure Prolin 
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als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle durch die Zellen (Neidhardt et al., 1990). Abb 49 zeigt 

die Beteiligung des für die Enzyme γ-Glutamylkinase (proB) und 

Glutamat-5-Semialdehyd-Dehydrogenase (proA) kodierenden proBA Locus (Mahan und 

Csonka, 1983; Deutch et al., 1984) an der Prolinsynthese (Baich, 1969, 1971). 

 
Abbildung 49: Beteiligung der Gene proB und proA an der Prolinsynthese.  

Der proBA Locus kodiert für die Enzyme γ-Glutamylkinase (proB) und 

Glutamat-5-Semialdehyd-Dehydrogenase (proA), die für die Prolin-Biosynthese von entscheidender 

Bedeutung sind.  

  

 Um die Problematik der Prolin-Auxotrophie zu umgehen, hatten Kramer et al. (2002) den 

s-Triazin-AK, kodiert auf pASK85-K4H7, erfolgreich im Bakterienstamm E. coli W3110 

exprimiert. Das Fab-Fragment K411B konnte in E. coli W3110, transformiert mit 

pASK85-K411B, ebenfalls exprimiert und seine Funktionalität im ELISA nachgewiesen 

werden. Die Fermentation von K411B im E. coli-Stamm W3110 in Minimalmedium führte 

allerdings im Verlauf der Expression zu einem Plasmidverlust von 40 %, wie regelmäßige 

Ausstriche auf LB-Agarplatten mit und ohne Ampicillin (Amp) bewiesen. Untersuchungen 

haben gezeigt, dass die Verwendung von Amp als alleiniger Selektionsmarker schon zu einem 

frühen Zeitpunkt zum Verlust des Selektionsdrucks führen kann. Gresch (1997; zitiert nach 

Schlapschy, 2004) beobachtete im Verlauf einer Fermentation im 4 l-Fermenter einen 

Plasmidverlust von 99 %. Grund hierfür ist die Tatsache, dass im Verlauf der Sekretion des 

Fremdproteins die äußere Bakterienmembran aufgrund der metabolischen Bürde schneller 

permeabel (leaky) wird als die Cytoplasmamembran (Plückthun und Skerra, 1989; Skerra, 

1989). Dadurch kann es zu einem relativ frühen Zeitpunkt zur Freisetzung der im 

periplasmatischen Raum vorliegenden Proteine, beispielsweise der β-Lactamase, kommen. 

Das hat einen Abbau des Bakteriostatikums im Kulturmedium und einen Verlust an 

Fab-Fragmenten zur Folge (Georgiou et al., 1988). Der Selektionsdruck auf plasmidlose 

Zellen geht zurück und diese können sich ungehindert vermehren (Summers, 1991), wodurch 
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die Ausbeute an Fremdprotein sinkt (Corchero und Villaverde, 1998). 

 Um bei den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Expressionsvektoren trotz 

Verwendung von Amp einen Plasmidverlust durch reduzierten Selektionsdruck zu verhindern, 

wurde eine vektorvermittelte Komplementierung der chromosomalen proBA-Deletion des 

Prolin-auxotrophen E. coli K12-Stamms JM83 realisiert. Diese ermöglicht die Nutzung des 

überlegenen Sekretionsverhaltens von JM83 bei der Fermentation im Minimalmedium und 

führt gleichzeitig zur Stabilisierung des Expressionsvektors durch den zusätzlichen 

metabolischen Selektionsdruck (Fiedler und Skerra, 2001; Fiedler, 2003). 

 Durch die Insertion des proBA Gens mit Promotor und Terminator (Abb. 50), der durch 

seine palindrome Sequenz die mRNA durch die Bildung von Loops am 3’-Ende stabilisiert, 

konnte außerdem eine Komplementierung der ∆proBA-Deletion durch zusätzliche 

Transformation, beispielsweise mit einem Derivat des Plasmids pBR322, umgangen werden. 

Eine solche Komplementierung kann eine Wachstumsreduktion, ggf. bedingt durch die 

low-copy Eigenschaften des zusätzlichen Plasmids und die damit einhergehende reduzierte 

Prolin-Produktion, zur Folge haben (Mahan und Csonka, 1983).  

Abbildung 50: DNA-Sequenz des proBA Promotors  

(A) Der Promotor mit dem -10 und -35 Bereich (unterstrichen) und der Shine-Dalgarno-Sequenz 

(Asterisk). Ein senkrechter Pfeil kennzeichnet den Übergang von pASK84-K411B zum proBA 

Operon. (B) Die palindrome Sequenz des proBA-Terminators ist mit dem Symmetriezentrum 

dargestellt. Waagerechte Pfeile kennzeichnen Start und Ende des proBA-Operons, nach Fiedler 

(2003). 

 

 Das proBA-Operon wurde gegen den Uhrzeigersinn downstream des β-Lactamasegens in 

das Plasmid pASK85-pro-K411B inseriert, da Untersuchungen ergeben hatten, dass ein im 

Uhrzeigersinn direkt vor dem tet-Promotor befindliches aktives Gen zur Hemmung der 

Expression des Fremdproteins führen kann (Fiedler und Skerra, 2001).  
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6.1.3 Produktion des Antikörpers K411B inseriert in pASK85-pro-K411B in der 

Hochzelldichtefermentation 

6.1.3.1 Adaptierung des Fermentationsprotokolls 

 Um eine hohe AK-Ausbeute realisieren zu können, müssen toxische Effekte, bedingt 

durch Überexpression der Fremdproteine, vermieden werden. Eine dem Bakterienstamm, dem 

Expressionsvektor und dem exprimierten Protein angepasste Fütterungsstrategie ist dabei von 

erheblicher Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit wurde aus diesem Grund ein von 

Schiweck und Skerra (1995) entwickeltes und erfolgreich verwendetes 

Fermentationsverfahren an die Produktion des murinen rAK K411B (und später des 

Kaninchen-AK) in E. coli JM83 im 2 l-Laborfermenter adaptiert. Dabei schloss sich einer 

stationären (batch) Phase mit unlimitiertem Wachstum eine Zufütterungsphase (fed-batch) 

mit steigender Glukose-Zufuhr an. Bei Verwendung von Glukose als einziger 

Kohlenstoffquelle kann durch die Glukosekonzentration im Medium während der 

fed-batch-Phase eine Wachstumsrate µ < µ max. sichergestellt werden. Dadurch können die 

Acetatbildung und der damit einhergehende Crabtree-Effekt vermieden werden. Dies ist 

insofern von Bedeutung, als dass es abhängig vom Bakterienstamm bereits ab einer 

Acetatkonzentration von > 0,5 g l-1 im Medium zu einer Reduktion des Wachstums kommen 

kann (Nakano et al., 1997). Ab einer Konzentration von 5 g l-1 hat Acetat deutlich sichtbare 

Auswirkungen auf die Proteinausbeute (Luli und Strohl, 1990). Um die hemmenden Effekte 

des Acetats zu umgehen, sollten eine Glukosekonzentration von 1-5 g l-1 und eine 

Acetatkonzentration von 0,5 g l-1 im Medium möglichst nicht überschritten werden (Luli und 

Strohl, 1990).  

 Die Temperatur wurde während der Fermentationsläufe konstant bei 25 °C gehalten. 

Damit konnte eine Reduktion der Ausbeute bedingt durch die Bildung von Einschlusskörpern 

(Inclusion Bodies) aufgrund von Temperaturstress bzw. die Proteolyse des Fremdproteins als 

Folge der Produktion von Hitzeschockproteinen verhindert werden (Neidhardt et al., 1984; 

Surek et al., 1991; Glick, 1995). Der pH-Wert wurde mit 12,5 %iger Ammoniaklösung, die 

gleichzeitig als Stickstoffquelle diente, auf 6,9 und der verfügbare Sauerstoff (pO2) auf 

> 30 % eingestellt. Bei der Adaptierung des Fermentationsprotokolls an die Expression 

wurden direkte und indirekte feedback-Kontrolle kombiniert. Dadurch sollte eine optimale 

Glukosezufuhr zur Vermeidung von Acetatbildung und damit eine möglichst hohe 

Proteinausbeute sichergestellt werden. Bei der direkten feedback-Kontrolle entscheidet die 

Konzentration des limitierenden Nährstoffs zum Zeitpunkt der Messung über die weitere 

Glukosezufuhr. Bei der indirekten feedback-Kontrolle werden Parameter, die einen 
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Rückschluss auf die Glukosekonzentration zulassen, beispielsweise der pO2- und der pH-Wert 

(Riesenberg und Guthke, 1999), gemessen und die Glukosezufuhr daran orientiert. Ein im 

Verhältnis zur Glukosezufuhr überproportionales Absinken des pH-Werts, erkennbar an 

einem überproportionalen Anstieg der Ammoniakzufuhr, lässt auf Acetatbildung schließen. 

Ein Ansteigen des pH-Werts bei Wachstum mit Glukose als limitierendem Faktor weist 

hingegen auf den Verbrauch des Substrats und den Beginn einer Hungerphase hin. Ebenso 

kann bei Ansteigen des pO2-Werts bei gleich bleibender Sauerstoffzufuhr davon ausgegangen 

werden, dass die Zellen aufgrund von Nährstoffmangel das Wachstum und damit die 

Sauerstoffaufnahme eingestellt haben. Ein solches Ansteigen von pO2- und pH-Wert wurde 

bei Expression des AK K411B jeweils nach etwa 16-stündiger batch-Phase bei einer OD600 

von etwa 10 beobachtet, wodurch der Verbrauch der zu Beginn der batch-Phase vorgelegten 

Glukose signalisiert wurde. Um Hungerstress und den damit verbundenen Rückgang der 

Proteinausbeute zu vermeiden, wurde die fed-batch-Phase bereits vor Verbrauch des 

vorgelegten Kohlenstoffs bei einer OD600 = 9 durch Ergänzung des Mediums mit Glukose 

gestartet. Durch regelmäßige Probenentnahme während der fed-batch-Phase konnte eine 

Wachstumsrate von µ = 0,25 h-1 berechnet werden (4.3.1.3). Außerdem ergaben regelmäßige 

Analysen (4.3.1.4) einen Anstieg von Glukose- und Acetatkonzentration im Medium nach 

etwa 2-stündiger Induktionsdauer (5.1.3.1). Zur Reduktion der Acetatproduktion wurde nach 

Angaben von Korz et al. (1995) die Glukosezufuhr berechnet, die eine durchschnittliche 

Wachstumsrate von 0,19 h-1 sichergestellte. Zwar kann bereits eine Wachstumsraten von 0,1-

0,35 h-1 zur Akkumulation von Acetat führen, viele Bakterienstämme exprimieren jedoch in 

diesem Bereich Fremdproteine, ohne dass es durch Acetatbildung zu einer 

Wachstumshemmung kommt, wie Untersuchungen mit verschiedenen E. coli-Stämmen 

ergaben (Luli und Strohl, 1990; Lee, 1996; Lee et al., 1999).  

6.1.3.2 Produktion des murinen AK K411B im Fermenter 

 Mittels des adaptierten Fütterungsprotokolls konnte die Ausbeute des murinem 

Fab-Fragments K411B in der Hochzelldichtefermentation im Fermenter von 160 µg l-1 • OD600 

auf 240 µg l-1 • OD600 gesteigert werden. Die anfangs um fast 50 % geringere Proteinmenge 

kann auf die hemmende Wirkung des als Folge eines Überflussmetabolismus gebildeten 

Acetats zurückgeführt werden. Lange et al. (2001) erreichten bei der Expression des Fab-

Fragments K411B in Pichia Pastoris eine Proteinausbeute von 40 mg Protein 

pro l Fermentationskultur. Da lediglich 30 % des in Pichia Pastoris exprimierten K411B Fab-

Fragments in korrekt gefalteter Form vorlagen und es sich um einen anderen Wirtsorganismus 

handelte, können die Ergebnisse jedoch nur schlecht verglichen werden (Lange et al., 2001). 
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Kramer et al. (2002) konnten bei der Expression des s-Triazin-Fab-Fragments K47H eine 

Proteinausbeute von 100 µg l-1 • OD600 realisieren, wobei die Expression zwar ebenfalls in 

E. coli, jedoch in Stamm W3110 und nicht in JM83 stattgefunden hatte. Dies Ergebnis lässt 

auf einen positiven Effekt der Verwendung des Stammes E. coli JM83 und der Adaptierung 

des Fermentationsprotokolls auf die Proteinproduktion schließen. 

 Das in dieser Arbeit in der Hochzelldichtefermentation produzierte Fab-Fragment K411B 

wurde biotinyliert (INRA, Paris) und an einer magnetischen Sensoroberfläche immobilisiert 

(Ecole Centrale de Lyon). Die magnetischen Nanopartikel waren zu diesem Zweck vor der 

Immobilisierung auf der Sensoroberfläche mit Streptavidin beschichtet worden, das als 

funktionaler Vermittler zwischen den biotinylierten Fab-Fragmenten und der Monolayer 

dienen sollte. Der im Rahmen des EU-Projekts ELISHA entwickelte immunomagnetisch-

elektrochemische Biosensor konnte das Antigen Atrazin sensitiv im Messbereich von 

10-600 ng ml-1 detektieren (Helali et al., 2006).  

6.2 Vektoren zur Produktion von Kaninchen-Antikörpern  

6.2.1 Selektion und Produktion von Kaninchen-Antikörpern 

 Zu Schwierigkeiten bei der Herstellung löslicher Proteine kann zum einen die Faltung im 

Periplasma, zum anderen die Toxizität der exprimierten Proteine und Fusionsproteine führen. 

Der Kaninchen-AK zeichnet sich nicht nur durch eine zusätzliche Disulfidbrücke aus, die die 

Probleme bei der Faltung erhöhen kann, sondern auch durch das Vorhandensein einer Reihe 

freier Cysteine, die in Wechselwirkung miteinander und mit der Bakterienmembran treten und 

dadurch toxisch wirken können (Humphreys et al., 1997). In der hier vorliegenden Arbeit 

sollte das zunächst entwickelte murine Expressionssystem an die Bedingungen der Produktion 

von Kaninchen-AK adaptiert werden. Neben einem Expressionsvektor für die 

Hochzelldichtefermentation sollte außerdem ein Phagemid zur Selektion affiner AK 

entwickelt werden. Die Eigenschaften des Phage Display führen zu einer Selektion auf hohe 

Expressionsraten und gute Faltungseigenschaften auf Kosten von Varianten mit niedriger 

Expressionsrate oder toxischem Effekt auf den Wirtsorganismus (Holt et al., 2000). Dadurch 

ist es möglich, dass hoch affine, aber ungefaltete AK-Fragmente bereits während des Phage 

Displays verloren gehen. Um derartige Effekte auszuschließen, muss die Faltung und 

Assoziation der Polypeptidketten zum Fab-Fragment bzw. zum Fusionsprotein, bestehend aus 

Fab-Fragment und dem großen Hüllprotein (g3p), im Periplasma möglichst optimal ablaufen. 

 Rekombinante Kaninchen-AK wurden bereits des Öfteren in Form von scFv- und 

Fab-Fragmenten mittels unterschiedlicher Expressionsvektoren und Phagemide über Phage 
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Display selektiert und in E. coli im Schüttelkolben produziert. Die Expression der AK und 

AK-Chimäre im Schüttelkolben wurde bisher meistens im E. coli-Stamm XL1-blue realisiert 

(Ridder et al., 1995; Foti et al., 1998; Rader et al., 2000; Hofer et al., 2007), die verwendeten 

Vektoren variierten. Ridder et al. (1995) setzten im Display von Kaninchen-scFv-Fragmenten 

das Phagemid pGEM-III basierend auf pet3A von Studier et al. (1990) mit einem 

T7-Promotor (Studier und Moffatt, 1986) und dem C-terminalen Teil des p3 (Barbas et al., 

1991) ein. Der T7-Promotor hat dabei den Nachteil, dass die T7-RNA-Polymerase durch ihre 

Grundaktivität eine kontinuierliche Expression bedingt und dadurch die Produktion toxisch 

wirkender Proteine erschwert (Studier, 1991). Foti et al. (1998) verwendeten zur Expression 

eines Kaninchen Fab-Fragments den Vektor pMF3 basierend auf dem Vektor pJuFo von 

Crameri und Suter (1993), wobei die Expression der beiden Strukturgene durch jeweils einen 

lac-Promotor (Gronenborn, 1976; Polisky et al., 1976) kontrolliert wird und die Sekretion 

durch zwei pelB-Signalsequenzen erfolgte. Die Verwendung zweier Promotoren kann zu 

Unterschieden in der Transkriptionsrate und in Folge dessen zu einem Ungleichgewicht der 

beiden Ketten im Periplasma führen. Außerdem kann es durch die Wiederholung der 

Signalsequenz zu Rekombination und dadurch bedingt Deletion der Strukturgene kommen 

(Barbas et al., 2001). Der lac-Promotor ist Bestandteil vieler bisher für die Expression und 

das Phage Display von Kaninchen-AK-Fragmenten und -Chimären verwendeter Vektoren, 

die häufig auf dem pComb3-System von Barbas et al. basieren (1991; 2001). So stellten Lang 

et al. (1996) eine DNA-Bibliothek aus Blut und Knochenmark immunisierter Kaninchen in 

pComb3H her. Allerdings musste zur Expression des AK die dicistronische 

Fab-Expressionskassette in den Vektor pAraHA transferiert werden. pAraHA ist mit dem 

Arabinose induzierbaren, dicht reprimierten PBAD-Promotor ausgestattet (Guzman et al., 1995; 

Huang et al., 2000). Li et al. (1999) konstruierten das pComb3-ähnliche Phagemid pSD3 zur 

Herstellung von Kaninchen scFv-Fragmenten, während Rader et al. (2000) den um das p3 

reduzierten Vektor pComb3H zur Produktion von Kaninchen-Fab-Fragmenten (Rader und 

Barbas, 1997) verwendeten. Popkov et al. (2003; 2004) benutzten pComb3X zur 

Konstruktion einer Kaninchen/Mensch Chimären-Bibliotheken und entfernten zur Expression 

des Fab-Fragments das p3. Hofer et al. (2007) optimierten den Vektor pComb3H zu pC3C für 

das Phage Display. Zur Expression eines chimären Kaninchen/Mensch Fab-Fragments 

entfernten sie ebenfalls das p3. 

 Das pComb3-System hat neben seiner erwiesenermaßen vorhandenen Funktionalität in 

Verbindung mit Kaninchen-AK-Fragmenten den Vorteil, dass es sich besonders gut für die 

Produktion humanisierter Kaninchen-Fab-Fragmente eignet (Popkov et al., 2004). Die 
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Nachteile des Systems für die Expression rekombinanter Fab-Fragmente in der 

Hochzelldichtefermentation sind jedoch nicht von der Hand zu weisen. Der lac-Promotor ist 

als undicht (leaky) bekannt (Krebber et al., 1996), was eine permanente Expression des 

Fremdproteins zur Folge hat. Durch die Hintergrundexpression bedingte negative Effekte 

toxisch wirkender Fremdproteine, die im Falle der Expression eines Fusionsproteins mit dem 

als toxisch geltenden g3p noch verstärkt werden können (Krebber et al., 1997), führen zu 

erheblichen Problemen. Sie können beispielsweise einen Selektionsdruck gegen die 

plasmidtragenden Zellen bedingen, eine frühzeitige Zelllyse zur Folge haben und zum 

Abbruch des Wachstums bereits bei niedriger Zelldichte führen (Zabriskie und Arcuri, 1986). 

Außerdem besteht keine Trennung von Expressions- und Phage Display Vektor, weshalb das 

p3 vor der Expression entfernt werden muss. Hinzu kommen die 20-fach höheren Kosten 

bedingt durch die Verwendung von Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) zur 

Induktion der Proteinexpression an Stelle des billigen aTc (Kramer et al., 2002), das der 

Induktion des tet-Promotors dient (Skerra, 1994a). 

6.2.2 Konstruktion Kaninchen-spezifischer Expressionsvektoren und Phagemide 

 Um oben genannte Nachteile der bisher verwendeten Vektoren zu umgehen, wurden die 

in dieser Arbeit konstruierten Expressionsvektoren und Phagemide von den Plasmiden 

pASK85 mit bla als Resistenzgen (Skerra, 1994a) und pASK111 mit der 

Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (Cat) als Resistenzgen (Vogt und Skerra, 2001) 

abgeleitet. Durch zwei Shine-Dalgarno-Sequenzen getrennt translatierte Polypeptidketten 

werden durch unterschiedliche Signalsequenzen in das Periplasma geschleust. Dabei steht die 

dicistronische Expressionskassette unter der Kontrolle des dicht reprimierten 

tet-Promotor/Operator-Systems (Skerra, 1994a). Dadurch ist eine Unterteilung der 

Fermentation in eine Wachstumsphase, während welcher der Promotor reprimiert ist, und eine 

durch Induktion mit aTc ausgelöste Phase der Fremdproteinexpression möglich. Das 

Expressionssystem ist unabhängig vom Bakterienstamm, kann in Minimalmedium induziert 

werden (Skerra, 1994a) und wurde bereits erfolgreich zur Hochzelldichtefermentation von 

AK-Fragmenten verwendet (Schiweck und Skerra, 1995; Kramer et al., 2002). Wie schon für 

die Produktion des murinen Fab-Fragments wurde auch für die Herstellung der Kaninchen-AK 

der für seine guten Sekretionseigenschaften in Verbindung mit der effizienten Faltung 

rekombinanter Proteine bekannte Stamm Escherichia coli K-12 JM83 verwendet und das 

Fermentationsprotokoll erneut adaptiert.  

 In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine Trennung von Expressions- und Phage Display-

System. Ziel der Trennung war es, die Expression mit Amp und proBA als Selektionsmarker 
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in E. coli JM83 im Minimalmedium im Fermenter durchzuführen. Die Expression und das 

Display des Fusionsproteins bestehend aus Kaninchen-Fab-Fragment und g3p erfolgten 

wiederum ohne die zusätzliche Belastung durch die Expression des in E. coli TG1 nicht 

notwendigen Prolins. Um den Selektionsdruck gegen phagemidlose Zellen dennoch aufrecht 

zu erhalten, sollte statt Amp der stärkere Selektionsmarker Chloramphenicol (Cam) 

verwendet werden. Cam hemmt die Proteinbiosynthese nicht-resistenter Zellen nicht im 

Periplasma, sondern im Cytoplasma durch Bindung an die ribosomale 50 S-Untereinheit, 

wodurch die bakterielle Peptidyl-Transferase blockiert wird. Cat, welche die Resistenz 

vermittelt, inaktiviert Cam durch Acetylierung. Die Verwendung von Cam anstelle von Amp 

als Selektionsmarker kann den Plasmidverlust deutlich reduzieren (Fiedler und Skerra, 2001; 

Schlapschy, 2004). 

 Um den auf die Expression des murinen AK K411B zugeschnittenen Vektor 

pASK85-pro-K411B für die Expression des Kaninchen-AK verwenden zu können, mussten 

einige Modifikationen, bedingt durch die Besonderheiten der Kaninchen-DNA, erfolgen. 

Dabei spielt der Aufbau der dicistronischen Expressionskassette und der 

Kaninchen-spezifischen Klonierungsstelle (Rab) mit Ribosomen-Bindungsstelle (RBS), 

Transkriptionsterminator (Tlpp), den Restriktionsendonuklease-Erkennungssequenzen und 

den Signalsequenzen eine wichtige Rolle. 

 Eine Datenbankrecherche (Schüller, Lehrstuhl für Zellbiologie Freising, unveröffentlicht) 

ergab, dass sich die DNA des Kaninchens in Bezug auf die Häufigkeit des Auftretens 

bestimmter Restriktionsendonuklease-Erkennungssequenzen im Bereich der Ig-Strukturgene 

von Mensch und Maus unterscheidet. Vor der Insertion der Kaninchen-Ig-Ketten in den 

Expressionsvektor bzw. in das Phagemid mussten die verwendeten Vektoren daher zunächst 

mit einer Kaninchen-spezifischen Klonierungsstelle (Rab) versehen werden (Abb. 17). Diese 

besteht aus im Kaninchen besonders selten vorkommenden Restriktionsschnittstellen und 

dazu passenden Signalsequenzen (5.2.1, Abb. 18). Im Hinblick auf eine spätere Nutzung des 

Phagemids im Rahmen des Phage Display gewinnt das Vorhandensein seltener 

Restriktionsschnittstellen zusätzlich an Bedeutung, da auf diese Weise eine Dezimierung des 

AK-Repertoires durch Spaltung der DNA inmitten der Genfragmente, beispielsweise bei der 

Herstellung einer DNA-Bibliothek, vermieden werden kann.  

 Die Signalsequenzen OmpA (Movva et al., 1980) und RBP (Willis und Furlong, 1974; 

Groarke et al., 1983) wurden im Hinblick auf ihre Kompatibilität mit den benötigten 

Restriktionsschnittstellen gewählt. Damit wurde der Einbau einer Restriktionsschnittstelle in 

die c-Region durch eine stille Mutation (RBP) bzw. durch Austausch einer Aminosäure 
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(OmpA) ohne Destruktion der Erkennungssequenz der Signalpeptidase I (Ala-X-Ala, Tuteja, 

2005) ermöglicht (Abb. 18). OmpA und RBP folgen dem klassischen 5’ - 3’ Aufbau aus 

positiver n- und hydrophober h- (core) Region, zuständig für die Translokation durch die 

Membran, gefolgt von der hydrophilen polaren c-Region mit der Schnittstelle für die 

Signalpeptidase I (Tuteja, 2005). In der Rab ersetzte RBP die Signalsequenz PhoA (Kikuchi 

et al., 1981), die im Vektor pASK85-pro-K411B ein Fusionsprotein mit der LC bildet. Zur 

Insertion der benötigten Schnittstelle in die c-Region von RBP wurde, wie bei Pratap und 

Dikshit (1998), durch eine stille Mutation das für Alanin-kodierende Triplett von GCG zu 

GCC mutiert. OmpA blieb als Signalsequenz der HC erhalten, allerdings wurde Ala-Gln-Ala 

durch Austausch des Glutamins (Gln) gegen Isoleucin (Ile) zu Ala-Ile-Ala. Damit blieb der 

für das Schneiden der Signalpeptidase I notwendige -3, -1 - code (von Heijne, 1986) bestehen. 

Die Aminosäure an Position -2 kann bis auf wenige Ausnahmen frei gewählt werden (Paetzel 

et al., 2002), so dass Isoleucin an dieser Position kein Problem verursachen sollte. Zwar tritt 

Isoleucin nach Berechnungen, die von Heijne (1986) durch Vergleich von 36 

Signalsequenzen anstellte, an dieser Stelle natürlicherweise nicht auf. Untersuchungen von 

Pratap und Dikshit (1998) ergaben jedoch, dass Ala-Ile-Ala als alternative Schnittstelle 

sowohl in der c-Region von OmpA als auch in anderen Signalsequenzen ebenso funktionell 

ist wie Ala-Gln-Ala. Tritt in der c-Region von OmpA beispielsweise eine doppelte 

Schnittstelle (Ala-Gln-Ala-Ile-Ala) auf, schneidet die Signalpeptidase I zu 80 % Ala-Ile-Ala 

und nur zu 20 % Ala-Gln-Ala (Pratap und Dikshit, 1998). Außerdem ergaben Vergleiche der 

OmpA-Signalsequenzvarianten mit dem Programm SignalP (Nielsen et al., 1997; Bendtsen et 

al., 2004), das die wahrscheinliche Signalpeptidase I-Schnittstelle berechnet, keine durch die 

veränderte Aminosäure bedingten Unterschiede (Abb. 19).  

 OmpA wurde bereits für die Sekretion der LC des Kaninchens (Hofer et al., 2007) und für 

die Sekretion verschiedener HC als Bestandteil heterologer AK-Proteine genutzt (Skerra, 

1994b; Fiedler und Skerra, 1999). Diese Tatsache wurde als gute Vorraussetzung für die 

Verwendung von OmpA gewertet. Collier et al. (1990) und Pradel et al. (2003) verwendeten 

RBP für die Sekretion von Proteinen in E. coli, allerdings nicht von AK-Polypeptidketten. 

Alternativ zu RBP wurde die Verwendung der gängigeren Signalsequenz pectate lyase B 

(pelB), die oftmals der Sekretion von AK in das Periplasma dient (beispielsweise im 

pComb3-System), in Erwägung gezogen. Allerdings haben Untersuchungen von Georgiou 

und Segatori (2005) ergeben, dass der Export rekombinanter AK-Fragmente besonders mit 

pelB als Signalsequenz zu unspezifischer Sekretion in das Medium führt. Dadurch bedingt 

kommt es häufig zu einer erhöhten Durchlässigkeit der äußeren Bakterienmembran und 
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Sensitivität gegenüber Antibiotika und Detergenzien. Ob eine Signalsequenz aber letztlich zu 

einer hohen Sekretionsrate beiträgt, hängt vom Bakterienstamm, den Eigenschaften der 

Signalsequenz und ihrer Interaktion mit dem zu sekretierenden Protein ab und kann lediglich 

in einem „trial-and error“-Prozess überprüft werden (Choi und Lee, 2004). 

 Barbas et al. (2001) änderten bei den Folgevektoren des Vektors pComb3 (pComb3H und 

pComb3X) die Reihenfolge der Ig-Strukturgene in der Expressionskassette. Auch zur 

Konstruktion des Kaninchen-spezifischen Vektors erfolgte, verglichen mit pASK85-pro-

K411B, eine Änderung im Aufbau der dicistronischen Expressionskassette. Die Reihenfolge 

VH-CH-His6-tag/VL-CL wurde zu VL-CL/VH-CH-His6-tag. Grund hierfür waren 

Untersuchungen von Corisdeo und Wang (2004), die ergeben hatten, dass der Aufbau LC 

gefolgt von HC und ggf. anschließend daran p3, verglichen mit dem umgekehrten Aufbau zu 

einer 8 mal höheren Expressions- und Display Effizienz in E. coli führen kann. 

 Zur Amplifizierung der Kaninchen-DNA von LC und HC wurden mit Hilfe von 

Datenbanken entwickelte Primer verwendet (nähere Informationen zu den Primern finden sich 

in der bisher unveröffentlichten Dissertation von Schüller, Lehrstuhl für Zellbiologie, 

Freising). Die Primer erweiterten das auf den Primern von Ridder et al. (1995) basierende 

Primerrepertoire von Lang et al. (1996) und Rader et al. (2000) mit 2-3 VLκ- und 2 CLκ- 

sowie 3-4 VH-Primern und einem CH-IgG auf 5VLκ-, 3 CLκ- und 14 VH-Primer. Der zur 

Amplifizierung der konstanten Region der HC des IgG (CH-IgG) verwendete Primer stimmte 

mit dem Primer von Lang et al. (1996) überein. Die Klonierung von Kaninchen-AK-DNA-

Bibliotheken ist nach Li et al. (2000) aufgrund der stark konservierten Rahmenregion 1 (FR1) 

und dem Rekombinationssystem der Kaninchen-Gensegmente verglichen mit anderen Spezies 

stark vereinfacht. Laut Knight und Becker (1990) enthalten 90 % der HC das Gensegment 

VH1, und 95 % der LC gehört dem κ1-Allotyp an. Die an die Rekombination anschließenden 

Vorgänge der Genkonversion und Hypermutation zur Erweiterung des Repertoires betreffen 

nicht die gesamte variable Region, sondern im Wesentlichen bestimmte, hypervariable 

Bereiche (CDRs). Auf Grund dessen bleiben die Rahmenregionen im Großen und Ganzen 

unverändert. Verglichen mit anderen Spezies kann dadurch mit wenigen Primern ein 

repräsentatives AK-Repertoire des Kaninchens sichergestellt werden (Foti et al., 1998). Die 

trotz dieser Tatsache realisierte Erweiterung des Primer-Repertoires trug zu einer kompletten 

Abdeckung des veröffentlichten, derzeit bekannten AK-DNA-Repertoires bei. Dadurch sollte 

besonders bei der Herstellung von AK-Bibliotheken aus der DNA zuvor immunisierter 

Kaninchen die Chance auf einen schnellen Erfolgt bei der Selektion auf einen spezifischen 

Binder maximiert werden. 
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6.2.3 Funktionalität des Kaninchen-spezifischen Expressionsvektors pASK85Rab-

pro-K411B  

 Vor der Insertion der Kaninchen-DNA in den Expressionsvektor wurde die Funktionalität 

der Signalsequenzen OmpA und RBP (Abb. 18) durch Expression des murinen AK K411B 

mittels des Expressionsvektors pASK85Rab-pro-K411B überprüft. Die Proteinausbeute der 

Produktion von K411B mittels der Vektoren pASK85Rab-pro-K411B und 

pASK85-pro-K411B wurde verglichen (5.1.3.2, 5.2.3.4). Damit sollte ein möglicher Einfluss 

der Signalsequenzen und des unterschiedlichen Aufbaus der Expressionskassette auf die 

Proteinausbeute analysiert werden. Die Expression des murinen AK K411B kodiert auf 

pASK85Rab-pro-K411B im Fermenter ergab eine maximale Ausbeute von 150 µg l-1 • OD600. 

Die Expression mit pASK85-pro-K411B hatte mit 240 µg l-1 • OD600 zu einer deutlich 

größeren Proteinmenge geführt.  

 Grund für die geringere Proteinausbeute könnte der umgekehrte Aufbau der 

Expressionskassette sein. In Anbetracht der Tatsache, dass Corisdeo und Wang (2004) für die 

Umkehr der Reihenfolge der Strukturgene in der Expressionskassette eine 8-fach höhere 

Proteinausbeute postulierten, scheint jedoch die Hypothese nahe liegender, dass die Ursache 

die Eigenschaften der Signalsequenzen und die daraus resultierenden Folgen für die 

Proteinexpression sind. 

 Wie bereits beschrieben (5.2.3.2), liegt im Expressionsvektor pASK85Rab-pro-K411B die 

LC fusioniert an RBP statt an PhoA vor. Signalsequenzen können die Sekundär- und 

Tertiärstruktur eines Proteins dahingehend beeinflussen, dass das Präprotein im Cytoplasma 

nicht von den Chaperonen erkannt wird, die es vor Faltung schützen und damit die Sekretion 

ermöglichen. Solche Chaperone sind beispielsweise SecB, GroEL-GroES und Dank-DnaJ 

(Baneyx, 1999). Die Signalsequenz RBP wird zwar über den Sec-Sekretionsweg sekretiert 

(Kumamoto, 1991; Pugsley, 1993), ist aber im Gegensatz zu OmpA unabhängig von der 

stabilisierenden Funktion des SecB-Chaperons (Collier et al., 1990; Rosemond et al., 1994) 

und den heat-shock-Proteinen GroEL-GroES und Dank-DnaJ (Kim et al., 1992). RBP 

gelangt, genau wie PhoA, unabhängig von der stabilisierenden Wirkung der Chaperone zur 

Translokationspore SecYEG. Obwohl Watanabe und Blobel (1995) überzeugt sind, dass SecB 

lediglich an die Signalsequenz und nicht an das Präprotein bindet, womit die LC von SecB-

bedingten Effekten nicht betroffen wäre, gibt es Untersuchungen, die auf einen Kontakt von 

SecB mit dem Präprotein hinweisen (Collier et al., 1990; Randall et al., 1990; Kim et al., 

2000). Andere Untersuchungen ergaben, dass sowohl das Präprotein als auch die 

Signalsequenz mit SecB in Kontakt treten (Altman et al., 1990). Kim et al. (1992) und 
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Francetic und Kumamoto (1996) halten ein solches Zusammenwirken von SecB und RBP für 

durchaus möglich, wobei sie keine näheren Angaben zur Art des Zusammenwirkens machen. 

Der Einfluss einer solchen, wie auch immer gearteten Interaktion auf die Sekretion kann nicht 

ausgeschlossen werden. 

 Um OmpA für die Rab kompatibel zu machen, wurde die Aminosäure an Position -2 der 

Signalpeptidase I - Erkennungssequenz (c-Region) ausgetauscht (vgl. Abb 7, 18). Dies könnte 

zu Problemen bei der Abspaltung der Signalsequenz führen, die Polypeptidkette könnte 

beispielsweise in der Cytoplasmamembran verankert hängen bleiben (Schatz und Beckwith, 

1990). Gegen derartige Probleme bei der Abspaltung sprechen zwar die erfolgreiche 

Verwendung dieser Erkennungssequenz (Pratap und Dikshit, 1998), die -3, -1-Regel (von 

Heijne, 1986; Tuteja, 2005) und schließlich die Analyse mit SignalP (Abb. 19); 

ausgeschlossen werden können sie jedoch nicht. Auch wenn die prokaryontischen 

Signalsequenzen generell relativ flexibel gewählt werden können und laut Skerra und 

Plückthun (1991) kaum entscheidenden Einfluss auf die Ausbildung eines funktionellen 

Proteins haben, ist es möglich, dass Unterschiede in der Sekretionseffizienz der von 

verschiedenen Signalsequenzen sekretierten Polypeptidketten auftreten (Humphreys et al., 

2002). RBP kann neben der Translokation über die SecYEG-Pore auch über den TAT-

Translokationsweg in das Periplasma gelangen (Pradel et al., 2003). Im Falle eines Defekts, 

einer Verstopfung oder einer Überbelastung des Sec-Translokationswegs kann ein Teil der an 

RBP fusionierten LC, nicht jedoch der HC, in bereits gefaltetem Zustand über den 

alternativen TAT-Sekretionsweg in das Periplasma geschleust werden (Wu et al., 2000; Berks 

et al., 2000). Das ist möglich, obwohl RBP nicht die für den TAT-Sekretionsweg 

normalerweise notwendigen zwei Arginine in der Signalsequenz aufweist (Stanley et al., 

2000; Perez-Rodriguez et al., 2007). Es könnte bedeuten, dass die Verwendung der an 

Position -2 mutierten Signalsequenz OmpA in Kombination mit RBP das Verhältnis von HC 

zu LC zugunsten der LC verändert, indem das Fusionsprotein aus RBP und der LC beide 

Sekretionswege nützt, während das Fusionsprotein aus OmpA und der HC teilweise an der 

Cytoplasmamembran hängen bleibt. Ein Teil der überschüssig sekretierten LC-Polypeptide 

könnten in Form von Homodimeren bzw. unlöslichen Aggregaten verloren gehen, was die 

geringere Ausbeute erklärt und Ergebnisse von Fiedler (2003) bestätigt, der ein Verhältnis 

von funktionellem zu aggregiertem Protein im Periplasma von 1 :1,5 feststellte.  

 Bei der Konstruktion der Rab wurde die natürliche Ribosomen-Bindungsstelle (RBS) von 

RBP durch die RBS von OmpA und damit die Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) AGGA gegen 

GAGG ausgewechselt. Die verwendete RBS GAGG wurde bereits mehrfach auf ihre 
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Funktionalität überprüft, so dass die Bildung von Sekundärstrukturen, die zur Hemmung des 

Translationsstarts führen könnten (Sletta et al., 2007), ausgeschlossen werden kann. Da ein 

optimaler Translationsstart der mRNA mit der SD-Sequenz UAAGGAGG erreicht wird 

(Sorensen und Mortensen, 2005b), sollte der Austausch der RBS allerdings keine wesentliche 

Veränderung mit sich bringen.  

 Durch den Austausch von PhoA gegen RBP wurde eine Signalsequenz mit der Tendenz 

zur Ausbildung einer β-Faltblattstruktur im Bereich der hydrophoben h-Region und zufälligen 

coil-Strukturen in der c-Region durch eine Signalsequenzen mit der Tendenz zur Ausbildung 

einer α-Helix Konformation in der h- und c-Region ersetzt (Collier, 1994) (Abb. 7, 18). 

Collier konnte nicht ausschließen, dass die schlechte Sekretionsleistung von PhoA in Bacillus 

subtilis durch die β-Faltblattstruktur der h-Region bedingt wird. Außerdem ist die 

Sekundärstruktur der c-Region wichtig für die korrekte Abspaltung der Signalsequenz und die 

Prozessierung des Proteins, wie Pratap und Dikshit (1998) postulierten. Auch wenn es sich in 

der hier vorliegenden Arbeit um E. coli handelt, wäre es dennoch möglich, dass die α-Helix 

von RBP zu einer besseren Sekretion und Abspaltung beiträgt als die β-Faltblattstruktur und 

die zufälligen coils von PhoA und dadurch die Sekretion der LC gefördert wird. 

6.3 Rekombinante Kaninchen-Antikörper 

6.3.1 Expression des Kaninchen-Antikörpers inseriert in pASK85Rab-pro-WR13 

 Trotz ihrer vielen Vorteile gegenüber murinen AK (vgl. 3.1.2) wurden rekombinante 

Kaninchen-AK zwar schon mehrfach über Phage Display selektiert und exprimiert, die 

Produktion im großen Maßstab in der Hochzelldichtefermentation in E. coli durch Sekretion 

in das Periplasma wird jedoch nicht in der Literatur beschrieben. Grund hierfür könnten 

Schwierigkeiten bei der bakteriellen Produktion von AK-Fragmenten sein. Diese führt immer 

wieder zu Problemen bei der korrekten Faltung der Proteine, der Ausbildung der 

Disulfidbrücken und der Zusammenlagerung der beiden sekretierten Ig-Ketten zu einem 

funktionellen AK-Fragment (Skerra und Plückthun, 1991). Im Periplasma entstehen über 

hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Faltungsintermediaten aus nicht korrekt 

gefalteten rekombinanten Polypeptidketten Aggregate (Dill, 1990; Bowden et al., 1991; 

Knappik und Plückthun, 1995; Baneyx und Mujacic, 2004). Diese periplasmatischen 

Einschlusskörper scheinen gerade im Fall von AK-Fragmenten einen toxischen Effekt auf die 

Bakterienzelle zu haben (Plückthun und Skerra, 1989). Es wird angenommen, dass das 

denaturierte Protein durch seine exponierten hydrophoben Peptidsequenzen eine 

permeabilisierende Wirkung auf die äußere Zellmembran hat und dadurch die Lyse der Zelle 
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begünstigt (Skerra, 1989). Eine ungünstige Wechselwirkung unverbrückter Cysteinreste des 

ungefalteten Fremdproteins mit bakterieneigenen periplasmatischen oder membranständigen 

Proteinen kann zudem nicht ausgeschlossen werden (Schmiedl et al., 2000). Die zusätzliche 

intrachenare Disulfidbrücke der LC und die damit einhergehende große Cysteinzahl 

(beispielsweise 7 Cys in der LC, 8 Cys in der HC von IgG13) verstärken diese Effekte 

wahrscheinlich zusätzlich. Um jedoch die in der Umweltanalytik und Therapie notwendigen 

großen AK-Mengen generieren zu können, ist die Produktion mittels 

Hochzelldichtefermentation unumgänglich.  

 Zur Entwicklung eines Vektors zur Expression und eines Phagemids zur Selektion von 

Kaninchen-AK wurde aus mRNA eines nicht immunisierten Kaninchens cDNA synthetisiert 

und nach Amplifizierung in den Vektor pASK85Rab-pro kloniert. Dazu wurde die mRNA aus 

peripheren B-Zellen des Bluts (PBL) isoliert und nicht, wie bei Ridder et al. (1995) aus der 

Milz oder bei Lang et al. (1996) aus dem Knochenmark, gewonnen (Foti et al., 1998). Die 

meist CD5 positiven PBL sind rezirkulierende Zellen, die genau wie die B-Zellen der Milz 

das primäre und nach Immunisierung auch das sekundäre Repertoire erwachsener Kaninchen 

repräsentieren. Ihre mRNA ist für die Konstruktion einer AK-Bibliothek bestehend aus der 

DNA immunisierter Kaninchen genauso gut geeignet wie die mRNA der B-Zellen der Milz 

(Raman und Knight, 1992; Knight und Crane, 1994; Foti et al., 1998). Die Isolierung aus dem 

Blut hat den Vorteil, dass durch die sofortige Stabilisierung in Stabilisation Reagent ein 

Verlust intakter mRNA, bedingt durch den Angriff von RNAsen, verhindert wird. Die 

Sequenzanalyse der Klone IgG2, IgG5 und IgG13 ergab eine identische LC (κ1-Allotyp) für 

alle Klone, während sich die HC (Isotyps IgG, Allotyp VH1a2) in ihrer DNA-Sequenz 

unterschieden (5.2.4.1, DNA-Sequenzen im Anhang)  

 Das rekombinante Kaninchen-IgG13, inseriert in den Expressionsvektor 

pASK85Rab-pro-WR13, wurde mehrfach sowohl im 2 l-Maßstab im LB-Medium als auch im 

2 l-Fermenter im E. coli-Stamm JM83 in Minimalmedium exprimiert. Um vorzeitige 

Expression ggf. toxischer Proteine ausschließen zu können - ausgelöst beispielsweise durch 

die Unterdrückung des Tetracyclin-Repressors, wie von Fiedler und Skerra (2001) beobachtet 

werden konnte - wurden die Cytoplasma- und Periplasmafraktion vor der Induktion 

analysiert. Die Ergebnisse zeigten, dass unter der Kontrolle des tet-Promotors ohne Induktion 

mittels aTc keine Expression stattfand. Die Reinigung der Periplasmafraktion mittels IMAC 

zeigte nicht das typische Elutionsprofil (Abb. 13), das auf ein spezifisch gebundenes Protein 

schließen lässt. Im Western-Blot (4.3.3.1) konnten in der Cytoplasmafraktion Polypeptide bei 

24 kDa, 43 kDa und 60 kDa, in der ungereinigten Periplasmafraktion bei 24 kDa mit einem 



  Diskussion 

 119

Antikörper gegen die LC nachgewiesen werden. In der reduzierten Cytoplasmafraktion waren 

Proteine bei 24 kDa und 25 kDa und in der reduzierten Periplasmafraktion bei 25 kDa 

vorhanden (Abb. 51).  

 
Abbildung 51: Nachweis der Kaninchen-Proteine kodiert auf pASK85Rab-pro-WR13 im 

Western-Blot. 

Nicht reduzierte Cytoplasma- (Spur 2) und Periplasmafraktion (Spur 3) vor der Induktion, nicht 

reduzierte Cytoplasma- (Spur 4) und Periplasmafraktion nach 2,5 h (Spur 5), reduzierte Cytoplasma- 

(Spur 7) und Periplasmafraktion (Spur 8) vor der Induktion, reduzierte Cytoplasma- (Spur 9) und 

Periplasmafraktion (Spur 10) nach 2,5 h Induktion sowie ein Protein-Marker (Spur 1, 6), aufgetrennt 

über ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel. Die Proteine wurden auf eine PVDF-Membran 

elektrotransferiert und im Western-Blot mit einem HRP-gekoppelten Maus-anti-Kaninchen-LC-AK 

nachgewiesen.  

 

 Im Periplasma haben sich möglicherweise durch Ausbildung falscher Disulfidbrücken 

Dimere und Trimere der κ1-b4 LC gebildet. Dies kann zum einen durch das Vorhandensein 

der vielen Cysteine und der zusätzlichen intrachenaren Disulfidbrücke der LC des Kaninchens 

begünstigt werden, und zum anderen durch die generelle Tendenz der LC, Homodimere, so 

genannte Bence-Jones-Dimere, zu bilden (Stevens et al., 1991). Die wohl zunächst 

sekretierten Polypeptide (dafür könnte das Vorhandensein der einzelnen Kette im Periplasma 

sprechen) und danach möglicherweise aggregierten und aufgrund ihrer schlechten Löslichkeit 

bei der Reinigung des Periplasmas durch Zentrifugation mit dem Cytoplasma sedimentierten 

LC konnten durch Reduktion mit β-Mercaptoethanol wieder getrennt werden. Für diese 

Hypothese sprechen Untersuchungen von Skerra und Plückthun (1991), die die ausgefallene 

HC in der cytoplasmatischen Fraktion nachweisen konnten. Dafür, dass es sich bei dem 

Protein bei 43 kDa nicht um ein Fab-Fragment handelt, spricht die Tatsache, dass dieses 

Protein nur in der cytoplasmatischen Fraktion, nicht aber im Periplasma nachgewiesen 

werden konnten, wo sich Fab-Fragmente aufgrund des oxidierenden Milieus normalerweise 

zusammenlagern. Korrekt gefaltete und zusammen gelagerte Fab-Fragmente sind löslich und 
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würden aufgrund dessen nicht mit dem Sphäroplasten sedimentiert werden.  

 Die Ergebnisse könnten so gedeutet werden, dass zwar eine Sekretion in das Periplasma 

stattgefunden hat, die Signalsequenzen demnach funktionell sind – was die erfolgreiche 

Expression des murinen K411B AK mittels pASK85Rab-pro-K411B bestätigte. Die 

Produktion eines Fab-Fragments scheint jedoch durch das Ungleichgewicht zwischen HC und 

LC, mangelhafte Disulfidbrückenbildung und Faltung, oder aber die Toxizität der hier 

exprimierten Kaninchen-Polypeptidketten unmöglich. Für diese Hypothese würden 

Untersuchungen von Skerra und Plückthun (1991) sprechen, die ergaben, dass das 

Hauptproblem für die geringe Ausbeute an gefaltetem Fab-Fragment selten die Expression 

oder Sekretion, sondern meist die Faltung und Zusammenlagerung der Polypeptidketten im 

Periplasma ist.  

6.3.2 Koexpression des Kaninchen-Antikörpers, inseriert in pASK85Rab-pro-

WR13 mit Faltungshelferproteinen 

 Die Disulfidbrückenbildung im Periplasma von E. coli wird von verschiedenen Proteinen 

katalysiert (Bardwell et al., 1991; Wulfing und Plückthun, 1994a; Bader und Bardwell, 2001). 

Dazu gehören die Proteindisulfidisomerasen (Dsb Proteine, Hiniker und Bardwell, 2003), die 

die Disulfidbrückenbildung katalysieren (Bardwell, 1994; Collet und Bardwell, 2002; 

Kadokura et al., 2003), und die Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerasen (PPIasen), die für die 

cis/trans-Isomerisierung der Peptidbindungen zuständig sind (Fanghanel und Fischer, 2004) 

und Chaperon-Funktionen im Periplasma übernehmen (Duguay und Silhavy, 2004) (3.3.2). 

Untersuchungen haben ergeben, dass die Koexpression der Peptidylprolylisomerasen FkpA 

und Skp zu einer Verbesserung der Expression löslicher periplasmatischer Proteine beiträgt 

(Bothmann und Plückthun, 1998; Hayhurst und Harris, 1999; Bothmann und Plückthun, 

2000). Ebenfalls eine bessere Ausbildung von Disulfidbrücken im Periplasma konnte durch 

Überexpression von Dsb-Proteinen festgestellt werden (Kurokawa et al., 2000, 2001).  

 Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Koexpression des Kaninchen-AK, inseriert in den 

Expressionsvektor pASK85Rab-pro-WR13, mit vier Faltungshelferproteinen, kodiert auf dem 

Plasmid pTUM4 (Schlapschy et al., 2006), als eine Möglichkeit gesehen, die Effizienz der 

Disulfidbrückenbildung bei der Produktion des Kaninchen-AK zu verbessern. Das Plasmid 

pTUM4 kodiert für die PPIasen SurA und FkpA und die Proteindisulfidisomerasen DsbA und 

DsbC (Abb. 36). Es ist aufgrund des Replikationsstarts ori p15A und des Cam-Resistenzgens 

Cat kompatibel mit Plasmiden, die mit einem β-Lactamasegen und einem aus der 

pUC-Plasmidfamilie stammenden ColE1 Replikationsstartpunkt (Yanisch-Perron et al., 1985; 

Plückthun und Skerra, 1989) ausgestattet sind (Mayer, 1995; Sorensen und Mortensen, 



  Diskussion 

 121

2005b). Das Faltungshelfer-Plasmid pTUM4 wurde bereits erfolgreich in der Fermentation 

von Lipocalinen (Breustedt et al., 2006) und für die effizientere Faltung des 

periplasmatischen humanen Retinolbindeproteins und des humanen Rezeptors DC-SIGN im 

Schüttelkolben (Schlapschy et al., 2006) eingesetzt. Schlapschy et al. (2006) konnten die 

Ausbeute an löslichem Protein auf diese Weise um das 10-fache steigern. Diese Ergebnisse 

weisen darauf hin, dass die Überlebensfähigkeit der Zellen durch weniger toxisch wirkende, 

falsch gefaltete und in Aggregaten zusammengelagerte Polypeptidketten gesteigert und die 

Produktion von korrekt gefaltetem, löslichem Fab-Fragment im Periplasma durch 

Koexpression mit den Faltungshelferproteinen kodiert auf pTUM4 ermöglicht wird.  

 Durch Koexpression im Schüttelkolben mit den Faltungshelferproteinen konnte das 

Kaninchen-Fab-Fragment exprimiert (4.3.1.1) und im Western-Blot (4.3.3.1) bei 40 kDa 

nachgewiesen werden. Das Fab-Fragment zeigte damit eine etwas größere elektrophoretische 

Mobilität, als aufgrund der theoretisch berechneten Molmasse von 45 000 Da zu erwarten 

war. In der reduzierten Probe zeigten die einzelnen Ketten die aufgrund der Berechnung der 

Molmasse erwartete Mobilität und konnten bei 23 und 25 kDa nachgewiesen werden. Die 

größere Mobilität des Fab-Fragments erklärt sich möglicherweise durch die zusätzliche 

intrachenare Disulfidbrücke, die variable und konstante Region der LC des Kaninchen-AK 

verbindet. Da sich jedoch die LC erwartungsgemäß verhält, kann keine definitive Aussage 

getroffen werden. 

 Auffällig bei der Schüttelkolbenexpression war die längere Dauer der Induktionsphase 

von 3,5 h, die bis zum Erreichen einer OD600 von 1,0 notwendig war, im Gegensatz zu den für 

das murine K411B Fab-Fragment benötigten 2,5 h. Das langsamere Wachstum bei 

Koexpression mit pTUM4 wurde von Schlapschy et al. (2006) ebenfalls beobachtet und auf 

die höhere Belastung der Zelle zurückgeführt.  

 Erste Koexpressionsversuche des Kaninchen Fab-Fragments im Fermenter (4.3.1.2) mit 

pASK85Rab-pro-WR13 und pTUM4 nach dem für den murinen AK K411B optimierten 

Protokoll führten bei einer OD600 von 25-30 nach nur 2-stündiger Induktion zu einer 

Stagnation des Zellwachstum und zu einem Rückgang der optischen Dichte bedingt durch 

Zelllyse. Da der Sauerstoffgehalt während der fed-batch-Phase konstant bei > 30 % gehalten 

wurde, die Glukoseaufnahme demnach nicht durch reduzierte Sauerstoffverfügbarkeit 

zurückgegangen war, wies dies auf eine zu hohe metabolische Belastung der Zellen hin 

(Bentley et al., 1990). Außerdem konnte eine Acetatkonzentration von durchschnittlich 

1,3 g l-1 festgestellt werden, was auf zu hohe Glukoseaufnahme schließen ließ. 

 Der reduzierte Glukoseverbrauch der Zellen während der Koexpression kann 
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möglicherweise durch die höhere Belastung der Zellen und das dadurch reduzierte Wachstum 

erklärt werden. Durch die Expression zweier Resistenzgene (bla, Cat), die oft in hoher 

Konzentration produziert werden, die Überexpression der Faltungshelferproteine und die nach 

der Induktion einsetzende Fremdproteinsynthese wurden möglicherweise für die Expression 

zelleigener Proteine notwendiges ATP und Aminosäuren abgezogen. Der steigende 

Energiebedarf führte zu einer Steigerung der Atmungsaktivität, wodurch die 

Biomassezunahme während der Produktionsphase sank (Summers, 1991; Glick, 1995; 

Hoffmann und Rinas, 2001) und es zum Eintreten von Überproduktionssterblichkeit (Skare et 

al., 1989), Hitzeschock-Antwort (Neidhardt et al., 1984) und Acetatproduktion kam. Der 

Einfluss von Acetat auf die Gene und Proteine der E. coli-Stressantwort und -regulation 

(Blankenhorn et al., 1999; Arnold et al., 2001) steigerte diese Effekte möglicherweise 

zusätzlich.  

 Um die Produktion löslicher Protein sicherzustellen und eine Überproduktion an 

Fremdprotein und damit die Bildung von Acetat und Einschlusskörpern und schlimmstenfalls 

den frühen Zelltod zu verhindern, wurde ein langsameres Wachstum durch reduzierte 

Glukosezufuhr getestet. Die während der Expression des murinen Fab-Fragments der Kultur 

zugeführte Glukosemenge wurde reduziert und dadurch die Wachstumsrate während der 

Induktion von µ = 0,19 auf µ = 0,17 gesenkt (4.3.1.2, Tab. 9). Die Glukose- und 

Acetatkonzentration im Medium wurde verringert, und ein Wachstum bis zu einer OD600 von 

40 bei einer Induktionsdauer von 3,5 h konnte realisiert werden. Zu diesem Zeitpunkt zeigten 

die Zellen zwar noch keine Zeichen von Zelllyse, befanden sich aber bereits im Übergang zur 

stationären Phase und mussten aufgrund dieses veränderten physiologischen Zustands, der die 

Gefahr der Bildung von Einschlusskörpern und damit den Verlust an löslichem 

periplasmatischen AK-Protein (Rinas et al., 1993) birgt, schnellstens geerntet werden. Die 

längere Induktionsphase bis zum Erreichen einer OD600 von 40 entsprach den Ergebnissen der 

Expression im Schüttelkolben, während der die Zellen ebenfalls eine längere Induktionsphase 

benötigten. Auch hier wurde das langsamere Wachstum in Übereinstimmung mit Schlapschy 

et al. (2006) auf die höhere Belastung der Zellen zurückgeführt. 

 Die Ausbeute rekombinanter Kaninchen-Proteine in der Hochzelldichtefermentation 

konnte im Verlauf der Adaptierung des Glukosefütterungsprotokolls an die Bedingungen der 

Koexpression von 1,7 µg l-1 • OD600 auf 50 µg l-1 • OD600 gesteigert werden (5.2.5.3). 

Dadurch konnte die Vermutung, dass es sich bei dem Kaninchen-AK um ein an sich toxisches 

Protein handelt, widerlegt werden. Ergebnisse wie für das murine K411B Fab-Fragment, 

kodiert auf pASK85-pro-K411B und pASK85Rab-pro-K411B, von 240 µg l-1 • OD600 bzw. 
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150 µg l-1• OD600 (5.1.3.2, 5.2.3.4) wurden nicht erreicht. Grund dafür, dass trotz der 

Koexpression der Faltungshelferproteine nur eine deutlich niedrigere Proteinausbeute 

realisiert werden konnte, könnte teilweise die metabolische Belastung durch die zusätzliche 

Expression der oben beschriebenen Proteine sein. Wahrscheinlich kommen jedoch zu den 

bereits diskutierten Schwierigkeiten bei der Sekretion, der Faltung und der Ausbildung der 

Disulfidbrücken Probleme bedingt durch die Aminosäuresequenz des IgG13 hinzu. Diese 

Hypothesen werden von Untersuchungen von Berges et al. (1996) gestützt, die feststellten, 

dass bei humanen Cytokinen die Sekretionseffizienz nicht nur von der Signalsequenz, sondern 

auch von dem daran fusionierten Protein abhängt. Aufgrund dieser Ergebnisse und der 

besseren Proteinausbeute des AK K411B, ebenfalls exprimiert mit pASK85Rab-pro und 

sekretiert von OmpA und RBP, liegt die Vermutung nahe, dass die Produktion des hier 

exprimierten Kaninchenproteins durch die Aminosäuresequenz des reifen Proteins beeinflusst 

wird. Kajava et al. (2000) postulierten, dass die Ladung der ersten 20 Aminosäuren des reifen 

Proteins Einfluss auf die Translokation hat. Positiv geladene Aminosäuren innerhalb der 

ersten 5 Tripletts nach der Signalpeptidase I-Schnittstelle können die Sekretion um das 

50-fache senken (Schatz und Beckwith, 1990). Interessanterweise wies Klon 5, für den 

keinerlei Expression nachgewiesen werden konnte, ein Lysin an Position + 4 der HC auf. 

Auch das Vorkommen bestimmter Aminosäuren, wie beispielsweise der hohe Cysteingehalt 

des hier exprimierten Kaninchen IgG-Klon 13 mit 7 Cysteinen in der LC und 8 in der HC, im 

Gegensatz zu jeweils 5 Cysteinen in der LC und HC des murinen K411B, könnten sich auf 

die Proteinausbeute auswirken. Die Cysteine ungefalteter Polypeptidketten können zur 

Toxizität des Proteins beitragen, die Humphrey (1997) in Verbindung mit einem steigenden 

Cysteinanteil feststellen konnte. Außerdem kann freies Cystein in der LC zu Ausbildung von 

Fab-Dimeren über kovalente interchenare Disulfidbrücken führen (Skerra und Plückthun, 

1991), die Bildung von bivalente Homo- und Heterodimere herbeiführen (Carter et al., 1992) 

und dazu beitragen, dass die Ausbeute löslicher Heterodimere deutlich sinkt (Dübel et al., 

1992).  

 Ebenfalls von Bedeutung für die erfolgreiche Produktion des Kaninchenproteins könnte 

die Verwendung von in E. coli selten (< 1 %) vorkommenden Kodons (codon usage) im 

Kaninchenpolypeptid sein. Dies kann zu Einschränkungen bei der Translation und Fehlern in 

der Aminosäuresequenz führen. Heterologe Proteine mit seltenen Kodons werden oft schlecht 

in E. coli exprimiert (Makrides, 1996), da sie starken physiologischen Stress bedingen und es 

zu Problemen bei der Translation kommt (Kane, 1995; Nakamura et al., 1996). Die Anzahl 

solcher Kodons in IgG13 überschreitet zwar nicht die Zahl der im murinen AK K411B 
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vorkommenden seltenen Kodons (Tabelle 10), allerdings befinden sie sich an anderen 

Positionen im Polypeptid. Die vom Kaninchen verwendeten seltenen Tripletts kodieren unter 

anderem für die Aminosäuren Prolin und Cystein, die eine wichtige Rolle bei der korrekten 

Faltung und der Disulfidbrückenbildung der Polypeptidketten spielen. Ihr Ersatz durch 

falsche Aminosäuren aufgrund von Mangel an passenden tRNAs führt mit großer 

Wahrscheinlichkeit zu falsch gefalteten Proteinen bzw. zu Fehlern bei der 

Disulfidbrückenbildung. 

Tabelle 10: Seltene Kodons (nach Makrides, 1996) und ihr Vorkommen in Maus und 

Kaninchen. 

Folgende Abkürzungen wurden verwendet: Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G), Uracil (U).  

Aminosäure Kodon Klon13 

LC 

Klon 13 

HC 

K411B 

LC 

K411B 

HC 

Arginin AGG, AGA, CGA, CGG 3 4 5 5 

Prolin CCC,CCA,CCU 11 7 9 8 

Cystein UGU, UGC 7 7 5 5 

Serin UCA, AGU, UCG, UCC 8 9 12 7 

Glycin GGG, GGA 7 1 7 9 

Leucin CUC, CUA 4  7 1 

Threonin ACA 5 7 1  

insgesamt  45 35 46 35 

  

 Sorensen et al. (1989) stellten fest, dass die Verwendung seltener Kodons die 

Translationsdauer beeinflusst. Das könnte zu einer Reduzierung der Translation führen. 

Möglicherweise kommt es durch Mangel an bestimmten tRNAs zu Fehlern bei der 

Translation oder zur Leserahmenverschiebung, wie sie von Wu et al. (2004) postuliert 

wurden, und damit zur Expression nicht funktioneller Polypeptide. Die Verwendung seltener 

Kodons hat damit eine biologische Signifikanz für die Translation, die Protein-Faltung und 

die Degradierung (Griswold et al., 2003). Es gibt aber Untersuchungen, die eine effiziente 

Expression trotz seltener Kodons nachweisen (Ernst und Kawashima, 1988). Daher kann 

davon ausgegangen werden, dass nicht nur das alleinige Vorhandensein seltener Kodons 

ausschlaggebend ist, sondern dass ihre Position und eine Reihe anderer Faktoren ebenfalls 

Einfluss auf den Expressionserfolg nehmen können (Kane, 1995). Dafür spricht die Tatsache, 

dass die Translation in manchen Fällen durch gezielte Mutation, durch Koexpression der 

seltenen Kodons oder durch die Komplettierung des Mediums mit der entsprechenden 
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Aminosäure gesteigert werden kann, in anderen hingegen nicht (Kane, 1995; Griswold et al., 

2003; Sorensen und Mortensen, 2005b). Griswold et al. (2003) postulierten, dass die Mutation 

seltener Kodons weniger Effekt auf die Expression eines heterologen Proteins hat, als 

beispielsweise eine Veränderung der mRNA-Struktur. Beispielsweise stabilisieren sekundäre 

Strukturen wie Hairpins oder Stemloops im nicht translatierten 5’-Bereich (untranslated 

region, UTR) vor der Startsequenz die mRNA und kontrollieren (und hemmen) dadurch den 

Translationsstart. Das konnte durch das Einfügen von Hairpin-Strukturen in die UTR gezeigt 

werden (de Smit und van Duin, 1990; Carrier und Keasling, 1999).  

 Eine weitere Hypothese für die Ursache der geringen Proteinausbeute sind Unterschiede 

in der Effizienz, mit der die mit verschiedenen Signalsequenzen fusionierten Ig-Ketten in das 

Periplasma sekretiert werden und die damit verbundenen Folgen (Humphreys et al., 2002). 

Die geringere Ausbeute muriner AK exprimiert mit pASK85Rab-pro-K411B verglichen mit 

pASK85-pro-K411B wird in der vorliegenden Arbeit (6.2.3) teilweise dadurch erklärt, dass 

die Verwendung der Signalsequenz RBP möglicherweise ein solches Ungleichgewicht der Ig-

Ketten im Periplasma zur Folge hat. Gleiches könnte für die Produktion des im gleichen 

Vektor exprimierten Kaninchen-Fab-Fragments gelten. Die Übersekretion des Fusionsproteins, 

bestehend aus LC und RBP, würde einen Überschuss an LC und die Bildung von kovalenten 

und nicht kovalenten LC-Dimeren im Periplasma bedingen (Humphreys et al., 2002). Steht 

der HC im Periplasma keine LC zur Bildung eines Fab-Fragments zur Verfügung, aggregieren 

die in vitro schlecht löslichen Polypeptide (Nisonoff et al., 1975; zitiert nach Skerra und 

Plückthun, 1991). Ein solches Phänomen wurde bereits für HCs muriner Fab-Fragmente 

beschrieben, die in Abwesenheit der LC ausgefallen und schließlich in der cytoplasmatischen 

Fraktion nachgewiesen wurden (Skerra und Plückthun, 1991). Dieses Ungleichgewicht 

könnte durch die Signalsequenz OmpA verstärkt werden, wenn diese die Sekundär- und 

Tertiärstruktur des Kaninchen-Proteins dahingehend beeinflusst, dass es im Cytoplasma nicht 

mehr von SecB erkannt und vor vorzeitiger Faltung geschützt wird (Baneyx, 1999). Daraus 

würden Probleme für den Transport der aufgrund von OmpA vom Chaperon Sec-B 

abhängigen HC zur Sekretionspore SecYEG resultieren. Die bereits diskutierten möglichen 

Probleme bei der Abspaltung von OmpA durch die Signalpeptidase I würden das 

Ungleichgewicht weiter steigern. 

 Der umgekehrte Fall, ein Überschuss des Fusionsproteins bestehend aus OmpA und HC 

im Periplasma, ist eher unwahrscheinlich. Dem SecB-unabhängigen Fusionsprotein aus LC 

und RBP steht im Falle einer Überlastung des Sec-Sekretionswegs, wie er von Perez-Perez et 

al. (1994) beschrieben wird, der TAT-Sekretionsweg (3.2.2) zur Verfügung (Pradel et al., 
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2003). Ein Mangel an LC aufgrund von Problemen bei der Sekretion ist daher eher 

unwahrscheinlich.  

 Probleme bedingt durch den Einfluss der Signalsequenz auf die Aminosäuresequenz des 

Kaninchen-Polypeptids könnten durch Austausch der Signalsequenzen untersucht werden. 

Dabei wäre der Austausch von RBP und ggf. auch OmpA gegen PelB, das bereits erfolgreich 

für die Sekretion von LC und HC des Kaninchens verwendet wurde (Foti et al., 1998), eine 

Möglichkeit, um den Einfluss der Signalsequenzen auf den Produktionserfolg zu untersuchen. 

Ein Einfluss bedingt durch die Eigenheiten der Kaninchen-DNA könnte durch Austausch von 

IgG13 gegen ein Kaninchen-Fab-Fragment mit erwiesenermaßen hoher Faltungseffizienz 

überprüft werden.  

 Das Auftreten missgefalteter Polypeptide, Dimere, Fab-Dimere u.ä. könnte das 

Elutionsprofil der Koexpression erklären, das bei der Reinigung der periplasmatischen 

Fraktion direkt nach der unspezifisch gebundenen Fraktion reproduzierbar einen kleinen Peak 

aufweist (Abb. 38). In Abb. 52 ist das Elutionsprofil schematisch dargestellt (vgl. Abb. 13). 

Es könnte sich hierbei um falsch assemblierte Dimere oder Trimer, möglicherweise 

Homodimere der LC, so genannte Bence-Jones-Proteine (Stevens et al., 1991), handeln. Das 

korrekt assemblierte Heterodimer aus HC und LC wurde erst bei einer höheren Konzentration 

in einem symmetrischen Peak eluiert. Ein ähnliches Phänomen wurde bereits von Fiedler 

(2003) beobachtet.  

 

Abbildung 52: Schematische Darstellung des IMAC-Profils bei der Reinigung koexprimierter 

Kaninchen Fab-Fragmente (vgl. Abb. 13, 38) 

 

 Fiedler (2003) hatte mit einer Verteilung des rekombinanten Proteins von etwa 90 % als 

cytoplasmatisches und 6,0 % als periplasmatisches Aggregat, davon nur 4,0 % in 
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funktioneller Form, Ergebnisse von Wall und Plückthun (1995) bestätigt, die postuliert hatten, 

dass in den meisten Fällen der größere Anteil des heterologen Proteins in aggregierter Form 

vorliegt. Damit konnte er den Einfluss von effizienter Sekretion und Faltung auf die 

funktionelle Proteinausbeute verdeutlichen. Basierend auf diesen Untersuchungen wäre eine 

Analyse des anteiligen Vorkommens des Kaninchen-Fab-Fragments in Cytoplasma und 

Periplasma und die Anteile nicht aggregierter heterologer Proteine von großem Interesse. 

6.4 Konstruktion von Phagemiden, Expression von Proteinen und 

Fusionsproteinen 

6.4.1 Expression des murinen Antikörpers K411B inseriert in das Phagemid 

pASK111Rab-p3-K411B  

 Um aus dem AK-DNA-Repertoire eines immunisierten Kaninchens die DNA für einen 

hoch affinen AK selektieren zu können, wird die mRNA isoliert und daraus die cDNA 

synthetisiert. Diese wird in entsprechenden Mengen in einen Phage oder Phage Display-

Vektor kloniert. Die Bibliothek, die eine Größe von 1 • 106 - 1 • 108 haben sollte, wird 

exprimiert und schließlich im Phage Display auf affine Liganden untersucht. Das von Skerra 

und Plückthun (1988) entwickelte Sekretions- und Expressionssystem, die von Sastry et al. 

(1989) postulierte Klonierung von cDNA-Bibliotheken und das Display von AK auf Phagen 

zur Selektion spezifischer AK (McCafferty et al., 1990) werden hierzu kombiniert. 

 Zu dem hier entwickelten und verwendeten Expressionssystem für rekombinante 

Kaninchen-AK sollte ein passendes Phage Display-System entwickelt werden. Bisher wurden 

für das Phage Display von Kaninchen fast ausschließlich auf pComb3-basierende 

Vektorsysteme verwendet (Barbas et al., 1991). Die Strukturgene der Fremdproteine stehen 

wie bei pHEN1 (Hoogenboom et al., 1991) unter der Kontrolle des lac-Promotors 

(Gronenborn, 1976) und enthalten den C-terminalen Teil des p3. In den Phagemiden pGZ1 

(Zahn et al., 1999), das die Expression über das tet-Promotor/Operator-System steuert, und 

pHEN1 liegt das Fremdprotein dagegen fusioniert an den N-terminalen Teil des gesamten p3 

vor. Das tet-Promotor/Operator-System hat sich, verglichen mit dem lac-Promotor, auch im 

Phage Display als deutliche vorteilhaft erwiesen. Dies zeigten Vergleich der Phagemide 

pHEN1 und pGZ1 durch Zahn et al. (1999), die außerdem die Funktionalität des tet-

Promotors in Verbindung mit dem gesamten p3 im Phage Display nachweisen. Aufgrund 

dieser Ergebnisse wurde für das hier konstruierte Phagemid ebenfalls das 

tet-Promotor/Operator-System in Kombination mit dem gesamten p3 verwendet. Da Krebber 
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et al. (1996) die Toxizität des Fusionsproteins in Zusammenhang mit der „Dichte“ des 

Promotors stellten, kann angenommen werden, dass unter der Kontrolle des tet-Promotors 

diese Toxizität keine entscheidende Rolle mehr spielt. 

 Die Signalsequenzen können die Expression beeinflussen (6.2.3). Um zu überprüfen, ob 

das Phagemid überhaupt zur erfolgreichen Expression eines Fab-Fragments dienlich ist, wurde 

zunächst im Rahmen eines Praktikums das murine Fab-Fragment K411B von A. Pegel in das 

Phagemid pASK111Rab-p3-K411B inseriert (5.2.3.1). Dieses enthält die Rab mit den 

Signalsequenzen RBP und OmpA und an Stelle von bla und proBA das einen stärkeren 

Selektionsdruck ausübende Cat als Resistenzgen. Der AK K411B wurde im Schüttelkolben 

im E. coli-Stamm JM83 mittels des Phagemids pASK111Rab-p3-K411B erfolgreich 

exprimiert, das Fab-Fragment im Western-Blot nachgewiesen und seine Funktionalität im 

Atrazin-ELISA bestätigt. (Abb. 41, 42). Damit konnte gleichzeitig die Funktionalität von 

OmpA und RBP in Verbindung mit dem murinen AK K411B und mit Cat als 

Resistenzmarker im Phagemid bestätigt werden.  

6.4.2 Expression des Kaninchen-Antikörpers inseriert in die Phagemide 

pASK111Rab-p3-WR13 und pASK85Rab-p3-WR13 

 Basierend auf den Ergebnissen der Expressionsversuche von K411B, kodiert auf dem 

Phagemid pASK111Rab-p3-K411B wurde die Expression der Kaninchen-AK IgG2, 5 und 13 

im Phagemid parallel zueinander getestet. Dadurch sollte ein eventueller Einfluss der 

Aminosäuresequenz auf die Expression nachgewiesen werden. Die Phagemide pASK111Rab-

p3-WR2, 5 und 13 (Abb. 32), die sich von pASK111Rab-p3-K411B (Abb. 24) nur durch die 

Strukturgene der LC und HC unterscheiden, wurden unter Standardbedingungen wiederholt in 

Schüttelkultur in 2 l LB-Medium im E. coli-Stamm JM83 exprimiert. Die Expression sollte 

der Feststellung der Eignung der Phagemide zur Expression eines Kaninchen-Fab-Fragments 

dienen. Das zwischen dem Strukturgen des Ig und dem p3 befindliche Amber-Stopp-Signal 

wird bei Expression in JM83 als solches erkannt und p3 nicht translatiert. Expression und 

Induktion im Schüttelkolben folgten dabei den bereits beschriebenen Vorgehensweisen. Zum 

Nachweis des Fab-Fragments wurde die periplasmatische Fraktion über SDS-PAGE 

aufgetrennt und im Western-Blot immunchemisch analysiert. Die Expression und Analyse der 

Klone IgG2 und IgG5 führte zu keinem reproduzierbaren Ergebnis, was möglicherweise auf 

die Aminosäuresequenz dieser Klone zurückgeführt werden kann. In der cytoplasmatischen 

Fraktion, nicht aber im Periplasma, konnten für den Klon IgG13 HC und LC nachgewiesen 

werden, nicht aber ein Fab-Fragment (Abb. 53). Die Existenz der HC konnte mittels des His6-

tags und eines Maus-anti-His6-AK eindeutig nachgewiesen werden, der Nachweis der LC 
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mittels eines polyklonalen Ziege-anti-Kaninchen-AK ist etwas weniger eindeutig. Nach der 

Reinigung über IMAC, die keinen spezifischen Peak aufwies, konnten weder im Coomassie-

gefärbten Polyacrylamidgel noch im Western-Blot ein Fab-Fragment nachgewiesen werden.  

 Als Grund für dieses Ergebnis konnte eine Hintergrundexpression ggf. toxischer Proteine 

ausgeschlossen werden, da sich der tet-Promotor als „dicht“ erwies, wie Analysen des 

Gesamtzellaufschlusses, entnommen vor der Induktion, im Western-Blot ergaben (Abb. 53). 

Der Verdacht der generellen Toxizität des korrekt gefalteten Kaninchen Fab-Fragments IgG13 

war in vorangegangenen Versuchen bereits entkräftet worden. Da die Expression zudem im 

Non-Suppressorstamm JM83 stattgefunden hatte, konnte die von Krebber et al. (1996) 

beschriebene Toxizität des Fusionsproteins nicht die Ursache der erfolglosen Expression sein. 

Die Funktionalität der Signalsequenzen und die Sekretionseffizienz konnten als alleinige 

Ursache zwar ebenfalls ausgeschlossen werden, da sie bereits in Verbindung mit der 

Koexpression des Vektors pASK85Rab-pro-WR13 zur Produktion eines Kaninchen-AK 

beigetragen hatten (5.2.5.2), nicht aber die bereits diskutierten Unterschiede der 

Sekretionseffizienz (6.2.3).  

 
Abbildung 53: Nachweis des Kaninchen-AK kodiert auf pASK111Rab-p3-WR13 mittels 

SDS-PAGE und Western-Blot.  

(A) Reduzierter Gesamtzellaufschluss vor der Induktion (Spur 1), nicht reduzierter (Spur 2) und 

reduzierter Gesamtzellaufschluss nach 2,5-stündiger Induktion (Spur 3), Protein-Marker (Spur 4), 

nicht reduzierte (Spur 5) und reduzierte Periplasmafraktion nach 2,5-stündger Induktion (Spur 6) und 

nicht reduzierte (Spur 7) und reduzierte (Spur 8) Cytoplasmafraktion nach 2,5-stündiger Induktion, 

aufgetrennt über ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel. Nach Elektrotransfer der Proteine auf eine 

PVDF Membran wurden HC (25 kDa) und LC (23 kDa) mittels eines polyklonalen Maus-anti-

Kaninchen-AK nachgewiesen. (B) Gesamtzellaufschluss vor der Induktion (Spur 1), nicht reduzierte 

(Spur 2) und reduzierte Gesamtzellfraktion nach 3-stündiger Induktion (Spur 3), nicht reduzierte (Spur 

5) und reduziert Periplasmafraktion (Spur 6) sowie nicht reduzierte (Spur 7) und reduziert (Spur 8) 

Cytoplasmafraktion, aufgetrennt über ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel. Die Proteine wurden auf 

eine PVDF Membran elektrotransferiert und die HC (25 kDa) mittels des His6-tag und eins Maus-anti-

His6-AK nachgewiesen. 
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 Die wahrscheinlichsten Gründe für die nicht realisierbare Expression der Kaninchen-AK 

waren wahrscheinlich auch hier Probleme bei der korrekten Ausbildung der Disulfidbrücken 

und der Faltung und Zusammenlagerung der Einzelketten zum Fab-Fragment - bedingt 

beispielsweise durch die Aminosäuresequenz des Kaninchen-IgG, die zusätzliche 

Disulfidbrücke in der LC und ein ungleiches Verhältnis der Einzelketten im Periplasma 

(6.2.3). 

 Für diese Annahme spricht die Tatsache, dass sich die augenscheinlich in der 

cytoplasmatischen Fraktion vorliegende HC durch β-Mercaptoethanol reduzieren lässt, nicht 

aber im Periplasma nachgewiesen werden kann, dessen oxidierendes Milieu die 

Voraussetzung zur Ausbildung von Disulfidbrücken ist (Rietsch und Beckwith, 1998). 

 Möglicherweise hat eine Sekretion, gefolgt von der Ausbildung (falscher) Disulfidbrücken 

und anschließend daran Aggregierung und Ausfällung der Polypeptidkettenaggregate mit den 

Sphäroplasten während des Periplasmaaufschluss stattgefunden, wodurch sich die 

Polypeptidketten schließlich in der cytoplasmatischen Fraktion wieder fanden (6.3.2).  

6.4.3 Koexpression des Kaninchen-Antikörpers inseriert in das Phagemid 

pASK85Rab-p3-WR13 mit Faltungshelfern 

 Um den Einfluss der Ausbildung der Disulfidbrücken auf die erfolgreiche Expression des 

Fab-Fragments bzw. des Fusionsproteins aus Fab-Fragment und g3p untersuchen zu können, 

sollte das Phagemid mit den Faltungshelferproteinen, kodiert auf pTUM4, koexprimiert 

werden. Um die Koexpression zu ermöglichen, wurde die Expressionskassette in das 

Phagemid pASK85Rab-p3 mit dem β-Lactamasegen bla als Resistenzmarker transferiert, 

wodurch pASK85Rab-p3-WR13 entstand (Abb. 43).  

 Zunächst wurde der Kaninchen-AK IgG13, kodiert auf pASK85Rab-p3-WKR13, im 

E. coli-Stamm JM83 in 2 l LB-Medium ohne Koexpression der Faltungshelferproteine 

exprimiert. Dadurch sollte ein, wenn auch unwahrscheinlicher, negativer Einfluss von Cam 

auf die Expression ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse des Western-Blots entsprachen 

denen der Expression des AK kodiert auf pASK111Rab-p3-WR13. Damit schied Cam als 

Grund für die Probleme bei der Expression des Kaninchen-Fab-Fragments aus. 

 In der Literatur beschriebene Untersuchungen haben ergeben, dass die Koexpression von 

Faltungshelferproteinen und Chaperonen neben einer Verbesserung der Expression löslicher 

periplasmatischer Proteine auch bessere Ergebnisse im Phage Display zur Folge haben. Der 

auf Phagen exprimierte Anteil der Fusionsproteine konnte gesteigert und die periplasmatische 

Produktion durch Koexpression, beispielsweise von FkpA und Skp, deutlich verbessert 
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werden (Bothmann und Plückthun, 1998; Hayhurst und Harris, 1999; Bothmann und 

Plückthun, 2000). Grund für die besseren Ergebnisse des Phage Displays ist die 

Unterstützung der Bildung und der Faltung des Fusionsproteins. Dieses besteht aus einem 

Protein der Ig-Kette verbunden mit dem N-terminalen Ende des g3p. Seine Expression ist die 

Vorraussetzung für das Phage Display. Fusionsproteine werden vor dem Einbau in die 

Phagenhülle im Periplasma gefaltet, wobei sie über den hydrophoben c-Terminus des g3p mit 

der inneren Membran verankert sind. Die Faltung des Fusionsproteins wird somit von 

denselben Faktoren beeinflusst wie die Faltung des löslichen periplasmatischen Proteins 

(Davis et al., 1985). 

 Um den Einfluss der Faltungshelferproteine, kodiert auf pTUM4, auf die Expression eines 

Kaninchen-Fusionsproteins zu untersuchen, wurde die Koexpression parallel in den 

E. coli-Stämmen JM83 und TG1 durchgeführt und die Bildung des Fab-Fragments und des 

Fusionsproteins in SDS-PAGE und Western-Blot analysiert (5.3.2.2). Der 

Amber-Suppressorstamm TG1 überliest das Amber-Stopp-Signal in den meisten Fällen und 

exprimiert ein Fusionsprotein; In E. coli JM83 wird das Amber-Stopp-Signal erkannt und nur 

das Fab-Fragment exprimiert. Die Ergebnisse zeigen, dass im Gegensatz zur Expression ohne 

die Unterstützung der Faltungshelferproteine bei Koexpression sowohl ein Fab-Fragment als 

auch ein Fusionsprotein gebildet werden (Abb. 45, 46). Dadurch konnte gezeigt werden, dass 

das Fusionsprotein bestehend aus Fab-Fragment und g3p unter Kontrolle des tet-Promotors in 

der Expression im 2 l-Schüttelkolben keine derart toxische Wirkung ausübt, dass es bei einer 

Expression zu schädlichen Effekten auf die Zelle oder gar zur Zelllyse kommt. 

 Zur Durchführung eines Phage Display zur Isolierung eines hoch affinen Kaninchen-AK 

könnten, basierend auf den hier vorliegenden Ergebnissen, im Rahmen dieser Arbeit klonierte 

Immunrepertoires für leporide LC und HC in dem Phagemid pASK85Rab-p3 zu einer 

Bibliothek von ca. 9 x 107 kombiniert und gescreent werden. In Anbetracht der Tatsache, dass 

die Gruppe von Dr. Pilar Marco (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Barcelona) 

nach Immunisierung mittels des gleichen Hapten-Konjugats, wie es in der vorliegenden 

Arbeit zur Immunisierung eines Kaninchens verwendet wurde, hoch affine polyklonale AK 

gewinnen konnte, ist die Wahrscheinlichkeit groß, dass bereits erste Binder eine relativ hohe 

Affinität aufweisen. Durch Neukombination der einzelnen Ketten (shuffling) oder gezielte 

Mutationen der variablen Regionen könnten diese ersten Binder verbessert und AK-Varianten 

mit geringerer Immunogenität, höherer Affinität, veränderter Antigenspezifität oder 

gesteigerter Stabilität gewonnen werden (Krebber et al., 1997). 
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8 Anhang 

Im Folgenden ist die DNA-Sequenz des Klons IgG13, inseriert in das Phagemid 

pASK111Rab-g3-WR13, die DNA-Sequenzen der Rab (Kaninchen spezifische 

Klonierungsstelle) der beiden Kaninchen-Klone IgG2 und IgG5 sowie die DNA-Sequenz des 

murinen AK K411B, inseriert in den Vektor pASK85-pro-K411B, angegeben.  

 
pASK111Rab-p3-WR13  
tet-Promotor (tetp/o, blau), Signalsequenzen (orange), leporide LC/ HC (grau), His6 (blau), p3 
(braun), orif1 (ocker), Chloramphenicol-Resistenzgen Cat (braun), tet-Repressor (tetR) 
(orange), ColE1 (braun) 
                       tetp/o 
CCATAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTGGCCAGATGATTAATTCCTAATTTTTG
TTGACACTCTATCATTGATAGAGTTATTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAA 
            SD    RBP 
ATGAATAGTTCGACAAAAATCTAGATAACGAGGGCAAAAAATGAACATGAAAAAACTGGCTA 
               NcoI     LC  
CCCTGGTTTCCGCTGTTGCGCTAAGCGCCACCGTCAGTGCGAATGCCATGGCAGATGTCGTG 
Kaninchen 
ATGACCCAGACTCCATCCCCCGTGTCTGCCGCTGTGGGAGGCACAGTCACCATCAATTGCCA
GGCCAGTGAGGACATTTATAGCAATTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCCA
AACTCCTGATCTACAGGGCATCCACTCTGGCATCTGGGGTCCCATCGCGGTTCAGCGGCAGT
GGATCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCGGCTTGCAGTGTGACGATGCTGCCACTTA
CTACTGTCTAGGCGTTTATTATAGTAGTAGTTGGGACCATGCTTTCGGCGGAGGGACCGAGG
TGGTGGTCAAAGGTGATCCAGTTGCACCTACTGTCCTCATCTTCCCACCAGCTGCTGATCAG
GTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGTGGCGAATAAATACTTTCCCGATGTCACCGT
CACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCAAACAACTGGCATCGAGAACAGTAAAACACCGCAGA
ATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCAGCAGCACTCTGACACTGACCAGCACACAGTACAAC
AGCCACAAAGAGTACACCTGCAAGGTGACCCAGGGCACGACCTCAGTCGTCCAGAGCTTCAA 
       LC ◄ * KpnI           OmpA 
TAGGGGTGACTGTTAAGGTACCTAACGAGGGCAAAAAATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTG 
                      AsiSI  HC Kaninchen 
CAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGATCGCCCAGGAGCAGCTGGTGGAGTCCGGG
GGAGACCTGGTCAAGCCTGGGGCATCCCTGACACTCACCTGCACAGCCTCTGGATTCTCCTT
CAGTGGCAACCTTCACATGTGTTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATCG
CATGCATTTATGGTGGTAGTAGTGGTGGCACTTACTACGCGAGCTGGGCGAAAGGCCGATTC
ACCATTTCCAAAATTTCGTCGACCACGGTGACTCTGCAAATGACCAGTCTGACAGTCGCGGA
CACGGCCACCTATTTCTGTGCGAGAGGTTTTTATAATGCTGGCTTGTGGGGCCCAGGCACCC
TGGTCACCGTCTCCTCAGGGCAACCTAAGGCTCCATCAGTCTTCCCACTGGCCCCCTGCTGC
GGGGACACACCGAGCTCCACGGTGACCCTGGGCTGCCTGGTCAAAGGCTACCTCCCGGAGCC
AGTGACCGTGACCTGGAACTCGGGCACCCTCACCAATGGGGTACGCACCTTCCCGTCCGTCC
GGCAGTCCTCAGGCCTCTACTCGCTGAGCAGCGTGGTGAGCGTGACCTCAAGCAGCCAGCCC
GTCACCTGCAACGTGGCCCACCCAGCCACCAACACCAAAGTGGACAAGACCGTTGCGCCCTC 
        HC ◄ MluI  His6-tag  SacII   *  p3 
GACATGCAGCAAGCCCACGACGCGTCATCACCACCATCACCATCCGCGGTAGACTGTTGAAA
GTTGTTTAGCAAAACCTCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACT
TTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGGCTGTCTGTGGAATGCTACAGGCGTTGTGGTTTGTAC
TGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGTTCCTATTGGGCTTGCTATCCCTGAAAATG
AGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTACTAAA
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CCTCCTGAGTACGGTGATACACCTATTCCGGGCTATACTTATATCAACCCTCTCGACGGCAC
TTATCCGCCTGGTACTGAGCAAAACCCCGCTAATCCTAATCCTTCTCTTGAGGAGTCTCAGC
CTCTTAATACTTTCATGTTTCAGAATAATAGGTTCCGAAATAGGCAGGGTGCATTAACTGTT
TATACGGGCACTGTTACTCAAGGCACTGACCCCGTTAAAACTTATTACCAGTACACTCCTGT
ATCATCAAAAGCCATGTATGACGCTTACTGGAACGGTAAATTCAGAGACTGCGCTTTCCATT
CTGGCTTTAATGAGGATCCATTCGTTTGTGAATATCAAGGCCAATCGTCTGACCTGCCTCAA
CCTCCTGTCAATGCTGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTTCTGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGCGG
CTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGCGGTT
CCGGTGGCGGCTCCGGTTCCGGTGATTTTGATTATGAAAAAATGGCAAACGCTAATAAGGGG
GCTATGACCGAAAATGCCGATGAAAACGCGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTC
TGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATTGGTGACGTTTCCGGCCTTGCTA
ATGGTAATGGTGCTACTGGTGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAAATGGCTCAAGTCGGTGAC
GGTGATAATTCACCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCTTTGCCTCAGTCGGT
TGAATGTCGCCCTTATGTCTTTGGCGCTGGTAAACCATATGAATTTTCTATTGATTGTGACA
AAATAAACTTATTCCGTGGTGTCTTTGCGTTTCTTTTATATGTTGCCACCTTTATGTATGTA 
         Ende p3 ◄ HindIII 
TTTTCGACGTTTGCTAACATACTGCGTAATAAGGAGTCTTAATAAAAGCTTGACCTGTGAAG
TGAAAAATGGCGCACATTGTGCGACATTTTTTTTGTCTGCCGTTTACCGCTACTGCGTCACG 
       Orif1 
GATCTCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGT
GACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCG
CCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTT
AGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCC
ATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGAC
TCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGG
ATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAA
TTTTAACAAAATTTGGCGAAAATGAGACGTTGATCGGCACGTAAGAGGTTCCAACTTTCACC
ATAATGAAATAAGATCACTACCGGGCGTATTTTTTGAGTTATCGAGATTTTCAGGAGCTAAG 
                       Cat 
GAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATGGCATCG
TAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGC
TGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTT
ATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGACGG
TGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAA
CGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATATTCG
CAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAGAATAT
GTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTGATTTAAACGTGGCCAATA
TGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACTATGGGCAAATATTATACGCAAGGCGACAAGGTG
CTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTTTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAAT 
                      
GCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAATAGGAATTAATGA 
tetR 
TGTCTCGTTTAGATAAAAGTAAAGTGATTAACAGCGCATTAGAGCTGCTTAATGAGGTCGGA
ATCGAAGGTTTAACAACCCGTAAACTCGCCCAGAAGCTAGGTGTAGAGCAGCCTACATTGTA
TTGGCATGTAAAAAATAAGCGGGCTTTGCTCGACGCCTTAGCCATTGAGATGTTAGATAGGC
ACCATACTCACTTTTGCCCTTTAGAAGGGGAAAGCTGGCAAGATTTTTTACGTAATAACGCT
AAAAGTTTTAGATGTGCTTTACTAAGTCATCGCGATGGAGCAAAAGTACATTTAGGTACACG
GCCTACAGAAAAACAGTATGAAACTCTCGAAAATCAATTAGCCTTTTTATGCCAACAAGGTT
TTTCACTAGAGAATGCATTATATGCACTCAGCGCAGTGGGGCATTTTACTTTAGGTTGCGTA
TTGGAAGATCAAGAGCATCAAGTCGCTAAAGAAGAAAGGGAAACACCTACTACTGATAGTAT
GCCGCCATTATTACGACAAGCTATCGAATTATTTGATCACCAAGGTGCAGAGCCAGCCTTCT
TATTCGGCCTTGAATTGATCATATGCGGATTAGAAAAACAACTTAAATGTGAAAGTGGGTCT
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TAAAAGCAGCATAACCTTTTTCCGTGATGGTAACTTCACTAGTTTAAAAGGATCTAGGTGAA
GATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGT 
                ColE1 
CAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGC
TGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACC
AACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAG
TGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTG
CTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTC
AAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGC
CCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGC
GCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGG
AGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTC
GCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAA
AACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGAC
CCGACA 
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pASK111Rab-p3-WR5 (Rab mit IgG5) 
tet-Promotor (tetp/o, blau), Signalsequenzen (orange), leporide LC/ HC (grau), His6 (blau) p3 
(braun). 
 
                               tetp/o 
CCATAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTGGCCAGATGATTAATTCCTAATTTTTG
TTGACACTCTATCATTGATAGAGTTATTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAA 
                    SD     RBP 
ATGAATAGTTCGACAAAAATCTAGATAACGAGGGCAAAAAATGAACATGAAAAAACTGGCTA 
                          NcoI     LC  
CCCTGGTTTCCGCTGTTGCGCTAAGCGCCACCGTCAGTGCGAATGCCATGGCAGATGTCGTG 
Kaninchen  
ATGACCCAGACTCCATCCCCCGTGTCTGCCGCTGTGGGAGGCACAGTCACCATCAATTGCCA
GGCCAGTGAGGACATTTATAGCAATTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCCA
AACTCCTGATCTACAGGGCATCCACTCTGGCATCTGGGGTCCCATCGCGGTTCAGCGGCAGT
GGATCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCGGCTTGCAGTGTGACGATGCTGCCACTTA
CTACTGTCTAGGCGTTTATTATAGTAGTAGTTGGGACCATGCTTTCGGCGGAGGGACCGAGG
TGGTGGTCAAAGGTGATCCAGTTGCACCTACTGTCCTCATCTTCCCACCAGCTGCTGATCAG
GTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGTGGCGAATAAATACTTTCCCGATGTCACCGT
CACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCAAACAACTGGCATCGAGAACAGTAAAACACCGCAGA
ATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCAGCAGCACTCTGACACTGACCAGCACACAGTACAAC
AGCCACAAAGAGTACACCTGCAAGGTGACCCAGGGCACGACCTCAGTCGTCCAGAGCTTCAA 
   Ende LC ◄ *  KpnI           OmpA 
TAGGGGTGACTGTTAAGGTACCTAACGAGGGCAAAAAATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTG 
                     AsiSI          HC Kaninchen 
CAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGATCGCCCAGTCAGTGAAGGAGTCCGAGGGA
GACCTGGTCAAGCCTGGGGCATCCCTGACACTCACCTGCAAAGCCTCTGGATTCACCCTCAG
TAGATATGGAATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATCGGATACA
TTGCTACTGGTAGTGGTGGTGGCACTTACTACGCGAGCTGGGCGAAAGGCCGAGTCACCAGC
TCCCAAACCTCGTCGACCACGGTGACTCTGCAAATGACCAGTCTGACAGCCGCGGACACGGC
CACCTATTTCTGTGCGAGAGGACTGTATGTTGGTAGTCATTATTATATGGGATACTTTAACT
TGTGGGGCCCAGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGGCAACCTAAGGCTCCATCAGTCTTC
CCACTGGCCCCCTGCTGCGGGGACACACCGAGCTCCACGGTGACCCTGGGCTGCCTGGTCAA
AGGCTACCTCCCGGAGCCAGTGACCGTGACCTGGAACTCGGGCACCCTCACCAATGGGGTAC
GCACCTTCCCGTCCGTCCGGCAGTCCTCAGGCCTCTACTCGCTGAGCAGCGTGGTGAGCGTG
ACCTCAAGCAGCCAGCCCGTCACCTGCAACGTGGCCCACCCAGCCACCAACACCAAAGTGGA 
               Ende   HC ◄   MluI            His6-tag  
CAAGACCGTTGCGCCCTCGACATGCAGCAAGCCCACGACGCGTCATCACCACCATCACCATC 
 SacII    *  p3 
CGCGGTAGACTGTTGAAAGTTGTTTAGCAAAACCTCATACAGAAAATTCATTTACTA……. 
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pASK111Rab-p3-WR2 (Rab mit IgG2) 
tet-Promotor (tetp/o, blau), Signalsequenzen (orange), leporide LC/ HC (grau), His6 (blau) p3 
(braun). 
 
                   tetp/o 
CCATAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTGGCCAGATGATTAATTCCTAATTTTTG
TTGACACTCTATCATTGATAGAGTTATTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAA 
                     SD    RBP 
ATGAATAGTTCGACAAAAATCTAGATAACGAGGGCAAAAAATGAACATGAAAAAACTGGCTA 
                          NcoI      LC  
CCCTGGTTTCCGCTGTTGCGCTAAGCGCCACCGTCAGTGCGAATGCCATGGCAGATGTCGTG 
Kaninchen  
ATGACCCAGACTCCATCCCCCGTGTCTGCCGCTGTGGGAGGCACAGTCACCATCAATTGCCA
GGCCAGTGAGGACATTTATAGCAATTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCCA
AACTCCTGATCTACAGGGCATCCACTCTGGCATCTGGGGTCCCATCGCGGTTCAGCGGCAGT
GGATCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCGGCTTGCAGTGTGACGATGCTGCCACTTA
CTACTGTCTAGGCGTTTATTATAGTAGTAGTTGGGACCATGCTTTCGGCGGAGGGACCGAGG
TGGTGGTCAAAGGTGATCCAGTTGCACCTACTGTCCTCATCTTCCCACCAGCTGCTGATCAG
GTGGCAACTGGAACAGTCACCATCGTGTGTGTGGCGAATAAATACTTTCCCGATGTCACCGT
CACCTGGGAGGTGGATGGCACCACCCAAACAACTGGCATCGAGAACAGTAAAACACCGCAGA
ATTCTGCAGATTGTACCTACAACCTCAGCAGCACTCTGACACTGACCAGCACACAGTACAAC
AGCCACAAAGAGTACACCTGCAAGGTGACCCAGGGCACGACCTCAGTCGTCCAGAGCTTCAA 
         Ende LC ◄ *  KpnI           OmpA 
TAGGGGTGACTGTTAAGGTACCTAACGAGGGCAAAAAATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTG 
          AsiSI   HC Kaninchen 
CAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGATCGCCCAGTCCCTGGAGGAGTCGGGGGGA
GACCTGGTCAAGCCTGGGGCATCCCTGACACTCACCTGCACAGCCTCTGGATTCTCCTTCAG
TAGCACGCATTGGATGTGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATCGCGT
GCATTTATAATGGTGATAATAAGACTTATTACGCGAGCTGGGTGAATGGTCGATTCACCATC
TCCAAAACCTCGTCGACCACGGTGACTCTGCAAATGACCAGCCTGACAGCCGCGGACACGGC
CACCTATTTCTGTGCGAGATCTGCTACTGCTGCTGGTTATCGCTTTAACTTGTGGGGCCCAG
GCACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGGCAACCTAAGGCTCCATCAGTCTTCCCACTGGCCCCC
TGCTGCGGGGACACACCGAGCTCCACGGTGACCCTGGGCTGCCTGGTCAAAGGCTACCTCCC
GGAGCCAGTGACCGTGACCTGGAACTCGGGCACCCTCACCAATGGGGTACGCACCTTCCCGT
CCGTCCGGCAGTCCTCAGGCCTCTACTCGCTGAGCAGCGTGGTGAGCGTGACCTCAAGCAGC
CAGCCCGTCACCTGCAACGTGGCCCACCCAGCCACCAACACCAAAGTGGACAAGACCGTTGC 
        Ende  HC ◄  MluI                 His6-tag    SacII     * p3 
GCCCTCGACATGCAGCAAGCCCACGACGCGTCATCACCACCATCACCATCCGCGGTAGACTG
TTGAAAGTTGTTTAGCAAAACCTCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGA….. 
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pASK85-pro-K411B 
tet-Promotor (tetp/o, blau), Signalsequenzen (orange), murine HC/LC (grau), His6 (blau), orif1 
(ocker), Ampicillin-Resistenzgen blat (blau), tet-Repressor (tetR) (orange), proA (hellblau), 
proB (grün), PproBA (blau), ColE1 (braun) 
 
                              tetp/o 
ACCCGACACCATCGAATGGCCAGATGATTAATTCCTAATTTTTGTTGACACTCTATCATTGA
TAGAGTTATTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAATGAATAGTTCGACAAAA 
  XbaI                SD                     OmpA 
ATCTAGATAACGAGGGCAAAAAATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTG 
                          HC K411B 
GTTTCGCTACCGTAGCGCAGGCCGAAGTTAAACTGCAGCAGTCAGGAGGAGGCTTGGTGCAA
CCTGGAGGATCCATGAAACTCTCTTGTGCTGCCTCTGGATTCACTTTCAGTGACGTCTGGAT
GGACTGGGTCCGCCAGTCTCCAGAGAAGGGGCTTGAGTGGGTCGCTGAAATTAGAAACAAAG
CTAATAATCATGCAGCATATTATGCTGAGTCTGTGAAAGGGAGGTTCACCGTTTCAAGAGAT
GATTCCAAAAGTAATGTCTACCTGCACATGAATAGCTTAAGACCTGAAGACACTGGCATTTA
TTATTGTACCAGGCACAGCTATAGGTACGACGGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGCACCACGG
TCACCGTCTCCTCAGCAAAGACCACTCCTCCGTCTGTTTACCCTCTGGCTCCTGGTTCTGCG
GCTCAGACTAACTCTATGGTGACTCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGT
GACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGC
AATCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAG
ACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCTTCTAGCACCAAAGTTGACAAGAAAATCGTACC 
  HC Ende  ◄                   His6-tag             *      *   NcoI SD                PhoA 
GCGCGACTGCCATCACCACCATCACCATTAATAACCATGGAGAAAATAAAGTGAAACAAAGC 
              LC K411B 
ACTATTGCACTGGCACTCTTACCGTTACTGTTTACCCCTGTGACAAAAGCCGACATCGAGCT
CACTCAGTCTCCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGCCACCATCTCCTGCAGAG
CCAGTGAAAGTGTTGATATTTATGGCAATAGTTTTATGCACTGGTACCAGCAGAAACCAGGA
CAGCCACCCAAACTCCTCATCTATCGTGCATCCAACCTAGAAACTGGGATCCCTGCCAGGTT
CAGTGGCAGTGGGTCTAGGACAGACTTCACCCTCACCATTAATCCTGTGGAGGCTGATGATG
TTGCAACCTATTTCTGTCAGCAAAGTAAATCAGCTCCGTACACGTTCGGAGGGGGCACCAAG
CTCGAGCTGAAGCGCGCTGATGCTGCACCGACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCA
GTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCTACCCCAAAGACATCA
ATGTCAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACGACAAAATGGCGTCCTGAACAGTTGGACTGAT
CAGGACAGCAAAGACAGCACCTACAGCATGAGCAGCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAGTA
TGAACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACATCAACTTCACCCATTGTCA 
                               LC K411B Ende  ◄                                                                            Hind 
AGAGCTTCAACAGGAATGAGTGTTAGAGACAAAGGTCCTGATGCTGCTGATAGCAGGTAAGC 
III     Tlpp  
TTGACCTGTGAAGTGAAAAATGGCGCACATTGTGCGACATTTTTTTTGTCTGCCGTTTACCG 
                    Ori f1 
CTACTGCGTCACGGATCTCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGG
TTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTC
CCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTT
AGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTT
CACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTC
TTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTT
TGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAA
AATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCGGGGA
AATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCAT 
               Amp 
GAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAAC
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ATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCA
GAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGA
ACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGA
TGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAG
CAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGA
AAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTG
ATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTT
TTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGC
CATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAAC
TATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTGATAGACTGGATGGAGGCG
GATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAA
ATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGCTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGC
CCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGA 
                    tetR 
CAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAGGAATTAATGATGTCTCGTTT
AGATAAAAGTAAAGTGATTAACAGCGCATTAGAGCTGCTTAATGAGGTCGGAATCGAAGGTT
TAACAACCCGTAAACTCGCCCAGAAGCTAGGTGTAGAGCAGCCTACATTGTATTGGCATGTA
AAAAATAAGCGGGCTTTGCTCGACGCCTTAGCCATTGAGATGTTAGATAGGCACCATACTCA
CTTTTGCCCTTTAGAAGGGGAAAGCTGGCAAGATTTTTTACGTAATAACGCTAAAAGTTTTA
GATGTGCTTTACTAAGTCATCGCGATGGAGCAAAAGTACATTTAGGTACACGGCCTACAGAA
AAACAGTATGAAACTCTCGAAAATCAATTAGCCTTTTTATGCCAACAAGGTTTTTCACTAGA
GAATGCATTATATGCACTCAGCGCAGTGGGGCATTTTACTTTAGGTTGCGTATTGGAAGATC
AAGAGCATCAAGTCGCTAAAGAAGAAAGGGAAACACCTACTACTGATAGTATGCCGCCATTA
TTACGACAAGCTATCGAATTATTTGATCACCAAGGTGCAGAGCCAGCCTTCTTATTCGGCCT 
TGAATTGATCATATGCGGATTAGAAAAACAACTTAAATGTGAAAGTGGGTCTTAAAAGCAGC 
               SpeI 
ATAACCTTTTTCCGTGATGGTAACTTCACTAGTCATGTTCACGAACGTGAATCACGGTGGAC
AAGGTTAAAACTAACCGGGCGATGCGTCAATGGCCTTGTGAATCAAATGGCTACTTTTGCAT  
                                 proA Ende 
CACCCGGTTTTATTTACGCACGAATGGTGTAATCACCAATGCCGATCCACTTGTAAGTGGTC
AGTGCTTCCAGCCCCATTGGGCCACGCGCGTGGAGTTTTTGTGTGCTTACCGCCACTTCCGC
ACCCAGACCAAACTGGCCGCCGTCGGTAAAACGCGTAGAGGCGTTACTGCGCCAGTGCAGCT
GCATCTGCGTGTAATGTCACGCCGCTTTCCGCCATTTGTTTGCTTAATGCGGGCAGGAAGCT
ATCGGCGATGTTTTTATTCACCAGCAACGTTTCAACCGTATTACATGTGCTCGGACGCTGAG
TTTTCGCGTTGACGATCACTTTTAATGCTTCAGCGATCTCTACACTTTCATCAACGTAAATA
TGGCATACGCCTATACCACCTGTGATCACCGGGATTGTCGACTGTTCACGGCACAGTTTATG
CAAACCAGCGCCACCACGCGGGATCAGCATGTCGATGTATTTATCCATACGCAGCATTTCAC
TGACCAGCGCACGGTCAGGATTATCAATCGCCTGCACGGCACCCGCCGGTAAGCCGCAGGAT
TTCAGGGCGTCCTGAATCACCGCCACCGTTGCAGCGTTAGTGCGACACGTTTCTTTGCCACC
GCGCAGGATCACCGCATTACCGGTTTTCAGGCACAGCGAAGCGACATCAACCGTCACGTTCG
GGCGCGCTTCATAAATCACGCCAATAACCCCCAGCGGTACGCGACGACGCTCAAGACGCAGG
CCGCTGTCCAGTACGCCGCCATCGATTACCTGCCCCACCGGATCGGCGAGGTTGCACACCTG
ACGTACATCGTCGGCAATGCCTTTCAGCCGTGCGGGCGTCAGTGCCAGACGGTCAAGCATCG
CTTCGCTAAGGCCATTGGCTCGCGCGTCAGCAACATCCTGGGCGTTAGCGTTGAGGATGATT
TCGCTTTGTGCTTCCAGTTCATCGGCGATTTTTTCCAGCACGCGATTTTTTTCGCGGCTGGA 
                                    proA Start ◄     proB 
GAGTTGCGCTAATTTATACGAGGCTTGCTTCGCGGCAATGCCCATTTGTTCCAGCATCAGCC 
Ende 
TGCTCCTTAACGGGTAATCATGTCATCACGGTGAACGGCAACCGGGCCGTATTCATATCCCA
GTATTGCATCAATTTCTTGCGAGTGGTGTCCGGCAATACGGCGTAATGCATCGCTGTTGTAA
CGACTGACGCCGTGGGCGATATCGCGGCCTTCGAGGTTGCAAATGCGGATGACTTCACCACG
CGAGAAATTGCCAGTCACGCTTTTAATGCCTTTCGGCAACAGGGAGCTGCCGCGTTCCAGAA
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TGGCGGCAGTTGCCCCTTCATCTACCGTGATTTCACCCGCCGGCGGCGCACCGAAAATCCAG
CGTTTACGGTTTTCAAGCGGAGTCGCCTGGGCATGGAACAGCGTACCGACGGAAATGCCTTC           
        SacII 
CATCACATCACCAATAACGCCCGGCTTGCTGCCCGCGGCAATAATGGTGTCGATACCCGCAC
GGCAAGCCACGTCAGCGGCCTGCAATTTGGTACTCATGCCGCCAGTTCCGAGGCCTGAAACG
CTGTCACCGGCAATCGCGCGCAGTGCGTCATCAATGCCGTAAACATCTTTAATCAGTTCTGC
CTGCGGATTGCTGCGCGGGTCAGCGGTATACAAACCTTTTTGATCGGTCAGCAGCAACAGTT
TATCGGCACCCGCAAGAATCGCCGCCAGCGCAGAAAGGTTATCGTTATCGCCGACCTTAATC
TCTGCCGTAGCGACAGCATCGTTCTCATTGATTACCGGAACGATATTGTTATCGAGCAACGC
TCGCAGGGTGTCGCGGGCGTTCAGGAAGCGTTCACGGTCTTCCATATCAGCACGGGTCAGCA
GCATTTGCCCGACGTGAATGCCATAAATCGAAAACAGCTGTTCCCACAGTTGAATCAGTCGA
CTCTGCCCTACCGCCGCCAGCAGTTGTTTCGAGGCGATGGTCGCTGGCAGTTCCGGGTAACC
CAGGTGCTCACGTCCGGCGGCGATCGCGCCCGACGTCACAATAACAATCCGATGCCCGGCGG
CATGTAACTGCGCGCACTGGCGAACAAGTTCAACGATATGGGCACGGTTCAGACGGCGCGAT 
                   proB Start ◄ 
CCGCCTGTTAGCACACTGGTGCCGAGTTTTACCACCAGCGCCTGGCTGTCACTCATGATTCT 
                proBAp/o 

CTGCCATTCAATTTTAGGAAAAATGATATCAAACGAACGTTTTAGCAGGACTGTCGTCGGTT 
 ◄  SpeI 
GCACTAGTTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTT 
                                    ColE1 
AACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGA

GATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGT

GGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAG

CGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCT

GTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA

TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGG

GCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGA

TACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTA

TCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCT

GGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGC

TCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC

CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATG 
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