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Zusammenfassung [

Zusammenfassung

Sulfonamide sind eine Gruppe antibiotisch wirksamer Verbindungen, deren
Wirkung auf einer kompetitiven Inhibition der Dihydropterinsaure-Synthetase,
des ersten entscheidenden Enzyms innerhalb des bakteriellen Folsaure-
Metabolismus beruht. Aus immunologischer Sicht stellen sie Haptene dar.
Sulfonamide werden sowohl in der Humanmedizin zur Behandlung bakterieller
Infektionen verwendet als auch in der Veterinarmedizin zu therapeutischen und
prophylaktischen Zwecken sowie als Wachstumsférderer eingesetzt. Als
Konsequenz sind Sulfonamid-Rickstande in Lebensmitteln tierischer Herkunft
nachweisbar und stellen ein Gesundheitsrisiko fur den Verbraucher dar. Der
Nachweis von Sulfonamid-Rickstanden in Lebensmitteln erfolgt bislang mit
konventionellen analytischen Detektionsmethoden. Ein Sulfonamid-spezifischer
Antikdrper ware fir die Entwicklung eines einfachen, spezifischen und fir die
parallelisierte Anwendung geeigneten Assays winschenswert. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte erfolgreich ein Sulfamethoxypyridazin-spezifischer
,single chain“ Antikérper (scFv) Uber die Methode des ,Phage Displays*
generiert werden. Dieser Antikorper weist eine hohe Affinitat zu
Sulfamethoxypyridazin (SMP) auf (Kp 7,74 x 10® M) und seine Bindung erfolgt
kompetitiv. Fur die Selektion dieses Antikbrpers wurde eine humane
semisynthetische “single framework® Bibliothek (ETH-2) eingesetzt. Die
Immobilisierung der Sulfonamide erfolgte Uber im Rahmen der vorliegenden
Arbeit entwickelte und erprobte flexible Linker-Molekile. Damit konnte eine
alternative Route zur sonst Ublichen Derivatisierung der Haptene mit
Tragerproteinen etabliert werden. Idealerweise wird dieser Antikdrper in einem
hocheffizienten Expressionssystem produziert. Dazu ist ein pflanzliches System
besonders geeignet. Zu diesem Zweck wurde im Rahmen dieser Arbeit ein auf
transgenen Pflanzen (Nicotiana tabacum) basierendes Modellsystem fur die
heterologe Expression rekombinanter ,single chain® Antikérper entwickelt. Die
Transformation eines Modell-scFv-Konstruktes in N. tabacum konnte erfolgreich
durchgefuhrt werden und das rekombinante Protein wurde aus Ti-Pflanzen

isoliert und immunbiochemisch nachgewiesen.

Schlagworter: scFv, ,Phage Display”, Sulfonamide



ii Abstract

Abstract

Sulfonamides are compounds with antibiotic effect. Their activity depends on
the competitive inhibition of the dihydropteroate synthase, the first crucial
enzyme in bacterial folate metabolism. Immunologically they can be described
as haptens due to their simple structure and low molecular weight.
Sulfonamides are widely used for the treatment of bacterial infections in human
health care as well as in veterinary medicine for therapeutic and prophylactic
purposes and as growth promoters. As a consequence sulfonamide residues
are detectable as contaminants in food derived from animal tissues. This
implies a risk for the consumer’s health. For the development of a simple and
specific detection assay, which is also suitable for parallel applications, a
sulfonamide-specific antibody would be desirable.

During the work as detailed below a sulfamethoxypyridazine-specific single-
chain antibody could be successfully generated by phage display technology.
This antibody, which was selected from a human semisynthetic single
framework scFv library (ETH-2) shows a high affinity to sulfamethoxypyridazine
(Ko 7,74 x 10® M) and the binding occurs competitively. The immobilization of
sulfonamides was carried out by flexible linker molecules developed and tested
during this work. With that an alternative route to the common derivatization of
haptens with carrier proteins could be established.

Ideally such an antibody should be produced in a highly-efficient expression
system. For that an expression system based on transgenic plants is
particularly suitable. To achieve this a N. tabacum based model system for the
heterologous expression of recombinant single-chain antibodies was developed
during this work. The transformation of N. tabacum with a model scFv construct
could be successfully performed and the recombinant protein was isolated from

T1-plants and immunbiochemically proved.

Keywords: scFv, phage display, sulfonamides
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1 Einleitung

1. Einleitung
1.1Sulfonamide

Unter Sulfonamiden versteht man eine Gruppe antibiotisch wirksamer
Verbindungen, deren Wirkung auf einer kompetitiven Inhibition der
Dihydropterinsaure-Synthetase, des ersten entscheidenden Enzyms innerhalb
des bakteriellen Folsdure-Metabolismus beruht. Diese Wirkung wird durch die
strukturelle Analogie zur p-Aminobenzoesaure, des origindren Substrats der
Dihydropterinsaure-Synthetase bedingt (Madigan et al. 2001). Da Folsaure als
Vorlaufer in die Purinsynthese eingeht, wird letztlich die Nucleinsauresynthese
der Bakterien inhibiert (Madigan et al. 2001). Alle Sulfonamid-Antibiotika sind
N'-substituierte Derivate des p-Aminobenzensulfonamids (Sulfanilamid,
Abb.1.1) und somit strukturell verwandt (Korpimaki et al. 2002).

p-Aminobenzol

O
4 |

HoN S—NR

O
Sulfamyl-Gruppe

Abb. 1.1 Allgemeine Sulfonamid-Struktur

Sulfonamide werden in der Humanmedizin zur Behandlung bakterieller
Infektionen verwendet, darunter haufig Atemwegs- und Urogenitalinfektionen.
Daruber hinaus werden sie in der Veterinarmedizin zu therapeutischen und
prophylaktischen Zwecken sowie als Wachstumsforderer eingesetzt (Cliquet et
al. 2003, Korpimaki et al. 2003, Long et al. 1990). Als Konsequenz sind
Sulfonamid-Rickstande in Lebensmitteln tierischer Herkunft nachweisbar
(Franco et al. 1990) und stellen ein Gesundheitsrisiko fur den Verbraucher
insbesondere hinsichtlich einer mdglichen Resistenzentwicklung pathogener
Mikroorganismen dar (Sheth and Sporns 1991). Untersuchungen zeigten, dass
bei 5% der mit Sulfonamiden behandelten Patienten unerwinschte Effekte

auftraten (Barnes et al. 1990). Um die Risiken fur den Verbraucher gering zu
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halten, sind sog. ,maximum residue limits“ (MRL) gesetzlich festgelegt worden.
Innerhalb der EU liegt das MRL fur den Gesamt-Sulfonamidgehalt in essbaren
Geweben und Milch bei 100 pg/kg (EU 1999), in Japan hingegen bei nur
20 ug/kg (Cliquet et al. 2003). Es existieren eine Reihe konventioneller
Detektionsmethoden fir eine Anzahl verschiedener Sulfonamide darunter
Bioassays, Kapillarelektrophorese, = Dunnschichtchromatographie  (TLC),
Gaschromatographie und ,high performance” Flussigkeitschromatographie
(HPLC, LC-MS/MS) (Cliquet et al. 2003, Korpimaki et al. 2004, Spinks et al.
2002). Diese Verfahren weisen zwar uberwiegend eine hohe Sensitivitat und
Spezifitat auf, sind jedoch sehr aufwandig und kostenintensiv, so dass sie fur
die parallelisierte Analyse einer grof3en Anzahl von Proben nicht geeignet sind
(Cliquet et al. 2003). Aufgrund der hohen Sensitivitat von Antigen-Antikorper-
Reaktionen und des vergleichsweise geringen Aufwandes, den immunologische
Nachweisverfahren erfordern, stellen Sulfonamid-spezifische Antikdrper ein
ideales Mittel zur Ruckstandskontrolle in Lebensmitteln dar. Seit Anfang der
1990er Jahre wurden daher Immunoassays, basierend auf polyklonalen und
monoklonalen Volllangen-Antikorpern entwickelt, die jeweils hoch spezifisch fur
einzelne Sulfonamide sind (Cliquet et al. 2003, Martlbauer et al. 1992, Verheijen
et al. 1998).

Aus immunologischer Sicht stellen Sulfonamide aufgrund ihrer strukturellen
Einfachheit und geringen GroRe Haptene dar (Spinks et al. 1999). Darunter
versteht man niedermolekulare Verbindungen mit einer molekularen Masse von
weniger als 1000-10000 Da, die zwar antigen, jedoch an sich nicht immunogen
sind (Spinks et al. 1999). Fur die Generierung Hapten-spezifischer Antikorper
ist eine Derivatisierung oder Immobiliserung der Verbindungen unabdingbar.
Die Art und Weise, wie diese Modifikation erfolgt, ist entscheidend fir die
Eigenschaften des resultierenden Antikorpers (Spinks et al. 1999). Allen
Sulfonamiden gemeinsam ist der p-Aminobenzol-Ring-Rest und die damit
verbundene Sulfofunktion (Abb. 1.1), die entscheidend flr ihre biologische
Wirkung sind (Haasnoot et al. 2000, Muldoon et al. 1999). N*-substituierte
Sulfonamide sind inaktiv, wihrend N'-substituierte Sulfonamide antimikrobielle
Aktivitat unterschiedlichen Ausmalles aufweisen (Haasnoot et al. 2000). Die
uberwiegend durchgeflihrte Derivatisierung der Sulfonamide Uber die

aromatische Aminogruppe in der N* Postition filhrt zur Generierung von
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Antikérpern, welche sehr spezifisch fur ein einzelnes Sulfonamid sind. Eine
andere meist aufwandigere Vorgehensweise, die erstmals von Sheth und
Sporns (1991) beschrieben wurde, erhalt den p-Aminobenzol-Ring-Rest, indem
die Derivatisierung lber das N'-Sulfonamid-Ringsystem (s. Abb. 1.2, SMP)
durchgefiuihrt wird. Dadurch lassen sich Antikdrper generieren, die eine héhere
Kreuzreaktivitat mit anderen Sulfonamiden aufweisen, was je nach Anwendung
wunschenswert sein kann (Cliquet et al. 2003, Haasnoot et al. 2000, Muldoon et
al. 1999). Ein vollstandig optimierter Gruppen-spezifischer Antikdrper fur die
sensitive Detektion von Sulfonamiden konnte bislang nicht hergestellt werden.
Fir eine spezifische und selektive Detektion bedarf es nach wie vor eines flr
die jeweilige Verbindung hochspezifischen Antikorpers. Ein solcher Antikorper
im rekombinanten scFv Format ist fur die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
zur in vitro Selektion verwendeten Sulfonamide ebenfalls noch nicht
beschrieben. Dabei handelte es sich zum einen um das kleinste Sulfonamid
Sulfanilamid (Mw 172,2 Da) zum anderen um das Sulfamethoxypyridazin (M
280,3 Da), welches N'-substituiert einen Methoxy-substituierten Pyridazinring
tragt (Abb. 1.2). Beide Sulfonamide wurden aufgrund des Vorhandenseins
potentieller Derivatisierungsstellen ausgewahlt. Die Immobilisierung der
Molekiile erfolgte sowohl {iber die aromatische Aminogruppe in der N* Postition,
als auch iiber die N' Gruppe selbst (SA) bzw. die N'-substituierte pyridazinring-
standige Methoxygruppe (SMP).

ﬁ Sulfanilamid (SA)
4 1 My 172,2 D
HoN ﬁ—NHQ wirz2ba

O

Sulfamethoxypyridazin (SMP)

Mw 280,3 Da
S <|3| S
4 1
HoN S—NH OCHj
\ / ] N\ 7
O N—N

Abb. 1.2. Liganden. Sulfanilamid (SA) und Sulfamethoxypyridazin (SMP)
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1.2. Antikorper

Antikorper oder Immunglobuline (lg) sind ursprunglich Bestandteile des
humoralen Immunsystems hdherer Wirbeltiere und werden als Reaktion auf in
den Korper eingedrungene Fremdstoffe gebildet. Diese Fremdstoffe kénnen
z.B. Pathogene wie Bakterien, Viren und Pilze oder Teile von diesen sein
(Janeway und Travers 1997). Antikorpermolekile haben eine gemeinsame
einheitliche Struktur aus vier Polypeptidketten, zwei identische leichte (L-)
Ketten (~ 25 kDa) und zwei identische schwere (H-) Ketten (~50 kDa) (Abb. 1.3)

Antigen- CDR’s

bindung \F\V (hypervariable Domiinen) _leichte

variable
Region

hinge-
Region

Komplement-

konstante aktivierung
Regionen
Makrophagen- Fe
bindung

Quelle: Breitling und Dubel 1997
Abb. 1.3 Struktur eines Immunglobulin G

Jede leichte Kette ist Uber eine Disulfidbricke sowie nicht-kovalente
Interaktionen wie Salzbriicken, Wasserstoffbriicken und hydrophobe Bindungen
mit einer schweren Kette zu einem Heterodimer verbunden (Goldsby et al.
2003). Jede der vier Ketten lasst sich in einen konstanten (C-) Teil und einen
variablen (V-) Teil unterteilen. Der konstante Teil einer jeden schweren Kette ist
in die drei Regionen Cy1, Cy2 und Cy3 unterteilt. Die C42 und Cy3 Regionen
sind Uber eine Disulfidbricke und nicht-kovalente Interaktionen zum sog. Fc-
Teil verbunden, der wesentlich zur Stabilitat des Heterodimers beitragt und Gber
den die Aktivierung des Immunsystems erfolgt. Es gibt funf verschiedene
Klassen von Antikdrpern IgA, IgD, IgE, I1gG und IgM, die sich durch die Klasse
der H-Ketten unterscheiden (a, 9, €, y, und p). IgG Molekile besitzen y-Ketten.
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Die variablen Regionen der leichten (V) und schweren (Vy) Kette treten in
Kontakt mit dem Antigen. Jede der variablen Ketten besteht aus drei
hypervariablen Regionen. Dieses sind kurze Peptidabschnitte von etwa 5 bis 15
Aminosauren, die eine extrem hohe Sequenzvariabilitdt aufweisen (Breitling
und Dubel 1997). Sie bilden die eigentliche Kontaktstelle zum Antigen, indem
sie eine Struktur ausbilden, die komplementar zu diesem ist. Daher werden sie
Komplementaritats-determinierende Regionen oder CDR (,complementary
determining regions®) genannt. Der restliche Teil der variablen Regionen weist
eine deutlich geringere Variabilitat in der Aminosauresequenz auf. Die sehr
rigiden [-Faltblattstrukturen, die in diesen GerUstregionen (,framework®)
ausgebildet werden, tragen wesentlich zur Stabilisierung der raumlichen
Struktur der CDRs bei. Das Antikdrperrepertoire eines Saugetiers umfasst
mindestens 10" Antikdrper unterschiedlicher Spezifitat. Die Diversitat entsteht
wahrend der Differenzierung der B-Lymphozyten durch somatische
Rekombination separater Gensegmente und somatische Hypermutation. Die
Keimbahn-DNA eines einzelnen Menschen enthalt fir die schwere Kette 51 Vj,
25 D, 6 Jy und fir die leichte Kette 40 Vy, 5 Ji, 31 V) und 4 J, Gensegmente
(Goldsby et al. 2003).

1.3 Poly- und monoklonale Antiképer, rekombinante Antikdrper

Die klassische Methode zur Herstellung von Antikorpern definierter Spezifitat
beruht auf der wiederholten Immunisierung von Versuchstieren mit einem
Antigen (Breitling und Dubel 1997). Das resultierende Antiserum enthalt den
gesuchten  Antikdrper als polyklonales Gemisch aus Antikorpern
unterschiedlicher Spezifitaten. Polyklonale Seren haben daher den Nachteil der
Neigung zur Kreuzreaktivitat (Bradbury et al. 2003). Spatestens mit der
Entwicklung der Hybridoma-Technologie (Kdhler und Milstein 1975) gelangten
Antikbrper zu einer breiten Anwendung in der medizinischen und
wissenschaftlichen Diagnostik und der Biotechnolgie. Durch Fusion eines B-
Lymphozyten definierter Spezifitat mit einer Myelomzelle gelang die in vitro
Herstellung monoklonaler Antikdrper. Wesentlicher Nachteil dieser Methode ist
der hohe zeitliche und finanzielle Aufwand, der fir die Erstellung und den Erhalt

der Hybridomzelllinien notwendig ist (Bruce et al. 2002). Durch den Einsatz
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molekularbiologischer Techniken ist seit Beginn der 1990er Jahre die
Herstellung rekombinanter Antikorper sowie Antikdrperfragmente mdoglich
(Winter und Milstein 1991), die vollstandig in vitro generiert werden konnen
(Breiting und Dubel 1997). Dabei werden Antikdrpergene direkt aus
Lymphozyten kloniert und Dbeispielsweise in Bakterien exprimiert.
Antikorperfragmente (Abb. 1.4) wie zum Beispiel Fab-Fragmente (ca. 50 kDa)
oder bivalente F(ab),-Fragmente (ca. 100 kDa) konnten zuvor nur mittels
Proteaseverdau hergestellt werden (Janeway und Travers 1997). Die
Herstellung kleinerer antigenbindender Fragmente wie des Fv-Fragments (ca.
25 kDa, Abb 1.4) durch Proteaseverdau war hingegen schwierig bis unmdglich
(Plickthun 1990).

Fab Fv Vy scFv

Quelle: Yau et al. 2003
Abb. 1.4 Antikérperfragmente

Antikérperfragmente haben gegenitber Volllangen-Antikérpern (IgG: ca
150 kDa) entscheidende Vorteile unter anderem hinsichtlich ihrer
Exprimierbarkeit in heterologen Systemen oder ihrer Penetrationsfahigkeit von
Geweben. Die kleinste antigenbindende Einheit, das Fv-Fragment, welches nur
noch aus den variablen Domanen einer leichten (V) und einer schweren Kette
(Vh) besteht (Abb 1.4), ist nicht Uber Disulfidbricken verbunden und somit im
Vergleich zu Fab-Fragmenten relativ instabil (Breitling und Dubel 1997). Durch
die Entwicklung der ,single chain Fragment variables“ (scFv) konnte eine
Stabilisierung der beiden variablen Domanen erreicht werden (Bird et al. 1988,
Huston et al. 1988). Dabei wurde der Carboxy-Terminus der V. Region Uber

einen flexiblen Linker aus 14-24 Aminosauren mit dem Amino-Terminus der Vy
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Region verbunden. Somit lassen sich beliebige Vy und V_ Regionen
miteinander kombinieren (Marks et al. 1991, Winter und Milstein 1991). Ein
Nachteil von scFv-Fragmenten liegt in ihrer Neigung, konzentrationsabhangig
zu Dimeren oder Oligomeren zu aggregieren (Woérn und Plickthun 2001).
Jedoch ist dieses Verhalten auch von der Art der verwendeten Keimbahngene
abhangig (Ewert et al. 2003).

1.4 Antikorpergenbibliotheken

Die Etablierung der rekombinanten Antikorpertechnologie ging einher mit der
PCR-basierten Entwicklung von Antikorpergenbibliotheken, deren Funktion die
Bereitstellung eines maoglichst komplexen Antikorperrepertoires fur die in vitro
Selektion war. Grundsatzlich lassen sich sogenannte universelle oder ,single
pot* Bibliotheken von post-Immunisierungs-Bibliotheken unterscheiden (Hust
und Duabel 2004). Die Amplifikation der variablen (V) Gene von IgG-
sezernierenden Plasmazellen immunisierter Spender resultiert in post-
Immunisierungs-Bibliotheken (Clackson et al. 1991), wahrend universellen
Bibliotheken Antikdrpergen-Material nicht-immunisierter, gesunder Spender
zugrunde liegt (Hust und Dubel 2004). ,Single pot® Bibliotheken lassen sich je
nach Herkunft der verwendeten Antikorpergene in naive, semi-synthetische und
synthetische Bibliotheken unterteilen (Hoogenboom 1997, Hust und Ddubel
2004). Naiven Bibliotheken liegt das rearrangierte V-Gen Repertoire der IgM
MRNA nicht-immunisierter Spender zugrunde, das aus peripheren Blut-
Lymphozyten isoliert wird (de Haard et al. 1999, Marks et al. 1991). Ein
wesentlicher Vorteil dieser Form der Bibliothek liegt in ihrer universellen
Anwendbarkeit fur die Selektion von Antikorpern gegen alle denkbaren
Antigene, darunter solcher gegen nicht-immunogene oder toxische Substanzen
sowie korpereigene (Selbst-) Antigene (Hoogenboom 1997). Entscheidende
Nachteile sind der hohe Aufwand, den die Herstellung einer naiven
Genbibliothek von ausreichender Grofde erfordert, sowie vor allem die durch die
fehlende Kontrollierbarkeit der in der Bibliothek enthaltenen V-Gene
maoglicherweise beeinflusste Diversitat und Qualitat der Bank (Hoogenboom
1997). Semisynthetische bzw. synthetische Antikdrpergenbibliotheken bestehen

aus nicht-rearrangierten V-Genen aus pra-B-Zellen (Keimbahnzellen)
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(Hoogenboom und Winter 1992) oder aus einem einzelnen Antikdrper-
Jframework“ mit genetisch randomisierten CDR Sequenzen (Pini et al. 1998).
Haufig werden zusatzlich vollstandig synthetische Bibliotheken unterschieden
(Hust und Dubel 2004). Diese haben eine humane ,framework” Region, in die
vollstandig randomisierte CDRs eingesetzt wurden (Knappik et al. 2000). Die
CDR3 Region insbesondere der schweren Kette (CDRH3) weist eine
ausgesprochen hohe Diversitat in der Lange und der Aminosauresequenz auf
und ist zusammen mit der CDR3 Region der leichten Kette (CDRL3)
maldgeblich an der initialen Bindung an das Antigen beteiligt (Padlan 1994). Aus
diesem Grund wurden viele semisynthetische Bibliotheken erstellt, in denen
hauptsachlich die CDR3 Regionen teilweise oder vollstandig randomisiert
wurden (Braunagel und Little 1997). Dies war auch bei einer im Rahmen der
vorliegenden Arbeit verwendeten Banken, der ,single framework® Bibliothek
ETH-2 (Pini et al. 1998, Viti et al. 2000) der Fall. Der Vorteil einer ,single
framework® Bibliothek liegt in der moglichen Verwendung von Keimbahngenen,
die in Bezug auf Stabilitat und Expressionsverhalten optimal sind. Ein Nachteil
dieser Banken ist die auf die CDR3 Regionen begrenzte Diversitat des
Antikorperrepertoires. Es existiert ein klarer Zusammenhang zwischen der
GrolRe des Antikorperrepertoires und den Affinitaten der Antikorper, die daraus
isoliert werden (Hust und Dubel 2004, Little et al. 1999). Aus fruhen
Bibliotheken, die etwa 10" unabhangige Klone aufwiesen (Marks et al. 1991),
konnten Antikdrper gegen Proteine generiert werden, deren Affinitaten im
mikromolaren Bereich lagen. GréRere Bibliotheken im Bereich von 10°-10™
unabhangigen Klonen flhrten zu spezifischen Antikorpern, deren Affinitaten
hoher als 10® M lagen (Griffith et al. 1994, Sheets et al. 1998). Bis heute
kénnen Antikdrpergenbibliotheken mit einer Diversitat von bis zu 10"
unabhangigen Klonen hergestellt werden (Sblattero und Bradbury 2000).
Jedoch ist die Grofde der Bibliothek nicht das einzige entscheidende Kriterium,
sondern vor allem die Komplexitat bezuglich der intrinsischen Diversitat und
Funktionalitat der Klone (Little et al. 1999). Unter den ,Display“-Technologien
zur Selektion rekombinanter Antikorper hat sich das ,Phage Display“ unter
Verwendung von Phagen-Antikdrpergenbibliotheken als gebrauchlichste
Methode herausgestellt (Bradbury et al. 2003).
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1.5. ,Phage Display* und , Panning*

Das ,Phage Display“ gehort wie auch das ,Yeast two-hybrid system® zu den
gebrauchlichsten und am weitesten differenzierten Methoden flir die schnelle
Identifizierung, Charakterisierung und potentielle Verbesserung unter anderem
von Protein-Protein-Interaktionen (Amstutz et al. 2001). Zusammen mit weiteren
Methoden gehort es in die Gruppe der ,Display“-Technologien, die ganz
allgemein die Selektion spezifischer Binder aus grof3en Bibliotheken bindender
Liganden Uber den Verlauf von mehreren Selektionszyklen ermdglichen
(Bradbury et al. 2003). Andere ,Display“ Technologien sind zum Beispiel das
,Bacterial Surface Display® (Daugherty et al. 1998), das ,Ribosome Display“
(Hanes und Pluckthun 1997) oder das ,Yeast Surface Display“ (Boder und
Wittrup 1997). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das ,Phage Display”
zur Selektion antigenspezifischer ,single chain“ Antikérper aus einer
Antikorpergenbibliothek verwendet. Grundlage dafur bilden die Arbeiten von
Smith  (1985), durch die es moglich wurde, Fremdproteine wie
Antikérperfragmente (McCafferty et al. 1990) auf der Oberflache von
filamentdésen Bakteriophagen (M13, fd, f1) zu prasentieren. Die im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Phagen-Antikorpergenbibliotheken basieren auf
M13-Phagen Derivaten. Diese verlangsamen das Wachstum von E. coli Zellen,
fuhren aber nicht zu deren Lyse. lhr Genom wird durch eine ca. 6500 bp grol3e
zirkulare DNA reprasentiert und sie zeichnen sich durch eine relativ einfach
gebaute Proteinhulle aus (Abb. 1.5.). Diese besteht aus ca. 2700 Molekulen des
pVIll Proteins (,major coat protein®) und je funf Molekule der pVIl, plIX, pVI und
plll Proteine (Breitling und Dubel 1997). Das plll (,minor coat protein®) befindet
sich an der Spitze des Bakteriophagen und ist flr die Bindung an die F-Pili von
F' E. coli Zellen verantwortlich, Uber die die Infektion der Zellen stattfindet.
Insbesondere an dem plll Protein kdnnen fremde Proteinsequenzen integriert
werden, ohne dessen Funktion stark zu beeintrachtigen (Smith 1985). In den
hier verwendeten Antikorpergenbibliotheken liegen die scFv-Gene im
Leseraster mit dem 5 Ende des genlll (N-Terminus von plll) vor. Im Zuge der
Bildung l6slicher Phagen wird das scFv Protein als plll-Fusionsprotein auf der
Oberflache des (scFv-) Phagen exprimiert, wahrend das genetische Material

des Klons innerhalb des Phagen vorliegt. Diese Kopplung zwischen Genotyp
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und Phanotyp stellt eines der wesentlichsten Prinzipien des ,Phage Displays®
dar und erlaubt unter Verwendung von immobilisiertem oder markiertem
Antigen die Anreicherung antigenspezifischer Phagen (Hoogenboom 1997). Der
Prozess der Selektion auf antigenspezifische scFv-Phagen wird als ,Panning“
bezeichnet (Breitling und Dubel 1997) und setzt sich aus mehreren aufeinander
folgenden Schritten (Willats 2002) zusammen, die in Abb. 1.5 schematisch
dargestellt sind.

1
|

scFv d
Nachster

m, <+——plll Zyklus
[ ol{ oli ol
w: o | 63|
\'f"""l Phagen Bank
=80 rm & =cFv
T Gene Amplifikation
....,-. i »r
Q:fw-«—’ y pVIII J
\'W, pV”/ EIU“On
B «—ix Waschen '

Abb. 1.5. ScFv-Phage und schematische Darstellung des Pannings

Zunachst erfolgt die Immobilisierung des Antigens. Dieses kann beispielsweise
an Immunordhrchen (Marks et al. 1991), an ,magnetic beads” (Bracci et al.
2001, Gaskin et al. 2001) oder in Vertiefungen von Mikrotiterplatten (Brabas IlI
et al. 1991) erfolgen. Die Literaturlage legt nahe, dass ,magnetic beads® vor
allem hinsichtlich der Effizienz des Pannings Vorteile gegenuber
Mikrotiterplatten haben (McConnell et al. 1999). Generell steht bei der
Verwendung von ,magnetic beads“ eine groRere Oberflache zur
Immobilisierung der Antigene zur Verfligung (McConnell et al. 1999), und die
Antigene liegen trotz Immobilisierung ,in Losung® vor (,batch® Verfahren), was
insbesondere fur die Prasentation kleiner Molekile von Bedeutung ist.
Weiterhin erhoht sich bei der Verwendung von Mikrotiterplatten, insbesondere
wenn diese mit Tragerproteinen wie zum Beispiel Streptavidin beschichtet sind,
die Moglichkeit der unspezifischen Bindung an diese Matrix betrachtlich. Um

diesem Effekt entgegen zu wirken, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
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bei Bedarf Praselektionen an der unspezifischen Bindungsmatrix durchgefiihrt
(Lauer et al. 2005, O’Brien und Aitken 2001). Die eigentlichen Selektionen
erfolgten dann mit dem praselektierten Phagenrepertoire.

Im Anschluss an die Immobilisierung wird das scFv-Phagenrepertoire
zugegeben und den Phagen durch Inkubation eine Bindung an das
immobilisierte Antigen ermdoglicht. Um unspezifisch oder mit niedriger Affinitat
gebundene scFv-Phagen zu entfernen, folgen mehrere Waschschritte, deren
Stringenz  fur unterschiedliche Selektionsverfahren zu optimieren ist.
AnschlieBend werden die gebundenen scFvs eluiert. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit erfolgte dieses Uber einen pH-,shift“ in den sauren Bereich.
Des Weiteren kann auch im alkalischen Bereich, durch hochkonzentrierte
Salzlésungen oder durch Kompetition mit dem freien Antigen eluiert werden. Mit
den eluierten scFv-Phagen werden E. coli Zellen re-infiziert und das Phagemid
in diesen amplifiziert. Die Herstellung l6slicher scFv-Phagen erfolgt unter
Infektion mit einem Helferphagen. Die so produzierten Phagenantikorper stellen
ein Gemisch von Klonen unterschiedlicher Spezifitat dar, in dem solche, die das
zur Selektion eingesetzte Antigen erkennen, bereits angereichert vorliegen
sollten. Diese Phagen werden flr 2-5 weitere Selektionsrunden eingesetzt, tUber
die der Anteil antigenspezifischer scFvs sukzessive zunehmen sollte (Breitling
und Dubel 1997). Allerdings wirken im Verlauf des ,Pannings® zwei prinzipiell
gegenlaufige Faktoren, die das Erreichen idealer Selektionsbedingungen
unmdglich machen, wodurch allenfalls ein Optimum erreicht werden kann:
Aufgrund einer Wachstumskonkurrenz zwischen den in der Population
vorliegenden scFv-Klonen wird mit zunehmender Anzahl an Selektionsrunden
nicht nur auf antigenspezifische scFv-Phagen selektiert, sondern auch auf
solche, die héhere Wachstumsraten in E. coli aufweisen. Dieses sind haufig
Klone, die unvollstandige oder vollstandig deletierte scFv Gene tragen (de Bruin
et al. 1999, Tur et al. 2001). Zum Erhalt optimaler Selektionsbedingungen ist
insbesondere die Kontrolle mdglicher unspezifischer Bindungen entscheidend.
Je spezifischer die Selektion verlauft, desto weniger Selektionsrunden werden
zur Anreicherung antigenspezifischer scFv-Phagen benotigt und desto geringer

sind somit die Probleme, die aus der Wachstumskonkurrenz resultieren.
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1.6. Hapten-spezifische Antikdrper

Antikdrper gegen niedermolekulare Liganden sind fur eine Vielzahl von
Anwendungen von grof3em Interesse, darunter therapeutisches Monitoring bei
Medikationen, Monitoring von Drogen- oder Medikamenten Missbrauch und
Tests auf Vitamine, Hormone, Metabolite, Nahrungsmitteltoxine wie
Mycotoxine, andere Nahrungsmittelkontaminanten und Umwelt-Schadstoffe
(Moghaddam et al. 2001). Kritischer Punkt bei der Herstellung Hapten-
spezifischer Antikorper ist ihre ausgesprochen geringe Antigenizitat. Der
klassische Weg zur Herstellung Hapten-spezifischer Antikérper nutzte die
Hybridoma-Technologie, wobei die Haptene fur die Immunisierung der Tiere an
Tragersubstanzen wie BSA, Ovalbumin oder Biotin gekoppelt wurden. Auf diese
Weise konnten eine Reihe Hapten-spezifischer monoklonaler Antikorper
generiert werden (Haasnoot et al. 2000, Muldoon et al. 1999, Sheth and
Sporns 1991). Limitiert wird diese Methode durch die Tatsache, dass einige
Haptene trotz Kopplung an Trager-Substanzen nicht immunogen sind
(Moghaddam et al. 2001) und dass die traditionelle Hybridoma-Technik eines
hohen Zeit- und Kostenaufwandes bedarf (Charlton et al. 2001). Zudem besteht
die Gefahr der bevorzugten Selektion sog. ,interface binders® (Charlton et al.
2001, Tuomola et al. 2000), das heilt solcher Klone, die bevorzugt die
konjugierte Form des Haptens erkennen wahrend das unkonjugierte Hapten
nicht oder mit geringerer Affinitat detektiert wird (Charlton et al. 2001,
Moghaddam et al. 2001). Eine geeignete Alternative zu den monoklonalen
Antikorpern stellte die Herstellung rekombinanter Antikorperfragmente mittels
.Phage Display“ dar (Burmester et al. 2001). Hapten-spezifische Antikdrper aus
Phagen-Antikorpergenbibliotheken liegen meist im Fab- oder scFv-Format vor
(Griffith et al. 1994, Marks et al. 1991). Verglichen mit monoklonalen Hapten-
spezifischen Volllangen-Antikérpern haben diese Antikorperfragmente eine
intrinsisch niedrigere Affinitdt und bedurfen daher nach der primaren Selektion
haufig einer Affinitatsreifung durch beispielsweise ,error-prone“ PCR
(Daugherty et al. 2000), ,site-directed Mutagenese (Ho et al. 1989), bakterielle
»-mutator® Stdmme (Low et al. 1996) oder ,chain shuffling“ (Schier et al.1996).
Die bisher beschriebenen Hapten-spezifischen Antikérperfragmente aus

Phagen-Bibliotheken gehen im Wesentlichen auf eine der folgenden
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Selektionsstrategien zurlick. Einerseits erfolgte die Selektion Hapten-
spezifischer Antikorperfragmente haufig aus post-lmmunisierungs-Bibliotheken,
fur deren Herstellung Tiere mit dem entsprechenden Hapten-Konjugat
immunisiert wurden. (Charlton et al. 2001). Eine weitere Methode war die
Herstellung synthetischer Antikdrpergenbibliotheken, denen das Genmaterial
eines Hapten-spezifischen monoklonalen Antikorpers zugrunde lag (Korpimaki
et al. 2002). Eine dritte Methode ist die vollstandige in vitro Selektion aus
universellen Antikdrpergenbibliotheken, fur die die Haptene zur Immobilisierung
an feste Oberflachen wiederum an Tragersubstanzen wie BSA oder Biotin
gekoppelt wurden (Marks et al. 1991, Nissim et al. 1994). Die genannten
Selektionsstrategien implizieren alle das Risiko einer bevorzugten Selektion von
.nterface binders® und die beiden zuerst genannten Bibliothek-Formate sind
zudem sehr aufwandig in der Herstellung. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
sollte versucht werden, aus einem semi-synthetischen Antikorpergenrepertoire
Hapten-spezifische scFv-Fragmente zu isolieren und zudem durch geeignete
alternative Immobilisierungsverfahren das Risiko einer unspezifischen
.interface“-Bindung zu minimieren. Der technische Aufwand, den die Erstellung
eines semi-synthetischen Repertoires erfordert, ist vergleichsweise geringer
und das Repertoire ist zudem einer breiteren Anwendung fur die Selektion
gegen mehrere verschiedene Liganden offen. Die beiden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit verwendeten Haptene Sulfanilamid (Mw 172,2) und
Sulfamethoxypyridazin (Myw 280,3) liegen hinsichtlich ihrer Molekulargewichte
im unteren Bereich der bislang zur Selektion auf spezifische scFv-Antikorper
eingesetzten niedermolekularen Liganden. Zudem sind sie strukturell sehr

einfach gebaut (Abb. 1.2), was eine sehr geringe Antigenizitat nahe legt.

1.7. Heterologe Expression rekombinanter AntikGrper in transgenen

Pflanzen

Die am besten etablierten Expressionssysteme fir die Produktion
rekombinanter Antikorper sind Saugetier-Zelllinien fur Volllangen-Antikorper und
Bakterien fur Antikorperfragmente (Stoger et al. 2004). Saugetierzellen,
insbesondere ,Chinese hamster ovary“ (CHO) und Maus NSO Myelom Zellen

werden bevorzugt verwendet, da in ihnen die Faltung komplexer Proteine mit



Einleitung 14

mehreren Untereinheiten sehr effizient erfolgt und sie dartiber hinaus ahnliche
Glycosylierungsmuster aufweisen wie humane Zellen (Chu und Robinson
2001). Wesentlicher Nachteil dieser Kulturen ist, dass sie aufwandig und teuer
in der Herstellung und Erhaltung sind, was die ,large scale“ Produktion von
Antikorpern limitiert. Daruber hinaus kdnnen sie Trager humaner Pathogene wie
Viren oder Prionen oder onkogener DNA-Sequenzen sein (Fischer et al.,
1999a), was die Einhaltung hoher Sicherheits- und Qualitadtsstandards
notwendig macht. Bakterien wurden primar fur die Produktion von ,single chain®
Antikérperfragmenten verwendet, da diese Fragmente keiner Glycosylierung
bedurfen (Stoger et al. 2004). In Bakterien wirkt hinsichtlich einer ,large scale®
Produktion von scFv-Fragmenten unter anderem limitierend, dass diese bei
hdoheren Konzentrationen zur Bildung von Dimeren und Oligomeren neigen
(Wérn und Plickthun 2001) und dass sie eine toxische Wirkung auf
Bakterienzellen haben konnen, die sich wachstumsbegrenzend auswirkt.
Transgene Pflanzen haben hinsichtlich der heterologen Antikorperproduktion
eine Anzahl von Vorteilen gegenuber Zellkultur-basierten Systemen (Stoger et
al. 2004). Sie produzieren grol’e Mengen an funktionalem Saugetierprotein
(Fischer et al. 1999a), es ist einfach ein ,scale up* flr die Massenproduktion zu
erreichen (Daniell et al. 2001) und Uber die Mechanismen der pflanzlichen
Gewebekultur sind die Zelllinien leicht zu immortalisieren und aufrecht zu
erhalten (Hiatt und Ma 1992). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
herzustellenden Sulfonamid-spezifischen Antikdrper sollten langfristig bei
Ruckstandskontrollen auf Sulfonamide in der Lebensmittelindustrie zur
Anwendung gelangen. Die Herstellung grof3er Mengen an funktionalem ,single
chain“ Antikorper ware somit winschenswert. Daher wurde im Rahmen dieser
Arbeit dartber hinaus versucht, ein Modellsystem flir die Expression von scFvs
in transgenem Tabak (Nicotiana tabacum) zu etablieren. Die Transformation der
Tabakpflanzen erfolgte Uber Agrobacterium tumefaciens vermittelten
Gentransfer (de Block et al. 1984, Horsch et al. 1984, Horsch et al. 1985). Bei
Agrobacterium tumefaciens handelt es sich um ein phytopathogenes
Bodenbakterium, welches bereits 1907 als Ausloser fur die Wurzelhalsgallen
Erkrankung (,crown gall disease“) dicotyledoner Pflanzen identifiziert wurde
(Zupan et al. 2000). Die Induktion tumorartiger Wurzelhalsgallen ist auf die

Fahigkeit von A. tumefaciens zurlickzufuhren, DNA, die auf einem sog. Ti-
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Plasmid (,tumor inducing) vorliegt, in Pflanzenzellen zu transferieren
(»transferred” DNA, T-DNA) (Ziemienowicz 2001). Die T-DNA ist definiert als ein
Sequenzabschnitt, der auf dem Ti Plasmid zwischen zwei flankierenden 25 bp
langen ,direct repeats” (LB ,left border‘, RB ,right border) liegt (Zupan et al.
2000). Die T-DNA wird unter bestimmten aufleren Bedingungen in die
Pflanzenzelle transferiert und erfahrt hier eine Integration in das pflanzliche
Genom. Der Transfer wird vermittelt durch ebenfalls auf dem Ti-Plasmid
codierte Virulenz- (vir) Gen-Produkte. Die auf dem T-DNA Segment liegenden
tumorinduzierenden onc-Gene stimulieren die pflanzliche Zellteilung und flhren
letztlich zur Ausbildung der Wurzelhalsgalle (Zupan et al. 2000). Die Tatsache,
dass jede beliebige DNA Sequenz zwischen den Bordersequenzen durch das
vir-System transferiert wird, macht das A.tumefaciens System zu einem
brauchbaren Werkzeug zur genetischen Veranderung von Pflanzen (Zupan et
al. 2000). In der Pflanzenbiotechnologie werden sog. entwaffnete Ti-Plasmide
zum Transfer von Fremdgenen verwendet. Diesen fehlen alle
tumorinduzierenden onc-Gene, wobei die Fahigkeit zum Transfer der T-DNA
durch die vir-Region erhalten bleibt (Steinbil} 1995).

Die Erstellung der Konstrukte zur Agrobacterium-vermittelten Transformation
von Nicotiana tabacum erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit basierend
auf dem binaren Ti-Vektor pGlI-229 aus der pGreen Vektorserie (Hellens et al.

2000a, http://www.pgreen.ac.uk). Dabei handelt es sich um ein rund 3 kb

groldes ,high-copy“ Plasmid, welches die Fahigkeit zur Replikation in E. coli und
Agrobacterium Stammen besitzt (Hellens et al. 2000a). Die Replikation in
Agrobakterien ist abhangig von einem zweiten (Helfer-) Plasmid: pSoup. Die
Replikase pSa Rep ist pSoup codiert und wird dem pGreen Plasmid in trans zur
Verfligung gestellt. Letzteres tragt den Replikationsursprung pSa Ori fir die
Replikation in Agrobakterien (Hellens et al. 2000a, Hellens et al. 2000b). Als
Markergene sind auf dem pGll-229 Vektor zum einen eine Kanamycin-
Resistenz, codiert durch das Neomycin Phosphotransferase I[I  Gen
(aph3'll/Nptll neo) fur die Selektion in Bakterien vorhanden. Die Selektion der
Pflanzen wird ermdglicht durch eine Phosphinotricin Resistenz, welche durch
das Phosphinotricin Acetyltransferase codierende bar-Gen aus Streptomyces
hygroscopicus bzw. das pat-Gen aus Streptomyces viridochromogenes ver-

mittelt wird (Hellens et al. 2000a, http://www.pgreen.ac.uk). Der im Rahmen der
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vorliegenden Arbeit verwendete pGIIMH35S Vektor (Hust 2002) enthielt den
konstitutiven 35S-Promotor des Cauliflower mosaic virus (CaMV) und einen

Potyvirus-Translationsverstarker (Abb. 3.14).

1.8. Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, einen ,single chain® Antikorper (scFv) gegen die beiden
Sulfonamide Sulfanilamid und Sulfamethoxypyridazin zu entwickeln und zu
charakterisieren, der sich in Pflanzen exprimieren lasst. Dabei ist aufgrund der
oben geschilderten Ausgangslage zu erwarten, dass sich einige wesentliche
technische Herausforderungen stellen. Dies soll adressiert werden, indem ein
Ansatz gewahlt wird, bei dem verschiedene Antikdrpergenbibliotheken,
Ligandenimmobilisierungsverfahren und Expressionsverfahren erprobt und
variiert werden, um neben dem angestrebten anti-SA-/-SMP-scFv auch ein
Verfahren zu entwickeln, welches die zukunftige Suche nach Antikdrpern gegen
niedermolekulare Liganden erleichtert, beschleunigt und mit hoheren

Erfolgsraten durchfuhrbar macht.
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2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien, Reagenzien
und Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen:

Applichem (Darmstadt), Biomol (Hamburg), Fluka (Buchs SG, Schweiz), Karl
Roth (Karlsruhe), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Merck (Darmstadt), Genecraft
(Ludinghausen), Roche Diagnostics (Mannheim), Serva (Heidelberg), Sigma-
Aldrich (Taufkirchen).

2.1.2 Puffer und Lésungen

Tab. 2.1 Haufig verwendete Puffer und Lésungen

Puffer/Losung Menge Substanz
Phosphatpuffer fur TB* 231¢g KH,PO,4

1254 g KoHPO4
10 x M9O* 60 g Na;HPO4

30g KH2PO4

1049 NH,CI

5¢ NaCl
10 x PBS* 2,56 g NaH,PO4 x H,0
Gebrauch 1 x 14,90 g Na;HPO,4 x 7 H,O

87,66 g NaCl

pH 7,4
PBST 1 X PBS

0,05 % (v/v) Tween 20
Blotto/M-PBST 1Xx PBS

0,05 % (v/v) Tween 20

5 % (wiv) Magermilchpulver
PE-Puffer 500 mM Saccharose

100 mM Tris HCI

1 mM EDTA

pH 8,0

*Angaben fur 1L Puffer
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2.1.3 Medien

Alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Medien wurden wie bei

Sambrock et al. (1989) beschrieben hergestellt und anschlieend durch
Autoklavieren (20 min, 121 °C, 1 bar) sterilisiert.

2.1.4. Antibiotika

Tab. 2.2 Verwendete Antibiotika-Stamml&sungen

Name Losungs Extra Lager Stammkonz Gerbrauchs
-mittel -ung -konz.
Ampicillin H.0 sterilfiltriert -20 °C 100 mg/ml 100 pg/mi
Chlor- Ethanol -20 °C 34 mg/ml 34 pg/ml
amphenicol  abs.
Kanamycin H.0 sterilfiltriert -20 °C 50 mg/ml 50 pg/ml
Tetracyclin Ethanol -20°C 5 mg/ml 50 pg/ml
70% (v/v)
Streptomycin  H,O sterilfiltriert  -20 °C 50 mg/ml 50 pg/ml
2.1.5 Bakterienstdmme und Vektoren
Tab. 2.3 Verwendete Bakterienstamme
Bakterienstamm Genotyp
(Herkunft)
E. coliTG1 (MRC) SupE44 thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5 (rK®
mK*) F’[traD36 proAB lacl* ZAM15]
E. coli XL1-Blue SupE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi relA1 lac
(Stratagene) F'[proAB" lacl® ZAM15 TN10(tet')]
E. coli BLR(DE3) F ompT hsdSg(rs” mg’) gal dcm A(srl-recA)
(Novagen) 306::Tn10 (Tet") (DE3)
E. coliBLR(DE3)pLysS  F ompT hsdSg (rg” mg’) gal dcm A(srl-recA)
(Novagen) 306::Tn10 (DE3) pLysS Cmp' Tet'

E. coli TB1 (Novagen) F" ara D(lac-proAB) rpsL F80lacZD M15
hsdR17(rK° mK")

A. tumefaciens EHA105
(Hood et al., 1993)
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Es wurden folgende Vektoren verwendet :

PpET 20b(+) Novagen

pHEN2 Griffin.1 Antikorperbibliothek, MRC, Cambridge,UK
pDNEK ETH-2 Antikorperbibliothek, Viti et al., 2000
pGIIMH35S Hust, 2002

2.1.6 Antikérpergenbibliotheken

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit isolierten Antikorperfragmente
entstammten zwei verschiedenen Antikrpergenbibliotheken. Dabei handelte es
sich zum einen um die humane synthetische Vy + V| scFv Bank Griffin.1 (MRC
Center of Protein Engineering, Cambridge, UK) sowie um die ETH-2
Antikorpergenbibliothek (Viti et al., 2000). Die Griffin.1 Bank besteht aus
1,2 x 10° unabhangigen Klonen (http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/~phage/) und
wurde durch Subklonierung der variablen Regionen der schweren und leichten
Ketten aus den ,lox library” Vektoren (Griffith et al., 1994) in den Phagemid
Vektor pHENZ2 (Abb. 2.1) erstellt.

Ncol Notl

m RBS { pelB H H His |Myc| Gene Il

pHEN2 (Ncol/Notl verdaut)

Quelle: http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk~phage/g1p.html

Abb. 2.1 Struktur des pHEN2 Phagemids. Das zwischen der Ncol und der Notl Schnittstelle
klonierbare scFv Gen wird am N-Terminus von einer Signalsequenz (pelB), am C-Terminus von
Markierungen (His, Myc) flankiert. Der Signalsequenz vorgeschaltet sind ein LacZ Promotor (Plac)
sowie eine Ribosomenbindestelle (RBS). Die Markierungssequenzen (His, Myc) sind durch ein amber-
Stopcodon vom Phagenhiillprotein Il kodierenden Gen (Gene lll) getrennt, was die Expression des
scFvs als Iosliches Protein oder als Fusionsprotein mit dem Hillprotein 1l ermdglicht. Des Weiteren
sind Replikationsurspringe fir E.coli (colE1 ori) und den Phagen M13 (M13 ori) sowie ein
selektierbares Markergen (amp) vorhanden.

Es handelt sich um eine semisynthetische scFv-Genbibliothek, deren Vy- und
V. -Ketten-Gene zur Erzeugung der Diversitat partiell mit Zufallssequenzen
versehen wurden (Griffith et al., 1994). Bei den zugrunde liegenden Genen
handelt es sich um 49 humane klonierte Vy Segmente (Nissim et al., 1994,
Tomlinson et al., 1992), 26 humane klonierte V Segmente (Cox et al., 1994)
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und 21 humane klonierte V), Segmente (Williams und Winter, 1993). Die V-
Gene entstammen peripheren Lymphozyten nicht-immunisierter, gesunder
Spender (Tomlinson et al., 1992; Marks et al., 1991). Somit stellt das V-Gen
Repertoire der Griffin.1 Bank ein natives Repertoire dar. Der Phagemid Vektor
pHEN2 (Abb. 2.1) enthalt neben dem induzierbaren lacZ Promotor eine pelB
Signalsequenz, welche die Sekretion der Antikorperfragmente in den
periplasmatischen Raum des Wirtsbakteriums ermoglicht. Am 3’ Ende des
scFv-Gens befinden sich Sequenzen fur eine 6x His- und eine c-Myc-
Markierung, welche die Aufreinigung und Detektion der Antikdrperfragmente
ermdglichen. Das sich anschlieBRende amber-Stopcodon ermdglicht die
Expression der Antikérperfragmente in I6slicher Form, oder durch ,Uberlesen®
des amber-Stopcodons in einem E. coli Suppressor-Stamm, als Fusionsprotein
mit dem Phagenhdillprotein plll. In Anwesenheit eines Helferphagen werden

scFv-Phagen gebildet.

Auch bei der ETH-2 Antikorpergenbibliothek (Viti et al. 2000) handelt es sich um
eine humane, semisynthetische Bibliothek im ,single chain“ Fragment Format.
Das V-Gen-Repertoire dieser Bank basiert bezlglich der schweren Kette
lediglich auf dem Keimbahnsegment DP-47 (Tomlinson et al. 1992), bezuglich
der leichten Ketten auf den Segmenten DPK-22 und DPL-16 (Marks et al. 1991
und Cox et al. 1994). Durch Randomisierung der CDR3-Regionen der
jeweiligen Segmente mittels PCR, erhielt die Bank eine Diversitat von
mindestens 5 x 10® unabhéngigen Klonen. Die scFv-Gene wurden (iber Notl
und Ncol Restriktionsschnittstellen in den Phagemid-Vektor pDNEK (Abb. 2.2)

kloniert.
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Ncol Notl amber

pelB — | tag [ genelll

pDNEK (Ncol/Notl verdaut)

Nach Viti et al. 2000

Abb. 2.2 Struktur des pDNEK Phagemids. Das zwischen der Ncol und der Notl Schnittstelle
klonierbare scFv Gen wird am N-Terminus von einer Signalsequenz (pelB), am C-Terminus von
Markierungen (tag) flankiert. Letztere sind durch ein amber-Stopcodon vom
Phagenhullprotein Il kodierenden Gen (gene lll) getrennt, was die Expression des scFvs als
I6sliches Protein oder als Fusionsprotein mit dem Hullprotein 11l ermdglicht. Des Weiteren sind
Replikationsurspringe fir E.coli (ColE1 ori) und den Phagen M13 (M13 ori) sowie ein
selektierbares Markergen (amp) vorhanden.

Dabei handelt es sich um ein Derivat des Phagemids pDN322 (Pini et al.,
1998). Auch hier steht die Expression der scFvs unter der Kontrolle eines lacZ
Promotors. Wie in pHEN2 ist eine pelB Signalsequenz und ein amber
Stopcodon vorhanden. Am 3’ Ende der scFv Sequenz liegen die codierenden
Sequenzen flr eine Phosphorylierungsstelle sowie fur eine FLAG- (Einhauer
und Jungbauer, 2001) und eine 6x His-Markierung (Abb. 2.3), welche die
Aufreinigung und Detektion der Antikorperfragmente ermoglichen.

Notl Phospho.-site FLAG-tag His-tag
R AADUDUDS SUDUDUDYKDDUDUDIKMHHHH H H amber

5 gcg gece gea gat gac gat tcc gac gat gac tac aag gac gac gac gac aag cac cat cac cat cac cat tag-3*

Abb. 2.3 C-Terminus eines scFv-Fragmentes der ETH-2 Bank. Dargestellt sind eine Notl
Restriktionsschnittstelle  (Notl), eine  Phosphorylierungsstelle  (Phospho.-site) sowie
Markierungssequenzen (FLAG-tag, 6x His-tag) jeweils in ihrer Aminosaure- (,one letter code®)
und Nukleotidsequenz.

2.1.7 Helferphagen

Als Helferphage zur Produktion von Phagenpartikeln wurde der ,Hyperphage*
(Rondot et al., 2001) der Firma PROGEN (Heidelberg) sowie der VCS M13
Phage der Firma Stratagene (La Jolla, CA, USA) verwendet.
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2.1.8 Antikorper
Tab. 2.4 Fiur Immunfarbungen verwendete Antikérper
Bezeichnung Herkunft Ver-
dinnung

ANTI-FLAG® M2 Monoclonal

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 1:2000

Antibody
His Tag (27E8) Monoclonal NEB, Frankfurt 1:2000
Antibody
Myc Tag (9B11) Mouse mAb NEB, Frankfurt 1:2000

Goat Anti-Mouse IgG (whole

molecule) Alkaline Phosphatase

Conjugate

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 1:5000

2.1.9 Oligonukleotide
Tab. 2.5 Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz (5’-3") Verwendungszweck
(“Annealing” -Stelle)

50 fdSeq gaa ttt tct gta tga gg Sequenzierung (5’ des glll)

51 LMB3 cag gaa aca gct atg ac Sequenzierung (vor pelB)

192 T7 Promotor aat acg act cac tat agg g Sequenzierung (T7 Promotor)

193 T7 Terminator ~ gct agt tat tgc tca gcg g Sequenzierung (T7

Terminator)

270 LMB3MH_f2

cag gaa aca gct atg acc atg att acg cc

Amplifikation des scFv aus

dem Vektor (vor pelB)

271 f{dSeqMH_r2

gaa ttt tct gta tga ggt ttt gc

Amplifikation des scFv aus
dem Vektor (5’ des glll)

297 MHGreen_f1 gtt ggg taa cgc cag gg Kontrolle Klonierung in
pGreen

298 ccc tta tct ggg aac tac tc Kontrolle Klonierung in

MHTerminator_r1 pGreen

360 IOHEN_r2 gga agc ttt gcg gcc gca cctaggacgg  Amplifikation des scFv aus
dem Vektor (5’ des glll)

pSoup for ccg tct atg gec ctg caa ac Nachweis von pSoup

pSoup rev cct gtg gac agc ccc tca aa Nachweis von pSoup

Npt | for 400 gaa aaa ctc atc gag cat ca Nachweis npt | Gen in

pGreen
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Name Sequenz (5’-3’) Verwendungszweck
(“Annealing”-Stelle)

Npt | rev 400 ttg tcc ttt taa cag cga tc Nachweis npt | Gen in
pGreen

iPCR pGill for ggg aga ggc ggt ttg cgt at Nachweis von “backbone
junctions”

iPCR pGill rev gcg cgc ggt gtc atc tat gt Nachweis von “backbone
junctions”

2.1.10 Molekulargewichtsmarker

DNA-Marker:

Die verwendeten DNA-Marker wurden von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-
Rot) bezogen. Dabei handelte es sich zum einen um die ,0'GeneRuler™
100 bp DNA Ladder Plus” mit den Fragmentgrossen: 100-900, 1031, 1200,
1500, 2000 und 3000 bp. Zum anderen wurde die ,O0’'Ruler™ 1 kb DNA-Ladder”
mit den Fragmentgrofien: 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500,
4000-6000, 8000 und 10000 bp verwendet.

Proteinmarker:

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene Proteinmarker verwendet.
Dabei handelte es sich zum einen um das ,Molecular Weight Marker Kit For
Molecular Weight Range 14000 - 70000 der Firma Sigma-Aldrich
(Taufkirchen). Dieser Marker setzt sich aus den Proteinen Bovine
Serumalbumin (66 kDa), = Ovalbumin (45 kDa), GAPDH (36 kDa),
Carboanhydrase (29 kDa), Trypsinogen (24 kDa), Trypsin Inhibitor (20 kDa), a-
Lactalbumin (14,2 kDa) zusammen. Des Weiteren wurde der ,Standard MWG
Low Range“ der Firma Biorad (Minchen) verwendet, der sich aus den
Proteinen Phosphorylase b (97,4 kDa), Serumalbumin (66,2 kDa), Ovalbumin
(45 kDa), Carboanhydrase (31 kDa) und Lysozym (14,4 kDa) zusammensetzt.
Daruber hinaus wurde der ,Protein Molecular Weight Marker” der Firma MBI
Fermentas (St. Leon-Rot) eingesetzt. Dieser besteht aus den Proteinen R-
Galaktosidase (116 kDa), Bovine Serumalbumin (66,2 kDa), Ovalbumin
(45 kDa), Lactat Dehydrogenase (35 kDa), REase Bsp98l (25kDa), B-
Lactoglobulin (18,4 kDa), Lysozyme (14,4 kDa)
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2.1.11 Verwendete Kits

Folgende Kits wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

,GFX™ PCR, DNA and Gel Band Purification Kit' (Amersham Biosciences,
Little Chalfont Buckinghamshire,UK),

,Nucleo-Spin® Extract I1“ Kit (Macherey-Nagel, Diiren)

und

»Thiol Coupling Kit“ (Biacore AB, Uppsala, Schweden)

2.1.12 Sulfonamide
Die Sulfonamide Sulfanilamid (SA) und Sulfamethoxypyridazin (SMP) wurden
von der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

2.1.13 ,Magnetic beads"

Die ,magnetic beads“ SIMAG CI und SiIMAG TCl wurden von der Firma
Chemicell (Berlin) zur Verfugung gestellt. SIMAG Cl tragen an der
Silikaoberflache C6-Linker mit endstandiger reaktiver Chloromethylgruppe. Der
C8-Linker der SIMAG TClI beads tragt hingegen endstandig reaktive
Carboxylgruppen (Abb. 2.4). Beide ermdglichen nach Aktivierung der reaktiven
Gruppen mit einem Carbodiimid (EDC oder CMC) eine Immobilisierung von

primaren Aminen nach dem Prinzip von nukleophilen Substitutionsreaktionen.

SIMAG CI

NN
g CH,CI

SIMAG TCI g/\/\/\/\com

Abb. 2.4 Molekulstruktur der Linker Molekile von SIMAG CIl bzw. SIMAG TCI beads

2.1.14 Biotin-Linker Molekule

Biotin ist ein kleines (244 Da) naturlich vorkommendes Vitamin das mit sehr
hoher Affinitat an Avidin bzw. Streptavidin bindet. N-Hydroxysuccinimid (NHS)
Ester des Biotins reagieren in neutralem bis alkalischem pH Bereich (pH 7-9)
sehr effizient mit primaren Aminogruppen und bilden stabile Amid-Bindungen

aus, wobei N-Hydroxysuccinimide als Abgangsgruppe fungiert. Im Rahmen der
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vorliegenden Arbeit wurde daher EZ-Link® NHS-LC-Biotin (Abb. 2.5) der Firma
Pierce (Perbio Science, Bonn) zur Kopplung von Molekilen mit primaren

Aminogruppen verwendet.

i
0 HN NH
o 0
N—O—C——(CHy)s N—C——(CH,)4
H S

O

Abb. 2.5 Molekilstruktur von EZ-Link® NHS-LC-Biotin. Das dargestellte Molekiil weist ein
Molekulargewicht von 455,5 g/mol auf. Das synthetische C11 Linkermolekil, das die N-
Hydroxysuccinimid- und die Biotin-Gruppe miteinander verbindet, hat eine Lange von 22,4 A.

Die so hergestellten Biotin-Konjugate konnten an Streptavidin-gekoppelte

Mikrotiterplatten immobilisiert werden.

2.1.15 Thiol-Linker Molekule

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Thiol-Linker
Konjugate zur Immobilisierung von Sulfamethoxypyridazin eingesetzt. Das erste
(SMP-Thiol) wurde freundlicherweise durch Dr. Holger Ottleben und Dr. Kristina
Schmidt von der Firma Graffinity Pharmaceutical Design (Business Unit der
Santhera AG) (Heidelberg) zur Verfligung gestellt. Ein zweites Konjugat wurde
per Auftragssynthese durch die Firma Kadem Custom Chem (KDMCC,
Gottingen) hergestellt. In einem Fall handelt es sich um ein C9- (SMP-VBIink,
KDMCC) im anderen Fall um ein C12-Linker Molekul (SMP-Thiol, Graffinity)
jeweils mit terminaler Thiol-Gruppe. Das Sulfamethoxypyridazin wurde Uber die
benzenringstandige primare Aminogruppe (Graffinity, Dickopf et al. 2004) bzw.
die pyridazinringstandige Methoxygruppe (KDMCC) konjugiert. Die terminale
SH-Gruppe des Linker Konjugats ermdglicht in pH Bereichen von 6,5 bis 7,5 die
Immobilisierung an Maleimid-aktivierte Mikrotiterplatten nach folgendem
Reaktionsprinzip (Abb. 2.6).
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Abb. 2.6 Immobilisierung an Maleimid-aktivierte Mikrotiterplatten. Dargestellt ist ein
typischer Kopplungsmechanismus basierend auf der Maleimid-Chemie fir Sulfhydryl (-SH)
Gruppen. Der hier fur Proteine (P) gezeigte Mechanismus gilt in gleicher Weise fir SH-Gruppen
tragende niedermolekulare Liganden.

2.1.16 Material fur Biacore-Analysen

Far Affinitatsmessungen mittels Oberflachenplasmonresonanz wurde eine
Biacore 3000-Anlage der Firma Biacore AB (Uppsala, Schweden) eingesetzt.
Alle bendétigten Sensor-Chips (Sensor Chip SA und CM5) sowie Puffer (HBS-
EP Puffer) wurden von der gleichen Firma bezogen.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Anzucht von Bakterien

Die Anzucht von Bakterien erfolgte in LB-Medium pH 7,0, 2 x TY-Medium
pH 7,5, TB-Medium oder bei der Kultivierung von Agrobacterium tumefaciens in
YEP-Medium pH 7,0 unter Selektion mit den jeweiligen Antibiotika (Tab. 2.2 und
2.3). Flussigkulturen wurden immer ausgehend von Einzelkolonien bzw.
Glycerinstocks angeimpft und ihre Anzucht erfolgte bei 37 °C bzw. 28 °C
(A. tumefaciens) und 150 bis 220 Upm.

2.2.2 Bestimmung der optischen Dichte (ODegoo) einer Bakterienkultur
Die optische Dichte (ODggo) von Bakterienkulturen wurde bei 600 nm in einem
Spektralphotometer (Ultrospec 3000 UV/visible Spektrophotometer, Amersham

Pharmacia Biotech) bestimmt.

2.2.3 Anlegen von Glycerinstocks

FUr die langfristige Lagerung von Bakterienkulturen bei -80 °C wurden
Glycerinstocks angelegt. Dazu wurden einem Aliquot der Kultur final 13 bis
15 % (v/v) steriles Glycerin zugegeben. AnschlieRend wurde sorgfaltig gemischt

und die Kultur in flissigem Stickstoff schockgefroren.
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2.2.4 Isolation von Plasmiden aus Bakterienkulturen

Die Isolation von Plasmiden aus Bakterienkulturen wurde basierend auf dem
Prinzip der alkalischen Lyse nach Sambrock et al. (1989) durchgefuhrt. Die
DNA-Konzentration der Proben wurde photometrisch bestimmt (2.2.5) und die

DNA bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.5 Konzentrationsbestimmung von DNA-LOsungen

Die Konzentrationsbestimmung von DNA-LAsungen erfolgte photometrisch tber
Absorptionsmessung bei 260 nm und 280 nm in einem Spektralphotometer
(Ultrospec 3000 UV/visible Spektrophotometer, Amersham Pharmacia Biotech).
Die DNA-Konzentration berechnete sich daraus wie folgt:

Mg DNA/mI = ODegoo x 50

Aus dem Quotienten OD260nm/OD2sonm liefden sich Rulckschlisse uber die
Reinheit der DNA-Lésungen ziehen. Der Quotient einer reinen DNA-LOsung
betragt 1,8.

2.2.6 Herstellung Hitzeschock-kompetenter E. coli Zellen
Kompetente E. coli Zellen wurden mit Modifikationen nach Nakata et al. (1997)
und Tang et al. (1994) hergestellt.

2.2.7 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli oder A. tumefaciens Zellen wurde
eine 100 ml Ubernachtkultur des jeweiligen Stammes in zwei 50 ml
ReaktionsgefalRen fur 5 min bei 4 °C und 3000 x g zentrifugiert. Die Pellets
wurden in je 10 ml sterilem, eiskaltem 10 % (v/v) Glycerin aufgenommen und es
wurde erneut wie oben angegeben zentrifugiert. Dieser Schritt wurde noch
zweimal wiederholt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurden die Pellets
in je 5 ml sterilem, eiskaltem 10 % (v/v) Glycerin aufgenommen, aliquotiert und

in flissigem N2 schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

2.2.8 Transformation kompetenter E. coli Zellen durch Hitzeschock
Die Transformation kompetenter Bakterien durch Hitzeschock erfolgte mit
Modifikationen nach Nakata et al. (1997) und Tang et al. (1994).
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2.2.9 Transformation kompetenter Bakterien durch Elektroporation

Fur die Transformation elektrokompetenter E. coli oder A. tumefaciens Zellen
wurden in einer vorgekuhlten Elektroporations-Kuvette (Gene Pulser® Cuvette,
BioRad Hercules, CA, USA) 50 ul kompetente Zellen zu 50 ng Plasmid-DNA
gegeben und auf Eis inkubiert. Die Elektroporation erfolgte bei 2,5 kV, einer
Kapazitat von 25 yF und einem Widerstand von 200 Q. Der Puls hatte eine
Feldstarke von 6,25 bis 12 kV/cm und die T2 betrug 4 bis 8 ms. Sofort nach der
Elektroporation wurden 500 pl vorgekuhltes SOC-Medium zugegeben und es
wurde 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz bei E. coli fur 1,5 h
bei 37 °C, bei A. tumefaciens fir 3 h bei 28 °C und 220 Upm regeneriert.
AnschlieRend wurden die Zellen durch Zentrifugation (1 min, 10000 x g, RT)
pelletiert, in 100 pl SOC-Medium aufgenommen und auf LB- bzw. YEP-Agar-
Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. E. coli Zellen wurden
uber Nacht bei 37 °C, A. tumefaciens 24 bis 48 h bei 28 °C inkubiert.

2.2.10 Agrobacterium tumefaciens vermittelte Transformation von
Nicotiana tabacum

Agrobacterium tumefaciens EHA 105 wurden mittels Elektroporation mit den
gewunschten Konstrukten transformiert (2.2.9). Nach Kontrolle der
Transformanden wurden Kulturen der gewlnschten Stamme in YEP-Medium
angeimpft und UN bis zu einer ODggo von 0,9 kultiviert. AnschlieRend wurden
die Kulturen 1:10 in MS 0-Medium (0,44 % (w/v) MS+vit, 3 % (w/v) Saccharose;
pH 5,7) verdiinnt. Die N.tabacum Blatter wurden in 1cm? groRe Stiicke
geschnitten, verletzt und in MS 0-Medium gesammelt (mind. 20 Explantate pro
Kontrolle und mind. 100 Explantate pro Klon). AnschlieRend wurden sie fur
15min in der verdinnten Bakteriensuspension des jeweiligen Klons
geschwenkt, bevor sie auf Co-Kulturmedium (0,44 % (w/v) MS+vit, 3 % (w/v)
Saccharose; pH 5,8 mit 0,3 % (w/v) Gelrite, 0,456 pg/ml Zeatin und 0,1 uM
Acetosyringon) ausgelegt und fur 2 Tage im Dunkeln bei 24 °C inkubiert
wurden. Im Anschluss wurden die Explantate dreimal in sterilem HO
gewaschen und auf MSZ-Medium*™® *“°™ {iberfiihrt (0,44 % (w/v) MS+vit, 3 %
(w/v) Saccharose; pH 5,8 mit 0,8 % (w/v) Plant Agar, 0,456 pg/ml Zeatin,
100 pg/ml Ticarcillin und 25 ug/ml Combactam). Die weitere Selektion erfolgte

durch Umsetzen der Explantate nach dem in Tab. 2.7 aufgefihrten Schema.
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Die Kultivierung der Explantate erfolgte bei 24 °C und einem Tag/Nacht-
Rhythmus von 16/8h. Die Selektion auf transformierte Zellen erfolgte, basierend
auf dem Markergen bar, unter Zugabe steigender Konzentrationen an
Phosphinotricin (PPT).

Tab. 2.6 Kultivierung und Selektion der N. tabacum Transformanden

Tag nach npt | Gen L .
Transformation Selektion (pg/ml) Antibiotika — Hormone Medium
11. 3 PPT Tic, Com Zeatin MSZ (Platten)
24. 3 PPT Tic, Com Zeatin MSZ (Becher)
58. 5 PPT Tic, Com Zeatin MSZ (Becher)
101. 10 PPT Tic, Com - MSZ (Becher)
123. 10 PPT Tic, Com - MSZ (Becher)
133. 10 PPT Tic, Com - MSZ (Becher)

Im Folgenden wurden die primaren Regenerate alle 4 bis 6 Wochen auf dem

zuletzt aufgefliihrten Medium umgesetzt.

2.2.11 Isolation genomischer DNA aus N. tabacum

Zur lIsolation genomischer DNA aus transformierten N. tabacum Pflanzen,
wurden ca. 200 mg Blattmaterial unter flissigem Stickstoff homogenisiert und
anschliellend in 2 ml Reaktionsgefalle Uberfuhrt. Es folgte die Zugabe von
800 ul auf 65 °C vorgewarmten CTAB-Puffer (3 % (w/v) CTAB, 1,4 M NaCl,
0,2 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 20 mM EDTA, 0,5 % (w/v) PVP, 100 mM Tris
HCI pH 8,0) und eine 20 minutige Inkubation bei 65 °C. Nach der Zugabe von
800 pl frisch angesetztem CI-Mix (Chloroform/Isoamylalkohol 24:1) wurde fur
10 min bei 12000 Upm und RT zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5415 C). Die
wassrige Phase wurde abgenommen und durch Zugabe von 2/3 Volumen
eiskaltem Isopropanol gefallt. AnschlieRend wurde wie oben angegeben
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 yl Waschpuffer (76 % (v/v) Ethanol,
10 mM Ammoniumacetat) gewaschen und dann in 200 yl TE-Puffer (10 mM
Tris HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) aufgenommen. RNaseA wurde bis zu einer
finalen Konzentration von 10 ug/ml zugegeben und es wurde fir 30 min bei
37 °C inkubiert. Die DNA wurde anschlieend durch Zugabe von 100 ul 7,5 M
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Ammoniumacetat und 750 ul 96 % (v/v) Ethanol geféllt. Es folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt (s.0.). Das Pellet wurde im Anschluss in 100 yl H>O

aufgenommen. Die Lagerung der so isolierten DNA erfolgte bei -20 °C.

2.2.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Abschnitten erfolgte mit Hilfe der ,Polymerase Chain
Reaction” (PCR) nach Mullis et al. (1986). Als Polymerase wurde die Tag DNA
Polymerase der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) oder die BioThermRed™
Taq DNA-Polymerase (Genecraft, Ludinghausen) verwendet. Es wurden jeweils
1,5-2,5 Einheiten der Polymerasen pro PCR-Reaktion eingesetzt. Alle Primer
wurden in Konzentrationen von 10 bis 100 pM verwendet. Die PCRs wurden in
0,2 ml Reaktionsgefallen in einem Thermocycler (TRIO-ThermobIockTM,
Biometra, Goéttingen oder T3 Thermocycler, Biometra Goéttingen) durchgefuhrt.

Folgendes Amplifikationsprotokoll wurde haufig verwendet:

94 °C 1 min

94 °C 1 min

X°C 1 min ] 30 Zyklen
72 °C 1 min

94 °C 1 min

X°C 1 min

72 °C 10 min

4°C Pause

Der Erfolg der PCR wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.2.17)

Uberprift.

2.2.13 Kolonie-PCR
Die Analyse bakterieller Klone aus Transformationen (2.2.8) oder aus
Selektionen auf Vollstandigkeit der Inserts erfolgte mittels Kolonie-PCR. Diese

wurde wie bei Lauer (2005) beschrieben durchgefuhrt.

2.2.14 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau von PCR-Produkten und Plasmiden wurde in 25 pl
Ansatzen fur 2 bis 18 h bei 37 °C durchgefuhrt und erfolgte ansonsten wie bei
Hust (2002) beschrieben.
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2.2.15 Dephosphorylierung geschnittener DNA

Fur 5’-Dephosphorylierungen restriktionsverdauter DNA wurde die ,Shrimp
Alkaline Phosphatase (1 unit/ul)* der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
verwendet. Die Reaktionen wurden in 25 pl Ansatzen nach Angaben des

Herstellers durchgeflhrt.

2.2.16 Ligation

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Ligationen erfolgten mit
einem Vektor:Insert-Verhaltnis von 1:10. Als DNA-Ligase wurde die ,, T4-DNA-
Ligase (5 Weiss units/pl)* der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) im
entsprechenden Puffersystem verwendet. Pro 20 pl Ligationsansatz wurden
2,5 Weiss Einheiten der T4-DNA-Ligase eingesetzt. Die Ligationen erfolgten flr
2 h bei 22 °C und anschlieBend {iber Nacht bei 4 °C im TRIO-Thermoblock™

der Firma Biometra (Goéttingen).

2.2.17 Agarose-Gelelektrophorese

Die Kontrolle von PCR-, Kolonie-PCR- und Restriktionsfragmenten erfolgte tber
Agarose-Gelelektrophorese in 1 % (w/v) Agarose-Gelen. Diese wurde wie bei
Lauer (2005) beschrieben durchgeflhrt.

2.2.18 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Fir die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde das
,GFX™ PCR, DNA and Gel Band Purification Kit" (Amersham Biosciences,
Little Chalfont Buckinghamshire, England) verwendet. Die Durchfihrung

erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.2.19 Aufreinigung von PCR-Ansatzen

Die Aufreinigung von PCR-Ansatzen erfolgte mithilfe des ,Nucleo-Spin® Extract
I Kits (Macherey-Nagel, Duren) und wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt.

2.2.20 Sequenzierung
Die Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Produkten wurde von der Firma
MWG Biotech AG (Ebersberg) durchgefihrt.
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Expression lslicher scFv-Antikdrper

Die Expression loslicher scFv-Antikorper in Bakterien erfolgte mithilfe des
Expressionsvektors pET 20b(+) (Novagen) bzw. direkt mit dem Phagemid-
Vektor pDNEK (Viti et al. 2000). Als bakterielle Expressionssysteme wurden die
E. coli Stamme BLR (DE3), BLR (DE3) pLysS und TB1 verwendet. Alle
Arbeiten mit dem Expressionsstamm E. coli TB1 wurden in TB-Medium
ausgefuhrt, fur alle Gbrigen Stdmme wurde 2 x TY-Medium verwendet. Allen
Medien wurde Ampicillin in einer finalen Konzentration von 100 pg/ml zugesetzt.
Die Expressionskulturen wurden im jeweils bendtigten Volumen in
Schikanekolben aus Ubernachkulturen 1:500 verdiinnt angeimpft. Bei den
Arbeiten mit pDNEK wurde den Ubernachtkulturen zusatzlich 1 % (w/v), den
Expressionskulturen 0,1 % (w/v) Glukose zugefigt. Die Anzucht der
Expressionskulturen erfolgte bei 37 °C und 150 Upm bis zu einer ODggo von 0,5
(BLR-Stamme) bzw. 0,8 (TB1). Der lacZ-Promotor oder indirekt der T7-
Promotor wurde mit final 0,5 mM IPTG induziert. Die weitere Induktion erfolgte
im Schuttelinkubator bei 150 Upm fir 16 bis 20 Stunden und je nach Versuch
bei Raumtemperatur oder 30 °C.

2.3.2 Isolation léslicher scFv-Antikdrper aus dem Kulturtiiberstand oder
der periplasmatischen Fraktion von E. coli

Die l6slichen scFv-Antikorper wurden entweder direkt aus dem Kulturiberstand
von Expressionskulturen (2.3.1) oder Uber die Praparation der
periplasmatischen Proteinfraktion von E. coli isoliert. Fur die Isolation aus dem
Kulturiberstand wurden 200 ml Expressionskultur flr 15 min bei 10800 x g und
4 °C abzentrifugiert. Der Kulturiberstand wurde abgenommen und mit Tris-
Base auf pH 8,0 eingestellt. Anschlie3end erfolgte die Aufreinigung Uber Protein
A-Affinitatschromatographie (2.3.5). Fir die Isolation 16slicher scFvs aus der
periplasmatischen Proteinfraktion von E. coli wurden 500 ml Expressionskultur
fur 10 min bei 4400 x g und 4 °C abzentrifugiert. Jedes Pellet wurde in 25 ml
eiskaltem PE-Puffer aufgenommen und fur 20 min auf Eis inkubiert, wobei in
5 min Abstanden kurz gevortext wurde. AnschlieBend wurde fir 30 min bei
30000xg und 4°C =zentrifugiert. Die Uberstande enthielten die
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periplasmatische Proteinfraktion (PPP) aus E. coli. Fir den osmotischen
Schock wurden die Pellets in je 25 ml eiskaltem H,O resuspendiert, und es
wurde wie oben beschrieben auf Eis inkubiert. Es folgte ein erneuter
Zentrifugationsschritt fir 30 min bei 30000 x g und 4 °C. Die Ubersténde
enthielten die Osmotische Schock Praparation (OSP). PPP und OSP enthielten
etwa zu gleichen Teilen den Ioslichen scFv. Sie wurden getrennt oder vereinigt
je  nach Versuch uber Ni-NTA IMAC (2.3.4) oder Protein A-
Affinitatschromatographie (2.3.5) aufgereinigt.

2.3.3 Native Proteinisolation aus Pflanzen (N. tabacum)

Um aus transformierten Tabakpflanzen rekombinanten scFv fur nachfolgende
Bindungsanalysen zu isolieren, wurde eine native Proteinisolation durchgefuhrt.
Dazu wurden 2 bis 3 g Blattmaterial mit entfernter Mittelrippe unter flissigem
Stickstoff in einem vorgekuhlten sterilen Moérser grindlich homogenisiert. Nach
Zugabe der doppelten bis dreifachen Menge Proteinextraktionspuffer (200 mM
Tris-HCI pH 7,5, 5 mM EDTA, 0,1 mM DTT, 0,1 % (v/v) Tween 20, 0,02 % (w/v)
NaNs in H20) und grindlichem Mischen wurde die Probe zwei mal fur 10 min
bei 15000xg und 4 °C zentrifugiert. Der so entstandene homogene
Pflanzenextrakt wurde uber Ni-NTA IMAC aufgereinigt (2.3.4).

2.3.4 Aufreinigung von His-markiertem scFv Uber Ni-NTA IMAC

Die Aufreinigung von His-markierten scFvs, die aus der Griffin.1 Bank (2.1.6)
hervorgingen, erfolgte im Rahmen dieser Arbeit Uber Ni-NTA IMAC. Diese
wurde als Durchfluss-Chromatographie unter Verwendung von His-Bind-Quick
Saulen (Novagen) durchgefihrt. Die gesamte Aufreinigung erfolgte bei 4 °C.
Die Saulen wurden zunachst mit 7,5 ml Bindungspuffer (5 mM Imidazol, 0,5 M
NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,9) aquilibriert, wonach der aufzureinigende
Proteinextrakt aufgetragen wurde. Es wurde nachfolgend mit 25 mi
Bindungspuffer und 15 ml Waschpuffer (60 mM Imidazol, 0,5 M NaCl, 20 mM
Tris-HCI pH 7,9) gewaschen, bevor mit 15 ml Elutionspuffer (1 M Imidazol,
0,5M NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,9) eluiert wurde. Die Eluate wurden
anschlielfend aufkonzentriert und umgepuffert (2.3.6). Die Reinheit der Eluate
wurde Uber SDS-PAGE (2.3.8) und anschlieBende Coomassie- oder
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Silberfarbung (2.3.9 und 2.3.10) bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung
erfolgte photometrisch (2.3.7) und die scFvs wurden bei -20 °C gelagert.

2.3.5 Aufreinigung von rekombinantem scFv (Uber Protein A-
Affinitatschromatographie

Alle scFv-Klone, die aus der ETH-2 Bank (2.1.6) hervorgingen enthalten ein Vy
DP-47 Keimbahn-Segment aus der humanen V3 Familie und konnten daher
uber Protein A-Affinitatschromatographie aufgereinigt werden (Hoogenboom et
al., 1992). Als Matrix wurde die ,r-Protein A-Sepharose™ 4 Fast Flow Matrix* (r-
PRA36-4FF) der Firma Affiland (LUttich, Belgien) sowie Protein A-Agarose der
Firma Roche Diagnostics (Mannheim) verwendet. Beide Materialien wurden fur
die Aufreinigung in einem Volumen von 1 ml in Einweg-Saulchen (2,5 ml,
Terumo, Leuven, Belgien) gepackt. Fiir die r-Protein A-Sepharose™ 4FF
entspricht das einer Bindungskapazitat von etwa 20 mg IgG flr die Protein A-
Agarose einer Bindungskapazitat von 10 bis 20 mg IgG. Die gesamte
Aufreinigung wurde bei 4 °C durchgefuhrt. Dazu wurde die Saule zunachst mit
10 ml 50 % (v/v) Ethanol und anschliefsend mit 50 ml sterilem PBS gewaschen.
Dann wurde sie mit dem 10 x Saulenvolumen (10 ml) 20 mM Tris HCI pH 8,0
aquilibriert. Der aufzureinigende Proteinextrakt (periplasmatische Fraktion,
Kulturiberstand) wurde mit Tris-Base auf pH 8,0 eingestellt und Uber die Saule
gegeben. Anschlielend wurde nachfolgend mit dem 6 x Saulenvolumen 20 mM
Tris HCI pH 8,0 und dem 10 x Saulenvolumen 20 mM Glycin HCI pH 5,0
gewaschen. Fur die Elution wurden zunachst in funf bis sieben 1,5 ml
Reaktionsgefalen jeweils 100 ul 1 M Tris HCI pH 8,0 vorgelegt. Die Elution
erfolgte dann mit dem 3 bis 5 x Saulenvolumen 0,1 M Glycin HCI pH 2,5. Die
Eluate wurden in 1 ml Fraktionen in den vorbereiteten Reaktionsgefal’en
aufgefangen und so direkt neutralisiert. Die Regeneration der Saule erfolgte
anschlieRend mit dem 10 x Sdulenvolumen 0,1 M Na-Acetat/0,5 M NaCl und sie
wurde in 1 x PBS mit 0,02 % NaN3 gelagert. Die Reinheit der Eluate wurde tber
SDS-PAGE (2.3.8) und anschlieBende Silberfarbung (2.3.10) bestimmt. Die
scFv enthaltenden Eluate wurden vereinigt, aufkonzentriert und umgepuffert
(2.3.6). AnschlielRend wurde die Proteinkonzentration photometrisch bestimmt

(2.3.7). Die Lagerung der so aufgereinigten scFvs erfolgte bei -20 °C.
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2.3.6 Einengen und Umpuffern von aufgereinigten scFv-Proben

Nach Aufreinigung der scFvs (2.3.4 und 2.3.5) wurden die Eluate
aufkonzentriert und in HBS-EP-Puffer (HBS-EP Buffer filtered, degassed,
0,01 M HEPES pH 7,4, 0,15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0,005 % (v/v) Surfactant
P20; Biacore AB, Uppsala, Schweden) fur Bindungsanalysen an der Biacore
3000 umgepuffert. Dieses erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit Hilfe
von ,Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Devices 10.000 MWCO* (Millipore
Corporation, Bedford MA, USA). Die Durchfuhrung erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Fur die Umpufferung wurde mindestens finfmal mit 15 ml HBS-EP

Puffer gewaschen.

2.3.7 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration der aufgereinigten scFvs wurde im Rahmen dieser Arbeit mit
einem Ultrospec 3000 UV/visible Spektrophotometer (Amersham Pharmacia
Biotech) bestimmt. Dazu wurde die Absorption der scFv Proben in einer 1 : 10
Verdinnung bei 280 nm gemessen. Eine Absorptionseinheit bei einer Extinktion

von 1 entspricht 0,7 pg/ml scFv (Affiland, Lattich, Belgien).

2.3.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE wurde mit Modifikationen nach Hust (2002) durchgefthrt.

2.3.9 Coomassiefarbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen
Auch die Coomassiefarbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen erfolgte
mit Modifikationen nach Hust (2002).

2.3.10 Silberfarbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Die Silberfarbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen wurde nach
Blum et al. (1987) durchgefuhrt. Alle Inkubationsschritte erfolgten bei
Raumtemperatur unter leichter Bewegung auf einer Wippe. Zunachst wurden
die Proteine im Gel fur mindestens eine Stunde oder Uber Nacht in 50 ml
Stoplosung (50 % (v/v) Methanol, 12 % (v/v) Eisessig in H;O) mit 25 pl
37 % (v/v) Formaldehyd fixiert. Anschlieend wurde das Gel dreimal fur 20 min
mit 50 % (v/v) Ethanol gewaschen. Es folgte eine 1 min Inkubation in Na-

Thiosulfatlosung (10 mg NazS203 x 5H20 in 50 ml H2O), worauf dreimal fur 20 s
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mit H,O gewaschen wurde. AnschlieRend wurde das Gel fur 20 min in einer
AgNOs3-Losung (0,5 ml 20 % (w/v) AgNOs, 37,5 pl 37 % (v/v) Formaldehyd in
50 ml H20O) inkubiert. Es wurde erneut zweimal fur 20 s mit H,O gewaschen und
anschliefend fur 1 bis 10 min in Entwickler-Lésung (1 ml Thiosulfatlsg., 3 g
Na,COs, 25 pl 37 % (v/v) Formaldehyd in 50 ml H,O) die Farbung entwickelt.
Bei Sichtbarwerden erster Protein-Banden wurde die Farbung durch zweimal
2 min Waschen mit H,O und 10 min Inkubation in der Stoplésung abgebrochen.

Die kurzfristige Lagerung der so gefarbten Gele erfolgte in H,O.

2.3.11 Western Blot

Der Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf Nitrocellulose-
Membranen (PROTRAN® Nitrocellulose Transfer Membrane, Schleicher &
Schuell, Dassel) erfolgte im Rahmen dieser Arbeit mit Modifikationen nach Hust
(2002).

2.3.12 Ponceaufarbung und Blotabsattigung

Die Farbung auf Nitrocellulosemembranen transferierter Proteine und die
Blotabsattigung erfolgte wie bei Reinard et al. (1994) und Hust (2002)
beschrieben.

2.3.13 Immunfarbungen
Die Immunfarbungen wurden mit Modifikationen nach Hust (2002) durchgefthrt.
Die Antikorper wurden jeweils in 20 ml Blotto (mit 0,02 % (w/v) NaNs) verdunnt

eingesetzt.
2.4 Methoden zur Selektion von rekombinanten Antikdrpern

2.4.1 Exponentiell wachsende E. coli Kulturen fur die Infektion mit scFv-
Phagen

Um eine effiziente F-Pili-Ausbildung F’-tragender E. coli Zellen fir eine
erfolgreiche Infektion mit scFv-Phagen zu gewahrleisen, wurden betreffende
Bakterienkulturen bei 37 °C und 220 Upm bis zu einer ODgpo von 0,32 bis 0,34
angezogen. Anschlielend wurde die Umdrehungszahl auf 40 Upm reduziert

und es wurde weiter bis zu einer ODggy von 0,4 bis 0,5 inkubiert. Mit einem
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Aliquot dieser Kultur wurden dann die Phagen-Infektionen durchgeftihrt. XL-1
Zellen wurden zusatzlich vor Ihrer Anzucht auf M9-MM-Agarplatten

ausgestrichen, um eine zusatzliche Selektion auf das F’-Episom zu erwirken.

2.4.2 Phageninfektionen
Alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Infektionen von
Bakterienzellen mit scFv- oder Helferphagen erfolgten fir 30 min bei 37 °C

ohne Bewegung.

2.4.3 Kopplung von Sulfamethoxypyridazin (SMP) an ,, magnetic beads* ()
Fur die direkte Immobilisierung von Sulfamethoxypyridazin (SMP) an ,magnetic
beads“ wurden SiIMAG Cl beads (Lot 09/01) der Firma Chemicell (Berlin)
verwendet. Die Kopplung erfolgte mit Modifikationen nach einem Protokoll des
Herstellers. Dazu wurden 2 x 10 mg/ml SIMAG CI zweimal mit je 1 mlw +c
Puffer (0,1 M MES, pH 5,65) gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt
wurden die beads in je 0,5 ml 96 % (v/v) Ethanol aufgenommen und vereinigt.
10 mg CMC wurden zugegeben und es wurde 5 min unter Bewegung (Rotamix
RM1; ELMI, Tartu, Estland) bei RT inkubiert. 0,5 ml des gelésten Liganden
(6,6 mg/ml SMP in 96 % (v/v) Ethanol) wurden zugegeben und es wurde fur 3 h
unter Bewegung (s.0.) bei RT inkubiert. Die beads wurden anschlieend
zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen und nach dem letzten Waschschritt in 1 ml
b + s Puffer (0,1 % (w/v) Glycin, 50 mM Tris-HCI pH 7,5) aufgenommen. Die
Lagerung der SMP-gekoppelten beads erfolgte bei 4 °C.

2.4.4 Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an , magnetic beads*” ()

Die Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an SMP-gekoppelten ,magnetic
beads” wurde mit Modifikationen nach Griffith et al. (1993 und 1994) und Marks
et al. (1991) durchgefuhrt. Pro Selektionsrunde wurden 500 ul der gekoppelten
beads (2.4.3) mit 1 x 10'? scFv-Phagen der Griffin.1 Bank (2.1.6) gelost in PBS
eingesetzt. Es wurde fir 2 h bei RT unter Bewegung (Rotamix RM1; ELMI,
Tartu, Estland) inkubiert. Anschlieend wurde nachfolgend 10 mal mit PBS-
Tween pH 5,5, 10 mal mit PBS-Tween pH 7,4 und 5 mal mit PBS pH 7,4
gewaschen (je 1 ml). Die Elution gebundener scFv-Phagen erfolgte mit 1 ml
0,1 M Glycin HCI pH 2,2 fur 15 min unter Bewegung bei RT. AnschlielRend
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wurde mit 2 ml Phosphatpuffer (6 mM NaH,PO, x H,O, 50 mM Na;HPO4 x
2 H,0, pH 7,4) neutralisiert. Vom Eluat und ausgewahlten Fraktionen wurde der
Phagentiter bestimmt (2.4.14). Mit den Ubrigen eluierten scFv-Phagen wurden
10 ml einer exponentiell wachsenden E. coli TG1 Kultur infiziert (2.4.1 und
2.4.2). AnschlieRend wurde fur 10 min bei 4400 Upm und RT (Hereus Sepatech
Megafuge 1.0 R) zentrifugiert und das Pellet in 50 ml 2 x TY mit 1 % (w/v)
Glukose und 50 pg/ml Ampicillin aufgenommen. Diese Kultur wurde uber Nacht
bei 37 °C angezogen und am nachsten Tag fur die Amplifikation der scFv-
Phagen verwendet (2.4.12). Die amplifizierten scFv-Phagen einer jeden

Selektionsrunde wurden flr die jeweils folgende Selektionsrunde eingesetzt.

2.4.5 Kopplung von Sulfamethoxypyridazin (SMP) an , magnetic beads*” (ll)
Fir die Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an “magnetic beads” unter
Verwendung der ETH-2 Bank (2.1.6) wurde ein im Vergleich zu 2.4.3 leicht
modifiziertes Kopplungsprotokoll durchgefuhrt. Verwendet wurden SIMAG TCI
beads (Lot 03/03) der Firma Chemicell (Berlin). Der w + ¢ Puffer (0,1 M MES)
hatte einen deutlich reduzierten pH-Wert von 4,0. Ansonsten entsprach die

Durchfihrung der Immobilisierung der unter 2.4.3 beschriebenen.

2.4.6 Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an , magnetic beads*” (Il)

Die Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an ,magnetic beads® unter
Verwendung der ETH-2 Bank (2.1.6) erfolgte mit leichten Modifikationen wie
unter 2.4.4 beschrieben. Pro Selektionsrunde wurden hier 1 x 10° (100 pl)
gekoppelte beads mit 1 x 10'? scFv-Phagen der ETH-2 Bank geldst in PBS
eingesetzt. Nach Inkubation der Phagen mit den beads wurde nachfolgend 10
mal mit PBS-Tween pH 5,0, 10 mal mit PBS-Tween pH 7,4 und 20 mal mit PBS
pH 7,4 gewaschen. Eluiert wurde hier mit 0,5 ml 0,1 M Glycin HCI pH 2,2. Die
Neutralisation erfolgte mit 1 M PBS. Der Phagentiter des Eluats sowie von
ausgewahlten Fraktionen wurde bestimmt (2.4.14). AnschlieRend wurden 10 ml
einer exponentiell wachsenden E. coli TG1 Kultur (2.4.1) mit dem Ubrigen Eluat
infiziert (2.4.2). Es wurde fur 10 min bei 3300 x g und RT zentrifugiert und das
Pellet wurde in 1 ml 2 x TY resuspendiert. Anschlielend wurde es zu je 0,5 ml
auf zwei TYE™™*CC_platten (& 14 cm) ausplattiert und max. 14 h bei 37 °C

inkubiert. Die so entstehenden Kolonien wurden fur die Amplifikation der scFv-
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Phagen (2.4.12) verwendet. Die amplifizierten scFv-Phagen einer jeden

Selektionsrunde wurden fur die jeweils folgende Selektionsrunde eingesetzt.

2.4.7 Kopplung von Sulfanilamid (SA) und Sulfamethoxypyridazin (SMP)
an ein Biotin-Linker Molekl

Far eine indirekte Immobilisierungsstrategie der Molekule
Sulfamethoxypyridazin (SMP) und Sulfanilamid (SA) wurden Biotin-Linker
Konjugate hergestellt. Die eigentliche Immobilisierung erfolgte dann an
Streptavidin-gekoppelten Mikrotiterplatten. Als Tragermolekil wurde das EZ-
Link® NHS-LC Biotin der Firma Pierce verwendet (2.1.14). Die Kopplung von
SMP bzw. SA an EZ-Link® NHS-LC Biotin wurde mit Modifikationen nach einem
Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Dazu wurde 1 mg/ml des Biotin-Linkers
in 100 % (v/iv) DMSO geldst. Die beiden Sulfonamide wurden jeweils im 10 x
molaren Uberschuss gel6st in 40 % (v/v) DMSO (in PBS pH 7,4) eingesetzt. Es
wurden 1:1 Reaktionsgemische angesetzt, die fur 2 h bei RT unter Bewegung
(Rotamix RM1; ELMI, Tartu, Estland) inkubiert wurden. Der Erfolg der
Kopplungen wurde massenspektrometrisch Uberprift (2.5). Die Konjugate

wurden anschlielend bei 4 °C gelagert.

2.4.8 Selektion SA- und SMP-spezifischer scFv-Phagen an Streptavidin-
gekoppelten Mikrotiterplatten

Fir die Selektion SA- und SMP-spezifischer scFv-Phagen an Streptavidin-
gekoppelten Mikrotiterplatten wurden ,Nunc Streptavidin Plates C8" der Firma
Nunc (Wiesbaden) verwendet. Die Selektionen wurden mit Modifikationen nach
Viti et al. (2000) durchgefihrt. Vor jeder Selektionsrunde wurde eine
Praselektion am unkonjugierten Biotin-Linker durchgefihrt, um unspezifische
scFv-Phagen weitgehend aus der Phagen-Population zu entfernen. Dazu
wurden 1 x 10" scFv-Phagen aus der ETH-2 Bank (2.1.6) in einer
entsprechend beschichteten Vertiefung vorinkubiert. Flr die Selektion wurden
100 yl des Kopplungs-gemisches in eine Vertiefung der Mikrotiterplatte
gegeben und fur 30 min bei 37 °C ohne Bewegung inkubiert. Es folgten drei
Waschschritte mit je 200 yl PBS-Tween. Die Phagen aus der Praselektion
wurden in die Selektions-Vertiefung Uberfuhrt und wie oben beschrieben bei
37 °C inkubiert. Anschliefiend wurde 15 mal mit PBS-Tween und 5 mal mit PBS



Material und Methoden 40

gewaschen (je 200 ul). Die Elution erfolgte mit 100 ul 0,1 M Glycin HCI pH 2,8
far 15 min, anschliel3end wurde sofort mit 100 pyl 1 M PBS neutralisiert. Von den
Eluaten und ausgewahlten Fraktionen wurden Titerbestimmungen (2.4.14)
durchgefuhrt. Die Re-Infektion einer XL1 Kultur (2.4.1) sowie die weitere

Vorgehensweise entsprach der in 2.4.6 beschriebenen.

2.4.9 Kopplung von Sulfamethoxypyridazin (SMP) an ein synthetisches
Thiol-Linker Molekl (1)

Fir ein weiteres Selektions-Verfahren wurde Sulfamethoxypyridazin Uber die
benzenringstandige Amino-Gruppe an ein C12-Linker Molekul mit terminaler
Thiol-Gruppe (SMP-Thiol; 2.1.15; Dickopf et al. 2004) gekoppelt. Eine
nachfolgende  Immobilisierung  der  Konjugate an  entsprechende
Mikrotiterplatten ist durch die Maleimid-Chemie fur Sulfhydryl-Gruppen
prinzipiell gewahrleistet. Die Herstellung der Konjugate erfolgte durch die Firma
Graffinity  (Heidelberg). Die Konjugate wurden von der Firma

massenspektrometrisch verifiziert und quantifiziert.

2.4.10 Kopplung von Sulfamethoxypyridazin (SMP) an ein synthetisches
Thiol-Linker Molekul (I1)

Des Weiteren wurde Sulfamethoxypyridazin Uber die pyridazinringstandige
Methoxygruppe an ein C9-Linker Molekul mit terminaler Thiol-Gruppe gekoppelt
(SMP-VBIink; 2.1.15). Diese Art der Derivatisierung erhalt die in allen
Sulfonamiden Ubereinstimmende funktionelle Gruppe (Abb. 1.1). Das Konjugat
wurde per Auftragssynthese durch die Firma Kadem Custom Chem (Gaottingen)
hergestellt. Es wurde durch die Firma massenspektrometrisch verifiziert und

quantifiziert.

2.4.11 Selektion von SMP-spezifischen scFv-Phagen an Maleimid-
aktivierten Mikrotiterplatten

Die Selektion von SMP-spezifischen scFv-Phagen an Maleimid-aktivierten
Mikrotiterplatten wurde mit Modifikationen nach Viti et al. (2000) durchgefuhrt.

Es wurden ,Reacti Bind™

Maleimide Activated Plates” der Firma Pierce (Perbio
Science, Bonn) verwendet. Diese  Mikrotiterplatten  haben eine

Bindungskapazitat von 100 bis 150 pmol SH-Gruppen tragender Liganden pro



41 Material und Methoden

Vertiefung. Das SMP-Konjugat der Firma Graffinity (SMP-Thiol) wurde in drei
verschiedenen Konzentrationen verwendet. Es wurden 400, 100 und 25 pmol
des Liganden verdunnt in Pi-Puffer (200 mM Pi, 10 mM EDTA in H>O) pro
Vertiefung zur Immobilisierung eingesetzt. Fiur jede Verdlinnung wurde getrennt
eine Phagenselektion durchgefihrt. Das SMP-Konjugat der Firma Kadem
Custom Chem (SMP-VBIink) wurde in einer Konzentration von 250 pmol pro
Vertiefung verdinnt in PBS eingesetzt. In der ersten Selektionsrunde wurden je
100 pl des jeweiligen Liganden in 4 Vertiefungen der Mikrotiterplatten gegeben
und 16 h unter Bewegung (Taumeltisch WT12, Biometra, Goéttingen) bei RT
inkubiert. Die Ligandenlésungen wurden abgenommen und die Vertiefungen
dreimal mit je 200 pl PBS gewaschen. Anschlielend wurden nicht abreagierte
Gruppen durch Zugabe von je 100 ul einer Mercaptoethanol-Losung (56,9 uM
R-Mercaptoethanol in H,O) und 1 h Inkubation unter Bewegung bei RT (s.0.)
abgesattigt. Zusatzlich wurden in der ersten Selektionsrunde 10 Vertiefungen
fur eine Praselektion in gleicher Weise behandelt. Die Vertiefungen wurden wie
oben beschriecben gewaschen und zum Absattigen unspezifischer
Bindungsstellen mit je 100 pl einer Roti® Block 1:10 Gebrauchslésung (Carl
Roth, Karlsruhe) fir 2 h unter Bewegung bei RT (s.0.) inkubiert. Es wurde
erneut wie oben angegeben gewaschen. AnschlieRend wurden 1 x 10'? scFv-
Phagen der ETH-2 Bank (2.1.6) in 200 pl PBS mit Roti® Block 1:100 geldst und
zu je 20 pl auf die 10 Praselektions-Vertiefungen verteilt. Es wurde 2 h wie oben
inkubiert, anschlieRend wurden die praselektierten Phagen vereinigt und zu je
50 pl auf die 4 Selektions-Vertiefungen verteilt. Es folgte eine 2 stundige
Inkubation (s.o.), in deren Anschluss 15 mal mit je 200 pl PBS-Tween
gewaschen wurde. Die Elution erfolgte durch Zugabe von je 100 ul 0,1 M Glycin
HCI pH 2,8 und 15 min Inkubation bei RT. AnschlieRend wurde sofort durch
Zugabe von 100 pl 1 M PBS neutralisiert. Von den vereinigten Eluaten der 4
Selektions-Vertiefungen, sowie ausgewahlten Fraktionen wurden
Titerbestimmungen (2.4.14) durchgeflhrt. Die Ubrigen eluierten scFv-Phagen
wurden dann wie unter 2.4.6 beschrieben fur die Infektion einer exponentiell
wachsenden E. coli XL1-Kultur verwendet. Auch die weitere Vorgehensweise
entsprach der unter 2.4.6 beschriebenen. Eine Praselektion wurde vor jeder
Selektionsrunde (SMP-Thiol) bzw. nur vor den ersten beiden Selektionsrunden
(SMP-VBIink) durchgeflihrt. Die Selektion spezifischer scFv-Phagen erfolgte ab
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der zweiten Runde an nur 2 Liganden-gekoppelten Vertiefungen der

Mikrotiterplatten.

2.4.12 Amplifikation der scFv-Phagen

Die re-infizierten XL1 bzw. TG1 Zellen (2.4.4 und 2.4.6) wurden mithilfe eines
Glas-Drigalskispatels und 2 bis 10 ml 2 x TY-Medium mit 15 % (v/v) Glycerin
vorsichtig von den beiden groRen TYE“MP*C_Platten abgeschabt und vereinigt.
Mit der entstehenden Bakteriensuspension wurden 50 ml 2 x TY-Medium mit
100 pg/ml Ampicillin und 1 % (w/v) Glukose bis zu einer ODggo von 0,05 bis 0,1
angeimpft. Die Ubrige Suspension wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren
und anschlief3end bei -80 °C gelagert. Bei Arbeiten mit der Griffin.1 Bank wurde
diese Kultur direkt aus einer Ubernachtkultur angeimpft (2.4.4). Die
FlUssigkultur wurde, wie unter 2.4.1 beschrieben, angezogen bis die
exponentielle Wachstumsphase erreicht war. 10 ml dieser Kultur (~5x10°
Bakterien) wurden dann im Verhéltnis 1:20 (1x10"" pfu) mit dem Helferphagen
(Hyperphage, PROGEN bzw. VCSM13, Stratagene) infiziert. Es wurde fur
10 min bei 3300 x g und RT zentrifugiert und das Pellet wurde in 100 ml 2 x TY
mit 100 uyg/ml  Ampicillin  und 50 uyg/ml Kanamycin aufgenommen. Die
Amplifikation der scFv-Phagen erfolgte je nach Panningstrategie fur 12 bis 18 h
bei 30 °C und 220 Upm.

2.4.13 PEG-Fallung der amplifizierten scFv-Phagen

Die amplifizierten scFv-Phagen wurden mittels PEG-Fallung aus dem
Kulturiberstand aufkonzentriert. Dazu wurde die Kultur fir 10 min bei 10800 x g
und 4 °C abzentrifugiert. Dem Uberstand wurde 1/5 Volumen PEG/NaCl-
Lésung (20 % (w/v) PEG 6000, 2,5 M NaCl) zugegeben und es wurde 1 h auf
Eis und unter Bewegung (Taumeltisch WT12, Biometra, Gottingen) inkubiert. Es
folgte ein Zentrifugationsschritt von 30 min bei 10800 x g und 4 °C (s.0). Das
Pellet wurde in 10 ml sterilem H,O aufgenommen. Erneut wurde 1/5 Volumen
PEG/NaCl-Lésung zugegeben und es wurde fur 20 min wie oben angegeben
inkubiert. Die prazipitierten scFv-Phagen wurden durch erneute Zentrifugation
pelletiert. Anschlielend wurden die Phagen in 1 ml PBS mit 15 % (v/v) Glycerin
aufgenommen und es wurde eine Titerbestimmung (2.4.14) durchgefuhrt. Die

langerfristige Lagerung der Ubrigen Phagen erfolgte bei -80 °C.
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2.4.14 Titerbestimmung von Phagensuspensionen

Far Titerbestimmungen wurde je nach Versuch eine E. coli TG1 oder XL1 Kultur
aus einer UNK angeimpft und wie unter 2.4.1 beschrieben bis zu einer ODggo
von 0,4 bis 0,5 angezogen. Von der entsprechenden Phagensuspension
wurden Verdinnungen in PBS hergestellt. Ein 50 ul Aliquot der Bakterienkultur
wurde dann mit 1/100 Aliquot der jeweiligen Verdlinnungsstufe infiziert.
AnschlieBend wurden die Ansatze auf Selektionsmedium ausplattiert. Bei
Arbeiten mit der Griffin.1 Bank wurde LB**™-Agar verwendet, bei allen anderen
hingegen TYE™™*C_Agar. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert

und die Kolonien am nachsten Tag ausgezahlt.

2.4.15 Analyse von selektierten scFv-Klonen dber Immunfarbung

Selektierte scFv-Klone wurden mittels Kolonie-PCR (2.2.11) auf Vollstandigkeit
der scFv-Inserts analysiert. Solche Klone, die ein vollstandiges scFv Gen
trugen, wurden anschlie3end auf Exprimierbarkeit dieses Gens hin untersucht.
Dazu wurden 5 ml Expressionskulturen bis zu einer ODgypo von 0,5 bis 0,8
angezogen und anschlieRend mit 0,5 bis 1 mM IPTG UN induziert. Die Kulturen
wurden fur 10 min bei 6000 xg und RT abzentrifugiert. Mit Aliquots der
Kulturiberstande wurde eine SDS-PAGE (2.3.8) mit anschlieliendem Western
Blot und Immunfarbung (2.3.11 und 2.3.13) durchgefuhrt. Als erster Antikorper
wurde dabei der ,His Tag (27E8) Monoclonal Antibody“ bzw. der ,ANTI-FLAG®
M2 Monoclonal Antibody“ (s.Tab. 2.5) verwendet. Klone, die eine 34 kDa grolRe

Bande in der Immunfarbung ergaben, wurden als exprimierbar eingestuft.

2.4.16 Analyse von selektierten scFv-Klonen Uber die Deoxycholat-
Methode

Eine Alternative zu der in Abschnitt 2.4.15 beschriebenen Vorgehensweise stellt
die Deoxycholat-Methode nach Li et al. (2002) dar. Diese basiert auf der
Veranderung der auflleren Membran Gram-negativer Bakterien durch das
Bakteriophagen f1 gene Ill Protein (plll, ,minor coat protein®) (Boeke und Model
1982). Die Expression des plll (Fusions-) Proteins fuhrt zu einer Empfindlichkeit
der Wirtsbakterien unter anderem gegenuber dem Detergenz Deoxycholat, was
zu einem reduzierten Wachstum auf DOC-haltigem Medium fuhrt (Li et al.
2002). Die Durchfiihrung erfolgte wie bei Li et al. (2002) beschrieben.
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2.5 Massenspektrometrie

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit hergestellten Sulfonamid-Biotin
Konjugate (2.4.7) wurden massenspektrometrisch analysiert. Dieses erfolgte
mithilfe einer LC-MS QP8000a (Shimadzu, Duisburg) unter Anwendung

folgender Messparameter:

Detector gain 1,7 kV

Probe Temp. 400 °C

CDL Temp. 230 °C

Probe bias +45/-3,0kV

Mass range 100 -750

Flow 0,3 ml/min

Messmodi APCI positiv und negativ

2.6 Bestimmung der Affinitat von Antikérperfragmenten

Die Charakterisierung von Antikérperfragmenten hinsichtlich ihrer Spezifitat und
Affinitat erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit mithilfe eines Biacore 3000

Gerates an entsprechenden Sensor-Chip Oberflachen.

2.6.1 Grundlagen der Biacore-Technologie

Bei der Biacore 3000 handelt es sich um einen Biosensor (Lowe, 1985), der
unter Ausnutzung des optischen Phanomens der Oberflachenplasmonresonanz
(Cullen et al. 1987, Liedberg et al. 1983) Molekulinteraktionen markierungsfrei
und in Echtzeit detektiert (Jonsson et al. 1991). Oberflachenplasmonresonanz
(SPR) tritt unter Bedingungen der totalen internen Reflektion einfallenden
polarisierten Lichtes in dunnen Metallflmen auf. Sensor-Chips fur Biacore-
Anwendungen bestehen daher aus einer Glasschicht, die mit einer dinnen
Goldschicht beschichtet ist. Auf der lichtabgewandten Seite ist sie zusatzlich mit
einer flexiblen hydrophilen Matrix aus Carboxymethyldextran derivatisiert, die
eine kovalente Immobilisierung von Liganden ermoglicht (Johnsson et al. 1991,
Jonsson et al. 1991, Léfas und Johnson 1990). Diese Seite des Chips steht in

direkter Verbindung zu einer Flusszelle Uber die der zu untersuchende Analyt
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mit einem kontinuierlichen Pufferstrom in die Nahe des immobilisierten
Liganden gebracht wird (Abb. 2.7).
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Abb. 2.7 Prinzip der Biacore-Technologie. Schematisch dargestellt ist eine Flusszelle, die an
die Dextran-beschichtete Oberflache eines Sensor-Chips angrenzt, wodurch ein direkter
Kontakt mit dem daran gekoppelten Liganden hergestellt wird. Auf den darunter liegenden
Goldfilm wird Uber ein Prisma polarisiertes Licht eingestrahlt. Eine Massenzunahme an der
Sensorchip-Oberflache, wie sie durch Bindung eines Analyten an den Liganden entsteht,
bewirkt eine Veranderung des Brechungsindex der umgebenden L&sung und damit des
Reflektionswinkels des reflektierten Lichtes.

Tritt Licht einer definierten Wellenlange in einem bestimmten Einfallswinkel Gber
das Prisma in den Metallfilm, werden die delokalisierten Oberflachenelektronen
in der Grenzschicht zwischen Metall und externem Medium (Flusszelle)
vorubergehend zu einer kollektiven, elektromagnetischen Bewegung angeregt,
die als ,Oberflachenplasmon® bezeichnet wird (Cullen et al. 1987). Folglich wird
Energie des einfallenden Lichtes auf die Oberflachenelektronen Ubertragen,
was zu einer Abnahme der Intensitdt des reflektierten Lichtes in einem
bestimmten Reflektionswinkel flhrt (Cullen et al. 1987). Verschiedene Faktoren
wie die Wellenlange und der Polarisierungsgrad des einfallenden Lichtes, die
optischen Eigenschaften der Glasoberflache und des Metallfilms sowie die
optischen Eigenschaften insbesondere der Brechungsindex des an die
Metallschicht angrenzenden Mediums beeinflussen diesen Winkel. Werden alle
anderen Faktoren konstant gehalten, beschreibt die Veranderung des
Reflektionswinkels direkt die Veranderung des Brechungsindex des
angrenzenden Mediums (Jonsson et al. 1991). Bindungsereignisse zwischen
dem immobilisierten Liganden und einem Analyten fuhren zu einer Veranderung
dieses Brechungsindexes und werden so, als Folge der SPR und der damit
verbundenen Veranderung des Reflektionswinkels des Lichtintensitats-

minimums, messbar. Das Ausmal} der Veranderung dieses Winkels wird als
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SPR-Antwort bezeichnet. Tragt man sie im Verlauf einer Messung gegen die
Zeit auf, so entsteht ein Sensorgramm (Abb. 2.8). Als Maldeinheit wurde die

sog. Resonanzeinheit (,resonance unit‘, RU) definiert.
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Abb. 2.8 Entstehung eines Sensorgramms. Die Bindung eines Analyten an den Liganden an
der Sensorchip Oberflache fiihrt zu einer Veranderung des Brechungsindexes der umgebenden
Lésung und damit zu einer Veranderung des Reflektionswinkels reflektierten Lichtes (linke
Abb.). Tragt man die Veranderung dieses Winkels gegen die Zeit auf, so erhalt man ein
Sensorgramm (rechte Abb.).

Nach Stenberg et al. (1991) sind fur Proteine Anderungen des
Brechungsindexes proportional zur Massenzunahme an der Sensoroberflache.
Eine SPR-Antwort von 1 RU entspricht bei Proteinen einer Veranderung der

Oberflachenkonzentration von 1 pg/mm? (Jénsson et al. 1991).

2.6.2 Kopplung der Sensor-Chips

Die Derivatisierung der Chip-Oberflache mit einer flexiblen hydrophilen Matrix
aus Carboxymethyldextran ermoglicht die kovalente Immobilisierung von
Liganden (Johnsson et al. 1991). Je nach Anwendung stehen verschiedene
Kopplungsmechanismen und Sensor-Chips zu Verflugung. Die kovalente
Kopplung erfolgt dabei unter anderem basierend auf nukleophilen
Austauschreaktionen an N-hydroxysuccinimid (NHS) Estern (Johnsson
et al. 1991), Thiol/Disulfid-Austauschreaktionen oder unter Ausnutzung der
naturlichen Streptavidin-Biotin-Bindung (Johnsson et al. 1995). An der Biacore
3000 stehen vier Flusszellen pro Chip zur Verfligung von denen jeweils 2 (1-2
und 3-4) in Reihe geschaltet werden kénnen. Die Immobilisierung von SA-Biotin
bzw. SMP-Biotin (2.4.7) erfolgte bei neutralem pH an die zweite Flusszelle
eines mit Streptavidin beschicheten SA-Chips der Firma Biacore AB (Uppsala,
Schweden). An die erste Flusszelle wurde in gleicher Weise das Biotin-Linker

Molekdl (2.1.14) gekoppelt, so dass die Zelle als interne Negativkontrolle
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verwendet werden konnte. Die beiden Thiol-Linker Molekile (2.1.15) wurden
unter Verwendung des ,Thiol Coupling Kits® (Biacore AB, Uppsala, Schweden)
an die zweite Flusszelle eines CM5-Chips (Biacore AB, Uppsala, Schweden)
gekoppelt. Die Durchfuhrung erfolgte mit Modifikationen nach Angaben des
Herstellers. Auch hier wurde die erste Flusszelle als Negativkontrolle aktiviert,

derivatisiert und deaktiviert.

2.6.3 Affinitatsmessungen

Zur Bestimmung der Affinitdt von Antikdrperfragmenten mithilfe der
Biacore 3000 wurden diese in HBS-EP Puffer umgepuffert (2.3.6) und die
Konzentration wurde photometrisch bestimmt (2.3.7). Anschlieliend wurden
Verdunnungen in HBS-EP hergestellt. Flusszelle 1 und 2 wurden fur die
Messungen in Reihe geschaltet. Das Signal der Flusszelle 1 (Negativkontrolle)
wurde automatisch von dem der Flusszelle 2 abgezogen, so dass ein Referenz-
subtrahiertes Sensorgramm entstand. Fur kinetische Messungen wurden die
Proben in zweifacher Wiederholung fir 3 min bei einer Flussrate von 20 pl/min
und einer Temperatur von 25 °C injiziert. Es folgte eine Dissoziationsphase von
10 min. Nach jeder Injektion wurde die Chip-Oberflache mit 10 mM Glycin HCI
pH 2,5 (30 s bei 30 pl/min) regeneriert. Vor jeder erneuten Injektion erfolgte
eine Stabilisierungsphase von 2 min. Fir Kompetitionen mit freiem Sulfonamid
wurden jeweils 500 nM scFv mit unterschiedlichen Konzentrationen des
Sulfonamids (0 bis 50 uM) fur 30 min bei RT inkubiert und anschlieend wie
oben beschrieben injiziert. Da das Sulfonamid anteilig in DMSO gelost vorlag,
wurde einer zusatzlichen Negativkontrolle die entsprechende DMSO-

Konzentration zugesetzt.

2.7 Computergestiutze Bearbeitung und Auswertung von Biacore-Daten

Die Auswertung von Biacore-Daten erfolgte mithilfe der BIA Evaluation
Software Version 4.1 der Firma Biacore AB (Uppsala, Schweden) unter
Verwendung des 1:1 Langmuir bzw. des ,Heterogeneous analyte (competing
reactions)” Bindungsmodells. Dissoziationskonstanten wurden nach den

allgemeinen Programmstandards berechnet.
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2.8 Modellierung der Antikorperfragmente

Die Berechnung der 3D-Struktur der Antikorperfragmente erfolgte Uber ein
»1hreading“ basierend auf dem WAM-Algorithmus (Whitelegg und Rees, 2000;
Whitelegg und Rees, 2004). Fur die Visualisierung und Bearbeitung der pdb-
Dateien wurde das Programm ,3D Molecule Viewer“ (Vector NTI Advance 10,

Invitrogen) verwendet.

2.9 Computergestitze Bearbeitung und Auswertung von DNA-Sequenzen

DNA-Sequenzen wurden mithilfe der Software VectorNTI der Firma Informax,
Inc. (U.S.A) sowie Lasergen 6 der Firma DNAStar.Inc. (U.S.A) analysiert und
verglichen. Des Weiteren wurden hierzu die Programme ClustalX (Thompson et

al. 1997) und treeviewer32 verwendet.

2.10 Molekulare Analyse der Sulfonamid-Konjugate

Die molekulare Analyse der im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten
Sulfonamid-Konjugate hinsichtlich ihrer physiko-chemischen Eigenschaften
erfolgte unter Zuhilfenahme des Programms Hyperchem 7 Molecular Modelling

Systems (Hypercube, Inc).
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3. Ergebnisse

3.1 Die Antikdrpergenbibliotheken

Zur Selektion auf antigenspezifische scFv-Phagen wurde bevorzugt die
semisynthetische ETH-2 Bank (Viti et al. 2000) eingesetzt. Diese lag in ihrer
ursprunglichen, das heil3t nicht-reamplifizierten Form vor, was nahe legt, dass
die meisten ihrer scFv-Klone ein vollstandiges scFv-Gen aufweisen sollten. Sie
wurde von der ETH Zirich in Form von vier Subbanken ETH-2-1, ETH-2-1a,
ETH-2-1b und ETH-2-1c zur Verfigung gestellt. Um diese vor dem Einsatz in
den Selektionen dennoch auf Vollstandigkeit der scFv Gene hin zu uberprifen,
wurden von den einzelnen Anséatzen Verdinnungsausstriche angefertigt und

jeweils 10 Einzelkolonien mittels Kolonie PCR Uberpruft.

935 bp

935 bp

Abb. 3.1 Kontrolle der scFv Bank ETH-2 auf vollstandige Antikérperfragmente. Dargestellt
ist das Ergebnis einer Kolonie-PCR, die zur Kontrolle der ETH-2 Bank auf vollstéandige
Antikérperfragmente durchgefihrt wurde. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in 1 %
Agarose-Gelen bei 90 V fur 45 min. In Bahn 1 und 11 sind je 5 pl der 100 bp DNA Ladder Plus
(MBI Fermentas) aufgetragen. In Bahn 2 bis 12 sind die Kolonie-PCR-Produkte 1 bis 10
aufgetragen (je 10 pl + 2 pl Loading Dye Solution), in Bahn 13 in gleicher Weise eine
Negativkontrolle. Ein vollstandiges scFv Gen ergibt durch Amplifikation mit den Primern LMB3
und fdSeq ein PCR-Fragment von 935 bp. Insgesamt wurden 40 Einzelkolonien Uberprift, von
denen alle das erwartete PCR-Fragment aufwiesen.

Ein vollstandiges scFv Gen ergibt durch Amplifikation mit den Primern LMB3

und fdSeq ein PCR-Fragment von 935 bp. Nach Auftrennung der PCR-Ansatze
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in 1% (w/v) Agarosegelen wiesen alle untersuchten Kolonien diese Bande auf.
In Abb. 3.1 ist das Ergebnis fur die Subbank ETH-2-1b dargestellt. Die vier
Subbanken wurden anschlieRend amplifiziert und durch Infektion der E. coli
Zellen mit dem Helferphagen VCS M13 wurden |6sliche scFv-Phagen
hergestellt. Die scFv-Phagen der vier Subbanken wurden vereinigt und mittels
PEG/NaCl gefallt (2.4.13). Der Phagentiter der resultierenden Suspension
betrug 3,9 x 10* cfu/ml.

Im Gegensatz dazu wiesen in der semisynthetischen Griffin.1 Bank rund 84 %
der selektierten Phagen kein vollstandiges scFv Gen auf (s. Tab. 3.8). Diese
Bank war vor ihrer Anwendung im Rahmen dieser Arbeit bereits haufig

reamplifiziert worden.

3.2 Immobilisierungsstrategien und Sulfonamid-Derivate

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene
Immobilisierungs-Prinzipien mit sechs verschiedenen Sulfonamid-Konjugaten
durchgefuhrt (Tab. 3.1).

Tab.3.1 Immobilisierungsstrategien. Dargestellt sind die Strategien, tUber die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ausgewéhlte Sulfonamide bzw. Sulfonamid-Konjugate an feste Oberflachen
gekoppelt wurden. Die Immobilisierung der Sulfonamide bildet die Grundlage fur die Selektion
Sulfonamid-spezifischer scFv-Phagen im Rahmen des ,Phage Displays*.

Oberflache Immobilisierungs- Sulfonamid/ Fur Selektion
prinzip Derivat verwendete scFv
Bank
Magnetic beads | Direkt; -
SIMAG Cl bzw. | iiber CH,CI- bzw. SMP Griffin.1
TCI COOH- Gruppe
der beads SMP ETH-2
Streptavidin- Indirekt; u_ber SA-Biotin ETH-2
gekoppelte Sulfonamid-
Mikrotiterplatten Blotlln-Llnker SMP-Biotin ETH-2
Derivat
Maleimid- Indirekt; Gber :
aktivierte Sulfonamid- SMP-Thiol ETH-2
Mikrotiterplatten Thlql-Llnker SMP-VBIink ETH-2
Derivat

Zunachst wurde Sulfamethoxypyridazin (SMP) an die Oberflache zweier

verschiedener ,magnetic beads" SIMAG CIl und TCI gekoppelt. Dieses erfolgte
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in direkter Weise Uber die benzenringstandige primare Amino-Gruppe des
SMP-Molekils (2.1.13). Die Kopplungsreaktionen erfolgten als nukleophile
Substitutionsreaktion basierend auf der Carbodiimidmethode (Albers et al.
2002). Die Ausbeute der Kopplungsreaktionen konnte in diesem
experimentellen Ansatz aus technischen Grinden nicht quantifiziert werden.
Die Literaturlage legt aber nahe, dass eine Immobilisierung mit hinreichender
Ausbeute erfolgt. Daher wurden basierend auf dieser Immobilisierungsstrategie
Selektionen auf antigenspezifische scFv-Phagen vorgenommen.

Im Weiteren wurden Sulfanilamid (SA) und Sulfamethoxypyridazin (SMP) durch
Kopplung an EZ-Link® NHS-LC-Biotin (2.1.14) derivatisiert. Fiir den Einsatz in
nachfolgenden Selektionen wurden diese Derivate an Streptavidin-gekoppelten
Mikrotiterplatten  immobilisiert. Der Derivatisierungserfolg der beiden
Sulfonamide wurde massenspektrometrisch tberprift (2.5). Die zu erwartenden
Molekulargewichte der Biotin-Derivate betrugen 511 g/mol fur SA- und 620,84
g/mol fur SMP-Biotin. SA-Biotin konnte unter Anwendung der Messmodi APCI
positiv. und negativ als peak von 512 bzw 510 molekularer Masse
nachgewiesen werden (Abb 3.2). Des Weiteren traten unmodifiziertes EZ-Link®
NHS-LC-Biotin als peak von 455 (APCI pos.) und freies Sulfanilamid als peak
von 171 (APCI neg.) molekularer Masse auf. Das erwartete Molekulargewicht
von SMP-Biotin konnte aus technischen Grinden nicht nachgewiesen werden.
Innerhalb der Selektionen auf antigenspezifische scFv-Phagen wurde daher mit

einem hohen Uberschuss des SMP-Biotin Kopplungsgemisches gearbeitet.
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Darlber hinaus wurde Sulfamethoxypyridazin (SMP) an zwei unterschiedliche
Thiol-Linker Molekile gekoppelt (2.1.15). Dieses erfolgte durch die Firmen
Graffinity Pharmaceutical Design (Heidelberg) und Kadem Custom Chem
(Gottingen). Die resultierenden Derivate wurden von den Firmen
massenspektrometrisch verifiziert und quantifiziert. Abb. 3.3 zeigt exemplarisch
die Struktur des Uber NMR und MS verifizierten SMP-VBIink Liganden der
Firma KDMCC. Die terminale SH-Gruppe der Linker Molekulle ermdglicht eine
Immobilisierung der Derivate basierend auf der Maleimid-Chemie fir Sulfhydryl-
Gruppen. Die Reaktion von Maleimiden gehért zu den einfachsten und
vollstandigsten chemischen Immobilisierungsstrategien und wurde aufgrund

dieser Eigenschaften zur Kopplung des Sulfamethoxypyridazins ausgewabhilt.

Abb. 3.3. SMP-VBlink Konjugat

3.3. Selektion auf Antigen-spezifische scFv-Phagen (, Panning*)

3.3.1 Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an SMP-gekoppelten
SiIMAG Cl beads (Griffin.1 Bank)

Zur Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an SMP-gekoppelten SIMAG CI
beads wurden drei Selektionsrunden durchgefiihrt. In  der ersten
Selektionsrunde wurden 1 x 102 scFv-Phagen zur Selektion eingesetzt. Da in
den folgenden Runden nur relativ geringe Phagentiter amplifiziert werden
konnten, wurden in der zweiten Selektionsrunde nur 2 x 10* und in der dritten
Selektionsrunde nur 8 x 10 scFv-Phagen eingesetzt. Nach Bindung der
Phagen an das Antigen erfolgten insgesamt 25 Waschschritte (2.4.4). Die
Abbildung 3.4 zeigt in logarithmischer Darstellung den Verlauf der Phagentiter
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fur den letzten dieser Waschschritte sowie fur die saure Elution mit Glycin HCI
pH 2,2. In Tabelle 3.2 sind die absoluten Werte aufgefuhrt. Im Verlauf der drei
Selektionsrunden zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Phagentiter beider
Proben. Die Phagentiter des Eluats stiegen dabei in starkerem Ausmal3, als die

des letzten Waschschritts.

1,0E+10

1,0E+09

1,0E+08

B letzter Waschschritt
@ Elution

1,0E+07

1,0E+06 +—

Anzahl scFv Phagen (cfu)

1,0E+05

1. Selektion 2. Selektion 3. Selektion

Abb. 3.4 Drei Selektionsrunden an Sulfamethoxypyridazin-gekoppelten SIMAG Cl beads.
In der ersten Selektionsrunde wurden 10" scFv-Phagen der Griffin.1 Bank zur Selektion
eingesetzt. In der zweiten und dritten Runde wurden 2 x 10 bzw. 8 x 10" scFv-Phagen,
amplifiziert aus der jeweiligen Selektionsrunde verwendet. Angegeben sind die Phagentiter in
Kolonie-bildenden Einheiten (,colony forming units®, cfu) fur den letzten Waschschritt und die
saure Elution mit Glycin HCI pH 2,8.

Tab. 3.2 Absolute Werte der Titerbestimmungen (Selektion an SMP-gekoppelten SIMAG
Cl beads). Angabe in cfu

1. Selektion 2. Selektion 3. Selektion
letzter Waschschritt 3 x 10° 27 x 107 1.4 x 10°
Elution 6 x 10° 3 x 10° 1.5 x 10°

3.3.2 Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an SMP-gekoppelten
SIMAG TCI beads (ETH-2 Bank)

In &hnlicher Weise wie unter 3.3.1 beschrieben, erfolgte auch die Selektion
SMP-spezifischer scFv-Phagen an SMP-gekoppelten SIMAG TCI beads. Dabei
wurden fiir die erste Selektionsrunde 1 x 10*? scFv-Phagen der ETH-2 Bank zur
Selektion eingesetzt, in der zweiten und dritten Runde jeweils 4 x 10 bzw.
1 x 10*%. Nach Bindung der Phagen erfolgten hier insgesamt 40 Waschschritte
(2.4.6). In Abbildung 3.5 sind in logarithmischer Skalierung die Verlaufe der
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Phagentiter fur den letzten Waschschritt sowie fir die saure Elution mit Glycin
HCl pH 2,8 dargestellt. Tabelle 3.3 zeigt die dazugehorigen absoluten Werte.
Auch hier zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Phagentiter im Verlauf der drei
Selektionsrunden, wobei dieser fir die sauren Elutionen in starkerem Ausmal}

erfolgte, als fur die Proben der letzten Waschschritte.
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Abb. 3.5 Drei Selektionsrunden an Sulfamethoxypyridazin-gekoppelten SIMAG TCI
beads. In der ersten Selektionsrunde wurden 10 scFv-Phagen der ETH-2 Bank zur Selektion
eingesetzt. In der zweiten und dritten Runde wurden 4 x 10" bzw. 10" scFv-Phagen,
amplifiziert aus der jeweiligen Selektionsrunde verwendet. Angegeben sind die Phagentiter in
Kolonie-bildenden Einheiten (,colony forming units®, cfu) fir den letzten Waschschritt und die
saure Elution mit Glycin HCI pH 2,8.

Tab. 3.3 Absolute Werte der Titerbestimmungen (Selektion an SMP-gekoppelten SIMAG
TCl beads). Angaben in cfu

1. Selektion 2. Selektion 3. Selektion
letzter Waschschritt 4.6 x 10° 3 x 10° 17x107
Elution 5 x 10° 1.8 x 10° 7.2 x 10°

3.3.3 Selektion SA-spezifischer scFv-Phagen an Streptavidin-gekoppelten
Mikrotiterplatten

Die Selektion Sulfanilamid (SA)-spezifischer scFv-Phagen erfolgte basierend
auf dem SA-Biotin Konjugat (2.4.7), welches an Streptavidin-gekoppelte
Mikrotiterplatten immobilisiert wurde. Es wurden vier Selektionsrunden unter
Verwendung der ETH-2 Bank durchgefuhrt. Pro Selektionsrunde wurden
1 x 10'? scFv-Phagen eingesetzt. Vor jeder Runde wurde eine Praselektion am

unkonjugierten Biotin-Linker durchgefuhrt (2.4.8). Nach Bindung der Phagen an
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die die
Selektionsvertiefungen der Platten insgesamt 20 mal gewaschen, die Elution
erfolgte mit Glycin HCI pH 2,8 (2.4.8). In Abbildung 3.6 sind die Verlaufe der

Phagentiter fir den letzten Waschschritt, die Elution der Préaselektions- sowie

das Antigen wurden sowohl Praselektions- als auch

die Elution der Selektionsvertiefungen in logarithmischer Skalierung dargestellt.
Tabelle 3.4 zeigt die zugehorigen absoluten Werte. Es zeigte sich ein Anstieg
aller Phagentiter bis zur dritten Selektionsrunde und ein nachfolgender Abfall in
der vierten Runde. Die Phagentiter der Praselektions-Eluate lagen in allen
Selektionsrunden, ausgenommen der zweiten, hoher als die der eigentlichen

Selektions-Eluate.
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Abb. 3.6 Vier Selektionsrunden an Sulfanilamid-Biotin, immobilisiert an Streptavidin-
gekoppelten Mikrotiterplatten. In der ersten Selektionsrunde wurden 10" scFv-Phagen der
ETH-2 Bank zur Selektion eingesetzt. In allen weiteren Runden wurden ebenfalls 10" scFv-
Phagen, amplifiziert aus der jeweiligen Selektionsrunde verwendet. Angegeben sind die
Phagentiter in Kolonie-bildenden Einheiten (,colony forming units®, cfu) fir den letzten
Waschschritt, die Elution nach der Praselektion und die saure Elution mit Glycin HCI pH 2,8.

Tab. 3.4 Absolute Werte der Titerbestimmungen (Selektion an SA-Biotin). Angaben in cfu

1. Selektion | 2. Selektion | 3. Selektion | 4. Selektion
letzter Waschschritt 4 x 10° 6.1 x 10° 8.3 x 10° 6,7 x 10°
Elution Praselektion 1.6 x 10° 4.4 x 10° 7.4 %107 2.1x 107
SCLTTlEliclels 4x10° | 1,8x10" | 29x10° | 1,2x10°
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3.3.4 Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an  Streptavidin-
gekoppelten Mikrotiterplatten

Die Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an Streptavidin-gekoppelten
Mikrotiterplatten erfolgte wie unter 2.4.8 und 3.3.3 beschrieben. In der ersten
Selektionsrunde wurden 1 x 10*? scFv-Phagen der ETH-2 Bank zur Selektion
eingesetzt. Aufgrund relativ geringer Titer nach Amplifikation der Phagen
wurden in der zweiten Runde nur 1 x 10 in allen weiteren Runden nur noch
1x 10" scFv-Phagen eingesetzt. Eine Titerbestimmung des letzten
Waschschritts wurde nur in den ersten beiden Selektionsrunden durchgefihrt.
Der Phagentiter des letzten Waschschritts sank in der zweiten Selektionsrunde
auf etwa die Halfte des Wertes aus der ersten Runde (Abb. 3.7, Tab. 3.5). Alle
anderen Phagentiter stiegen Uber die ersten drei Selektionsrunden an, um in
der vierten Runde wieder zu sinken. Der Phagentiter aus den Praselektionen
lag in den ersten beiden Selektionsrunden deutlich Uber dem aus den
Selektionen. Erst in der vierten Selektionsrunde lag der Wert aus der
Selektions-Elution etwa eine Zehnerpotenz tber dem aus der Praselektions-

Elution.
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Abb. 3.7 Vier Selektionsrunden an Sulfamethoxypyridazin-Biotin, immobilisiert an
Streptavidin-gekoppelten Mikrotiterplatten. In der ersten Selektionsrunde wurden 10 scFv-
Phagen der ETH-2 Bank zur Selektion eingesetzt. In der zweiten Runde wurden 10", in allen
weiteren 10" scFv-Phagen, amplifiziert aus der jeweiligen Selektionsrunde verwendet.
Angegeben sind die Phagentiter in Kolonie-bildenden Einheiten (,colony forming units®, cfu) fur
die Elution nach der Préaselektion und die saure Elution mit Glycin HCI pH 2,8 sowie bei den
ersten beiden Selektionsrunden fir den letzten Waschschritt vor den Elutionen
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Tab. 3.5 Absolute Werte der Titerbestimmungen (Selektion an SMP-Biotin). Angaben in

cfu

1. Selektion | 2. Selektion | 3. Selektion | 4. Selektion
Letzter Waschschritt 6.6 x 10° 31x10° nb nb
ElutionPraselektion |, 9, 106 | 23x10" | 596x107 | 2,2x10°
Elution Probe 28x10° | 39x10° | 6x10" | 27x107

3.3.5 Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an Maleimid-aktivierten
Mikrotiterplatten (SMP-Thiol Konjugat)

Zur Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen mithilfe des SMP-Thiol Derivats
wurde dieses an Maleimid-aktivierte Mikrotiterplatten immobilisiert. Der Ligand
wurde in drei verschiedenen Konzentrationen (400, 100 und 25 pM/Vertiefung)
eingesetzt und fiur jede dieser Konzentrationen wurde ein
Vor

Praselektion an abgesattigten Mikrotiterplatten durchgefiuhrt (2.4.11). In der

eigener
Selektionszyklus  durchgefihrt. jeder Selektionsrunde wurde eine
ersten Selektionsrunde wurden 1 x 10'? scFv-Phagen aus der ETH-2 Bank
eingesetzt, in der zweiten Selektionsrunde wurden 1 x 10 in allen weiteren
Runden wieder 1 x 10* amplifizierte scFv-Phagen verwendet. Nach Bindung
der Phagen an das Antigen wurde 15 mal gewaschen (2.4.11) und die Elution
erfolgte mit Glycin HCI pH 2,8.

Ausgenommen fir den Zyklus 25 pM SMP-Thiol, war ein kontinuierlicher
Anstieg der Eluat-Phagentiter Uber die vier Selektionsrunden zu beobachten
(Abb. 3.8, Tab. 3.6). Die Phagentiter fur den letzten Waschschritt waren
insgesamt deutlich niedriger als die der Eluate. Auch sanken sie in der zweiten
Runde stark, fur den Zyklus 25 pM SMP-Thiol konnte auch in der vierten
Selektionsrunde eine Reduktion dieses Phagentiters beobachtet werden. In den
beiden tbrigen Zyklen stieg der Phagentiter des letzten Waschschritts von der

dritten zur vierten Selektionsrunde nur sehr schwach an.
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Abb. 3.8 Vier Selektionsrunden an Sulfamethoxypyridazin-Thiol (400, 100 und 25 pM),
immobilisiert an Maleimid-aktivierten Mikrotiterplatten. In der ersten Selektionsrunde
wurden jeweils 10" scFv-Phagen der ETH-2 Bank zur Selektion eingesetzt. In der zweiten
Runde wurden je 10", in allen weiteren 10" scFv-Phagen, amplifiziert aus den jeweiligen
Selektionsrunden verwendet. Angegeben sind die Phagentiter in Kolonie-bildenden Einheiten
(,colony forming units®, cfu) fur den letzten Waschschritt und die saure Elution mit Glycin HCI
pH 2,8.
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Tab. 3.6 Absolute Werte der Titerbestimmungen (Selektion an SMP-Thiol). Angaben in cfu

1. Selektion | 2. Selektion | 3. Selektion | 4. Selektion
'f&z)ter HEEENSE L 6,35x10° | 1,7x10° | 4,21x10° | 4,64 x 10°
Eé‘gion 4,25x10° | 6,58 x 10° | 1,44 x 10% | 2,34 x 10°
'f(;(z)ter B 81x10° | 3x10° | 2,46x10° | 2,85 x 10°
i')‘gion 2,73x10° | 7,17x10° | 6,7x107 | 2,1x 10°
'Ze;Zter RS 1,07x10° | 3x10° | 518x10° | 2,98 x 10°
55'3““0“ 2,05x10° | 353x10° | 1,98x10° | 1,4 x 10°

3.3.6 Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an Maleimid-aktivierten
Mikrotiterplatten (SMP-VBIlink Konjugat)
scFv-Phagen mithilfe des SMP-VBIlink

Konjugates erfolgte wie unter 2.4.11 und 3.3.5 beschrieben. Praselektionen

Die Selektion SMP-spezifischer

wurden nur in den ersten beiden Selektionsrunden durchgefuhrt. In der ersten
Selektionsrunde wurden 1 x 10* scFv-Phagen aus der ETH-2 Bank in allen

weiteren Runden 1 x 10*! amplifizierte Phagen eingesetzt.

1,0E+08
)
L 1,0E+07
c
(]
&
= 1,0E+06 Qletzt.er Waschschritt
I B Elution
(8]
[
5
S 1,0E+05 -
c
<
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1. Selektion 2. Selektion 3. Selektion 4. Selektion

Abb. 3.9 Vier Selektionsrunden an SMP-VBIlink, immobilisiert an Maleimid-aktivierten
Mikrotiterplatten. In der ersten Selektionsrunde wurden 10 scFv-Phagen der ETH-2 Bank zur
Selektion eingesetzt. In allen weiteren Runden wurden 10™ scFv-Phagen, amplifiziert aus der
jeweiligen Selektionsrunde verwendet. Angegeben sind die Phagentiter in Kolonie-bildenden
Einheiten (,colony forming units®, cfu) fur den letzten Waschschritt und die saure Elution mit
Glycin HCI pH 2,8.
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Tab. 3.7 Absolute Werte der Titerbestimmungen (Selektion an SMP-VBIink). Angaben in
cfu

1. Selektion | 2. Selektion | 3. Selektion | 4. Selektion

letzter Waschschritt 27 x 10° 5,37 x 10 4 x 10° 2,2 x 108

Elution 1,1 x 10° 2,3x10° 2,5 x 10’ 8,8 x 10’

Es zeigte sich nach einem Absinken der Phagentiter in der zweiten
Selektionsrunde ein kontinuierlicher Anstieg der Titer im Verlauf der folgenden
Selektionsrunden. Dieser Anstieg war bei den Eluaten sehr viel ausgepragter,

als bei den Proben der letzten Waschschritte.

3.4 Analyse der selektierten scFv-Klone

3.4.1 PCR-Analyse selektierter scFv-Klone

Im Anschluss an die Selektion antigenspezifischer scFv-Phagen (3.3) wurden
die resultierenden Klone mittels Kolonie-PCR (2.2.11) auf Vorhandensein
vollstdndiger scFv Gene untersucht. Dazu wurde eine definierte Anzahl
Kolonien (Tab 3.8) aus der Elution der letzten Selektionsrunde in einer Kolonie-
PCR mit den Primern LMB3 und fdSeq eingesetzt. Ein vollstdndiges scFv Gen
ergibt dabei ein PCR-Fragment von 935 bp. In Abbildung 3.10 ist beispielhaft
das Ergebnis einer Kolonie-PCR aus der Selektion gegen 100 pM SMP-Thiol
abgebildet.
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Abb. 3.10 Kontrolle von selektierten scFv-Klonen auf Vollstandigkeit der Antikorper-
fragmente. Dargestellt ist das Ergebnis einer Kolonie-PCR, die zur Kontrolle selektierter scFv-
Klone auf Vollstéandigkeit der Antikdrperfragmente durchgefuhrt wurde. In vorliegendem Beispiel
stammen die Klone aus der Selektion gegen 100 pM SMP-Thiol an Maleimid-aktivierten
Mikrotiterplatten (3.3.5). Ein vollstandiges scFv-Gen ergibt durch Amplifikation mit den Primern
LMB3 und fdSeq ein PCR-Fragment von 935 bp. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in
1 % Agarose-Gelen bei 90 V fir 45 min. In Bahn 1 und 15 sind je 5 pl der 100 bp DNA Ladder
Plus (MBI Fermentas) aufgetragen. Bahn 2 bis 27 zeigen die PCR-Produkte der Klone 1 bis 25
aus der oben genannten Selektion, Bahn 28 die Negativkontrolle (je 10 pl + 2 ul Loading Dye
Solution). 23 der 25 scFv-Klone ergaben ein PCR-Produkt der erwarteten Fragmentgrofie.

In Tabelle 3.8 sind die Ergebnisse samtlicher Kolonie-PCRs fur die einzelnen
Selektionszyklen in numerischer Form aufgefuhrt. Die Klone, welche aus der
Selektion an dem SMP-VBIlink Konjugat hervorgingen, sind hier nicht
aufgefihrt, da diese im Rahmen der vorliegenden Arbeit direkt einer

Expressions- und Sequenz-Analyse unterworfen wurden.
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Tab. 3.8 Analyse selektierter scFv-Klone auf Vollstandigkeit der scFv-Gene. Nach erfolgter
Selektion auf Antigen-spezifische scFv-Phagen wurden ausgewahlte Klone mittels Kolonie-PCR
auf Vollstandigkeit ihrer scFv-Gene untersucht. Die unten stehende Tabelle flihrt bezlglich der
einzelnen Selektionsmethoden und Liganden die absoluten Werte fir die Anzahl PCR-
analysierter scFv-Klone (K-PCR) sowie die ermittelte Anzahl der Klone mit vollstandigem scFv-
Gen (V4 + V) auf. Des Weiteren ist der prozentuale Anteil vollstandiger scFv-Klone an der
Gruppe der PCR-analysierten scFv-Klone aufgefihrt (% Vi + V).

Selektionsmethode | scFv- | Ligand K-PCR Vy +V, %
Bank ViV,
' Griffin.
Magnetic beads 1 SMP 32 5 15,6 %
Magnetic beads ETH-2 SMP 51 43 84,3 %
Streptavidin o
o ETH-2 | SA-Biotin 100 74 74 %
Mikrotiterplatten
Streptavidin o
o ETH-2 | SMP-Biotin 100 22 22 %
Mikrotiterplatten
Maleimid-aktivierte SMP-Thiol
o ETH-2 100 99 99 %
Mikrotiterplatten 400 pM
Maleimid-aktivierte SMP-Thiol
o ETH-2 100 94 94 %
Mikrotiterplatten 100 pM
Maleimid-aktivierte SMP-Thiol
o ETH-2 100 98 98 %
Mikrotiterplatten 25 pM
Maleimid-aktivierte SMP-
o ETH-2 _ nb nb nb
Mikrotiterplatten VBlink

3.4.2 Expressions-Analyse selektierter scFv-Klone

ScFv-Klone mit vollstandigem scFv-Gen (3.4.1) wurden anschliel3end einer
Expressions-Analyse unterworfen, in der untersucht wurde, ob die
entsprechenden Gene exprimierbar waren. Dieses wurde entweder Uber einen
Expressionstest in 5 ml Expressionskulturen, anschlieRender SDS-PAA-
Gelelektrophorese der Kulturiiberstdnde sowie Western Blot und Immunféarbung
(2.4.15) oder mit Hilfe der Deoxycholat (DOC)-Methode (2.4.16) durchgefihrt.
Abbildung 3.11 stellt beispielhaft das Ergebnis eines Expressionstests fir die
SA-Biotin scFv-Klone 55 bis 62 dar.
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Abb. 3.11 Test auf exprimierbare scFv-Klone. Vollstandige scFv-Klone wurden in E. coli TB1
transformiert. 5 ml Expressionskulturen wurden bis zu einer ODgy von 0,8 angezogen und
anschlieRend unter Zugabe von 0,5 mM IPTG UN bei 30 °C und 220 Upm induziert. Je 15
Kulturiiberstand wurden in 1 x SSB SDS-PAA-gelelektrophoretisch aufgetrennt, die Proteine
wurden anschlieBend Uber Western Blots auf Nitrocellulose transferiert und es wurden
Immunfarbungen mit dem ,ANTI-FLAG® M2 Monoclonal Antibody“ als priméren und dem ,Goat
Anti-Mouse IgG (whole molecule) Alkaline Phosphatase Conjugate” (Sigma-Aldrich) als
sekundéaren Antikérper durchgefiihrt. Die Abb. zeigt das Ergebnis der Immunfarbung fir die
scFv-Klone SA-Bio K55 bis K62. In Bahn 1 wurden 10 pl des ,Standard MWG Low Range”
(Biorad) Markers aufgetragen. Bahn 2 bis 9 enthalten die Proben der scFv-Klone SA-Bio K55
bis K62. In Bahn 10 wurde als Negativkontrolle Kulturiiberstand von nicht-transformiertem
E. coli TB1 in Bahn 11 als Positivkontrolle Kultirtiberstand von TB1 BFB1-02 scFv (Lauer 2005)
aufgetragen. Ein vollstandiges scFv-Fragment ergibt als Fusionsprotein mit den Markierungen
exprimiert eine Bande von 34 kDa.

Die angefarbte Bande bei etwa 34 kDa entspricht der eines vollstédndig und in
Fusion mit den Markierungen (Phosphorylierungsstelle, FLAG-tag, 6x His-tag)
exprimierten scFv-Fragmentes aus der ETH-2 Bibliothek. Tabelle 3.9 stellt die

Ergebnisse samtlicher Expressions-Analysen in numerischer Form dar.
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Tab. 3.9 Analyse vollstandiger scFv-Klone auf Exprimierbarkeit des scFv Gens. An die
Analyse der scFv-Klone mittels Kolonie-PCR (Tab.3.8) schloss sich die Untersuchung dieser
Klone auf Exprimierbarkeit ihrer scFv Gene an. Dieses erfolgte Uber einen klassischen
Expressionstest (ET) oder mittels DOC-Methode (DOC). Die Tabelle fiihrt beziglich der
einzelnen Selektionsmethoden und Liganden, sowie der Methode des durchgefuhrten
Expressionstests (EM) die Anzahl der Volllangen-scFvs auf, die in die Expressionsanalyse
eingingen (scFv). Des Weiteren ist die absolute Anzahl der exprimierbaren Klone (pos.) sowie
deren prozentualer Anteil an der Gruppe der untersuchten Klone (% pos.) aufgefihrt.

Selektionsmethode | scFv- Ligand EM | scFv | pos. | % pos.
Bank
Magnetic beads Griffin.1 SMP ET 5 2 40 %
Magnetic beads ETH-2 SMP ET 43 3 7%

Streptavidin

] — .
Mikrotiterplatten ETH-2 | SA-Biotin | ET 74 19 |257%

Streptavidin

] . .
Mikrotiterplatten ETH-2 | SMP-Biotin | ET 22 9 |409%

Mﬁlli'rrgt'l?ef;g‘t’t'gﬁe ETH-2 SZ/IOF())_mOI poc | 99 | 25 |253%
ikrottorplaten | ETH2 | “Togpm | DOC | 94 | 15 | 16%
M,\jlli'rrgt'sefgg‘t’t'z:fe ETH-2 S'\gg'glaio' poc | 98 | 15 |153%
s || S5, oo | 3 | o

3.4.3 Sequenz-Analyse selektierter scFv-Klone

Eine ausgewahlte Anzahl exprimierbarer scFv-Klone wurde im Anschluss an die
Expressions-Analyse sequenziert. Klone, die aus der ETH-2 Bank
hervorgingen, unterscheiden sich lediglich in der Sequenz ihrer CDR 3
Regionen. Durch die Sequenzierung sollte untersucht werden, ob im Verlauf der
Selektion Klone identischer CDR L3 bzw. CDR H3 Sequenz angereichert
wurden. Es zeigte sich, dass fir die Selektionen an Streptavidin-gekoppelten
Mikrotiterplatten sowie fir die Selektion gegen das SMP-VBIink Derivat Klone

mit identischer CDR H3 Sequenz angereichert werden konnten. In anderen
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Fallen war die Variabilitdt der selektierten Klone erheblich hoher. Tab. 3.10

zeigt die gesamten Ergebnisse im Uberblick.

Tab. 3.10 Sequenzierung von scFv-Klonen. Nachdem die selektierten scFv-Klone mittels
Kolonie-PCR (Tab 3.8) und Expressionsanalyse (Tab 3.9) untersucht worden waren, wurden
ausgewahlte Klone sequenziert. Die unten stehende Tabelle fiihrt die Anzahl sequenzierter
scFv-Klone auf, sowie die Anzahl derer, die eine identische CDR H3 Sequenz aufwiesen.

Selektionsmethode ScFv- Ligand Sequenzierte | CDR H3
Bank Klone identisch
Magnetic beads Griffin.1 SMP 5 0
Magnetic beads ETH-2 SMP 3 0
Streptavidin o
o ETH-2 SA-Biotin 16 2+2+3
Mikrotiterplatten
Streptavidin o
o ETH-2 | SMP-Biotin 9 9
Mikrotiterplatten
Maleimid-aktivierte SMP-Thiol
o ETH-2 10 0
Mikrotiterplatten 400 pM
Maleimid-aktivierte SMP-Thiol
o ETH-2 10 0
Mikrotiterplatten 100 pM
Maleimid-aktivierte SMP-Thiol
o ETH-2 10 0
Mikrotiterplatten 25 pM
Maleimid-aktivierte SMP-
o ETH-2 . 10 2+2
Mikrotiterplatten VBIink

3.5. Expression und Aufreinigung von scFv-Fragmenten

Die Isolation von scFv-Fragmenten erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
entweder aus der periplasmatischen Proteinfraktion von E. coli (3.5.1) oder aus
dem Kulturiberstand von E. coli Expressionskulturen (3.5.2). Die Aufreinigung
wurde in der Regel UUber Protein A-Affinitatschromatographie (2.3.5)

durchgeflhrt.
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3.5.1 Isolation von scFv-Fragmenten aus der periplasmatischen
Proteinfraktion von E. coli

Die Isolation der periplasmatischen Proteinfraktion erfolgte aus 500 ml E. coli
TB1 Expressionskulturen (2.3.2). Die beiden entstehenden Fraktionen PPP und
OSP wurden bei pH 8,0 Uber Protein A-Affinitatschromatographie aufgereinigt
(2.3.5). Die Eluate wurden zur Uberprifung der Reinheit SDS/PAA-
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Abbildung 3.12 zeigt exemplarisch das
Ergebnis einer Aufreinigung des SMP-ETH K1 scFvs aus der Selektion an
SMP-gekoppelten SIMAG TCI beads. Ein vollstandiges scFv-Fragment, (mit

Markierungssequenzen) ergibt eine ca 34 kDa grof3e Bande.

kDa l'2 3 4 B {3 e B e SR (05 1
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[  — < 34 kDa
\

Abb. 3.12 Isolation von rekombinantem scFv aus der periplasmatischen Proteinfraktion
von E. coli TB1 und Aufreinigung Uber Protein A-Affinitatschromatographie. Ergebnis
einer Silberfarbung. SMP-ETH K1 scFv wurde in E.coli TB1 exprimiert und Uber die
Praparation der periplasmatischen Proteinfraktion isoliert. Die dabei erhaltenen Fraktionen
.periplasmatische Préaparation“ (PPP) und ,osmotische Schock Praparation* (OSP) wurden
getrennt Uber Protein A-Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Die Eluate wurden in Fraktionen
aufgefangen und jeweils 15 pl jeder Fraktion wurden in 1x SSB gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Dargestellt ist das Ergebnis einer Silberfarbung eines 12 % SDS/PAA-Gels. In
Bahn 1 wurden 5 pl einer 1:100 Verdinnung des ,Standard MWG Low Range“ (Biorad)
aufgetragen. Bahn 3 bis 7 enthalten die Eluate 1 bis 5 der PPP, Bahn 8 bis 12 die Eluate 1 bis 5
der OSP.

Fraktionen grof3ter Reinheit wurden vereinigt, aufkonzentriert und in den spéater
zu verwendenden HBS-EP Puffer umgepuffert (2.3.6). Anschliel3end wurde die
Proteinkonzentration bestimmt (2.3.7) und die fur die Oberflachenplasmon-

resonanzanalyse benétigten Verdinnungen in HBS-EP Puffer hergestellt.

3.5.2 Isolation von scFv-Fragmenten aus dem Kulturiberstand von E. coli
Expressionskulturen
200 ml Kulturiiberstand von E. coli Expressionskulturen wurden bei pH 8,0 tber

Protein A-Affinitatschromatographie aufgereinigt. Die Reinheit der Eluate wurde
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SDS/PAA-gelelektrophoretisch Uberprift. Abbildung 3.13 zeigt exemplarisch
das Ergebnis einer Aufreinigung des SMP-Bio K49 scFvs aus der Selektion an
SMP-Biotin. Ein mit den Markierungssequenzen fusioniertes scFv-Fragment

ergibt im Gel eine ca. 34 kDa grol3e Bande.
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Abb. 3.13 Isolation von rekombinantem scFv aus dem Kulturiiberstand einer E. coli TB1
Expressionskultur und Aufreinigung Uber Protein A-Affinitdtschromatographie. Ergebnis
einer Silberfarbung. SMP-Bio K49 scFv wurde in E.coli TB1 exprimiert. 200 ml
Kulturiiberstand wurden auf pH 8,0 eingestellt und Uber Protein A-Affinitdtschromatographie
aufgereinigt. Die Eluate wurden in Fraktionen aufgefangen und jeweils 20 ul jeder Fraktion
wurden in 1x SSB gelelektrophoretisch aufgetrennt. Dargestellt ist das Ergebnis einer
Silberfarbung eines 12 % SDS/PAA-Gels. In Bahn 1 wurden 5 pul einer 1:100 Verdiinnung des
~Standard MWG Low Range* (Biorad) aufgetragen. Bahn 3 bis 8 enthalten die Eluate 1 bis 6.

Auch hier wurden Fraktionen groRRter Reinheit vereinigt, aufkonzentriert und in
den spater zu verwendenden HBS-EP Puffer umgepuffert (2.3.6). Anschliel3end
wurde die Proteinkonzentration bestimmt (2.3.7) und die fur die
Oberflachenplasmonresonanzanalyse bendétigten Verdinnungen in HBS-EP
Puffer hergestellt.

3.6. Analyse transformierter N. tabacum Pflanzen

Bereits vor ihrer weiteren Charakterisierung wurden zwei exprimierbare scFv-
Fragmente (Tab. 3.9) aus der Selektion an SMP-gekoppelten SIMAG CI beads
(3.3.1) Uber die Restriktionsschnittstellen Ncol und Xbal in den binaren Vektor
pGIIMH35S (Hust, 2002) kloniert (Abb 3.14). Bei den scFv-Fragmenten
handelte es sich um die Klone SMP-14 und SMP-19. Mit den resultierenden
Konstrukten sollte ein geeignetes System fir die A.tumefaciens-vermittelte
Transformation von Tabakpflanzen etabliert werden. Unten aufgefihrte

Ergebnisse, die aus der PCR-Analyse der primaren Regenerate (3.6.1) sowie
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einer nativen Proteinisolation (3.6.2) hervorgingen, sollten Aufschluss Uber die
prinzipielle Eignung des Transformationssystems geben. Beide Konstrukte
wurden fur die A.tumefaciens-vermittelte Transformation von N.tabacum
eingesetzt (2.2.10). Die Regeneration der Transformanden erfolgte auf MSZ-
Medium wobei unter Zugabe steigender Konzentrationen Phosphinotricin auf

transformierte Pflanzenzellen selektiert wurde (2.2.10, Tab. 2.6).

LB
t-AFpGll rev <
iPCR pGll rev
|- I t-AFpGlI rev >
—_— nos
bar
nos
Npt | ,  Primer 297
nptirev pGIIMH35S-SMP-19 7 70"
ABtI ot 6263 bp .
' l 35S
RB AN
t-AFpGII forw < - TATA
iPCR pGlI forw / K i Translation Enhancer
t-AFpGIl forw > 1 Ned
Sad Kpnl (2640)
Primer 296 SMP-19 scFv
35S-Terminator Kpnl (2815)
KDEL
Xbd

Abb. 3.14 pGIIMH35S mit SMP-19 scFv

3.6.1 PCR-Analyse transformierter N. tabacum Pflanzen

Aus den primaren Regeneraten wurde mittels CTAB-Methode genomische DNA
isoliert (2.2.11). Die Regenerate wurden zu diesem Zeitpunkt auf MSZ-Medium
mit 10 pg/ml PPT (pGIIMH35S SMP-19 scFv) bzw. 5 pg/ml PPT (pGIIMH35S
SMP-14 scFv) bei 24 °C und einem Tag/Nacht Rhythmus von 16/8h kultiviert.
Zusatzlich wurde als Kontrolle genomische DNA aus N. tabacum var. Samsun
isoliert. Die DNA wurde fur Kontroll-PCRs mit jeweils vier Primerpaaren
eingesetzt. Bei der ersten PCR handelte es sich um eine sog. inverse PCR

(Primer: iPCR pGll for/ iPCR pGll rev), Uber die auf sog ,backbone junctions”
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der T-DNA analysiert werden kann. Das Auftreten eines Amplifikats von etwa
3 kb deutet auf das Vorhandensein einer 2 x T-DNA Kopie in der genomischen
DNA hin, das Auftreten gréRRerer Fragmente auf entsprechend mehr Kopien.
Diese PCR gibt einen ersten Aufschluss tber die Anzahl integrierter Kopien des
.gene of interest” (Abb. 3.15 A, Bahn 2-4). In der zweiten hier durchgefiihrten
PCR (Primer Npt | for 400/ Npt | rev 400) wird ein Teil des nptl Gens
amplifiziert, welches die bakterielle Resistenz vermittelt. Ein 400 bp grol3es
Amplifikat deutet auf das Vorhandensein von Agrobakterien in der Pflanze hin.
Tritt hingegen kein Amplifikat auf, kann ein eventuelles positives Signal
bezuglich des ,gene of interest” (s.u.) nicht auf noch in der Pflanze vorhandene
Agrobakterien zurickzufuhren sein (Abb. 3.15 A, Bahn 6-8). Auch mit der
dritten PCR (Primer: pSoup for/ pSoup rev) analysiert man durch Amplifikation
eines 411 bp Fragments aus dem Plasmid pSoup auf Vorhandensein von
Agrobakterien im Regenerat. Auch hier deutet das Fehlen eines Amplifikats auf
das nicht Vorhandensein von Agrobakterien hin (Abb. 3.15 B, Bahn 12-14). In
der letzten PCR (Primer: MH Green f1/MH Terminator) wurde auf
Vorhandensein des ,gene of interest* analysiert. Ein vollstdndiges scFv-
Fragment ergibt durch Amplifikation mit den oben genannten Primern
zusammen mit Signalsequenzen ein Amplifikat von rund 1850 bp (Abb. 3.15 B,
Bahn 17-19).

11 12 13 14 15 16 47 18 19 20

1,8 kb

Abb 3.15 PCR-Analyse transformierter N.tabacum Pflanzen. Nach A.tumefaciens
vermittelter Transformation von N. tabacum Pflanzen mit den Konstrukten pGIIMH35S-SMP-14
und pGIIMH35S-SMP-19 wurde genomische DNA aus Blattmaterial isoliert und fur Kontroll-
PCRs eingesetzt. Die PCR-Analyse erfolgte fur die beiden Transformanden sowie fir eine
nicht-transformierte Negativkontrolle (N. tabacum var. Samsun) jeweils mit den Primerpaaren
iPCR pGill for/ iPCR pGill rev (A), Npt | for 400/ Npt | rev 400 (A), pSoup for/ pSoup rev (B) und
MH Green f1/MH Terminator (B). Die Abbildung zeigt das Ergebnis einer Agarose-
Gelelektrophorese der resultierenden PCR-Produkte. Als Langenstandard wurden in Bahn 1,
10, 11 und 16 je 5 pl der ,100 bp DNA Ladder Plus* (MBI Fermentas) aufgetragen. Es wurden
nachfolgend die PCR-Proben von SMP-14, SMP-19 und der Negativkontrolle aufgetragen.
Bahn 2 bis 4 zeigt die Ergebnisse fir die iPCR, Bahn 6 bis 8 die der nptl PCR (A). In Bahn 12
bis 14 wurden die Proben fiir die pSoup PCR aufgetragen, in Bahn 17 bis 19 die PCR-Produkte
der PCR mit dem Primerpaar MH Green f1/MH Terminator (B).
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3.6.2 Native Isolation von rekombinantem T-SMP-19 scFv aus
transformierten N. tabacum Pflanzen

Um zu untersuchen, ob die transformierten Tabak Pflanzen rekombinanten
scFv exprimieren, wurden sie weiter regeneriert und schlie3lich bis zur T; im
Gewachshaus kultiviert. Blattmaterial der T; der SMP-19 scFv Linie 01/03
wurde fur eine native Proteinisolation (2.3.3) verwendet. Der Protein-Rohextrakt
wurde uber Ni-NTA IMAC aufgereinigt und die Reinheit des Eluats wurde
SDS/PAA-gelelektrophoretisch dberpraft (Abb 3.16). Ein scFv-Fragment aus
der Griffin.1 Bibliothek ergibt zusammmen mit den Markierungen eine Bande

von ca. 32 kDa.
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Abb 3.16 Native Isolation von rekombinantem T-SMP-19 scFv aus transformierten
N. tabacum Pflanzen. Ergebnis einer Silberfarbung. Von 2,8 g Blattmaterial der T,
transformierter N. tabacum Pflanzen (transformiert mit pGIIMH35S-SMP-19-Konstrukt) wurde
eine native Proteinisolation (2.3.3) durchgefuhrt. Der entstehende Rohextrakt wurde Uber Ni-
NTA IMAC aufgereinigt und das resultierende Eluat mithilfe einer ,Amicon Ultra“
Zentrifugations-Filtereinheit (Millipore) aufkonzentriert. Alle Proben wurden in 1x SSB
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Dargestellt ist das Ergebnis einer Silberfarbung eines 12 %
SDS/PAA-Gels. In Bahn 1 wurden 5 pl einer 1:100 Verdinnung des ,Protein Molecular Weight
Marker* (MBI Fermentas) aufgetragen. Bahn 9 enthélt 7,5 pl des Rohextraktes, Bahn 10 10 pl
des Eluats nach Ni-NTA IMAC und Bahn 11 10 pl des aufkonzentrierten Eluats. In Bahn 3 bis 7
wurden zum Vergleich je 15 pl der Eluate 1 bis 5 einer Protein A-Aufreinigung des scFv-Klons
SMP-VBIink 50 aufgetragen.

Anschlieend wurde das Eluat aufkonzentriert und in den spater zu
verwendenden HBS-EP Puffer umgepuffert (2.3.6). Die Proteinkonzentration
wurde bestimmt (2.3.7). Da der scFv weiter charakterisiert werden sollte,
wurden die fur die Oberflachenplasmonresonanzanalyse bendtigten

Verdinnungen in HBS-EP Puffer hergestellt.

3.6.3 Immunbiochemischer Nachweis des T-SMP-19 scFv
10 g homogenisiertes Blattmaterial der T, der SMP-19 scFv Linie 01/03 wurde

erneut einer nativen Proteinisolation unterzogen und in zwei Schritten mit
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Ammoniumsulfat geféllt. Das Prazipitat wurde Uber Ni-NTA-IMAC aufgereinigt
und die Reinheit SDS/PAA-gelelektrophoretisch tUberprift (Abb 3.17 A). Zum
Nachweis des rekombinanten T-SMP-19 scFv wurde eine Immunféarbung (Abb.
3.17 B) mit einem 1:1 Gemisch aus dem ,His Tag (27E8) Monoclonal Antibody*
(NEB) und dem ,Myc Tag (9B11) Mouse mAb“ (NEB) als primare Antikdrper
durchgefuhrt. Als sekundéarer Antikorper wurde der ,Goat Anti-Mouse IgG
(whole molecule) Alkaline Phosphatase Conjugate” (Sigma-Aldrich) verwendet.
Die in Abb. 3.17 B markierte Bande bei etwa 32 kDa stellt das rekombinante

scFv-Fragment T-SMP-19 zusammen mit den Markierungssequenzen dar.
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Abb.3.17 Nachweis des rekombinanten SMP-19 scFv aus N.tabacum. 10g homo-
genisiertes Blattmaterial der T, transformierter N. tabacum Pflanzen der Linie 01/03 wurden
einer nativen Proteinextraktion unterzogen. Der entstehende Rohextrakt wurde nachfolgend mit
20 % (w/v) und 60 % (w/v) Ammoniumsulfat geféllt und anschlieRend Uber Ni-NTA IMAC
aufgereinigt. Das resultierende Eluat wurde in 1x SSB in einem 12 % SDS/PAA-Gel
aufgetrennt und anschlieRend wurde eine Silberfarbung (A) sowie ein Western Blot mit
anschlieRender Immunfarbung (B) durchgefiihrt. In Bahn 1 wurden 5 pl einer 1:100 (A) bzw.
1:20 (B) Verdinnung des ,Protein Molecular Weight Marker* (MBI Fermentas) aufgetragen.
Bahn 2 enthalt jeweils 10 ul des aufgereinigten Eluats. Die Immunféarbung (B) wurde mit einem
1:1 Gemisch aus dem ,His Tag (27E8) Monoclonal Antibody* (NEB) und dem ,Myc Tag (9B11)
Mouse mAb“ (NEB) als priméare Antikérper durchgefiihrt. Als sekundarer Antikdrper wurde der
.Goat Anti-Mouse 1gG (whole molecule) Alkaline Phosphatase Conjugate” (Sigma-Aldrich)
verwendet. Die Entwicklung der Immunfarbung erfolgte in einem NBT/BCIP Substratsystem. Die
markierte Bande von ca. 32 kDa entspricht dem rekombinanten T-SMP-19 scFv.
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3.7 Charakterisierung der selektierten scFv-Fragmente

Die Charakterisierung der scFv-Fragmente, welche aus den unterschiedlichen
Selektionen hervorgingen, erfolgte mittels Oberflachenplasmonresonanz-
analyse (2.6.1). Dazu wurden die entsprechenden Klone auf einer Biacore
3000-Anlage hinsichtlich ihrer Affinitat zum immobilisierten Antigen untersucht.
Genauere Charakterisierungen erfolgten durch Kompetitionsexperimente mit
freiem Antigen. Zunachst wurden solche Klone untersucht, die eine durch
Sequenzierung nachgewiesene Identitat der CDRH3 Sequenzen aufwiesen,
anschlieBend weitere Klone, fur die eine Sequenz vorlag (Tab 3.10). Die
Untersuchungen der Klone, welche aus den Selektionen an Streptavidin-
gekoppelten Mikrotiterplatten hervorgingen (3.3.3 und 3.3.4), erfolgte mithilfe
von Streptavidin-beschichteten Sensor Chips SA (Biacore, Uppsala, Schweden)
an denen SA-Biotin bzw. SMP-Biotin immobilisiert worden waren. Fur die
Untersuchung aller anderen Klone wurden CM5 Chips (Biacore, Uppsala,
Schweden) verwendet, an denen die SH-Gruppen tragenden Linker-Molekile
SMP-Thiol bzw. SMP-VBIlink immobilisiert worden waren. Fur keinen der Klone,
die aus den Selektionen an Streptavidin-gekoppelten Mikrotiterplatten
hervorgingen, konnte ein spezifisches Bindungssignal fur SA- bzw. SMP-Biotin
erhalten werden. Eine vermutete Anreicherung sog. .nterface binders*
(Tuomola et al. 2000), das heif3t in vorliegendem Fall solcher Klone, die an
Biotin oder Streptavidin binden, wurde mittels Biacore-Analysen an Streptavidin
bzw. Streptavidin-Biotin gekoppelten Sensor-Chips untersucht, konnte jedoch
nicht nachgewiesen werden. Ebenso konnte fur keinen der untersuchten Klone,
welche aus den drei unterschiedlichen Selektionszyklen (400, 100 und 25 pM)
an dem SMP-Thiol Konjugat hervorgingen (3.3.5) ein spezifisches
Bindungssignal fiur SMP-Thiol erhalten werden. Hingegen konnte fir den Klon
SMP-ETH K1 scFv, welcher aus der Selektion an SMP-gekoppelten SIMAG TCI
beads hervorging (3.3.2), ein positives Bindungssignal erhalten werden. Ebenso
fur den Klon SMP-VBIink 50 scFv aus der Selektion am Thiol-Linker Derivat
SMP-VBIink (3.3.6). Des Weiteren konnten fur den T-SMP-19 scFv, welcher
aus transgenem Tabak isoliert wurde (3.6.2), Bindungsdaten aufgenommen
werden. Fir die genannten Klone werden die erhaltenen Bindungsdaten im

Folgenden erlautert.
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3.7.1 Ligand Thiol Immobilisierung SH-Gruppen tragender Liganden an
einen CM5 Chip

Basis jeder Oberflachenplasmonresonanzanalyse ist eine geeignete
Immobilisierung des Liganden an die Oberflache des Sensor-Chips. Dieses
erfolgte fur die untenstehenden Experimente Uber eine sog. Ligand Thiol
Immobilisierung der Linker-Molektle SMP-Thiol bzw. SMP-VBIink (2.1.15) an
die zweite Flusszelle eines CM5 Chips (2.6.2). Die erste Flusszelle des Chips
wurde als Negativkontrolle aktiviert, derivatisiert und deaktiviert. Abbildung 3.18
zeigt das Sensorgramm, welches bei einer typischen Ligand Thiol
Immobilisierung entsteht, hier dargestellt fir das SMP-VBIlink Molekil. Eine
erfolgreiche Immobilisierung deutet sich in einem leichten Anstieg des
Sensorgramms wahrend der Injektion des Liganden an, wie er in
untenstehender Abbildung zu beobachten ist. Der prominente ,peak”, welcher
wahrend der Injektion des EDC/NHS Gemisches auftrat, ist auf dabei haufig

entstehende Luftblaschen zuriickzufthren.
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Abb. 3.18 Ligand Thiol Immobilisierung an CM5 Chip. Dargestellt ist der Verlauf eines
Sensorgramms fur die Ligand Thiol Immobilisierung eines SH-Gruppen tragenden Liganden
(SMP-VBIink) an die zweite Flusszelle eines CM5 Chips. Die Immobilisierung erfolgte bei einer
Flussrate von 5 pl/min. Nachfolgend wurde ein EDC/NHS 1:1 Gemisch, PDEA in Na-Borat
pH 8,5, der Ligand in Na-Acetat pH 4,0 und fir die finale Abséattigung freier Bindestellen
Cystein-NacCl injiziert.
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3.7.2 Affinitatsbestimmung des SMP-ETH K1 scFv

Die Bestimmung der Affinitdt des scFv SMP-ETH K1 erfolgte an einem CM5
Chip, dessen zweite Flusszelle mit dem SMP-Thiol Konjugat der Firma
Graffinity Pharmaceutical Design (Heidelberg) derivatisiert wurde. Die erste
Flusszelle wurde als Negativkontrolle lediglich aktiviert, mit PDEA derivatisiert
und anschliel3end mit Cystein deaktiviert. Der aufgereinigte scFv SMP-ETH K1
wurde in abnehmenden Konzentrationen (1,8 uM, 714, 357, 178, 35,7, 17,9 nM)
zunéchst uber die erste dann Uber die zweite Flusszelle geleitet (2.6.3). Das
Signal der Flusszelle 1 wurde von dem der Flusszelle zwei abgezogen, um
Effekte unspezifischer Bindungen an der Sensor-Chip Oberflache aus dem
Ergebnis zu eliminieren. Das resultierende Referenz-subtrahierte Sensorgramm
ist in Abbildung 3.19 A dargestellt.
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Abb. 3.19 Bestimmung der Affinitdt des SMP-ETH K1 scFv fur das SMP-Thiol Konjugat.
Es wurde eine kinetische Messung des Bindungsverhaltens verschiedener Konzentrationen des
SMP-ETH K1 scFvs gegenuber dem an ein CM5 Chip immobilisierten SMP-Thiol Liganden
durchgefiihrt. Die erhaltenen Messdaten wurden mithilfe der BIA Evaluation Software Version
4.1 unter Verwendung des 1:1 Langmuir Bindungsmodells analysiert (A). Des Weiteren ist der
Jresidual plot* fir die Assoziations- und Dissoziationsphase dargestellt (B), der sich aus den
Unterschieden zwischen den experimentellen und den analysierten Daten (fit, A) berechnet.
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Zeit- und Signalachsen wurden normalisiert und die Kurven nach den
Programmstandards der BIA Evaluation Software Version 4.1 der Firma Biacore
AB (Uppsala, Schweden) ,gefitted".

Die Messung mit einer Konzentration von 1,8 uM scFv ergab eine von 0 auf gut
200 RU ansteigende Kurve (Bindung des Antikérperfragments an das Antigen),
die nicht ins Gleichgewicht gelangte. Ein Gleichgewichtszustand (die Anzahl der
assoziierenden Fragmente ist gleich der Anzahl der dissoziierenden
Fragmente) wurde hier nur fur die deutlich niedrigere scFv Konzentration von
178 nM erreicht. Fur die beiden niedrigsten scFv Konzentrationen konnte kein
Bindungssignal mehr erhalten werden. Mit dem Ende der Injektion, setzt der
kontinuierliche Pufferstrom Uber die Chip-Oberflache wieder ein, die Kurven
fallen stark ab und die Dissoziationsphase beginnt. Je affiner das
Antikorperfragment ist, desto langer verbleibt es am Antigen und desto flacher
verlaufen die Kurven in der Dissoziationsphase. Die erhaltenen Messwerte
wurden mithilfe der BIA Evaluation Software Version 4.1 der Firma Biacore AB
(Uppsala, Schweden) und unter Annahme eines Bindungsverhéaltnisses von
Antigen zu Antikdrper von 1:1 (1:1 Langmuir Bindungsmodell) analysiert. Die
Dissoziationskonstante (Kp) wurde nach den Programmstandards berechnet
und ergab einen Wert von 1,5 x 10° M. Die Abbildung 3.19 B zeigt den
sresidual plot* fir die Assoziations- und Dissoziationsphase. Dieser berechnet
sich aus den Unterschieden zwischen den experimentellen und den, nach
mathematischer Anpassung der Messdaten durch numerische Integration,
analysierten Daten.

Zur genaueren Charakterisierung des Antikorperfragmentes sollte untersucht
werden, ob und in welchem Ausmal3 der scFv an den freien, nicht-konjugierten
Liganden bindet. Dazu wurden Kompetitionsexperimente mit freiem
Sulfamethoxypyridazin durchgefihrt (2.6.3), in denen dieses in verschiedenen
Konzentrationen dem Antikorper zugesetzt wurde, so dass es mit dem am Chip
immobilisierten Antigen um die Bindungsstellen des svFvs konkurriert. Erkennt
und bindet das Antikérperfragment das freie Antigen, so sollten mit dessen
zunehmender Konzentration immer weniger Fragmente an den Chip binden.
Die Sensorgramme sollten also mit zunehmender Konzentration des freien
Antigens flacher verlaufen. Fur den SMP-ETH K1 scFv konnte keine

Kompetition des Antikdrpers durch freies SMP erreicht werden.
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3.7.3 Affinitatsbestimmung des SMP-VBIlink 50 scFv

Die Bestimmung der Affinitat des scFv SMP-VBIink 50 erfolgte an einem CM5
Chip, dessen zweite Flusszelle mit dem SMP-VBIink Konjugat der Firma Kadem
Custom Chem (Gottingen) derivatisiert war. Die erste Flusszelle wurde auch
hier als Negativkontrolle (s.0) verwendet. Das aufgereinigte scFv-Fragment
wurde in den Konzentrationen 500, 250, 200, 100, 50 und 0 nM injiziert. Die
Referenz-subtrahierten, normalisierten und ,gefitteten“ Sensorgramme zeigten
zu Beginn der Injektion einen starken Anstieg (im Fall der scFv Konzentration
500 nM von 0 auf etwa 40 RU) und gelangten schnell ins Gleichgewicht (Abb.
3.20 A). Auch hier wurden die erhaltenen Messwerte unter Zuhilfenahme der
BIA Evaluation Software Version 4.1 der Firma Biacore AB (Uppsala,
Schweden) und unter Annahme eines Bindungsverhaltnisses von Antigen zu
Antikérper von 1:1 (1:1 Langmuir Bindungsmodell) analysiert. Die
Dissoziationskonstante (Kp) wurde mit den Programmstandards berechnet und

ergab einen Wert von 7,74 x 10 M.
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Abb 3.20 Bestimmung der Affinitdt des SMP-VBlink 50 scFv fur das SMP-VBIlink
Konjugat. Dazu wurde eine kinetische Messung des Bindungsverhaltens verschiedener
Konzentrationen des SMP-VBIink 50 scFvs gegeniber dem an ein CM5 Chip immobilisierten
SMP-VBIink Liganden durchgefuhrt. Die erhaltenen Messdaten wurden mithilfe der BIA
Evaluation Software Version 4.1 unter Verwendung des 1:1 Langmuir Bindungsmodells

analysiert (A). Des Weiteren ist der zugehdrige ,residual plot* fir die Assoziations- und
Dissoziationsphase dargestellt (B).
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Auch hier wurden zur genaueren Charakterisierung des Antikdrperfragmentes
Kompetitionsexperimente mit freiem Sulfamethoxypyridazin durchgefihrt (2.6.3
und 3.6.2). Dazu wurden jeweils 500 nM des scFv SMP-VBIlink 50 mit SMP
Konzentrationen von 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM und 1 pM fiur eine halbe
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Als Negativkontrolle diente dieselbe
Menge scFv einmal ohne und einmal mit Zugabe von 0,04 % (v/v) DMSO. Die
Proben wurden anschlielRend wie bereits beschrieben injiziert (2.7.3). Ohne
Zugabe von freiem SMP, erreichte das Sensorgramm einen Maximalwert von
ca. 45 RU (Abb 3.21), was in etwa dem in der kinetischen Messung (Abb.
3.20 A) fur diese Konzentration (500 nM) erhaltenen Wert entspricht. Die
Zugabe von 0,04 % (v/v) DMSO fihrte zu einer leichten Reduktion dieses
Maximalwertes. Mit zunehmender SMP Konzentration verliefen die
Sensorgramme immer flacher, bei der Zugabe von 1 pM (10° M) wurde noch
ein Signal von etwa 30 RU erhalten (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21 Kompetition von SMP-VBIink 50 scFv mit freiem Sulfamethoxypyridazin (SMP).
Fur das Kompetitionsexperiment wurden jeweils 500 nM SMP-VBIink 50 scFv flir eine halbe
Stunde bei RT mit unterschiedlichen SMP Konzentrationen inkubiert. Die SMP-L&sungen
enthielten alle eine einheitliche DMSO-Konzentration von 0,04 % (v/v). Als Kontrolle diente die
genannte Menge SMP-VBIink 50 scFv einerseits ohne Zusatz von SMP (0 uM SMP) sowie
andererseits mit Zusatz von 0,04 % (v/v) DMSO (0 uM SMP + DMSO). Nach der Inkubation
erfolgte die Injektion der Proben uber einen SMP-VBIink gekoppelten CM5 Chip bei einer
Flussrate von 20 pl/min. Dargestellt sind die Verlaufe der resultierenden Sensorgramme.

i
900
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3.7.4 Affinitatsbestimmung des T-SMP-19 scFv

Zur Bestimmung der Affinitat wurde derselbe CM5 Chip wie in 3.7.2 verwendet.
Das aus Tabak aufgereinigte scFv-Fragment T-SMP-19 (3.6.2) wurde in den
Konzentrationen 500, 250, 200, 125, 100 und 50 nM injiziert. Die Referenz-
subtrahierten, normalisierten und ,gefitteten* Sensorgramme (Abb 3.22 A)
zeigten zu Beginn der Injektion einen deutlichen Anstieg, gelangten aber fir die
oberen Konzentrationsbereiche nicht ins Gleichgewicht. Ein Gleichgewichts-
zustand wurde nur fur die scFv Konzentrationen 125 nM und 100 nM erreicht.
Die Sensorgramme verliefen hier etwa auf gleicher Hohe. Fir die niedrigste
scFv Konzentration von 50 nM konnte nahezu kein Bindungssignal mehr
erhalten werden. Die Auswertung der Messwerte unter Annahme eines 1:1
Langmuir Bindungsmodells war hier nicht moglich. Als mdglicher Grund wurde
das Vorliegen eines heterogenen Gemisches aus Monomer- und Dimeranteilen
des scFv-Fragmentes angenommen. Daher erfolgte die Auswertung der
Messwerte unter Zuhilfenahme der BIA Evaluation Software Version 4.1 der
Firma Biacore AB (Uppsala, Schweden) und unter Annahme eines
.Heterogenous analyte (competing reactions)” Bindungsmodells. Eine

Dissoziationskonstante (Kp) konnte demnach nicht bestimmt werden.
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Abb. 3.22 Bestimmung der Affinitat des T-SMP-19 scFv fir das SMP-Thiol Konjugat. Es
wurde eine kinetische Messung des Bindungsverhaltens verschiedener Konzentrationen des T-
SMP-19 scFvs isoliert aus N. tabacum gegeniiber dem an ein CM5 Chip immobilisierten SMP-
Thiol Liganden durchgefiihrt. Die erhaltenen Messdaten wurden mithilfe der BIA Evaluation
Software Version 4.1 unter Verwendung des ,Heterogenous ligand (parallel reactions)”
Bindungsmodells analysiert (A). Des Weiteren ist der zugehorige ,residual plot* fir die
Assoziations- und Dissoziationsphase dargestellt (B)
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3.8 Molekularbiologische Analyse der isolierten Klone

3.8.1 CDR3-Sequenzanalyse

Klone, die durch Oberflachenplasmonresonanzanalyse als SMP-Binder
identifiziert wurden (T-SMP-19, SMP-ETH K1 und SMP-VBIlink 50) wurden auf
Aminosauresequenzebene miteinander verglichen. Zusatzlich wurde ein nicht-
bindender scFv-Klon (SMP-VBIlink 15) zum Vergleich hinzugezogen. Klone,
welche aus der ETH-2 Bank isoliert wurden (SMP-ETH K1 und SMP-VBIink 50),
kénnen sich prinzipiell in den CDR3 Regionen der schweren und leichten Kette
sowie durch den Typ der leichten Kette (kappa oder lambda) unterscheiden.
Alle ubrigen Regionen sind sequenzidentisch. Der scFv-Klon T-SMP-19
unterscheidet sich aufgrund seiner Herkunft (Griffin.1 Bank) zusétzlich in den
anderen Komplementaritats-determinierenden Regionen (CDRH1 und 2,
CDRL1 und 2), sowie in begrenztem Ausmal3 in den konstanten Bereichen. Die
Klone aus der ETH-2 Bank wiesen alle leichte Ketten des Typs lambda auf.
Ebenso der Klon T-SMP-19. In Abb. 3.23 ist die Organisation der scFvs
schematisch abgebildet. Da sich zumindest die scFv-Fragmente aus der ETH-2
Bank nur in ihren CDR3 Regionen unterscheiden, sind diese zusétzlich in ihrer

Aminosauresequenz dargestellt.

CDRH1 CDRH2 CDRH3  linker CDRL1 CDRL2 CDRL3 tags
T-SMP-19 RLKHNNLLS AAWDDSLALFV
SMP-ETH K1 TGHKKTFDY NSSSKKHPLVV
SMP-VBIink 50 GVGAFRPYRKHE NSSSECSPWVV
SMP-VBIink 15 QYRPTAFDY NSSAPWAARVV

Abb. 3.23 Schematische Darstellung der scFvs. Die drei scFv-Klone T-SMP-19, SMP-ETH
K1 und SMP-VBIlink 50 sowie ein nicht-bindender scFv-Klon (SMP-VBIlink 15) wurden
hinsichtlich ihrer Aminosauresequenz miteinander verglichen. Schematisch dargestellt sind die
Komplementaritats-determinierenden Regionen der schweren (CDRH) und leichten Kette
(CDRL), sowie der linker und die Markierungen (tags). Da sich die scFv-Klone im Wesentlichen
in den Aminosauresequenzen der CDR3 Regionen unterscheiden, sind diese gesondert
dargestellt.
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Die CDRH3 Region des Klons SMP-VBIink 50 unterschied sich sowohl in der
Aminosauresequenz als auch in der Lange von den beiden anderen CDRH3
Regionen. Sie setzte sich aus zwolf Aminoséduren zusammen, verglichen mit
neun Aminosauren bei den beiden anderen Klonen. Die CDRL3 Regionen
unterschieden sich in ihrer Aminosauresequenz, wiesen jedoch eine einheitliche
Lange von elf Aminoséduren auf. Das Verhaltnis von polaren zu unpolaren
Aminosauren lag fir die CDRH3 Regionen bei 2:1 (T-SMP-19; SMP-VBIink 15),
3,5:1 (SMP-ETH K1) und 1:1 (SMP-VBIink 50). Bei der CDRH3 Region des
SMP-VBIink 50 scFv fiel aul3erdem eine nahezu symmetrische Aufteilung der
Sequenz in einen polaren und einen unpolaren Teil auf. Fur die CDRL3
Regionen lag das Verhdltnis von polaren zu unpolaren Aminosauren bei 1:2,7
(T-SMP-19), 1,75:1 (SMP-ETH K1 und SMP-VBIink 50) bzw. 1:1,75 (SMP-
VBIink 15). Hier fiel fur die beiden Klone SMP-ETH K1 und SMP-VBIink 50
wiederum eine klare Trennung der Sequenz in einen polaren und einen
unpolaren Teil auf, wobei jeweils die letzten vier Aminosauren unpolarer Natur

waren.

3.8.2 Alignment von CDRH3 Sequenzen

Die Aminosauresequenzen der CDRH3 Regionen aller aus der ETH-2 Bank
isolierten Klone wurden mithilfe des Programms ClustalX (Thompson et al.
1997) miteinander verglichen. Dieses sollte Aufschluss dartber geben, ob im
Verlauf aller Selektionen Klone ahnlicher CDRH3-Sequenz angereichert wurden
und ob Ahnlichkeit zu den Sequenzen der SMP-Binder besteht. Unter
Zuhilfenahme des Programms treeviewer32 wurde ein Stammbaum berechnet
(Abb. 3.24). Es féllt eine Gruppe von funf CDRH3 Sequenzen auf, von denen
drei sequenzidentisch (SMP-VBIlink 50, SMP-Thio 400-13, SMP-Thio 25-79)
und zwei weitere hochgradig ahnlich sind (SMP-VBIink 33 und VBink 60). Diese
Gruppe beinhaltet den scFv-Klon mit den besten SMP-bindenden
Eigenschaften (SMP-VBIink 50, 3.7.3).
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Abb 3.24 Alignment der CDRH3 Proteinsequenzen aller aus der ETH-2 Bank selektierten
Klone. Das Alignment wurde mithilfe des Prgramms ClustalX durchgefuihrt und die Grafik nach
den allgemeinen Standards des Programms treeviewer32 erstellt. Blau hervorgehoben sind
Klone, die eine Bindung an SMP zeigten (dunkelblau) bzw. deren CDRH3 Regionen identisch
oder hochgradig &hnlich sind (hellblau). In dieser Gruppe befindet sich der scFv-Klon mit den
besten SMP-bindenden Eigenschaften (SMP-VBIink 50).
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3.9 Molekulare Analyse der Sulfonamid-Konjugate

Die fur die Selektion Sulfonamid-spezifischer scFv-Phagen verwendeten Linker-
Molekuile wurden hinsichtlich ihrer physiko-chemischen Eigenschaften
miteinander verglichen. Zunachst wurden die Linker mithilfe des Programms
Hyperchem 7 Molecular Modelling Systems (Hypercube, Inc) hinsichtlich

verschiedener Parameter genauer charakterisiert (Tab. 3.11).

Tab. 3.11 Eigenschaften der Linker-Molekile

SMP SMP- SMP- SMP- SMP- SMP-

SIMAGCI | SIMAGTCI | Biotin Thiol VBIink

Lange (A) 12,50 | 20,94 20,10 29,14 36,16 26,01
Breite (A) 2,49 2,50 7,05 5,11 8,54 10,11

Volumen (A% | 773,07 | 1153,71 1250,73 1699,82 | 2070,11 | 1365,10

Oberflache
&) 485,02 | 703,27 756,65 998,81 1233,19 | 828,89
Hydrat.
Energie nb -11.96 -10,14 -25,83 -27,10 -17,67
(kcal/mol)
Log P nb 4,78 6,48 3,13 -0,93 3,73

Polarisierbar-

e nb 37,92 41,50 59,85 67,96 45,94
keit (A%

Der Log P Wert bezeichnet den Hydrophobizitatskoeffizienten und ist von
herausragender Bedeutung. Bei einem Wert > 0 liegt Hydrophobizitat vor, ein
Wert < 0 steht hingegen fur Hydrophilizitat.

Des Weiteren wurde mit dem Programm Hyperchem 7 die Verteilung der
Oberflachenpotentiale Uber die Molekile NHS-LC-Biotin, Thiol-Linker |
(Graffinity) und Thiol-Linker Il (VBIlink, KDMCC) berechnet. Eine Optimierung
der Berechnung erfolgte in MOPAC 6 mithilfe der AM1-Methode. Das Ergebnis
ist in Abb. 3.25 dargestellt.
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Abb. 3.25 Verlauf der Oberflachenpotentiale tber die Linker-Molektle (chne SMP)
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Hier fallt vor allem die deutlich inhomogenere Verteilung des
Oberflachenpotentials im Thiol-Linker | (Graffinity) auf, die zu einer negativen
Polaritat tendiert.

3.10 Modellierung der 3D-Struktur von Antikdrperfragmenten

Fur die drei Antikoérperfragmente, die als SMP-Binder identifiziert werden
konnten (T-SMP-19, SMP-ETH K1 und SMP-VBIink 50), wurde zur Berechnung
der 3D-Struktur ein ,Threading” basierend auf dem WAM-Algorithmus (2.8)
durchgefuhrt. Die Erstellung der Abbildungen erfolgte mithilfe des 3D Molecule
Viewer (Vector NTI Advance 10, Invitrogen). Abb. 3.26 zeigt das Modell des T-
SMP-19 scFvs. In den CDR3 Regionen sind die Aminosauren entsprechend
ihrer Hydrophobizitét farblich gekennzeichnet. Die CDR3 Regionen der leichten
und schweren Kette bilden zusammen eine unregelmafige, schmale Kavitat
aus, die an der langsten Seite 18,83 A misst und eine Breite von etwa 5,46 A
aufweist. Bei der Selektion, aus der der genannte Klon hervorging, wurde SMP
gekoppelt an SIMAG CI beads eingesetzt. Das SMP Molekdl allein weist eine
Lange von 12,50 A und eine Breite von 2,49 A auf. Zusammen mit dem Linker
der SIMAG Cl beads misst das Molekiil 20,94 A in der Lange und 2,50 A in der
Breite (Tab. 3.11). In der putativen Bindungstasche selbst fallt eine leichte
Dominanz polarer Aminosauren gegentber unpolarer Aminosauren auf. Bei den
Aminosauren, die mdglicherweise an einer Bindung beteiligt sein konnten,
handelt es sich um LC-Dg4, LC-Wg,, LC-Ag; und LC-Fgg in der leichten und HC-
Rgg, HC-N103, HC-N104 und HC-L1gs5 in der schweren Kette.
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Abb. 3.26 Modellierung der 3D-Struktur fiir T-SMP-19 scFv. Dargestellt sind der vollstandige
scFv (A) sowie eine Detailansicht der putativen Bindungstasche (B) mit farblicher
Kennzeichnung der Hydrophobizitat der Aminoséuren in den CDR3 Regionen.




Ergebnisse 90

Abb. 3.27 wurde in der beschriebenen Weise erstellt und zeigt das Ergebnis
des ,Threadings® fur das Antikdrperfragment SMP-ETH K1. Die putative
Bindungstasche weist eine Tiefe von etwa 11,85 A auf. Sie ist im vorderen
Bereich relativ breit (etwa 10,28 A) verjingt sich aber zunehmend. Im mittleren
Bereich weist sie eine Breite von etwa 8,86 A auf, im hinteren Bereich nur noch
eine Breite von etwa 3,73 A. Im Rahmen des Selektionsverfahrens wurden
SMP-gekoppelte SIMAG-TCI beads verwendet. SMP weist zusammen mit dem
Linker der beads eine Lange von 20,10 A und eine Breite von 7,05 A auf. Bei
den Aminosauren, die mdoglicherweise in direktem Kontakt mit dem
Bindungspartner stehen, liegt ein Verhéaltnis polarer und unpolarer Aminosauren
von 3:1 vor. Dabei handelt es sich um die Aminosauren HC-Kip2, HC-Hipz, HC-
Tgg, HC-K103 und HC-F305 der schweren sowie LC-Kg;, LC-Hgp, LC-Pg3, LC-Sgs,
LC-Vgs, LC-Sgz und LC-Ngs der leichten Kette.
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Abb. 3.27 Modellierung der 3D-Struktur fur SMP-ETH K1 scFv. Dargestellt sind der
vollstandige scFv (A) sowie eine Detailansicht der putativen Bindungstasche (B) mit farblicher
Kennzeichnung der Hydrophobizitat der Aminosauren in den CDR3 Regionen.
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Die 3D-Struktur des SMP-VBIink 50 scFvs ist in Abb. 3.28 dargestellt. Die sehr
kompakt strukturierte putative Bindungstasche bildet eine schmale Kavitat mit
einer Tiefe von etwa 15,72 A und einer Breite von etwa 5,92 A aus. Im Rahmen
des Selektionsverfahrens wurde das Thiol-Linker Molekil SMP-VBIlink der
Firma KDMCC verwendet. Dieses weist eine Lange von 26,01 A und eine Breite
von etwa 7,05 A auf. Die Aminoséuren, welche in direktem Kontakt mit dem
Bindungspartner stehen konnten, wiesen ein Verhaltnis von polaren zu
unpolaren Aminosauren von 2,75:1 auf. Dabei handelt es sich um die
Aminosauren LC-Ngg, LC-Sgg, LC-Vgs, LC-Egg, LC-Wg4, LC-Coj, LC-Sg, und LC-
Pos in der leichten sowie HC-E;o9, HC-H;0s, HC-R106, HC-K107, HC-Y 105, HC-P104
und HC-Rjg3 in der schweren Kette.
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Abb. 3.28 Modellierung der 3D-Struktur fir SMP-VBIlink 50 scFv. Dargestellt sind der
vollstandige scFv (A) sowie eine Detailansicht der putativen Bindungstasche (B) mit farblicher
Kennzeichnung der Hydrophobizitat der Aminosduren in den CDR3 Regionen.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Sulfonamid-spezifischen
,single chain“ Antikorpers, der Uber die Methode des ,Phage Displays® aus
einem humanen synthetischen Antikdrpergenrepertoire selektiert werden sollte.
Fur die dazu erforderliche Immobilisierung der Sulfonamide sollten
verschiedene Immobiliserungsverfahren zur Kopplung niedermolekularer
Liganden an feste Oberflachen erprobt und entwickelt werden. Die
resultierenden Strategien zur Selektion Hapten-spezifischer scFv-Phagen Uber
die Methode des sog. ,Phage Displays® (1.5) sollten optimiert und miteinander
verglichen werden. Die beiden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
verwendeten Liganden Sulfanilamid (SA; 172,2 Da) und Sulfamethoxypyridazin
(SMP; 280,3 Da) zahlen zu den Sulfonamiden (1.1), einer Gruppe antibiotisch
wirksamer Substanzen, welche sowohl in der Human- als auch in der
Veterindrmedizin Verwendung finden. Alle Sulfonamide sind N'-substituierte
Derivate des p-Aminobenzensulfonamids (Sulfanilamid) und somit strukturell
verwandt. Aus immunologischer Sicht stellen sie aufgrund ihrer strukturellen
Einfachheit und geringen Grélke Haptene (1.1) dar.

Ein Ansatz zur Erzeugung Hapten-spezifischer Antikorper nutzte zunachst die
klassischen Methoden zur Herstellung poly- bzw. monoklonaler Antikdrper.
Wahrend polyklonale Antiseren nur eingeschrankt nutzbar waren (1.3), sind
eine Reihe monoklonaler Hapten-spezifischer Volllangen-Antikérper in der
Literatur beschrieben, so auch solche, die eine Spezifitat fur Sulfonamide
aufweisen (Cliquet et al. 2003, Haasnoot et al. 2000, Muldoon et al. 1999,
Sheth and Sporns 1991). Ein wesentliches Problem der Erzeugung Hapten-
spezifischer monoklonaler Antikdrper Uber die traditionelle Hybridomatechnik
besteht jedoch in der bevorzugten Selektion sog. ,interface binders® (Charlton
et al. 2001, Tuomola etal. 2000). Darunter versteht man Antikorper, die
bevorzugt die konjugierte Form des Haptens und nicht die freie unkonjugierte
Form erkennen (Charlton et al. 2001). Solche Antikorper sind flr eine sensitive
Detektion kleiner Moleklle ungeeignet. Sie werden angereichert, da die
Haptene, um eine Immunantwort im Zuge der Immunisierung von Tieren zu
ermdglichen, an Tragersubstanzen wie BSA oder Biotin gekoppelt werden. Die

in vitro Isolation von rekombinanten Antikdrpern aus Antikérpergenbibliotheken
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uber die Methode des ,Phage Displays® stellt eine geeignete Alternative dar
(1.5). Grundsatzlich lassen sich post-Immunisierungs-Bibliotheken von sog.
universellen oder ,single pot‘ Bibliotheken unterscheiden (Hust und Dubel
2004). Letztere werden je nach Herkunft der Antikdrpergene als naive, semi-
synthetische und synthetische Banken (Hust und Dubel 2004) bezeichnet (1.4).
Die Isolation Hapten-spezifischer Antikdrperfragmente Uber die Konjugation der
Liganden an Tragerproteine ist fur jede dieser Banken bekannt (Barbas Il et al.
1993, Clackson et al. 1991, Jorgensen et al. 2002, Marks et al. 1991). ScFv-
Fragmente gegen Sulfonamide, die auf direktem Weg aus einer universellen
Bank selektiert wurden, sind jedoch bislang nicht beschrieben.

Bei der Selektion Hapten-spezifischer Antikorperfragmente sowohl aus post-
Immunisierungs-Bibliotheken, als auch aus universellen Bibliotheken stellt sich
wiederum das Problem der moglichen Selektion von interface binders®.
Antikérperfragmente die gegen eine konjugierte Form des Haptens generiert
wurden, erkennen haufig nur das Konjugat aus Tragermolekul und Hapten,
wahrend das unkonjugierte Hapten nicht oder mit geringerer Affinitat detektiert
wird (Charlton et al. 2001, Moghaddam et al. 2001). Durch kompetitive
Elutionsmethoden kann bevorzugt auf Antikdrper selektiert werden, welche die
freie Form des Haptens erkennen (Burmester et al. 2001, Moghaddam et al.
2001, Moghaddam et al. 2003). Bei der Suche nach Antikorperfragmenten
gegen antibiotisch wirksame Molekule ist dieser Ansatz nicht mdglich, da diese
Verbindungen das Wachstum der im Rahmen des ,Phage Displays® benotigten
Wirtsbakterien hemmen. Um fur antimikrobielle Substanzen ein Verfahren zu
entwickeln, das dennoch die spezifische Selektion auf antigenbindende scFv-
Phagen zulasst, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit verschiedene
Selektionsverfahren optimiert und verglichen, die sich vor allem in der Art der
Immobilisierung und Prasentation des Haptens sowie in der Struktur und den
physiko-chemischen Eigenschaften der zur Immobilisierung verwendeten
Linker-Moleklle voneinander unterschieden. Zur Selektion Sulfonamid-
spezifischer Antikorperfragmente mittels ,Phage Display wurden zwei
verschiedene humane synthetische Antikorpergenbibliotheken im scFv-Format

eingesetzt (2.1.6).
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4.1 Immobilisierung der Sulfonamide

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Immobilisierung der Sulfonamide
verwendeten Linker Molekile (Tab. 3.1) unterschieden sich zum einen in ihren
Dimensionen zum anderen in ihren physiko-chemischen Eigenschaften,
insbesondere in der Hydrophobizitat (Tab. 3.11), der Polaritat und der
Verteilung des Oberflachenpotentials Uber das Molekul voneinander (Abb.
3.25). Dadurch bedingt muss von einer Linker-spezifischen Prasentation des
Sulfonamids wahrend des Selektionsverfahrens ausgegangen werden. Die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Sulfonamide
Sulfamethoxypyridazin (SMP) und Sulfanilamid (SA) waren fur Kopplungs-
Chemien zuganglich und sind im Rahmen der Lebensmittelanalyse von

Bedeutung.

Direkte Kopplung an , magnetic beads*

Eine erste Methode zur Selektion Sulfonamid-spezifischer Antikdrperfragmente
sah die direkte Kopplung von Sulfamethoxypyridazin an Linker-Molekule auf der
Oberflache magnetischer ,beads® vor. Zwei verschiedene ,beads” (SIMAG CI
und SIMAG TCI) wurden verwendet, die sich in der Lange der Linker-Molekule
sowie der Art der endstandigen reaktiven Gruppe unterschieden. Die Kopplung
erfolgte Uber die benzenringstandige Aminogruppe des Sulfamethoxypyridazin-
Molekils und basierte auf der Carbodiimidmethode. Diese wird in der Literatur
haufig fur die Kopplung von Haptenen an Tragermolekule beschrieben (Albers
et al. 2002, Chan et al. 2002). ,Magnetic beads haben wesentliche Vorteile
hinsichtlich der Effizienz eines Pannings (McConnell et al. 1999) (1.5). Das
Molekul liegt trotz Immobilisierung in Lésung vor (,batch“-Verfahren), was
insbesondere fur die Prasentation kleiner Molekule entscheidend ist. Unter
Verwendung von ,magnetic beads” konnten bereits wenige Hapten-spezifische
Antikorper isoliert werden. In den meisten Fallen erfolgte die Kopplung der
Liganden soweit beschrieben (Jgrgensen et al. 2002) Uber Biotin an
Streptavidin-gekoppelte ,magnetic beads” (Moghaddam et al. 2003). Dies hat
den Nachteil der erhdhten unspezifischen Bindung. In einem weiteren Fall ist
eine direkte Immobilisierung des Liganden Uber die aufwandige Synthese eines

flexiblen Linkers beschrieben worden (Mercader und Skerra 2002). Allerdings
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ist eine zu komplexe Synthese von Linker-Molekulen fur die breite Anwendung
unpraktikabel.

Das Problem der bevorzugten Selektion von ,interface binders® (Charlton et al.
2001, Tuomola et al. 2000) sollte durch die direkte Kopplung der Haptene Uber
lange flexible Linker ausgeschlossen sein. Die auf den hier verwendeten
,oeads” praimmobilisierten C6- bzw C8-Linker Molekule ermoglichten eine
geeignete Prasentation des SMP-Molekuls (2.1.13). Beide Linker waren
ausgesprochen hydrophob mit Log P Werten von 4,78 (SIMAG CI) bzw. 6,48
(SIMAG TCI) (Tab. 3.11). Daher sind hydrophobe Interaktionen von scFv-
Phagen mit den Linkern wahrend der Selektionen nicht auszuschlieRen.
Hydrophobe Interaktionen mit Linkern und Oberflachen finden haufig Uber
hydrophobe ,patches® statt und konnen zu unspezifischen Bindungen und
partieller Denaturierung des Proteins fuhren (Engel 2004, Mrksich and
Whitesides 1996).

Kopplungserfolge werden vom Hersteller (Chemicell, Berlin) mithilfe von
Fluoreszenz-markierten Molekllen uUberprift, was fur das hier verwendete
Molekul aus technischen Grunden nicht méglich war. Um ein ausreichendes
Malz an immobilisiertem SMP zu gewahrleisten, wurde das Molekll zur
Kopplung im 10 fachen molaren Uberschuss eingesetzt (2.4.3). Indirekt wurde
der Erfolg der Immobilisierung durch die spatere Selektion antigenspezifischer

scFv-Fragmente nachgewiesen.

Indirekte Kopplung Uber Sulfonamid-Biotin-Derivate

Eine Alternative zur meist durchgefuhrten Derivatisierung kleiner Molekule
(,small molecules®) mit Tragerproteinen wie BSA (Barbas Il et al. 1993, Griffith
et al. 1994, Marks et al. 1991) oder Ovalbumin (Yuan et al. 1997) ist die
Kopplung an Biotin-Linker Molekule. Diese haben den Vorteil, dass Biotin als
kleines (244 Da) naturlich vorkommendes Vitamin deutlich weniger immunogen
ist, als grol3e Tragerproteine und dass es mit sehr hoher Affinitat an Avidin bzw.
Streptavidin bindet. Letzteres kann flir die Immobilisierung Biotin-konjugierter
Molekule ausgenutzt werden. Dieses Verfahren ist in der Literatur mehrfach fur
die Kopplung kleiner Liganden beschrieben (Korpimaki et al. 2002, Rodi et al.
2001, Sche et al. 1999, Vaughan et al. 1996). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde sowohl Sulfamethoxypyridazin (SMP) als auch Sulfanilamid (SA)
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mithilfe von EZ-Link® NHS-LC-Biotin der Firma Pierce (Abb. 2.5) derivatisiert.
Dabei handelt es sich um einen N-Hydroxysuccinimid Ester des Biotins, der in
neutralem bis alkalischem pH Bereich sehr effizient mit primaren Aminogruppen
reagiert und stabile Amid-Bindungen ausbildet (2.1.14). Im SMP-Molekdil
existiert eine dieser Art von Reaktion zugangliche primare Aminogruppe. Dabei
handelt es sich um die Aminogruppe des p-Aminobenzol-Restes des
,2oulfonamid-spezifischen® Teils des Molekuls (Abb. 1.1 und 1.2). Das SA-
Molekul hingegen tragt neben der eben genannten primaren Aminogruppe eine
zweite an der Sulfofunktion des Molekduls. Diese sollte zwar elektrochemisch fur
eine Reaktion mit dem NHS-Ester des Biotins begunstigt sein, allerdings kann
man eine Reaktion mit der p-Aminogruppe des Benzolrings nicht ausschliefden.
Somit kann das Molekul Uber zwei verschiedene funktionelle Gruppen
gekoppelt sein, von denen eine die Sulfonamid-spezifische Gruppe des
Molekuls erhalt. Die Selektion kreuzreaktiver Antikorper ist somit nicht
ausgeschlossen. Des Weiteren ware denkbar, dass das Molekul gleichzeitig
uber beide primare Aminogruppen eine Derivatisierung erfahrt. Durch
Bestimmung der Masse mittels LC-MS (Abb. 3.2) konnte jedoch eine 1:1
Stochiometrie der Kopplungsreaktion nachgewiesen werden. Gleichzeitig
konnte so der Nachweis fur die erfolgreiche Derivatisierung erbracht werden.
Das Linker-Molekiil des EZ-Link® NHS-LC-Biotin hat eine Lange von 22.4 A als
SMP-Konjugat weist das Molekiil insgesamt eine Lange von 29,14 A auf. Es ist
durch die Integration mehrerer polarer Gruppen mit einem Log P Wert von 3,13
(Tab. 3.11) deutlich weniger hydrophob als die beiden SIMAG Linker.

Indirekte Kopplung Uber Sulfonamid-Thiol-Linker-Derivate

Eine weitere Immobilisierungsstrategie sah die Derivatisierung von
Sulfamethoxypyridazin mit Linker-Molekllen vor, die terminale SH-Gruppen
aufwiesen (Thiol-Linker, 2.1.15). Dieses Immobilisierungsprinzip findet unter
anderem Verwendung bei der Kopplung SH-Gruppen tragender Molekule an
Carboxymethyldextran Matrices, die im Rahmen der Oberflachenplasmon-
resonanzanalyse verwendet werden (Johnsson et al. 1995). Im vorliegenden
Fall erfolgte die Immobilisierung der Konjugate basierend auf der Maleimid-
Chemie fur Sulfhydryl-Gruppen an Maleimid-aktivierten Mikrotiterplatten (Abb.

2.6). Das Sulfamethoxypyridazin wurde Uber die benzenringstandige primare
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Aminogruppe (SMP-Thiol-Linker, Graffinity, Dickopf et al. 2004) bzw. die
pyridazinringstandige Methoxygruppe (SMP-VBIlink-Linker, KDMCC) konjugiert.
In zuletzt genanntem Fall blieb die in allen Sulfonamiden uUbereinstimmende p-
Aminobenzolgruppe erhalten (Abb. 1.1 und 1.2). Prinzipiell ist Gber diese Art der
Kopplung die Selektion kreuzreaktiver Antikdrperfragmente moglich. Der SMP-
Thiol-Linker ist mit 36,16 A deutlich langer als der SMP-VBIink-Linker mit
26,01 A. Des Weiteren ist der SMP-Thiol-Linker aufgrund mehrerer integrierter
Oligoethylenglycol-Gruppen deutlich hydrophiler als alle im Rahmen der
vorliegenden Arbeit verwendeten Linker (Log P -0.93, Tab. 3.11). Auch die
Verteilung des Oberflachenpotentials dieses Linkers ist dadurch bedingt
deutlich inhomogener und tendiert an mehreren Stellen zu einem eher
negativen Potential (Abb. 3.25). Der SMP-VBIink-Linker liegt dagegen in der
Hydrophobizitat etwa im Bereich des SMP-Biotin Molekiils (Log P 3,73).

4.2 Die Antikérpergenbibliotheken

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene humane
synthetische Antikérpergenbibliotheken im scFv Format verwendet. Die Griffin.1
Bank (2.1.6) wurde zur Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an SMP-
gekoppelten SIMAG CI beads eingesetzt. Bei der anschlielenden PCR-Analyse
selektierter scFv-Klone (3.4.1) stellte sich heraus, dass nur ein relativ geringer
Prozentsatz der Klone vollstandige Vy- und V| -Ketten-Gene trugen (Tab. 3.8).
Dabei handelte es sich um die Auswirkungen eines in der Literatur
beschriebenen Phanomens, wonach durch unvollstandigen Restriktionsverdau
oder Selbstligation des Phagemids wahrend der Herstellung der Bibliothek eine
Verunreinigung der Bank mit unvollstandigen oder ,insert‘-freien scFv-Klonen
stattfindet (Courtney et al. 1995, Krebber et al. 1997, Seehaus et al. 1992, Tur
et al. 2001). Aufgrund eines Wachstumsvorteils ,insert-freier Phagen kommt es
mit jeder Amplifikation der Bank zu einer Anreicherung dieser Phagen, wodurch
die Mdglichkeit der Selektion spezifischer Phagen zunehmend eingeschrankt
wird (Krebber et al. 1997). Die Griffin.1 Bank wurde bereits einer Vielzahl an
Amplifikationen unterworfen und schien daher fir die Selektion Antigen-
spezifischer scFv-Phagen ungeeignet. Fiur alle weiteren Selektionen, die im

Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrt wurden, wurde die ETH-2 Bank
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eingesetzt (Viti et al. 2000). Sie wurde als neue Charge vom Hersteller (ETH,
Zurich) bezogen und eine PCR-Analyse der ersten Amplifikation zeigte, dass
alle untersuchten Klone ein vollstandiges scFv-,insert® trugen (Abb. 3.1).
Grundlage dieser ,single framework® Bibliothek bilden das Keimbahngen DP-47
(Tomlinson et al. 1992) fir die schwere und die Segmente DPK-22 oder DPL-16
fur die leichte Kette vom A- bzw. k-Typ (Marks et al. 1991, Cox et al. 1994).
Durch Randomisierung der CDR3 Regionen erhielt die Bank eine Diversitat von
5x 10® unabhdngigen Klonen, was im Vergleich zu anderen
Antikérpergenbibliotheken eine durchschnittliche Grole ist (Hust et al. 2004).
Das DP-47 Segment gewahrleistet eine gute Exprimierbarkeit der
resultierenden scFvs und die korrekte Faltung des Proteins auf scFv-Phagen
und in Lésung (Viti et al. 2000). Es gehort zur Gruppe der Vy3-Domanen, die
sich durch eine Reihe vorteilhafter biophysikalischer Eigenschaften
auszeichnen. So lassen sie sich beispielsweise ohne das Entstehen von
.inclusion bodies” und Dimeren in E. coli exprimieren (Ewert et al. 2003). Die
Diversitat der Bindungsmoglichkeiten ist in ,single framework® Bibliotheken
reduziert. Zwar hat die CDRH3 Region die grof3te Variabilitat (Seal et al. 2000,
Shirai et al. 1996, Shirai et al. 1999) und ist mafigeblich an der initialen Bindung
an das Antigen beteiligt (Padlan et al. 1994). Bindungsinteraktionen sind im
Allgemeinen jedoch nicht auf die CDR3 Regionen beschrankt, sondern auch fur
CDR1 und -2 sowie ,framework“ Regionen ist eine entscheidende Beteiligung
an Bindungsereignissen erwiesen (Ewert et al. 2004, Knappik et al. 2000).
Dieses ist vor allem hinsichtlich der Selektion Hapten-spezifischer

Antikorperfragmente zu berlcksichtigen.
4.3 Selektion Sulfonamid-spezifischer ,single chain* Fragmente

Bei der in vitro Selektion Antigen-spezifischer scFv-Phagen Uber die Methode
des ,Phage Displays® sollte nach Breitling und Dubel (1997) der Phagentiter
eluierter scFv-Phagen im Verlauf von maximal 6 Selektionsrunden von ~10* auf
~10® cfu ansteigen. Bei der Durchfilhrung weniger Selektionsrunden besteht
insbesondere bezuglich ,small-molecule“-spezifischer Antikdrper die Gefahr,
dass keine ausreichende Anreicherung spezifischer Phagen stattgefunden hat

(Sche et al. 1999, 2001). Werden hingegen zu viele Selektionsrunden
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durchgefuihrt, kann es zur Anreicherung unvollstandiger oder mutierter scFv-
Fragmente kommen (de Bruin et al. 1999, Carcamo et al. 1998, Tur et al. 2001),
da die entsprechenden Klone in E. coli einen Wachstumsvorteil aufweisen.
Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit 3 bis 4 Selektionsrunden pro Antigen
durchgefuhrt, in deren Verlauf ein deutlicher Anstieg des Titers eluierter scFv-

Phagen messbar war.

Selektion an SMP-gekoppelten SIMAG , beads*

Zur Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen an SMP-gekoppelten SIMAG CI
(3.3.1) und SIMAG TCI (3.3.2) ,beads® wurden jeweils drei Selektionsrunden
durchgefuhrt. Sowohl fur die SIMAG CI (Griffin.1 Bank) als auch fur die SIMAG
TCl ,beads (ETH-2 Bank) konnte im Verlauf der drei Selektionsrunden ein
deutlicher Anstieg des Phagentiters der eluierten scFv-Phagen beobachtet
werden, obwohl aufgrund niedriger Amplifikationsraten aus den
Selektionsrunden zum Teil weniger als 10" scFv-Phagen pro Runde eingesetzt
wurden. Zwar nahmen auch die Phagentiter in den Fraktionen der letzten
Waschschritte Uber die drei Selektionsrunden zu, jedoch fiel der Anstieg in den
Eluaten deutlich starker  aus. Die unterschiedlich gewahlten
Elutionsbedingungen (Glycin HCI pH 2,2 bei SIMAG CI und Glycin HCI pH 2,8
bei SIMAG TCI) hatten keinen entscheidenden Einfluss auf den Verlauf der
Phagentiter (Abb. 3.4 und 3.5). Hingegen flhrte die erhdhte Stringenz des
Waschens (40 Waschschritte bei SIMAG TCI gegenlber 25 Waschschritte bei
SIMAG ClI) zu einer Reduktion des Phagenhintergrundes, der nach dem letzten
Waschschritt noch detektiert werden konnte, was bei etwa gleich bleibenden

Elutionstitern auf eine Verringerung der unspezifischen Bindung hindeutet.

Selektion an SA- und SMP-Biotin

Die Selektion SA- bzw. SMP-spezifischer scFv-Phagen wurde an Streptavidin
gekoppelten Mikrotiterplatten durchgefihrt, an denen SA-Biotin bzw. SMP-
Biotin immobilisiert wurde. Vor jeder der vier Selektionsrunden wurde eine
Praselektion am unkonjugierten Biotin-Linker durchgefuhrt, um unspezifisch an
den Biotin-Linker oder die Streptavidin-Oberflache der Mikrotiterplatte bindende
Phagen zu entfernen. Uber drei Selektionsrunden hinweg war ein Anstieg des
Phagentiters in den Eluaten (Probe) zu beobachten (Abb. 3.6 und 3.7). In der
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vierten Runde nahm der Wert hingegen um etwa 50 % ab. Da in der vierten
Selektionsrunde dieselbe Anzahl scFv-Phagen eingesetzt wurde wie in der
dritten (3.3.3 und 3.3.4), mussen systeminterne Grunde zu diesem Abfall des
Phagentiters geflhrt haben. So ware es beispielsweise mdglich, dass die im
Rahmen des ,Pannings® verwendeten E.coli XL1 Zellen durch eine
Veranderung der Kulturbedingungen ihre Fahigkeit zur Ausbildung von F-Pili
teilweise verloren haben. Sie waren somit nicht mehr effizient infizierbar.
Sicherlich ist auch denkbar, dass die Anreicherung Antigen-spezifischer scFv-
Phagen nicht ausreichend erfolgte. Die Tatsache, dass bei beiden
Selektionsverfahren der Phagentiter, der aus den Praselektionen resultierte,
zum Teil deutlich hoher lag als der aus den eigentlichen Eluaten, zeigt, dass ein
hoher Prozentsatz der eingesetzten scFv-Phagen unspezifisch an das Biotin-
Linker-Molekull, das Streptavidin bzw. die Oberflache der Mikrotiterplatten
bindet. Diese Beobachtung deckt sich mit der Literaturbekannten Tatsache der
erhohten unspezifischen Bindung an Tragerprotein- insbesondere Streptavidin-
gekoppelte Mikrotiterplatten (Kodadek et al. 2004).

Fir die Selektion an SA-Biotin war der Phagentiter aus den Praselektionen bis
zur vierten Selektionsrunde (mit Ausnahme der 2.) hoher als der Elutionstiter
(Abb. 3.6). Bei Einsatz von SMP-Biotin hingegen naherte sich der
Praselektionstiter bereits in der 3. Selektionsrunde dem Wert aus der
eigentlichen Elution an. In der vierten Selektionsrunde sank dieser Phagentiter
dann um eine Zehnerpotenz unterhalb des Titers aus der spezifischen Elution.
Dieses Resultat deutet an, dass hier eine spezifische Selektion stattgefunden

haben kann.

Selektion an SMP-Thiol-Linker-Molekulen

Die Selektion SMP-spezifischer scFv-Phagen unter Verwendung von Thiol-
Linker-Molekulen erfolgte an Maleimid-aktivierten Mikrotiterplatten (2.4.11). Die
Platten wurden zum Absattigen nicht-abreagierter Maleimid-Gruppen zunachst
mit R-Mercaptoethanol behandelt. Anschlieend wurde zum Absattigen
unspezifischer Bindungsstellen Roti® Block Blockierungsldsung eingesetzt. Im
Verlauf der vier durchgefuhrten Selektionsrunden wurde vor jeder Runde (SMP-
Thiol) bzw. nur vor den ersten beiden (SMP-VBIlink) eine Praselektion

durchgefuhrt. Der Verlauf der Phagentiter Gber die vier Selektionsrunden ergab
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fur das SMP-Thiol Moleklil in allen 3 Konzentrationsbereichen (400, 100 und 25
pM) einen Anstieg der Phagentiter fur die eluierten Phagen, der in einem
Phagentiter von 1,4 bis 2,3 x 10® cfu resultierte (Abb. 3.8). Lediglich bei der
SMP-Thiol Konzentration von 25 pM war ein leichter Abfall des Titers in der
letzten Selektionsrunde zu beobachten, was am ehesten auf eine
Messungenauigkeit zurickzufuhren ist. Die Konzentration des eingesetzten
SMP-Thiol Liganden war somit nicht entscheidend fur den Verlauf der
Phagentiter. Die Phagentiter aus den letzten Waschschritten blieben bei der
Selektion an SMP-Thiol insgesamt deutlich hinter denen aus den Eluaten
zurick und tendierten zu einer Stagnation in den letzten beiden
Selektionsrunden, was auf einen relativ geringen Hintergrund unspezifischer
scFv-Phagen in der letzten Selektionsrunde schliefen lasst. Beim Einsatz des
SMP-VBIlink Konjugates kam es in der zweiten Selektionsrunde zu einem
deutlichen Abfall des Phagentiters sowohl im Eluat als auch im letzten
Waschschritt (Abb. 3.9). Auch hier sind Messungenauigkeiten oder eine
Reduktion der Infektionsfahigkeit der E. coli XL1 Zellen anzunehmende Grunde.
Die geringere Anzahl fir die zweite Selektionsrunde eingesetzter scFv-Phagen
kann nicht ausschlaggebend sein, da dieses auch bei der Selektion mit SMP-
Thiol der Fall war. Ab der zweiten Selektionsrunde war jedoch auch hier ein
deutlicher Anstieg der Phagentiter in den Eluaten zu verzeichnen, der in einem
Wert von 8,8 x 107 cfu in der vierten Selektionsrunde resultierte. Insgesamt
scheinen in diesen Ansatz die Blockierung unspezifischer Bindungstellen an der
Matrix sowie die gewahlten Selektionsbedingungen einen positiven Effekt auf

die Spezifitat der Selektionen gehabt zu haben.

Vergleich der verschiedenen Selektionsanséatze

In Vorwegnahme der aus den Bindungsanalysen resultierenden Ergebnisse
lasst sich zusammenfassend sagen, dass die Verwendung von langen flexiblen
Linker-Molekulen fur eine Selektion Hapten-spezifischer scFv-Phagen geeignet
zu sein scheint. Allgemein erlaubte die ETH-2 Bank, verglichen mit der Giriffin.1
Bank, die Selektion eines deutlich hoheren Anteils vollstandiger sowie
exprimierbarer Antikorperfragmente (Tab. 3.8 und 3.9).

Der Klon mit den besten SMP-bindenden Eigenschaften (SMP-VBIink50, Kp
7,74 x 10°® M) ging aus der Selektion an dem SMP-VBIlink Thiol-Linker Konjugat
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hervor (2.1.15, 2.4.11 und 3.3.6). Diese Selektion wurde an Maleimid-aktivierten
Mikrotiterplatten ausgefuhrt. Die Handhabung dieser Selektion erforderte einen
vergleichsweise geringen Zeitaufwand. Zudem zeichnete sich diese Matrix
durch eine vergleichsweise (s.u.) geringe Tendenz zur unspezifischen Bindung
aus. Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit Uber die Durchfihrung einer
Praselektion der eingesetzten scFv-Phagen sowie die zusatzliche Blockierung
unspezifischer Bindestellen an der Bindungsmatrix durch ein synthetisches
Polymergemisch (Roti Block) weiter minimiert.

Die Selektion an dem zweiten Thiol-Linker Konjugat (SMP-Thiol) erfolgte
ebenfalls an Maleimid-aktivierten Mikrotiterplatten, weshalb die Handhabung
vergleichbar war (2.1.15, 2.4.11 und 3.3.5). Klone, die aus diesem
Selektionsverfahren hervorgingen, wiesen zum Teil ein identisches oder
hochgradig ahnliches CDRH3-Motiv (4.7.2) wie der SMP-VBIink 50 Klon (s.0)
auf, was auch hier antigen-bindende Eigenschaften dieser Klone sowie eine
prinzipielle Eignung dieses Selektionsverfahrens nahe legt. Die Validierung
dieses Systems durch eine Verifizierung der Affinitaten der betreffenden Klone
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefihrt werden.

Die beiden Selektionsverfahren, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit an
SMP-gekoppelten ,magnetic beads” durchgefuhrt wurden (2.1.13, 2.4.4, 2.4.6,
3.3.1 und 3.3.2) waren in ihrer Handhabung vergleichsweise schwieriger und
erforderten daher einen hdheren Zeitaufwand. Des Weiteren war ein
vergleichsweise hdherer Hintergrund unspezifischer scFv-Phagen vorhanden.
Dies konnte aber durch die Erh6hung der Stringenz des Waschens (vgl. 3.3.1
und 3.3.2) reduziert werden. Eine prinzipielle Eignung dieser Verfahren fur die
Selektion Hapten-spezifischer scFv-Phagen wurde durch die Tatsache belegt,
dass die anderen beiden im Rahmen dieser Arbeit isolierten aktiven scFv-Klone
aus diesen beiden Selektionsverfahren hervorgingen.

Als ungeeignet erwies sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Verwendung
Streptavidin-gekoppelter Mikrotiterplatten, an denen zur Selektion SA- bzw.
SMP-Biotin immobilisiert wurde (2.1.14, 2.4.8, 3.3.3 und 3.3.4). Obwohl bei
diesen Verfahren vor jeder Selektionsrunde eine Praselektion der scFv-Phagen
durchgefuhrt wurde und nach den Selektionen auf CDRH3 Sequenzebene eine
z.T. starke Anreicherung vorhanden war (Tab. 3.10), konnte in keinem einzigen

Fall ein aktiver SA- bzw. SMP-Binder identifiziert werden. Dieses ist sicherlich
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auf die literaturbekannte Tatsache zurlickzufihren, dass Streptavidin in hohem
Malde unspezifische Hintergrundbindung fordert (Kodadek et al. 2004). Dieses
machte die spezifische Anreicherung von Antikorperfragmenten gegen sehr
kleine Molekule wie SA (172,2 Da) und SMP (280,3 Da) unmdglich.

4.4 Expression und Aufreinigung der Antikérperfragmente

Die Isolation von scFv-Fragmenten erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
aus der periplasmatischen Proteinfraktion von E. coli sowie in Form von nativen
Proteinisolationen aus transgenen Tabakpflanzen (4.6). Fur die
Charakterisierung selektierter scFv-Klone mittels Oberflachenplasmon-
resonanzanalyse wurden diese in E. coli exprimiert und Uber die Isolation der
periplasmatischen Proteinfraktion bzw. direkt aus dem Kulturiberstand
aufgereinigt.

Die Sekretion von Proteinen in das Periplasma ist in E. coli ein naturlicher
Prozess (Pugsley et al. 1993), dessen Abhangigkeit von einer Signalsequenz
wie beispielsweise pelB oder ompA (Plickthun et al. 1996) bekannt ist. Im
vorliegenden Fall liegt N-terminal vom scFv-Gen die pelB leader Sequenz aus
Erwinia cavotovora Pectatlyase. Fur die vorliegende Arbeit ergab sich daher die
Madglichkeit der scFv-Isolation Uber die Praparation der periplasmatischen
Proteinfraktion (3.5.1) bzw. aufgrund der partiellen Durchlassigkeit der aulderen
Membran (Plickthun und Skerra 1989) direkt aus dem Kulturiiberstand von
E. coli Expressionskulturen (3.5.2). Beides wurde im Rahmen dieser Arbeit
erfolgreich durchgefuhrt (Abb. 3.12 und 3.13) und es wurden mit beiden
Methoden etwa gleiche Ausbeuten an rekombinantem Protein erreicht. Da das
DP-47 Segment der schweren Ketten der ETH-2 Bank zur Gruppe der Vy3-
Domanen gehort, konnten alle scFvs, die aus dieser Bank hervorgingen Uber
Protein A-Affinitatschromatographie aufgereinigt werden (Hoogenboom et al.
1992).

4.5 Molekularbiologische Analyse selektierter ,single chain“ Fragmente

Eluierte scFv-Klone, die aus der jeweils letzten Runde der Selektionen

hervorgingen, wurden anschlieliend molekularbiologisch analysiert. Aufgrund
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der bereits erwahnten Wachstumskonkurrenz kann es im Verlauf mehrerer
Selektionsrunden zur Anreicherung unvollstandiger scFv-Klone kommen (1.5).
Der Prozentsatz vollstandiger scFv-Phagen sollte mittels PCR-Analyse ermittelt
werden. DarlUber hinaus kann es im Verlauf der Selektionen zur Anreicherung
solcher Phagen kommen, deren scFv-Gen durch interne Stopcodons,
Deletionen oder Leserasterverschiebungen keinen ORF aufweisen (Carcamo et
al. 1998, Goldman et al. 2000, Jacobsson und Frykberg, 1996). Die
Anreicherung von Klonen ohne ORF kann teilweise mit dem inhibitorischen
Effekt des plll (Fusions-) Proteins bei der Superinfektion mit dem Helferphagen
erklart werden (Li et al. 2002, Duenas und Borrebaeck, 1995). Dieses wurde in
Expressionsanalysen uberpruft. Anschlieliend wurden ausgewahlte Klone
sequenziert, um insbesondere mittels CDRH3-Sequenzvergleich eine Aussage
uber die Anreicherung von Klonen gleicher Sequenz machen zu kdnnen.

Das Ergebnis der PCR-Analyse (Tab. 3.8) zeigt, dass insgesamt Klone, die aus
der ETH-2 Bank isoliert wurden, auch nach bis zu vier Selektionsrunden einen
deutlich hoheren Anteil vollstandiger scFv Gene aufwiesen (Ausnahmen: SMP-
Biotin Selektion), als solche aus der Griffin.1 Bank. Dieses ist sicherlich auf die
unterschiedlichen Qualitdten der beiden Banken zurickzufiihren (4.2). Die
Anreicherung unvollstandiger scFv-Gene im Zuge der SMP-Biotin Selektion
(Tab. 3.8) kdonnte darauf zurickzufuhren sein, dass die effiziente Infektion der
verwendeten E. coli XL1 Zellen im Rahmen dieser Selektion ausgesprochen
problematisch war. Dadurch zog sich der Panningprozess uber einen deutlich
langeren Zeitraum hin. Die scFv-Phagen mussten zudem mehrmals
zwischengelagert werden. Dieses kdnnte frihe Mutationsereignisse begunstigt
haben, die sich dann aufgrund des bestehenden Wachstumsvorteils dieser
Klone (Tur et al. 2001) tUber den Verlauf der Selektion anreicherten.

Die Expressionsanalyse erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit zunachst
als klassischer Expressionstest (2.4.15) aus Expressionskultur, SDS-PAA-
Gelelektrophorese und Immunfarbung. Da sich dieses als zu zeit- und
materialaufwandig herausstellte, wurde zu der sog. DOC-Methode (2.4.16)
ubergegangen. Die so durchgeflhrten Expressionsanalysen (Tab. 3.9) zeigten
sehr stark variierende Prozentanteile exprimierbarer Klone, die bei den Klonen
aus der ETH-2 Bank zwischen 7 % und 58 % lagen. Die 40 %, die fur die

Griffin.1 Klone erhalten wurden, sind aufgrund der geringen Probenzahl
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statistisch nicht sehr relevant. Der geringe Anteil vollstandiger Klone bei der
Selektion an SIMAG TCIl beads unter Verwendung der ETH-2 Bank (7 %)
konnte auf die Verwendung des E. coli Stammes TG1 als Wirtsbakterium
zuruckzufihren sein. Dieser neigt aufgrund des nicht deletierten recA Gens
starker zu Rekombinationen als beispielsweise E. coli XL1. Aus diesem Grund
wurde fur alle weiteren Selektionen der zuletzt genannte Bakterienstamm
eingesetzt. Dennoch hatten die Anteile exprimierbarer scFv-Klone auch bei
identischer Durchfuhrung der Selektionen (SMP-Thiol, SMP-VBIink) eine hohe
Schwankungsbreite. Dieses kann mit der Anzahl zur Selektion eingesetzter
scFv-Phagen zusammenhangen. Mit dem Programm SPSS 12.0.1 wurde der
Korrelationskoeffizient nach Pearson fur die Exprimierbarkeit in Abhangigkeit
von der eingesetzten Menge an scFvs berechnet und ergab bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,062 einen Wert von - 0,683. Fur den Test
wurde ein Signifikanzniveau von 5 % gewahlt und es wurde zweiseitig getestet.
Somit wirde sich eine negative Korrelation zwischen der Expressionsfahigkeit
und der Anzahl eingesetzter scFv-Phagen ergeben, die jedoch nicht signifikant
sondern lediglich tendenziell ist. Um diese Aussage statistisch weiter
abzusichern, musste eine weitere Analyse mit einer hoheren Anzahl an Fallen
durchgefuhrt werden.

Die Sequenzanalyse ausgewahlter scFv-Klone ergab fur die Selektionen an SA-
bzw. SMP-Biotin sowie an SMP-VBIink eine Anreicherung von scFv-Phagen mit
gleicher CDRH3 Sequenz. Interessanterweise ist der affinste scFv, der im
Rahmen dieser Arbeit isoliert wurde (SMP-VBIlink 50) ein Klon, fur den bei der
Selektion zwei identische Klone identifiziert wurden (Tab. 3.10). Dieses
unterstitzt den Befund, dass im Rahmen dieser Selektion die Anreicherung
spezifischer Klone erfolgte. Nichts desto trotz konnten die Sequenzen der
beiden anderen aktiven Klone (SMP-ETHK1 und T-SMP-19) nicht mehrfach
identifiziert werden. FUr andere Selektionen, in denen eine Anreicherung einer
oder weniger CDRH3 Sequenzen stattgefunden hatte (Tab. 3.10, SA-Biotin,
SMP-Biotin), konnte darlUber hinaus keine Spezifitdt nachgewiesen werden.
Dieses ist im Einklang mit der Literaturlage, die belegt, dass die Anreicherung
von Klonen gleicher Sequenz nicht notwendigerweise mit der Spezifitat und

Affinitat der Fragmente korreliert (Walchli et al. 2004). Es ist ebenso mdoglich,
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dass eine Anreicherung von Klonen lediglich auf deren Wachstumsvorteile

gegenuber anderen Klonen zurtckzufuhren ist.

4.6 Expression des T-SMP-19 scFvs in Nicotiana tabacum
Hapten-spezifische  Antikérperfragmente  sind  haufig von  hohem
diagnostischem, therapeutischem oder analytischem Interesse. So wirden
Sulfonamid-spezifische scFvs den sensitiven Nachweis von Sulfonamid-
Kontaminationen im Rahmen der Lebens- und Futtermittelanalytik ermoéglichen
(1.1). Idealerweise werden diese Antikérper in einem hocheffizienten
Expressionssystem produziert. Da transgene Pflanzen diesbeziglich
entscheidende Vorteile besitzen (1.7), war ein weiteres Ziel dieser Arbeit die
Etablierung eines Expressionssystems fur rekombinante scFvs, welches auf
transgenen Tabakpflanzen basiert. Der erste funktionale Antikérper wurde
bereits 1989 basierend auf einem monoklonalen anti-P3 IgG1 in transgenem
Tabak exprimiert (Hiatt et al. 1989). Es konnte eine Anreicherung von 1,3 %
funktionalem Antikérper am Gesamt-Blattprotein gezeigt werden. Im Zuge der
Weiterentwicklung rekombinanter Antikorper-Technologien wurden diese in
unterschiedlichen Formaten (IgG, Fab, scFv) in transgenen Pflanzen exprimiert
(De Wilde et al. 1996, Fischer et al. 1999b, Ma and Hein 1995, Schillberg et al.
1999). Auch Hapten-spezifische scFvs konnten bereits in transgenen Pflanzen
exprimiert werden (Yuan et al. 2000). In pflanzlichen Expressionssystemen
produzierte ,single chain“ Antikérper haben nahezu die gleiche Affinitat wie
bakteriell produzierte (Bruyns et al. 1996). Auch fur Hybridoma-Zelllinien konnte
gezeigt werden, dass die Spezifitdt und Affinitat monoklonaler Antikdrper
erhalten bleiben kann, wenn sie in transgenen Pflanzen exprimiert werden
(Voss et al. 1995).

Die Erstellung der Konstrukte zur Agrobacterium-vermittelten Transformation
von Nicotiana tabacum erfolgte basierend auf dem binaren Ti-Vektor pGlI-229
aus der pGreen Vektorserie (Hellens et al. 2000a) (1.7).

Die Expression von scFvs im pflanzlichen Cytosol ist aufgrund sehr niedriger
Expressionsraten haufig beschwerlich (Schouten et al 1997). Durch die C-
terminale Fusion eines KDEL-Retentions-Signals (Deneke et al. 1992, Wandelt
et al. 1992), welches den Verbleib der Proteine im Endoplasmatischen

Reticulum vermittelt, konnten die Ausbeuten an scFvs im Cytosol betrachtlich
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gesteigert werden und erreichten Werte von bis zu 0,2% des
Gesamtproteingehalts der Pflanze (Schouten et al. 1996, Schouten et al. 1997).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde Nicotiana tabacum als pflanzliches
Expressionssystem gewahlt, da diese Pflanze relativ einfach und mit einem
vergleichsweise geringen Zeitaufwand zu transformieren und zu regenerieren
ist, schnelle Wachstumsraten aufweist und viel Blattmaterial produziert. Des
Weiteren ist hinsichtlich einer ,large scale” Produktion von scFvs in transgenen
Pflanzen interessant, dass sich durch die Verwendung samenspezifischer
Promotoren und Signalsequenzen eine Akkumulation der scFvs im Samen
erreichen lasst (Fiedler und Conrad, 1995, De Jaeger et al. 2002) und dass
diese dort Uber lange Zeit stabil und funktional bleiben (Fiedler und Conrad,
1995). Da im Rahmen dieser Arbeit zunachst ein Modellsystem entwickelt
werden sollte, welches spater flur die Expression interessierender
Antikérperfragmente zur Verfigung stehen sollte, wurden zunachst die beiden
zuerst isolierten Antikdrperfragmente SMP-14 und SMP-19 aus der Selektion
an SMP-gekoppelten SIMAG CI beads (3.3.1) fusioniert mit der KDEL-Sequenz
uber Xbal und Ncol in den pGIIMH35S Vektor kloniert (Abb.3.14). Mit diesen
Konstrukten wurde eine A. tumefaciens-vermittelte Transformation von
N. tabacum durchgefuhrt (2.2.10). Fur eine PCR-Analyse wurde aus den
primaren Regeneraten genomische DNA isoliert (2.2.11). Die Regenerate
wurden zu diesem Zeitpunkt auf MSZ-Medium mit 10 ug/ml PPT (pGIl MH35S
SMP-19 scFv) bzw. 5 pg/ml PPT (pGIl MH35S SMP-14 scFv) kultiviert. Die
Ergebnisse der mit vier unterschiedlichen Primerpaaren durchgefuhrten PCRs
(3.6.1) zeigten zusammen mit der Tatsache, dass die Pflanzen bereits auf 10
bzw. 5 pg/ml Phosphinotricin kultiviert wurden, dass die T-DNA offenbar in das
pflanzliche Genom integriert wurde. Das ,gene of interest* (smp-14 scFv/smp-
19 scFv) konnte durch eine PCR mit T-DNA-spezifischen Primern (MH Green
f1/MH Terminator) amplifiziert werden (Abb. 3.15). Dartber hinaus konnte
weder das die bakterielle Resistenz vermittelnde nptl-Gen noch das pSoup
Plasmid nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis unterstreicht, dass das
nachgewiesene ,gene of interest” nicht aus noch in der Pflanze vorliegenden
Agrobakterien stammen kann, sondern als Transgen in der genomischen DNA
der Pflanze vorliegt. In einer sog. inversen PCR wurde weiterhin untersucht, ob

in der genomischen DNA sog. ,backbone junctions® vorhanden sind. Dieses
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gabe einen ersten Aufschluss uber die Anzahl mdglicher integrierter T-DNA-
Kopien. Ein Amplifikat von etwa 3 kb wurde auf das Vorliegen einer ,backbone
junction® und somit auf das Vorhandensein einer doppelten T-DNA Kopie
hindeuten. Im vorliegenden Fall wurde kein Amplifikat dieser GrofRe erhalten,
sondern lediglich mehrere Amplifikate geringerer FragmentgroRe, was auf
unspezifische Bindungen der Primer an die genomische DNA zurtuckzufuhren
ist. Somit liegt lediglich eine einfache Kopie der T-DNA im pflanzlichen Genom
vor, wobei dieses durch spatere ,Southern Blot® Analysen der Tq bzw. T,
verifiziert werden sollte. Um auf die Exprimierbarkeit der rekombinanten scFvs
zu analysieren, wurde aus Blattmaterial der T4 der SMP-19 scFv Linie 01/03
eine native Proteinisolation durchgefuhrt (2.3.3) und der erhaltene Protein-
Rohextrakt wurde Uber Ni-NTA IMAC basierend auf dem 6x His Tag des
Proteins aufgereinigt. Der T-SMP-19 scFv konnte im Silbergel (Abb. 3.16) als
ca. 32 kDa Fragment nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte das scFv-
Fragment Uber seinen C-terminalen c-Myc- bzw 6x His-tag in einer
Immunfarbung detektiert werden (Abb. 3.17). Damit war nachgewiesen, dass

sich das scFv-Fragment T-SMP-19 in N. tabacum exprimieren |asst.

4.7 Charakterisierung selektierter ,single chain* Fragmente

4.7.1 Oberflachenplasmonresonanzanalyse

Die Charakterisierung selektierter scFv-Klone hinsichtlich ihrer Spezifitat und
Affinitat erfolgte im  Rahmen der vorliegenden  Arbeit  Uber
Oberflachenplasmonresonanzanalysen an einem Biacore 3000 Gerat (2.6.1).
Einer der beiden Interaktionspartner muss im Rahmen dieser Analyse an eine
flexible hydrophile Carboxymethyldextran-Matrix der Sensorchipoberflache
immobilisiert werden (Ligand) wahrend der zweite (Analyt) in einem
kontinuierlichen Pufferstrom Uber die Chipoberflache transportiert wird. Diese
Carboxymethyldextran-Matrix ist speziell dazu entwickelt worden, unspezifische
Interaktionen an der Chipoberflache, wie sie bei unflexiblen hydrophoben
Matrices auftreten, zu minimieren (Lofas und Johnsson 1990). Im vorliegenden
Fall wurde der kleine Sulfonamid-Ligand fur die Immobilisierung gewahlt und
die scFv-Proteine wurden als Analyten eingesetzt. Dadurch ergab sich die

Madglichkeit, verschiedene scFv-Klone am selben Chip zu analysieren. Darlber
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hinaus war so eine orientierte Immobilisierung und Prasentation des Liganden
moglich, die bei der Kopplung von Protein-Liganden nicht immer gegeben ist
(Kortt et al. 1997). Zusatzlich ist die Verwendung von ,small molecules® als
Analyten hinsichtlich der Sensitivitat der Analyse kritisch (Mitchell et al. 2005).
Die Immobilisierung der Liganden erfolgte wie in 2.7.2 beschrieben. Einer
moglichen Verfalschung der gemessenen Assoziations- und Dissoziationsraten
durch auftretende Massen-Transfer-Effekte (Kortt et al. 1997) wurde durch eine
niedrige Immobilisierungsdichte und relativ hohe Flussraten (20ul/min) wahrend
der Messung entgegengewirkt.

Der Immobilisierungsserfolg der verwendeten Linker konnte durch die im
Sensorgramm sichtbare Massenveranderung an der Sensorchipoberflache
nachgewiesen werden (3.7.2 und Abb.3.18). Zunachst wurden alle scFv-Klone,
welche aus den Selektionen hervorgingen und flr die eine Sequenz vorlag
(Tab. 3.10) exprimiert, aufgereinigt und in der in 2.6.3 beschriebenen Weise
hinsichtlich eines Bindungssignals am entsprechenden Sensorchip analysiert.
Dabei wurden zunadchst die Klone untersucht, fur die eine Anreicherung
hinsichtlich der auftretenden CDRH3 Sequenzen stattgefunden hatte,
anschlieBend alle weiteren interessierenden Klone. Die im Rahmen der
Selektionen an SA- bzw. SMP-Biotin isolierten Klone, die zum Teil eine sehr
deutliche Anreicherung bestimmter CDRH3-Sequenzen aufwiesen (Tab. 3.10),
zeigten in der Biacore-Analyse kein spezifisches Bindungssignal. Es ist nicht
auszuschlieBen, dass durch die Selektion an Streptavidin-gekoppelten
Mikrotiterplatten eine gewisse Anreicherung von Streptavidin-bindenden scFv-
Phagen stattgefunden hat. Im Fall des SA-Biotins ist das Ausbleiben eines
spezifischen Bindungssignals mdglicherweise zusatzlich darauf zurlickzufihren,
dass das Sulfanilamid-Molekil mit seiner extremen strukturellen Einfachheit
(Abb. 1.2) und seinem sehr geringen Molekulargewicht von 172,2 Da
hinsichtlich seiner dadurch bedingten Antigenizitat eine fur den Einsatz im
.Phage Display* kritische Grenze unterschreitet. Nach Rodi et al. (2001) bilden
Liganden mit einem Molekulargewicht von 300 Da oder mehr Interaktionen mit
einer Aminosauresequenz innerhalb des Protein-Interaktionspartners aus, die
eine kontinuierliche Lange von mindestens 5 Aminosaureresten besitzt. Je

geringer das Molekulargewicht, desto weniger Aminosaurereste sind an der
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Ausbildung dieses Epitops beteiligt, was direkte Auswirkungen auf die initiale
Bindung und die Starke der Interaktionen hat.

Die Analyse der selektierten scFv-Klone ergab schlieBlich positive
Bindungssignale fur die drei scFv-Klone SMP-ETH K1 aus der Selektion an
SMP-gekoppelten SIMAG TCI ,beads” (2.4.6 und 3.3.2), SMP-VBIlink 50 aus
der Selektion an dem Thiol-Linker Molekul SMP-VBIink (2.4.11 und 3.3.6) sowie
dem aus Tabak isolierten T-SMP-19 scFv, der aus der Selektion an SMP-
gekoppelten SIMAG ClI ,beads” hervorging (2.4.4 und 3.3.1). Im Fall des SMP-
VBIlink 50 scFvs war die entsprechende CDRH3-Sequenz im Zuge der
Selektion geringfligig angereichert worden (Tab. 3.10). Es wurde versucht, eine
genauere Charakterisierung der genannten Klone hinsichtlich ihrer Spezifitat
und Affinitat vorzunehmen. Fur alle genannten und im Ergebnisteil dargestellten
Messergebnisse kann eine mdgliche unspezifische Bindung der
Antikérperfragmente an die Carboxymethyldextran-Matrix der Sensorchip-
Oberflache oder das verwendete Linker-Molekul ausgeschlossen werden. Der
Flusszelle, die fur die eigentliche Messung verwendet wurde, wurde eine
Flusszelle vorgeschaltet, deren Oberflache in gleicher Weise aktiviert, als
Referenz (ohne Sulfonamid) derivatisiert und anschlielend deaktiviert wurde
(3.7.1 und 3.7.2). Alle resultierenden Sensorgramme wurden Referenz-
subtrahiert dargestellt. FUr Hapten-spezifische scFvs, die aus synthetischen
,Single pot‘ Banken hervorgehen, kann in Abhangigkeit von der GroRe, der
Diversitat und dem zugrunde liegenden Antikdrpergenmaterial der Bank eine
Dissoziationskonstante im mikromolaren (Marks et al. 1991) bis maximal
nanomolaren Bereich erreicht werden (Griffith et al. 1994, Moghaddam et al.
2001).

SMP-ETH K1 scFv

Der SMP-ETH K1 scFv wurde an einem SMP-Thiol (Graffinity) gekoppelten
CMS5 Chip vermessen (3.7.2). Die kinetischen Messungen erfolgten in einem
Konzentrationsbereich von 17,9 nM bis 1,8 yM. Da der Klon aus der ETH-2
Bank hervorging und somit in der schweren Kette das zu den Vu3-Domanen
zahlende DP-47 Segment vorlag, sollte das Antikorperfragment als Monomer
vorliegen (Ewert et al. 2003). Fur die Berechnung der Bindungskonstanten

wurde daher das 1:1 Langmuir Bindungsmodell verwendet. Die
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Dissoziationskonstante (Kp) ergab einen Wert von 1.5 x 10° M und lag damit im
unteren Bereich der fur Hapten-spezifische scFvs erhaltenen Affinitaten. Aus
Abb. 3.19 A ist zu entnehmen, dass das scFv-Fragment mit Beendigung der
Injektion und Einsetzen des kontinuierlichen Pufferstroms sehr schnell
dissoziiert, das heil’t die Stabilitdt der Bindung nicht sehr hoch ist. In der
verwendeten ETH-2 Bank sind die CDR1 und 2 Regionen der leichten und
schweren Ketten nicht mutagenisiert. Diese Regionen, bei Hapten-Bindern
insbesondere die CDRL1 zusammen mit ,framework® Regionen an der V /Vy -
Schnittstelle, scheinen jedoch ebenfalls maligeblich an der Bindung des
Antigens und der Stabilisierung dieser Bindung beteiligt zu sein (Ewert et al.
2004). Daher sollte durch nachtragliche Mutagenese dieser Regionen und eine
erneute Selektion auf SMP-spezifische scFv-Phagen die Affinitdt und Stabilitat
der Bindung der resultierenden scFvs gesteigert werden kdnnen.

Eine Kompetition mit dem freien Sulfonamid konnte fir den SMP-ETH K1 Klon
nicht erreicht werden, was darauf schlieRen lasst, dass die Bindung im
vorliegenden Fall nicht ausschliel3lich in 1:1 Stochiometrie an das SMP erfolgt.
Dies kann auf weitere unspezifische Wechselwirkungen des Fragmentes mit
der Chipoberflache oder einer partiellen Denaturierung an ebendieser

zurlickzufihren sein.

SMP-VBIink 50 scFv

Die kinetischen Messungen fur den SMP-VBIink 50 scFv erfolgten an einem
SMP-VBIlink gekoppelten CM5 Chip in einem Konzentrationsbereich von 0 bis
500 nM (3.7.3). Die Dissoziationskonstante berechnete sich mit 7.74 x 10° M
und lag damit im oberen Bereich der fiur Hapten-spezifische scFvs bislang
erhaltenen Affinitaten (Clackson et al. 1991). Eine Kompetition mit freiem
Sulfamethoxypyridazin  konnte erfolgreich  durchgefuhrt werden. Die
Prainkubation des Antikdrperfragmentes mit bis zu 1 yM (10'6 M) SMP fuhrte zu
einer sukzessiven Reduktion des Bindungssignals von 45 auf ca. 30 RU (Abb.
3.21). Somit wird durch den SMP-VBIlink 50 scFv nicht nur die derivatisierte,
sondern auch die freie Form des Haptens erkannt. Dies zeigt eindeutig, dass
ein inverser Bindungsmechanismus Uber das Konjugat ausgeschlossen werden

kann und belegt, dass mit diesem Ansatz ein Sulfonamid-spezifisches
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Antikérperfragment generiert werden konnte, das wesentliche Anforderungen
fur einen Einsatz in der Diagnostik erfullt.

Kompetitionsexperimente mit anderen Sulfonamiden kdnnten weiteren
Aufschluss uber die Spezifitat des SMP-VBIlink 50 scFvs geben. Da im SMP-
VBIlink Konjugat die Sulfonamid-spezifische funktionelle Gruppe durch eine
veranderte Kopplungschemie erhalten blieb, ist eine Kreuzreaktivitat des
Antikorperfragmentes mit anderen Sulfonamiden moglich. Da beide SMP-Thiol
Linker im Verlauf der Arbeit in zunehmenden Malde oxidiert vorlagen und eine
erneute Reduktion der Verbindungen nicht mdglich war, konnten zu einem
spateren Zeitpunkt der Arbeit keine brauchbaren SMP-gekoppelten Sensor-
Chips mehr hergestellt werden. Aus diesem Grund konnten im Rahmen dieser

Arbeit die genannten Experimente nicht mehr durchgeflhrt werden.

T-SMP-19 scFv

Der SMP-19 scFv wurde nach nativer Isolation aus N.tabacum (3.6.2) an
einem  SMP-Thiol-  (Graffinity) gekoppelten = CM5-Chip in  einem
Konzentrationsbereich von 50 bis 500 nM vermessen (3.7.4). Aus den
resultierenden Sensorgrammen (Abb. 3.22) geht hervor, dass der Antikorper in
den unteren Konzentrationsbereichen (bis etwa 100 bis 200 nM) im Vergleich
zu den daruber liegenden Konzentrationsbereichen ein signifikant
unterschiedliches Bindungsverhalten vor allem hinsichtlich des Verlaufs der
Assoziation zeigt. BerUcksichtigt man, dass dieses Antikdrperfragment aus der
Griffin.1 Bank isoliert wurde, welche sich in der Vy-Region aus insgesamt 49
verschiedenen Vy-Segmenten (Nissim et al. 1994, Tomlinson et al. 1992)
zusammensetzt, fur die eine Assoziationsneigung zum Teil nicht
auszuschlielen ist, ware eine wahrscheinliche Begrindung fir dieses
heterogene Bindungsverhalten das Vorliegen eines scFv-Monomer-Dimer-
Gemisches. Die Analyse der Messdaten war unter Verwendung eines
Bindungsmodells fir ,Heterogenous analyte (competing reactions)‘ mdglich.
Eine Dissoziationskonstante konnte demnach nicht bestimmt werden.
Folgeexperimente wie die Analyse des aus E. coli aufgereinigten SMP-19 scFv
Fragmentes sowie der monomeren scFv Fraktion konnten im Rahmen dieser
Arbeit nicht mehr durchgeflhrt werden, da aus den oben genannten Grinden

keine geeigneten Sensor-Chips mehr hergestellt werden konnten.
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4.7.2 Sequenzvergleich

Da die CDRH3 Region unter den Komplementaritats-determinierenden
Regionen die grofdte Variabilitat aufweist (Seal et al. 2000, Shirai et al. 1996,
Shirai et al. 1999) und zusammen mit der CDRL3 malgeblich an der initialen
Bindung an das Antigen beteiligt ist (Padlan et al. 1994), wurden zunachst
insbesondere diese Regionen basierend auf ihrer Aminosauresequenz
miteinander verglichen. In der Natur variieren die Langen der CDR3 Regionen
zwischen wenigen und bis zu 25 Aminosaureresten. Dabei scheinen Hapten-
bindende Antikdrperfragmente zu kurzeren CDR3 Regionen zu tendieren als
Protein-bindende (Griffith et al. 1994). Die ETH-2 Bank ist fur kirzere CDR3
Regionen optimiert, unter anderem weil resultierende Antikorperfragmente eine
hohere Stabilitdt gegenuber Proteolyse und in E. coli hOhere Expressionsraten
aufweisen (Pini et al. 1998). Bei dem in Abb. 3.23 dargestellten Vergleich der
CDRH3 und CDRL3 Regionen der drei Klone T-SMP-19, SMP-ETH K1 und
SMP-VBIlink 50 sowie eines nicht-bindenden Klons SMP-VBIink 15 fallt in der
CDRH3 Region des Klons mit der niedrigsten Dissoziationskonstante (SMP-
VBIink 50) eine nahezu symmetrische Aufteilung in einen polaren und einen
unpolaren Teil und ein 1:1 Verhaltnis von polaren zu unpolaren Aminosauren
auf. In der CDRL3 Region dieses und des SMP-ETH K1 Klons gibt es im
Vergleich zu den anderen Klonen eine deutliche Verschiebung hin zu polaren
Aminosauren, aber wiederum eine klare Trennung der Sequenz in einen
polaren und einen unpolaren Teil, jedoch in der umgekehrten Orientierung wie
beim SMP-VBLink 50 CDRH3. Moglicherweise stellen diese polaren
Aminosaurereste potentielle Interaktionstellen fur die polaren Bereiche des
SMP-Molekuls dar.

Der Vergleich der Aminosauresequenzen der CDRH3 Regionen aller aus der
ETH-2 Bank isolierten Klone ergab eine Gruppe von 5 Klonen, deren CDRH3
Sequenz identisch bzw. hochgradig ahnlich war (Abb. 3.24). Darunter befand
sich der im Rahmen der vorliegenden Arbeit charakterisierte SMP-VBIlink 50
Klon, der die besten SMP-bindenden Eigenschaften der untersuchten Klone
aufwies. Dieses legt nahe, dass eine CDRH3-Sequenz, die der des SMP-VBIink
50 Klons nahe kommt (GVGAFRPYRKHE) ein SMP-bindendes Motiv darstellt.
Die anderen Klone dieser Gruppe entstammten einerseits ebenfalls der SMP-

VBIink Selektion. Andererseits gingen sie aus der Selektion an dem anderen
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SMP-Thiol Linker (Graffinity) hervor. Hieraus lasst sich eine deutliche Eignung
der beiden im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten SMP-Thiol-Linker
Konjugate (SMP-VBIink und SMP-Thiol) fur die Selektion SMP-spezifischer
scFv-Antikorper ableiten. Da beide Linker unterschiedliche physiko-chemische
Eigenschaften aufwiesen und das SMP zudem {ber unterschiedliche
funktionelle Gruppen an diese gekoppelt wurde, kann weiterhin belegt werden,
dass die SMP-Bindung uber das genannte Bindungsmotiv unabhangig von der
Orientierung des SMPs am Linker und weitgehend unabhangig vom Linker

selbst erfolgt.

4.8 Modellierung der 3D-Struktur SMP-bindender scFvs

Mithilfe eines ,Threadings” basierend auf dem WAM-Algorithmus (2.8) wurde
die 3D-Struktur SMP-bindender scFvs (T-SMP-19, SMP-ETH K1 und SMP-
VBIlink 50) berechnet. Die Ergebnisse lieRen die Beschreibung putativer
Bindungstaschen zu, welche unter anderem durch die CDR3 Regionen der
leichten und schweren Kette ausgebildet werden (Padlan 1994) (Abb. 3.26,
3.27 und 3.28). Diese putativen Bindungstaschen bildeten insgesamt schmale
Kavitaten aus, die, berucksichtigt man die Dimension des SMP-Molekuls (2,49 x
12,50 A), eine interne Bindung des SMPs erlauben wiirden. Die Literaturlage
belegt, dass Hapten-Binder gewodhnlich eine tiefe trichterformige
Bindungstasche ausbilden, wahrend Protein-Binder eine eher flache
antigenbindende Oberflache besitzen (Ewert et al. 2004). Die CDR3 Regionen
der leichten und schweren Kette der drei genannten Klone unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Aminosaurezusammensetzung und deren Verteilung Uber die
CDRs betrachtlich (Abb. 3.23). Antikérper-Antigen Komplexe werden generell
uber nicht kovalente Interaktionen wie Van der Waals Krafte,
Wasserstoffbriicken, hydrophobe Interaktionen und gelegentlich Gber lonen-
Paarungen stabilisiert (Braden and Poljak 1995). Bei Protein-Antigenen treten
normalerweise 12-20 Antikorper-Aminosaurereste Uber eine interne molekulare
Oberflache von Uber 600-900 A mit dem Antigen in Kontakt (Dougan et al.
1998). Fiur kleine Molekulle ist es wahrscheinlich, dass diese nur mit sehr
wenigen Aminosauren der Bindungstasche (~ 5 bis 6 Reste) in direkte

Interaktion treten (Rodi et al. 2001). Durch die geringe Anzahl an
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Interaktionsmoglichkeiten, die ein kleines Molekul verglichen mit einem Protein-
Antigen ausbilden kann, ist die Starke der Interaktion zwischen einem kleinen
Molekul und seinem Bindungspartner per se bedeutend schwacher als es bei
Protein-Protein-Interaktionen der Fall ist (Rodi et al. 2001). Fir kleine Molekule
scheint das Ausmal} der Hydrophobizitat der Bindungstasche sowie deren
Oberflachenstruktur entscheidend fur die Bindungsmaoglichkeiten zu sein (Rodi
et al. 2001). Je ,rauher® die Oberflachenstruktur desto starker erhoht sich die
Oberflache eines definierten Volumens und desto mehr Moglichkeiten zur
Ausbildung nicht-ionischer Wechselwirkungen gibt es (Rodi et al. 2001).
Insgesamt scheinen aromatische Aminosauren der CDR Regionen wie Tyrosin
(Y), Tryptophan (W) und Phenylalanin (F) entscheidend in der Interaktion mit
dem Antigen involviert zu sein (Braden and Poljak 1995, Davies and Cohen
1996, Padlan 1994). In den CDR3 Sequenzen der Klone T-SMP-19, SMP-ETH
K1 und SMP-VBIink 50 (Abb. 3.23) fallt insbesondere auf, dass flir den besten
SMP-Binder SMP-VBIink 50 (3.7.3) die Verteilung der Aminosaurereste deutlich
starker zu unpolaren Resten tendiert als in allen anderen Klonen, in welchen die
polaren Aminosauren haufig Uberwiegen. An der Ausbildung der putativen
Bindungstasche des VBIink 50 Klons scheinen jedoch vor allem in der leichten
Kette auch viele polare Aminosaurereste beteiligt zu sein, welche
maoglicherweise potentielle Interaktionspartner fur die polaren Teile des SMP-
Moleklils wie beispielsweise die Sulfofunktion darstellen. Der Anteil der
aromatischen Aminosauren liegt in der CDRH3 des SMP-VBIlink 50 Klons héher
als in den anderen CDRH3 Sequenzen. Insgesamt erscheint die Struktur der
putativen Bindungstasche des SMP-VBIlink 50 Klons sehr kompakt und in
starkerem Maly durch die anderen CDR Regionen insbesondere der leichten

Kette sowie ,framework® Regionen stabilisiert (Abb. 3.27).

4.9 Abschlussdiskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erfolgreich ein ,single chain®
Antikorper (scFv) gegen Sulfamethoxypyridazin (SMP) entwickelt werden.
Oberflachenplasmonresonanzanalysen zeigten, dass dieser Antikorper mit
hoher Affinitat (Kp von 7.74 x 10® M) an SMP bindet und diese Bindung durch

freies SMP kompetierbar ist. Damit sind wesentliche Voraussetzungen flr einen
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Einsatz dieses Antikorpers fur die SMP-Detektion im Rahmen der
Lebensmittelanalyse erfullt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass ein zentraler
Punkt fur die erfolgreiche Selektion Hapten-spezifischer scFvs die Qualitat und
Diversitat der verwendeten Antikorpergenbibliothek ist. Idealerweise sollte sie
moglichst selten reamplifiziert werden, um den Anteil funktionaler
Antikorpergene hoch zu halten. Die in dieser Arbeit hauptsachlich verwendete
ETH-2 Bibliothek setzte sich aus V-Gensegmenten zusammen, deren
biophysikalische = Eigenschaften einer  erfolgreichen  Selektion  und
Charakterisierung antigen-spezifischer ,single chain“ Fragmente zutraglich
waren. Des Weiteren konnte so gezeigt werden, dass eine Diversitat, wie sie in
der semisynthetischen ,single framework® Bibliothek ETH-2 vorhanden war,
ausreichte, um daraus auf direktem Weg ein Hapten-spezifisches
Antikérperfragment mit hoher Affinitat zu isolieren.

Als wesentlicher Erfolgsfaktor stellte sich dabei die Prasentation des Haptens
uber einen langen, flexiblen Linker dar. Dieses ermdglichte den Ausschluss des
aus der Literatur bekannten Problems der bevorzugten Selektion sog. ,interface
binders®.

Uber die Charakterisierung des SMP-VBIink 50 Klons und umfassende CDRH3
Sequenzvergleiche konnte ein SMP-Bindungsmotiv entdeckt werden (4.7).
Klone die dieses Motiv aufwiesen, resultierten aus den Selektionen an langen,
flexiblen Thiol-Linker Molekulen, was die Eignung dieser Linker fur die Selektion
auf Hapten-spezifische Antikorperfragmente unterstreicht.

Die spezifischen Bindungsdaten, die fur zwei weitere Klone erhalten werden
konnten, welche aus Selektionen an SMP-gekoppelten ,magnetic beads®
hervorgingen, belegen eine prinzipielle Eignung dieses Systems fir die
Selektion Hapten-spezifischer Antikorperfragmente. Sicherlich sind die hier
vorhandenen Linker-Moleklle noch zu optimieren, um eine besser geeignete
Prasentation der Haptene zu erreichen.

Die Immobiliserung der Sulfonamid-Biotin-Konjugate Uber Streptavidin hat sich
aufgrund des hohen Hintergrundes unspezifischer Antikorperfragmente, die so
selektiert wurden, als weniger geeignet fur die Immobilisierung sehr kleiner

Liganden herausgestellt.
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Darltber hinaus konnte im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich ein Modellsystem
fur die Expression rekombinanter ,single chain® Antikorper in transgenen
Pflanzen entwickelt werden. Dieses sollte in Zukunft die Produktion spezifischer

Antikérperfragmente in groRem Malistab mdglich machen.

4.10 Ausblick

Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit generierte SMP-VBIink 50 scFv weist
mit einer Kp von 7.74 x 10® M und seiner Kompetierbarkeit mit freiem SMP gute
Eigenschaften flr die spezifische Detektion von Sulfamethoxypyridazin im
Rahmen der Lebensmittelanalyse auf. Zur weiteren Optimierung bieten sich
verschiedene Strategien an. Zum einen konnen, die weiteren vier
verschiedenen Klone, welche das SMP-Bindungsmotiv aufweisen, exprimiert,
charakterisiert und die 3D-Struktur berechnet werden. Die erhaltenen
Dissoziationskonstanten, Modelle und Daten uber ihre Kreuzreaktivitat mit
anderen Sulfonamiden, konnten wichtige Ruckschlisse Uber Aminosaurereste
zulassen, die fur eine spezifische Bindung an das Antigen entscheidend sind.
Idealerweise lasst sich so ein erstes Modell der SMP-scFv-Interaktion
darstellen.

Zum anderen besteht die Moglichkeit die Affinitat des Antikorpers sowie die
Stabilitat der Bindung Uber eine PCR-basierte Mutagenese der CDR 1 und 2
sowie ausgewahlter ,framework® Regionen zu verbessern. Wesentliche
Vorarbeiten hierzu sind bereits unternommen worden.

Das in dieser Arbeit entwickelte N.tabacum basierte Expressionssystem fur
rekombinante scFvs steht prinzipiell fur die Expression aller selektierten
Antikérperfragmente zur Verfigung. Die Aufreinigung und der Nachweis des
rekombinanten Proteins war moglich. Weitere Analysen der bestehenden SMP-
19 scFv Linien sollten vor allem unter dem Gesichtspunkt der zu erwartenden
Ausbeuten an rekombinantem Protein durchgefihrt werden, um ggf. ein ,up-
scale“ fur die Produktion des SMP-VBIlink 50 scFv in groRem Malstab

durchfiihren zu kbnnen.
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