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Abstract

A hapten is defined as a low molecular weight conmabthat is not immunogenic by
itself. Included in this category are several ulimus found substances: dyes, hor-
mones, vitamines, pesticides, antibiotics and fomataminants like mycotoxins. Anti-
bodies, on the other hand, are proteins that caasabinders for any molecule and can
be applied in immunoassays for the efficient arekjpensive detection of haptens. Ad-
vances made in recombinant antibody technology b#oeed for the development of
in vitro antibody libraries and selection methodologies tzen be used to derive anti-
bodies and antibody fragments without the need idctlimmunzation of animals.
However universal antibody libraries often yieldibadies with low affinities that con-
secutively have to be improved by mutagenesis efathtibody gene and optimization
of the panning process. During the work describeldw different mutagenesis strate-
gies were developed for the production of hapternfiseantibody libraries on the basis
of a single-chain antibody (scFv) against the myxiot fumonisin B1. ,Splicing by
Overlapped Extension“-PCR was used to induce diyeirs the ,Complementary De-
termining Region“ (CDR) 1 of the heavy and lighaghseperately and in combination.
The resulting libraries were compared to an anfiblorary established with error-
prone-PCR. ScFvs with an improved affinity werecassfully isolated by means of an

optimized selection method with elevated stringency
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Zusammenfassung

Haptene sind niedermolekulare chemische Verbindundie selbst nicht immunogen
sind. Dazu gehdren viele Substanzen, die ubigmitdnden sind: Farbstoffe, Hormone,
Vitamine, Pestizide, Antibiotika und Nahrungsmitmitaminanten, wie Mykotoxine.
Antikorper sind Proteine, die in der Lage sind gdeliebige Molekul zu binden, und
konnen in Immunoassays effizient und kostengurgsiigDetektion von Haptenen ein-
gesetzt werden. Dank den Fortschritten in der rddioamten Antikdrpertechnologie,
konntenin vitro Antikorperbibliotheken und Selektionsmethoden eckelt werden,
die ohne den Bedarf der direkten Immunisierung Vimmen zur Herstellung von Anti-
korpern und Antikérperfragmenten dienen. Univeesdhtikdrperbibliotheken liefern
oft jedoch Antikdrper mit einer zu niedrigen Affiét, die nachfolgend erst eine weitere
Verbesserung durch Mutagenese des Antikdrpergeth©Optimierung des Panningpro-
zesses notwendig machen. Im Rahmen dieser Arbedemuverschiedene Mutagene-
sestrategien zur Herstellung Hapten-spezifscheikémerbibliotheken anhand eines
»single chain* Antikorpers (scFv) gegen das Mykatokumonisin B1 entwickelt. Eine
»Splicing by Overlapped Extension“-PCR wurde bentifz die Einflihrung von Diver-
sitat in die ,Complementary Determining Region“ (RP1 der schweren und leichten
Kette einzeln und in Kombination. Die resultierendentikdrperbibliotheken wurden
mit einer durch Error-Prone-PCR erstellten Antildgitpbliothek verglichen. Mit Hilfe
eines optimierten Selektionsverfahrens, bei densttiegenz stark erhéht wurde, konn-

ten erfolgreich scFvs mit hoherer Affinitat isotiererden.

Schlagworter: scFv, Hapten, Affinitatsreifung, Mggmese, Antikorperbibliotheken,

Panning
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1 Einleitung

1.1  Antikorper

Antikdrper, auch Immunglobuline (Ig) genannt, simdltifunktionelle Glykoproteine,
die im Zusammenhang der humoralen Immunantworthddre B-Zellen des Immun-
systems von Vertebraten gebildet werden. Sie birgfarifisch pathogenassoziierte
korperfremde Molekile von Bakterien, Viren, Pilzamd Parasiten, leiten die Immun-
antwort ein und schitzen so den Organismus vokiiofgen. Molekile, die die Immun-
antwort auslésen, werden AntigenAnfikorpergererans) genannt (Albertst. al,
2004).

- _s_
(8] (3]
o o
(& O
FC CHO -S—5
) <p]
I i o
=S —5—

Abb. 1.1: Immunglobulin G. IgG Antikorper besteheas ainem Paar schwerer und leichter Ketten, wo-
bei jede Kette aus einer Antigen-bindnender vagatiboméne (Y und \{) und einer oder drei konstan-
ten Domanen besteht(C, G;2, G43 und Q). Jede V- oder C-Doméne beinhaltet eine
Disulfidbriickenbindung (S-S). Die CH2 besitzt égcosilierungsstelle (CHO). Der Kontakt zum
Antigen wird Uber die Aminosduren der CDRs hergésieié ,Hinge-Region“ mit den intermolekularen
Disulfidbriickenbindungen sorgt innerhalb des kontga (Fc) Teils fur eine molekulare Flexibilitat zur
Ausrichtung der variablen Doméanen (Marks, 2004).

Bei den meisten Sdugetieren werden funf Antikorlasden (Isotypen) unterschieden:
IgA, IgD, IgE, 1gG und IgM, die sobald sie ihr Agén gebunden haben, jeweils charak-

teristische biologische Funktionen haben. Die imtBIm haufigsten auftretenden Anti-
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koérpermolekile gehdéren der Immunglobulin G-Klass€Abb. 1.1). Ihre Grundstruktur
ist die Y-Form mit zwei identischen Antigen-Bindatn. Sie bestehen aus vier Poly-
peptidketten: Zwei identischen leichten (L-) Ketten25 kDa) und zwei identischen
schweren (H-) Ketten (~50 kDa), die durch Disulfigtken sowie nicht-kovalente In-
teraktionen, wie Salzbricken, Wasserstoffbrickesh ydrophobe Wechselwirkungen,
zu einem Heterodimer verbunden sind (Paul, 2008).I&munglobulin lasst sich in
konstante und variable Region unterteilen. Di2 Gnd G;3 Regionen bilden den ,frag-
ment crystallizable” (Fc)-Teil, der wesentlich zBtabilitat beitragt und tber den die
Aktivierung des Immunsystems erfolgt. Die variabRegionen der leichten (Y und
schweren (V) Kette dagegen sind fur die Antigenbindung veramtlich. Innerhalb der
variablen Regionen gibt es drei hochvariable Serpleschnitte aus 5 bis 15
Aminosauren, die als hypervariablen Regionen odemplementary determining regi-
ons" (CDRs) bezeichneten werden und die Kontakéstaim Antigen bilden. Damit
stellen sie das sog. Paratop dar, das komplemeuntar Epitop, der entsprechenden
Oberflachenstruktur des Antigens, ist und mit ciese Wechselwirkung tritt.

In Saugern gibt es eine Vielfalt von mindesten¥ Adtikorpern verschiedener Spezifi-
tat, die dadurch selbst synthetische Molekile erkankdénnen. Diese Diversitat wird
durch somatische Rekombination wahrend der Diffasrong der B-Lymphozyten im
Knochenmark erreicht, bei der die verschiedenens€gmente der Antikdrperketten
frei kombiniert werden. Als weitere Feinabstimmuder Antikbper-Antwort erfolgt
eine Antigen-selektionierte, somatische Hypermatatidie zur Affinitatsreifung der
Antikdrper dient. Dabei handelt es sich um gehakitektmutationen in deny und
V_-Regionen, die eine Million Mal haufiger auftretais Spontanmutationen und zu

einer Affinitatsreifung der Antikodrper fihren.

1.2 Rekombinante Antikdrper

Am Anfang der Herstellung von Antikérpern gegen spezielles Antigen fur den
Gebrauch in der Immunoanalyse und -therapie, wudiese durch die Immunisierung
von Versuchstieren, wie Ziege, Kaninchen und Maewannen. Dadurch entstehen
polyklonale Seren mit einer heterogenen PopulationAntikérpern, die gegen ver-
schiedene Epitope des Antigens gerichtet sind. @bdiese hoch sensitiv sein kdnnen,
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und relativ billig herzustellen sind, ist doch deproduzierbarkeit in den aufeinander
folgenden Immunisierungen nicht gegeben und eebedie Neigung zur Kreuzreakti-
vitat (Dalyet. al, 2001).

Das Problem der Gewinnung eines spezifischen monalén Antikdrpers wurde 1975
durch die Entwicklung der Hybridoma-Technologiedg¢l(Kohler und Milstein, 1975).

Diese beruht auf der Fusion von einem Antikorpeesaerenden B-Lymphozyten mit
einer Myelomzelle. Der Nachteil dieser Methodejestoch, dass die Generierung von
Hybridomazellen aufwéndig ist und diese nur schigiand mit hohem Kostenaufwand

in Zellkultur zu halten sind.

o B & y 4 @

VhH domain V-NAR domain V,, domain
(~15 kDa) (~15 kDa) (=15 kDa) Fab scFv
(~55 kDa) (~28 kDa)

ol &

Vi doma!n -
( 15 kDa) - 0\ Bis-scFv Diabody
% (bispecific) (bispecific)
(~55 kDa) (~50 kDa)
Fab, 2, Triabody
(bispecific) | (trivalent)
(~110 kDa) . (~75 kDa)
Fab, Minibody Tetrabody

(trispecific) (bivalent) (tetravalent)
Camel Ig IgNAR (~165 kDa) (~75 kDa) (~100 kDa)

Abb. 1.2: Schematische Darstellung von verschied@méikorperformaten (Holliger und Hudson, 2005).
Gezeigt wird das klassische IgG-Molekil, das Kaan¢hiH- Ig und das Hai Ig-NAR. Letztere sind Im-
munglobulin-&hnliche Strukturen, bestehend ausneidlemodimer aus zwei Ketten V-&hnlichen und C-
ahnlichen Doménen (leichte Ketten existieren njdhtflenen allein die V-Doméanen das Antigen binden.
Hai Ig-NARs bestehen aus einem Homodimer aus eimiablen Doméane (V-NAR) und funf C-&hnlichen
konstanten Doménen (C-NAR). Eine Auswahl an Antikrgggmenten ist exemplarisch dargestellt: Fab,
scFv, ,single domain“ VH, VhH und V-NAR, auRerdem tivher-Formate, wie Minibody, bis-scFv,
Diabody, Tetrabody und chemisch konjugierte Fab’tivhdre.

Hybridomazellen lieferten das Startmaterial fir disten rekombinanten Antikorper-
molekile, die als ganze Immunglobuline, ,Fragmentigen binding“ (Fab)- oder
.Fragment variable* (Fv)-Fragmente exprimiert wurd@&eubaueet. al, 1985; Riech-
mannet. al, 1988; Feyst. al, 1988). Die Entwicklung setzte sich dahingehemt, fo
Fab-Fragmente und Fv-Fragmente in Bakterien hezlteist Erstere bestehen aus den
variablen und ersten konstanten Doménen eines @mpigks und letztere lediglich aus
den variablen Domanen. Aufgrund der fehlenden [PpHadbricken-Bildung im
reduzierenden Milieu des Cytoplasmas waren diedecfe sehr unstabil. Deswegen

wurden Vektoren entwickelt, um einen Transport ias doxidierende Milieu des
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periplasmatischen Raumes zu erreichen (Dibel undtddmann, 2001). Durch das
Verbinden der beiden variablen Doméanenund . der Fv-Fragmente Uber einen fle-
xiblen Peptidlinker von ca. 15 bis 20 Aminosauransingle chain Fragment variables*”
(scFv), konnte auch hier die fehlende Stabilit@eagt werden (Hustoat. al, 1988;

Bird et. al, 1988). Mittlerweile steigt die Anzahl der untdrgalichen Antikbperforma-

te immer weiter an und auch die Zahl der moglicEsmpressionssysteme nimmt zu
(Holliger und Hudson, 2005, Abb. 1.2). Dadurch kémrkomplexe Anwendungsmaog-
lichkeiten in der Therapie von Infektions- und Emtdungs-Krankheiten und Krebs, in
der Biotechnologie und in der medizinischen undsemschaftlichen Diagnostik er-

schlossen werden.

Die scFvs mit einer Grol3e von ca. 26 kDa sind eputires Format, das weite Verbrei-
tung gefunden hat und deren Herstellundtircoli gut etabliert ist (Husét. al, 2002).
Sie werden Uber ein zusammenhangendes Gen exgrimedurch eine intramolekula-
re Umlagerung der Polypeptidkette kbnnen die beldemanen assoziieren. Der Nach-
teil dieses Formats ist, dass bei hohen Konzeatrati eine u. a. von den verwendeten
Keimbahngenen abhangige Neigung zur Bildung vonddan und Oligomeren besteht
(W6rn und Plickthun, 2001).

1.3  Antikorperbibliotheken

Um einen spezifischen rekombinanten Antikdrper oglar Antikbrperfragment gegen
ein spezielles Antigenin vitro selektieren zu konnen, stehen Antikdrpergen-
Bibliotheken zur Verfiigung, die aus bis zu1Qnabhéngigen Antikdrpergen-Klonen
bestehen. Die verschiedenen Bibliotheken lassdnjsioach ihrer Herstellung in uni-
verselle Antikorperbibliotheken, fokussierte undspbnmunisierungs-Bibliotheken
unterscheiden. Letztere werden aus den Genen deblem Regionen konstruiert, die
aus den Immunglobulin-sekretierenden Plasmazellen immunisierten Spendern
stammen (Hust und Duibel, 2004). Universelle Antilgibibliotheken werden aus den
Antikdpergenen von nicht immunisierten Spenderrgéstellt. Sie liefern dadurch die
Maglichkeit, Antikbrper auch gegen letale Pathogdrmeh konservierte Antigene und
Haptene, kleine Molekile die allein keine Immunasrtwauslosen konnen, zu selektie-
ren. Hier werden naive, semisynthetische und syistte Bibliotheken unterschieden:
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Naive werden aus den bereits rekombinierten V-Geran IgM-produzierenden B-
Zellen konstruiert (de Haaret. al, 1999); semisynthetische aus nicht-rekombinierten
V-Genen von pra-B-Zellen (Keimzellen) oder einemzejen Antikoérper-,framework"
plus mindestens einer genetisch randomisierten @idstens CDR3) und synthetische
bestehen aus einem humanen . framework® mit voltiginrandomisierten CDRsS
(Knappik et. al, 2000). Der Ansatz der synthetischen Antikoérpditibeken ermdg-
licht die Anwendung auf Probleme die weit ab denvemtionellen Methoden liegen.
Die Mdglichkeit prazise die Diversitat zu kontrelien und ,framework“-Regionen mit
bevorzugten Eigenschaften auszuwahlen, erlaubEni@icklung von AntikGrpern mit
auf spezielle Anwendungen zugeschnittenen Charstker. Dies kbnnen z. B. thera-
peutische Antikdrper mit Spezies-Kreuzreaktivitied et. al, 2006a), ,Intrabodies”,
die auch im reduzierenden Milieu des Cytoplasmagilssind (Desidericet. al, 2001)
oder Antikdrper gegen posttranslationale Modifikagn (Kehoeet. al, 2006) sein. Die
Feststellung, dass die Topographie der Antigen-&talle mit der Gréf3e und Art des
Antigens korreliert (Almagro, 2004; Lext. al, 2006b; MacCallunet. al, 1996), fiihrte
zu der Entwicklung fokussierter Antikdrperbibliokes, die daftir angepasst sind mit
speziellen Antigen-Klassen zu interagieren, wieaethe Klasse der Proteine und Pepti-
de (Almagroet. al, 2006) oder die der Haptene (Perssbral, 2006).

Bei der ETH-2 Antikorperbibliothek (Pirat. al.,1998; Viti et al, 2000) handelt es sich
um eine humane, semisynthetische Bibliothek im gebwmat. Diese diente im Vorfeld
dieser Arbeit zur Selektion des scFvs BFB1-2 (Laateal, 2005, Kapitel 1.5), welches
dieser Arbeit zur Entwicklung von Mutagenesestrigtegur Affinitatsreifung zugrunde
liegt. Das V-Gen Repertoire der ETH-2 basiert bézbigder schweren Kette lediglich
auf dem Keimbahnsegment DP-47, beziglich der lerctdetten auf den Segmenten
DPK-22 und DPL-16 des- bzw. x-Typs. Durch Randomisierung der CDR3-Regionen
der jeweiligen Segmente mittels PCR, erhielt di@kBaine Diversitat von mindestens
5x 1¢ unabhangigen Klonen. Bibliotheken mit einem eineal Antikorper ,frame-
work" haben den Vorteil, dass diese Gene auf Stabund Expressionsverhalten opti-
miert ausgewahlt werden kdnnen. Sie haben jedonhN&ehteil, dass die Variabilitat
eingeschrankt ist, da diese hier nur durch die C2BR&ande kommt (Hustt. al,
2007).
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1.4  Phage Display und ,Panning”

Alle molekularen Display Methoden haben folgendei @®harakteristika gemeinsam:
erstens machen sie die Antikérpergen-Diversita¢reganzen Bibliothek der Selektion
zuganglich, zweitens verknipfen sie den Antikér@amotyp mit dem exprimierten
Antikdrper Phanotyp und drittens dienen sie delidaang einiger weniger Antigen-
bindender Antikérper und ihrer Gene aus der Mehlrhaht bindender Antikorper
(Marks, 2004). Die Art und Weise der Verknupfungiv@enotyp (DNA) mit dem Pha-
notyp (Protein) unterscheidet die verschiedenerplBysTechnologien. Eine direkte
physikalische Verknipfung liegt beim Ribosom-DispléHaneset. al, 2000) und
MRNA-Display (Lipovsek und Pluckthun, 2004) vor uathe indirekte beim Phage-
Display (Hoogenboom, 2002) und bei Zell-basiertesrfahren, wie Bacterial- (Daug-
hertyet. al, 1999) und Yeast-Display (Peppr al, 2008). Weitere Mdglichkeiten sind
die Kompartimentalisierung Uber Liposomen, wie b&MdA-Display (Yonezaweet.
al., 2003) und die definierte rdumliche SeparationAssays in Mikrotiterplatten (Lin
und Cornish, 2002).

Das Phage-Display ist die alteste dieser Metho&emith, 1985), sie ist am besten ent-
wickelt und wird am haufigsten zur Selektion antigigezifischer Antikoperfragmente
angewendet (Hoogenboom, 2005). Antikorper werdsrakionsprotein auf der Ober-
flache des Phagen prasentiert, indem das entspréelt®en in das Phagengenom integ-
riert wird. Allgemein werden filamentose ssDNA Paagwie M13, f1, Fd und ft oder
dsDNA Phagen, wie T7 undverwendet. Alle kbnnen gram-negative Bakterieiziaf
ren, die das F-Episom zur bakteriellen Konjugatiesitzen (Arap, 2005). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde ein Derivat des nicht-lytischda3-Phagen verwendet. Sie besit-
zen ein ca. 6,5 Kb grol3es zirkuldres ssDNA-Genoel¢ches sie bei der Infektion von
E. coliin das bakterielle Cytoplasma translozieren. Dartves repliziert und in neue
Phagenpartikel von 6 nm Durchmesser und 900 nmé_&egpackt (Vitiet. al, 2000).
Die Hulle bestehet hauptsachlich aus ca. 3000 Kodes Major Coat Protein pVIII.
Jedes Ende des Phagen ist bedeckt mit zwei vedsstaa Minor Coat Proteinen: Drei
bis funf Kopien jeweils von pVII und pIX bilden dathe Ende, wéhrend das andere aus
jeweils drei bis funf Kopien von plll und plV bebkte(Kehoe und Kay, 2005). Um das

Antikdrperfragment auf der Oberflache des Phageexquimieren, wird das codierende
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Gen im Leseraster an eines der Oberflachenprotegieniert und in einen Vektor klo-
niert, der in einen Phagenpartikel verpackt werddam (Conrad und Scheller, 2005). Je
nach Ankerprotein, das dafur gewahlt wird, kann mionovalentes bis multivalentes
Display erreicht werden. In den meisten Fallen, aieh bei dieser Arbeit, wird ein
multivalentes Display gewahlt, das geeigneter férSelektion von Antikorperfragmen-
ten mit hoher Affinitat ist (Hoogenboom, 2005), veollas Gen als Fusionsprotein mit
plll in ein Phagemid kloniert wurdeDabei handelt es sich um ein Plasmid, das den
Replikationsursprung von Bakterien und den von Bhagnd eine Antibiotikaresistenz
enthélt. Die meisten urspringlichen Gene des Plgggems sind nicht mehr vorhan-
den, sie werden aber von einem zweiten Phagen, Hielfierphagen, zur Verfigung
gestellt (2.1.4. und 2.3.1).

Die in vitro Selektion von Antikérperfragmenten anhand ihrendBingseigenschaften
wird ,Panning“ genannt, nach dem Arbeitsvorgang 8esbschwenkens der Goldwa-
scher (Parmley und Smith, 1988). Zunachst wird dafis Antigen auf einer festen
Oberflache immobilisiert, wozu Nitrocellulose, ,Magfic Beads* (Moghaddat. al,
2003), eine Saulenmatrix (Breitlirgt. al, 1991) oder Plastikoberflachen wie Polysty-
rolréhrchen (Huset. al, 2002) oder 96-Well-Mikrotiterplatten (Barbas. al, 1991)
geeignet sind. Die Phagensuspension wird mit demrf@ichen-gebundenen Antigen
inkubiert, um eine spezifische Anlagerung der d@nrpkrprasentierenden Phagen zu
ermdglichen. Danach wird griindlich gewaschen um gtefien Uberschuss der nicht-
bindenden Phagen zu entfernen. Alle spezifischesiddn Phagen werden eluiert und
dann fur die Reamplifizierung zur Infektion vé&n coli verwendet (Husét. al, 2007).
Dabei kann die Art und Weise des Waschens und ielusestark variieren, je nach den
physikochemischen Eigenschaften der Antigen-Anpkéiinteraktion und der ge-
wuinschten Stringenz. Der Selektionszyklus kannAmneicherung antigenspezifischer
Phagen wiederholt werden, indem die Phagemid-taegeR. coli Kolonien mit Hel-
ferphagen infiziert werden, um neue antikorpertnaige Phagen zu produzieren. Die
Anzahl antigenspezifischer Phagen sollte sukzessivgder Panningrunde, von denen
gewohnlich zwei bis sechs durchgefuhrt werdengetei(Coomber, 2002). Aufgrund
einer Wachstumskonkurrenz zwischen den in der Rtipual vorliegenden verschiede-
nen Antikdrper-exprimierendda. coliKlonen wird mit zunehmender Anzahl an Selek-

tionsrunden jedoch nicht nur auf antigenspezifidehagen selektiert, sondern auch auf



1.5 Hapten-spezifische Antikorper 19

solche, die héhere Wachstumsraten aufweisen. D&sdshéaufig Klone, die unvoll-
standige oder vollstandig deletierte Antikorperfreant-Gene tragen (de Bruat al.,
1999). Fur optimale Selektionsbedingungen ist ddieeKontrolle mdglicher unspezifi-
scher Bindungen entscheidend. Je spezifischer éliekt®n verlauft, desto weniger
Selektionsrunden werden zur Anreicherung antigeripeher Phagen ben6tigt und
desto geringer sind somit die Probleme, die aus\tlerhstumskonkurrenz resultieren.

1.5 Hapten-spezifische Antikorper

Haptene sind niedermolekulare chemische Verbindumgie einem Molekulargewicht
unter 1000 Da, die selbst nicht immunogen sind.uDgehotren viele Substanzen, die
ubiquitar in unserem taglichen Leben zu finden siparbstoffe, Hormone, Vitamine,
Pestizide, Antibiotika und Nahrungsmittelkontamiteanwie Mykotoxine (Mogaddham
et. al, 2001). Sie sind jedoch aufgrund ihrer geringel(3ernur schwer und arbeit-

saufwenig nachzuweisen und in der Umwelt nur kasligpausfindig zu machen.

Antikdrper sind Proteine, die in der Lage sind gbeliebige Molekll zu binden, auch
Haptene, wenn diese durch die Bindung an einenie€am. B. ,Bovine Serum Albu-
min“ (BSA), Ovalbumin oder Biotin, Immunogenizit§ewonnen haben. Solche Anti-
kérper kénnen in ,Enzyme linked Immunsorbent As$di4.1SAs) effizient und kos-
tengunstig zur Detektion von Haptenen eingesetztiere (Sheedt. al, 2007). Die
meisten Immunoassays benutzen polyklonale Antikdigie von immunisierten Tieren
stammen und die relativ guinstig zu entwickeln, gengnd spezifisch sind. Allerdings
sind manche Haptene trotz Kopplung an einen Canighit immunogen (Moghaddam,
2001). Auch ist eine Immunisierung mit toxischerptégen in der Regel nicht mdglich
und es besteht keine hinreichende Reproduziertidokeipolyklonalen Seren. Daher
bietet sich hier dieén vitro Selektion von rekombinanten Antikbrpern aus Andei-
bibliotheken z.B. mittels Phage Display an. Diesarien dann zur Produktion in z.B.
Bakterien, Hefen oder Pflanzen exprimiert werdeaufit) ist aber nach der Selektion
erst eine weitere Verbesserung der Antikorper diMictagenese und Optimierung des
Panningprozesses notig, da diese eine zu niedfify@tét besitzen oder Kreuzreaktivi-
taten zeigen (Markst. al, 1991). Zudem besteht die Gefahr der SelektionAtatikor-
pern, die bevorzugt die an den Carrier konjugiEdem des Haptens erkennen wahrend
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das unkonjugierte Hapten nicht oder mit gering&fénitat erkannt wird (Charltoret.
al., 2001).

Bei dem rekombinanten Antikdrper scFv-BFB1-2, dersdr Arbeit zugrunde liegt,
handelt es sich um ein scFv gegen das Hapten Femdil (FB1), ein Mykotoxin. Es
wurde aus der semi-synthetischen Antkorpergentiigio ETH-2 isoliert und besitzt
eine Affinitat von K = 4,08 x 10’ M (Lauer et. al, 2005). Die Spezifitat fur freies,
nicht an einen Linker gekoppeltes FB1 wurde gezéigfierdem besteht keine Kreuz-
reaktivitdat mit dem strukturell &hnlicheN-Acetyl-D-sphingosine. Allerdings ist die
Affinitat fir die Verwendung des Antikdrpers in Inmmoassays oder fur spezifische
Aufreinigungsverfahren noch zu gering, weshalb iamfRen dieser Arbeit verschiedene

Mutagenesestrategien zur Affinitatsreifung entwitkesrden sollen.

1.6  Mutagenese zurin vitro Affinitatsreifung

Das Immunsystem erreicht mit Hilfe der somatiscHgpermutation eine Diversifizie-
rung in den variablen Regionen eines Antikérpers.ddr sich anschlieRenden antigen-
gesteuerten Selektion fuhrt dieses zur Affinitdferey, d.h. zur Verbesserung der Anti-
genbindungs-Affinitat (Alleret. al, 1987). Dieser Prozess kamnvitro mit den Metho-
den des ,Protein Engineering” nachgeahmt werdebebDigbnnen zwei Hauptstrategien
unterschieden werden: Zum einen das rationale Dg3iQigt et. al, 2000), bei dem
detailliertes Wissen uber die Antikérper-Struktududie Funktion einzelner Doménen
dafur benutzt wird ortsgerichtete Anderungen voehimen, zum anderen die gerichtete
Evolution, die durch zuféllige Mutagenese und Ch@itarkset. al, 1992) oder DNA-
Shuffling (Crameriet. al, 1996) genetische Diversitat im Antikbrpergen agteDurch
mehrere Runden von Mutagenese und Selektion wirchakéirliche Prozess der Evolu-
tion nachgeahmt. Das DNA-Shuffling vermischt undmd eilstticke von Genvarianten,
um eine Erh6hung der Affinitdt hervorzurufen undtient damit die somatische Re-
kombination. Da im Rahmen dieser Arbeit die zuf@liMutagenese zur gerichteten
Evolution des scFv BFB1-02 gewahlt wurde, soll diga Folgenden naher betrachtet

werden.

Das Prinzip der gerichteten Evolution wurde ersgnif67 von Millset. al. fir Nuk-
leinsé&uren vorgestellt. 1978 legte Michael Smitin @rundstein fir die Entwicklung
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diverser Mutagenesemethoden durch die erstmaligetBeibung der gezielten Muta-
genese mit Hilfe von Oligonukleotiden (Hutschisan a., 1978), wofir er 1993 den
Nobelpreis fur Chemie erhielt. Mittlerweile ist eivielzahl von Methoden zur Affini-

tatsreifung von Antikérpern etabliert, von deneerhbeispielhaft einige beschrieben

werden sollen, um einen Uberblick zu schaffen.

Die fehlerhafte Polymerasekettenreaktion ,Errorfer@ CR* (EP-PCR) ist der am hau-
figsten verwendete Ansatz zu Beginn einer gerientdtvolution (Daughertget. al,
2000; Hawkinset. al, 2000; Johnson und Hawkins, 1996) und wurde andRahmen
dieser Arbeit angewendet. Hierbei wird die natimicFehlerrate deiTagDNA-
Polymerase, die keine Korrekturlesefunktion besizihrend der Amplifikation des
Zielgens durch Zugabe von MnCobder unphysiologisch hohen Konzentrationen an
MgCl, erhéht (Tindall und Kunkel, 1988). Damit werdennRumutationen mit einer
geringen Frequenz Uber das gesamte Gen eingekihd. andere Mdoglichkeit ist die
Verwendung einer genetisch veranderten, zu hoéheedlerrate neigenden, DNA-
Polymerase. Es konnte gezeigt werden, dass dieseote profunde Effekte auf die
Affinitat und Spezifitat Hapten-bindender Antikdrpeaben kann (Grarat. al, 1992;
Miyazaki et. al, 1999). Dabei liegen die Mutationen auch auf3erbelbAntigenbinde-
stelle oder der CDRs in der Grundstruktur des Ampkrs. Ebenso kénnen selektierte
Mutanten eines Antikdrpers mit héherer Affinitarstin der Lokalisation der Punktmu-
tationen differieren, (Grarat. al, 1992). Die Methode der EP-PCR besitzt jedoch Ein-
schrankungen: Einige Aminosaureaustausche sindundgler Degeneration des gene-
tischen Codes unwahrscheinlich, da mehrere durelPdlymerase verursachte Basen-
austausche innerhalb eines Codons selten sind.uHiommt die Bevorzugung be-
stimmter Basenaustausche (Eggartal, 2004). Durch z. B. die Verwendung speziell
angepasster Polymerasen, wie ,Mutazym I* (Vanhertkal, 2005) oder des in dieser
Arbeit verwendeten Enzymmixes ,Mutazym II* des koemiellen Kits ,GeneMorph

Il EZClone Domain Mutagenesis” Kit (Stratagene, la@lla, Kanada), konnen diese

Nachteile deutlich verringert werden.

Eine weitere klassische Methode zur Affinitatsreguwon Antikdrpern stellt die Muta-
genese durch bakterielle Mutatorstamme dar (Mill&98). Dieser Ansatz besteht aus
der Selektion von Antikérpern aus einer Antikorpelibthek und der anschlielRenden

Mutagenese durch die Amplifizierung n coliStammen wie MutD5, die einzelne Ba-
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senaustausche (Transversionen oder Transitiongrgingr 16 Mal héheren Rate pro-
duzieren verglichen mit normaldf coliZellen (Coiaet. al, 1997). Auf diese Weise
kann eine groRe Anzahl von mutierten Antikorperreagt werden, es sind jedoch vier
bis zehn Runden von Mutagenese und Selektion ndrtigiMutanten mit hoher Affinitat
zu erzeugen (Coiat. al, 2001; Irving et. al., 1996). Die Affinitdt eindsapten-
spezifischen Antikdrpers konnte durch vier seq@dingingefiihrte Mutationen um das
hundertfache verbessert werden (Leiwal. 1996), was neben der Effizienz dieser Me-

thode auch die Potenz der zufélligen Mutagenesieudicht.

Neben der Mutagenese des ganzen Gens, bestehtaisafive die fokussierte gerich-
tete Evolution, bei der nur Fragmente des Gensorargiert werden, wahrend die das
Grundgerust des Antikdrpers codierenden Bereictvendmdert bleiben. Dabei zeigten
sich PCR-basierte Methoden aufgrund ihrer relatitemhnischen Einfachheit als be-
sonders praktikabel. Hierbei kbnnen zwei Ansatzeenschieden werden: Zum einen
Methoden mit inverser PCR (Chaa. al, 2008; Folloet. al, 2008; Hidalgeet. al, 2008;
Weineret. al,1994), die keine Subklonierung der gewilinschten Seqgeéiordern und
zum anderen Methoden, die multiple PCR-Fragmerteugen, wie der Megaprimer-
Ansatz und die ,Splicing by Overlapped Extensiol€H (SOE-PCR) (Hortort. al,
1990). Allen gemeinsam ist die Verwendung von degerten Primern, die die ge-
wuinschte Sequenzvielfalt erzeugen. Bei Methodensidh der inversen PCR bedienen,
befinden sich die randomisierten Bereiche als ,naiimes” innerhalb der Primer oder
werden an das 5-Ende der Primers angehangt, websch Ansatz zwei oder vier
Primer verwendet werden. Es entstehen ein (StemumeérMorris, 1992) bzw. zwei
PCR-Produkte (Baymiev, 2007), die direkt mit eiD®A-Ligase ligiert und anschlie-
Bend transformiert werden kénnen. Die Megaprimethidde (Brons-Poulsest. al,
2002; Mariniet. al, 1993; Sarkar und Sommer, 1990) ist ein Zwei-3ERrozess: Im
ersten Schritt wird der Megaprimer mit einem degientn im Zielbereich liegenden
Primer und einem das Gen flankierenden Primer gyisibrt. Im zweiten Schritt dienen
der aufgereinigte Megaprimer und der zweite flardaele Primer zur Synthese des
vollstdndigen Gens, das zur Klonierung eingeseimd.Wur Mutagenese bestimmter
Genabschnitte mithilfe der SOE-PCR (Desidegio al, 2001; Donget. al, 2002;
Dubreuil et. al, 2005; Horten, 1993; Nielsen und Marks, 2001; Paeb. al, 2006),

wird zuerst in einer PCR mit einem Gen-flankieranékimer und einem in der Mitte
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degenerierten Primer, der den Genabschintt GUbemgpaim mutagenisiertes Fragment
hergestellt. Die 5" und die 3" gelegenen Bereiobe Brimers sorgen flr eine ausrei-
chende Hybridisierung mit dem Template. Es wird ®irites Fragment bendtigt, wel-
ches das Gen komplettiert, das in einer zweiten B@Rhetisiert wird und mit dem
ersten Produkt Uberlappt. Dieser Umstand ermdgkshtin einer dritten PCR, der so
genannten ,Assembly-PCR*, die beiden Fragmenteugiofieren und das entstandene
mutagenisierte Gen zu amplifizieren (Abb. 1.3).Rahmen dieser Arbeit wurde dieser
Ansatz auf die CDRL und CDR1 des scFv BFB1-2 zur fokussierten Mutagenese ge-

wahlt.

« <«

Synthese der Uberlap-
¢ penden Fragmente
— >

—

¢ Assembly-PCR

¢ Amplifikation des
mutagenisierten Gens

oo

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der SOE-PCR. Deddjipenden Bereiche der Primer und PCR-
Fragmente sind orange und die mutagenisierte Regitlblau dargestellt.

1.7  Mykotoxine

Mykotoxine sind sekundare Stoffwechselprodukte &etsimmelpilzen niedrigen Mole-
kulargewichts (ca. 300-500 Da), die eine grof3e Advan Anbaupflanzen und Friich-
ten vor und nach der Ernte kontaminieren. Im Uwteesl dazu werden die toxischen
Inhaltsstoffe von GrofR3pilzen als Pilzgifte bezeetrMykotoxine zeichnen sich durch
eine hohe chemische Stabilitat und Hitzebestandigkes. Es sind derzeit etwa 300
verschiedene Mykotoxine bekannt, die 25 Struktietypugeordnet werden kénnen. Sie
zeigen bei Wirbeltieren besonders bei chronischgookition bereits in geringsten

Mengen vielgestaltige schadliche Wirkungen. Sie ngin karzinogen, neurotoxisch,
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immunsupressiv, mutagen, teratogen, hepato- untragxisch sein, bei Berihrung
Hautschaden hervorrufen, Stoffwechselprozesse hemund allergische Reaktionen
auslosen (Hof, 2008; Peraied al, 2008). Die Bildung von Mykotoxinen unterliegt
einer ausgepragten regionalen wie saisonalen S&ungsbreite und ist abhangig vom
Substratangebot, dessen Wassergehalt, der Luftfigkeh, der Temperatur und der
Interaktionen mit anderen Pilzen (Thalmann, 1988)kotoxin-Kontamination wird als
unvermeidbares Risiko angesehen, da diese von derelibedingungen abhéngig und
eine effektive Pravention kaum mdglich ist. Die gidoand Agriculture Organization of
the United Nations" (FAO) schatzt, dass bis zu 2868t Weltproduktion von Nah-
rungsmitteln mit Mykotoxinen kontaminiert sind. Cahist die Uberprufung der Nah-
rungs- und Futtermittel als Rohmaterial und in Berm der Endprodukte unabdingbar,
um die Sicherheit der Konsumenten zu gewahrleisfeanden Nachweismethoden von
Mykotoxinen gehéren zum einen physikalisch-chemgsclie Dunnschichtchroma-
tographie (DC), HochdruckflissigkeitschromatograpftHPLC), Gaschromatographie
(GC) und die Kopplungen von HPLC und GC mit Maspekitometrie (Sforzat. al,
2004; Krskaet. al, 2008). Zum anderen immunbiochemische Methodea, ElilSA,
der aufgrund der relativ geringen Kosten und dafaehen Anwendung sehr populér
ist. Aber auch ,flow-through“-Tests und ,dipstick&Soryachevaet. al, 2007; Krskeet.
al., 2009) werden eingesetzt. Der Vorteil der physsichl-chemischen Methoden liegt
in ihrer hohen Nachweisempfindlichkeit und der Relmzierbarkeit, jedoch sind sie

sehr arbeitsaufwandig und kostenintensiv.

Dieser Arbeit liegt der scFv BFB1-2 zugrunde, dePflanzen produziert als kosten-
gunstiger Bestandteil fir kommerzielle Immunoaskdg-entwickelt wurde (Laueet.
al., 2005). Er bindet spezifisch das Mykotoxin FumonB1 (FB1). FB1 wird als se-
kundares Stoffwechselprodukt von dem Hilsarium verticillioidessynthetisiert, wel-
cher weltweit vor allem Mais kontaminiert, aber laun Reis, Hirse, Sojabohnenmehl

und Geflugelfutter und ebenso in Gebauden mit Waské&den gefunden wurde.
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Abb. 1.4: Molekulstruktur von Fumonisin B1

Die chemische Struktur &hnelt der zellularer Spbiipgle. Dadurch kdnnen sie als In-
hibitoren der Sphingosin-N-Acyltransferase (Cera@yohthase, EC 2.3.1.24) fungieren,
was zu einer Akkumulation von Sphingosin in denlefeffihrt. FB1 ist neurotoxisch,

hepatotoxisch, nephrotoxisch bei Tieren und wurdeemn mdogliches Karzinogen fir

Menschen klassifiziert (Stockmann-Juvala und Sawvefg 2008). Die Kommission der
Europaischen Gemeinschaften legte als neue Gretegwike am 01. Oktober 2007 in
Kraft getreten sind, fir Fusarientoxine, darunt&lFeine annehmbare tagliche Auf-
nahme von 21g9/kg Kérpergewicht/Tag fest.

1.8  Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, verschiedene Mutagertesegien zu entwickeln und zu tes-
ten, um ein Verfahren speziell fur die Hapten-sjgzien rekombinanten ,single
chain®* Antikérper (scFvs), am Beispiel des scFv BFB zu etablieren. Die resultieren-
den Genbibliotheken sollen in einem, auf die Isotatoch-affiner AntikGrper zu opti-

mierendem, Panning-Verfahren zu scFvs mit verbessaffinitat fihren.

Bei der im Vorfeld (Laueet. al, 2005) zur Selektion verwendeten Bank handelias s
um die ETH-2 Antikorperbibliothek (Vitet. al, 2000). Diese besteht aus einem ,single
framework®, in dem nur die CDR3 der leichten unbweren Kette mutiert wurden. Fur
die Mutagenese sollen zwei Verfahren zum Einsatarken: Eine SOE-PCR mit par-
tiell degenerierten Primern und die Error-Prone PDRbei stellen die CDR und die
CDR41 die Zielorte fur die Randomisierung durch digemmszwei Strategien dar, wah-
rend durch das dritte Verfahren zuféllige Mutatioriéber das ganze Gen eingefuhrt
werden. Es soll neben dem Vergleich dieser Methodbanfalls die Kombination der
mutagenisierten Bereiche analysiert werden und Iietge herangezogen werden, um

zu ermitteln welche Methode am effizientesten aregelet werden kann.
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2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien
Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurderfelgenden Firmen bezogen:

Applichem (Darmstadt), Biomol (Hamburg), Fluka (Bs¢ Schweiz), Roth (Karlsruhe),
MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Merck (Darmstadt)n€aaft (Lidinghausen), Roche
Diagnostics (Mannheim), Serva (Heidelberg), Signidriah (Steinheim).

Die Antibiotika Ampicillin, Carbenicillin und Tetmyclin als Selektionszusatze zu Kul-
turmedien stammten von der Firma Duchefa (Haarlmderlande). Ampicillin und
Carbenicillin wurden in einer Konzentration von 16g/ml in Wasser als Stammldsung
angesetzt, bei -20°C gelagert und in einer Konaéotr von 100 pg/ml Medium einge-
setzt. Die Stammkonzentration von Tetrazyclin wanig/ml in 70% (v/v) Ethanol, die
Lagerung fand ebenfalls bei -20°C statt und die r@athskonzentration im Medium

betrug 50 pg/ml.
Das Mykotoxin Fumonisin B1 wurde von Sigma-Aldri@teinheim) bezogen.

Der Biotinlinker ,EZ-Link™ NHS-LC Biotin* der Firmal’hermo Scientific (Rockford,
USA) diente zur Kopplung von Fumonisin B1.

Die Protein A-Saule ,Pierce Chromatography CaregldgProtein A“ von Thermo
Scientific (Rockford, USA) wurde zur Aufreinigun@mdscFvs benutzt.

2.1.2 Puffer

50 x TAE: 242g Tris/Acetat (pH 7,5), 57,1 ml Essigse, 0,5 M EDTA, HO ad 1L,
pH 8,3

10 x Tris-Puffer: 250 mM TrisBase, 1,92 M Glycin

10 x M9: 60 g NgHPQy, 30 g KHPQ,, 10 g NHCI, 5 g NaCl
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10 x PBS: 2,56 g NajPO, x H,O, 14,90 g NsHPO, x 7 H,O, 87,66 g NaCl, pH 7,4
PBST: 1 x PBS, 0,05 % (v/v) Tween 20

Phosphatpuffer fur TB-Medium: 23,1 g KIPO,, 125,4 g KHPO,

2.1.3 Antikdrper und Enzyme

Restriktionsendonukleasen stammten von Fermentat¢8n-Rot) und New England

Biolabs (Frankfurt am Main).

Fur die Detektion von scFvs durch Immunfarbung wuardie Antikérper ,Anti-FLAG
M2 Monoclonal Antibody* und ,Goat Anti-Mouse IgG fwle molecule) Alkaline
Phosphatase Conjugate” des Herstellers Sigma-AldiSteinheim) als Primar- bzw.

Sekundarantikdrper verwendet.

2.1.4 \Vektoren

Ncol Notl
pelBH | tagd gen

pDNEK ohne Insert
4461 Bp

Abb. 2.1: Vektorkarte des Phagemids pDNEK ohne Insert

Bei dem Phagemid-Vektor pDNEK handelt es sich um [@erivat des Phagemids
pDN322 (Piniet al, 1998). Die scFv-Gene werden uléotl und Ncol Restriktions-

schnittstellen in diesen einkloniert, womit er ef@g3e von 5196 Bp erreicht. Er ent-
halt den M13-Ori als Replikationsursprung von Plmageas das Verpacken des Ge-
noms in Phagenpartikel ermdglicht, und dencoli Replikationsursprung, colE1l, was
das Replizieren des PhagmidsHn coli Wirtszellen erlaubt. AuRerdem codiert er fur
eine Ampicillin-Resistenz zur Selektion Phagemithatiener Kolonien. pDNEK be-

sitzt den induzierbaren lacZ Promotor zur Regutatler Expression (induzierbar durch
IPTG und inhibierbar durch Glucose) und eine p&ignalsequenz, wobei es sich um
die Signalsequenz der Pektatlyase B Restobacterium carotovorundie eine Sekreti-

on der Antikdrperfragmente in den periplasmatiscRerum des Wirtsbakteriums er-
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maoglicht. Am 3’-Ende der scFv Sequenz liegen didim@nden Sequenzen flr eine
Phosphorylierungsstelle sowie fir eine FLAG- (Eumdraund Jungbauer, 2001) und
eine 6 x His-Markierung, welche die Aufreinigungdubetektion der Antikorperfrag-

mente ermoglichen. Das sich anschlie3emtierStopcodon ermoglicht die Expressi-
on der Antikérperfragmente in Iéslicher Form, odkmrch ,Uberlesen* (Einbau von

Glutamin) desamberStopcodons in einefa. coli Supressor-Stamm, als Fusionsprotein
mit dem Phagenhdllprotein plll. In Anwesenheit sindelferphagen werden scFv-

Phagen gebildet.

Abb. 2.2: Vektorkarte des pJET1.2/blunt
(“Clone Jet™ PCR Cloning Kit* (Fermentas))

Der Vektor pJET1.2/blunt ist Teil des “Clone '3PCR Cloning Kit* (Fermentas, St.
Leon-Rot). Bei diesem handelt es sich um ein pastiSelektionssystem zur Klonie-
rung von PCR-Produkten und DNA-Fragmenten mit kstie oder ,blunt-ends®. Ein
DNA Blunting Enzym ist enthalten, um dA-Uberhangs\WPCR-Produkten zu entfer-
nen. Der Vektor pJET1.2/blunt codiert fur ein le®Restriktionsenzym-Gen, welches
durch die Ligation eines DNA-Inserts in die Kloniagsstelle unterbrochen wird. So
konnen sich nach der Transformation nur Bakteridgrzerermehren, die das rekombi-
nante Plasmid enthalten. Fur dnevitro Transkription des Inserts ist der T7-Promotor

enthalten und als zusatzliche Selektion dient digisillin-Resistenz.
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2.1.5 Oligonukleotide

Tabelle 2.1: Verwendete Oligonukleotide

Nr. | Name Verwendungszweck Sequenz (5°-3")

270 | LMB3MH_f2 Sequenzierung und Ampli-| CAGGAAACAGCTATGACCATGAT-
fikation des scFv in pDNEK TACGCC

686 | A ext-priml_rev] SOE-PCR und EP-PCR GCTAAACAACTTTCAXETC-
TATGCGGCC

687 | B_ext- SOE-PCR und EP-PCR CTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGA
priml_forw

688 | C_ext- SOE-PCR und EP-PCR GCTGGATTGTTATTACTCGCGGC
prim2_forw

689 | C_ext-prim2_revy SOE-PCR und EP-PCR CCATTCAGATCCTCTTCEGBAGAG

690 | HC-miss- SOE-PCR AGAGGCTGCACAGGAGAGTCTCAGGG
sequ_rev

691 | LC-miss- SOE-PCR GGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGG
sequ_for

692 | A-CDRH1-deg- | SOE-PCR: Mutagenese def CTGTGCAGCCTCT(X}GGGTCCGCCA
prim_for CDR41

693 | CDRL1-deg- | SOE-PCR: Mutagenese def GCTTCTGCTGGTAC-
prim_rev CDR 1 CA(X)3:GCATGTGATCC

741 | fdseqg-2_rev Sequenzierung und Ampl|-CGTTAGTAAATGAATTTTCTGTAT-
fikation des scFv in pDNEK GAGGT

2.1.6  Molekulargewichtsmarker

Die verwendeten DNA-Marker wurden von der Firmankentas (St. Leon-Rot) bezo-
gen. Dabei handelte es sich zum einen um die O’'Beleé"' 100bp DNA Ladder Plus
mit den FragmentgrofRen: 100-900, 1031, 1200, 13000 und 3000 Bp. Zum anderen
wurde die O'Rule™ 1kb DNA-Ladder mit den FragmentgréRen: 250, 5@, 2000,
1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000-6000, 8000 GAAA Bp verwendet.
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Als Proteinmarker wurde der ,Unstained Protein Malar Weight Marker” der Firma
Fermentas (St. Leon-Rot) eingesetzt. Dieser bestehiden Proteinen 3-Galaktosidase
(116 kDa), Bovine Serumalbumin (66,2 kDa), Ovalbuif5 kDa), Lactat Dehydroge-
nase (35 kDa), REase Bsp98l (25 kDa), RR-Lactogiob(l8,4 kDa) und Lysozyme
(14,4 kDa).

2.1.7 Kits
Folgende Kits wurden im Rahmen dieser Arbeit veatn

,GFX™ PCR, DNA and Gel Band Purification Kit* (AmershaBiosciences, Little
Chalfont Buckinghamshire,UK)

,Nucleo-Spirf’ Extract II* Kits (Macherey-Nagel, Diiren)

QuikChange Site-directed Mutagenesis Kit (Stratagéa Jolla, Kanada)
GeneMorph Il Random Mutagenesis Kit (Stratagene]dlia, Kanada)
GeneMorphll EZClone Domain Mutagenesis (Statageadpolla, Kanada)

Clone Jet” PCR Cloning Kit (Fermentas, St. Leon-Rot)

2.1.8 Material fur SPR-Analysen

Fur die Analyse der Bindungseigenschaften der Anpkrfragmente mittels Oberfla-
chenplasmonresonanz wurde die Autolab SPR EspriFoima ECO CHEMIE B.V.

(Utrecht, Niederlande) verwendet. Aul3erdem wurden gler Firma Xantec (Dussel-
dorf) ,Bare-Gold“-Sensordiscs und Streptavidin-liesiatete Sensordiscs fir die Kopp-

lung des Fumonisins bzw. des Fumonisin-Konjugaregen.

2.2 Arbeiten mit Escherichia coli

2.2.1 Stamme und Kulturmedien
Fir die Arbeiten miE. coliwurden die folgenden Stamme verwendet:

E. coli XL1-Blue: supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thikllac F[proAB™ lacl
ZAM15 TN10(teb)]
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E. coli XL1-Blue superkompetente Zellen (Stratagene, WaJdanada): recAl end Al
gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F” proAB f&AM15 Tn10 (Teb]

E. coli TB1 (Novagen, Merck, San Diego, USA):" Rra D(lac-proAB) rpsL
F80lacZAM15 hsdR17(rKmK")

Die Kulturmedien wurden nach folgenden Rezepteng@ben in w/v bzw. v/v) ange-

setzt und zur Sterilisation autoklaviert (20 mig11C, 1 bar):

TYE: 0,8 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefe, 0,8 %/{) NaCl, pH 7,5
TYEamp.ciukessAgar: TYE, Ampicillin, 1% Glukose (w/v), 12 g Agar

TB: 1,2 % (w/v) Trypton, 2,4 % (w/v) Hefeextraktd®b (v/v)Glycerin,
KPO,-Puffer: 21,1 g KH2PO4/ 125,4 g K2ZHPO4

2XTY: 1,6 % (w/v) Trypton, 1 % (w/v) Hefeextrakt30% (w/v) NaCl, pH 7,5

SOC (1 L): 10 mM NaCl, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 2%/{) Trypton, 2,5mM KCI,
pH 7,0; 12,5 ml 2M MgGl 50 ml 1M Glucose

2.2.2  Kultivierung und Bestimmung der optischen Dichte

E. coliZellen wurden in Flissigmedien unter Selektion dah jeweiligen Antibiotika
bei 37 °C unter Schutteln bei ca. 200 Upm fur &hlangezogen. Dazu wurden 5 ml
Kulturmedium mit eineiE. colirKolonie (Einzelklone von Agarplatten) angeimpft- A
ternativ wurden Bakterien aus dem Bakterien-Glywtdck verwendet, der bei -80°C
gelagert wurde, indem mit einer Pipettenspitze as doch gefrorene Medium gesto-
chen und mit der daraus gewonnenen Menge an Bakteme 5 ml-Kultur angeimpft

wurde.

Die optische Dichte (O der Bakterienkulturen wurde bei 600 nm in einepekd-
ralphotometer (Ultrospec 3000 Uxgible Spektrophotometer, Amersham Pharmacia
Biotech) bestimmit.

2.2.3 Anlegen von Stammkulturen

Um Bakterienkulturen langfristig bei -80 °C zu lagewurden Glycerinstocks angelegt.

Dazu wurden einem Aliquot von 850 ul der Kultur 38G0steriles Glycerin zugegeben.
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Anschliel3end wurde sorgfaltig gemischt und die #uih flussigem Stickstoff schock-

gefroren.

2.2.4 Herstellung Hitzeschock-kompetentelE. coli-Zellen

Zur Herstellung Hitzeschock-kompetentér coli-Zellen, z. B. XL1-Blue, wurde zu-
nachst eine Kultur aus 5 ml 2xTY mit 50 pg/ml Teyein aus dem entsprechenden
Gycerinstock angeimpft und bei 200 Upm Uber Na&hnt37°C inkubiert. Zum Animp-
fen der Hauptkultur wurde 1 ml der Ubernachtkuitu's50 ml 2xTY gegeben und die
Zellen bis zu einer Ofgo von 0,3 bis 0,4 bei 37°C und 200 Upm angezogea .Hakte-
rien wurden dann bei 5400xg, bei 4°C 10 min ab#egiert und das Pellet in 25 ml
eiskalter CaGtLo6sung (100 mM) aufgenommen und durch vortexensgsndiert. Es
folgte eine Inkubation auf Eis flr 20 min und emeutes Pelletieren der Bakterien wie
oben angegeben. Das Pellet wurde erneut in eiskad€b-Losung (100 mM), 5 ml,
aufgenommen und vorsichtig durch Vortexen resuspendie anschlielRende Inkuba-
tion erfolgte fur 1 h auf Eis. Der nun aus komp&tarZellen bestehenden Bakterien-
suspension wurde Gycerin zugegeben zu einer findtarzentration von 15% (v/v),
wobei vorsichtig durch Invertieren gemischt wur@ge Bakterien wurden in 100 pl-
Aliquots in Eppendorfreaktionsgefal3en in flissig8irickstoff eingefroren und bei -

80°C bis zum Gebrauch gelagert.

2.2.5 Transformation mittels Hitzeschock

Zu 100ul kompetenten Zellen wurdenyl Plasmid oder 2 bis 5 pl Ligationsansatz ge-
ben und fur 20 min auf Eis inkubiert. Anschliel3evittde der Hitzeschock bei 42°C fur
45 s vorgenommen und anschlielBend fur 2 min aufirikighiert. Die transformierten
Bakterien wurden in 9001 SOC aufgenommen und bei 37°C bei 200 Upm furbis5

1 h inkubiert. Anschlie3end wurde auf TYE-Agarm@atimit dem entsprechenden Anti-
biotikum ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inlkub

Wurde eine Antikdrpergenbank transformiert, wurdiés Klone aller Platten anschlie-
Rend gezahlt um die GrofRe der Bank zu dokumentiemendann durch Abspulen mit
Medium von den Platten vereint. Diese Bakteriensasipn wurde dann zentrifugiert
bei 3000xg fur 15 min und das Pellet in Medium fmal 15% (v/v) Glycerin aufge-

nommen. Die Lagerung fand in 1,5 ml-Aliquots b&°@ statt.
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2.2.6 Expression loslicher scFvs in Kultur

Die Expression loslicher scFv-Fragmente in Bakteeefolgte direkt mit dem Phage-
mid pDNEK. Als bakterielles Expressionssystem wudde E. coli Stamm TB1 ver-
wendet, fur den TB-Medium mit 1Q@/ml Carbenicillin oder Ampicillin zur Kultivie-
rung benutzt wurde. Zunachst wurden Ubernachtkeriumit 1% (w/v) Glukose herge-
stellt, mit denen die Expressionskultur von 200TBFMedium inklusive 0,04% (w/v)
Glukose 1:200 angeimpft wurde. Die Anzucht erfolge 37°C und 200 Upm bis zu
einer ORyo von 0,9. DerlacZ-Promotor wurde mit final 1 mM IPTG induziert. Die
weitere Induktion erfolgte im Schuttelinkubator d&0 Upm fur 16 bis 20 h und bei
28°C.

2.2.7 Expression von scFvs in Mikrotiterplatten

Um die zuvor als Volllangenklone charakterisierteimch Panning selektierten scFvs
auf deren Bindungseigenschaften zu testen, wurdd8AS durchgefiihrt. Die dafir

bendtigten scFvs wurden direkt aus dem Kulturibestder einzelnen Vertiefungen
von Mikrotiterplatten (Polypropylen Mikrotiterplah U96 PP 0,5 ml (Nunc)) genom-

men.

Die Vertiefungen einer 96-Well-Mikrotiterplatte wden mit jeweils 200 pl 2xTY-
Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 100 mM Glucosegefillt. Die scFv-
Bakterienklone wurden mit einer sterilen Pipettéasp von der TYEBmp ciukose
Agarplatte, die als Masterplatte zur Lagerung @égltierten Klone diente, gepickt und
das Medium damit angeimpft. Die Inkubation erfolgiber Nacht bei 1000 Upm
(Plattenschittler Incutec IH-S, Incutec, Mdssingenyg 37°C. Eine neue 96 Well-
Mikrotiterplatte mit 200 pl 2xTY mit 100 pg/ml Amgillin und 100 mM Glucose je
Vertiefung wurde mit 10 pl dieser Ubernachtkulter\fertiefung inokuliert. Die Inku-
bation erfolgte bei 37 °C fur 2 h bei 1000 Upm. émigeRend wurden die Bakterien bei
3220xg fiir 10 min pelletiert, der Uberstand entfennd das Pellet in 200 pl 2xTY mit
100 pg/ml Ampicillin und 500 uM IPTG aufgenommerie [Expression der scFvs er-
folgte Uber Nacht bei 3C und 1000 Upm. Zuletzt wurden die Bakterien bei@&gfir
10 min pelletiert und der Uberstand in eine neudrMiterplatte tberfiihrt. Dieser

konnte nun direkt fir den ELISA verwendet werden.
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2.3  Arbeiten mit Bakteriophagen

2.3.1 Helferphagen

Als Helferphage fur die Produktion von scFv-Phagemde der ,Hyperphage“ (Rondot
et al, 2001) der Firma Progen (Heidelberg) verwendet.

2.3.2 Amplifikation von Phagen

Die Anzucht und Amplifikation von scFv-Phagen famaich der Klonierung der ver-
schiedenen Antikdrpergenbanken vor dem ersten Rgarader zwischen verschiedenen
Panning-Stufen statt. Dazu wurde eine 50 ml-Ku@xTY mit 100 pg/ml Carbenicillin
oder Ampicillin und 1% (w/v) Glucose) mit 400 plrdeon den Agarplatten vereinten
Bakterien, bzw. nach dem ersten Panning mit XL1eBius einem Glycerinstock ange-
impft. Diese wurde bei 37°C und 200 Upm im Schiitkelbator bis zu einer Qfgy von
0,32 bis 0,34 angezogen und dann, um eine effeieRili-Ausbildung fiur eine erfolg-
reiche Infektion mit Phagen zu gewéhrleisen, weigreiner reduzierten Umdrehungs-
zahl von 40 Upm bis zu einer @f2 von 0,4 bis 0,5 inkubiert. Ein Aliquot von 10 m|
dieser Kultur wurde mit 4 Phagen Hyperphage oder einem Panning-Eluat fimiB0

bei 37°C im Wasserbad infiziert. Danach wurde augizrlei Weise weiter verfahren:

1. Nach der Infektion mit Hyperphage, wurde fiir 10 rb 3300xg abzentrifu-
giert und das Pellet in 100 ml Medium (2xTY mit Kamycin 50 pg/ml und
Ampicillin 100 pg/ml) aufgenommen. Die Bakterienrden zur Produktion von
scFv-Phagen bei 30°C und 200 Upm ca. 16 bis 2Qtivileut.

2. Nach der Infektion mit einem Panning-Eluat, wurde 0 min bei 3300xg ab-
zentrifugiert, das Pellet in 500 ul Medium (2xTY)esuspendiert, auf
TYEamp,clukessAgarplatte ausplattiert und tber Nacht bei 37°Kubiert. Danach
wurde wie oben beschrieben verfahren und mit Hypegp zur scFv-

Phagenproduktion infiziert.

2.3.3 PEG-Fallung von Phagen aus dem Kulturiiberstand

Die amplifizierten scFv-Phagen wurden mittels PEHtRg aus dem Kulturiiberstand

aufkonzentriert. Dazu wurden die Bakterien fur 1 brei 10800 x g und 4°C abzentri-
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fugiert. Dem phagenhaltigen Uberstand wurde 1/5uf@n PEG/NaCl-Losung (20 %
(w/v) PEG 6000, 2,5 M NaCl) zugegeben und es wuddbrh auf Eis und unter Bewe-
gung (Taumeltisch WT12, Biometra, Goéttingen) inlarbi Es folgte ein Zentrifugati-

onsschritt von 30 min bei 10800 x g und 4°C. DatePwurde in 20 ml sterilem Was-

ser aufgenommen. Erneut wurde 1/5 Volumen PEG/N@&Siing zugegeben und es
wurde fir 30 min auf Eis unter Bewegung inkubi@te prazipitierten scFv-Phagen
wurden durch erneute Zentrifugation (30 min bei A®& und 4°C) pelletiert. An-

schlieliend wurden die Phagen in 500 ul PBS aufgeramnund es wurde eine Titer-
bestimmung durchgefiihrt. Die Lagerung der Phagieigee bei 4°C.

2.3.4 Titerbestimmung von Phagensuspensionen

Fur die Titerbestimmung wurde zunachst eine Ubdthkattur (5 ml 2xTY, 50 pg/ml
Tetrazyclin) vonE. coli XL1-Blue angezogen. 50 bis 100 ul dieser dientenizokula-
tion der Hauptkultur von 50 ml 2xTY, die bis zu @rODsoo von 0,32 bis 0,34 bei 37°C
und 200 Upm inkubiert wurde. Danach erfolgte dieteve Kultivierung zur besseren
Ausbildung der F-Pili bei 40 Upm bis zu einer §&von 0,4 bis 0,5. 10 ul verschiede-
ner Verdiinnungsstufen der Phagensuspensiof (1, 10°%) wurden zur Infektion bei
37°C fur 30 min im Wasserbad von je 50 pl der Hiawlpdr verwendet. Die infizierten
Zellen wurden auf TYEnpcukessAgarplatten ausplattiert und tber Nacht im Brut-
schrank bei 37°C inkubiert. Die vorhandenen Kolaniairden ausgezahlt und der Titer

der Phagensuspension in cfu/ml bestimmt.

2.4 Isolierung und Analytik von Nukleinsauren

2.4.1 Préaparation von Plasmid DNA auskE. coli

Es wurde von einer 5 ml-Kultur ausgegangen, die206i Upm und 37°C mind. 16 h
inkubiert wurde. Um die Zellen zu pelletieren wurdeml der Kultur in ein Eppendorf
Gefal3 Uberfuhrt und in einer Mikrozentrifuge beDQA g fir 1 min zentrifugiert. Das
wurde mit weiteren 2 ml der Kultur in dem gleichEppendorf Gefal3 nach dem Ab-
nehmen des Uberstandes wiederholt. Der Uberstandenabgenommen und das Pellet
in 100l Losung | (25 mM Tris (pH 8), 10 mM EDTA, 50 mM @ose) mit 5 pul RNa-

se | (10 mg/ml) vollstandig resuspendiert durchte®en. Dann wurden 2Q0 Lésung



36 2 Material und Methoden

Il (0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS) zugegeben und durelshsmaliges invertieren ge-
mischt. Als nachstes wurden 1ADL6sung Il (3 M Kaliumacetat, 11,5% (v/v) Essig-
saure) zugegeben, das Eppendorf Gefal3 einige Madetiert bis ein flockiges Prazipi-
tat sichtbar wurde. Jeweils nach der Zugabe depesthenden Lésung wurde 1 min
auf Eis inkubiert. Um die Zellbestandteile zu falleurde nun bei 13000xg fir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen umeéin neues Eppendorf GefaR
Uberfuhrt. Dieser Schritt wurde wiederholt. Um @BIA zu Fallen wurden 1 ml 96%
(v/v) Ethanol und 10 pl 3 M Natriumacetat, pH 4z8gegeben und mind. 15 min auf
Eis inkubiert. Es folgte Zentrifugation bei 13000xgj 4°C fiir mind. 15 min. Der Uber-
stand wurde abgenommen, auf das DNA-Pellet 1 ml E8anol zum Waschen gege-
ben und erneut fur 1 min zentrifugiert. Nach demmétimen des Uberstandes, wurde
das Pellet bei 37°C fir 15 min getrocknet und zwhl&s in 40 pl Wasser aufgenom-

men.

Alternativ wurden die Bakterienzellen einer 5 mligua wie oben angegeben pelletiert
und dann zur Isolierung der Plasmid-DNA das ,G¥¥CR, DNA and Gel Band Puri-

fication Kit* (Amersham Biosciences) nach den Angaldes Herstellers verwendet.

2.4.2 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Um eine DNA-Bande aus einem Agarosegel zu extrahjerurde diese zunachst nach
dem Anfarben mit Ethidiumbromid unter UV-Licht mdgist genau ausgeschnitten,
wobei der Anteil an Agarose minimal gehalten wufdann wurde diese in ein Eppen-
dorf GefalR gegeben und fir 5 min bei -20°C eingefroAus Parafilm wurde ein Trich-

ter mit einer kleinen Offnung an der Spitze geforintden das gefrorene Agarose-
gelstick gelegt wurde. Nun wurde durch vorsichtigestauen beim Zusammendri-

cken mit zwei Fingern, der Puffer mit der enthadt@eiDNA aus dem Agarosegelstiick

gedrickt und in einem Eppendorf Gefal aufgefangen.

Je nach Versuch, wurde auch das ,GERCR, DNA and Gel Band Purification Kit*
(Amersham Biosciences) verwendet. Die Durchfuhrenfplgte nach Angaben des

Herstellers.
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2.4.3 Isolierung von DNA aus PCR-Ansatzen

Zur Isolierung von DNA aus PCR-Ansétzen wurde ebkénflas ,GFX" PCR, DNA

and Gel Band Purification Kit“ (Amersham Biosciegrgerwendet.

2.4.4  Phenolextraktion und Ethanolprazipitation

Als weitere Aufreinigung diente die Extraktion rRbhenol-Chloroform-Isoamylalkohol,
um restliche Proteinanteile aus einer wassrigen llNsung zu entfernen. Dazu wurde
zu der DNA-L6sung das gleiche Volumen an Phenob@iibrm-Isoamylalkohol (Vo-
lumenverhaltnis 25:24:1) gegeben, dann 30 s gextouted 5 min in einer Tischzentri-
fuge bei hochster Umdrehungszahl zentrifugiert. Wéssrige obere Phase wurde vor-
sichtig abgenommen und in ein Eppendorf Gefald gagelbobei moglichst kein Phe-
nol mit tUbertragen wurde. Dessen Volumen wurde lgze und das dreifache Volu-
men an —20°C-kaltem Ethanol (absolut) zugegebea.Hallung erfolgte bei —20°C flr
mindestens 1 h. Danach wurde 30 min bei 13.000xb4i€ zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde sofort nach der Zentrifugation abgenemomd das Pellet wurde fir ca.
15 min bei 37°C getrocknet. Schlie3lich wurde eg/imsser gelost, wobei das Volumen
je nach eingesetzter Ausgangsmenge an DNA abgesahdtde. War das Pellet nicht
sichtbar, wurden ca. 10 pl Puffer verwendet.

2.4.5 Konzentrationsbestimmung von DNA-LOsungen

Die Quantitat und die Qualitat einer DNA-L6sung dem bei 260 und 280 nm im Pho-
tometer (Ultrospec 3000 UV/Visible Spektrophotomet#mersham Pharmacia Bio-
tech) bestimmt und wie folgt berechnet:

ng DNA/mI| = Aogo * 50
Qualitét = AgedAzgo

Eine Extinktion von 1 bei einer Schichtdicke dervigtie von 1 cm entspricht anné-
hernd 50ug DNA bzw. 35ug RNA in 1 ml Volumen. Die optische Dichte ist Hoer
abhangig vom GC-Gehalt der DNA-LOsung. Bei einemientration von 5@Qg/ml
doppelstrangiger DNA mit einem 72%igem GC-AnteitrBgt die OD 1,04, wahrend
bei einem 30%igem GC-Anteil die OD 0,94 betragts Marhaltnis der bei 260 nm und
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280 nm gemessenen Extinktion sollte fur eine stiigf@praparierte und proteinfreie
Nukleinséure bei 1,8 (DNA) und 2,0 (RNA) liegen.

Als weitere Methode wurde die elektrophoretischenxamtrationsbestimmung genutzt.
Dafur wurde die DNA auf einem Agarosegel zusamm&DNA bekannter Konzent-
ration als Referenz aufgetrennt und anschliel3ercEthidiumbromid gefarbt (2.4.6).
Nun konnte durch visuellen Vergleich der Fluoreghgtiensitaten unter UV-Licht (254-
366 nm) die unbekannte Menge DNA abgeschéatzt wedtkedie Intensitat der Fluores-
zenz der Nukleinséduren bei gleicher Lange ihrer d#edirekt proportional ist. Die
Nachweisgrenze der Ethidiumbromid-Farbung liegtdiA-Mengen von 1-10 ng pro
Fragment. Zur genaueren Bestimmung auf diese AdtWeise wurde das Programm

.iImage J" (2.10.1) verwendet.

2.4.6 Agarosegelelektrophorese

Die Agarose (1-1,2% (w/v)) wurde je nach bendtig@elgroRe in 20 -50 ml
0,5 x TAE-Laufpuffer aufgenommen und in einem Mikmdlenherd aufgekocht. Nach
Abklhlen auf ca. 60°C wurde der Ansatz in eine @eliner gegossen. Um die Gel-
taschen zu formen, wurde ein entsprechender Kamgesetzt. Nach dem Erstarren
wurde das Gel in eine mit Laufpuffer gefiillte Elelghoresekammer gesetzt. Hier wur-
de das Gelsystem ,MyRun Intelligent Electrophorésigt® (CosmoBio, Tokyo, Japan)
verwendet. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftraggh'/s Volumen der ,6 x Loa-
ding Dye Solution* (Fermentas, St. Leon-Rot) vezseffur die Zuordnung der GrélRe
eines Fragmentes wurde ein GrolRenstandard pamatlelufgetragen. Die Elektropho-
rese wurde bei 120 V 20 min bis 45 min durchgefillmd das Gel anschlieRend in der
Farbeldésung (10 pg/ml Ethidiumbromid (10 mg/ml, lRanh 1 x TAE) inkubiert. Zum
Schluss wurden die DNA-Banden unter UV-Licht (360)rfotografiert (Intas Science
Imaging Instruments, Goéttingen, Softwareversior) 3.0
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2.5 Modifikation und Amplifikation von Nukleinsduren

2.5.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Abschnitten flr Analyseon Plasmid-DNA oder zu Klo-
nierungszwecken erfolgte mit Hilfe der ,Polymer&3eain Reaction* (PCR) Als Poly-
merase wurde die GoTaq DNA Polymerase der Firma&ga (Madison, USA) oder
die Tag DNA Polymerase von Roche (Mannheim). Es wurderejsai,5-2,5 Einheiten
der Polymerasen pro PCR-Reaktion eingesetzt. Daeni®konzentration der Primer
betrug 10 mM und die des dNTP-Gemisches 10 mM. lslevder jeweils vom Herstel-
ler mitgelieferte Reaktionspuffer nach den entdpeeden Angaben verwendet. Die
PCRs wurden in 0,2 ml Reaktionsgeféal3en in dem Tbeyoier Mastercyler personal
von Eppendorf (Hamburg), dem Labcycler von SensaQ(@6ttingen) oder dem T3-
Thermocycler von Biometra (Goéttingen) durchgeflildie Standardzusammensetzung
eines PCR-Ansatzes fur 25 pl enthielt 1 pl dNTP-Gem jeweils 1 pl Primer, 1 pl
Plasmid-DNA und 0,25 pl DNA-Polymerase mit der vBlersteller angegebenen Men-

ge an Reaktionspuffer.

Folgendes Amplifikationsprotokoll wurde haufig vemdet, wobei Schritt 2 bis 4 bis
zu 30 Mal wiederholt wurden:

1.95°C 1 min initiale Denaturierung

2.95°C 1 min Denaturierung

3. X°C 1 min Annealing

4.72°C 1 min Primer-Extension

5.72°C 10 min finale Extension von Einzelstramnge
6. 4°C Pause

Je nach Ziel der PCR und den verschiedenen Versedhmgungen wurde dieses Proto-
koll nach Bedarf angepasst. Die Annealingtemper@dC) wurde je nach Schmelz-
temperarur des verwendeten Primerpaares variient.Hdfolg der PCR wurde mittels

Agarosegelelektrophorese (2.4.6) Uberprift.
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2.5.2 Kolonie-PCR

Die Analyse der Plasmide bakterieller Klone ausm$farmationen erfolgte mittels Ko-
lonie-PCR. Diese unterschied sich von der Stan®&R-in der Grol3e des Ansatzes,
die hier auf 8 pl reduziert wurde, sowie durch ené5 min verlangerte initiale Dena-
turierungszeit am Beginn der PCR. Teile einzelneloKien wurden mit einer Pipetten-
spitze in den in einem 0,2 ul Eppendorf Gefal? Megien Reaktionsansatz tberfuhrt

und lieferten damit die DNA, die als Vorlage fuedreaktion diente.

2.5.3 Restriktionsverdau

Fur die enzymatische Spaltung von DNA mit Resiiksiendonukleasen wurden die
von den Herstellern der einzelnen Enzyme angegebReaktionsbedingungen ange-
wendet. Die Restriktionspuffer (zehnfach konzentigi&Stammlésungen), deren genaue
Zusammensetzung den Beipackzetteln der jeweiligezyfae zu entnehmen war, wur-
den bei -20°C gelagert. Die Aktivitat der Restokisenzyme wurde durch Zugabe von
Y/ Volumen ,6 x Loading Dye Solution“ sowie durch ffniitiges Erhitzen auf 65 bis
80°C gestoppt. Fur eine analytische Spaltung wuj2n 1,0ug DNA (Plasmid-DNA
oder DNA-Fragment) in einem 10 — pDAnsatz gespalten. Das Ansatzvolumen prapa-
rativer Spaltungen ist von der Konzentration derspaltenden DNA abhangig. Zur
Spaltung der Plasmid-DNA wurden flumnugy Plasmid die ein- bis vierfache Menge an

Enzymeinheiten (Units) eingesetzt

Zur Spaltung wurde der Reaktionsansatz 1 - 4 Stunder tber Nacht bei 37°C inku-
biert. Nach dem Abstoppen der Reaktion wurde dgslifiis durch Auftragen der Pro-
be auf ein Agarosegel und anschlieBender Elektreseokontrolliert. Bei Spaltungen
mit mehreren Enzymen war zu beachten, dass dienismzynter gleichen Bedingungen
aktiv waren und dass der Abstand zwischen den Seliéin eine gleichzeitige Spaltung
zulie3. Waren die benétigten SalzkonzentrationenPuffer sehr unterschiedlich, so
wurde zuerst im Niedrigsalzpuffer gespalten. Aneffénd wurde die Salzkonzentrati-
on erhoht und die zweite Spaltung durchgefihreiigen Fallen war es gunstiger, die

DNA erst aufzureinigen, um dann die nachste Spgltlurchzufihren.
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2.5.4 Dephosphorylierung von linearer DNA

Fur 5’-Dephosphorylierungen restriktionsverdauté&dAwurde die ,Shrimp Alkaline
Phosphatase (1 Unit)* oder die ,Calf Intestine Alkaline Phosphatagé“Unit/ pl) der
Firma Fermentas verwendet. Die Reaktionen wurdd®ihis 25ul Ansatzen nach An-
gaben des Herstellers durchgefihrt.

2.5.5 Ligation

Fur die Ligation Uberstehender, kompatibler Endemden in einem 10 bis 3d An-
satz Vektor und Insert in einem Verhaltnis, abhgngim Versuch, von 1: 10 bis 1:100
eingesetzt. Es wurde 1 pl der ,T4-DNA-Ligase (5 ¥geUnitsjl)* der Firma Fermen-
tas im entsprechenden Puffersystem verwendet. lekutyurde 16 h bei 16°C oder

Uber Nacht bei Raumtemperatur.

2.6  Mutagenesemethoden zum Erstellen von Antikérpergerdnken

2.6.1 SOE-PCR Mutagenese

Das Prinzip dieser Mutagenesestrategie liegt dammand der Original-Sequenz mit
Hilfe von partiell degenerierten Primern durch eP@R in der CDR1 mutierte Frag-
mente zu synthetisieren. 10% der Basen der ursfictieg Sequenz der CDR bzw.
CDR41 sind durch zuféallige Nukleotide ausgetauscht (AbB).

CDRy1-deg-primer_forw
CTGTGCAGCCTCT441223133222143143212433124143TGGGTCCGCCAG
CDR_1-deg-primer_rev

GCTTCTGCTGGTACCAA432243121121432232414432423233224GCRIATCC

Code: 1: A 90% + Rest je 3,3% (T 3,3%, C 3,3%, 8349,
2: T 90% + Rest je 3,3% (A 3,3%, C 3,3%, G 3,3%)
3: C 90% + Rest je 3,3% (A 3,3%, T 3,3%, G 3,3%)
4: G 90% + Rest je 3,3% (A 3,3%, T 3,3%, C 3,3%)

Abb. 2.3: Aufbau der partiell degenerierten Primerder mit Ziffern angegebenen Sequenz der Primer
liegt ein Basenaustausch mit einer Frequenz von 1@%erzeugt nach dem darunter angebenden Ver-
haltnis der bei der Synthese eingesetzten dNTPs.
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Dieser Umstand ermdglicht es, in einer dritten P@&, Assembly-PCR, die beiden
Fragmente zu fusionieren. Damit erhalt man einst@tidiges BFB1-2-Gen mit rando-
misierter CDR1. Da in der Praxis die Fusion der Fragmente alteirkeiner ausrei-
chenden DNA-Ausbeute fiuhrt, wird eine vierte PCRAplifikation des Gens ange-
setzt. In dieser kommt ein weiteres Primer-Paar Eimsatz (687 und 689), das etwas
innerhalb des Fusionsproduktes liegt. Die Mutageres CDR1 wird auf die gleiche
Art vorgenommen, wobei sich Fragmente ergeben,78®Bp und 132 Bp lang sind
und der tberlappende Bereich 13 Bp umfasst.
CDRH1-deg primer (692)

external primer 2 (687)

external primer 1 (688) LC-missing sequ (691)

- L external primer 2 (689)
- _' ' . B C external primer 1 (686)
\_‘ P‘ <
HC missing sequ (690) CDRL1-deg primer (693)
DNA-Fragment
- I
o Il
[l
v
- = V

Abb. 2.4: Schematische Darstellung des BFB1-2-Gendeniflir die Mutagenese-PCR eingesetzten
Primern und den resultierenden DNA-Produkten | -i& DNA-Fragmente (I bis V) werden durch fol-
gende Primer gebildet: | (rot) durch CIpR-deg primer und external primerl rev; Il (blau)rdb exter-
nal primerl forw und CDR.-deg primer, lll (hellblau) durch external primefdrw und HC missing
sequ, IV (orange) durch LC missing sequ und extegrnalerl rev und V (schwarz) durch CRRdeg
primer und CDR1-deg primer. Die in den resultierenden DNA-Fragreengntstehenden mutierten Be-
reiche der CDR1 oder der CDRL sind als gelbe Kreuze hervorgehoben.

Es ist auRerdem maoglich, ein in beiden CDR1 m@#eBFB1-2-Gen herzustellen. Da-
zu mussen drei Fragmente synthetisiert werden elsdie Fragment (445 Bp) beinhaltet
die beiden mutierten Regionen und wird mit dem CDReg und dem CDR-deg
Primer synthetisiert. Um das Gen zu komplettieveerden die 5 - und 3"-Enden beno-
tigt, die durch die Fragmente Ill und IV bereitgdtwerden (Abb. 2.4).
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Tab. 2.1: Ubersicht tiber die zur Herstellung deder SOE-PCR MutageneseFv+Genfragmente beno-
tigten Primer und die in der PCR verwendeten Anng&dimperaturen.

Fragment Primer Annealingtemperatur
[ 692, 686 70°C
Il 693, 687 73°C
I 690, 687 73°C
v 691, 686 70°C
\Y 692, 693 73°C

In der ersten PCR werden die einzelnen Mutationegehden Fragmente und die zu
einem vollstandigen scFv ergdnzenden FragmentenwKepitel 2.5.1 beschrieben syn-
thetisiert. Eine Ubersicht tiber die einzelnen Primed Annealingtemperaturen gibt
Tab. 2.1. Die sich anschlieBende Assembly-PCR igiltesich in zwei einzelne PCR-

Schritte. Der erste Schritt dient zur Fusion dezeinen Fragmente, bei dem in einem
10 pl-Ansatz jeweils 20 ng der zusammengehotrendagniente eingesetzt werden.
Das PCR-Protokoll sieht dabei wie folgt aus, wdberitt 2 und 3 in einer Schleife 20

Mal wiederholt werden:

1.95°C 1 min
2.95°C 1 min
3. 65°C 1 min
4. 4°C Pause

Der zweite PCR-Schritt dient zur Amplifikation dessionsproduktes, bei dem in ei-
nem 50 ul PCR-Ansatz 1 pl des ersten Ansatzesaigplate eingesetzt werden. Das
Amplifikationsprotokoll ist wie in Kapitel 2.5.1 gegeben, die Zyklenzahl dabei ist 25

und die Annealingtemperatur betragt 64°C.

2.6.2 Error-Prone-Mutagenese

Diese Mutagenesestrategie beruht auf der Methodekaeor Prone PCR* (EP-PCR),
die zufallige Mutationen mit einer Frequenz vonl®- Mutationen pro Kb in ein Gen
einfihren kann. Dazu wird das ,,GeneMorphll EZCl®@@main Mutagenesis Kit* von

Stratagene verwendet. Im Unterschied zu dem imakgegebenen Protokoll werden



44 2 Material und Methoden

hier nicht nur eine PCR, sondern mdglichst vieletdreinander, zur Mutagenese auf
das Gen angewendet, um eine moglichst hohe Vatéhil erreichen. Dafir wird das
aus einer Mutageneserunde gewonnene mutierte GePlagdmid aufgereinigt und als
Template fur die folgende PCR eingesetzt. Diesehbld# wird in zwei Schritte unter-
teilt: Zum einen die Synthese des Megaprimers ddrelAmplifikation desscFv+Gens
mit der Mutazym Il DNA Polymerase, wobei Mutationeimgefligt werden und zum
anderen die Klonierungsreaktion, in der das aufgegte mutierte PCR-Produkt aus der
ersten PCR als Megaprimer dient, der sich an daprungsplasmid anlagert und in
einer zweiten PCR verlangert wird. Das Ursprungspld wird vor der Transformation
durchDpnl-Verdau entfernt. Die Methode wurde nach den Angates Herstellers des
Kits durchgefihrt, doch die einzelnen Reaktionshgdingen sollen hier kurz zusam-
mengefasst werden. Die Synthese des Megaprimedsifaainem 50 pul PCR-Ansatz
statt, in dem 1 ng des Plasmids pDNEK-BFB1-2 aislate und je 125 ng der Primer
eingesetzt. wurden. Die PCR wurde wie in Kapit&.2.angegeben durchgefihrt, die
Annealingtemperatur lag bei 64°C und die Zyklenzadtirug 30. Fir die anschliel3ende
Klonierungsreaktion wurden 50 ng Ursprungsplasimly. des mutierten Plasmids aus
einer davor durchgefuhrten EP-PCR-Mutageneserunmik 250 ng Megaprimer einge-
setzt. Das Amplifikationsprotokoll sah wie folgtsaulie Schritte 2 bis 4 wurden 25 Mal

wiederholt;

1.95°C 2 min

2.95°C 1 min
3. 60°C 1 min
4.68°C 10,4 min
5.4°C Pause

Es folgte die Transformation in die im Kit enthakk® ZellenE. coli XL10-Gold. Die
erhaltenen Klone wurden von den Agarplatten inTxMedium aufgenommen, wobei
ein Teil zur Praparation von Plasmid-DNA dientes fi&r die nachste Runde der Muta-

genese als Template zur Verfiigung stand.
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2.7  Isolierung und Analytik von Proteinen

2.7.1 Aufreinigung von scFvs Uber Protein A-Affinitatschromatographie

Da alle scFv-Klone, die aus der ETH-2 Bank hervaggh, ein VH DP-47 Keimbahn-
Segment aus der humanen VH3 Familie enthalten, tkansie Uber Protein A-
Affinitatschromatographie aufgereinigt werden

Die Bakterien einer 200 ml Expressionskultur wurdenachst bei 3000xg fur 10 min
abzentrifugiert. Dann wurde der Uberstand erneu28e400xg — 48.300xg (im Fest-
winkelrotor abhangig vom Abstand zur Rotationsaghsatrifugiert, um mdoglichst alle
gréberen Verunreinigung daraus zu entfernen undZasetzen der Chromatographie-
Saule zu vermeiden. Hier wurde die Saule ,Pierceo@atography Cartridges Protein
A" (Thermo Scientific) im 1 ml-Format nach Angabdes Herstellers unter Verwen-
dung der Chromatographie-Anlage Akta prime plus @i Healthcare Bio-Sciences
(Uppsala, Schweden) bei einer Flussrate von 1 migmgesetzt. Die Elution der an der
Saule gebundenen Antikérperfragmente erfolgte nmidtM Glycin/HCI, pH 2,8 in
0,25 ml oder 0,5 ml Fraktionen, deren pH-Wert dug8hul 1 M Tris, pH 9 neutralisiert
wurde. Die scFv-Eluate wurden wie unter 2.7.2 wb#bandelt.

2.7.2 Einengen und Umpuffern von aufgereinigten scFvs

Nach Aufreinigung der scFvs wurden die Eluate anflemtriert und in PBS fur Bin-
dungsanalysen an der Autolab Esprit umgepuffes€s erfolgte mit Hilfe von ,Ami-
con® Ultra-15 Centrifugal Filter Devices 10.000 MWC¥liflipore Corporation). Die

Durchfuhrung erfolgte nach Angaben des HerstellEis. die Umpufferung wurde 2
Mal mit 10 ml und einmal mit 5 ml PBS gewaschen.

2.7.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Der ,Bradford Protein Assay" ist eine einfache Mmth zur Bestimmung von Protein-
konzentrationen in Losungen, die auf der Anderueg Albsorption von Coomassie
Blue 250 nach der Bindung an Proteine beruht.

Um geringere Mengen an Proteinlésung zur Konzeaotrslbestimmung verwenden zu

konnen, wurde mit Mikrotiterplatten gearbeitet uhd Messung der Absorption wurde
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bei 595 nm in dem Spektrophotometer Ultrospec 30@d Pharmacia Biotech

(Cambgridge, England) vorgenommen. Da die scFvBB® gelost vorlagen, wurde
auch die Proteinstandardreihe mit den folgendenzKotmationen an BSA (ug/ml) in

PBS angesetzt: 5, 10, 25, 50, 75, 100. Fur denkBlad den Wert O pg/ml wurde PBS
verwendet. Zuerst wurden 40 pl der StandardldsumagSubis 20 pl der scFv-Losung in
die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiertabn wurden jeweils 120 pl Wasser
dazugegeben und 40 ul des Bradfordreagenzes. Eievdumin, hdchstens 5 min, bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlie3end die Adtgor bestimmt. Anhand der so
gewonnenen Werte konnte mit Microsoft Excel einan8ardgerade erstellt und die

Konzentration der scFv-Proben berechnet werden.

2.7.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Diese Methode wurde angepasst auf die individuelersuchsbedingungen nach Hust
(2002) durchgefuhrt.

2.7.5 Silberfarbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgedn

Die Silberfarbung von Proteinen in SDS-Polyacryldgeilen wurde nach Blurat. al.
(1987) angewendet. Die Inkubationsschritte des @elden verschiedenen Lésungen
erfolgten bei Raumtemperatur unter leichter Bewggaut einer Wippe. Nachdem das
Gel in eine geeignete Schale gelegt wurde, wurderéchst die Proteine im Gel fir
mindestens 1 h oder Gber Nacht in 50 ml Stopl6g8086 (v/v) Methanol, 12% (v/v)
Eisessig in Wasser) mit 28 37% (v/v) Formaldehyd fixiert. AnschlieRend wurdas
Gel dreimal fir 20 min mit 50% (v/v) Ethanol gewlasn. Darauf folgte eine Inkubati-
on in Na-Thiosulfatlésung (10 mg p&Os; x 5HO in 50 ml BO) fir 1 min, worauf
dreimal fir 20 s mit Wasser gewaschen wurde. Ans8ahd wurde das Gel fir 20 min
in einer AgNQ-L6sung (0,5 ml 20% (w/v) AgN§) 37,5ul 37% (v/v) Formaldehyd in
50 ml HO) inkubiert. Dann wurde erneut zweimal fir 20 € MO gewaschen und
anschlieBend fir 1 bis 10 min in Entwickler-Lésyignl Thiosulfatlsg., 3 g N&O;,

25 ul 37% (v/v) Formaldehyd in 50 ml Wasser) die Fagpualer Proteine entwickelt.
Bei Sichtbarwerden erster Protein-Banden wurdeFdidbung durch zweimal 2 min
Waschen mit Wasser und 10 min Inkubation in dep@tisung abgebrochen, da die
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Banden durch diese Prozedur noch stark an Kordeagannen. Die kurzfristige Lage-

rung der so gefarbten Gele erfolgte in Wasser.

2.7.6 Western Blot

Elektroporetisch aufgetrennte Proteine konnten Hilte des Western Blots auf die
PVDF-Membranen ,PVDF Western Blotting Membranes“‘nv&oche Diagnostics
(Mannheim) Ubertragen und dort fixiert werden. Dex$olgte ebenfalls nach Hust
(2002).

2.7.7 Ponceaufarbung und Immunfarbungen

Die Farbung und Fixierung der Proteine auf der PARD#mbran erfolgte mit Hilfe der
Ponceaufarbung. Dabei wurde teilweise der BereamhMiarkerbanden von der restli-
chen Membran abgetrennt, um diese in gefarbter Hmvmahren zu kdénnen fir den
spateren Vergleich mit den durch die Immunfarbugtbar gemachten scFv-Banden.
Die Blotabsattigung erfolgte mit 10 ml Blocking-Li®y (Roti-Block 10 x Konzentrat
von Roth (Karlsruhe), 1:10 in PBS verdinnt). Fig bhmunfarbung wurden die Anti-
korper (2.1.3) 1:2000 oder 1:1000 verdunnt eingés@nsonsten wurde verfahren wie
bei Hust (2002) angegeben.

2.7.8 ,Enzyme Linked Immunosorbent Assay“ (ELISA)

Um die zuvor als Volllangenklone charakterisierteimch Panning selektierten scFvs
auf deren Bindungseigenschaften zu testen, wurddS8AS durchgefiihrt. Die dafir
bendtigten scFvs wurden direkt aus dem Kulturiibaedstgenommen, der wie in 2.2.7
beschrieben vorbereitet wurde. Alle hier beschnebelnkubationsschritte fanden bei
Raumtemperatur unter leichter Bewegung auf eingop@/ifir 1 h statt. Der ELISA
wurde in Maxi-Sorp Mikrotiterplatten von Nunc (Rdsle, Danemark) durchgefihrt,
deren einzelne Vertiefungen zunachst mit Strepbavizeschichtet werden mussten.
Dafur wurde in jede Vertiefung 100 pl Streptavidisg. (50 pg/ml PBS) gegeben und
inkubiert. Diese wurde anschlie3end verworfen uiedréstliche Bindekapazitat durch
Zugabe von 100 pl Blocking-Losung (Roti-Block volotR (Karlsruhe) 1:10 in PBS)
und Inkubation abgedeckt. Dann wurde drei Mal mi2Q0 pl PBST im ELISA Washer
Biotrak Il plate washer von Amersham Pharmacia&ibt(Uppsala, Schweden) gewa-
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schen. Zur Kopplung des Biotin-FB1-Konjugates (2.8vurden 100 pl einer Biotin-
FB1-Losung (2,6 mM in PBS) pro Vertiefung inkubiertd dann erneut wie oben an-
gegeben gewaschen. Fur den ELISA wurden 50 pl Befwwriberstand und 50 pl
Blocking-L6sung pro Vertiefung zugegeben und inkubiAn die Bindung der scFvs
schloss sich Waschen und dann die Bindung der #mée ,Anti-FLAG
M2Monoclonal Antibody“ und ,Goat Anti-Mouse IgG (whe molecule) Alkaline
Phosphatase Conjugate” (Sigma Aldrich) an. 10dndrd_6sung der beiden Antikdrper
1:1000 in PBS verdunnt, wurde davon pro Vertiefurkgibiert. Nach dem Waschschritt
wurde 100 pl Substratlésung (0,2% (w/v) di-NatripaNitrophenylphosphat in 1M
DEA, 1mM MgCh) zugegeben und je nach Versuch nach 30 bis 5@miAbsorption
im ELISA-Reader Biotrak Il plate reader von AmenmshBharmacia Biotech (Uppsala,
Schweden) bei 405 nm gemessen.

2.8 ,Panning” gegen Fumonisin B1 (FB1)

2.8.1 Kopplung von FB1 an Biotin

Das reaktive Linkermolektl EZ-Link™ NHS-LC-Biotirown Pierce (bei Thermo Fisher
Scientific, Rockford, USA) wurde fur die Kopplungiv Fumonisin B1 an Biotin ver-
wendet. Bei Biotin handelt es sich um ein Vitam244 Da), das mit hoher Affinitat
(K= 10" M™) an Avidin bzw. Streptavidin bindet. Die Bindungrin durch autoklavie-
ren gelést wurden. So ist es moglich, Fumonisiiktan Streptavidin-beschichtete
Oberflachen zu koppeln. Biotin ist Uber eine Allstile aus sechs Kohlenstoffatomen
(Lange von 22,4 A) mit dem N-Hydroxysuccinimid (NHBster verbunden. Diese rea-
gieren in neutralem bis alkalischem pH Bereich (pid) sehr effizient mit primaren
Aminogruppen und bilden stabile Amid-Bindungen awspei N-Hydroxysuccinimid
als Abgangsgruppe fungiert. Die einzelne in Fuman&l enthaltene primare Ami-

nogruppe wurde dafir genutzt.

Die Reaktion wurde in einem molaren Verhaltnis léaptu Linker von 10 zu 1 ange-
setzt. Eine FB1-L6sung mit der Konzentration vomd/ml lag vor. 25Qul dieser L6-
sung enthielten 325 nmol FB1, daher wurden furRkaktion 32,5 nmol Biotinlinker
bendtigt. Dazu wurden 1mg des Linkers in 1 ml DM§€0st, was 2,18mol ent-
spricht. 15ul dieser Losungen enthielten 32,5 nmol. Der Reakamsatz (250l FB1 +
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15l Biotinlinker, mit PBS, pH 7,4 auf 50@ aufgeftillt) wurde bei Raumtemperatur

unter Rotation oder auf einer Wippe 2 h inkubiert.

2.8.2 ,Panning” in Streptavidin-beschichteten Vertiefungen

Das ,Panning” wurde in Vertiefungen der Mikrotiaafie ,Strepta Well* (Roche)
durchgefuhrt, die mit Streptavidin beschichtet wara eine Vertiefung wurde 100 pl
Linkerlésung (EZ-Link™ NHS-LC-Biotin (1 mg/ml)) getpen. Dieses sollte der Dese-
lektion von Phagen dienen, die Linker bzw. Strejdiavbinden. Eine weitere Vertie-
fung wurde mit 10Qul der Losung des Biotin-FB1-Konjugats (650 mM) \edren. Die-
se sollte der Selektion von Phagen dienen, dieifsgiz das Antigen Fumonisin B1
erkennen. Es wurde fur 1 h bei 37°C inkubiert. Dagehloss sich dreimaliges Waschen
mit PBST an. Zur Deselektion wurden 100 pl Phagamelveiligen amplifizierten An-
tikbrperbank in die erste Vertiefung gegeben undefiaie Stunde bei 37°C inkubiert.
Danach wurde der Uberstand aus der ersten Vergefunlie zweite Vertiefung tiber-
fuhrt und erneut wie zuvor beschrieben inkubiegr Dberstand wurde danach verwor-
fen und mit je 200 pl PBST 15 Mal gewaschen, waleiletzten 200 pul Waschlésung
fur eine weitere Analyse aufbewahrt wurden. Angdddind folgte eine Waschphase mit
erhohter Stringenz durch ansteigende Salzkonzemteat (0,1 M, 0,5 M, 1 M, 1,5 M),
wobei 10 Mal mit je 100 ul je Salzkonzentration unkubation fiir ca. 15 s bei Raum-
temperatur gewaschen wurde. Daran schloss sickldimn von bindenden Phagen in
2 Phasen an. Als erste Elutionsphase diente diegpétitiwe Elution mit steigenden
Konzentrationen an Fumonisin B1 A, 10" M beim 1. Panning und zusétzlich 10
® M FB1 beim 2. Panning). Hier wurde je Verdiinnumgfeseinmal mit je 100 pl eluiert
und jeweils 10 min bei Raumtemperatur inkubierts Btzte Elutionsphase diente zum
Eluieren aller noch gebundenen Phagen die saut®ilmit Glycin-HCI (0,1 M), pH
2,8 fur 15 min bei Raumtemperatur. Dieses Eluatdeunit 100ul 1 M PBS neutrali-

siert.

2.8.3 Analyse von selektierten scFv-Klonen tber die Deoxjolatmethode

Die Deoxycholatmethode nach kt. al. (2002) diente dazu die Expression des scFv-
Gens zu uberprufen. Die Methode beruht auf der M#Eung der dufReren Membran

Gram-negativer Bakterien durch das Bakteriophade@énlll Protein (plll, ,minor
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coat protein®). Die Expression des plll (FusionBepteins fuhrt zu einer Empfindlich-
keit der Wirtsbakterien unter anderem gegenuber Betergenz Deoxycholat (DOC),
was zu einem reduzierten Wachstum auf DOC-haltiyeedium fihrt. Die Durchfih-

rung erfolgte wie bei Let. al.(2002) beschrieben.

2.9  Analyse der Bindeeigenschaften von Antikdrperfragmeten

2.9.1 Grundlagen der ,Surface Plasmon Resonance” (SPR)-Tanologie

Oberflachenplasmonresonanz (SPR) ist eine obedi@dnsitive Technik, die dazu
genutzt werden kann nanometerdiinne organische tehi@auf Edelmetallfilmen zu
untersuchen. Sie beruht auf der Messung der Andedtan refraktorischen Indexes auf-

grund von Bindung einer organischen Schicht augre@oldoberflache.

Der Effekt der SPR tritt auf zwischen elektromaggotten Wellen einfallenden Lichtes
und den Elektronen des Goldes. Wenn Licht an @srenzflache zwischen zwei nicht
leitenden Medien reflektiert wird, kommt es Ubemdso genannten kritischen Winkel
zu totaler Reflektion dessen, wobei gleichzeitig abklingendes Feld erzeugt wird.
Dieses elektrische Feld wird durch die vorhandeot&$ghicht verstarkt und bei den
aul3eren freien Elektronen (auch ,surface plasmgesannt) kommt es zu einer Reso-
nanz, die Oberflachenplasmonresonanz genannt vadei wird Energie des einfallen-
den Lichtes auf die Oberflachenelektronen Ubertrag®l die Intensitét an reflektiertem
Licht nimmt ab. Der Winkel, bei dem dieser Abfadirdntensitat das Minimum erreicht,
wird Resonanzwinkel genannt. Im Autolab SPR Insenimwird der Resonanzwinkel
bestimmt, indem die Reflektion als eine Funktiors @énfallenden Lichtes gemessen
wird, dessen Winkel durch einen vibrierenden Spiegeindert wird. Der SPR-Effekt
fuhrt dazu, dass jede Anderung im refraktorischeatex in einer Anderung im Reso-
nanzwinkel resultiert. Es besteht ein linearer Aus@&nhang zwischen der Menge der
an der Goldoberflaiche gebundenen Substanz undadeit dinhergehenden Anderung
des refraktorischen Indexes und der Anderung dé&s\8Rkels, der gemessen in Mil-
ligrad als Antwort-Einheit zur Quantifizierung beémuwird. Eine Anderung um 120 m°
reprasentiert eine Zunahme von gebundenem Proteirlmg/mrA auf der Oberflache

oder der Anderung des refraktorischen Indexes migreazenden Lésung um 10
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2.9.2 Kopplung der Sensordiscs

Fur Analysen an der Autolab SPR Esprit (Eco Chebiie/., Utrecht, Niederlande)
standen zwei Kivetten zur Installation auf der @bgrflache zur Verfigung, die indi-
viduell beschickt werden konnten und simultan gesaesvurden. Eine wurde zur Mes-
sung der Bindeeigenschaften der scFvs genutzgriiere diente als Referenz. Grund-
satzlich musste bei beiden verwendeten Chips nacéndinstallation im Gerat die
Oberflache mit dem Bindepuffer PBS, pH 7,4 oderrNat-Acetat-Puffer (10 mM)
stabilisiert werden, wozu eine eigene Sequenz gnedtingsprogramm ,Data Aquisiti-
on* (Autolab SPR Software, Eco Chemie B. V., Uttedfiederlande) zur Verfigung

stand.

Der Chip ,Sensordisc Bare Gold“ wurde zunachst echt bei Raumtemperatur in
11-Mercaptoundecanséaure (11-MUA)-LOsung (1 mM ir®8v/v) Ethanol) inkubiert,

um eine Thiolschicht auf der Oberflache zu assesrdati. Nach Waschen mit Ethanol
(98 % (v/v)) und Wasser, wurde der Chip getrockmet dann in der Autolab SPR Esp-

rit installiert.

Abb. 2.5: Reaktion der 11-MUA mit FB1 zur kovalentemdroilisierung auf der Oberflache der Sensor-
disc. EDC (1-Ethyl-3-[3-Dimethylaminopropyl]Carbadiide Hydrochlorid) reagiert mit der Carbo-
xylgruppe des 11-MUA (Rnicht dargestellter Rest) und es entsteht ein Amaktives Intermediat, das
mit NHS (N-Hydroxysuccinimid) zu einem Amin-reaktiMélS-Ester reagiert, der in wassrigen Lésun-
gen stabil ist. Die so aktivierte Carboxygruppegieat unter Ausbildung einer stabilen Amidbindunify m
dem primaren Amin des FB1.fRichtdargestellter Rest).
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Dann wurde mit der Sequenz ,Ligand Immobilizati@nif der Oberflache des Chips in
beiden Kivetten Fumonisin B1 (40 mM in Natrium-AatePuffer) gekoppelt. Als Bin-
depuffer diente hierbei Natrium-Acetat-Puffer (10/Mhd als Regenerationslosung
0,1 M Salzsaure. Folgende Zeiten wurden bei di8seuenz fur die einzelnen Schritte
verwendet: 120 s ,Baseline®, 300 s ,EDC/NHS Actigat mit 0,4 M EDC und 0,1 M
NHS, 900 s ,Ligand Coupling“ mit FB1, 600 s ,Deastiion” mit 1M Ethanolamin, pH
8,5, 120 s ,Regeneration”. Auf diese Weise konntehahier die primare Aminogruppe
des FB1 erfolgreich fur eine Kopplung durch die IRe@m mit einer aktivierten Carbo-

Xygruppe eingesetzt werden (Abb. 2.5).

Fur den Chip ,SPR Sensordisc SAD50d" (Xantec, Didssf wurde die Kopplung mit
der Sequenz ,full kinetic plot 50ul“ vorgenommendutie Oberflachen des Streptavi-
din-beschichteten Goldchips beider Kivetten wunsénFB1-Biotin-Konjugat (22mM
in PBS) gekoppelt. Dafur wurden folgende Zeitendi@& verschiedenen Schritte einge-
geben: 600 s ,Baseline” mit PBS, 900 s ,Assozidtimit FB1-Biotin-Konjugat, 400 s
.Dissoziation“ mit PBS. Danach wurden eventuell mambesetzte Bindestellen mit
Biotin-Losung (50 pg/ml in PBS) bei folgenden Zaitait der gleichen Sequenz ge-
blockt: 120 s ,Baseline” mit PBS, 180 s ,Assoziatianit Biotin-Losung, 400 s ,Dis-

soziation“ mit PBS.

2.9.3 Affinitdtsmessungen

Nach der Kopplung des Antigens an die Chipober#aahirde diese erneut mit dem
Bindepuffer PBS, pH 7,4 stabilisiert, wozu die Semu ,Stabilize Surface* aus dem

Programm ,Data Aquisition* der Autolab SPR Softwaszwendet wurde.

Fur die Bindungsanalyse der scFv wurde die erstee{é gegen die zweite gemessen,
die mit Bindepuffer ohne scFv beschickt wurde. Hgde die Sequenz ,full kinetic
plot* mit folgenden Schritten verwendet: 120 s ,Blase”, 500 s ,,Assoziation“ zum
Binden des scFvs an FB1, 600s ,Dissoziation® ur@ £ ,Regeneration* mit
1 M Salzsaure, um alle gebundenen scFvs moglidistandig wieder abzulésen. Zum
Testen einer grol3eren Anzahl von verschiedenenssafevden diese 1:100 und 1:10
verdunnt und dann je zwei Mal pro Verdinnungsstuig zwei Mal unverdiinnt gemes-
sen. Fir genauere Bestimmungen der Affinitdt dévsavurden einzelne in den fol-

genden Konzentrationen gemessen: 0 uM, 0,125 u®4 |0V, 0,5 uM, 1 uM; 2 uM,
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5uM und 10 uM (angepasst je nach Versuch). Dieptengestiitzte Bearbeitung und
Auswertung von Daten erfolgte mir dem Programm Bloen 2.0c (Biologic Software
Pty. Ltd., Campbell, Australia).

2.10 Computergestitzte Auswertung von Daten

2.10.1 DNA-Konzentration

Fur die optische Ermittlung von DNA-Konzentrationans Bildern von Agarosegelen
wurde das Programm Image J (Open Source, Natiorsditutes of Health, USA:
http://rsbweb.nih.gov/ij/) verwendet.

2.10.2 DNA-Sequenzen

DNA-Sequenzen wurden mit dem Programm Vector NTvakaete 9 (InforMax, In-
vitrogen life science software) bearbeitet und ysiart.

2.10.3 SPR-Daten

Die Auswertung der SPR-Daten erfolgte durch diggRnmme Scrubber2, Version 2.0c,
2008 (Biologic Software Pty. Ltd., Campbell, Ausapund Kinetic Evaluation (Auto-
lab Esprit, Eco Chemie B. V.) unter Verwendung #igls Langmuir-Bindungsmodells.

Dissoziationskonstanten wurden nach den allgemdPnegrammstandards berechnet.
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3.1  Erstellung der Antikdrperbibliotheken

Mit Hilfe der Mutagenesemethode der SOE-PCR konmlem verschiedene Antikor-
perbibliotheken des scFv BFB1-2 erstellt werdemeEBibliothek mit in der CDRL
mutagenisiertem Bereich (BFB1-2-H1), eine mit imr @DR 1 mutagenisiertem Be-
reich (BFB1-2-L1) und eine mit in beiden CDR1 eifidgten Mutationen (BFB1-2-M).
Die Mutagenesemethode der EP-PCR fluhrte zu eingk@perbibliothek mit Uber den
gesamten Bereich des Gens zuféllig eingefuhrteratituten (BFB1-2-E).

3.1.1 Die scFv-Antikorperbibliothek BFB1-2-H1, -L1 und —M

Die erste PCR diente mit Hilfe partiell degenegarPrimer zur Herstellung der muta-
genisierten Fragmente (I und Il, bzw. V) und deagmente, die diese zu einem ganzen
scFvGen erganzten (Il und 1V) (2.6.1). Sie wurdeneimer PCR mit dem Plasmid
pDNEK-BFB1-2 als Template hergestellt (Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Ubersicht iiber die PCR-Bedingungen zur t&gat der mutagenisierten scFv-Teilfragmente
und der zu einem vollstdndigem scFv ergdnzenden Fenaigm

Fragment Primer Annealingtemperatur Lange [Bp]
[ 692, 686 70°C 723
Il 693, 687 73°C 565
1l 690, 687 73°C 132
v 691, 686 70°C 292
V 692, 693 73°C 445

Der PCR-Ansatz wurde Uber ein Agarosegel aufgetrddie entsprechenden Banden
wurden zur Aufreinigung aus dem Gel ausgeschnitr@hder ,Freeze and Squeeze®-
Methode aus dem Gel isoliert und die Konzentrattlen DNA-Fragmente im Agarose-

gel bestimmt.
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Abb. 3.1: PCR mit partiell degenerierten Primern zuntBgse der mutagenisierten scFv-BFB1-2-
Fragmente. Die Elektrophorese wurde mit einem 1%)(W@arosegel bei 135 V fir 25 min. durchge-
fuhrt. Es wurden jeweils 4 pl der aufgereinigten dgireente aufgetragen. In Bahn 2 befindet sich Frag-
ment | (mutagenisiert im Bereich CDRH1), in Bahn &dfnent Il (mutagenisiert im Bereich CDRL1), in

Bahn 4 Fragment Ill (erganzt Fragment | zu einem wfidigen scFv), in Bahn 5 Fragment IV (erganzt

Fragment Il zu einem vollstdndigen scFv) und in Balira@ment V. 5 pl des 100 Bp DNA Ladder plus
(Fermentas) dienten als GréRenstandard (Bahn 1, 7.)

Alle Fragmente konnten, wie in Abb. 3.1 zu erkenrsawuber in den erwarteten Langen
synthetisiert werden. Damit standen sie dem naglfalem Schritt, der Assembly-
PCR, zur Verfigung. Diese diente dazu die zusametéirgnden Fragmente zu einem
vollstandigenscFv+Gen zusammenzufigen (Produkt mit 842 BP Lange)zundmpli-
fizieren (Produkt mit 806 Bp Lange) (2.6.1). Dafiturden pro Fragment und As-
sembly-PCR-Ansatz 20 ng eingesetzt, wobei insgeshenganze Ausbeute aus dem
ersten Schritt verwendet wurde. Die Assembly-PCitéliin den folgenden Kombina-
tionen zu einem Pool astFvBFB1-2Genen, der zur Klonierung in pDNEK zur Verfi-

gung stand: | und Il zBFB1-2-H1 Il und IV zu BFB1-2-L1und V, Il und IV zu
BFB1-2-M

4
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Abb. 3.2: Fusionsprodukte der Assembly-PCR. Die Elpktreese wurde mit einem 1% (w/v) Agarosegel
bei 135V fur 25 min. durchgefihrt. Zu sehen istBi@de des amplifizierten BFB1-02-Gens (806 Bp),
das in den entsprechenden CDR1-Bereichen mutagenigiede. Als DNA-Gro3enstandard diente der
100Bp-DNA Ladder plus (Fermentas) (Bahn 1,4). BahBRB1-2-H1, Bahn 3) BFB1-2-L1, Bahn 4)

BFB1-2-M.

Die einzelnen gleichen Assembly-PCR-Ansatze wusdgsint, iber das ,GFX' PCR,
DNA and Gel Band Purification Kit* (Amersham Biosaces) aufgereinigt und die
Konzentration der DNA-Fragmente im Agarosegel nesti.
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Zur Klonierung in den Phagemid-Vektor pDNEK dientdie SchnittstellerNcol und
Notl. Die mutagenisiertescF+GeneBFB1-2-H1, BFB1-2-L1und BFB1-2-M wurden
mit diesen Enzymen geschnitten und mit dem gedemeih und aufgereinigten
pDNEK-Vektor ligiert. Dabei wurde die aus der SOEHP hervorgegangene gesamte
Ausbeute verwendet. Es folgte die Transformatiorsuperkompetent&. coli XL1-
Blue und die Bestimmung der Grof3e der resultienemddikorperbibliotheken anhand
der Anzahl der Klone. Damit hat die BFB1-2-H1 eifémfang von 8 x 1DKlonen, die
BFB1-2-L1 einen von 4,2 x f@ind BFB1-2-M besteht aus 4,5 x*Xlonen.

3.1.2 Die scFv-Antikorperbibliothek BFB1-2-E

Fur das Erstellen dieser Antikdrperbibliothek wudde ,GeneMorph Il Random Muta-
genesis Kit* von Stratagene verwendet, wobei insges/ PCRs hintereinander, zur
Mutagenese auf dasFv+Gen angewendet wurden, um eine moglichst hohealiitét
zu erreichen. Diese Methode wird in zwei Schritteeueilt: Zum einen die Synthese
des Megaprimers durch die Amplifikation desFv+Gens mit der Mutazyme I DNA
Polymerase und zum anderen die Klonierungsreakiiomier das iiber das ,GFX
PCR, DNA and Gel Band Purification Kit* (AmershanoBciences) aufgereinigte mu-
tierte PCR-Produkt aus der ersten PCR als Megapriente, der sich an das
Ursprungsplasmid anlagerte und in einer zweiten RE€MRAngert wurde (2.6.2). Die
PCR-Bedingungen zum Erstellen der Megaprimer (AB) und die resultierende Lan-
ge der PCR-Produkte sind in Tab. 3.2 dargestellt.

Abb. 3.3: Visualisierung und Quantifizierung des des EP-PCR erhaltenen mutierten BFB1-2-Gens
(Megaprimer). Es wurden jeweils 1 pl des aufgeré@rigMegaprimers auf ein Agarosegel (1% (w/v))
aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde bei 136r\2% min. durchgefihrt. Als DNA-GréRRenstandard
diente der 100Bp-DNA Ladder plus (Fermentas), gekérimzet als I, und der 1Kb-DNA Ladder (Fer-
mentas), gekennzeichnet als II. In Bahn 1 bis jeidtpl der Megaprimer aus den ersten 7 Runden der
EP-PCR aufgetragen. Bahn 8 enthalt 1 ul des Megapsirags der Wiederholung der 7. EP-PCR zur
Synthese einer ausreichenden Menge des Megaprimers.
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Tab. 3.2: Ubersicht tiber die PCR-Bedingungen zurtgat der Megaprimer

Megaprimer Primer Annealingtemperatur Lange [Bp]
1-3 688, 689 64°C 806
4-7 687, 686 65°C 842

Auf die Klonierungs-PCR folgte ein Verdau des unert¢n Ursprungsplasmids mit
Dpnl und die Transformation in die im Kit enthalteriencoli XL10-Gold. Die erhalte-
nen Klone wurden von den Agarplatten in 2 x TY-Medi aufgenommen, wobei ein
Teil zur Praparation von Plasmid-DNA (Abb. 3.4)rdes das fur die ndchste Runde der
Mutagenese als Template eingesetzt wurde.

Abb. 3.4: Quantifizierung des in der EP-PCR einzeseien Templates pDNEK-BFB1-2. Daftir wurden
2 pl des Vektors (5196 Bp) mit Ncol (Fermentas) iemiri0 pl-Ansatz fir 1 h Bei 37 °C verdaut und 5
ul davon auf das Agarosegel (1% (w/v)) aufgetradzin. Gelelektrophorese wurde mit bei 135 V fir 25
min. durchgefihrt. Als DNA-GréRenstandard diente H@dBp-DNA Ladder plus (Fermentas), gekenn-
zeichnet als | und der 1Kb-DNA Ladder (Fermentaskegazeichnet als Il. In Bahn 1 — 7 befindet sich
die jeweils fur die EP-PCR 1 — 7eingestezte Plasmid-DNA.

Insgesamt konnten auf diese Weise sieben aufeindoidgende EP-PCRs zu Mutage-
nese auf daBFB1-2Gen angewendet werden, bevor die PCR des nachktgapri-
mers zu keinem spezifischen Produkt mehr fihrte. l@sultierende Antikorperbiblio-
thek hatte einen Umfang von 1,6 x*¥donen.

3.2  Panning der Antikérperbibliotheken gegen FB1

Zur Selektion von scFvs mit hoherer Affinitat alsBL-2, wurde jede Antikdrpergen-
bibliothek in zwei Panningrunden gegen immobiligerBiotin-FB1-Konjugat einge-
setzt (2.8.2). In der ersten Panningrunde wurderi@® cfu/ml Phagen der Antikor-
perbibliothek BFB1-2-E, 3,4 x 1®cfu/ml der BFB1-2-M, 5,3 x I cfu/ml der BFB1-

2-H und 1,6 x 18" cfu/ml der BFB1-2-L eingesetzt und in der zweifanningrunde
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9,8 x 16 cfu/ml der BFB1-2-E, 2,3 x 10 cfu/ml der BFB1-2-M, 2 x 18 cfu/ml der
BFB1-2-H und 6 x 19cfu/ml der BFB1-2-L. Die Elution der Phagen folgtach dem
Waschen mit PBST und ansteigenden NaCl-Konzentration zwei Phasen, wobei in
den Diagrammen der Phagentiter des letzten Wasatieshder Eluate der ersten Elu-
tionsphase (I6M FB1, 10° M FB1, dazu im 2. Panning Y0 FB1) und der Titer des
Eluats der letzten Elutionsphase (Glycin-HCI (0,}, bH 2,8) dargestellt sind. Die ab-
soluten Werte der Anzahl der Phagen sind in Tab.aBgegeben. Bei allen Diagram-
men wird zur besseren Vergleichbarkeit mit den tpaer million“-Werten (ppm) ge-
arbeitet. Das heil3t die ermittelten Phagenkonzeotren der einzelnen Fraktionen in
cfu/ml werden auf die jeweilige im Panning eingetetinfangliche Phagenkonzentrati-

on in cfu/ml bezogen.
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Abb. 3.5: Phagentiter von Fraktionen der zwei Panningen von BFB1-2-E gegen Biotin gekoppeltes
FB1. Dargestellt sind die Anzahl der Phagen in cfu/etlwkrschiedenen Fraktionen in ppm bezogen auf
die zum Panning eingesetzte Anzahl von Phagen imiciDie Y-Achse ist logarithmisch skaliert.

Beim Panning der BFB1-2-E gegen Biotin-gekoppdhBs (Abb. 3.5) ist ein deutlicher
Anstieg des Phagentiters der Fraktionen der zwd#a@mingrunde im Vergleich zum
Phagentiter der ersten zu erkennen. Hier liegen Uheerschiede im Bereich des
50fachen fiir die Eluate ,10M FB1“ und ,Glycin-HCI* bis zum 140fachen fiir das
Eluat ,10° M FB1“. Auch der Titer der Waschfraktion steigt an

Das Panning de BFB1-2-M (Abb. 3.6) zeigt ebenfallsen Anstieg der Phagentiter,
jedoch fallt dieser fiir den letzten Waschschritl alas Eluat ,10 M FB1“ am stérks-
ten aus. Der Titer der letzten Eluatfraktion ,Gly¢iCl* steigt ungefahr um das Vierfa-
che und der Titer des Eluats ;30 FB1“ um den Faktor 7.
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Abb. 3.6: Phagentiter von Fraktionen der zwei Panningien von BFB1-2-M gegen Biotin gekoppeltes
FB1. Dargestellt sind die Anzahl der Phagen in cfu/etlwkrschiedenen Fraktionen in ppm bezogen auf
die zum Panning eingesetzte Anzahl von Phagen imicfu/

Wie bei der BFB1-2-M ist auch bei der BFB1-2-H natdm Panning (Abb. 3.7) der
starkste Anstieg des Phagentiters bei dem Eluat M®B1“ um den Faktor 18 zu ver-
zeichnen. Hier steigt die Anzahl der Phagen im Ela8® M FB1“ um den Faktor 6

und fur die letzte Eluatfraktion ,Glycin-HCI* um dd~aktor 5.
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Abb. 3.7: Phagentiter von Fraktionen der zwei Panningen von BFB1-2-H gegen Biotin gekoppeltes
FB1. Dargestellt sind die Anzahl der Phagen in cfu/erlwerschiedenen Fraktionen in ppm bezogen auf
die zum Panning eingesetzte Anzahl von Phagen imicfu/

Der Vergleich der Phagentiter der einzelnen Fraltiobeim Panning der BFB1-2-L
gegen Biotin-gekoppeltes FB1 (Abb. 3.8) zeigt eibesonders grof3en Unterschied der
Phagenanzahl in den Eluaten ;181 FB1“ und ,Glycin-HCI“. Sie steigt um das Funf-
fache, wobei die Anzahl im Eluat ,f0M FB1“ ungefahr gleich bleibt. Der Titer der
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letzten Waschfraktion &nderte sich dagegen werstgk als bei den Panningrunden

der anderen Antikorperbanken.
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Abb. 3.8: Phagentiter von Fraktionen der zwei Panningen von BFB1-2-L gegen Biotin gekoppeltes
FB1. Dargestellt sind die Anzahl der Phagen in cfu/erlwkrschiedenen Fraktionen in ppm bezogen auf
die zum Panning eingesetzte Anzahl von Phagen imicfu/

Eine Ubersicht liber die absoluten Werte der Ang@hlfiir das Panning eingesetzten

und eluierten Phagen sind in Tab. 3.3 angegeben.

Tab. 3.3: Absolute Werte der Phagentiterbestimmungenahl der Phagen angegeben in cfu/ml. In der
3. Zeile ist die Anzahl der Phagen angegeben, die Ranning eingesetzt wurden. Dann folgt der letzte
Waschschritt (WS), der Elutionsschritt mit®d FB1 (Eluat 1), der Elutionsschritt mit £ FB1 (Elu-

at 2), der Elutionsschritt mit 10M FB1 (Eluat 3) und der letzte Elutionsschritt miy@h-HCI (0,1 M),

pH 2,8 (Eluat 4).

BFB1-2-E BFB1-2-M BFB1-2-H BFB1-2-L

1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2.

Phagen | 4x10° | 9,8x10 | 34x18° | 23x1d° | 53x18° | 2x10° | 1,6x16" | 6x10

wSs 4x 10 3,1x16 2x 16 5x 1d¢ 9,5 x 1d 4x 10 6,3x1d | 7,1x1d

Eluat 1 - 1,1x16 - 2x1d - 3x 16 - 4,5x 16

Eluat 2 8x10¢ | 4,78x168 | 1x1C 5x 1G 43x10 | 1,05x16 | 6,1x1d | 25x1d

Eluat 3 69x1d | 2,37x16 | 1x1d 1,1x16 | 1,5x16 1x1F | 3,00x16 | 526x 16

Eluat4 | 1,74x16| 2,15x16 | 1,6 x16 | 41x1d | 1,02x16 | 2,04x16 | 468x16 | 9,4x 16§
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3.3  Analyse der selektierten scFvs

3.3.1 PCR-Analyse

Im Anschluss an die Selektion antigenspezifischeérvdPhagen wurden die resultieren-
den Klone mittels Kolonie-PCR (2.5.2) auf Vorhanskan vollstandigerscF+Gene
untersucht. Dazu wurden 200 Kolonien pro Antikobileliothek aus der Elution der
letzten Selektionsrunde in einer Kolonie-PCR mit é&&imern 270 und 741 eingesetzt.
Ein vollstandigesscF+Gen ergibt dabei ein PCR-Fragment von 980 Bp. PCR-
Fragmente geringerer Grol3e entstehen, wenn dasi@emoch partiell vorhanden ist.
In Abb. 3.9 ist beispielhaft das Ergebnis einer dfo¢-PCR aus der Selektion der
BFB1-2-M gegen FB1 abgebildet.

ST LT T T LD DL L L kbl <« 0,98

Abb. 3.9: Agarosegelelektrophorese zu Kontrolle aégldierten Antikdrperklone auf Vollstandigkeit des
scFvGens. 5 ul des Kolonie-PCR-Ansatzes wurden aufAdmsosegel (1% (w/v)) aufgetragen. Die
Gelelektrophorese wurde mit bei 135 V fir 25 mirrcdgefiihrt. Als DNA-GroRenstandard diente der
100Bp-DNA Ladder plus (Fermentas).

Die BFB1-2-E hatte einen Anteil an Klonen mit einewllstdndigenscFv+Gen von
97,5%, die BFB1-2-M einen von 96,5%, die BFB1-2-Hea von 98,5% und die
BFB1-2-L einen von 97,5%.

3.3.2 Expressionsanalyse

Hundert scFv-Klone je Antikorperbibliothek mit vstiindigemscF+Gen wurden an-
schliel3end einer Expressions-Analyse unterworfeder untersucht wurde, ob die ent-
sprechenden Gene exprimierbar waren. Dies solfteneHinweis darauf geben, ob ein
durchgehendes Leseraster vorhanden war. Hier wliedeeoxycholat (DOC)-Methode

(2.8.3) angewendet. Als positiv befunden wurdennklodie bei diesem Test gar kein
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oder kaum erkennbares Wachstum auf DOC-haltigemiiMedm Vergleich zum
Wachstum auf TYEnrMedium zeigten. Das waren bei den aus der BFB1sRi&ktier-
ten Klonen 24%, bei der BFB1-2-M 20%, bei der BEBH 35% und bei der BFB1-2-
L 20%. Nimmt man bei der Auswertung auch Klone bhindie auf DOC-haltigem Me-
dium ein geringeres Wachstum zeigten als die Vargd&olonie, ergibt sich ein Pro-
zentsatz von durchschnittlich 70%. Bei diesem Wastden die Suppressor-Stamme
XL1 Blue bzw. XL10 Gold verwendet, bei denen eimberStopcodon zu Glutamin
translatiert wird. Daher sollten Klone, die im nedgenden ELISA fir weitere Analy-
sen ausgewahlt wurden, durch Sequenzierung Ubewgntifein eventuell vorhandenes

Stopcodon durch Punktmutagenese in ein regulangsu@incodon Gberfihrt werden.

3.3.3 Vergleichende Analyse der Affinitaten im ELISA

Parallel zu der Expressionsanalyse wurden diesdip@aert scFv-Klone je Antikor-
perbibliothek im ELISA auf ihre Bindungsstarke veB1 hin geprift (2.7.8). Jeder

scFv-Klon wurde insgesamt vier Mal im ELISA getéste

Dafur wurden die einzelnen Klone zunachst in Mikteoplatten angezogen und die
Expression der Antikorper induziert (2.2.7). FundeLISA wurde der Uberstand der
Bakterienkulturen eingesetzt. Die Bindungsstarkest&vs wurde schlief3lich in einer
quantifizierbaren Farbreaktion messbar gemacht.lensitat der Farbe gemessen als
Absorption ist dabei proportional zur Konzentrataes gebundenen scFvs in der Probe.
Um die gewonnen Absorptionswerte untereinanderlegtgbar zu machen, wurde je-
der Kulturiberstand ebenfalls in Mikrotiterplattemer Bestimmung der Proteinkon-
zentration unterzogen (2.7.3). Die Absorptionswemi&rden durch die Division der
Proteinkonzentration normalisiert, womit es moghatrde, auf die Starke der Bindung
der verschiedenen scFv-Klone zu schliel3en. VonWlerten wurde der einer nicht an-
geimpften Kultur als Leerwert abgezogen. Da diailtesenden Werte sehr klein wa-
ren, wurde schlie3lich der negative dekadische tittgaus als Vergleichswert benutzt,
wobei folglich die kleinsten Werte auf die hochséténitat hindeuteten. In Abb. 3.10
ist exemplarisch das Ergebnis eines ELISAs der &b bis 83 der BFB1-2-H darge-
stellt.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
B 55 56 57 58 59 - 60 61 62 63 64 -
C 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76
D 77 78 79 80 81 82 83 PK LW - - -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 25 2.7 2.8 2.7 29 3.0 3.0 3.0 29 3.1 3.1 2.7
B | 30 3.1 3.0 3.0 2.5 3.1 3.2 2.9 2.8 29 3.2 29
c| 30 29 3.0 3.2 2.9 3.3 3.3 3.0 3.0 3.3 3.3 3.1
D| 29 2.5 3.0 - - 3.0 3.0 3.1 LW - - 3.1
E 29 3.1 3.2 3.3 3.0 3.2 3.3 3.1 3.0 3.1 2.9 3.2
F 3.1 3.9 29 3.2 3.0 3.1 2.8 3.1 3.0 3.1 3.1 2.7
G| 3.0 2.8 3.2 3.0 3.0 3.1 3.2 3.0 3.0 3.1 3.0 3.1
H| 32 2.4 - 2.9 2.9 2.9 2.9 2.9 51 - - 2.9

Abb. 3.10: Darstellung der Ergebnisse des ELISAs demé46 bis 83 aus der BFB1-2-H in Anordnung
der 96-Well-Mikrotiterplatte. Im oberen Teil istedBelegung der Platten mit den einzelnen Klonen ange-
zeigt. Es wurde eine Doppelbestimmung vorgenomnaherdst die Belegung der Platte im unteren
Abschnitt (E1-H12) der ELISA-Ergebnisse dieselbe Wwenangegeben. Als Positivkontrolle (PK) diente
der BFB1-2 und eine nicht angeimpfte Kultur dienteladerwert (LW). Der Klon mit der héchsten Affini-
tat ist in fett-gedruckt hervorgehoben. Die Klonaraen in Mikrotiterplatten angezogen und die Expres-
sion induziert. Das Biotin-FB1-Konjugat wurde aneptiavidin beschichtete Mikrotiterplatten gekoppelt
und der Uberstand der Bakterienkulturen wurde im S leingesetzt. Es wurde mit dem ,Anti-FLAG
M2Monoclonal Antibody* und dem ,,Goat Anti-Mouse IgBhpple molecule) Alkaline Phosphatase Con-
jugate” (Sigma Aldrich) und di-Natrium-p-Nitrophepylosphat als Substrat fur die Farbreaktion detek-
tiert. Absorptionswerte wurden durch Division durdie Proteinkonzentration normalisiert und das Er-
gebnis ist dargestellt als der negative dekadidabtgarithmus.

Es wurden insgesamt pro Antikorperbibliothek 2 Kddmerausgesucht, bei denen die
Ergebnisse auf die hdchste Affinitat zu FB1 hindéan. Dies waren fir die BFB1-2-E
Klon E37 und E54, fir die BFB1-2-M Klon M7 und Méf@ir die BFB1-2-H Klon H27
und H78 und fur die BFB1-2-L Klon L4 und L64. Kermmgieser Klone wies eiamber
Stopcodon auf, daher konnten alle direkt fur dipriégsion in denk. coli Stamm TB1

verwendet werden.

3.3.4 Sequenzanalyse

Um den Erfolg der Mutagenese, die Herstellung detik&rperbibliothek und die Pan-
ningrunden zu Uberprifen, wurden exemplarisch éezeragmente aus der Mutagene-
se und diescF+Gene zufallig ausgewahlter Klone sequenziert. ddie der Mutagenese
mittels der partiell degenerierten Primer (2.6.&)viorgegangenen Fragmente wurden
zur Kontrolle entweder direkt sequenziert oder eorim den Vektor pJet (2.1.4) klo-
niert. Dabei zeigte sich, dass die Fragmente, asscFvGen vervollstandigten (11 und
IV), sequenzidentisch zum BFB1-2 waren und dassMiwtionen-tragenden Fragmen-

te I und Il je eine bzw. drei oder vier Mutationarder CDR;1 bzw. CDR1 hatten.
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Das Ergebnis der Sequenzierung von zuféllig ausedstellten Antikérpergenbanken
ausgewahlten Klonen ist in Tab. 3.4 zusammengef@ssigesamte Anzahl der Mutati-
onen in den Bereichen der CRRund der CDRL der elf analysierten Klone betrug 7

bis 13%. Die mittlere Austauschfrequenz lag bei 10%

Tab. 3.4: Anzahl der Mutationen in der DNA-Sequendan Bereichen der CRR (bei den H-Klonen
und den M-Klonen) und der CRR (bei den L-Klonen und den M-Klonen). Die Anzahl Metationen
insgesamt ist aufgefiihrt und der Anteil der Substihen und Deletionen.

Klon H1 H2 H3 H4 H5 L1 L2 L3 M1 M2 M3
Mutationen 2 2 4 3 3 3 4 4 7 7 5
Substitutioner 2 4 3 3 3 4 2 5 7 5
Deletionen 2 2 2

Aus der BFB1-2-E Antikorperbibliothek wurden dirgkt Anschluss an das Panning
3 x1C Bp verschiedener Klone sequenzanalysiert. Es kogine durchschnittliche Mu-
tationsrate von 12,3 Basenaustauschen pro Kilofestgestellt werden, wobei es sich
bei 19 um Transversionen und bei 18 um Transitidmemdelte. Drei dieser Klone be-
salien eimmberStopcodon statt Glutamif) das durch einen Basenaustausch von Cyti-
din zu Thymidin zustande kam und in dem verwendEteroli Supressor-Stamm eben-
falls zu einem Glutamin translatiert wird. Dartlb@mraus gab es keine gleichen Sequen-

zen.

Nach den beiden Panningrunden und der sich anBeitken PCR-Analyse (3.3.1)
wurden exemplarisch aus der AntikorperbibliothelB&FR2-M neun Klone zufallig aus-

gewéhlt und sequenziert, um zu eruieren, ob aredi®telle schon eine Anreicherung
sequenzidentischer Klone zu erkennen war. Hier evalid Aminosauresequenz vergli-

chen. Zwei Paare von neun Klonen hatten die glesdopenz (Tab. 3.5).

Tab. 3.5: Sequenzierung von scFv-Klonen aus der BFBI1{8ach der Untersuchung mittels der PCR-
Analyse und der Expressionsanalyse wurden ausgewllitee sequenziert. Die Tabelle fihrt die ge-
samte Anzahl der jeweils sequenzierten Klone umdAdeahl derer mit derselben Aminosauresequenz
auf.

Auswahl der Klone aus Anzahl sequenzierte Klone ahheweils identischer Klone

PCR-Analyse 9 2+2

Expressionsanalyse 15 2+2+4
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Als nachstes wurden ebenfalls aus der BFB1-2-M ldh& untersucht, die in der Ex-

pressionsanalyse (3.3.2) auf DOC-haltigem Mediumkgan oder kaum erkennbares

Wachstum zeigten, die also anscheinend einen &odgjen scFv exprimierten. Hier

ergaben sich drei Gruppen, zwei mit je zwei Klonghidentischer Proteinsequenz und

eine Gruppe mit vier sequenzidentischen scFvs. Eiipersicht gibt die Tab. 3.5. In

Tab. 3.6 sind die Ergebnisse des Alignments awtebhebequenzierungen zusammenge-

fasst, dabei wurden die Art und die Lage der Matan bertcksichtigt. Hier fallt auf,

dass eine Veranderung der Position 32 als Substitdes Tyrosig zu Glutamin &m-

ber-Stopcodon) in drei von finf Sequenzgruppen undsalsstitution zu Serin in einer

weiteren Sequenzgruppe auftritt. Die Veranderurgseli Position fand also bei neun

von 24 untersuchten Klonen statt. Insgesamt wieksanit 11 von 24 Klonemmber

Stopcodons bzw. die Substitution gegen Glutamin Rig Substitution von Threonig

zu Prolin oder Serin tritt in zwei von funf Gruppauf, also bei funf der 24 Klone.

Tab. 3.6: Mutationen in der Aminoséduresequenz degdeamt 24 analysierten scFv-Klone aus der
BFB1-2-M in den Bereichen der CRRPosition 27 bis 35) und der CRR(Position 154 bis 164). Die

Anzahl der Mutationen insgesamt ist aufgefiihrt ued Anteil der Substitutionen und Deletionen. In
Klammern: sequenzierte Klone aus der PCR-Analyse.

Klon M15/M58 | (M1/M141)| (M3/M70)| M12/M33/(M2) | M29/M3/M45/M95
Mutationen 1 5 3 7 2
Substitutionen Be: P Tog: P Tos: S
Sieo: T Ya2:S Qusa: K

Riso: T

Yie1: H
amber Y3, Y32 Y32
Stopcodon
Mutationen Y106: H Qs R Si:F Qs: amberStopcodon
auf3erhalb der (CDR43) Riso: G Ao V

CDR1-Bereiche

AotV
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3.4  Charakterisierung einzelner selektierter scFvs

Anhand der Analyse der Affinitaten der scFvs dUethSA (3.3.3) wurden insgesamt 8
Klone ausgewahlt, deren Affinitditen mit SPR-Analysiher bestimmt werden sollten.
Dies waren BFB1-2-E37 und -E54, BFB1-2-M7 und -MB$B1-2-H27 und -H78 und
BFB1-2-L4 und -L64. Insgesamt sollten sie durch Bestimmung der Affinitat, die

Sequenzanalyse und die Modellierung der 3D-Strutttarakterisiert werden.

3.4.1 Expression und Aufreinigung

Die Expression von scFvs fand in 200ml-Expressialigken tGber mind. 16 h statt
(2.2.6) und die Aufreinigung wurde Uber Protein KuAitatschromatographie aus dem
Kulturiberstand durchgefuhrt (2.7.1). Abb. 3.11gzexemplarisch den Verlauf der
Elution der Affinitatschromatographie.
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Abb. 3.11: Protein A-Affinitdtschromatographie von BEB1Es wurde die Sé&ule ,Pierce Chroma-
tography Cartridges Protein A" (Thermo Scientific) ibhml-Format bei einer Flussrate von 1 ml/min
verwendet. Dargestellt ist die Elution der an deul8&gebundenen Antikdrperfragmente, die mit 0,1 M
Glycin/HCI, pH 2,8 in 0,5 ml Fraktionen erfolgte. O@H-Wert wurde durch 1 M Tris, pH 9 neutralisiert.

Die erhaltenen Chromatographie-Eluatfraktionen wardur Uberprifung der Reinheit
Uber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE,4) aufgetrennt und die
Proteine mittels Silberfarbung sichtbar gemacht(Ah12).

Zusatzlich wurde ein Western Blot mit anschlieBengemunfarbung durchgefuhrt

(Abb. 3.13), um die scFvs spezifisch nachzuweisen.
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Abb. 3.12: SDS-PAGE der Eluate der Affinitatschromatphbie zurisolation von scFvs aus dem Kultur-
Uberstand eineE. coli TB1 Expressionskultumd Silberfarbung deGels. Es wurden 200 ml Kultur-
Uberstand Uber Protein A Affinitatschromatographiegauéinigt und Eluate in 250 pl-Aliquots produ-
ziert. Von diesen wurden 100 pl mit TCA gefallt uas Bellet in 30 pl 1 x SSB aufgenommen. Davon
wurden 15 pl auf das SDS-Polyacrylamidgel aufgetragdahn 2 — 15) Eluate 3-16, Bahn 1) 10 pul
~unstained Protein Molecular Weight Marker” (FermersfaDie markierte Bande von ca. 32 kDa ent-
spricht dem rekombinanten scFv.
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Abb. 3.13: Western Blot und Immunféarbung der EluateAdgénitatschromatographie zulsolation von
scFvs aus dem Kulturtiberstand einer E. coli TB1 Expaskultur Es wurden 200 ml Kulturiiberstand
Uber Protein A Affinitatschromatographie aufgereinigid Eluate in 250 pl-Aliquots produziert. Nach
der SDS-PAGE (Abb. 3.12) wurde geblottet. Der Markarde mit Ponceau S angefarbt. Zur scFv-
Detektion wurden der ,Anti-FLA®12 Monoclonal Antibody* und der ,Goat Anti-MouseGg(whole
molecule) Alkaline Phosphatase Conjugate” (Sigma-Algrials Priméar- bzw. Sekundarantikérper ver-
wendet. Die Entwicklung der Immunfarbung erfolgteeinem NBT/BCIP Substratsystem. Bahn 1 — 14)
Eluate 3-16, Bahn 15) 10 pl ,Unstained Protein MollecuNeight Marker* (Fermentas)Die markierte
Bande von ca. 32 kDa entspricht dem rekombinantéw. sc

Die Eluate sechs bis 15 (Abb. 3.12), die den scfhielten, wurden vereinigt, aufkon-
zentriert und mit PBS umgepuffert (2.7.2). Es wudlde Proteinkonzentration bestimmt
(2.7.3) und die fur die SPR-Analyse bendétigten Vdardingen in PBS hergestellt. Die
Ausbeute einer 500 ml-Kultur lag zwischen 0,2 mgimdi 1,2 mg/ml.
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3.4.2 Affinitdtsbestimmung

3.4.2.1 Kopplung des Fumonisin B1 an die verschiedenen@disss

Die Grundlage fiur Bindungsstudien Uber die SPR-ps®lst eine geeignete Immobili-

sierung des Liganden, also hier des Haptens FBHieu®berfliche des Sensorchips
(2.9.2). Dies geschah in Form der StreptavidiniBi@indung bzw. kovalent Gber die

Reaktion der Aminogruppe des Fumonisin B1 mit deiveerten Carboxygruppe des

Thiolmolekils (11-MUA) an der Chipoberflache. At#14 zeigt das Sensorgramm der
Kopplung von Biotin-FB1 an den Streptavidin-besbketen Chip ,SPR Sensordisc
SAD50d". Nicht dargestellt ist die Absattigung etrexil noch unbesetzter Bindestellen
mit der Biotin-LOsung, die in einer eigenen Sequamgenommen wurde.

Kopplung von Biotin-FB1

Respanse [m?]
Termnperature [°C]

ol Baseline

o0 Baseline

1 1 1 1 1 Il 1 1 1 1
00 200 300 400 500 800 o0 00 200 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1200 1900
Time [5]

10

Abb. 3.14: Kopplung von Biotin-FB1 an der SensordiDX)d Uber Streptavidin-Biotin-Bindung. Dar-
gestellt ist der Verlauf eines Sensorgramms derpestbenden Kopplungssequenz: 600 s Baseline
(PBS), 900 s Liganden-Kopplung (Biotin-FB1), 400 s Hopudren (PBS). Die rote Linie steht fir den
Verlauf in der 1. Kiivette und die griine Linie findéerlauf in der 2. Kiivette. Das Antwort-Signal (Res
ponse) in me° ist Uber der Zeit (Time) in Sekundggetragen.

Eine erfolgreiche Kopplung zeichnet sich durch eiAastieg der Baseline aus, denn es
besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der &eleg an der Goldoberflache

gebundenen Substanz und der Anderung des SPR-Witkiel andert sich der Winkel
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in der ersten Kivette um 32 m° von ca. -40 m° auft8 m° und in der zweiten Kivette

ebenfalls um 32 m° von ca. 18 m°® auf ca. 50 m°.

Abb. 3.15 zeigt das Sensorgramm der kovalenten Kopgpvon FB1 an die mit 11-
MUA beschichtete Sensordisc Bare Gold. Auch beseli&Kopplungsmethode ist ein
deutlicher Anstieg der Baseline zu verzeichnen.dbalerden die Baseline zwischen
der Aktivierung und der Kopplung von FB1 und diesBline nach der Kopplung von

FB1 verglichen. Insgesamt gibt es einen Anstidggilden Kivetten um 26 m°.
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Abb. 3.15: Kopplung von FB1 an die Sensordisc Barlel ®ovalente Bindung. Dargestellt ist der Ver-
lauf eines Sensorgramms der entsprechenden Komsaggenz: 120 s Baseline (PBS), 300 s EDC/NHS
Aktivierung, 900 s Kopplung (FB1), 600 s Deaktivier{ghanolamin), 120 s Regeneration (0,1 M
HCI). Die rote Linie steht fiir den Verlauf in derHKiivette und die griine Linie fiir den Verlauf in @er
Kivette. Das Antwort-Signal (Response) in m° ist dbe Zeit (Time) in Sekunden aufgetragen.

3.4.2.2 Affinitatsbestimmung selektierter scFvs

Die Charakterisierung der scFvs, deren ErgebnissELISA auf die hochste Affinitat
zu FB1 hindeuteten, erfolgte mit der SPR-Analys8.8). Die gleichfalls nach den Er-
gebnissen im ELISA ausgewahlten Klone BFB1-2-L4 tMd konnten aus technischen
Grinden keiner Affinitdtsbestimmung unterzogen wardViit der Autolab SPR Esprit
(Eco Chemie) wurde die Affinitat der scFvs BFB1BEB1-2-E37 und -E54, BFB1-2-
M69, BFB1-2-H27 und -H78 und BFB1-2-L64 unter Vendeng des Streptavidin-
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beschichteten Chips ,SPR Sensordisc SAD50d* (Xargemittelt. An die Oberflache
des Chips wurde in beiden Kivetten das Biotin-FRihjkigat gekoppelt. Fur die Bin-
dungsanalyse der scFvs wurde die erste Kivettengdigezweite gemessen, die mit
Bindepuffer ohne scFv beschickt wurde. Die scFvungen wurden 1:100 und 1:10
verdunnt und dann je zwei Mal pro Verdinnungsstuig zwei Mal unverdiinnt gemes-
sen. Um noch an FB1 gebundene scFvs vollstandentfernen, fand eine Regenerati-
on der Chipoberflache mit 1 M Salzsaure statt,ddiech die hohe chemische Stabilitat
von FB1 ermdglicht wurde. So konnten die in diedéapitel aufgefiihrten Bindungs-
analysen mit den verschiedenen scFv-Klonen himtaneler mit demselben Chip
durchgefuhrt werden. Fur die Auswertung der erhelteBindungsdaten wurde das
Programm Scrubber2 (Biologic Software Pty. Ltd. mpaell, Australia; 2.10.3) ver-
wendet. Das Signal der zweiten Kuvette wurde alefeaz von dem der ersten subtra-
hiert und die Zeit- und die Signal-Achse wurdenmmalisiert. Die erhaltenen Messwerte
wurden unter Annahme eines Bindungsverhaltnissesiviigen zu Antikdrper von 1:1
(Langmuir 1:1 Bindungsmodell) analysiert. Als Mals fie Affinitdt wurde die Disso-
ziationskonstante gbestimmt.

Zunachst wurde der scFv BFB1-2 in den Konzentreto21,5 uM, 2,15 uM und
0,215 uM gemessen, um dessen Affinitat als Verigiert fir die mutierten scFv-
Klone zu erhalten (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Bestimmung der Affinitdt des scFvs BFB1-2 Biatin-FB1-Konjugat.Dazu wurden ver-
schiedene Konzentrationen des Antikdrperfragmemtgefaiinnt, 1:10, 1:100) auf einen mit dem Konju-
gat gekoppelten Chip gegeben und das Bindungsverhalbalysiert und ausgewertet. Das Antwort-
Signal (Response) in m® ist tber der Zeit (Tim&ekunden aufgetragen.
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Zu Beginn der Messung mit der Probenaufgabe aufGlep steigt die Kurve bei der
hochsten Konzentration des scFv von 0 auf 240 aiteind fallt dann wieder leicht auf
230 ab, scheinbar ohne in einen Gleichgewichtsadst&nzahl der assoziierenden
scFvs ist gleich der Anzahl der dissoziierendervsgEu gelangen. Fur die Konzentra-
tion von 2,15 pM verhalt es sich ahnlich, wobei destieg etwas flacher verlauft. Bei
einer Konzentration von 0,215 puM ist kaum noch diwedungskurve auszumachen.
Die Dissoziationsphase startet mit dem Austauschsdev-Losung auf dem Chip mit
der Pufferlésung. Hier fallt die Bindungskurve amféang fast senkrecht ab und geht
dann einen flachen negativen Verlauf Uber, dedbeihdchsten Konzentration nach ca.
150 s eine Steigung von null erreicht. Fur den d8FB1-2 wurde eine Bindungskon-

stante (k) von 4,12 uM errechnet.
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Abb. 3.17: Bestimmung der Affinitat des scFvs BFB1-2-E87 Riotin-FB1-Konjugat.Dazu wurden
verschiedene Konzentrationen des Antikdrperfragméanverdiunnt, 1:10, 1:100) auf einen mit dem
Konjugat gekoppelten Chip gegeben und das Bindurfgaiten analysiert und ausgewertet. Das Ant-
wort-Signal (Response) in m® ist tiber der Zeit @)im Sekunden aufgetragen.

Als nachstes wurde der scFv BFB1-2-E37 (Abb. 3id den Konzentrationen 8,48 uM,
0,848 uM und 84,8 nM gemessen. Aus technischend@riikonnten jedoch die Daten
der letzten Verdinnungsstufe nicht zur Bestimmuag Affinitat verwendet werden.

Wie bei dem scFv BFB1-2 gibt es am Anfang der Megswahrend der Assoziation
einen steilen Anstieg der Bindungskurve. Bei dezhsten Konzentration auf den Ma-
ximalwert von 120 m°, jedoch gelangt die Kurve héehnell in einen Gleichgewichts-
zustand. Wahrend der Dissoziationsphase fallt ¢éraef) dass die Kurven nahezu in
eine Steigung von null tbergehen. Mit Hilfe des Kea-Software Scrubber 2.0c konn-
te die Affinitat fur dieses Antikbrperfragment Mi2 uM berechnet werden.
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Abb. 3.18: Bestimmung der Affinitat des scFvs BFB1-2-EB54 Riotin-FB1-KonjugatDazu wurden
verschiedene Konzentrationen des Antikdrperfragsméatverdinnt, 1:10, 1:100) auf einen mit dem
Konjugat gekoppelten Chip gegeben und das Bindurfysiten analysiert und ausgewertet. Das Ant-
wort-Signal (Response) in m® ist Uber der Zeit @)iim Sekunden aufgetragen.

Der scFv BFB1-2-E54 (Abb. 3.18) wurde in den Koriegionen 41 uM, 4,1 uM und

0,41 uM analysiert. In der héchsten Konzentratiordwahrend der Assoziation des
scFv an FB1 kein Gleichgewichtszustand erreicht, maximale Messwert betragt
228 m°. Bei der mittleren Konzentration entstehe vibei dem BFB1-2 ein Quasi-
Gleichgewichtszustand mit einem leichten Abfall #&rve um 0,75 m°/min. Die Dis-

soziation verhdlt sich wie bei den anderen scFus: ieigung der Kurve geht nach
einem rapiden Abfall zu Beginn nach 150 bis 25@gem null. Die errechnete Affinitat
dieses Antikorperfragments betragt 9,92 pM.

Die Messung der Bindungskurven des scFv BFB1-2-Kb. 3.19) wurde in den
Konzentrationen 73,6 uM, 7,36 uM und 0,736 uM vagyemen. Der maximal gemes-
sene Wert betragt 228 m°. In den unteren beiderz&mumnationen entsteht wahrend der
Assoziation der Gleichgewichtszustand, in dem dieahl der assoziierenden Antikor-
perfragmente gleich der Anzahl der dissoziierendenn der hdchsten Konzentration
wird dieser nahezu ebenfalls erreicht. In der DiEg@nsphase weisen die Kurven der
oberen Konzentrationen nach dem rapiden Abfall agih der Phase wieder eine
leichte Steigung von ca. 1 m°/min (bei 73,6 uM) b2w8 m° (bei 7,36 uM) auf. Da-
gegen fallt diese bei 0,736 UM scFv stetig ab. $a€iv BFB1-2-H27 weist eine Affini-
tat von 3,81 uM auf.
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Abb. 3.19: Bestimmung der Affinitat des scFvs BFB1-2-tfn Biotin-FB1-KonjugaDazu wurden
verschiedene Konzentrationen des Antikorperfragm@mgerdiinnt, 1:10, 1:100) auf einen mit dem
Konjugat gekoppelten Chip gegeben und das Bindurfysiten analysiert und ausgewertet. Das Ant-
wort-Signal (Response) in m® ist Uber der Zeit @)iim Sekunden aufgetragen.

Der scFv BFB1-2-H78 (Abb. 3.20) wurde in den Kortzationen 22 uM, 2,2 uM und
0,22 uM hinsichtlich seiner Bindung an das immaiglite Biotin-FB1 analysiert. Wah-
rend der Assoziation steigen die Bindungskurveohras auf einen Maximalwert in der
hochsten Konzentration von 240 m°, wahrend sicheber Konzentration von 2,2 uM
ein Gleichgewichtszustand einstellten kann. DiedBmgskurven der niedrigsten Kon-
zentration liegen im Gegensatz zu allen anderempalbgemessenen Bindungskurven
relativ weit auseinander. Die Dissoziationsphaseetilder der tUbrigen scFvs: Die Kur-
ve der oberen Konzentration weist nach dem stéileall eine leicht positive Steigung
von 0,55 m°/min auf, die der mittleren Konzentratigeht gegen null und die der un-
tersten Konzentration fallt stetig ab. Die Affinitdieses scFv konnte auf 1,73 uM be-

rechnet werden.
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Abb. 3.20: Bestimmung der Affinitdt des scFvs BFB1-2-H#8 Biotin-FB1-KonjugatDazu wurden
verschiedene Konzentrationen des Antikdrperfragméanverdinnt, 1:10, 1:100) auf einen mit dem
Konjugat gekoppelten Chip gegeben und das Bindurigsiten analysiert und ausgewertet. Das Ant-
wort-Signal (Response) in m° ist tiber der Zeit @)im Sekunden aufgetragen.

Die Analyse des Bindungsverhaltens des scFv BFB&£2{Abb. 3.21) fand in den
Konzentrationen 48,5 uM, 4,85 uM und 0,485 pM s@i¢ Assoziationsphase ist ge-
pragt durch einen Anstieg des Antwort-Signals, walie Kurve je sich nach Konzent-
ration mit leicht positiver oder negativer Steigumgn die Einstellung des Gleichge-
wichtes (Steigung gleich null) bewegt. Der Maximativbetragt 313 m°. Die Dissozia-
tion lauft bei allen Kurven ebenfalls nach einerrlstn Abfall zu Beginn in Richtung

der Einstellung eines Gleichgewichtes ab. Die Affindieses scFv liegt bei 4,5 uM.
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Abb. 3.21: Bestimmung der Affinitat des scFvs BFB1-2-f# Biotin-FB1-KonjugatDazu wurden
verschiedene Konzentrationen des Antikdrperfragméanverdinnt, 1:10, 1:100) auf einen mit dem
Konjugat gekoppelten Chip gegeben und das Bindurfgaiten analysiert und ausgewertet. Das Ant-
wort-Signal (Response) in m® ist Uber der Zeit @)iim Sekunden aufgetragen.
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Abb. 3.22: Bestimmung der Affinitat des scFvs BFB1-2-ki6n Biotin-FB1-KonjugaDazu wurden
verschiedene Konzentrationen des Antikorperfragm@mgerdiinnt, 1:10, 1:100) auf einen mit dem
Konjugat gekoppelten Chip gegeben und das Bindurigsiten analysiert und ausgewertet. Das Ant-
wort-Signal (Response) in m® ist Uber der Zeit @)iim Sekunden aufgetragen.

Der scFv BFB1-2-M69 (Abb. 3.22) wurde in den Konzationen 8,76 uM, 0,876 uM
und 87,6 nM zur Messung der Bindungskurven auf ehénBiotin-FB1 gekoppelten
Chip gegeben. Der maximal in der Messung erreidéfeet betrug fur die Konzentration
von 8,76 UM 164 m°, wobei sich wahrend der Assamiakein Gleichgewichtszustand
einstellte. Bei der mittleren Konzentration fallteder die leicht negative Steigung nach
der anfanglichen stark positiven auf und die nggte Konzentration fuhrte zu keiner
charakteristischen Bindungskuve mehr. Die Dissamaterlauft auf die gleiche Weise
wie bei den anderen Antikdrperfragmenten in Ricgtemes Gleichgewichtszustandes.
Zu bemerken ist noch der ungewohnliche leichte ikgstach Beginn der Dissoziation
fur die beiden unteren Konzentrationen. Diesemighrscheinlich systembedingt und
ergibt sich aus dem Austausch des Puffers in dee#é durch den Einfluss des Tem-

peraturunterschiedes. Es konnte eine Affinitat 3@8 puM errechnet werden.

Fir einen Ubersichtlicheren Vergleich werden digebnisse in der Tab. 3.7 zusam-
mengefasst. Insgesamt weisen drei scFvs, BFB1-2-HR78, -M69 bessere
Bindeeigenschaften zu FB1 auf als der urspringliKloa, dessen Affinitat verbessert
werden sollte, zwei scFvs, BFB1-2-E37 und —L64 taesi ungefahr die gleiche und der
BFB1-2-E54 hat eine deutlich schlechtere Affiniate Affinitat des scFv BFB1-2-H78

hat um sich um den Faktor 2,38 verbessert.
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Tab. 3.7: Ubersicht tiber die in der SPR-Analyseitvesten Affinitaten der verschiedenen scFvs und der
daflr eingesetzten Héchstkonzentration. Der Fakibr die Veranderung der Affinitat der scFvs gegen-
Uber der des BFB1-2, bei 1 gibt es keine, unter e@teutet eine Verschlechterung der Bindungseigen-
schaften und Uber 1 zeigt eine Verbesserung an.

scFv BFB1-2 -E37 -E54 -H27 -H78 -L64 -M69
Konzentration] 21,50 8,48 41,00 73,60 22,00 48,50 8,76
[1M]

Kp [UM] 4,12 4,23 9,92 3,81 1,73 4,50 3,08
Faktor 1 0,97 0,42 1.08 2.38 0.93 1.34

Die in diesem Kapitel analysierten scFv-Klone wur@mhand der Ergebnisse im ELI-
SA fir eine ndhere Charakterisierung tUber die SPRRhSe ausgewahlt. Durch die
Messung in drei Verdinnungsstufen wurde die Bestimgnder Affinitat als Annéahe-
rung an die tatsachliche Affinitat ermdéglicht. Idamsten Schritt wurde der hier affinste
scFv, BFB1-2-H78, durch die Messung in funf Konzatibnen einer exakteren Affini-

tatsbestimmung auch im Vergleich zu BFB1-2 unteernog

3.4.2.3 Exaktere Affinitdtsbestimmung des scFv BFB1-2-H78

Aus der in Kapitel 3.4.2.2 durchgefiihrten Messurgabk sich, dass der scFv BFB1-2-
H78 die hochste Affinitdt hatte. Die Affinitat des Klons wurde in einer weiteren
Messung im Vergleich zu BFB1-2 in den Verdinnun@guM, 0,125 uM, 0,25 pM,
0,5uM, 1 uM, 5 uM und 10 uM (jeweils doppelt) gaeeabestimmt. Die fur BFB1-2
eingesetzten Konzentrationen waren O uM, 0,125 gM5 uM, 0,5 uM, 1 uM und
2 UM (jeweils doppelt). Es wurde der Chip ,Sensardsire Gold“ verwendet, an des-
sen Oberflache in beiden Kivetten Fumonisin Blkdi{2.9.2) gekoppelt wurde. Fur
die Bindungsanalyse der scFvs wurde die erste kéigetgen die zweite gemessen, die
mit Bindepuffer ohne scFv beschickt wurde. Die Regation der Chipoberflache zwi-
schen den einzelnen Messungen fand mit 1 M Salesstatt und fiir die Auswertung
der erhaltenen Bindungsdaten wurde ebenfalls dagr&nm Scrubber2 (Biologic
Software Pty. Ltd., Campbell, Australia; 2.10.3) wendet. Das Signal der zweiten
Klvette wurde als Referenz von dem der ersten ailetit und die Zeit- und die Signal-

Achse wurden normalisiert. Die erhaltenen Messwestieden unter Annahme eines
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Bindungsverhaltnisses von Antigen zu Antikdrper \ioh (Langmuir 1:1 Bindungsmo-

dell) analysiert.

Die Assoziation des BFB1-2-H78 an FB1 zeichnet sicden oberen Konzentrationen
(10 uM und 5 pM) durch einen sehr raschen Anstergkdirve aus, wobei ein Gleich-
gewichtszustand, in dem die Anzahl assoziierentictyder dissoziierender Antikor-
perfragmente ist, nicht erreicht wird (Abb. 3.2B)es ist jedoch bei den Konzentratio-
nen 1 uM und 0,5 pM der Fall. Die Bindungskurvem diedrigsten Konzentrationen
verlaufen kaum uber null und zeigen keinen charatisechen Verlauf mehr. Der er-
reichte Maximalwert in der Messung lag bei 390 mfe Dissoziation verlauft wie
schon bei den im vorigen Kapitel analysierten saliws strebt nach einem starken Ab-
fall zu Beginn einem Gleichgewichtszustand zu. Beechnete Wert der Affinitat be-

tragt 5,5 uM.
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Abb. 3.23: Bestimmung der Affinitdt des scFvs BFB1-8-HirFumonisin BIDazu wurden verschiedene
Konzentrationen des Antikdrperfragments (0 uM, AR, 0,25 uM, 0,5 uM, 1 uM, 5 uM und 10 uM)

auf einen mit FB1 gekoppelten Chip gegeben und daetuBgsverhalten analysiert und ausgewertet. Das
Antwort-Signal (Response) in m® ist Uber der Zein@iin Sekunden aufgetragen.

Zum direkten Vergleich wurde auch die Affinitat dBEB1-2 exakter, d.h. mit einer
hoheren Anzahl an Konzentrationen, bestimmt (AbB4)3 Hier sieht der Verlauf der
Kurven ahnlich aus wie bei dem scFv BFB1-2-H78. Y¥ad der Assoziation wird in
den hoheren Konzentrationen (0,5 uM, 1 uM und 2 kBih Gleichgewichtszustand
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erreicht, jedoch fir die geringeren (0,25 uM, Oud%). Der gemessene Maximalwert
betragt 272 m°. Die Dissoziation zeichnet sich Hueinen starken Kurvenabfall am
Anfang und nachfolgend durch eine leicht negatiteegdng aus, die gegen null strebt.

Die Affinitdt wurde errechnet und betragt 7,2 uM.

Die unterschiedliche Bindungsaffinitat des scFwv, eieer Mutagenese im Bereich der
CDR41 durch die SOE-PCR unterzogen wurde, wird deutlieh gab eine Verbesse-

rung der Bindung um den Faktor 1,3.
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Abb. 3.24: Bestimmung der Affinitat des scFvs BFB1R2B41 Dazu wurden verschiedene Konzentratio-
nen des Antikérperfragments (0 uM, 0,125 uM, 025 LipM und 2 uM) auf einen mit FB1 gekoppelten
Chip gegeben und das Bindungsverhalten analysiettawsgewertet. Das Antwort-Signal (Response) in
me ist Uber der Zeit (Time) in Sekunden aufgetragen

3.4.3 Sequenzanalyse

ScFv-Antikorperklone, die im ELISA auf die hochstefiaitat zu Fumonisin B1 hin-
wiesen, wurden durch die Bestimmung der Affinitdtah SPR-Analyse naher charak-
terisiert. IThre Aminosauresequenzen wurden durchAdignment verglichen, die Er-

gebnisse sind in Tab. 3.8 zusammengefasst.

Bei den beiden der EP-PCR (BFB1-2-E37 und E54) ungerzen Klonen fallt auf, dass
einer sequenzidentisch zum BFB1-2 ist und der anslequenzidentisch in allen CDRs
und nur in den ,framework“-Regionen drei Mutatioreufweist. Dieser Klon schneidet

allerdings in Affinitats-Bestimmung mit 9,92 uM auhlechtesten ab.
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Die beiden in der CDRL durch SOE-PCR veranderten Klone haben in einsitiBo
der CDRy3 dieselbe Substitution von der polaren, ungeladeéxmainosaure (AS) Glu-
tamin gegen die stark basische, positiv geladeneAdmin. Der BFB1-2-H78 weist
zusatzlich zwei Substitutionen in der C[ORvon der zweifach positiv geladenen AS
Arginin zu der einfach positiv geladenen AS Lysirdwon sehr ahnlichen polaren A-
minosauren Serin zu Threonin auf. Dieser ist deR@mmen dieser Arbeit mit 5,5 uM

(bzw. 1,73 uM) als der affinste scFv ermittelt wemd

Der BFB1-2-L64 weist in der COR eine Mutation von Glutamin, polar, gegen Histi-
din, einfach positiv geladen, auf und hat eine ighel Affinitat wie der BFB1-2.

Der scFv BFB1-2-M96 besitzt im Bereich der GlARzwei Substitutionen und eine in
der ,framework“-Region. Durch die Substitutionerravidie Polaritat kaum verandert,
jedoch hat die Anderung von Tyrosin zu Serin eirterischen Einfluss, da Serin durch
den fehlenden Benzol-Ring viel kleiner ist. Die Mtidn im ,framework” befindet sich
in direkter Nahe der CDR und bewirkt in dieser Position eine Anderung inhRing
positiver Ladung. BFB1-2-M96 hat von allen auf é#finitat hin analysierten Klonen
nach BFB1-2-H78 die zweitbeste Affinitat.

Tab. 3.8: Vergleich der Aminoséuresequenz von liezxdenen scFv-Klonen mit der des scFv BFB1-2.
Bei den Klonen handelt es sich um die schon hirgibhihrer Affinitat charakterisierten scFvs. Die
Tabelle fiihrt die Mutationen (alles Substitutionéin) die scFvs nach Region (CDR) auf. Als ,Extra“
werden solche Mutationen bezeichnet, die auRBerdiadlCDRSs liegen.

CDR41 CDR42 CDR43 CDR1 CDR2 CDR3 Extra
E37
E54 Goo: S
Liss: M
l1g5: V
H27 Qo3: R
H78 Qos: R Rise: K
Sieo: T
L64 Qss: H
M69 Tog: P Q9 R
Y3:S




4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Mutagenesegien fir rekombinante Anti-
korper (scFvs) zu entwickeln und zur Konstruktionnv Antikérperbibliotheken
anzuwenden. Diese sollten mit Hilfe eines entspedh angepassten

Selektionsverfahrens zur Isolation von affinitategigen Antikbrperfragmenten fuhren.

Der scFv BFB1-2 wurde im Vorfeld dieser Arbeit (Laeé al, 2005) aus der semisyn-
thetischen Antiképerbibliothek ETH-2 isoliert. Er beidspezifisch Fumonisin B1, ein
weit verbreitetes fur Mensch und Tier gesundheitdgelendes Mykotoxin, dessen
Aufnahme in den Kérper von der Européaischen Gembafsanit einem Grenzwert
belegt wurde. Immunaufreinigungs- und Assay-Verahdie zur Isolation und Quanti-
fizierung eingesetzt werden kénnen, bendtigen espazifischen und hochaffinen An-
tikorperbestandteil. Diesen Anforderungen wurde BEB1-2 nur bedingt gerecht, da
seine Affinitat mit 4,08 x 10M zu gering ausfiel. Im Rahmen dieser Arbeit déeat
beispielhaft als Gegenstand zur Entwicklung und @Gktving unterschiedlicher Muta-
genesemethoden zur Affinitatsreifung rekombinastéiv-Antikbrperfragmente aus der
ETH-2-Antikorperbibliothek. Diese basiert bezuglichr dchweren Kette lediglich auf
einem Keimbahnsegment und bezlglich der leichtetteKeauf zwei Segmenten, die
Variabilitdt wurde durch Randomisierung der CDR®&geffihrt. Da dies als Grundlage
fur die Isolierung eines scFv mit relativ guter iAitat fihrte, wurde der CDR3-Bereich
des Gens konstant gehalten und die Mutagenese DIRA @iente zur Einflhrung der
Diversitat in die neu konstruierten Antikorperbdtheken. Als Vergleich wurde eine
Antikorperbibliothek erstellt, die sich der klasdien Methode der Error-Prone PCR
bediente.

Als weitere Mdglichkeit, die Affinitat eines Antikpers zu verbessern, gilt die Selekti-
on im Phage Display unter sehr stringenten BediggunDer Selektionsprozess an sich
gliedert sich in verschiedene Etappen: Als Basistdiee Immobilisierung des Antigens
oder Haptens an eine Trageroberflache, dann folgen Imkubation von scFv-
exponierenden Phagen zum Binden spezifischer shBgdh und das durch Waschen

erreichte Entfernen von nichtbindenden scFv-Phagam, Schluss erfolgt das Eluieren
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und Amplifizieren der selektierten scFv-Phagen.dbuwiederholen dieses Prozesses
soll eine Anreicherung dieser stattfinden. Die Vgaheinlichkeit der Isolation hochaf-
finer spezifischer Antikdrper kann unter verschigele Bedingungen erhéht werden,
wozu die hier zum Einsatz gekommene substraktivekBeh, die kompetitive Elution
und der steigende Salzgehalt gehoren. Die selektiescFvs wurden hinsichtlich ihrer
Affinitat und der Mutationen charakterisiert undrglechen, um die Mutagenesestrate-

gien zur Affinitatsreifung rekombinanter Antikorpzu beurteilen.

4.1  Mutagenesestrategien

Im humanen Immunsystem werden Antikérper mit hoA&mitaten in zwei Etappen
erzeugt: Das primare Repertoire von Antikoérperstreédn wird durch das kombinatori-
sche Rearrangieren der Keimbahnsegmente der V-@edeziert und dient der Selek-
tion der Antikdrper durch die Bindung an das Antig®ie Affinitat der Antikdrper
wird im Folgenden durch die somatische Hypermutatiod weitere Runden der Anti-
gen-gesteuerten Selektion verbessert (Paul, 2@i8).Hauptentscheidung fur die
vitro Antikorper-Affinitatsreifung ist, wo und wie in €idie V-Gene der Antikorper,
bzw. das Gen eines rekombinanten Antikdrperfragsevititationen eingebracht wer-

den sollen.

4.1.1 Error Prone PCR

Der einfachste Ansatz ist, Mutationen zufallig msdSen einzubringen und damit den
in vivo Prozess der somatischen Hypermutation zu simulié& Error-Prone PCR hat
sich daflr als eine sehr effiziente Methode herasisdit und wurde schon haufig er-
folgreich zur Affinitatsreifung von rekombinantem#korpern angewendet (Dubreuil
et. al, 2005; Granet. al, 1992; Miyazakiet. al, 1999; Shoret. al, 1995). Dafur wird
meistens eine DNA-Polymerase ohne Exonuklease Kiinteke-Aktivitat unter Puffer-
Konditionen niedriger Genauigkeit verwendet. Da Taer DNA-Polymerase abhangig
von den Reaktionsbedingungen eine hohe intrinsiseterrate zwischen 8 x 2Qind

2 x 10* Fehler pro synthetisiertem Nukleotid aufweist (Etkend Kunkel, 1990), ist
sie die bevorzugte Wahl fir die meisten EP-PCR AmsdDie Rate der einfachen Ba-
sen-Substitutionen wéahrend der Amplifikation kanoroth Erhéhung der Mg

Konzentration relativ zur gesamten dNTP-Konzentmtidurch Zufligen von bis zu
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5 mM Mr** oder durch das Andern des Verhéltnisses der viedshen dNTPs erhoht
werden (Eckert und Kunkel, 1990). Niedrige Templatexgentrationen und/oder eine
hohere Anzahl an PCR-Zyklen erzeugen mehr Duplikatiound folglich eine héhere
Mutationsrate in der amplifizierten DNA. Mittelsedier verdnderten PCR-Bedingungen
konnten Mutationsraten von 0,01 bis 10% erreichidee (Fromanet. al, 1995; Var-
tanian et. al, 1996; Lin-Goerkeet. al, 1997). Obwohl der Gebrauch ddaqg
Polymerase fir die EP-PCR weit verbreitet ist, hatden grofen Nachteil, dass be-
stimmte Basenaustausche bevorzugt werden. Die gimreMutationen werden durch
AT zu GC Transitionen und AT zu TA Transversionen daoentnDas Ergebnis ist eine
starke Tendenz zu dAMP- und dTMP-Substitutionen, diasWahrscheinlichkeit zur
Mutation dieser um das zwei- bis vierfache im Veigh zu G-und C-Nukleotiden er-
hoht. Somit werden die Mutationen im Gen nicht diereprésentiert und bei einem
hohen GC-Gehalt kann die durchschnittliche Mutatiate und Variabilitat zusatzlich
reduziert werden (Moore und Maranas, 2000). Aufdrdreser Nachteile und da das
scFv BFB1-2-Gen einen GC-Gehalt von 58% besitnt ian Rahmen dieser Arbeit fur
die EP-PCR Mutagenese das ,,Gene Morph Il EZ Clone Dorvhutagenesis” Kit
Verwendung. Dieses enthélt neben eifagPolymerase-Mutante mit erhdhter Fehler-
rate, die Mutazym | DNA-Polymerase, die zusammenEizymgemisch ausmachen,

welches ,Mutazym II* genannt wird.

Das Mutazym | hat eine hohe Fehlerrate von 3,3% E8hlern pro synthetisiertem
Nukleotid und eine generelle Pradisposition fir He=eugen von Transitionen. Zusatz-
lich zu der starken Bevorzugung der GC zu AT Tramsén, werden auch GC zu TA
Transversionen mit einer hoheren Rate eingefuhrs magesamt die bis zu dreifach
erhohte Tendenz zur Mutation von G und C-Nukleotidesmacht (Cline und Hogrefe,
2000). Das komplementare Mutationsspektrum T und Mutazym | Polymerase
erganzen sich gut, um die Mutations-Befangenhaitaneinzelnen Enzyme auszuglei-
chen (Neylon, 2004). Insgesamt wird so ein Trams#t zu Transversions-Verhaltnis
von 0,9 erreicht. Da es acht mogliche Transversiamahvier mogliche Transitionen
gibt, sollte eine komplett unpolarisierte Mutagenes Verhaltnis von 0,5 aufweisen,
des weiteren ware das Verhaltnis von AT zu GC undzG@T Transitionen gleich 1.

Letzteres entspricht bei Mutazym Il dem Wert 0,6.
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Um eine moglichst hohe Mutationsrate zu erreichearden fir die EP-PCR 1 ng
Plasmid-DNA eingesetzt (2.6.1), was der unterenfehipnen Grenze entspricht. Bei
zu niedrigen Konzentrationen wird keine ausreicleeRdodukt-Ausbeute bei der PCR
erlangt. Auf diese Weise konnten 9 — 16 Mutatiopem Kilobase (Kb) erwartet wer-
den. Eine Mutationsrate zwischen 4 und 22 MutatigmenKb wurde schon friher er-
folgreich zur Affinitatsreifung von Hapten-spezdigen scFvs eingesetzt (Daugheaty
al., 2000) und kann allgemein einen viel versprechemlesatz fir die gerichtete Evo-
lution von Proteinen darstellen (Drummoeid al, 2005; Zaccolet. al, 1999). Anhand
der Sequenzanalyse von Klonen, die direkt nach zi@eiten Panning zuféllig ausge-
sucht wurden, wurde eine Mutationsrate von 12,3atomen pro Kb errechnet (3.3.4).
Dies liegt in der Mitte der erwarteten Mutationstddas Verhaltnis von Transitionen zu
Transversionen liegt bei 0,95, womit das Mutagengedmis ebenfalls wie erwartet
ausfiel. Allerdings liegt bei den itier analysierten Basenpaaren das Verhaltnis von
AT zu GC und GC zu AT Transitionen bei 0,3 und erredamit nur die Halfte des mit
dem Mutazym Il moglichen Verhaltnisses. Da die S&gen jedoch erst nach der Se-
lektion gegen FB1 analysiert wurden, ist anzunehrdass eine Anreicherung von bin-
denden Klonen zu der beobachteten Haufung der G&Tziliransitionen gefuhrt hat.
Ebenso wird durch den GC-Gehalt de$v+Gens von 58% eine leichte Pradisposition
fur diesen Austausch entstanden sein. Bei der lobtdten amberStoppcodon-
Anreicherung handelt es sich um eine in déntolFStamm XL10-Gold konservative
Mutation des Codons CAG zu TAG, die aufgrund derwémdung des Suppressor-

Stammes zustande kommen konnte.

Mit der hier angewendeten EP-PCR konnte keine ungmee Mutagenese (Verhaltnis
der Transitionen zu Transversionen gleich 0,5) dnteixerden. Es zeigte sich jedoch
vor kurzem, dass eine unpolarisierte Mutageneseaifgrund der Redundanz des ge-
netischen Codes eher negativ auswirken kann, daekeative Aminosaureaustausche
stark bevorzugt werden und so wenig chemische Bii&trerreicht wird. Die Amino-
saure-Diversitat ist fur polarisierte Methoden wnapolarisierte ungeféahr gleich: Sie
liegt bei einer EP-Methode bei ca. 34% der moglicDerersitat und fur ein unpolari-
siertes Mutationsspektrum bei 37% (Waetgal, 2006a). Es ist also anzunehmen, dass
EP-PCR-Mutagenese erfolgreich zur Affinitatsreifumgn scFv eingesetzt werden

kann.
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412 SOE-PCR

Die SOE-PCR kann mithilfe degenerierter Primer Nlateen in bestimmte Teilberei-
che eines Gens einbringen und fokussiert damitilitagenese auf die Regionen des
Proteins, die als zielfuhrend betrachtet werders st den Vorteil, dass die Grof3e der
resultierenden Antikdperbibliothek in einem Rahnideibt, der produzierbar und mit
den Ublichen Display-Methoden selektierbar ble®ajpalet. al, 2005). Auch soll so
die Grundstruktur des Antikdpers erhalten bleibeais den Anteil der richtig gefalteten
und potentiell aktiven Binder erhoht (Chane¢sal, 1998).

Bei scFv-Antikbrpern wurden héufig die CDR3-Ber@amutagenisiert (Desideriet.
al., 2001; Nielsen und Marks, 2001), da davon ausgegawird, dass der Hauptteil der
Bindungsenergie durch diese beiden CDR-Schleifegebteuert wird (Schieet. al,
1995). Aus diesem Grund dient dieser Bereich aftEanfihrung der primaren Diversi-
tat einer Antikorperbibliothek (Pinet. al, 1998; Philibertet. al, 2007). Die CDR3-
Bereiche dienen der Antigen-Erkennung, stellen dstee Kontakt zum Antigen her
und tragen die meisten Aminosaureinteraktionen Amtigen bei (Kabat und Wu,
1991, Padlan, 1994). Darauf folgen zusatzliche Bp#Ezdeterminierende Aminosaure-
reste in der CDR1 und CDR2. Nach einer statistiscAmalyse von 22 Hapten-
Antikdrperkomplexen mit bekannter dreidimension&@éuktur (Almagro, 2004), wer-
den wichtige Kontakte tber Aminosauren in der CDRergestellt, jedoch kaum tber
die CDR 2. Fur die schwere Kette verhalt es sich &hnlide: ideisten Kontakte liegen
in der CDRy1 und ihrer Umgebung und nur sehr wenige in der D®as liegt daran,
dass die Schleifen der CDR2-Bereiche in der Periptder Antigenbindestelle liegen
und nur von grol3en Antigenen wie Proteinen undi@epterreicht werden, kaum aber
von Haptenen (Almagro, 2004). Aus diesen Grunddrehavir uns dafur entschieden,
zufallige Mutationen in die CDR und CDRy1 des scFv BFB1-2 einzufiihren, um nach
der Selektion Antikérper mit einer stabileren ufffineren Bindung zu erhalten. Diese
Bereiche wurden auch in friheren Studien zur Er@egg/on Diversitat in Antikorper-
bibliotheken zur Isolation affinitatsgereifter Haptspezifischer Antikérper eingesetzt
(Davies und Riechmann, 1996; Shett al, 1995) oder wurden spater als die fur die
positiven Effekte mitverantwortlichen Regionen ideriert (Kramer, 2002; Muratat.
al., 2002; Valjakkeaet. al, 2002).
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Mit Hilfe der Mutagenesemethode der SOE-PCR wuuntenverschiedene Antikorper-
bibliotheken des scFv BFB1-2 erstellt: Eine mit @ar €DR;1 mutagenisiertem Bereich
(BFB1-2-H1), eine mit in der CDR mutagenisiertem Bereich (BFB1-2-L1) und eine
mit in beiden CDR1 eingefihrten Mutationen (BFBM2- Die degenerierten Primer
wurden so konstruiert, dass eine moderate Mutagb@son 10% in der CDR1 erreicht
werden sollte, um den Anteil unfunktioneller Klogering zu halten. Die Sequenzie-
rung von drei bis funf Klonen pro Antikdrperbiblicgk zeigte eine Spanne von 7 bis
13% und eine durchschnittliche Mutationsrate vofol@vas damit den Erwartungen
entsprach. Die beobachteten Deletionen wurden waiiirend der Amplifizierung
durch die Polymerase verursacht (Cha und Thilly,3)9&in Problem bei der SOE-
PCR stellt der erste Schritt zur Synthese der matieFragmente dar, weil degenerierte
Primer mit hoherer Ahnlichkeit zur Ausgangssequeffizienter annealen kénnen. Zu-
dem werden Primer mit Mutationen in der Nahe deBride haufiger erfolgreich wah-
rend der Amplifikation verlangert als solche mitr&iederungen in Richtung des 3’-
Endes. Daher wurde bei der Konstruktion der Prinnéreene angemessene Lange von
vollstandig annealender Sequenz am 3'-Ende geaghi@erdem wurde die Mutations-
rate in den Primern mit 10% (ca. drei Nukleotide @DR) relativ niedrig gehalten,
womit die Bindungsenergie der Primer wenig beesdtuvurde und sich weniger Se-

lektionsunterschiede ergaben.

Die Mutagenesestrategie der SOE-PCR flhrte zu el@lagten Diversitat in den Berei-
chen der CDRL und CDR,.1. Sie stellt eine schon in der Vergangenheitlgréch
durchgefuhrte Methode zur fokussierten MutagenesdDesidericet. al, 2001; Dong
et. al, 2002; Dubreuikt. al, 2005; Horten, 1993; Nielsen und Marks, 2001; Paet
al., 2006) und wurde im Rahmen dieser Arbeit zur \temmader CDR1-Bereiche spe-

ziell zur Affinitatsreifung von Hapten-spezifisch@ntikrpern durchgefihrt.

4.2  Die Antikérperbibliotheken

Die kritische Grol3e im Bereich der gerichteten Etiotuist die Diversitat der Antikor-
perbibliothek, d.h. wie wird eine Tendenz zu bestien Substitutionen vermieden und
wie kann eine statistisch aussagkraftige Fraktien Antikorperbibliothek selektiert

werden. Die Diversitat hdngt dabei von der Grol¥eAdeikoperbibliothek und der Mu-
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tationsfrequenz ab. Das hypothetische Ziel einein@dn Mutagenese zum Erstellen
einer Bibliothek ist es, jede AS der Polypeptidedtatistisch gesehen durch jede mdg-
liche der 19 AS auszutauschen. Eine optimale Metleofidlt folgende Kriterien: Ein
Mutationsspektrum ohne systematische Tendenz, eamérdilierbare Mutationsfre-
quenz, fortlaufende Nukleotid-Substitutionen odexd@n-basierte Substitutionen, die
Maoglichkeit von Mutationen bestimmter Untergrupg@ositive oder negative Ladung
der AS), Unabhangigkeit von der Lange des Gensniecihe Einfachheit und Reprodu-
zierbarkeit und Wirtschaftlichkeit (Worgg. al, 2006b).

Die GroRe der BFB1-2-E wird dargestellt aus 1,6 XKi@nen bei einer Mutationsfre-
quenz von ca. 9 Nukleotid-Substitutionen pro Gef.23. Damit hat sie eine maximale
Diversitat, denn theoretisch sind alle Nukleins&ageienzen in der Bibliothek unter-
schiedlich (PEDEL (,Program for Estimating DiversityError-prone PCR Libraries"),
Patrick et. al, 2003). Die Anzahl moglicher Varianten mit neun t&tionen betragt
allerdings 3,2 x 18, was deutlich macht, dass die Hohe der theoretisatjlichen Di-
versitat enorm ist und weit ab von dem, was im Lajmmeriert und gescreent werden
kann. Die gréRtméglichen Protein-kodierende Bilbiéesten umfassen Yhbis 16° Klo-
ne. Bezogen auf die verschiedenen Kriterien zurdsawg einer Antikdrperbibliothek,
ist diese als positiv zu bewerten, denn die Tendenbestimmten Mutationen wurde
optimiert, die Mutationsrate ist kontrollierbargdizenlange ist nicht entscheidend, das
Erstellen ist simpel, robust und wirtschaftlich (Vgaat. al, 2006b).

Die BFB1-2-H1 hat einen Umfang von 8 x*1Blonen, die BFB1-2-L1 einen von

4,2 x 1¢ und BFB1-2-M besitzt 4,5 x 1&Klone (3.1.1) bei einer Mutationsrate von drei
Substitutionen pro CDR, drei Mutationen pro CDR und sechs Mutationen in der
kombinierten Antikdrperbibliothek. Die Anzahl dérebretisch moglichen Sequenzvari-
anten bei der gegebenen Mutationsrate betragt,sa 10 fir die in einer CDR Muta-

tionen tragenden Bibliotheken und 1 > T0r die kombinierte Bibliothek. Damit haben
diese zwar eine hohe Diversitat, bleiben aber hidéz mdglichen Sequenzvielfalt zu-
rick, obwohl diese in einem praktisch erreichbd&ahmen liegt. Bezogen auf die oben
angegebenen Bewertungskriterien schneidet die éwgécbibliotheken dennoch ahn-
lich gut ab, denn hier wird der wichtigste Punkassl namlich keine Tendenz zu be-

stimmten Mutationen besteht, erfillt.
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4.3  Panning der Antikorperbibliotheken gegen FB1

Zur Affinitatsreifung rekombinant hergestellter Adirper besteht neben der Mdglich-
keit der gerichteten Evolution und der Erstellung Yarikorperbibliotheken die Opti-
mierung des Selektionsprozesses. Modifizierte Reystiategien zur Erhdhung der
Wahrscheinlichkeit einen hoch affinen Antikdrperigalieren sind: die Konzentration
des immobilisierten Antigen-Konjugates graduell €lie fortlaufenden Panningrunden
zu erniedrigen (Strachagt. al, 2002; Friedmaret. al, 2008), das freie Antigen zur
kompetitive Elution spezifischer Antikérper zu bezart (Charltonet. al, 2001) und
stringentere Waschbedingungen vor der Elution anmdes Ein substraktives Pan-
ning, bei dem die Antikdrperbibliothek zuerst mignd Immobilisations-Linker oder
-Carrierprotein oder mit Analoga des Antigens inkubwird, kann zur Steigerung der
Spezifitat eingesetzt werden und vergrolRert die rdieinlichkeit, dass selektierte
Antikorper das freie Antigen erkennen.

Fur die Isolation von scFvs aus den vier Antikbiidiotheken, die verbesserte Bin-
dungseigenschaften zu Fumonisin B1 aufweisen solieurden verschiedene Pan-
ningstrategien kombiniert (2.8). Zuerst wurde ddasstaktive Panningschritt gegen den
Biotinlinker durchgefuhrt, um Antikdrper exprimierée Phagen, die diesen binden, zu
entfernen. Dann wurde die Stringenz des Waschamk sthoht, indem erst ausgiebig
mit PBST und dann mit ansteigenden NaCl-Konzentmatiogewaschen wurde. Die
Elution spezifischer FB1-Antikoper-Phagen wurde iefdlich kompetitiv vorgenom-
men, wobei in der zweiten Runde ein zusatzlicheti&lgschritt mit der niedrigsten
FB1-Konzentration von IOM durchgefithrt wurde. Die Anzahl der Panningrunden
wurde auf zwei reduziert, da so einer Anreicheruag Phagen mit unvollstandigem
scFvGen, die inE. coli hbhere Wachstumsraten aufweisen (&ural, 2001), entge-

gengewirkt werden sollte.

Der Verlauf des Pannings (3.2) zeigt bei allen Watikorperbibliotheken in der zwei-
ten Runde einen Anstieg des Phagentiters fur diersunchten Wasch- bzw. Eluatfrakti-
onen. Das spricht fur eine Anreicherung von speaifibindenden Phagen je nach Elu-
atfraktion in einem unterschiedlichen Ausmal3. OfissAnzahl der Phagen in der letz-
ten NaCl-Waschfraktion relativ hoch ist und im zigai Panning mit ansteigt, kann da-

mit in Verbindung gebracht werden, dass nicht mspezifisch bindende Phagen ent-
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fernt werden, wie durch das Waschen mit PBST, sondech Teile spezifisch binden-
der Phagen. Die lonenstarke beeinflusst die elstdtischen Interaktionen zwischen
Antikdrper und Antigen durch das Abschirmen von Lagkn (Dejaegeret. al, 2005).
Gerade schnell dissoziierenden Antikdrpern wirduwlell eine erneute Assoziation er-
schwert. Damit findet eine Selektion auf Antikdrpeit einer langsameren Dissoziation
statt, womit die Affinitat steigt. Am FB1 verbliebe scFvs sollten damit also affiner
sein, als die im letzten NaCl-Waschschritt entienntin der ersten Panningrunde ist die
Anzahl der durch Salz entfernten Phagen &hnlichirdeAnschluss mit FB1 eluierten
Phagen und in der zweiten Panningrunde steigt dgiasela es eine Anreicherung der
spezifisch und affin bindenden Phagen gegebenviat,denen ein geringerer Anteil
eine langsamere Dissoziation zeigt (geringerer Tdes Eluates 1OM, bzw. 10° M
FB1). Auffallig bei den Selektionen der unterschigten Antikdrperbibliotheken ist
der mit am starksten ansteigende Titer des Eluat@$ MLFB1“. Das kénnte auf die
noch vorhandenen scFvs hindeuten die eine &hnlidfiritat besitzen wie der ur-
sprungliche Klon BFB1-2. Daher wurden diese flurtere Analysen nach dem zweiten
Panning nicht beriicksichtigt, sondern Klone der #uya0°M FB1“, ,10°M FB1*
und Glycin-HCI untersucht. Die Klone der sauren iBlutvurden miteinbezogen, da die
Moglichkeit bestand, unter ihnen noch hochaffindikdrper eluiert zu haben. So sind
zwar durch die kompetitive Elution meistens mehrdemeeluiert worden, nicht aber fir
die BFB1-2-H-Antikdrperbibliothek (Abb. 3.7), wagede Annahme unterstitzt.

Weiterhin bemerkenswert ist der Anstieg der Phatggriteim Panning der BFB1-2-E-
Antikorperbibliothek (Abb. 3.5), der von allen iresgamt am gré3ten ausfallt. Bei dieser
wurden Mutationen zufallig mit einer Rate von 1RliGtationen pro Kb Gber die gesam-
te Lange descFwv+Gens eingefiihrt. Aus diesem Grund kann man dausgehen, dass
ein im Vergleich zu den anderen Antikdrperbiblidiee groRerer Anteil an unfunktio-
nellen Antikérpern durch ungiinstige Mutationen ifrapnework” entstanden ist (Ney-
lon, 2004; Wong et. al., 2006a), welcher hauptséctdurch das erste Panning entfernt
wurde. Andersherum bedeutet dies, dass die foktssiutagenese wie geplant einen
hoheren Anteil richtig gefalteter und potentieltia&r Binder besal3.
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4.4  Analyse selektierter scFvs

Nach dem Panning wurden je 200 Klone pro Antikdopg®iothek auf die Vollstandig-
keit desscFv+Gens Uberpruft (3.3.1), um Klone mit verkirzteneodicht mehr vor-
handenem Gen aus weiteren Analysen auszuschliéianAnteil der untersuchten
Klone mit vollstdndigem Gen lag bei den Antikorgbliotheken bei 96,5 bis 98,5%.
Dabei konnten auch bei der BFB1-2-E nicht mehr usténdige Gene festgestellt wer-
den, obwohl diese mit durchschnittlich neun Mutagio pro Gen eine etwas erhthte
Wahrscheinlichkeit daftr aufweist als die anderemil®rperbibliotheken mit durch-
schnittlich drei bis sechs Mutationen pro Gen. &ssgnt spricht dieses Ergebnis fir
eine gute Qualitat der Bibliotheken, da dies anérihohen Anteil funktioneller Klone

hinweist.

AnschlieRend wurden je 100 Klone mit vollstandig&an einer Expressionsanalyse
unterzogen (3.3.2). Im Verlauf des Pannings kannuesAnreicherung solcher Phagen
kommen, dererscFv+Gen durch Deletionen und Insertionen Leserasteshigrisungen
aufweisen oder durch Stopcodone keinen ,Open rgafdame” (ORF) mehr besitzen
(Carcamcet al. 1998; Barderast. al, 2006). Die Wahrscheinlichkeit sinkt zwar bei der
Verwendung des Hyperphage als Helferphagen, kaenrabht ausgeschlossen werden
(Hustet. al, 2006). Der Anteil exprimierender Klone lag zwisoh20 und 35%. Da die
Expressionsanalyse mittels der DOC-Methoded(t.ial, 2002) jedoch sehr stark ,im
Auge des Betrachters® liegt, stellt das Ergebniseinen Hinweis darauf dar, bei wel-
chen Klonen die Wahrscheinlichkeit sehr hoch istee ORF zu finden. Nimmt man
bei der Auswertung auch Klone hinzu, die auf DOGipam Medium ein geringeres
Wachstum zeigten als die Vergleichskolonie, ergioh ein Prozentsatz von durch-
schnittlich 70%. Bei der Sequenzierung von 24 BRB¥-Klonen (Tab. 3.6) wiesen
alle einen vollstandigen ORF auf, jedoch kann derhfrobenumfang nicht als repréa-
sentativ angesehen werdéimberStopcodone wurden nicht bertcksichtigt, da sie we-
gen der Verwendung des XL1 Blue bzw. XL10 Gold (Seppor-Stamme) zu Glutamin
translatiert wurden. Das Vorhandensein solcher wanas praktischen Griinden an an-

derer Stelle Gberpruft.

Alle 100 Klone pro Antikorperbibliothek wurden im ERA auf ihre Bindungsstarke
von FB1 hin geprift (3.3.3). Die Absorptionswertarden durch die Division der Pro-
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teinkonzentration im Kulturtiberstand normalisievipbei davon ausgegangen wurde,
dass der Anteil der rekombinanten Proteine direktdem Gesamtproteingehalt zu-
sammenhangt und das Verhaltnis bei allen Klonereiféhy gleich ist. Die Kultivierung
der E. coliZellen der verschiedenen Klone zur Expression devserfolgte in einer
Mikrotiterplatte, wobei das Animpfen aus der Plattg der Vorkultur gleichzeitig vor-
genommen wurde. Die Normalisierung diente auchEdglisierung von unterschiedli-
chen Wachstumsgeschwindigkeiten, die in einer hgihetelldichte und einer damit
hoheren Expression resultierten. Die ermitteltengiéchswerte wurden zur Auswahl
von Klonen benutzt, bei denen die héchste Affiniigenommen werden konnte. Dabei
wurden pro Antikdrperbibliothek zwei Klone ausgeWakleren Werte am stérksten
vom Mittelwert abwichen. Dies waren die Klone BFBE37 und -E54, BFB1-2-M7
und -M69, BFB1-2-H27 und -H78, BFB1-2-L4 und -L64 eDAffinitdten dieser scFvs
wurden mittels Oberflachenplasmonresonanz bestirmmier Expressionsanalyse wa-
ren diese bis auf einen (BFB1-2-E37) unter den @% der Klone mit ORF.

Um den Verlauf der Selektion der oben genanntenkdrger zu dokumentieren und
um eine Anreicherung von Klonen festzustellen, wearduf verschiedenen Stufen des
Selektionsprozesses exemplarisch stiev+Gene zufallig ausgewahlter Klone sequen-
ziert (3.3.4). Der Erfolg der Mutagenese wurde zunere durch die Sequenzierung
einzelner PCR-Fragmente belegt, die drei bis viatatlonen aufwiesen und durch die
Sequenzierung von Klonen aus den Antikdperbibliotime die eine Mutationsrate von
10% fur die fokussierte Mutagenese bzw. 12,3 Bassnasche pro Kilobase fur die
EP-PCR-Mutagenese zeigten (4.1). Nach den beideniRgunden und der sich an-
schlieBenden PCR-Analyse (3.3.1) wurden exemplarars der Antikorperbibliothek
BFB1-2-M neun Klone mit vollstandigesctF+Gen sequenziert und auf Aminosaure-
ebene verglichen. An dieser Stelle war schon eineigherung von Klonen zu erken-
nen, da es zwei Mal zwei sequenzidentische Klore 4 nachstes wurden ebenfalls
aus der BFB1-2-M 15 Klone untersucht, die mit hoWahrscheinlichkeit einen voll-
standigen scFv exprimierten. Hier ergaben sich @Greppen, zwei mit je zwei Klonen
mit identischer Proteinsequenz und eine Gruppe/mitsequenzidentischen scFvs, was
eine noch deutlichere Anreicherung zeigt. Intenetssaveise konnte der BFB1-2-M69,
dessen Ergebnis im ELISA auf eine hohe Affinitat hesyikeiner dieser Gruppen zu-

geordnet werden. Bei diesem stellte sich spéatex g Vergleich zu BFB1-2 etwas



4.4 Analyse selektierter scFvs 91

erhohte Affinitat heraus. Der BFB1-2-M45, der dedlgfen Gruppe sequenzidentischer
Klone angehdrte, zeigte auch im ELISA Werte, die @né gute Affinitat hinwiesen,
jedoch hatten die Klone BFB1-2-M7 und -M69 Werte, auf die hochste Affinitat hin-
deuteten, und wurden daher weiter analysiert. Diggebnisse zeigen, dass die Anrei-
cherung von Klonen gleicher Sequenz nicht notwestthgise mit der Affinitat der

Fragmente korreliert, was anderswo ebenso festtjestede (Walchliet al.2004).

Zwei Verdnderungen der Aminosauresequenz wurdenendhdes Pannings der BFB1-
2-M-Antikorperbibliothek angereichet: Zum einen desstausch des Tyrosins in der
CDRy1 an der Position 32 und der Austausch des Theahiesfalls in der CDRL an
der Position 28. Die Substitution des Tyrosins lebhen Klonen gegen Glutamin und
bei zwei Klonen gegen Serin hat einen sterischefiuss) denn letztere sind viel klei-
ner und weniger raumgreifend. Die Polaritat dagdgeibt gleich. Es scheint, dass da-
durch eine Strukturverdnderung resultierte, dieeripositiven Einfluss auf die Bin-
dungsaffinitat zeigte, sodass Klone mit dieser Mortaeinen Selektionsvorteil hatten.
Die ungeladene, polare AS Threonin ist bei zwei Klogegen die hydrophobe AS Pro-
lin ausgetauscht, bei funf Klonen allerdings ge§enin, die sich nur durch eine fehlen-
de Methyl-Gruppe von Threonin unterscheidet. Preinn sowohl ircis- als auch in
trans.gebundener Konfiguration vorkommen, was erhebticBafluss auf die Faltung
von Proteinen haben kann. Es kann aufgrunccgeAmidbindunga-Helices unterbre-
chen, weshalb ein eher negativer Effekt angenommerdem kann (Wonget. al,
2006a). Diese Vermutung wird dadurch unterstiassdlie Mutation zu Serin haufiger
vorkam, welche als effektlos betrachtet werden kdbaher scheint ein Vorkommen
von Prolin an dieser Position keinen positiven g8 auf die Affinitdt hervorgerufen
zu haben. Letztendlich ist die Anzahl der analysieKlone (24) jedoch so gering, dass
das Erkennen einer echten Anreicherung von Mutatiomcht gewé&hrleistet werden
kann. Folglich kann eine generelle Aussage UberZlesammenhang der Mutationen
mit der Bindungsaffinitat schwer getroffen werden.



92 4 Diskussion

4.5  Charakterisierung einzelner scFvs

4.5.1 Expression und Aufreinigung

Fur die Charakterisierung einzelner scFvs bezuglloter Affinitat mittels SPR-
Analyse, wurden diese i&. coli TB1 exprimiert und direkt aus dem Kulturiberstand
aufgereinigt. Fur die Sekretion von Proteinen irs deriplasma von gramnegativen
Bakterien sind verschiedene Mechanismen und Pfekanmt (Thanassi und Hultgren,
2000), wobei hier fur das Targeting rekombinantdfvsaie N-terminal liegende pel B
leader Sequenz d&ectobacterium carotovorufectatlyase B verwendet wurde. Diese
sorgt nicht nur fur die Lokalisierung von Proteinesondern kann auch einen stimulie-
renden Effekt auf das Expressionslevel insgesangrh@Blettaet. al, 2006). Aufgrund
der partiellen Durchlassigkeit der aufReren Membkickthun und Skerra, 1989)
konnten die scFvs direkt aus dem KulturiiberstarmdB.ocoli Expressionskulturen mit-
tels Protein A-Affinitatschromatographie aufgerginwerden. Vorraussetzung dafur
war, dass das DP-47 Segment der schweren Kettescifers zur Gruppe deryg-
Doménen gehort (Hoogenboaghal. 1992), was hier erflllt wurde. DP-47 gewabhrleis-
tet eine gute Expression der scFvs und die korrekteing des Proteins beim Phage
Display und in Losung (Vitet al, 2000). Eine weitere vorteilhafte biophysikalische
Eigenschatft ist die Exprimierbarkeit ohne das Entstel@n ,inclusion bodies* und
Dimeren inE. coli (Ewertet. al.2003). Durch ,Size Exclusion Chromatography* konn-
te auch im Vorfeld dieser Arbeit gezeigt werderssdder Uberwiegende Teil der scFvs
als Monomer vorlag (Lauer, 2005). Die Expression die Aufreinigung der scFvs
wurden anhand von SDS-PAGE und Western Blot mit ldred8ender Immunfarbung
(3.4.1) auf die Reinheit Uberprift.

4.5.2 Affinitdtsbestimmung und Sequenzanalyse

Die Charakterisierung einzelner scFvs hinsichtifaier Affinitat erfolgte mittels SPR-

Analyse an einer Autolab SPR Esprit. Aufgrund desdpenzips (2.9.1), das auf der
Anderung des refraktorischen Indexes auf der Obeltét der Sensordisc bzw. in der
sich in der Messkivette befindlichen Losung beruiat; es notwendig, dass sich alle
fur die Analyse bendétigten Losungen und Substanzeteim selben Puffer (PBS) be-

fanden. Aus diesem Grund wurden die aufgereinigefvs vor der SPR-Analyse in
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PBS umgepuffert. Grundlage fir die Messung istldimobilisierung einer der beiden
Reaktionspartner an der Oberflache der Sensordigar(d), wahrend sich der andere in
Ldsung befindet (Analyt). Wir hatten uns dafur ehieden, das Fumonisin B1 als Li-
ganden einzusetzen, da sich dadurch die Mogliclgtgdb, mehrere scFvs an demsel-
ben Chip zu analysieren. Es wird so auch ein Prohisrgangen, welches bei der Im-
mobilisierung von Antikorpern entsteht, dass eimwigser Anteil seine Funktionalitat
durch Konformationsanderung verliert oder so gelbuandird, dass das Paratop fiir das
Antigen oder Hapten nicht mehr zugéanglich ist. ®@iich ware auch die Anderung des
refraktorischen Indexes bei einer Bindung von désmkn Molekil FB1 als Analyt zu
gering, um adaquat detektiert werden zu kdnnen.dtgirerste Analyse der aus dem
ELISA hervorgegangenen scFvs wurde die ,SPR SensohA®50d" fur die Immobi-
lisierung des FB1-Biotin-Konjugates (1176 g/molywendet (3.4.2.1). Dabei handelt
es sich um eine verzweigte Matrix bestehend au=ne®0 nm dicken Carboxymethyl-
dextran-Hydrogel, die mit Streptavidin derivatisist. Sie erlaubte die Immobilisierung
des biotinylierten BF1 Uber die spezifische, nahareversible Biotin-Streptavidin-
Interaktion. Dextran ist ein Polymer von GlucoseHegiten, welches ein sehr niedriges
Ausmafld an unspezifischer Adsorption von Biomolekiileeigt. Die Carboxy-
methylgruppen sorgen fir eine erhdhte Hydrophitid stehen als funktionelle Gruppen
zur Verfiigung. Die erfolgreiche Kopplung ist im Sergramm durch die Anderung des
Resonanzwinkels um 32 m° zu erkennen. Fir die exakAffinitatsbestimmung des
scFv BFB1-2 und des BFB1-2-H78 wurde die ,SenscrBiare Gold“ verwendet, wel-
che die direkte Immobilisierung des FB1 Uber dieadtente Kopplung der primaren
Aminogruppe mit der 11-MUA-,Monolayerschicht® aufed Chipoberflache erlaubte
(Abb. 2.5). Da so auf eine Hydrogelmatrix verzi¢hverden konnte, sind die gemesse-
nen Kinetiken eher vergleichbar mit denen von hiltdonen der Bindungspartner in
einer Losung (Hubegt. al, 1998). Der Resonanzwinkel anderte sich aufgrwerdodsi-
tiven Kopplung um 26 m°. Durch das kleinere Molekgewicht von FB1 verglichen
zu Biotin-FB1 ergibt sich die geringere AnderungRasonanzwinkel bei dieser Kopp-

lung.

Anhand der SPR-Analyse wurde die Affinitat der scBBFB1-2, BFB1-2-E37 und -
E54, BFB1-2-M69, BFB1-2-H27 und -H78 und BFB1-2-L6dter Verwendung des
Streptavidin-beschichteten Chips ermittelt (3.4 Antikorper wurden unverdinnt
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und in den Verdinnungsstufen 1:10 und 1:100 in dsvei-Klvetten-System gegen
den Bindepuffer als Negativkontrolle gemessen 8.%Flr alle scFvs wurden spezi-
fisch verlaufende Bindungskurven (Anderung des Raspwinkels in m° als Funktion
der Zeit) erhalten. Diese werden durch den lineZresammenhang zwischen der Men-
ge der an dem immobilisierten Hapten gebundenerssafer damit einhergehenden
Anderung des refraktorischen Indexes, des refrakdoen Indexes der Losung und der
Anderung des SPR-Winkels bestimmt (Stenbetrgal, 1991). Die Kurven zeigen bis
auf einige Ausnahmen einen fur das auf dem Kivsytem beruhende Messprinzip
der Autolab SPR Esprit typischen Verlauf. Dieserabtveichend von mit Biacore-
Geraten gemessenen Kurven, da dort das Messpantipinem kontinuierlichen Puf-
ferstrom beruht. Die Assoziationsphase startetdeitAufgabe der scFv-Probe auf den
Chip, wobei der erste senkrechte Anstieg der Kdiweh die Anderung des refraktori-
schen Indexes zustande kommt, welcher wiederumdeorKonzentration der Protein-
l6sung abhangig ist. Die scFvs assoziieren an FBDptimalfall bis der Gleichge-
wichtszustand erreicht ist, in dem genauso vidlers@assoziieren wie dissoziieren. Hier
ist der Wert der Anderung des Resonanzwinkels Eimktion der totalen Kapazitat der
Sensordisc, der Affinitat il und der Antigenkonzentration. Der Verlauf der Agat-
onsphase ist eine Funktion der Assoziationsratenld der Dissoziationsratg knd der
Analytkonzentration. Sobald der Puffer in der Kiisetusgetauscht wird, beginnt die
Dissoziationsphase, in der solange scFvs disseniibis sich ein neues Gleichgewicht
eingestellt hat. Der anfangliche senkrechte Alafall Kurve ist wiederum auf die Ande-
rung des refraktorischen Indexes zuriickzufihrenhaidlie gleiche GréRenordung wie

zu Beginn der Assoziationsphase (Torgedrial, 2005).

Die Unterschiede bei den Bindungskurven der scEigen sich vor allem wahrend der
Assoziationsphase. Hier wird der Gleichgewichtsmudtbei einigen scFvs erreicht
(BFB1-2-E37) oder fast erreicht (BFB1-2-H27, -H7864), d. h. mit einer noch mini-

malen positiven Steigung, und bei zweien kommte&eaner Gleichgewichtseinstel-
lung (BFB1-2-E54 und M69), da hier die Kurven weigarsteigen. Dieses Phdnomen
tritt vor allem in der hdchsten Konzentration awbbei sich in den Verdinnungen
1:100 und 1:10 meistens ein Gleichgewicht einstedl@nn. Dies konnte daran liegen,
dass die Menge an immobilisierten Liganden so hethdass die Zeitspanne fir eine

Assoziation nicht ausreicht, um das Gleichgewiechemeichen. Eine andere Moglich-
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keit ware, dass sterische Hinderung die Bindungdagpert. Bei dem scFv BFB1-2 wird
erst kurz ein Gleichgewichtszustand erreicht, dadioch fallt die Kurve wieder lang-
sam ab. Da das SPR-Signal temperaturabhangigistté dies durch eine Temperatur-

anderung hervorgerufen worden sein. Das ist allgglauszuschlieRen, da die Tempe

ratur im System durch einen temperierten Wasseslkudi Gber eine Pumpe konstant
gehalten wurde. Eine andere Mdoglichkeit ware eishas Zerfall oder die Fragmentie-
rung des scFv-Molekuls, das damit seine Funktaitadinbif3t. Wahrend der Dissozia-
tionsphase kam es bei manchen Bindungskurven (BFB27) vor, dass wieder ein
leichter Anstieg der Kurve verzeichnet wurde, belsoa bei den hohen Konzentratio-

nen. Dies kénnte durch wieder assoziierende sakstaade gekommen sein.

Fur die Analyse der Bindungsdaten wurde das 1:1 mamgBindungsmodell verwen-
det, da ein Bindungsverhaltnis von Antigen zu Aditger von 1:1 angenommen werden
kann. Die Dissoziationskonstante Kls Mal3 fur die Affinitat kann als Quotient aus de
ermittelten Dissoziationsrate kind der Assoziationsratg kerechnet werden. Die Ge-
nauigkeit von ks hangt damit von der Genauigkeit der Bestimmungkgend k-Werte

ab (Alfthan, 1998). Alternativ kann zur Bestimmuder Affinitdt der Teilbereich der
Messdaten, die die Einstellung des Gleichgewichéggen, bei verschiedenen Konzent-
rationen des Analyten verwendet werden. Vorteieses Ansatzes sind, dass eine Mo-
dellierung der Bindungskinetiken nicht bendtigt dvitnd dass dieser unabhangig von
Limitierungen durch Massentransfer-Effekte ist (Huberal, 1998). Da bei den Mes-
sungen an der Autolab SPR Esprit mit dem Kivetteasygearbeitet wird, stellt sich
bei der Dissoziation ein neuer Gleichgewichtszustam und die Dissoziationsrate
kann nicht ermittelt werden. Aus diesem Grund wurdeBerechnung der Affinitat auf

den Ansatz des thermodynamischen Gleichgewichtéskgegriffen.

Die im Vorfeld Uber eine Biacore 3000 festgesteffénitat (Lauer, 2005) des scFv
BFB1-2 konnte nicht bestatigt werden. Die hier d¢eite Affinitat ist mit 4,12 x 16 M
ungefahr um den Faktor 10 schlechter. Dies istesicih systembedingt, weshalb fur
den Vergleich der Affinitaten, die im Rahmen diedebeit errechnete herangezogen
wird. Die aus den verschiedenen Antikorperbibli&dre selektierten scFvs weisen in
ihrer Affinitat nur relativ geringe Unterschiede izahen einem Faktor von 0,4 bis 2,4
zum urspringlichen scFv BFB1-2 auf. Die Spannediech die gerichtete Evolution

von Antikdrpern magliche Affinitatsreifung ist selweit und anhéangig von vielen Fak-
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toren, wie der Display-Methode, der Mutagenesesgiat der Grof3e und Diversitét der
Antikorperbibliothek, des Selektionsdruckes und defanglichen Affinitdt des Anti-
korpers. Es gibt Beispiele fur den Erfolg einer Atfitsreifung bei einer Verbesserung
um einen Faktor im einstelligen Bereich (Charaesal, 1998; Hawkinset. al, 1992;
Irving et. al, 1996; Schieet. al, 1996; Shoret. al, 1995), im zweistelligen Bereich
(Donget. al, 2004; Friedmanet. al, 2008; Fukudaet. al, 2006; Hanegt. al, 2000;
Lippow et. al. 2007; Markset. al, 1992; Valjakkeet. al, 2002; Yuaret. al, 2006) und
im dreistelligen Bereich (Huargg. al.2008; Lowet. al, 1996; Rajpakt. al, 2005). Die
im Rahmen dieser Arbeit aus der BFB1-2-E selektiektltone BFB1-2-E37 und -E54
besitzen Affinitaten von 4,23 x ToM bzw. 9,92 x 18 M und haben dadurch ungefahr
die gleiche bzw. eine verschlechterte Affinitat EB1 verglichen mit BFB1-2
(4,12 x 10° M). Betrachtet man die Sequenz dieser beiden Klsmést dies im Fall von
BFB1-2-E37 selbstverstandlich, denn er ist sequemntisth zu BFB1-2, was auf eine
unzureichende Anzahl an Selektionsrunden hindeD&t.BFB1-2-E54 weist drei Mu-
tationen in der ,framework“-Region auf und hat vahen selektierten Klonen die
schlechteste Affinitat. Dadurch waren die fur diedging relevanten Bereiche, vor al-
lem die CDR3 und CDR1, noch intakt, wodurch nocteeBindung stattfinden konnte,
jedoch wurde die Bindungsstarke durch die Mutatioherabgesetzt. Das macht die
Bedeutung des Antikorper-,framework” fir die rigi Ausrichtung und Faltung der
Antigenbindestelle deutlich. Im Rahmen dieser Arbeurden drei unterschiedliche
fokussierte Antikorperbibliotheken erstellt und solation affinitatsgereifter Antikor-
per verwendet: die BFB1-2-H, BFB1-2-L und BFB1-2-dlfe Diversitat in der CDRL,
der CDR1 bzw. in beiden CDR1-Bereichen besitzen. Aus detea wurden die Klone
BFB1-2-H27 und -H78 isoliert, welche beide einebemserte Affinitat zu FB1 aufwei-
sen. Der BFB1-2-H78 (1,73 x POM) ist mit einer Verbesserung um den Faktor 24 de
affinste aller selektierten Klone. Der BFB1-2-H2T einer Affinitat von 3,8 x 18 M
zeichnet sich nur durch eine zufallig in der GI3Rdurch die Polymerase eingefihrte
Mutation von Glutamin zu Arginin aus, die auch end-H78 vorkommt. Diese scheint
durch die positive Ladung die Bindung des FB1, das €arboxygruppen tragt und
negativ geladen ist, zu begunstigen. Der BFB1-2-H&Bzusatzlich noch zwei Substi-
tutionen in der CDRL, die ebenfalls zufallig eingeftihrt wurden: Duén Austausch

von Arginin zu Lysin wird die Basizitat etwas ernigdl und die Seitenkette leicht ver-
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kirzt, der Austausch von Serin zu Threonin andertdiel Lage der Hydroxygruppe.
Insgesamt fihrte dies aber zu verbesserten Binthexdgsyungen, die die Affinitat er-
hohten. Der scFvs BFB1-2-L64 besitzt eine nur sehingfligig schlechtere Affinitat
verglichen mit BFB1-2 und tragt in der CPReine Substitution von Glutamin zum
positiv geladenen Histidin, was anscheinend nidbthei BFB1-2-H78 zu einer verbes-
serten Affinitat fuhrte, da diese Aminoséure wahesglich nicht im direkten Kontakt
zu einer Carboxygruppe steht. Der BFB1-2-M69 zdigtbeiden in der Antikérperbib-
liothek BFB1-2-M wahrscheinlich angereicherten Mistaen in der CDR1, die schon
in Kapitel 4.4 diskutiert wurden. Zusatzlich besteine Substitution in der ,frame-

work“-Region in der Nahe der CDR zu Arginin, wodurch wiederum eine eventuell

die Bindung beginstigende positive Ladung eingefisind, denn dieser scFv hat eine
verbesserte Affinitat von 3,08 x M. Bio-informatische Strukturvergleiche der ein-
zelnen scFvs ergaben, dass nur geringe Konfor-nstiderschiede zwischen den ein-
zelnen Binderegionen bestehen (Hartwig, 2009), e@enfalls darauf hindeutet, dass
sich die Unterschiede in den Affinitaten haupts@thaus den Veranderungen der Pola-

ritdt der Aminosauren ergeben haben.

Um die Ergebnisse fir den affinsten scFv im direRtengleich zu dem urspringlichen
scFv BFB1-2 zu validieren, wurde die Anzahl der iheerdlinnungen auf funf bzw.
sechs erhoht, um genauere Berechnungen der Affinité&ermoglichen (3.4.2.3). Die
wéahrend der SPR-Analyse erhaltenen Bindungskureggten den typischen oben be-
schriebenen Verlauf mit der Ausnahme, dass in d@émeten Konzentrationen kein
Gleichgewichtszustand wéahrend der Assoziation @rteivurde. Mdgliche Grinde da-
fur sind, wie oben diskutiert, die sterische Hinawy und die zu kurze Assoziationszeit.
Wahrend der Dissoziation fielen die Kurven konterlich in Richtung der Einstellung
eines neuen Gleichgewichtszustandes ab. Fir derl-BFBurde eine Affinitat von
7,2 x 10° M errechnet und fiir den BFB1-2-H78 eine von 5B M, was eine Ver-
besserung um den Faktor 1,3 darstellt. Dies betlsgs eine Affinitatsreifung fur den
BFB1-2-H78 stattgefunden hat. Die von der erstessvdag abweichenden Ergebnisse
liegen darin begriindet, dass hier mit einer and8esrsordisc (,Bare Gold“) und einer
anderen Kopplungsmethode (kovalente Kopplung) vBh §earbeitet wurde. Die vor-

her festgestellte verbesserte Affinitdt von BFBH28 konnte jedoch bestatigt werden.
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4.6 Fazit und Ausblick

Aufgrund der Uber die SPR-Analyse ermittelten Affihder einzelnen Antikdrper, die
Beispiele der jeweiligen verwendeten Antikdrperiaithlek darstellen, kann festgestellt
werden, dass Uber die EP-PCR-Mutagenese unter dgewandeten Selektionsdruck
und mit der relativ geringen Grol3e der Antikorpblibthek, keine affinitatsgereiften
Antikorper isoliert werden kdnnen. Daughery. al. (1999) zeigten, dass mit einer
durch EP-PCR erstellten Antikorperbibliothek mitexidutationsrate von 4 bis 22 Mu-
tationen pro Kb und einer GréRe von 1 X Klonen nach vier bis fiinf Selektionsrun-
den ein um das 19fache verbesserter scFv isoliertlem konnte. Daher kann darauf
geschlossen werden, dass scFvs mit einer héheremtatf isoliert werden kdnnten,
wenn man die Diversitat der Antikérperbibliothekrclu VergréZern der Anzahl unab-
hangiger Klone steigert und die Anreicherung deori¢l mit verbesserter Affinitat
durch mehr Panningrunden erhéht. Die Mutationsvate 12,5 Austauschen pro Kb ist

daflr passend.

Vergleicht man die aus der fokussierten Mutageheseorgegangenen scFvs, so konn-
ten Mutationen in der CDR und CDR;3 beim BFB1-2-H78 am meisten zu einer ver-
besserten Affinitat beitragen. Jedoch ist es selwerig, aufgrund der geringen Menge
der getesteten scFvs eine der drei Antikdrperhiidiben als besonders erfolgreich her-
vorzuheben. Da unter den selektierten jedoch kegtess zu finden waren, die eine
Kombination von Substitutionen in der CHRund CDR1 aufwiesen, kann angenom-
men werden, dass dies sich nicht begunstigendiaBiddungseigenschaften der scFvs
auswirkt. Auch bei der etwas eingehender analysieBFB1-2-M zeigte sich bei einer
Stichprobe, dass nur drei von 24 Klonen nach demmiRg diese Kombination besal3en.
Pavoniet. al. (2006) wendeten eine ahnliche Strategie zur fokrtesn Mutagenese zur
Verbesserung der Bindungsaffinitat eines aus der Eifblierten scFv an, wobei sie
sich allerdings auf die CDR3 konzentrierten. Sistediten eine Antikorperbibliothek
mit 2 x 10 Klonen und isolierten nach drei Panningrundenreiféineren scFv. In die-
sem Fall wirden ebenso wie bei der BFB1-2-E einggd@erung der Antikorperbiblio-
theken und eine erhéhte Anzahl an Panningrundensplation von scFvs fuhren die
mehr als um den Faktor 2,4 in ihrer Affinitat vesbert sein sollten. Dabei ist die Stra-
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tegie sich auf die CDR1-Bereiche zu konzentrierehdie Anwendung fir Haptene

angepasst.

Insgesamt wurde damit das Ziel, die Affinitat deB\vs8FB1-2 zu verbessern, erreicht
und aus den Ergebnissen ist zu schlie3en, dassobunesierte gerichtete Evolution der
richtige Ansatz ist, Hapten-spezifische scFvs nenlbAffinitat zu verbessern. Des Wei-
teren hat sich das Erhdéhen des Selektionsdruckeendides Pannings als positiv her-
ausgestellt, denn es kann davon ausgegangen welaendies in Kombination mit der

Mutagenesestrategie zu der Affinitatsreifung getfiiat.
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Anhang

Proteinsequenzen

scFv BFB1-2

EVQLVESGGELVQPGGSL RLSCAASGFTFSSYAVBWRQAPCKGLEWSAI SGSGGSTYYADSVKGRFTI SRDN
SKNTLYLQWNSLRAEDTAVYYCAKSPPYQFDYWGEQGT L VTVSRGGEGGESGEEGEEGEEEESSEL TQDPAVSVAL GOQT
VRI TCQGDSLRSYYASWY QQKPGQAPVLVI YGKNNRPSG PDRFSGSSSGNTASLTI TGAQAEDEADYYCNSSR
STRTPVVFGGGTKLTVLGAAA

scFv BFB1-2-E37

EVQLVESGGGEL VQPGGSL RLSCAASGFTFSSYAVBW/RQAPGKGLEW/SAI SGSGGSTYYADSVKGRFTI SRDN
SKNTLYLQWNSLRAEDTAVYYCAKSPPYQFDYWEQGT L VTVSRGGGEGESGEEGEEGEEESSEL TQDPAVSVAL GOT
VRI TCQGDSLRSYYASWYQOKPGQAPVLVI YGKNNRPSG PDRFSGSSSGNTASLTI TGAQAEDEADYYCNSSR
STRTPWWFGGGTKLTVLGAAA

scFv BFB1-2-E54

EVQLVESGGGL VQPGGSL RL SCAASGFTFSSYAVBW/RQAPGKGL EW/SAI SGSGGSTYYADSVKGRFTI SRDN
SKNTL YL QVNSL RAEDTAVYYCAKSPPYQF DYWGQGTL VTVSRGGEGS GEEGSGSGESSEL TQDPAVSVAMGQT
VRl TOQGDSLRSYYASWYQQKPGQAPVLVI YGKNNRPSGVPDRFSGSSSGNTASL TI TGAQAEDEADYYCNSSR
STRTPVWFGGGTKLTVLGAAA

scFv BFB1-2-H27

EVQLVESGGG. VQPGGSL RL SCAASGFTFSSYAVBWRQAPGKGL EW/SAI SGSGGSTYYADSVKGRFTI SRDN
SKNTL YL QUNSL RAEDTAVYYCAKSPPYRFDYWGQGTL VTVSRGGGGSGEEGESGEEGSSEL TQDPAVSVAL GQT
VRI TCQGDSLRSYYASWQQKPGQAPVL VI YGKNNRPSG PDRFSGSSSGNTASL TI TGAQAEDEADYYCNSSR
STRTPVVFGGGTKLTVLGAAA

scFv BFB1-2-H78

EVQLVESGGGEL VQPGGSLRL SCAASGFTFSSYAVBW/RQAPGKGLEW/SAI SGSGGSTYYADSVKGRFTI SRDN
SKNTLYLQVNSLRAEDTAVYYCAKSPPYRFDYWGEQGT L VTVSRGGGEGSCEEGESCEEGESSEL TQDPAVSVAL GJT
VRI TCQGDSLKTYYASWYQQKPGQAPVLVI YCKNNRPSG PDRFSGSSSGNTASLTI TGAQAEDEADYYCNSSR
STRTPVVFGGGTKLTVLGAAA
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scFv BFB1-2-L4

EVQLVESGGG. VQPGGSL RL SCAASGFTFSKSAVSW/RQAPGKGL EW/SAI SGSGGSTYYADSVKGRFTI SRDN
SKNTL YL QUNSL RAEDTAVYYCAKSPPYQFDYWEQGTL VTVSRGGGGESGEEGESGEGEGSSEL TQDPAVSVAL GQT
VR TCQGDSLRSYYASWQQKPGQAPVL VI YGKNNRPSG PDRFSGSSSGNTASL TI TGAQVEDEADYYCNSSR
STRTPVWFGGGTKLTVLGAAA

scFv BFB1-2-L64

EVQLVESGGGL VQPGGSL RL SCAASGFTFSSYAVBWRQAPGKGL EW/SAI SGSGGSTYYADSVKGRFTI SRDN
SKNTL YL QUNSL RAEDTAVYYCAKSPPYQFDYWEQGTL VTVSRGGGEGS GEEGSGEGRGSSEL TQDPAVSVAL GQT
VRI TCHGDSLRSYYASWQQKPGQAPVL VI YGKNNRPSG PDRFSGSSSGNTASL TI TGAQAEDEADYYCNSSR
STRTPVVFGGGTKLTVLGAAA

scFv BFB1-2-M7

EVQLVESGGELVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAVBWRQAPCKGLEWSAI SGSGGSTYYADSVKGRFTI SRDN
SKNTLYLQWNSLRAEDTAVYYCAKSPPYQF DYWGQGT L VTVSRGGGEESGEEGESGEEGESSEL TQDPAVSVAL GQT
VRI TCQGDSLRSYYASWY QQKPGQAPVLVI YGKNNRPSG PDRFSGSSSGNTASLTI TGAQVEDEADYYCNSSR
STRTPWFGGGTKLTVLGAAA

scFv BFB1-2-M69

EVQLVESGGEELVQPGGSL RLSCAASGFPFSSSAVBWRRAPCKGLEWSAI SGSGGSTYYADSVKGRFTI SRDN
SKNTLYLQWNSLRAEDTAVYYCAKSPPYQF DYWGQGT L VTVSRGGGEESGEEGESGEEGESSEL TQDPAVSVAL GQT
VRI TCQGDSLRSYYASWY QQKPGQAPVLVI YGKNNRPSG PDRFSGSSSGNTASLTI TGAQAEDEADYYCNSSR
STRTPWFGGGTKLTVLGAAA
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