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KURZFASSUNG i

KURZFASSUNG

Trotz der kontinuierlichen Entwicklung neuerer und scheinbar fortschrittlicherer Methoden und
Techniken flr die Erkennung und Identifizierung von Pflanzenviren, eignen sich nur wenige dieser
Methoden fur Routinetests in Laboratorien. Aufgrund einzigartiger Merkmale, wie zum Beispiel
die robuste Funktionalitat bei einer genauen Reproduzierbarkeit, sind bis heute der enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) und die real-time polymerase chain reaction (QPCR) zwei der meist
genutzten Diagnosetools. Das Ziel dieser Studie war die Identifikation von sogenannten ,,antibody
mimics* aus einer Phagenbibliothek gegen das Calibrachoa mottle virus (CoMV), Cucumber
mosaic virus (CMV), Plum pox virus (PPV), Potato virus Y (PVY), Tobacco mosaic virus (TMV)
und Tomato spotted wilt virus (TSWV). Im Bestfall sollen diese ,,antibody mimics* die Vorteile
von Antikorpern in einem ELISA besitzen und mogliche Nachteile, wie zum Beispiel die
Abhangigkeit der begrenzten Ressourcen, da die bendtigten Antikorper standig nachproduziert und
validiert werden mussen, vermieden werden. Dies kann durch die Produktion und Lagerung der
»antibody mimics®“ in Bakterienzellen erreicht werden. In einem Screeningverfahren, dem
sogenannten ,,Biopanning*, werden Phagen selektiert, die fest an das Zielmolekil binden. In dieser
Arbeit wurden diese Biopannings mit den kommerziell erhiltlichen Phagenbibliotheken Ph.D.™-
12, Ph.D.™-C7C und den scFv-Bibliotheken Tomlinson 1/J ausgefiihrt. Zusétzlich wurde eine
gemischte scFv-Bibliothek aus HAL9/HAL10 verwendet. Neben der bekannten Présentation der
Zielmolekule in Form von exprimierten Hullproteinen oder gereinigten Virionen auf
Plastikoberflachen wurde aulierdem eine Methode getestet, in der die gesamte Bibliothek gegen
gesunden Pflanzensaft prainkubiert und danach gegen infizierten Pflanzensaft gescreent wurde.
Durch diese Arbeitsschritte wurden eine signifikante Reduzierung der unspezifisch reagierenden

Phagen und ein einfacherer und schnellerer Screeningprozess erwartet.

Es konnten viele Phagen identifiziert werden, die eine positive Reaktion mit exprimierten
Hillproteinen oder infiziertem Pflanzensaft aufwiesen, die meisten Phagen zeigten jedoch
zusétzlich eine Interaktion mit gesundem Pflanzenmaterial. Nur funf scFvs, die mit der neuen
Methode gegen das CbMV gescreent wurden, zeigten eine signifikante Interaktion mit infizierten
Nicotiana benthamiana in ELISAs und flihrten zu starken Signalen ohne eine unspezifische
Reaktion mit dem Pflanzenmaterial. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass auf Phagen basierende
Lantibody mimics* ein wertvolles ergdnzendes Werkzeug fir die Verbesserung von

Pflanzenvirusnachweisen in ELISASs sein kdnnen.

Schlagworte: antibody mimic, Pflanzenvirus, Biopanning, ELISA, scFv, CboMV
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ABSTRACT

Despite the continuous development of newer and apparently more advanced methods and
techniques for detecting and identifying of plant viruses, only a few of these new methods are
used for routine testing in laboratories. Due to the unique characteristics, for example an
industry standard format, a robust functionality and high levels of repeatability and
reproducibility, the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and the real-time polymerase
chain reaction (qPCR) are two of the most common used diagnostic tools. The aim of this study
was the identification of antibody mimics directed towards the Calibrachoa mottle virus
(CbMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Plum pox virus (PPV), Potato virus Y (PVY),
Tobacco mosaic virus (TMV) and Tomato spotted wilt virus (TSWV) derived from a phage
library. These antibody mimics should combine the benefits of antibodies in ELISA procedures
but do not have some of the disadvantages, for example the costly dependence on finite
resources as the required antibodies for the test procedure have to be produced and
validated consistently. To overcome this disadvantage, antibody mimics can be easily produced
and stored in bacteria. In a screening procedure called “Biopanning” phages are selected which
bind tightly to target molecules. The pannings were carried out with the commercially available
phage library Ph.D.™-12, phage library Ph.D.™-C7C, the scFv libraries Tomlinson I/J and a
mixed scFv library of HAL9/HAL10. Besides the common offering of expressed virus coat
proteins by bacteria or complete virions in Biopanning procedures, we also tested a method in
which we preincubated a complete phage library against healthy plant sap and used virus
infected plant sap for the following Biopanning. Due to these working steps, we expected a
significant loss of cross binding phages and an easier screening process. As a result, many
phages of different libraries demonstrated a positive reaction with expressed coat proteins or
infected plant sap, but we also noticed interactions with healthy plant material. Only five scFvs,
screened with the new method against CbMV, showed a significant interaction with infected
Nicotiana benthamiana in ELISAs, revealing high readings within two hours without cross
reactions to the plant material.

The results indicate that antibody mimics based on phages can be a valuable tool to support and

improve ELISAs for detection of plant viruses.

Keywords: antibody mimic, plant virus, Biopanning, ELISA, scFv, CboMV
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1 Einleitung

1.1 Ziele dieser Arbeit

Trotz der kontinuierlichen Entwicklung neuer und immer ausgefeilterer Methoden zum Nachweis
und zur ldentifizierung von Viren, sind nur wenige dieser Methoden auch fur den Routineeinsatz
geeignet. Es zeigt sich, dass die beiden etabliertesten Nachweismethoden, der ,,enzyme-linked
immunosorbent assay“ (ELISA) und die “real-time polymerase chain reaction” (qPCR) Uber
verschiedene Charakteristika verfligen, die essentiell fir eine erfolgreiche Nutzung sind. Diese
Plattformen sind einfach zu bedienen und kénnen von der Industrie in standardisierten Verfahren
verwendet werden. Sie zeichnen sich durch eine hohe Genauigkeit und Reproduzierbarkeit aus, sind
schnell zu etablieren und robust in ihren Anwendungen (Torrance & Jones 1981, Boonham et al.
2014). Da zusatzlich die Geratschaften und Reagenzien fiir die Durchfiihrung eines ELISA fir die
Routinetestung haufig relativ leicht und im Vergleich zu neueren Methoden wie zum Beispiel dem
Luminex-Nachweis kostenglnstig erworben werden konnen, hat sich der ELISA als
Standardnachweisverfahren von Virusinfektionen in Nutzpflanzen etabliert. Essentiell flr einen
erfolgreichen ELISA ist jedoch das Vorhandensein von hochwertigem Antiserum, um die Spezifitét
und Sensitivitat der Reaktion fur einen erfolgreichen Nachweis gewahrleisten zu konnen. Die
Produktion dieser Antikorper ist jedoch weiterhin kostenintensiv und nicht immer vorhersehbar, da
neben den bendtigten Laboren und Technologien auch gereinigtes Virus oder exprimierte
Virushullproteine, deren Erzeugung sehr langwierig sein kann, existieren missen (Boonham et al.
2014). An diesem Punkt sollen sogenannte ,,antibody mimics “ helfen, die im Bestfall die Aufgabe
der Antikdrper Ubernehmen und von Wirtsbakterien dabei kostengiinstiger und schneller produziert

werden konnen.

Obwohl die generelle Interaktion von ,,antibody mimics* mit Pflanzenviren schon gezeigt werden
konnte (zum Beispiel: (Ziegler et al. 1995, Harper et al. 1997, Hust et al. 2002, Chua et al. 2007,
Jahromi et al. 2009, Maheshwari et al. 2015)), ist der Nachweis nicht immer auch aus infiziertem
Pflanzenmaterial erbracht worden. In dieser Arbeit sollen auf Phagen basierte ,,antibody mimics*
gegen das Calibrachoa mottle virus (CbMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Plum pox virus
(PPV), Potato virus Y (PVY), Tobacco mosaic virus (TMV) und Tomato spotted wilt virus (TSWV)
erstellt werden, die einen direkten Nachweis aus Pflanzen erlauben. Dafur wird die Hypothese
uberprift, ob aus verschiedenen Bibliotheken Phagen und deren spezifische Fusionsproteine
selektiert werden konnen, die an bakteriell exprimierte Hullproteine, an gereinigte Viruspartikel
und letztlich auch an virale Proteine aus Presssaften mit den oben genannten Viren binden und einen
verlésslichen Nachweis ermdglichen. Aullerdem sollen die unterschiedlichen ,,antibody mimics*

danach auf ihre Selektivitat und Sensitivitat untersucht werden.
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1.2 Einleitung zu Pflanzenviren

Die mdoglicherweise erste unbewusste Beschreibung einer Viruserkrankung an Pflanzen kann
bis in das Jahr 752 n. Chr. zuriickverfolgt werden. Die Man'yoshu ist die groRte Anthologie der
japanischen Dichtkunst mit Giber 4.500 Gedichten, die zwischen den Anféangen des 17. und der
Mitte des 18. Jahrhunderts verfasst wurden (Saunders et al. 2003). Ein Gedicht, das der
japanischen Herrscherin Koken zugeschrieben wird, beschreibt eine auftretende Herbstfarbung

von Eupatorium im Sommer. Es wurde von T. Inouye ins Englische tbersetzt (Hull 2014).

In this village
It looks as if frosting continuously
For, the plant | saw
In the field of summer

The color of the leaves were yellowing

Dafur verantwortlich zeigen sich das Eupatorium yellowing vein virus (EpYVV), ein
Geminivirus, und die begleitenden Satelliten (Saunders et al. 2003). In Westeuropa wurden im
17. Jahrhundert (1600-1660) viele Bilder und Zeichnungen von Tulpen angefertigt, die fiir
Viren typische Krankheitsbilder an den Bliten zeigten. Wahrend dieser Zeit wurden das
spezielle Aussehen der Pflanzen und die Geschichten um deren teure Verkéufe als Teil der
,Tulipomania®“ oder ,Tulpenhysterie“ bezeichnet (Dubos 1958). Eine der ersten
Beschreibungen von unabsichtlichen Ubertragungen eines Virus gelang Lawrence, als er
Pfropfungen von einzelnen kranken Jasminen auf gesunde Pflanzen und die anschlieRende
Weitergabe einer Krankheit beschrieb (Lawrence 1714). Im Jahre 1886 befasste sich Adolf
Mayer mit einem Zustand von Tabakpflanzen, den er ,,Mosaikkrankheit* nannte (Mayer 1886).
Die Pflanzen zeigten dabei aufféallige Scheckungen und mosaikartige Flecken. Der Beginn der
eigentlichen Virologie kann auf das Ende des 19. Jahrhunderts zuriickverfolgt werden, als der
russische Biologe Dmitry Ivanowski im Jahre 1892 kranke Pflanzen mit den von Mayer
beschriebenen Symptomen genauer untersuchte (Ivanowski 1892). Nach mehreren Filtrationen
des infizierten Blattmaterials konnte er Bakterien als Ursache fir die Krankheit ausschlie3en,
da die Blattextrakte weiterhin infektits blieben. Er schlug unter anderem ein Toxin als Ausldser
der Symptome vor. Der niederléandische Mikrobiologe Martinus Beijerinck lernte bei Mayer die
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Infektiositat des Presssaftes kennen und untersuchte das Agens systematisch (Beijerinck 1898).
Er bezeichnete es 1898 als lebende pathogene Flissigkeit (contagium vivum fluidum), die nicht
auf Nahrboden wachsen konne, sondern nur im lebenden Gewebe seines Wirts vermehrt werden
kann (vergleiche z.B. (Drews et al. 2004), (Pennazio 2010), (Scholthof et al. 1999)). Beijerinck
pragte spiter auch den Begriff ,filtrierbares Virus (Virus = Gift)*“. Im Verlauf des ersten
Jahrzehnts des 20. Jahrhunderts konnte Baur (1904) zeigen, dass die Infektionen von Abutilon
nur durch Pfropfungen, nicht aber durch mechanische Inokulationen tbertragen werden
konnten (nach (Matthews & Hull 2002)). Zwischen 1900 und 1935 konnten weitere filtrierbare
Pflanzenkrankheiten entdeckt werden, dabei wurde viel Wert auf genaue Beschreibungen der
einzelnen Symptome, der Wirte und mogliche Arten der Ubertragung gelegt. Genauere
Nachweise der GroRe der eigentlichen Viren oder ihrer Beschaffenheit gelangen auf Grund der
fehlenden technologischen Mdoglichkeiten jedoch nicht (Hull 2014). Holmes konnte 1929
zeigen, dass sich entstehende Lokalldsionen nach einer mechanischen Inokulation bei einigen
Wirtspflanzen flr einen schnellen guantitativen Nachweis der Viren eigneten (Holmes 1929).
Ein weiterer Fortschritt wurde 1931 von Smith erzielt, als er belegte, dass Viren durch die Wahl
spezieller Anzeigerpflanzen differenziert werden konnten (Smith 1931). Nur vier Jahre spater
gelang es Chester, verschiedene Stdimme von TMV und PVX mit serologischen Methoden
nachzuweisen (Chester 1935, Chester 1936). In den gleichen Jahren reinigte Stanley TMV,
ahnlich wie ein Enzym, durch Kristallisation (Stanley 1935, Stanley & Loring 1936). Die
Nukleoproteinstruktur des Virus wurde nur ein Jahr spater unter anderem von Best
nachgewiesen (Best 1937). Fukushi entdeckte 1940, dass Pflanzenviren fir mehrere
Generationen in Insekten vorliegen konnten und trotzdem infektids blieben (Fukushi 1940). Mit
der Erhéhung der Auflésungen von Mikroskopen und angepassten Farbemethoden wurde die
Elektronenmikroskopie immer wichtiger fir die Erforschung der Substrukturen der Viren (Hull
2014). Crick und Watson schlugen 1956 vor, dass sich viele identische kleinere Hullproteine
zusammenlagern und die symmetrischen Hullen der Viren bilden (Crick & Watson 1956). Die
von Hull als ,,molekulares Zeitalter der Virologie* beschriebene Epoche der Forschung begann
um 1960 (Hull 2014), als die 158 Aminosauren zahlende Sequenz des TMV-Hillproteins
bestimmt werden konnte (Anderer et al. 1960). Im Lauf der folgenden Jahrzehnte gelang es
dabei, Viren immer genauer zu charakterisieren. Heute werden sie als sehr kleine obligate
Krankheitserreger angesehen (Bdttner und Maiss in Poehling & Verreet 2013), die keinen
eigenen Stoffwechsel haben und deshalb nicht den Lebewesen zugeordnet werden (Hallmann
et al. 2007). Von den derzeit etwa 2600 bekannten Viren werden mehr als 1000 als

phytopathogen eingestuft. VVon diesen weist etwa die Hélfte eine stdbchen- beziehungsweise
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fadenformige Gestalt mit einer Lange von 80-2000 nm auf. Die andere Hélfte besitzt eine
sphérische Struktur mit einem Durchmesser von 17-85 nm. Viele Pflanzenviren haben ein
Genom, das aus einem einzigen Typ Nukleinsdure (DNA oder RNA) besteht und von einer
Proteinhille, dem Kapsid, umgeben ist (Buttner und Maiss in Poehling & Verreet 2013). Die
Proteine kdnnen dabei auch Enzymfunktionen haben und spezifische Wechselwirkungen mit
den Wirtszellen eingehen. Bei einfachen Viren entspricht die als Nukleokapsid bezeichnete
Kombination der Nukleinsdure und des Kapsids haufig schon dem Virion, dem vollstdndigen
Viruspartikel. Die Bindung des Komplexes ist dabei nicht immer starr, es bestehen zum
Beispiel bei kubischen Viren zwischen groRen Regionen der Nukleinsaure und dem Hullprotein
keine engen Wechselwirkungen, die Strukturen sind variabel (Drews et al. 2004). AulRerdem
konnen lokale Wechselwirkungen zwischen den Proteinen, Interaktionen zwischen
Nukleinsdauren und Proteinen und verschiedene abiotische Faktoren, wie eine Veranderung des
pH-Wertes oder des Wassergehaltes, zu unterschiedlichen Konformationen fiihren (Witz &
Brown 2001). Die Ubertragung von Viren erfolgt iber Vektoren, vegetative Vermehrung,
Pfropfung, Wurzelverwachsung, Samen, Pollen oder mechanisch. Die Wechselwirkung
zwischen Vektor und Virus ist dabei teilweise so spezifisch, dass nur wenige Vektoren fur den
Transfer einzelner Viren geeignet sind. Der Eintritt von Pflanzenviren erfolgt primar tber
Waunden in den Pflanzenwanden und Membranen (Hallmann et al. 2007). Je nach Stérke der
Reaktion der Pflanzen auf die Infektion werden anfallige, tolerante und resistente Pflanzen
unterschieden. Nach dem Eindringen in die Wirtszelle erfolgt das sogenannte ,,Disassembly,
bei dem die Proteinummantelung von der Nukleinsaure entfernt wird (Buttner und Maiss in
Poehling & Verreet 2013). Je nach Art der Nukleinsdure erfolgt nun die Transkription oder
direkt die Translation der Erbinformationen. Schon wihrend des ,,Uncoatings® koénnen
Ribosomen an die freigelegten Nukleinsauren der Viren binden und die Synthese spezieller
viruskodierter Enzyme beginnen, die essentiell fur die Vervielfaltigung und Ausbreitung der
Viren sind (Blttner und Maiss in Poehling & Verreet 2013). Je nach Virus kdnnen diese
Enzyme zum Beispiel RNA-abh&ngige RNA-Polymerasen, Helikasen, Transportproteine,
Hiillproteine oder ,.silencing suppressoren sein. Abh&ngig vom Anfalligkeitsgrad der
jeweiligen Pflanze konnen sich Viren innerhalb des Organismus durch den
Kurzstreckentransport von Zelle zu Zelle und durch den Langstreckentransport tber die
LeitgefaRe verbreiten und die gesamte Pflanze infizieren (Buttner und Maiss in Poehling &
Verreet 2013).
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1.3 Eine kurze Vorstellung der in dieser Arbeit verwendeten Pflanzenviren

In dieser Arbeit wird mit sechs Pflanzenviren aus fiinf verschiedenen Genera und Familien
gearbeitet. Von diesen sechs Viren befinden sich funf (CMV, PPV, PVY, TMV, TSWV) auf
der Liste der ,,Top 10 plant viruses in molecular plant pathology*, die 2011 erstellt wurde
(Scholthof et al. 2011) (siehe Tabelle 1.3-1). Neben der wissenschaftlichen Bedeutung
einzelner Viren zum Beispiel als Modelvirus sind insbesondere die 6konomischen Verluste als
Folge der Infektionen ein wichtiger Indikator fir eine Auffiihrung in dieser Auswahl. Haufiges
weltweites VVorkommen und eine groBe Anzahl wichtiger Kultur- und Zierpflanzen als
maogliche Wirte verstarken die Relevanz dieser Viren weiter.

Tabelle 1.3-1 Eine Ubersicht zu den Top 10 der Pflanzenviren

Rank Virus Autor der Virus Beschreibung
1 Tobacco mosaic virus (TMV) Karen-Beth G. Scholthof
2 Tomato spotted wilt virus (TSWV) Scott Adkins
3 Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) Henryk Czosnek
4 Cucumber mosaic virus (CMV) Peter Palukaitis
5 Potato virus Y (PVY) Emmanuel Jacquot
6 Cauliflower mosaic virus (CaMV) Thomas Hohn and Barbara Hohn
7 African cassava mosaic virus (ACMV) Keith Saunders
8 Plum pox virus (PPV) Thierry Candresse
9 Brome mosaic virus (BMV) Paul Ahlquist
10 Potato virus X (PVX) Cynthia Hemenway

Zusétzlich wird in dieser Arbeit mit dem CbMV gearbeitet. Innerhalb des Projektverbundes
» Wertschopfungskette Gartenbau* (WeGa) traten Infektionen mit einem Virus an Petunien auf,
welches nach der Identifizierung als Calibrachoa mottle virus zusatzlich fur das Screening von

,,antibody mimics “ verwendet wurde.
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1.3.1 Calibrachoa mottle virus als Vertreter des Genus Carmovirus

Die Familie der Tombusviridae umfasst 13 Genera (Alphanecrovirus, Aureusvirus, Avenavirus,
Betanecrovirus, Carmovirus, Dianthovirus, Gallantivirus, Macanavirus, Machlomovirus,
Panicovirus, Umbravirus, Zeavirus) mit derzeit 71 Spezies, von denen 19 Spezies auf die
Gattung Carmovirus entfallen und sieben Spezies noch nicht zugeordnet worden sind
(International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) 2014). Das Calibrachoa mottle virus
(CbMV) wurde erstmals im Jahre 2003 beschrieben (Liu et al. 2003) und 2010 dem Genus
Carmovirus zugeordnet (Gulati-Sakhuja & Liu 2010). Die Virionen der Carmoviren sind
Ikosaeder (T=3-Symmetrie) mit einem Durchmesser von bis zu 30 nm. Ihr Genom besteht aus
einer (+) sSRNA mit einer GroRe von 3,8-4,3 kb (Tidona & Darai 2002). Die von Gulati-
Sakhuja und Liu (2010) beschriebene vollstandige genomische RNA-Sequenz des CbMV weist
eine Lange von 3919 Nukleotiden auf. Das Genom enthélt funf entweder angrenzende oder
uberlappende ,,open reading frames* (ORFs). Die Genomstruktur ist in Abbildung 1.3-1
dargestellt. Der erste ORF beginnt mit Nukleotid 37, endet bei Nukleotid 777 und kodiert fir
ein 28 kDa grolles Protein (p28), das durch ein Ambercodon terminiert wird. Sobald diese
Termination unterdriickt wird, fihrt der ORF 1 mit dem ORF 2 zu einem 87 kDa grofen in-
frame Protein (p87), der RNA-abhéngigen RNA-Polymerase. Downstream von ORF 2 sind
zwei kleine tiberlappende ORFs (ORF 3 und ORF 4) lokalisiert, wobei ORF 3 eine 37 Nukleotid
groRe Uberlappung mit dem ORF 2 aufweist, jedoch in einem anderen Leserahmen liegt. Er
kodiert fir ein 8 kDa grolRes Protein mit einer RNA-bindenden Domane. ORF 4 zeigt eine
Uberlappung von 86 Nukleotiden mit ORF 3 und kodiert fiir ein integrales Membranprotein mit
einer Grof3e von 9 kDa. Der Leserahmen ist dabei identisch mit dem der Polymerase. Die 8 kDa
und 9 kDa groRen Proteine ermdglichen den Kurz- und Langstreckentransport innerhalb der
Pflanze. Der dem 3"-Ende am né&chsten zugewandte ORF 5 ist verantwortlich fir das
Huallprotein mit einer Groe von 37 kDa (Gulati-Sakhuja & Liu 2010). Fir einen anderen
Vertreter der Carmoviren, dem Turnip crinkle virus (TCV) konnte gezeigt werden, dass das CP
auch als “silenceing suppressor” (King et al. 2011) agiert. CbMV konnte von Liu und Sears
(2003) aus Calibrachoa isoliert werden, bei denen es auf den Blattern zu Marmorierungen und
chlorotischen Flecken fiihrte. Es wurde mechanisch auf Chenopodium amaranticolor,
C. capitatum, C. quinoa, Nicotiana benthamiana und N. clevelandii Gibertragen, es war jedoch
nicht moglich eine Infektion durch verschiedene Vektoren wie zum Beispiel der Griinen
Pfirsichblattlaus (Myzus persicae), der Tabakmottenschildlaus (Bemisia tabaci) oder der

Gewadchshaus-Weil3e Fliege (Trialeurodes vaporariorum) auszuldsen (Liu et al. 2003).
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Abbildung 1.3-1 Schematische Genomstruktur des CoMV

verdndert nach (Gulati-Sakhuja & Liu 2010, King et al. 2011): Die genomische RNA beinhaltet 5 ORFs. Der
ORF 1 beinhaltet ein Amber-Terminationscodon, durch das Durchlesen des Leserahmens entsteht die 87 kDa
grolRe Polymerase. Die ORFs 3 und 4 werden von der sgRNA 1 abgelesen und kodieren firr ein 8 kDa grof3es
RNA-bindendes Protein und ein 9 kDa grof3es integrales Membranprotein. Beide Proteine sind fur den Transport
essentiell. Der ORF 5 kodiert fiir das Hullprotein. Dieses wird von der sgRNA 2 translatiert.
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1.3.2 Cucumber mosaic virus als Vertreter des Genus Cucumovirus

Die Familie der Bromoviridae umfasst sechs Genera (Alfamovirus, Anulavirus, Bromovirus,
Cucumovirus, llarvirus, Oleavirus) mit derzeit 33 Spezies, von denen vier Spezies auf die
Gattung Cucumovirus entfallen (ICTV 2014). Die Virionen des Genus Cucumovirus bestehen
aus ikosaedrischen Partikeln (T=3-Symmetrie) mit einem Durchmesser von 25-30 nm und drei
Segmenten einer (+) sSRNA (Drews et al. 2004). Jedes RNA-Molekil wird durch einen
schutzenden Proteinmantel umgeben, insgesamt besteht das Virus somit aus drei sphérischen
Partikeln, die jeweils die RNA 1, RNA 2 und RNA 3/RNA 4 beinhalten (Habili & Francki
1974, Lot & Kaper 1976). Die Genomstruktur des Genus ist in Abbildung 1.3-2 gezeigt. Das
5”-Ende der linearen RNAs ist mit einer Cap-Struktur versehen und die 3*-Enden weisen tRNA-
ahnliche Strukturen auf (Drews et al. 2004). Die RNA 1 ist monocistronisch und kodiert das
Protein 1a in einem einzigen ORF. Das Protein hat zwei funktionelle Domanen, eine N-
terminale Methyltransferasedoméne und eine C-terminale Helikasedoméne (Gorbalenya et al.
1988, Hodgman 1988, Habili & Symons 1989, Rozanov et al. 1992). Die RNA 2 ist bei den
Genera Cucumovirus und llarvirus bicistronisch, zusétzlich zu dem ORF fur die RNA-
abhangige RNA-Polymerase (Protein 2a) liegt hier ein zweiter Uberlappender ORF vor, der flr
das Protein 2b kodiert. Dieses Protein ist ein suppressor of posttranscriptional gene silencing
(Brigneti et al. 1998, Li et al. 1999). Zusétzlich ist es moglich, dass das Protein eine Rolle fir
den Virustransport innerhalb der Pflanze spielt, da CMV ohne das 2b Gen eine reduzierte
Verteilung durch epidermale Zellen aufweist und sich eher durch Mesophyllzellen bewegt
(Soards et al. 2002). Es ist jedoch unklar, ob diese Effekte mit dem Verlust der antiviralen
Defensivfunktionen durch das Protein zusammenhdangen oder ob das Protein eine aktive Rolle
in der Verteilung einnimmt (Palukaitis & Garcia-Arenal 2003). Die RNA 3 ist bicistronisch und
kodiert fiir das Transportprotein und das Hullprotein, beide ORFs sind dabei nicht iberlappend
(Palukaitis & Garcia-Arenal 2003). Das Hullprotein ist neben der Verpackung auch fir den
Virentransport innerhalb der Pflanze und zwischen den Wirten notwendig (Boccard &
Baulcombe 1993) und ermdglicht die Transmission durch Blattlause, wie zum Beispiel der
grinen Pfirsichblattlaus (Myzus persicae L) (Gildow et al. 2008). Das 2b Protein und das
Hullprotein werden von subgenomischen RNAs, der RNA 4 und 4A translatiert (Schwinghamer
& Symons 1975, Ding et al. 1994). Zuséatzlich kénnen weitere kleinere RNAs eingekapselt
werden, die zum Beispiel aus einem heterogenen Mix aus den 3 -nichtkodierenden Regionen
der RNA 2 und 3 gebildet werden (RNA 5) (Blanchard et al. 1996) oder aus einem Mix aus
pflanzeneigener tRNA und CMV RNA mit FragmentgréRen von 70-80 nt bestehen (RNA 6)
(Palukaitis et al. 1992).
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Der Wirtskreis des weltweit vorkommenden CMV ist weit und umfasst mehr als 100
Pflanzenfamilien, darunter wichtige Gemdisearten wie Gurken, Paprika oder Tomaten. Aber
auch Zierpflanzen wie zum Beispiel Begonien oder Petunien konnen infiziert werden. Die
Ubertragung erfolgt relativ effektiv auf nichtpersistente Weise durch verschiedene
Blattlausarten, parasitische Samenpflanzen oder durch eine Samenibertragung. Zusatzlich sind
mechanische Infektionen moglich. Je nach Pflanze zeigen sich unterschiedlichste Symptome,
haufig sind Stauchungen der Pflanzen, Mosaiksymptome, Deformationen der Bluten und
Blatter und nekrotische Blattflecken charakteristisch fur eine Infektion (Buttner und Maiss in
Poehling & Verreet 2013).

P U P
(~3,4 kb) 5'm’'G 3'0H

RNA-2
(~3,1 kb)

RNA-3

(~2,2 kb) 5m’G —{ ORF3a ORF CP 3'OH

32k
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24k
RNA-4A
(~650 b) 5m’G 4-—.- 3'0H
sgRNA Y

Abbildung 1.3-2 Schematische Genomstruktur von Viren des Genus Cucumovirus

verandert nach (Palukaitis & Garcia-Arenal 2003): Das Genom der Cucumoviren besteht aus drei genomischen
RNAs (RNAs 1-3) und zwei subgenomischen RNAs (RNAs 4 und 4A). Der ORFla kodiert fir die
Methyltransferase beziehungsweise die Helikase. Die RdRp wird durch den ORF2a der RNA 2 kodiert. Das
Transportprotein liegt auf der RNA 3 in ORF3a. Die beiden subgenomischen RNAs kodieren flr das Hiillprotein
und das 2b Protein, das neben dem ,,post-transcriptional gene silencing“ noch bei dem Zell-zu-Zell-Transport

involviert ist.
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1.3.3 Plum pox virus und Potato virus Y als Vertreter des Genus Potyvirus

Die Familie der Potyviridae umfasst acht Genera (Brambyvirus, Bymovirus, Ipomovirus,
Macluravirus, Poacevirus, Potyvirus, Rymovirus, Tritimovirus) mit derzeit 190 Spezies, von
denen 158 auf die Gattung Potyvirus entfallen und zwei Spezies noch nicht zugeordnet worden
sind (ICTV 2014). Die Virionen der Potyviren bestehen aus flexiblen Stabchen mit einer Lange
von 680-900 nm bei einem Durchmesser von 11-13 nm und einer (+) sSRNA mit einer Grolie
von ~ 9,7 kb. Diese weist am 5°-Ende ein kovalent gebundenes VVPg (viral protein genome-linked)
mit einer GroRe von 24 kDa und am 3‘-Ende eine polyadenylierte Sequenz auf (Drews et al.
2004, King et al. 2011). Die genomische RNA enthalt zwei ORFs, ein Haupt-ORF fiir ein
einzelnes Polyprotein, das durch co- und posttranslationale Prozessierung durch drei viral-
kodierte Proteinasen zu den individuellen Virusproteinen fiihrt (ebd.). AuRerdem gibt es einen
kleineren ORF, der in einem anderen Leseraster liegt. Aus dem Polyprotein entstehen zehn
einzelne Proteine. Die schematische Genomstruktur des Genus Potyvirus wird in Abbildung
1.3-3 gezeigt. Das P1-Pro als Serinprotease spaltet sich selbstdndig am Dipeptid Phe-Ser aus
dem Polyprotein, die HC-Pro spaltet ihr C-terminales Dipeptid Gly-Gly. Auch die Protease
Doméne der Nla Region ist eine Serinprotease, die flr die Ubrigen Spaltungen vorwiegend in
dem Motiv GIn-(Ser/Gly) verantwortlich ist (Hull 2014). Mit der autokatalytischen Freisetzung
der Nla-Protease startet die proteolytische Spaltung des Polyproteins. Nachfolgend werden in
verschiedenen cis- und trans-Reaktionen die weiteren Proteine generiert. Diese Aussagen und
die folgenden Beschreibungen der Prozessierung konnten erst durch genaue Untersuchungen
am Tobacco etch virus und Plum pox virus ermdglicht werden (zum Beispiel: (Carrington et al.
1989, Dougherty et al. 1989, Dougherty et al. 1989, Garcia et al. 1989a, Garcia et al. 1989b,
Garcia et al. 1989c)). Uberschiissige Proteine, die bei der Genexpression entstehen, kénnen zu
Einschlusskorpern aggregieren. Davon stellen die zylindrischen Einschlusskorper ein typisches
Familienmerkmal dar (Edwardson et al. 1968). Die HC-Pro ist neben der Selbstspaltung aus
dem Polyprotein fir die Unterdriickung des gene silencing der Pflanzen und die Vektor-
Ubertragbarkeit notwendig (Hull 2014). Es wurde dabei vorgeschlagen, dass die HC-Pro als
Bindeglied zwischen Vektor und Virus fungiert. Durch die Interaktion von Aminosauremotiven
der HC-Pro (PTK-Motiv und KITC-Motiv) mit Motiven des Hllproteins (DAG-Motiv) und
eine Bindung an Rezeptoren im vorderen Teil des Stylets wird es moglich, dass die Vektoren
Viren Ubertragen konnen ((Raccah et al. 2001) nach (Drews et al. 2004)).
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Das P3-Protein ist an der Virusreplikation und Symptomentwicklung beteiligt (King et al.
2011). AuRerdem enthélt das P3-Cistron den oben erwahnten PIPO-Frame (pretty interesting
potyviridae ORF) mit einem +2 Frameshift (Chung et al. 2008). Dieser Frame kodiert fur ein
~ 25 kDa groRes Protein, von dem Untersuchungen mit Knock-Out-Mutanten zeigen, dass das
PIPO an der Infektiositdt und Symptomauspragung beteiligt ist (Chung et al. 2008). Das
Fusionsprotein P3N-PIPO reguliert dabei die CI-(Cylindrical Inclusion protein)Lokalisierung
an den Plasmodesmata und ist somit fur die interzellulare Ausbreitung mit verantwortlich (Wei
et al. 2010). Die Proteine 6K1 und 6K2 sind 6 kDa grol3, wéahrend die Funktion von 6K1 noch
unbekannt ist, verankert das 6K2 als Transmembranprotein wahrscheinlich den
Replikationskomplex am Endoplasmatischen Retikulum (Hull 2014). Bestatigt werden konnte
zum Beispiel, dass das 6K2 die Bildung von Vesikeln des Endoplasmatischen Retikulums fir
die Replikation des Tobacco etch virus (TEV) induziert (Restrepo-Hartwig & Carrington 1994,
Schaad et al. 1997). Beim Turnip mosaic virus (TuMV) konnte auBerdem gezeigt werden, dass
sich das 6K2 mit Vesikeln interzellular in benachbarte Zellen bewegen kann und somit fir den
symplastischen Transport verantwortlich ist (Grangeon et al. 2013). Das Cl zeigt eine ATPase-
und Helikase-Aktivitat und ist fir die Replikation des Virus von Bedeutung. Dieses Protein
bildet die fiir Potyviren typischen zylindrischen Einschlusskorper wahrend der Infektion (King
et al. 2011). Schon friih konnte gezeigt werden, dass sich diese in der Nahe des Plasmalemmas
konzentrieren und sich das Cl zusammen mit der viralen RNA und den Hullproteinen nahe den
Plasmodesmata assoziieren (Calder & Ingerfeld 1990, Langenberg 1993). Es wird auch
deutlich, dass die Lokalisierung des Cl an den Plasmodesmata durch das P3N-PIPO gesteuert
werden kann (Chung et al. 2008). Untersuchungen weisen darauf hin, dass das CI im Zell-zu-
Zell-Transport involviert ist (Sorel et al. 2014). Das Cl kann auf’erdem im Phloem und den
Geleitzellen nachgewiesen werden. Es wird daher angenommen, dass es eine potentielle Rolle
beim Langstreckentransport einnimmt (YanHong et al. 2009, Otulak & Garbaczewska 2012).
Nla ist das kleine ,,Nuclear Inclusion “ Protein, das die Hauptproteinasen der Potyviren enthalt.
Es hat zwei unterschiedliche Domanstrukturen, das N-terminale VPg und die C-terminale
Protease (Dougherty & Carrington 1988). Nach der autokatalytischen Freisetzung katalysiert
diese Protease die Spaltung von P3, 6K1, Cl, 6K2, NIb und dem Hullprotein aus dem
Polyprotein. Auflierdem trennt sich die VPg Doméne aus dem Nla Protein. Diese Spaltung ist
jedoch weniger effizient (Hull 2014). Das VPg ist kovalent mit dem 5 -Ende der viralen ssSRNA
verbunden und hat verschiedene Aufgaben wahrend des viralen Infektionszyklus fir die
Replikation und Translation. AulRerdem ist es bei der Unterdriickung des gene silencing der

Pflanzen beteiligt (King et al. 2011). Beschrieben wurde zusétzlich die Kontrollfunktion bei
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der Anreicherung und Phloembeladung der Potyviren, zum Beispiel in Kartoffeln (Rajamaki &
Valkonen 2002). Das NIb ist die RNA-abhangige RNA-Polymerase und somit fir die
Vermehrung der Viren essentiell. Das Hullprotein (CP) dient der Partikelbildung und spielt eine
zusétzliche Rolle beim Virustransport und der Genomamplifikation (King et al. 2011).
Zusammen mit der HC-Pro ermdglicht es darlber hinaus tber die oben genannte Interaktion
der spezifischen Aminoséduremotive mit den Rezeptoren im vorderen Teil des Stylets die
Vektortbertragbarkeit ((Raccah et al. 2001) nach (Drews et al. 2004)).

Das PPV beféllt hauptséchlich Prunus-Arten, es kann aber auch viele andere Pflanzen wie zum
Beispiel Nicotiana spec., Physalis spec. und Solanum spec. infizieren. Es wird durch
mechanische Inokulation, Pfropfung oder vektoriell, wie zum Beispiel durch verschiedene
Blattlause, Ubertragen. Die Symptome sind dabei abhéngig von der Pflanzenart und den
biotischen und abiotischen Faktoren. Es sind hé&ufig Scheckungen an den Bléttern und
Fruchtdeformationen festzustellen. Aber auch chlorotische Ringflecken oder linien-
beziehungsweise pockenformige Einsenkungen sind méglich (Blttner und Maiss in Poehling
& Verreet 2013). Das PPV ist ein Quarantaneerreger (EPPO A2 Liste).

Das PVY infiziert in erster Linie Nachtschattengewéchse aber auch Amaranthaceen,
Asteraceen, Chenopodiaceen und Leguminosen. Es wird hauptsachlich durch infizierte
Presssafte, also wahrend der Pfropfung, durch mechanische Inokulation oder durch Vektoren
ubertragen. Die Symptome sind dabei unterschiedlich und abhangig vom Virusstamm und den
Pflanzen (Buttner und Maiss in Poehling & Verreet 2013). Der in dieser Arbeit verwendete
Stamm zeigt an Nicotiana benthamiana Mosaiksymptome und starke Kréuselungen der Blatter.

Mit zunehmender Infektionszeit drehen sich die Blattspitzen ein.
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Abbildung 1.3-3 Schematische Genomstruktur von Viren des Genus Potyvirus

verandert nach (Hull 2014) und (http://viralzone.expasy.org): Das ssSRNA-Genom ist durch einen einzelnen ORF
gekennzeichnet, der in ein Polyprotein translatiert wird. Am 5°-Ende wird ein VPg kovalent gebunden und am 3°-
Ende liegt ein Poly-A-Schwanz vor. Die P1-Pro schneidet an der Tyr/Phe-Ser Site zwischen der P1-Pro und der
HC-Pro, welches sich selbst wiederum an der Gly-Gly Site aus dem ,,downstream* folgenden Teil des Polyproteins
schneidet. Die Protease Komponente des Nla ist fur die weitere Freisetzung der anderen an den GIn/Glu-
(Ser/Gly/Ala) Sites geschnittenen Proteine verantwortlich. Der kleinere ORF PIPO wird durch einen +2 Frameshift

des Polyprotein ORFs translatiert und wird als Fusion mit dem N-terminalen Teil des P3 exprimiert.


http://viralzone.expasy.org/
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1.3.4 Tobacco mosaic virus als Vertreter des Genus Tobamovirus

Die Familie der Virgaviridae umfasst sechs Genera (Furovirus, Hordeivirus, Pecluvirus,
Pomovirus, Tobamovirus, Tobravirus) mit derzeit 54 Spezies, von denen 35 Spezies auf die
Gattung Tobamovirus entfallen (ICTV 2014). Die Virionen der Tobamoviren sind starr und
stdbchenférmig mit einer Lange von 300-310 nm und einem Durchmesser von 18 nm. Sie
setzen sich aus einem Genom mit einer linearen (+) sSRNA (6,3-6,6 kb) und einem Kapsid aus
ca. 2130 helikal angeordneten identischen Hullproteinen zusammen (Drews et al. 2004, King
et al. 2011). Die Genomstruktur wird in Abbildung 1.3-4 gezeigt. Die virale RNA startet am
5"-Ende mit einem m’-Gppp-Cap und endet am 3’-Ende in einem untranslatierten Bereich, der
sich zu einer tRNA-ahnlichen Struktur falten kann (Drews et al. 2004). Der erste und zweite
ORF werden von der viralen RNA translatiert. Der erste ORF kodiert dabei fiir ein 126 kDa
Protein, das im Verhaltnis von 10:1 durch ein leaky stop zu einem Fusionsprotein mit dem
ORF2 verlangert wird und so zu einem 183 kDa Protein fiihrt. Dabei enthélt das Protein aus
ORF1 die Methyltransferase- und Helikasedoméne, wéhrend dem Fusionsprotein die
Polymerasedomane hinzugeftigt wird (Drews et al. 2004). Die Proteine von ORF3 und ORF4
werden von individuellen subgenomischen RNAs exprimiert. Bei den Tobamoviren ist die
Position des dritten ORFs auf der viralen RNA relativ variabel, je nach Spezies kann er die ihn
umgebenden ORFs tberlappen, sich nur mit einem ORF uberschneiden oder komplett losgel6st
von ihnen vorliegen (King et al. 2011). Beim TMV uberlappen die fiinf terminalen Codons des
zweiten ORFs den dritten ORF, der flr ein 30 kDa Transportprotein kodiert. Der ORF4 des
17,6 kDa grofRen Hullproteins beginnt zwei Nukleotide nach dem Stoppcodon des dritten ORFs
(Hull 2014). Beide subgenomischen RNAs haben am 5°-Ende ein Cap und enden am 3'-Ende
mit einer tRNA-dhnlichen Struktur (King et al. 2011). Zusétzlich konnte eine dritte
subgenomische RNA (l1) isoliert werden, die ungefahr einem Drittel des Genoms entspricht
und fur ein 54 kDa Protein kodiert. Es gibt bis jetzt jedoch noch keinen Beweis, dass es an der

viralen Expression beteiligt ist (Hull 2014).

Tobamoviren sind weltweit bekannt und verbreitet. Sie befallen hauptsachlich Leguminosen,
Nachtschattengewdachse und Kreuzblitler (Lartey et al. 1996). Die Viren werden mechanisch
uber Pflanzenkontakte und Wunden, aber auch durch infiziertes Saatgut Gibertragen (Drews et
al. 2004). Je nach Pflanzenart kénnen Symptome unterschiedliche Auspragungsgrade an
Chlorosen, Krauselungen und Verkrimmungen oder allgemein gehemmter Wuchs der Blétter,
Bliten und kompletten Pflanze sein. AuBerdem sind h&ufig nekrotische L&sionen und die

namensgebenden Mosaiksymptome zu erkennen (Drews et al. 2004).
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Abbildung 1.3-4 Schematische Genomstruktur von Viren des Genus Tobamovirus

veréndert nach (Tidona & Darai 2002, Hull 2014): Das Tobamovirus Genom beinhaltet vier ORFs. ORF1 enthalt
die Methyltransferase- und Helikasemotive. Der ORF2 enthélt das RdRp-Motiv. Das Produkt der beiden ORFs ist
die virale Polymerase. ORF3 exprimiert das ,,30k* Transportprotein und ist ein ,,suppressor of silencing “. Das
Hillprotein wird durch den ORF4 kodiert. Die beiden letzteren ORFs werden jeweils von sgRNAs exprimiert. Die

11 SgRNA mit der Expression des ORF2 konnte nur in vitro gezeigt werden.
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1.3.5 Tomato spotted wilt virus als Vertreter des Genus Tospovirus

Die Familie der Bunyaviridae umfasst funf Genera (Hantavirus, Nairovirus, Orthobunyavirus,
Phlebovirus, Tospovirus) mit derzeit 90 Spezies, von denen 11 Spezies auf die Gattung
Tospovirus entfallen (ICTV 2014). Die sphérischen Virionen der Tospoviren haben einen
Durchmesser von 80-120 nm und sind von einer Lipidhllle umgeben. In dieser sind zwei
Glykoproteinfortsatze (G1/G2) inseriert. Die Hille umschlieRt das dreiteilige aus dem Genom
und N-Protein bestehende Ribonukleoprotein mit insgesamt 16,6 kb ssRNA (Drews et al.
2004). Die terminalen Nukleotide jedes Genomsegments weisen komplementére Sequenzen auf
und fihren somit zu der Bildung von nicht-kovalent verknipften, jedoch zirkularen Genom-
Strukturen (King et al. 2011). Die Komponenten der RNA werden in eine L- (large),
M- (medium) und S- (small) Komponente unterteilt, die Genomstruktur ist in Abbildung 1.3-5
gezeigt. Dabei besteht die L-Komponente aus einer (-) sSRNA mit einer Lange von ~ 8,9 kb,
die fiir eine 331 kDa groRe RdRp kodiert. Diese ist auRerdem im Virion enthalten und sowohl
fur die Transkription und Replikation verantwortlich. Die beiden anderen Komponenten
bestehen aus einer ambisense (+/-) SSRNA und kodieren jeweils fur zwei Proteine (Drews et al.
2004). Der 3'ORF des M-Segments exprimiert die Glykoproteine, die spater als Fortsétze in
die Lipidhtlle inseriert werden und der 5"ORF kodiert fiir das P34, das Transportprotein. Die
S-Komponente des Genoms exprimiert auf dem 3"ORF das P29 (Nukleokapsidprotein) und auf
dem 5 ORF ein Protein, das fur die Unterdriickung des pflanzeneigenen RNA ,.silencing

verantwortlich ist (King et al. 2011).

Das weltweit vorkommende TSWV hat mit mehr als 900 Arten aus mehr als 90 Familien einen
grofRen Wirtskreis mit bedeutenden Kulturpflanzen wie zum Beispiel Gurke, Salat, Kartoffel,
Tomate und Tabak, aber auch Zierpflanzen wie Dahlien, Pelargonien oder Cyclamen kdnnen
infiziert werden. Es zeigen sich vielfaltige Symptome, an Tomatenpflanzen kdnnen zum
Beispiel neben einem gestauchten Wuchs der Pflanze an den Bléattern auch Bronzeférbungen,
Kréuselungen und nekrotische Flecken und Streifen auftreten (Buttner und Maiss in Poehling
& Verreet 2013). Das TSWV ist ein Quarantaneerreger (EPPO A2 Liste).
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Abbildung 1.3-5 Schematische Genomstruktur von Viren des Genus Tospovirus

verandert nach (King et al. 2011, Hull 2014): Das Genom der Tospoviren enthélt drei sSSRNA Segmente. Die L
RNA ist eine (-) sSRNA und kodiert fur die virale RdRp. Die bendtigte mMRNA wird durch Virion assoziierte
Polymerasen transkribiert. Die beiden anderen Segmente bestehen aus je zwei ORFs, die durch die ,,ambisense*
Strategie exprimiert werden. Vom M Segment exprimiert der 3"ORF die Fortsatze bildenden Glykoproteine und
der 5"ORF das Transportprotein (P34). Auf dem S Segment liegen der 3"ORF fiir das Nukleokapsidprotein (P29)
und der 5"ORF fiir den ,,suppressor of silencing“.
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1.4 Bakteriophagen als ,,antibody mimics*

Es gibt eine konstante Nachfrage flr Molekiile, die sich durch ihre Bindungseigenschaften mit
einem spezifischen Zielmolekil ohne stérende Kreuzreaktionen auszeichnen und zum Beispiel
neben der Diagnose und der Behandlung von Krankheiten auch fiir das Studium von Protein-
Protein-Interaktionen eingesetzt werden konnen. 1993 wurde erstmals eine Methode
vorgestellt, die es erlaubte, selektive Erkennungsstellen in synthetisch hergestellten Polymeren
zu erzeugen. Die Polymere konnten Uber diese Erkennungsstellen die Reaktionen von
Antikorpern imitieren (Vlatakis et al. 1993). Heute gibt es verschiedene Mdoglichkeiten solche
,antibody mimics* zu erstellen, eine davon beinhaltet ein Screening innerhalb eines phage
display. In dieser biotechnologischen Methode werden aus groRen, rekombinanten
Bibliotheken zuféallige, an Phagenhllproteine fusionierte Fragmente (Peptide, Proteinteile oder
Proteine) auf der Oberfliche von Phagen présentiert, um unter diesen geeignete
Bindungspartner fiir gewiinschte Zielmolekiile zu isolieren und spéter zu charakterisieren. Die
positiv reagierenden Phagen kdnnen im Bestfall anstelle von Antikérpern in einem ELISA
eingesetzt werden (siehe Abbildung 1.4-1). Die Geschichte der Entdeckung und die Biologie
der Phagen werden ebenso wie die Hintergriinde zu dem Screeningverfahren in den néchsten

Kapiteln erklért.

[ <«— Reporterenzym
<— Nachweisantikdrper

M13-Phage —»

Artifizielle plII-Fusionsproteine —3» (Q

! ) ) ! <«— Immobilisiertes "target"

Abbildung 1.4-1 Nachweis eines Zielmolekils mit einem ,,antibody mimic

In dieser Abbildung ist ein moglicher Phagen ELISA gezeigt. Der Phage reagiert als ,,antibody mimic *“ mit dem
Zielmolekdl und wird selbst mit einem Antikdrper (gelb markiert) nachgewiesen. Denkbar ware es hier auch, dass
das Reporterenzym an Proteine des Phagen fusioniert wird und damit vollstandig auf den Antikdrper zur Detektion

des Phagen verzichtet werden kann.
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1.4.1 Eine kurze zeitliche Einordnung der Entdeckung und Geschichte wvon

Bakteriophagen

Bakteriophagen wurden erstmals 1896 von Ernest Hanbury Hankin beschrieben, jedoch nicht
weiterverfolgt. Er erwéhnte ,etwas“ im Wasser von Flissen in Indien, das unerwartete
antibakterielle Eigenschaften gegentiber Choleraerregern aufwies und durch Filtration nicht zu
entfernen war (Hankin 1896). Felix d'Herelle entdeckte das in Frage kommende Agens im Jahr
1917 in Frankreich, als er Kulturen von Dysenterie auslosenden Bakterien mit bakterienfreien
Filtraten aus Abwasser mischte und dadurch die Kulturen im Folgenden abtotete (d’Herelle
1917). Schon ein paar Jahre zuvor machte Frederick W. Twort (1915) die Entdeckung von
sogenannten ,,glassy transformations® in seinen Bakterienkulturen, die iibertragen werden
konnten und die Zellen degenerieren lieBen. Erst mit der Arbeit von d’Herelle konnte dieser
Umstand Phagen zugerechnet werden (Kutter & Sulakvelidze 2004). Da Bakteriophagen
offensichtlich direkt gegen Bakterien wirkten und diese abtoteten, versuchte d’Herelle einen
therapeutischen Ansatz zu wahlen und testete sie im Feldversuch gegen Avian typhosis
(Salmonella gallinarum) Infektionen von Hiihnern und im Labor gegen die Shigella dysenteriae
Infektionen von Kaninchen (d'Hérelle & Smith 1926). Bevor Phagen beim Menschen eingesetzt
wurden, unterzog sich d’Herelle einem fiir damalige Zeiten nicht uniiblichen Selbstversuch
(Summers 2001). “Before undertaking experiments on man | had to assure myself that the
administration of suspensions of the Shiga-bacteriophage caused no reaction. First, | ingested
increasing quantities of such suspensions, aged from six days to a month, from one to thirty
cubic centimeters, without detecting the slightest malaise. Three persons in my family next
ingested variable quantities several times without showing the least disturbance. | then injected
myself subcutaneously with one cubic centimeter of a forty-day old suspension. There was
neither a local nor a general reaction” (d'Hérelle & Smith 1926). In weiteren Tests
verabreichte er auflerdem seiner Familie und seinen Mitarbeitern Phagensuspensionen. Erst
nachdem sich keine fir ihn nachweisbaren negativen Ergebnisse zeigten, war er bereit, die
Suspensionen an Patienten zu erproben (d'Hérelle & Smith 1926). Am bekanntesten wurde
d’Herelles Arbeit durch seine Behandlung der Beulenpest von vier Patienten mit seinen
Phagensuspensionen. Alle Patienten erholten sich von der Krankheit und die Ergebnisse
wurden in der bekannten ,,La Presse médicale “ (d'Herelle et al. 1930) publiziert. Im Jahre 1923
wurde das Eliava-Institut fur Phagenforschung in Tiflis erdffnet, um die biologischen
Eigenschaften von Bakteriophagen genauer untersuchen zu kénnen. Obwohl die Behandlung
mit Phagen in dieser Epoche durchaus weitere positive Resultate brachte, zeigte eine

Evaluierung der Phagentherapie in den 1930er Jahren auch negative Einflusse. Zusatzlich war
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man besorgt, da die Biologie der Phagen nur wenig verstanden wurde (Summers 2001).
Genauere Untersuchungen wurden durch die Entdeckung von wirksamen Antibiotika und dem
Ausbruch des Zweiten Weltkrieges verhindert. Nach dem Ende des Krieges waren eher die
allgemeinen biologischen Aspekte der Viren von Interesse und nicht die Untersuchung ihres
pharmakologischen Potenzials (Summers 2001). Der in dieser Arbeit verwendete
Bakteriophage M13 wurde erstmals 1963 von Peter Hans Hofschneider beschrieben
(Hofschneider 1963).

Faszinierend ist auRerdem, dass verschiedene Arbeiten sich mit der weltweiten Anzahl an
Phagen beschaftig haben und diese auf 1 x 10%! Partikel schitzen (Wommack & Colwell 2000,
Ashelford et al. 2003, Suttle 2005, Hatfull 2008), somit wurden Viren von Prokaryoten einen

GroRteil der biologischen Formen stellen.
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1.4.2 Biologie filamentdser Ff-Bakteriophagen

Im Gegensatz zu vielen archetypischen Bakteriophagen mit ihren bekannten Kopf- und
Schwanz-Segmenten, deren Infektionszyklen grundsatzlich mit der Lyse der Wirtszellen enden,
gibt es Bakteriophagen, die sich von den oben genannten stark in ihrer Morphologie und
Biologie unterscheiden (Rakonjac et al. 2011). Eine dieser Gruppen sind die Inoviren, ein
Genus, das zu der Familie der Inoviridae z&hlt und dem 36 Spezies zugeordnet werden (ICTV
2014). Diese Phagen mit einer langlichen und diinnen filamentdsen Struktur beinhalten ein
zirkuldres ssDNA Genom und werden den Einzelstrang-DNA-Phagen der Gruppe I
zugeordnet, bei denen die Replikation Uber ein doppelstrangiges DNA-Intermediat
charakteristisch ist (Klaus et al. 1992). Filamentdse Phagen haben einen groRen Wirtskreis
unter Gram-negativen Bakterien und infizieren unter anderem Genera von Escherichia,
Salmonella, Pseudomonas, Xanthomonas, Vibrio, Thermus und Neisseria (Russel & Model
2006). Interessant ist ihre Eigenschaft der Reproduktion ohne den Wirt zu téten. Phagen kénnen
dabei sogar positive und regulatorische Aufgaben einnehmen, wie zum Beispiel der filamentdse
Phage Pf4, der eine essentielle Rolle in der Bildung des Biofilms von Pseudomonas aeruginosa
spielt (Rice et al. 2009). Unter den E.coli befallenden filamentdsen Phagen ist die Gruppe der
sogenannten Ff-Phagen (f1, fd und M13) (Loeb 1960, Hoffmann-Berling & Marvin 1963,
Hofschneider 1963) am besten untersucht. Da die Genome dieser drei Bakteriophagen
sequenziert wurden und zu 98 % homolog sind (Beck et al. 1978, van Wezenbeek et al. 1980,
Beck & Zink 1981, Hill & Petersen 1982), wird im Folgenden der Begriff Ff-Phage
stellvertretend fir die Vertreter M13, fd und f1 verwendet. Die zirkulare ssSDNA besteht aus
6407 Nukleotiden (6408 bei fd), die insgesamt fiir elf Proteine aus neun ORFs kodieren (Day
& Berkowitz 1977, Beck et al. 1978, van Wezenbeek et al. 1980, Beck & Zink 1981, Rasched
& Oberer 1986, Guy-Caffey et al. 1992, Rapoza & Webster 1995). Von den elf phagenkodierten
Proteinen bilden funf (plll, pVI, pVII, pVIII und pIX) die Phagenhille, drei sind fir die DNA-
Replikation notwendig (pll, pV und pX) und die restlichen Proteine ermdglichen die
Assemblierung des Virions (pl, plV und pXI) (Rasched & Oberer 1986, Rapoza & Webster
1995). Eine groRere und eine Kleinere nicht kodierende Region mit den Signalen fur die
Initiation der DNA-Synthese, der Termination der RNA-Synthese und dem Verpackungssignal
komplettieren das Genom des Phagen (Schaller et al. 1969, Webster et al. 1981, Dotto & Zinder
1983). Der Replikationszyklus der Phagen wird in Abbildung 1.4-2 gezeigt. Die sSDNA der
Virionen wird durch die filamentése Hulle, die durch helikal angeordnete Kopien des
Hullproteins pVIIlI geformt wird, geschitzt. Die Enden des Virions werden durch die

Proteinkombinationen aus pVII/pIX und plll/pVI gebildet. Bevor sich das Haupthillprotein
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pVI1I der Ff-Phagen mit der sSDNA zu dem Virion zusammensetzen kann, ist es ein integrales
inneres Membranprotein. Es wird als ein vorldaufiges Protein synthetisiert, welches erst durch
die bakterieneigene Membranproteininsertase yidC in die innere Membran inseriert (Samuelson
etal. 2000, Stiegler et al. 2011) und danach durch eine Signalpeptidase (Kuhn & Wickner 1985)
prozessiert wird. Eine C-terminale hydrophobische transmembrane Helix verankert das pVIlI
in der inneren Membran (Russel & Model 1982, Papavoine et al. 1998). Wéhrend dabei der N-
terminale Bereich des Proteins in das Periplasma tbergeht, verbleibt das C-terminale Ende im
Cytoplasma (Wickner 1975, Vos et al. 2009). Bis auf die letzten 4-5 negativ geladenen N-
terminalen Aminosauren ist das pVIII innerhalb des Virions eine leicht gekrimmte a-Helix,
deren erste 20 Aminosauren eine amphipathische Struktur bilden. Es folgt eine hydrophobe
Sequenz bis Position 39 und den restlichen 10 positiv geladenen Aminosauren, die mit der
verpackten DNA interagieren (Marvin et al. 2006). Durch hydrophobe Interaktionen
untereinander werden die pVIII Untereinheiten zusammengehalten und kénnen das Virion
bilden. Nach der Prozessierung lagern sich die transmembranen Hullproteine zu Oligomeren
zusammen und binden spater die virale DNA (Haigh & Webster 1998, Nagler et al. 2007). Da
die Lange des Virions von der zu verpackenden DNA abhéangig ist (Marvin 1990), kénnen
neben den typischen Wildtyp-Phagen mit einer Lange von ungefahr 900 nm auch andere
GroRen des Virions vorliegen. Es zeigt sich zusétzlich, dass die relative Effektivitat der
Initiation beziehungsweise Termination des Virionenzusammenbaus abhangig von den anderen
Hullproteinen ist und durch Mutationen in diesen Proteinen verandert werden kann. Dadurch
konnen teilweise Virionen generiert werden, die 20-fach groRer sind als der Wildtyp (Lopez &
Webster 1983, Rakonjac & Model 1998).

Im Gegensatz zu den ungefahr 2700 Haupthullproteinen besteht das Viron neben der ssDNA
zusétzlich nur aus jeweils funf ,,minor coat* Proteinen (plll, pVI, pVII, pIX). Die Proteine pVII
und pIX werden wahrend der Initiation des Virionenzusammenbaus als erstes in das spatere
Virion inkorporiert und bilden eine Art ,,Spitze*, die die Wirtszelle iber den Sekretionskanal
(ein plV-Oligomer) zuerst verlasst (Grant et al. 1980, Endemann & Model 1995). Diese
,»Spitze® wird dann im Folgenden durch pXIIl Proteine erweitert. Die beiden Kleinen
hydrophoben Proteine (pVII mit 32 und pIX mit 33 Aminosduren) sind bis dahin innere
Membranproteine ohne eigene Signalsequenz, plX integriert sich dabei moglicherweise
spontan in die innere Membran (Houbiers et al. 2001). Es konnte gezeigt werden, dass Teile
der Proteine in der Ndhe des C-Terminus mit dem Verpackungssignal der Phagen interagieren
(Russel & Model 1989). Die beiden Proteine plll and pVI sind innerhalb der Wirtszelle
integrale Membranproteine (Boeke et al. 1982, Endemann & Model 1995). Sie formen die
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abschlieRende Kappenstruktur und terminieren die Zusammensetzung des Virions. Gleichzeitig
sind sie verantwortlich fur die Freisetzung des Bakteriophagens aus der Wirtszelle (Rakonjac
& Model 1998, Rakonjac et al. 1999). Das plll wird durch die N-terminale Signalsequenz in
die innere Membran transportiert und verankert sich dort durch seine C-terminale hydrophobe
transmembrane a-Helix (Boeke et al. 1982). Bedingt durch die Position des Membranankers
befinden sich nur funf C-terminale Aminoséuren innerhalb des Zytoplasmas, der grote Teil
des Proteins liegt im Periplasma (Davis et al. 1985, Davis & Model 1985). Das plll besteht aus
drei Segmenten (N1, N2 und C), die jeweils Uber zwei Glycin-reiche Linker flexibel
miteinander verbunden sind. Neben strukturgebenden Eigenschaften ermdglicht das im Phagen
nach auflen hin frei zugangliche plll zusétzlich die Infektion von Wirtszellen (ber die
Adsorption am F-Pilus der Wirtszelle. Durch das Segment N2 des plll wird die Adsorption des
Phagens am F-Pilus initiiert. Im weiteren Verlauf der Infektion bindet das N1 an den Korezeptor
TolA in der Bakterienmembran (Click & Webster 1997, Rakonjac et al. 1999). Das Segment C
ermoglicht die Verankerung des Proteins in den spateren Phagenpartikel. Zusétzlich ist es
denkbar, dass dieses Segment durch Konformationsanderungen eine aktive Rolle in der
Infektionsphase einnimmt (Bennett & Rakonjac 2006). Grundsétzlich sind die genauen
Ablaufe, die schlieflich dazu fiihren, dass sich das Haupthallprotein in die innere Membran
integriert und die sSDNA in das Zytoplasma freigesetzt wird, noch nicht bekannt. Nach dem
Eintritt in das Zytoplasma fungiert der (+) sSDNA Strang als Vorlage fur die Synthese des (-)
Strangs (Rakonjac et al. 2011). Eine wirtseigene RNA-Polymerase bindet am ,origin of
replication, der zwei ,,stem-loop“ Strukturen ausbildet, die den -35 und -10 Promotor-
Sequenzen ahneln und synthetisiert einen Primer (Higashitani et al. 1997). Nach der Abldsung
der RNA-Polymerase hat ein definierter Primer mit dem (+) sSSDNA Strang hybridisiert (Zenkin
et al. 2006) und wird von der DNA-Polymerase 111 des Wirts fur die Synthese des (-) Stranges
verwendet. Der Einzelstrang wird in eine doppelstrangige Form, die sogenannte ,replikative
Form® (RF), uberfiihrt (Horiuchi 1980). Diese wiederum dient als VVorlage fiir die Synthese des
(+) Stranges und fur die Transkription der Phagen-Gene. Dabei replizieren sich die Ff Phagen
durch den Mechanismus des ,rolling circle“. Das durch den Phagen kodierte pll als
Endonuklease erzeugt im Folgenden im (+) Strang der RF-DNA einen Einzelstrangbruch und
leitet den Replikationsprozess ein. Nach deren Beendigung werden die offenen Enden durch
das pll ligiert und somit rezirkularisiert (Asano et al. 1999). Parallel zu der DNA-Replikation
werden die Proteine translatiert. Die Hullproteine plll, pVI, pVII, pVIII und pIX und die fur
die Assemblierung neuer Phagen bendétigten Proteine pl und pXI werden in die innere Membran

der Bakterien eingelagert. Das Protein plV bildet in der auf’eren Membran den Sekretionskanal,
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durch den die Phagen die Wirte wieder verlassen (Russel et al. 1997). Sobald sich die
Konzentration des (+) Strang bindenden pV Proteins erhoht, wird die Konvertierung neu
synthetisierter (+) Strdnge in die RF-Form durch Interaktionen von pV-Dimeren mit den
Einzelstrangen unterdriickt. Bis auf das Verpackungssignal, eine Haarnadelstruktur, wird die
DNA regelrecht umhillt. Es bilden sich ssDNA-pV-Komplexe, welche das
Verpackungssubstrat (,,packaging substrate) der Phagenassemblierungsphase darstellen
(Webster & Cashman 1973). Zusatzlich inhibiert das pV die Translation von pll (Michel &
Zinder 1989) und pX (Yen & Webster 1982). Die Phagenassemblierung kann in funf Intervalle
unterteilt werden, die Preinitiation, Initiation, Elongation, Pretermination und Termination
(Russel et al. 2004). In der Preinitiation werden die Phagenassemblierungsorte gebildet, in dem
sich die Proteine pl, plV und pXI zusammensetzen. Sobald die Phagenassemblierungsorte
zusammen mit den ,,minor coat* Proteinen pVII und pIX sowie den ssDNA-pV-Komplexen
vorliegen, kann der Zusammenbau des Phagen durch eine Interaktion einer cytoplasmatischen
Domane von pl mit den freiliegenden Verpackungssignalen der ssDNA-pV-Komplexe initiiert
werden (Russel & Model 1989). In der Elongationsphase werden die pV-Proteine bei der
Uberfithrung des Partikels durch die innere Membran sukzessiv durch das Haupthiillprotein
pVIII ersetzt und durch die homomultimere plV-Sekretionspore in die &uBere Umgebung
transloziert. Nachdem die DNA komplett mit den pVIII umbhiillt ist, werden die “minor coat”
Proteine pVI und plll eingebaut und das Virus kann sich von der Bakterienzelle I3sen. Dies ist
nur moglich, wenn beide Proteine vorhanden sind (Rakonjac & Model 1998, Rakonjac et al.
1999), der Phage verbleibt sonst an der Wirtszelle. Pro Wirtszelle und Generation werden bei
E. coli geschitzte 10° pVIII in die innere Membran integriert (Rakonjac et al. 2011). Obwohl
die Ff Phagen-Produktion die Wirtszelle im Normalfall nicht totet, kdnnen Verédnderungen oder
fehlerhafte Biosynthesen der Proteine zu Akkumulationen von stérenden inneren Faltungen der
Membranen filhren und die Bakterien abtdten (Schwartz & Zinder 1968). Grundsatzlich
erscheinen nach der Infektion der Wirtszellen die ersten Phagen im umgebenden Medium bei
37 °C nach ungeféhr zehn Minuten. Die Anzahl der Viren erhoht sich in den ersten 40 Minuten
exponentiell, bevor die Vermehrungsrate linear wird. Dies flihrt zu 1000 produzierten Phagen
innerhalb der ersten Stunde pro Wirtszelle. Da die Wirte nicht absterben und sich weiter
vermehren, kdnnen unter optimalen Bedingungen unendlich viele Phagen produziert werden
(Russel et al. 2004).
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Abbildung 1.4-2 Replikationszyklus der Ff Phagen

nach: (Rakonjac et al. 2011): Wahrend die (+) ssDNA bei der Infektion in das Cytoplasma gelangt, integrieren
sich die pVIII Hillproteine in die innere Membran. Die Synthese des negativen DNA-Stranges wird durch die
wirtseigene RNA-Polymerase initiiert, indem durch sie ein Primer generiert wird. Nach der Ablésung des Enzymes
repliziert die wirtseigene DNA-Polymerase Il mit Hilfe des Primers den kompletten negativen Strang. Die
Synthese des positiven Stranges wird durch das pllI initiiert, das einen ,,nick* im (+) Strang am positiven ,,0rigin
of replication erzeugt. Durch eine ,,rolling circle® Replikation werden beide Stringe nacheinander vermehrt. Am
Anfang der Infektion werden neue positive Strange als Matrize fiir die Synthese weiterer negativer Strange
verwendet, die Kopienanzahl der doppelstrangigen ,,Replikativen Form“ (RF) wird dadurch erhéht. Von der RF
werden die Phagenproteine erzeugt. Die Proteine pll, pV und pX verbleiben im Cytoplasma und steuern die
Genomreplikation und die Substratbildung (als Substrat gilt der ssDNA-pV-Komplex). Die Hllproteine plll, pVI,
pVII, pVII und plX werden fur den spéteren Phagenzusammenbau in die Membran integriert, wéhrend pl, plV
und pXI den Transportkomplex bilden. Wéhrend der spéteren Phase der Infektion werden die positiven Strdnge
durch die pV-Dimere umhillt und als Verpackungssubstrat zu den Transport- beziehungsweise
Verpackungskomplexen gebracht.
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1.4.3 Biopanning mit Phagenbanken

In der Pionierarbeit gelang es 1985 erstmals, fremde DNA-Segmente in das Genom von Phagen
zu klonieren und stabile Fusionsproteine auf der Oberflache zu exprimieren (Smith 1985). Die
ersten ,,phage display* Bibliotheken mit Peptiden beziehungsweise Antikérpern wurden in den
Jahren 1990/91 verdéffentlicht (zum Beispiel: (Scott & Smith 1990, Barbas et al. 1991, Clackson
et al. 1991)). Es folgten weitere VVersuche, die je nach Zielsetzung Bindemotive von Doménen
oder Rezeptoren identifizieren (Peptidbibliotheken) oder als ,,monoklonale” Antikérper
(Antikorper-Bibliotheken) wirken sollten (Rakonjac et al. 2011). Bevor es moéglich ist, spezielle
Varianten innerhalb einer Bibliothek zu identifizieren, missen die Phagen erst in ausreichend
hohen Mengen und Variationen angezogen werden, damit die Wahrscheinlichkeit bindender
Molekile erhoht wird. Je nach Herkunft und Art der Bibliothek unterscheiden sich diese
Varianten dabei relativ stark voneinander. Der spatere Erfolg hangt direkt von der Spezifitat
und Sensitivitdt des Molekiils zu seinem Liganden ab (Rakonjac et al. 2011). Die
Standardmethode fur ein Affinitatsscreening wird haufig als Biopanning bezeichnet (Parmley
& Smith 1988). Das ,,target* wird im Normalfall auf einer Plastikoberflache immobilisiert und
mit der Phagenbibliothek in fliissiger Form inkubiert (siehe Abbildung 1.4-3). Nicht-bindende
Phagen werden durch mehrere Waschschritte entfernt und die gebundenen Phagen danach
eluiert und amplifiziert. H&aufig werden die Phagen nach drei ,,Biopanningrunden
charakterisiert, wenn der ,,Hintergrund* nicht-bindender Phagen stark genug reduziert ist.
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Biopanning - Zyklus

A B

| !
LS

Artifizielle pIII-Fusionsproteine —P{

Immobilisiertes "target" —» ! ! ! ! ! ! ! !

Abbildung 1.4-3 Schematische Darstellung einer Biopanning-Prozedur

A: Das immobilisierte Zielmolekil wird mit der vollstdndigen Phagenbibliothek inkubiert. B: Nur bindende
Phagen verbleiben nach mehreren Waschschritten. C: Diese kénnen zum Beispiel durch Veréanderungen im pH-
Wert eluiert werden. D: Die eluierten Phagen werden in Bakterien amplifiziert und kdnnen in weiteren
Biopanningrunden eingesetzt oder charakterisiert werden.

Jedes der Hullproteine von Ff-Phagen wurde schon fiir das Biopannnig verwendet, das pll1 wird
dabei jedoch am haufigsten benutzt. Das Protein wird durch seine N-terminale Signalsequenz
in die Membran geleitet, diese wird spater durch eine Signalpeptidase entfernt. Der N-Terminus
des Proteins verbleibt im Periplasma. Fir die Verwendung in einem Biopanning ist es somit
notwendig, die auf der Oberflache exprimierten Proteine auf DNA-Ebene in frame zwischen
die Signalsequenz und das spéatere plll Protein zu klonieren (Barbas et al. 1991). Da die C-
terminale Domaéne des plll fir den Zusammenbau des Virions bendétigt wird, dirfen Variationen
innerhalb des Proteins nur im Bereich des N-Terminus vorgenommen werden. Dieser ist flr die
spateren Infektionen der Wirtszellen jedoch essentiell, somit kénnen Veranderungen zu nicht
infektiésen Phagen fihren. Um dieses Problem zu umgehen, werden die plll-Fusionsproteine

h&ufig von sogenannten Phagemiden exprimiert, die einen eigenen Plasmid- und f1- ,,origin of
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replication®, das f1-Verpackungssignal und Antibiotikaresistenzgene besitzen (Barbas et al.
2004). Das exprimierte plIl wird dann mit einem Helferphagen “gerettet”. Dieser bringt durch
sein Genom neben allen fehlenden Proteinen noch zusétzliche Wildtyp plll mit, die eine spétere
Infektion von weiteren Wirten und somit die Amplifikation erst in groRerem Malistab
ermoglichen. Die Phagmid-DNA mit den gewiinschten “inserts” wird in F*-Zellen
transformiert. Sobald eine Infektion mit Helferphagen vorliegt, kénnen sich die Phagemide
durch das fl1 ,,0rigin” replizieren. Die dadurch produzierte ssDNA wird in die Virionen
verpackt, die je nach gewahltem Helferphagen zwischen null und finf der durch die Phagemide
kodierten plll-Fusionsproteine auf ihrer Oberfliche présentieren. Wenn unverénderte
Helferphagen verwendet werden, liegt im Durchschnitt weniger als ein plll-Fusionsprotein pro
Virion vor, da das Wildtyp plll préferiert wird. Durch die Verwendung von Helferphagen mit
dem ,,gene Il amber® Mutationen in ,,suppressor Bakterienstdmmen kann der Anteil an
Wildtyp plIl im Virion gesenkt werden (Oh et al. 2007). Helferphagen mit Deletionsmutationen
beziiglich des plll erlauben sogar eine Verpackung mit finf plll-Fusionsproteinen. In der
Abwesenheit von Helferphagen kénnen die Phagemide wie Plasmide in den Bakterien vermehrt
werden (Rakonjac et al. 2011). Nach der erfolgreichen Durchfuihrung eines Biopannings und
der Charakterisierung der bindenden Phagen kdénnen diese jederzeit neu produziert und

eingesetzt werden.
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1.5 Der Nachweis von Viren durch ,antibody mimics“ aus
Phagenbibliotheken

Die Idee der Identifikation von virushindenden ,,antibody mimics* durch die Verwendung von
Phagenbibliotheken ist nicht neu. Schon 1994 stellte Nissim fest, dass die Prasentation eines
Spektrums von Antikdrper-Fragmenten auf der Oberflache von filamentdsen Bakteriophagen
eine neuartige Maoglichkeit der Produktion von Antikdpern mit bekannten Bindungsspezifitaten
ermoglicht. Dadurch erdffneten sich neue Mdoglichkeiten fir die Forschung (Nissim et al.
1994). In den folgenden Jahren zeigten sich erste Erfolge im Pflanzenvirussektor. So wurden
humane scFv-Bibliotheken gegen gereinigtes CMV (Ziegler et al. 1995) und das Potato leafroll
luteovirus (PLRV) (Harper et al. 1997) eingesetzt und auf bindende Molekule untersucht. Es
gelang scFvs zu identifizieren, die einen positiven Nachweis der jeweiligen Viren in
Pflanzenmaterial ermdglichten. Innerhalb der folgenden Jahre wurden weitere erfolgreiche
Biopannings von scFv-Bibliotheken gegen Pflanzenviren beschrieben, wie zum Beispiel gegen
das PVY (Boonham & Barker 1998) oder verschiedene Tospoviren (Franconi et al. 1999). Die
Methode des Biopanning erwies sich auch bei unterschiedlichen Zielsetzungen als stabil, es
konnten zum Beispiel scFvs identifiziert werden, die funktional in Pflanzen exprimiert werden
(Franconi et al. 1999), Virusepitope detektieren (Holzem et al. 2001) oder spezifische
virusassoziierte Proteine wie die Nla der Potyviren unterscheiden (Hust et al. 2002) konnten.
Auf dem Gebiet des Nachweissektors fir Pflanzenviren muss jedoch festgestellt werden, dass
sich nur relativ wenige Arbeiten in den letzten 15 Jahren mit der Verwendung von ,,antibody
mimics* aus scFv-Phagenbibliotheken fiir direkte Nachweisreaktionen von Pflanzenviren aus
Pflanzenmaterial beschéftigten. Es gelang unter anderem die Isolation von scFvs, die das
Grapevine virus B in infizierten Nicotiana occidentalis nachweisen konnten (Saldarelli et al.
2005), die Isolation eines Hullprotein spezifischen scFv aus einem mouse phage library
antibody fir das Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) (Jahromi et al. 2009) und der
Nachweis des Papaya ringspot virus in infiziertem Pflanzenmaterial (Maheshwari et al. 2015).
Die Verwendbarkeit von Phage Display Peptide Bibliotheken fir den Nachweis einer Peptid-
Pflanzenvirus-Interaktion wurden zum Beispiel fiir das CMV (Gough et al. 1999), das Rice
black streaked dwarf virus (RBSDV) (Bai et al. 2001) und das Banana streak virus (BSV)
gezeigt (Chua et al. 2007).

Innerhalb der Erforschung der animal- und humanpathogenen Viren zeigt sich ein anderer
Ansatz. Obwohl auch hier durch Biopanning Fusionsproteine fir den Nachweis von Viren

identifiziert wurden, gehen die Ansétze oft noch einen Schritt weiter. Die Interaktion mit dem
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Virus soll auBerdem noch antiviral sein. Um dieses inhibierende Potential zu entfalten, miissen
die Molekdle zusétzlich haufig die Fahigkeit besitzen, in die Zielzellen eindringen zu kénnen
(Brissette & Goldstein 2007). An dieser Stelle soll nur ein kleiner Einblick entdeckter ,,antibody
mimics* zu verschiedenen Viren gegeben werden, eine Ubersicht Uber weitere antivirale
Peptide zeigt zum Beispiel das Review ,,Phage Display of Combinatorial Peptide Libraries:

Application to Antiviral Research* von Castel et al. (Castel et al. 2011).

Innerhalb der Humanmedizin konnten unter anderem Peptide aus Phagenbibliotheken
identifiziert werden, die die Infektiositat des Human rotavirus in vitro (Ning et al. 2007)
verringern, den Zugang des Andes virus (ANDV) zu Wirtszellen unterbinden (Hall et al. 2009)
oder die Infektionsrate des West nile virus (WNV) reduzieren kénnen (Bai et al. 2007).
Spezifische Reaktionen mit scFvs aus Phagenbibliotheken konnten zum Beispiel fir das
Dengue virus (DENV) (Cabezas et al. 2008) und das avian influenza A virus (HPAI) des H5N1
Subtyps gezeigt werden (Poungpair et al. 2014).

Auch im Sektor der animalpathogenen Viren konnten Peptide mit antiviraler Wirkung aus
Phagenbibliotheken gegen unterschiedliche Viren gewonnen werden, zum Beispiel wurde in
vitro die Infektion der Wirtszellen durch das avian infectious bronchitis virus (IBV) verhindert
(Peng et al. 2006), die hamolytische Wirkung und Vermehrung des Newcastle disease virus
(NDV) (Ramanujam et al. 2002) inhibiert und die Infektion mit dem White spot syndrome virus
in Shrimps gehemmt (Yi et al. 2003). Im Bereich der scFvs aus Phagenbibliotheken wurde unter
anderem fur diagnostische Zwecke der Nachweis des Spring viremia of carp virus (SVC) (Liu
et al. 2013) und des Infectious haematopoietic necrosis virus (IHNV) (Liu et al. 2014)

ermdglicht.

Auch durch diese recht knapp gehaltene Ubersicht wird deutlich, wie groR das Potential von
,antibody mimics aus Phagenbibliotheken fiir den Nachweis beziehungsweise fir

Interaktionsstudien mit Viren ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.1-1 Ein Uberblick tiber die verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerate und Modell Vertriebspartner
Verbrauchsmaterialien

Aktivkohle Sigma
Analysewaage Analytic 200 S Satorius
Autoklav VX-75 Systec
Autoklav DE-23 Systec
Bidestanlage GFL Bi-Dest 2104 GFL
Bio-Assay-Schale

Computer Gel Jet Imager INTAS
Digitalkamera Powershot A3200 IS Canon
Drucker Mitsubishi P91D INTAS
Elektrophoresekammer Mini 440.000, Serien-Nr. 0014 Polymehr
Elektroporator ECM 399 Electroporations System BTX
Eppendorf Zentrifuge 8510R Eppendorf
ReaktionsgeféaRe 0,2; 1,5; 2,0 ml Sarstedt
Falcon-GefaR 15 und 50 mL Sarstedt
Feinwaage Sartorius analytic Sartorius
Fotometer BioPhotometer plus Eppendorf
Handschuhe Nitril 3000 Meditrade
Heizblock Block heater Stuart Scientific
Heizblock Techne Dri-Block DB3 thermo-DUX
Immunoréhrchen

Inkubationsschrank Heraeus

Inkubationsschrank

Kamera

Klebefolie fur Mikrotiterplatten
(luftdurchldssig)

Kit: NucleoSpin Extract 11

Kit: Ni-NTA Spin Kit

Kolben

Unihood 650

dunn B-100

740609

31314
100 mL

LTF Labortechnik
INTAS

Macherey-Nagel

Qiagen
SIMAX
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Kivetten Spaltbreite 1 mm Roth

Kuvetten Fotometer

Laborzentrifuge Sigma 113 SIGMA
Mikrowelle Mikrowellenkochgerat News 113B NT News
Minipistill Roth

Mischer HPLC MKR 23 HLC BioTech
MTP Schttler Vortemp 56

Ni-NTA Spin Columns Qiagen
Pikocycler Piko 24 Finnzymes
Pipette 5 mL Roth

Pipetten 2, 20, 200, 1000 pl Pipetman Gilson
Pipettenspitzen 0,1-10 uL TXL-10-L AXYGEN
Pipettenspitzen 1 mL Ultratip greiner bio-one
Pipettenspitzen 200 uL Gelb Sarstedt
Pipettenspitzen 1 mL gestopft

Pipettenspitzen 200 pL gestopft

Pistill + Mdrser Haldenwanger
pH-Meter 766 Calimatic Knick

PP Deep Well MTP Greiner
Schuttler Certomat MO 2 Sartorius
Schwenktisch

Spannungsquelle Microcomputer electrophoresis power Consort

Spannungsquelle
Spannungsquelle
Spritze

Tecan Columbus ELISA Washer
Sterilbank
Thermocycler
Thermocycler
Thermo Shaker
Tischzentrifuge
UV-Tisch
Vakuumkonzentrator
Vortex

Zentrifuge
Zentrifuge

supply

MP 300v
Elite 300+
Omnifix(R)-F

Lamina Air HA 2448 GS
C1000 Touch™

PIKO

PST-60HL-4

MiniSpin, Festwinkelrotor

Hetovac VR-1+CT60e
MS2 MiniShaker
Sorvall RC-5C

Sigma 4K10

MS major science
Schtt

Braun

Haraeus
BIORAD

Finnzymes

Eppendorf
INTAS
Heto

IKA
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96-well Platten (Mikrotiterplatten)  PS, Microlon, med-binding

96-well Platten (Mikrotiterplatten) F96 MAXISORB Nunc Immuno Plate

Greiner hio-one

Nunc Products

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2.1-2 Ein Uberblick {iber die verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie Summenformel Vertriebspartner
Aceton C3sHsO Roth
Acetosyringon C10H1204 Roth
Agar (C12H1800)n Roth
Agarose LE (C12H1800)n Biozym
Aktivkohle Sigma
Ammoniumperoxodisulfat (APS) HgN20sS: Roth
AqUabidest H.O IGPS
Aquagmin H.O IGPS
Bromphenolblau C19H9BrsOsNa Serva
Calciumchlorid CaCl: Roth
Celite 545 Serva
DIECA CsH11NS; Roth
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat Na;HPO, - 2 H,O  Roth
Dimethylformamid (DMF) CsH/NO Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) C:Hs0S Roth
Dithiothreitol (DTT) C4H10C2S; Roth
Essigsaure CyH402 Roth
Ethanol, reinst C,HsO Sigma
Ethanol, vergallt C,HsO mit MEK Roth
Ethidiumbromid CxH20BrNs; Sigma
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Ci10H16N20s Merck
GelRed CeoH7212NgOs GeneON
Glucose CsH1206 Roth
Glycerin (99,5 %) C3HgOs Roth
Guanosin C10H13Ns0s Sigma
Hefeextrakt Roth
Hexamincobaltchlorid HaCoCls; Roth
Isopropyl-p-D-thiogalactoside (IPTG) CoH150sS Applichem
Isopropanol CsHsO Roth
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Kalium-Acetat

Kaliumchlorid

Kaliumcitrat
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin

Magnesiumchlorid Hexahydrat
MES (2-(N-Morpholino)ethansulfonséure)
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD)
Natriumacetat Trihydrat
Natriumchlorid
Natriumdiethyldithiocarbamate
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Natriumiodid

Natriumsulfit

Natriumperchlorat
Polyethylenglycol (PEG)
Polyvinylpyrrolidon K 90 (PVP)
Quantum Matrix Lésung
Rotiphorese® Gel 30

Roti®-Quant

Rubidiumchlorid

Saccharose

Salzséure

Silika Partikel

Stickstoff

Tetramenthylbenzidin
Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Hydrochlorid
Trypsin

Urea

Zitronensaure

2TY Medium

CoH3KO;

KCI

CeHsKs
KH2PO4
C18H3zsNO4O1n1
MgCl,-6 Hz0
CsH13NO4S
C21H27N7014P
C2H3NaO»-3 H.0
NaCl
CsHioNS:Na
C12H25Na04S
NaHCO3
NaH.PO4
NaOH

Nal

Na,SOs
NaClO,4
C2H602
(CoHsNO),

RbCI
C1oH2011
HCI

N2

CisH20N:
CeH1sN2
C4H11NOs
C4H11NO3s-HCI

CH.N-20O
CeHsO7 - H20

Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
New England BioLabs
Roth
Roth
Aldrich
Roth
Roth
Roth
Merck
Roth
Roth
Serva
Fluka
Carl Roth
Biorad
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth

CryoEase
Roth
Applichem
Roth

Roth
Sigma
Roth

Roth

Roth
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2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonséure  C1sH24NsO6S4 Sigma
(ABTS)
4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz Hexahydrat ~ CsHsNNa;OgP - Roth
6 H.0
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactoside C14H1sBrCINOg Roth
(Xgal)
2.1.3 Verwendete Pflanzenviren
Tabelle 2.1-3 Ein Uberblick Uber die verwendeten Pflanzenviren
Pflanzenvirus Isolat Herkunft Plasmid

CbMV

CMV

CMV

PPV

PVY
TMV

TMV

TSWV

PV-0183

PV-0506

Bul PV-0212

N605
Ohio V PV-0171

Vulgare PV-0107

Interne

Bezeichnung: 12

Institut fur gartenbauliche Produktionssysteme
(IGPS), Abteilung Phytomedizin, Hannover,
Deutschland

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Deutschland
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Deutschland
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Deutschland
Gabor Jakab (Jakab et al. 1997)

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Deutschland
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Deutschland
Pers. Komm.: Pamella Akoth Ogada, IGPS,

Abteilung Phytomedizin, Hannover, Deutschland

p2447

p2161

p2345
p2129

p1922
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2.1.4 Verwendete Pflanzen

Tabelle 2.1-4 Ein Uberblick Uber die verwendeten Pflanzen

Pflanze Sorte Herkunft

Chenopodium quinoa IGPS, Abteilung Phytomedizin, Hannover,
Deutschland

Lactuca sativa Pirat Quedlinburger Saatgut, Bauhaus, Hannover

Nicotiana tabacum var. Xanthi IGPS, Abteilung Phytomedizin, Hannover,

Deutschland

Nicotiana benthamiana IGPS, Abteilung Phytomedizin, Hannover,
Linie 17.27.1 Deutschland
Phaseolus vulgaris Neckargold Quedlinburger Saatgut, Bauhaus, Hannover

2.1.5 Losungen und Puffer

Tabelle 2.1-5 Zusammensetzung der verwendeten Losungen und Puffer

Losung/Puffer Zusammensetzung

Virusinokulationspuffer 0,05 M KH2POs4, 0,05 M Na;HPO,, 1 mM EDTA, 5 mM

(mech. Inokulation) Na-DIECA, (pH 7)

APS-Ldsung (10 %) 10 % Ammoniumperoxoidsulfat (w/v) in Aquapidest

Anodenpuffer 200 mM Tris in Aquabidest (PH 8,9), autoklaviert

dNTP-Mix (10 mM) 10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP;
gelagert bei -20 °C

Coomassie-Farbelésung 25 % Isopropanol (v/v), 10 % Essigsaure (v/v), 0,1 %
Coomassie-R250 (w/v)

Coomassie-Entfarbeldsung 10 % Essigsaure (v/v)

DNA-Ladepuffer 37,5 % Glycerin (v/v), 0,2 % Bromphenolblau (w/w)

DND 1 M DTT, 10 mM Kalium-Acetat (pH 7,5), 90 % DMSO

ELISA Coating Puffer 15 mM NaCOs3, 35 mM NaHCOs, (pH 9,6)

ELISA Probenpuffer ELISA Waschpuffer, 2 % PVP (K10-K40) (w/v), 0,2 % BSA

(wiv), (pH 7,4)

ELISA Probenpuffer (alternativ) ELISA Waschpuffer, 2 % PVP (K10-K40) (w/v), 2 % Milchpulver
(wiv), (pH 7,4)

ELISA Substratlésung 1 mg/ml 4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz Hexahydrat in

(alkalische Phosphatase) Substratpuffer, frisch ansetzten
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ELISA Substratpuffer (alkalische 9,7 % Diethanolamin (v/v), 0,02 % MgCl, x 6 HO (w/v),

Phosphatase)
ELISA Substratldsung

(horseradish peroxidase (HRP))

ELISA Substratpuffer
(horseradish peroxidase)
Eluationspuffer
Ethidiumbromidlésung
Expressionspuffer B
Expressionspuffer C
Expressionspuffer E
Gibson Assembly

(5x isothermaler Puffer)

Gibson Assembly Mix

Homogenisationspuffer
Inokulationspuffer
(Rhizobium radiobacter)
IptG/Xgal Stocklésung
Kaliumphosphatpuffer
Kathodenpuffer
Ladepuffer (Nukleinsdure)
Losung A (klare Lysate)
Losung B (klare Lysate)
Losung C (klare Lysate)
Losung D (klare Lysate)

Losung D1 (klare Lysate)
Losung D2 (klare Lysate)
Nal-Losung
Panningblock

PCA-Puffer

PEG/NaCl Losung

(pH 9,8/HCL)

0,22 mg/ml ABTS in Substratpuffer, frisch hinzugefiigt werden
0,051 % H.02 (30 %)

0,05 M Zitronenséure, (pH 4)

10 mM Tris-HCL, (pH 8,5)

7,5 mg/ml Ethidiumbromid in Aquapidest

8 M Urea, 0,1 M NaH:PO4 0,01 M Tris-Cl, (pH 8,0)

8 M Urea, 0,1 M NaH,PQO,, 0,01 M Tris-Cl, (pH 6,3)

8 M Urea, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris-Cl, (pH 4,5)

25 % PEG 8000, 500 mM Tris-HCI (pH 7,5), 50 mM MgCl,,
50 mM DTT, 1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM dGTP, 1 mM
dTTP, 5 mM NAD, ad Aquabidest

100 ul 5x isothermaler Puffer, 20 ul T5-Exonuklease (0,1 U/ul),
6,25 pl Phusion DNA-Polymerase 2 (2 U/ul), Tag-DNA-
Polymerase (40 U/ul), 73,75 pl Aquabidest

PCA-buffer, 20 mM Na.SOs, 15 mM DIECA, 6,5 mM EDTA

10 mM MgCl;-Hexahydrat, 10 mM MES, 100 uM Acetosyringon

5% IPTG (w/v), 4 % Xgal (w/v) in DMF

0,17 M KH2PQOq4, 0,72 M K;HPO,

100 mM Tris, 100 mM Tricine, 0,1 % SDS (v/v), (pH ~8,25)
4,71 M Glycerin, 2,89 mM Bromphenolblau

50 mM Glucose, 15 mM Tris-Base (pH 8,0), 10 mM EDTA

0,2 M NaOH, 1 % SDS (w/v)

3 M NaAc (pH 5,2 mit Eisessig)

10 % klare Lysate Losung D1, 10 % klare Lysate Losung D2 in
AqUapidest

500 mM Tris-HCL, (pH 8,0)

1 M NaAc, (pH 7,0)

149 mM Na,SOs, 6 M Nal

1 % Milchpulver (w/v), 1 % BSA (w/v), 0,1 % Tween 20 (v/v) in
PBS

160 mM Na;HPO, - 2 H,0, 18 mM Zitronensaure-Monohydrat,
(pPH=7)

16,7 % PEG 8000 (w/v), 3,3 M NaCl, autoklaviert
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PEG/NaCl Losung
PEG/NaCl Ldsung
Ph.D. Blocklésung
Ph.D. Coating Puffer
Ph.D. Eluationspuffer
Ph.D. Waschpuffer
Ph.D. Waschpuffer

Phosphat-Buffered Saline Puffer

(PBS) (10 x)
Quantum Binding Buffer

Quantum Wash Buffer

RNA-Extraktionspuffer

RNase-Ldsung
RNA-Waschpuffer

SDS-Probenpuffer (2x)

STE-Puffer
STE/16.5 % EtOH
TAE-Puffer (50 x)

TE/RNase-Mix
TE-Puffer (10/0,1)
TE-RNase

TMB Losung A
TMB Losung B

Transformationspuffer

Tricine-Gelpuffer
Tris-Buffered Saline Puffer
(TBS)

Trypsin PBS

20 % PEG 8000 (w/v), 2,5 M NaCl, autoklaviert

24 % PEG 8000 (w/v), 6,9 % NaCl (w/v), autoklaviert

2 % Milchpulver (w/v) in TBS

0,1 M NaHCOs, (pH 8,6)

200 mM Glycin-HCI (pH 2,2), 1 mg/ml BSA

0,1 % Tween-20 (v/v) in TBS

0,5 % Tween-20 (v/v) in TBS

1,37 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM Na;HPO4, 18 mM

KH2PO,, (pH = 7,4/HCL)

6 M Natriumperchlorat, 50 mM Tris-HCL (pH 8,0), 10 mM
EDTA, (pH 8,0/NaOH)

400 mM NaCl, 20 mM Tris (pH 8,0/HCI), 2 mM EDTA (pH
8,0/NaOH), 50 % Reinst-Ethanol (v/v), (pH ~ 8,0)

5 M Guanidine-HCI, 0,2 M NaAc (pH 5,2), 25 mM EDTA,
1 M Kac, 2,5 % PVP, (pH 5,6)

1 % RNase A (w/v) in TE-Puffer

10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,05 mM EDTA, 50 mM NaCl, 50 %
Reinst-Ethanol, (pH 7,5)

100 mM Tris-HCI (pH 6,5), 4 % SDS (w/v), 200 mM DTT, 20 %
Glycerin (v/v), 0,2 % Bromphenolblau (w/v)

10 MM EDTA, 1 M NaCl, 0,5 M Tris-HCI

1x STE-Puffer, 16,5 % EtOH (v/v)

2 M Tris-Acetat, 50 mM EDTA (pH 8,0/NaOH), 5,71 %
Essigséure (v/v), (pH 8,44)

10 ug RNase A/ml TE-Puffer (10/0,1)

10 mM Tris (pH 8,0/HCI), 0,21 mM EDTA (pH 8,0/NaOH)
TE-Puffer, 10 ng/ml RNase A aus RNase-L6sung

0,05 M Zitronenséure, 0,05 M Kaliumcitrat, (pH 4.1)

1 mM Tetramethylbenzidin, 10 % Aceton (v/v), 89,1 % Ethanol
(v/v), 0,907 % H20- (30 %) (v/v)

100 mM RbClI, 45 mM CaCl; x H,0, 10 mM MES (mit 10 M KOH
auf pH 6 eingestellt), 10 mM CaCl, x H,O, 3 mM HaCoCls,
pH 6,3, sterilfiltriert

3 M Tris, 0,3 % SDS (w/v), (pH 8,45)

50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NacCl, autoklaviert

10 pg/ml Trypsin in PBS
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2.1.6 Verwendete Antibiotika

Tabelle 2.1-6 Ein Uberblick (iber die verwendeten Antibiotika

Antibiotikum Summenformel Konzentration Vertriebspartner
Stockldsung

Ampicillin C16H19N304S 150 mg/ml Roth

Kanamycin C18H3sNO4O11 50 mg/ml Roth

Tetracyclin C22H24N20s 20 mg/ml Roth

2.1.7 Escherichia coli Bakterienstamme

Tabelle 2.1-7 Beschreibung der verwendeten Escherichia coli Stamme

Bakterienstamm Genotyp

(Vertriebspartner)

BL21-Gold(DE3) B FompT hsdS(rs mg") dcm*Tet" gal M(DE3) endA Hte

(Agilent Technologies)

ER2738 F'proA*B™ lacl? 4(lacZ)M15 zzf::Tn10(TetR)/ fhuAd2 ginV A(lac-proAB) thi-
(New England Biolabs) 7 A(hsdS-mcrB)5

M15 (Qiagen) F, @804lacM15, thi, lac-, mtl-, recA* , KmR

NM522 (Pharmacia)  F' proA™B™ lacl® A(lacZ)M15/ A(lac-proAB) gInV thi-7 A(hsdS-mcrB)5

TG1 K-12 supE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5, (r« mk)

XL1-Blue MRF' A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96

relAl lac[F'proABlaclqgZAM15 Tn 10 (Tet")]

2.1.8 Rhizobium radiobacter Bakterienstamm

Tabelle 2.1-8 Beschreibung des verwendeten R. radiobacter Stamms

Bakterienstamm Chromosomaler Hintergrund Ti-Plasmid
GV2260 C58 pGV2260 (pTiB6S3DT-DNA)
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2.1.9 Nahrmedien

Tabelle 2.1-9 Zusammensetzung der verwendeten Nahrmedien

Nahrmedium

Zusammensetzung

Luria-Bertani-Agar (LB-Agar)
LB-Agar mit Ampicillin
LB-Agar IPTG/Xgal

LB-Agar mit Kanamycin
LB-Agar mit Tetracyclin

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)

LB-Medium mit Ampicillin
LB-Medium mit Kanamycin
LB-Medium mit Tetracyclin

Super Optimal Broth Medium (SOB)

Super Optimal Broth with Catabolite

Repression Medium (SOC)
2xYT Agar mit Ampicillin
LB-Agar IPTG/Xgal

2xYT Agar mit Kanamycin
2xY'T Agar mit Tetracyclin
2xYY Medium

2xXYT Medium (gepuffert)

2xYT mit Ampicillin

2xYT mit Ampicillin und Glucose
2xY'T mit Kanamycin

2xYT (gepuffert) + SA

2xYT mit Tetracyclin

2xXYT Top Agar

LB-Medium, 1,5 % Agar (w/v), autoklaviert

LB-Medium, 1,5 % Agar (w/v), 150 pg/ml Ampicillin
LB-Medium, 1,5 % Agar (w/v),

1 ml IPTG/Xgal Stammlésung

LB-Medium, 1,5 % Agar (w/v), 50 pg/ml Kanamycin
LB-Medium, 1.5 % Agar (w/v), 20 pg/ml Tetracyclin

1 % Pepton (w/v), 1 % NaCl (w/v), 0,5 % Hefeextrakt (w/v) in
Aguagest, (pH 7,5), autoklaviert

LB-Medium, 150 pg/ml Ampicillin

LB-Medium, 50 pg/ml Kanamycin

LB-Medium, 20 pg/ml Tetracyclin

2 % Pepton (w/v), 0,5 % Hefeextrakt (w/v), 10 mM NacCl,
2,5 mM KCI in Aquagest, (pH 6-7)

SOB, 10 mM Glucose, 20 MM MgCl,

2xYT, 1,5 % Agar (w/v), 100 pg/ml Ampicillin
2xYT, 1,5 % Agar (w/v),

1 ml IPTG/Xgal Stockldsung

2xYT, 1,5 % Agar (w/v), 50 pg/ml Kanamycin
2xYT, 1.5 % Agar (w/v), 20 pg/ml Tetracyclin

16 % Bacto Tryptone (w/v), 0,5 % NaCl (w/v), 1 %
Hefeextrakt (w/v) in Aquages:, (PH 7,5), autoklaviert
2xYT Medium, 10% Kaliumphosphatpuffer (v/v)
2xYT, 100 pg/ml Ampicillin

2xYT, 100 mM Glucose, 100 pg/mL Ampicillin
2xYT, 50 pg/ml Kanamycin

2xYT, 50 mM Saccharose, 100 pg/mL Ampicillin
2xYT, 20 pg/ml Tetracyclin

2xYT, 0,6 % Agar (w/v)
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2.1.10 Oligonukleotide

Tabelle 2.1-10 Bezeichnung und Sequenz der verwendeten Oligonukleotide

Oligonukleotid Interne  Spezifische Sequenz

Bezeichnung Nummer

pQE_30CMVAs 2876 AACTGCAGTCATCAAACTGGGAGCACT

pQE_30CMVs 2877 AAGGATCCATGGACAAATCTGAATCAACC

pQE_30PPVAs 2878 AAAAGCTTCTACACTCCCCTCACACCGAGGA

pQE_30PVYAs 2880 AAAAGCTTTCACATGTTCTTCACTCCAAGT

pQE_30PVYs 2881 AAGGATCCGGAAATGACACAATCG

pQE_30TMVAs 2882 AAAAGCTTTCATCAAGTTGCAGGACTA

pQE_30TMVs 2883 AAGGATCCATGTCTTATAGTATCACTACTCCA

PQE_30TSWVAs 2884 AAAAGCTTTCATCAAGCAAGTTCTG

pQE_30TSWVs 2885 AAGGATCCATGTCTAAGGTTAAGCTCA

pQE_30PPVneu_s 2945 AAGGATCCGCTGATGAAAAGGAGGACGA

pQE_30As 2953 GGATCTATCAACAGGAGTCCAAG

pQE_30s 2954 ACTATGAGAGGATCGCATCACC

M13K4as 3371 ATGTGCAAAGGTACCACAAGCGGAGTGAGAATAGAAAGGAAC

M13K4s 3372 CCGCAGTGCGGTGGTGGTAGCGAAACTGTTGAAAGTTGTTTAGC

M13KTMVs 3489 CTGACTCAGCGGTGGTATCTGCGTGGAGGTGGATCTGGTGGAGG
TGC

M13KTMVas 3490 CTGCGCCCAATCGGAGTGAGAATAGAAAGGAACAACTAAAG

TMVC7C1s 3662 TATGGTGCTTGCGGTGGAGGTTCGGCCGAAACTGTTGAAAGTTG
TTTAGC

TMVC7Clas 3663 CCAACCCCACAAACAAGCGGAGTGAGAATAGAAAG

TMV12_2s 3664 CCTTATATGAGGGAGCCGGGAGGTGGATCTGGTGGAGGTGC

TMV12_2as 3665 ATTAAGAGTCGGATGCCAGGAGTGAGAATAGAAAGGAACAAC

CbMV_CPs 4207 ATGGGGATCCATGGATAATTACAAGAACTCACCTG

CbMV_CPas 4208 TTCGAATTCCCTATAACCGAGAAACGTACCACTTAAG

scfvl7_3 EcoRlIs 4372 TTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAG

scFv17_3 BamHlas 4373 GATATCTTTGGATCCCTAATGATGATG

M13p3s 4405 GGATCCAAAGATATCAGAGCTGAAACTGTTGAAAG

M13p3as 4406 GTTGAAAATCTCCAAAAAAAAAGGCTC

scFvpelBs 4407 CTTTTTTTTTGGAGATTTTCAACATGAAATACCTATTGCCTAC

scFvh6as 4408 CTCTGATATCTTTGGATCCATGATGATGGTGATGATG
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Die in Tabelle 2.1-10 benannten Oligonukleotide werden von der Firma Eurofins Genomics
synthetisiert. Sie werden in TE-Puffer (10/0,1) in einer Konzentration von 100 pM
aufgenommen. Die Arbeitslosung wird zu einer Konzentration von 10 pM verdinnt. Die

Oligonukleotide kdnnen bei -20 °C gelagert werden.

2.1.11 Verwendete Enzymen

Tabelle 2.1-11 Konzentration und Herkunft der verwendeten Enzyme

Enzym Konzentration Reaktionspuffer Vertriebspartner
Stammldsung

Phusion Flash™ MM 2x Phusion Flash Fermentas

Master Mix
RevertAid Reverse Transcriptase 200 U/ul 5x Reaktionpuffer Thermo Scientific
Ribolock-RNAse Inhibitor 20 U/ul Reaction buffer Fermentas
RNaseT1 1 U/l Roche
RNasel 1U/ul Roche
T4 Ligase 5 U/ul Thermo Scientific
T5 Exonuclease 0,1 U/ul Isothermal buffer Thermo Scientific
Taq DNA-Polymerase 40 U/ul Isothermal buffer New England Biolabs
TE-RNAse 2X Serva

2.1.12 Verwendete Restriktionsendonukleasen

Tabelle 2.1-12 Erkennungssequenzen der verwendeten Restriktionsendonukleasen

Enzym Konzentration der Erkennungssequenz  Reaktionspuffer  Vertriebspartner

Stammldsung

BamHl 10 U/ul 5°-GJGATCC -3’ 10x Fast Digest Thermo Scientific
3’- CCGTATG -5’ Puffer

EcoRlI 10 U/ul 5°- GJAATTC -3’ 10x Fast Digest Thermo Scientific
3’- CTTAA1G -5’ Puffer

HindlII 10 U/l 5°- A|AGCTT -3’ 10x Fast Digest Thermo Scientific
3’-TTCGATA -5’ Puffer

Pstl 10 U/pl 5°-CTGCA|G -3’ 10x Fast Digest Thermo Scientific

3’- GTACGTC -5° Puffer
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2.1.13 Plasmide, Phagen und Phagemide

Tabelle 2.1-13 Referenznummern und Selektionsmarker der verwendeten Plasmide, Phagen und
Phagemide

Bezeichnung (Herkunft) Art Interne Referenznummer  Selektionsmarker
M13KO07 (NEB Biolabs) Phage Kanamycin
pBIN_PVY Plasmid 1415 Kanamycin
pCB:p35TMVr.2 Plasmid 1922 Kanamycin
pCB:p35_TMV_Ohio_HDVpa Plasmid 2129 Kanamycin
pCB:p35TMV_OhioV Plasmid 2161 Kanamycin
pQE_TMV Plasmid 2303 Ampicillin
pQE_PVY Plasmid 2304 Ampicillin
pQE_PPV Plasmid 2305 Ampicillin
pQE_TSWV Plasmid 2306 Ampicillin
pQE_CMV Plasmid 2307 Ampicillin
M13_KO07 Plasmid 2340 Kanamycin
MK13K07_K4 Plasmid 2341 Kanamycin
pCB:p35_PVY_gfp Plasmid 2345 Kanamycin
pCB:p35CbMV Plasmid 2447 Kanamycin
PEMBHT:p35CbMV Plasmid 2448 Kanamycin
PRSET A_CP_TMV Plasmid 2574 Ampicillin
pRSET A_CP_PVY Plasmid 2575 Ampicillin
pRSET A_CP_PPV Plasmid 2576 Ampicillin
pRSET A_CP_TSWV Plasmid 2577 Ampicillin
pRSET A_CP_CMV Plasmid 2578 Ampicillin
pRSET A_CP_CbMV Plasmid 2579 Ampicillin
SH1327-C9 Phagemid 2609 Ampicillin
SH1327-C10 Phagemid 2610 Ampicillin
SH1327-A10 Phagemid 2611 Ampicillin
SH1327-C3 Phagemid 2612 Ampicillin
M13K07TMV1 Plasmid 2645 Kanamycin
M13K07TMVC1 Plasmid 2646 Kanamycin
M13K07TMV?2 Plasmid 2647 Kanamycin
pHALscFv17-3A Phagemid 2653 Ampicillin

TSWV - Pers. Komm. Edgar Maiss,  Plasmid 3363 -

basiert auf P\V-0182 der DSMZ

M13K07CbMV_C9 Plasmid Noch nicht vergeben Kanamycin
M13K07CbMV_C10 Plasmid Noch nicht vergeben Kanamycin
M13K07CbMV_A10 Plasmid Noch nicht vergeben Kanamycin
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M13K07CbMV_C3 Plasmid Noch nicht vergeben Kanamycin
pHALscFvCMV Phagemid  Noch nicht vergeben Ampicillin

2.1.14 Desoxyribonukleosidtriphosphate

Tabelle 2.1-14 Konzentrationen der verwendeten Desoxyribonukleosidtriphosphate

Triphosphate Bezeichnung Konzentration Konzentration
Stammldésung Arbeitslosung
Desoxyadenosintriphosphat dATP 100 mM 10 mM
Desoxycytosintriphosphat  dCTP 100 mM 10 mM
Desoxyguanosintriphosphat dGTP 100 mM 10 mM
Desoxythymidintriphosphat dTTP 100 mM 10 mM

2.1.15 Eingesetzte Phagenbibliotheken

Tabelle 2.1-15 Herkunft und Bindungsmolekil der verwendeten Phagenbibliotheken

Phagen / Phagenbibliothek Vertriebspartner Bindungsmolekil

Ph.D.™-12 Phage Display Peptide Library Kit New England Biolabs Peptid (12-mer)
Ph.D.™-C7C Phage Display Peptide Library Kit ~ New England Biolabs Peptid (7-mer)
Human Single Fold scFv Libraries J (Tomlinson J) MRC HGMP Resource scFv

Centre
Human Single Fold scFv Libraries I (Tomlinson1) MRC HGMP Resource scFv

Centre
HAL9/10 scFv-Bibliotheken IBB, Technische ScFv

Universitat Braunschweig



http://www.tu-braunschweig.de/ibb
http://www.tu-braunschweig.de/ibb
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2.1.16 Verwendete Antikorper

Tabelle 2.1-16 Herkunft und Arbeitsverdiinnungen der verwendeten Antikorper

Antikdrper Arbeitsverdiinnung  Produktnummer  Vertriebspartner
Anti-CbMV-1gG 1:200 07008 Loewe
Anti-CbMV-1gG-AP-Konjugat  1:200 07008 Loewe
Anti-CMV-IgG 1:200 07108 Loewe
Anti-CMV-1gG-AP-Konjugat ~ 1:200 07108 Loewe
Anti-PPV-1gG 1:200 07186 Loewe
Anti-PPV-1gG-AP-Konjugat 1:200 07186 Loewe
Anti-PVY-IgG 1:200 07038 Loewe
Anti-PVY-1gG-AP-Konjugat 1:200 07038 Loewe
Anti-TMV-1gG 1:200 07042 Loewe
Anti-TMV-lgG-AP-Konjugat ~ 1:200 07042 Loewe
Anti-TSWV-IgG 1:500 07501 Loewe
Anti-TSWV-1gG-AP-Konjugat  1:500 07501 Loewe

Goat a-Mouse 1gG HRP 1:1000 A0168 Sigma
(Fc-spezifisch)

Goat anti-Rabbit IgG 1:10000 A3687 Sigma
HRP/Anti-M13 monoklonales  1:5000 27942101 GE Healthcare Life
Konjugat Sciences

Mouse a-myc-tag (9E10) 1:50 Arbeitsgruppe Hust
Rabbit anti-fd 1:8000 B7786 Sigma

2.1.17 Computersoftware und Internetdienste

Tabelle 2.1-17 Ein Uberblick tiber die verwendete Computersoftware

Software/Dienst Version Anbieter

Basic Local Alignment Search Tool Jahr 2011-2015 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Clustal X 2.1 European Bioinformatics Institute
ChromasPro 1.5 1.5 Technelysium

Gel Documentation 2002 Intas GDS

JCAT 2015 http://www.jcat.de/

Microsoft Office 2013 Microsoft

PepBank Jahr 2015 http://pepbank.mgh.harvard.edu
ThermoScientific™ Skanlt™ Software 3.1 ThermoScientific

VectorNTI Advance®

11 (Demoversion)

Invitrogen, Life Technologies
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2.1.18 DNA- und Protein-GrolRenstandards

Fur die Herstellung des DNA-Gr6Renstandards wird die Lambda-Phagen-
DNA bei 37 °C mit der Restriktionsendonuklease Pstl fur drei Stunden

verdaut.

Die durch den Verdau entstehenden Fragmente unterschiedlicher GroRe
sind in Abbildung 2.1-1 dargestellt. S&mtliche in dieser Arbeit
angefertigten Agarosegele wiesen einen Agarosegehalt von 1 % (w/v) auf.

Abbildung 2.1-1 A-Pstl DNA-GroRenstandard von Fermentas, 1,5 %iges Gel

kDa Der verwendete Fermentas PageRuler™ Prestained Protein Marker
o118 (SM0671). Die Proteine und ihr Molekulargewicht sind in Abbildung

il 2.1-2 dargestellt.
100~
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Abbildung 2.1-2 Fermentas PageRuler™ Prestained Protein Marker (SM0671)
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2.2 Methoden

2.2.1 Anzucht der Versuchspflanzen

Die Versuchspflanzen werden im Gewadchshaus auf dem Gelande der Universitét, IGPS,
Abteilung Phytomedizin bei einer Tagestemperatur von 21 °C und einer Nachttemperatur von
18 °C angezogen, wobei die Lichtphase wvon 6:00-22:00 Uhr vorliegt und eine
Bestrahlungsstarke von 20 W/m? gewdhrleistet wird. Die Samen werden in Pflanzschalen
ausgesat und in einer eigenen Anzuchtkammer aufgezogen. Je nach Dichte und Grolie der
Samlinge werden diese in weitere Pflanzschalen pikiert, spéter vereinzelt und unter den

Anzuchtbedingungen in den Versuchskammern angezogen.

2.2.2 Erhaltung von Pflanzenviren durch mechanische Ubertragung

Bei der Erhaltung von Pflanzenviren durch eine mechanische Ubertragung wird in der Regel
auf schon infiziertes Pflanzenmaterial zuriickgegriffen und das Virus durch wiederholte
mechanische Ubertragung auf neue Wirtspflanzen bewahrt. Je nach Versuchsaufbau und Virus
konnen die Testpflanzen dabei unterschiedlich alt sein. In dieser Arbeit werden haufig Pflanzen
verwendet, die im Flnfblattstadium sind. In einem Morser werden ein bis drei infizierte Blatter
mit dem Inokulationspuffer, einer Spatelspitze Celite und einer Prise Aktivkohle
homogenisiert. Danach wird das Homogenat vorsichtig mit einem Handschuh tber die Blatter
gerieben. Durch kleinste Verletzungen der Blattoberflache, herbeigefiihrt durch die feinen
Schalenbruchstiicke fossiler Kieselalgen, gelangen die Viren in die Zellen. Die Aktivkohle
bindet dabei storende, die Virusinfektion hemmende, Inhibitoren. Nach dieser Prozedur erfolgt
eine Inkubationsphase von funf Minuten, danach wird die restliche Suspension von den Bléattern

abgewaschen.

2.2.3 Trocknung von infiziertem Pflanzenmaterial mit Calciumchlorid

Die Trocknung von infiziertem Pflanzenmaterial mit Calciumchlorid ermdglicht eine
langfristige Lagerung der infizierten Proben. Sie kdnnen in spéteren Versuchen wieder
mechanisch tbertragen werden. Hierfur wird ein 50 ml Falcon-Gefal bis zur 20 ml Markierung
mit CaCl, befillt. In solch einem Ansatz kdnnen mehrere virusinfizierte Blatter getrocknet
werden. Damit ein direkter Kontakt zwischen Blattmaterial und CaCl.ausbleibt, wird das CaCl>
durch eine Papierschicht abgedeckt. Das Gefall wird geschlossen und mehrere Wochen bei 4 °C
gelagert. In dieser Zeit wird dem Pflanzenmaterial durch das CaCl> Wasser entzogen. Nach der
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Trocknung werden die Proben bei -20 °C gelagert und kénnen bei Bedarf fur Infektionen von

Pflanzen verwendet werden.

2.2.4 Extraktion von Gesamtnukleinsduren mit Silica-Partikeln

Fur die Silica-Suspension werden 60 g Silica mit 500 ml H2Ouigest Versetzt und fiir 24 h
inkubiert. Es werden 470 ml abgenommen und verworfen. Die Suspension wird mit H2Obpidest
auf 500 ml aufgefillt. Nach 5 Stunden werden weitere 440 ml abgenommen und verworfen.
Der pH-Wert der Suspension wird mit HCI auf pH 2 eingestellt. Aliquots werden bei 4 °C
gelagert.

Far den Nachweis der Viren in Pflanzenmaterial wird eine Gesamtnukleinséure-Extraktion des
Pflanzengewebes durchgefuhrt. Die verwendete Silica-Methode wurde 2001 entwickelt (Rott
& Jelkmann 2001) und spater modifiziert (Menzel et al. 2002). Das Virus wird nach der
Extraktion in einer Reverse-Transkriptase-PCR nachgewiesen. Je nach Umgebungstemperatur
wéhrend der Probenentnahme kdnnen die Blattproben in Stickstoff schockgefroren werden.
Dies erhoht die Stabilitat der Nukleinsduren und vereinfacht die Homogenisation. Es werden
mit dem Deckel eines 1,5 ml Reaktionsgefalies vier Blattstlicke aus dem zu untersuchenden
Gewebe ausgestanzt und auf Eis gekihlt. In das Reaktionsgefa® wird 1 ml RNA-
Extraktionspuffer gegeben und das Gewebe mit einem Pistill gemdrsert. Darauf folgend werden
100 pl SDS (10 %) in das Gemisch pipettiert und die Probe fir 10 Minuten bei 70 °C inkubiert.
In dieser Zeit werden die Proteine denaturiert. Nach einer 5 mindtigen Inkubation auf Eis wird
die Suspension fir 10 Minuten bei 11.500 x g (MiniSpin) zentrifugiert. Wahrend dieses
Arbeitsschrittes wird ein weiteres Reaktionsgefal’e mit 150 pl Ethanol (100 % und -20 °C),
300 pl Nal-Losung und 25 pl Silica-Suspension vorbereitet. 300 pl des Uberstandes der Probe
werden in die vorbereiteten Reaktionsgefalie gegeben und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur
auf einem Schdttler inkubiert. Es folgt eine 1 mindtige Zentrifugation bei 2.500 x g. Der
Uberstand wird verworfen, wihrend das Pellet in 500 pul RNA-Waschpuffer gelést wird, gefolgt
von einer weiteren Zentrifugation und einer Wiederholung des Waschschrittes. Der Uberstand
wird abgenommen, so dass nur das Pellet verbleibt. Dieses wird in 150 ul TE-Puffer geldst und
fir 4 Minuten bei 70 °C inkubiert. Nach einem 3 minitigen Zentrifugationsschritt bei
11.500 x g wird der Uberstand mit den darin enthaltenen Nukleinsauren in ein neues

Reaktionsgefal tberfiihrt und kann bei -20 °C gelagert werden.
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2.2.5 Synthese von complementary DNA (cDNA)

Nach der Extraktion von Gesamtnukleinsduren kénnen RNA-Sequenzen in einer reversen
Transkriptase-PCR (RT-PCR) in sogenannte komplementdre DNA (complementary DNA,
cDNA) umgeschrieben und spéter in einer PCR vervielfaltigt werden. Die Synthese der cDNA
aus der RNA erfolgt durch die Verwendung einer RNA-abhéngigen DNA-Polymerase, der
reversen Transkriptase, die erstmals 1970 nachgewiesen wurde ((Baltimore 1970) und (Temin
& Mizutani 1970)). Es werden 1-3 pl des Gesamtnukleinsdureextrakts und 1 pl des
Oligonukleotids fiir 3 Minuten bei 99 °C erhitzt, auf Eis abgekuhlt und danach die spezifische
Menge eines RT-Mixes hinzugegeben. Die reverse Transkription wird fur eine Stunde in einem
Thermocycler bei 42 °C durchgefiihrt. Danach kann die cDNA in einer PCR amplifiziert

werden.

Tabelle 2.2-1 Die Komponenten in einer beispielhaften cDNA-Synthese (10 pl Gesamtansatz)

Reagenz Einzusetzendes Volumen
5x RT-Puffer 2 ul

dNTPs (10 mM) 0,5 ul

RevertAid reverse Transkriptase (20 U/ul) 0,5 ul

AQUapidest 3-5ul
Gesamtnukleinsaureextrakt 1-3ul

Oligonukleotid (10 pM) 1pl

2.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (,,Polymerase chain reaction®, PCR) ist eine Methode, um
DNA mit Hilfe einer thermostabilen DNA-abhéngigen DNA-Polymerase und spezifischen
Oligonukleotiden zu amplifizieren oder zu modifizieren, die 1983 von Mullis erfunden wurde
(Saiki et al. 1988). In dem ersten der drei wesentlichen Schritte, der Denaturierungsphase, wird
die DNA auf 95-99 °C erhitzt. Die Wasserstoffbriicken zwischen den beiden Strangen lésen
sich im Folgenden auf und die DNA wird in ihre Einzelstrdnge getrennt. In der ndchsten Phase
(Hybridisierung) lagern sich die spezifischen Oligonukleotide bei gezielt angepassten
Temperaturen zwischen 45 °C und 65 °C an die komplementdren Stellen der DNA-
Einzelstrange an. In der Elongationsphase wird die Temperatur auf 72 °C erhoht. Die DNA-
abhéngigen DNA-Polymerasen beginnen an den Oligonukleotiden mit der Anlagerung der
komplementéren Basen in der 5° > 3"-Richtung, wobei ein neuer DNA-Doppelstrang gebildet

wird. Diese drei Phasen werden in Abhangigkeit der gewilnschten Menge an DNA zwischen
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25-35 mal wiederholt. Als Enzym wird in dieser Arbeit die Phusion Flash™ High Fidelity
DNA-Polymerase (Finnzymes) verwendet, die eine ,proofreading“ Funktion beinhaltet.
Dadurch werden falsch eingebaute Nukleotide erkannt und konnen durch das korrekte
Nukleotid ersetzt werden. AuBerdem erzeugt diese Polymerase keine A-Uberhange in den PCR
Fragmenten. In dieser Arbeit wird die PCR neben dem Nachweis von Pflanzenviren auch fir
gerichtete Mutagenesen und die Erzeugung spezifischer PCR-Fragmente fur die gerichtete
Klonierung verwendet. PCR-Fragmente konnen in einer Agarose-Gelelektrophorese auf ihre

GroRe untersucht werden (siehe 2.2.7).

2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

In einer Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente nach dem Anlegen einer
Spannung der GroRe nach aufgetrennt und in einem weiteren Schritt durch Einlagerung eines
Farbstoffs mittels UV-Anregung sichtbar gemacht. Die negativ geladene DNA wird durch das
elektrische Feld durch die Gelmatrix zur Anode gezogen. Es kommt zu einer Auftrennung der
verschieden grolRen DNA-Fragmente, da sich kleinere Fragmente schneller durch die Gelporen
bewegen kdnnen, als die groReren Fragmente. Die PCR-Proben werden mit einem Flnftel ihres
Volumens mit DNA-Ladepuffer versetzt, in die Geltaschen gegeben und die Elektrophorese
durch das Anlegen einer Spannung (80-115 V fir 15-20 Minuten) gestartet. Wahrend dieser
Arbeit wurden zwei verschiedene Farbemethoden fir die Visualisierung der DNA-Fragmente
verwendet, die jeweilige Methode wird in dem Ergebnissteil an den Abbildungen vermerkt. In
beiden Féllen wird ein Farbstoff eingesetzt, der in die DNA interkaliert und Licht unter UV-
Strahlung emittiert. Diese Signale kénnen dann mit einer Kamera aufgenommen werden.
Spezifische Banden kdnnen nachtraglich aus dem Gel extrahiert werden. Fir die Bestimmung
der GroRen wird zusétzlich ein DNA-GroRenstandard aufgetragen. Bei der ersten Methode wird
der Gellésung, nachdem sie handwarm abgekuhlt wurde, 1,2 pl einer Ethidiumbromidlosung
(7,5 mg/ml in H2Opidest) hinzugegeben. Ethidiumbromid wurde im Laufe der Arbeit in der
Arbeitsgruppe jedoch durch GelRed der Firma Biotium Inc. ersetzt. Hier wird der Farbstoff der
Probe vor dem Auftragen direkt mit dem Ladepuffer zugesetzt. Mit GelRed versetzte DNA-
Proben weisen jedoch Verénderungen im Migrationsverhalten in Agarosegelen bei der
elektrophoretischen Auftrennung in Abhangigkeit der DNA- und GelRed-Konzentration auf
(Huang et al. 2010), so dass eine Sequenzierung notwendig sein kann, um eine eindeutige

Bestimmung durchfihren zu kdnnen.
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2.2.8 DNA-Extraktion aus Agarosegelen (Quantum-Reinigung)

Werden Banden aus den Agarosegelen ausgeschnitten, muss die darin enthaltene DNA fir eine
weitere Verwendung erst aus der Gelmatrix gelést werden. Das Fragment wird mit einem
sterilen Skalpell aus dem Gel geschnitten und in einem Reaktionsgefal fur die weitere
Verarbeitung verwahrt. In das Gefall wird 600 pl Quantum Bindungspuffer gegeben und das
Gelstuck dann auf einem Heizblock bei 50 °C geschmolzen. Nach der Zugabe von 10 pl
Quantummatrix wird die Probe invertiert und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach erfolgt ein Zentrifugationsschritt fir 30 Sekunden bei 11.300 x g (MiniSpin). Der
Uberstand wird verworfen und das Pellet mit 500 pl Quantum Waschpuffer gewaschen. Die
Zentrifugation und der Waschschritt werden ein weiteres Mal wiederholt. Die restliche Losung
wird abgenommen und das Pellet in einem Heizblock fur 5-10 Minuten getrocknet. Danach
wird das Pellet in 25 pl EB-Puffer geldst und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Bei
diesem Schritt wird die Nukleinsaure von der Quantum Matrix eluiert. Nach einer weiteren
Zentrifugation bei 11.300 x g fir 30 Sekunden werden 20 pl des Uberstandes in ein neues
Reaktionsgefal uberfiihrt und kdnnen bei -20 °C gelagert werden.

2.2.9 DNA-Extraktion aus Agarosegelen mit dem NucleoSpin® Extract 11 Kit

Das Zielfragment wird mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel geschnitten und in ein
ReaktionsgefaR tberfiihrt. Flr je 100 mg Agarose Gel werden 200 pl NT-Puffer hinzugegeben
und die Probe wird fiir 5-10 min bei 50 °C und unter leichtem Schitteln inkubiert und geldst.
Die NucleoSpin® Extract 11 Saule wird in ein ,.collection tube“ gesetzt und mit der Probe
beladen. Danach wird es fir 1 Minute bei 11.000 x g (MiniSpin) zentrifugiert. Der Durchfluss
wird verworfen und die NucleoSpin® Extract Il Column wieder in das ,,collection tube
gehdangt. 700 pl an Puffer NT3 werden auf die Saule gegeben und in einem weiteren
Zentrifugationsschritt bei 11.000 x g fur 1 Minute zentrifugiert. Ein weiteres Mal wird der
Durchfluss verworfen und die Probe fir 2 Minuten bei 11.000 x g zentrifugiert, um den Puffer
komplett von der Séule zu entfernen. Fir die Elution der DNA aus der Membran wird die
NucleoSpin® Extract Il Saule in einem neuen Reaktionsgef4R® mit 25 pl NE-Puffer versetzt.
Nach einer 1 mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur kann die Probe bei 11.000 x g fir
1 Minute zentrifugiert werden. Der Durchfluss enthélt das Zielfragment und kann bei -20 °C

gelagert werden.
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2.2.10 Reinigung von PCR-Produkten oder Plasmiden mit SureClean (Bioline)

Um moglicherweise stérende Bestandteile in Plasmidextraktionen oder eluierten PCR-
Produkten zu entfernen, kdnnen diese nachtraglich gereinigt werden. Dazu wird SureClean von
der Firma Bioline verwendet. Es werden 10 oder 20 pl der DNA-Suspension 1:1 mit SureClean
vermischt, fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und fir 10 Minuten bei 11.500 x g
(MiniSpin) zentrifugiert. Das Pellet wird mit 100 pl 70%igem Ethanol gewaschen und danach
erneut bei 11.500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird griindlich entfernt und das Pellet

luftgetrocknet. Es wird danach in 20 pl Elutionspuffer aufgenommen.

2.2.11 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung ausgewahlter Plasmide oder PCR-Produkte erfolgt durch den DNA-
Serviceanbieter Sequence Laboratories Gottingen (Seglab). Fur diese Arbeit wurden dabei zwei
verschiedene Methoden der Probenvorbereitung verwendet, da die Firma ihre Arbeitsmethodik
umstellte. Bis zu dieser Umstellung wurden 5 pl der mit Sure Clean gereinigten DNA mit 2 pl
spezifischem Sequenzieroligonukleotid in einem kleinen Reaktionsgefal} vermischt, beschriftet
und nach der Anmeldung eingeschickt. Zurzeit (Jahr 2015) setzten sich die Proben aus 3-6 pl
der zu sequenzierenden DNA, 3 ul Sequenzieroligonukleotid und 6-9 ul H2Opidest in einem

Gesamtvolumen von 15 pl zusammen.

2.2.12 Phosphorylierung und Ligation von gereinigten PCR-Fragmenten

Wenn ein durch einen Restriktionsverdau vorbereitetes DNA-Fragment in einen préaparativ
verdauten Vektor eingefugt werden soll oder lineare Plasmide wieder zirkularisiert werden
miussen, ist eine Ligation essenziell. Bei den in dieser Arbeit gewéhlten Oligonukleotiden ist es
zusitzlich notwendig, die 5’-Enden der zu ligierenden PCR-Fragmente vor der eigentlichen
Ligation zu phosphorylieren. Es werden 7 ul des gereinigten Fragments mit 9 pl H2Opidest
vermischt und in einem Wasserbad fir 10 Minuten bei 70 °C erwdarmt. Danach werden die
Proben sofort auf Eis abgekihlt. Zur Phosphorylierung werden 2 pl 10 x Ligase Puffer, 1 pl
10 mM ATP und 1 ul T4 Kinase (entspricht 10 U) in den Mix gegeben und fir 1 h bei 37 °C
inkubiert. Fur die Ligation werden zu 8 pul der phosphorylierten DNA 1 pl H2Obidest und 1 pl T4
Ligase (entspricht 5 U) gegeben und der Mix uber Nacht bei 4 °C inkubiert. In der
Ligationsreaktion katalysiert das Enzym die Inkorporation des Fragments in den Vektor, es
entstehen durch die Verkniipfung der 5’-Phosphatreste mit den 3’-Hydroxylresten von Vektor

und Fragment stabile Phosphordiesterbindungen.
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2.2.13 Gibson Assembly — eine isothermale Rekombinationsmethode

Das Gibson Assembly ermoglicht es, DNA-Fragmente ohne vorhergehende Spaltungen zu
assemblieren (Gibson 2009). Die dabei aneinanderzufiigenden DNA-Fragmente bendtigen fiir
eine erfolgreiche Reaktion Uberlappende DNA-Sequenzen mit einer Lange von 20-40 bp, die
in einer PCR zu dem Insert durch den Einsatz spezifischer Oligonukleotide hinzugefiigt werden.
In der folgenden isothermalen Reaktion werden drei enzymatische Reaktionen parallel
katalysiert. Eine Temperatur-sensitive Exonuklease verdaut die 5°-Enden der doppelstrangigen
Nukleinsauren, es entstehen somit an beiden Fragmenten 3"-ssDNA-Uberhange. Die einzelnen
Strange lagern sich im Folgenden in ihren komplementaren Uberlappungsbereichen des 3¢-
Endes aneinander. Das Reaktionsgemisch wird auf 50 °C erwarmt und die Exonuklease
inaktiviert. Eine DNA-Polymerase verldngert in einer zweiten Reaktion die 3"-Enden des
zusammengelagerten Fragmentes. Offene Phosphordiesterbindungen werden dann durch eine
Ligase geschlossen und beide Strdnge miteinander verbunden. Die assemblierten DNA-
Molekile kénnen direkt in weitere PCRs oder eine Transformation eingesetzt werden (Gibson
2009).

2.2.14 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Transformationen von E. coli erfolgen nach der
Hitzeschock-Methode (Hanahan 1983) mit Calciumchlorid und Rubidiumchlorid. Die Plasmid-
DNA lagert sich dabei wahrend einer Inkubation auf Eis an die Zellwénde der kompetenten
Bakterien an. Diese nehmen die DNA durch kurzes Erhitzen in einem Wasserbad auf. Bevor
die Bakterien jedoch verwendet werden, mussen sie in die Lage versetzt werden, fremde DNA
aus der Umgebung aufnehmen zu koénnen. Erst diese kompetenten Zellen kénnen fur die
Transformation eingesetzt werden. Es werden die gewilinschten Bakterienstimme (z.B.
NM522) auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert.

Es werden Einzelkolonien abgenommen und in 1 ml SOB resuspendiert. Danach erfolgt eine
Uberfiihrung in einen 2 Liter Erlenmeyer-Kolben mit 30 ml SOB und 300 pl 2 M Mg?*. Die
Bakterien werden bei 37 °C auf einem Schuttler mit 250 rpm bis zu einer optischen Dichte von
ODssonm = 0,45-0,55 angezogen. Die Suspension wird in ein steriles 25 ml
Polycarbonatréhrchen gegeben und fur 10 Minuten auf Eis inkubiert. Fur weitere 10 Minuten
werden die Bakterien bei 1.000 rpm (Heraeus Swing Out) und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet
wird in 10 ml Transformationspuffer (TFB) geltst und erneut auf Eis abgekuhlt. Es folgt eine

Zentrifugation unter den oben genannten Bedingungen, danach kann das Pellet in 4 ml
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Transformationspuffer und 140 pul DND-Puffer aufgenommen und fur 15 Minuten auf Eis
inkubiert werden. Nach der Zugabe von weiteren 140 pl DND-Puffer und einer erneuten
Inkubation auf Eis fir 15 Minuten, konnen die kompetenten Zellen fir die Transformation
eingesetzt werden. Je nach Bedarf kénnen 50-200 ul der kompetenten Zellen auf einen
Ligationsansatz gegeben werden. Es folgt ein Inkubationsschritt fir 30 Minuten auf Eis. Danach
erfolgt die eigentliche Transformation durch den Hitzeschock fiir 90 Sekunden bei 42 °C in
einem Wasserbad. Die Bakterien werden danach sofort fur 2 Minuten auf Eis gekihlt. Es
werden 800 pl SOC-Medium hinzugegeben und die Bakterien danach bei 37 °C fur 60 Minuten
und 200 rpm inkubiert. Abschlielend werden 100 pl der Bakteriensuspension auf LB-Platten
mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum ausgestrichen und tber Nacht bei 28 °C (fur
Volllangeklone) oder 37 °C inkubiert.

2.2.15 Herstellung und Transformation kompetenter R. radiobacter

Die Bakterien (GV2260) werden auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen und anschlieRend fiir
48 Stunden bei 28 °C inkubiert. Danach werden Einzelkolonien entnommen und in 20 ml
flissiges LB-Medium angeimpft. Es findet eine erneute Inkubation bei 28 °C und leichtem
Schitteln Gber Nacht bei 200 rpm statt. 10 ml der Ubernachtkultur werden in einem 2 |
Erlenmeyerkolben mit 500 ml LB-Medium Uberfuhrt und wiederum bei 28 °C und leichtem
Schditteln bis zu einer ODegoo = 0,5-0,8 fir etwa 3-4 Stunden inkubiert. Die Zellen werden in
zwei kalte Sorvallbecher gleichméRig uberfuhrt. Dann werden die beiden Becher in einem
Festwinkelrotor (RC-5C) bei 2.500 x g fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird
abgegossen und die Sorvallbecher mit dem Pellet auf Eis gekihlt. Das Pellet wird in 100 ml
kaltem 1 mM HEPES resuspendiert und anschlielend erneut fur 15 Minuten bei 2.500 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wird wiederum verworfen und die Sorvallbecher auf Eis gestellt.
Danach wird das dabei entstandene Pellet ein zweites Mal in 100 ml kaltem HEPES
resuspendiert und fir 15 Minuten bei 2.500 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
Sorvallbecher auf Eis gestellt. Der restliche Uberstand wird vorsichtig abgenommen. Das Pellet
wird in 10 ml kalten Glycerol (10 % (v/v)) resuspendiert und in ein kleines Zentrifugenréhrchen
uberfithrt. Danach wird es fiir weitere 15 Minuten bei 2.500 x g zentrifugiert, der Uberstand
wird verworfen und das Zentrifugenréhrchen auf Eis gestellt. Das Pellet wird in 1 ml kaltem
Glycerin resuspendiert und in Aliquots von 40 pl in eisgekiihlte 1,5 ml ReaktionsgeféaRe
uberflihrt, in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Bei der
anschliel’enden Elektroporation werden mit Hilfe eines StromstoRes Mikroperforationen in den

Membranen der Bakterien erzeugt, durch die Fremd-DNA beziehungsweise Plasmide
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aufgenommen werden kénnen. Es werden 40 pl der kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, mit
1 pl Plasmid-DNA vermischt und in eine vorgekiihlte Elektroporationskuvette gegeben. Darauf
folgt eine Inkubation fur 1 Minute auf Eis. Nachdem die Kdivetten in den Elektroporator
eingesetzt wurde, kann der elektrische Impuls von 1440 V fur 4 Millisekunden ausgelost
werden. Die nachtrégliche Zugabe von 1 ml SOC-Medium erméglicht es den Bakterien, ihre
Membranen wéhrend einer Inkubationszeit von 3 - 4 Stunden bei 28 °C unter leichtem Schiitteln
(250 rpm) zu regenerieren. Nach der Inkubationszeit werden 100 pl der Bakterienlosung auf
einer LB-Agarplatte mit den gewinschten Antibiotika ausplattiert. Wenn diese nach ca.

48 Stunden gewachsen sind, kénnen einzelne Kolonien abgenommen und verwendet werden.

2.2.16 Herstellung von Dauerkulturen

Oft werden Plasmide, die in Bakterien transformiert wurden, haufiger benétigt. Im Fall von
Expressionsklonen oder Volllangeklonen von Pflanzenviren bietet es sich an, Dauerkulturen
der Bakterien fir eine langere Lagerung anzulegen. Dazu werden die Bakterien in
Selektivmedium angeimpft und Uber Nacht bei 250 rpm angezogen. AnschlieRend werden
850 ul der Bakteriensuspension und 150 pl Glycerin (87 %) in einem 1,5 ml Reaktionsgefaf3
vermischt und fur 30 Minuten inkubiert. Die Lagerung erfolgt bei -80 °C.

2.2.17 Plasmid-Minipraparation aus E. coli und R. radiobacter

Héufig missen die in den Bakterien vermehrten Plasmide wieder extrahiert werden, sei es um
Restriktionsverdaue durchzufihren, reine Plasmid-DNA fur weitere Versuche zur Verflgung
zu haben oder um die Plasmide lagern zu kdnnen. Je nach Verwendungszweck konnen die
Plasmide aus E. coli oder R. radiobacter extrahiert werden. Die beiden Methoden unterscheiden
sich dabei in nur wenigen Schritten. Es werden im Folgenden einzelne Bakterienkolonien von
ihren LB- Platten genommen und in flissigem LB mit dem jeweiligen Antibiotikum angeimpft.
Sie inkubieren bei 200 rpm, je nach Vektor bei 37 °C fur funf Stunden (pJET1.2 blunt cloning
vector-Vektor, T-Vektor, Phagemid) oder bei 28 °C (iber Nacht (pCB-Vektor, Phagemid).

Die folgenden ersten Arbeitsschritte sind dabei nur fur die Extraktion aus R. radiobacter gltig.
Die Bakteriensuspension wird in 2 ml Reaktionsgefdle umgefillt. Die eigentliche
Plasmidextraktion beginnt mit einer 90 sekiindigen Zentrifugation bei 11.500 x g (MiniSpin).
Der Uberstand wird verworfen und das Bakterienpellet in 1 ml 1 M NaCl resuspendiert. Dieser
Waschschritt wird wiederholt und soll verhindern, dass die Plasmid-DNA zu stark verunreinigt

ist. Die nachfolgenden Arbeitsgange sind bei beiden Extraktionen gleich. Die
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Bakteriensuspension wird in 2 ml-Reaktionsgefale Uberfihrt und fir 90 Sekunden bei
11.500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 200 pl Lésung A
gelost und anschlieBend mit 400 pl Lésung B versetzt. Beide Ldsungen fuhren zu einer
alkalischen Lyse der Bakterien. Das 10 mM EDTA in Ldsung A geht dabei eine Verbindung
mit zweiwertigen Kationen wie zum Beispiel Mg?* und Ca?* ein. Die Kationen sind fiir die
Stabilitat der Zellwand wichtig, die nach der Komplexbildung zerstort wird. AnschlieR3end
werden die Bakterien durch das in Losung B befindliche SDS und NaOH lysiert, so dass die
Zellinhaltsstoffe austreten kdnnen. Durch die Zugabe von 300 ul Losung C (3 M NaAc) fallen
die chromosomale DNA und Proteine, die einen Komplex mit SDS und den Kalium-
beziehungsweise Natriumionen bilden und zum groRten Teil an den Zelltrimmern gebunden
sind, aus. Die Probe wird vorsichtig invertiert. Es folgt eine 30 minitige Inkubation der Probe
auf Eis und eine anschlieBende Zentrifugation bei 11.500 x g fiir 10 Minuten. Der Uberstand
wird in ein neues Reaktionsgefal tberfuhrt und wieder zentrifugiert. Durch die Zugabe von
600 pl Isopropanol (-20 °C) zu dem Uberstand in einem neuen ReaktionsgefaR wird die
Plasmid-DNA nach Durchmischung und Zentrifugation fiir zehn Minuten bei 11.500 x g geféllt.
Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 200 ul Losung D resuspendiert. Nach der
Zugabe von 400 pl kaltem Ethanol (100%) wird die Suspension bei 11.500 x g fiir 10 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand danach griindlich entfernt. Danach kann das Préazipitat im
Vakuumtrockner fur 10-15 min getrocknet werden. Abschlieend wird die Plasmid-DNA in

80 pl TE-RNase (10 pl in 10 ml TE-Puffer) aufgenommen und kann bei -20 °C gelagert werden.

2.2.18 Inokulation von N. benthamiana mit R. radiobacter

Far eine Inokulation von N. benthamiana wird R. radiobacter (ehemals: Agrobacterium
tumefaciens) auf LB-Platten mit Kanamycin (50 pg/ml) ausgestrichen und fur 1-2 Tage bei
28 °C inkubiert. Einzelne Kolonien werden gepickt, in 30 ml LB-Kanamycin-Medium
uberfiihrt und fur 14-20 Stunden bei 28 °C und 250 rpm inkubiert. Bei einer ODgoo ~ 1 werden
jeweils 2 ml der Bakteriensuspension in ReaktionsgefaRe tberfuhrt, bei 11.500 x g (Minispin)
fir eine Minute zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 2 ml
Inokulationspuffer geldst und unter gelegentlichem Schitteln zur Induktion des vir-Gens flr 2-
3 Stunden inkubiert. Es werden 2 ml der Suspension in eine nadellose Spritze aufgezogen und
danach direkt in die Unterseite der Laubblatter inokuliert.
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2.2.19 Expression rekombinanter Virushullproteine mit den pQE_30 Vektoren

Fur die Erstellung rekombinanter Virushillproteine werden im Fall des TMV, TSWV, PPV und
PVY auf Plasmide mit infektiosen Vollldngeklonen zuriickgegriffen. Uber Oligonukleotide und
eine folgende PCR werden die spezifischen Restriktionsschnittstellen fir die spétere gerichtete
Klonierung in die Expressionsvektoren zu den Sequenzen der Hillproteine hinzugefugt. Das
Hullproteingen des CMV wird durch eine RT-PCR einer Gesamtnukleinsdureextraktion einer
mit CMV infizierten Pflanze amplifiziert. Auch hier werden die Restriktionsschnittstellen
wéhrend der PCR hinzugefiigt. Die PCR-Fragmente werden mit Restriktionsenzymen
geschnitten, gereinigt und, nachdem der Vektor mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
ge0Offnet wurde, gerichtet kloniert (siehe Tabelle 2.2-2). Nach der Transformation in E. coli
Stamm NM522 werden die Plasmide gereinigt und durch eine Sequenzierung Uberprift. Die
Expressionsvektoren mit einer vollstandigen und korrekten DNA-Sequenz des rekombinanten
Proteins in der ,,multiple cloning site“ werden in den E. coli Expressionsstamm M15

transformiert

Tabelle 2.2-2 Herstellung der Expressionsvektoren in pQE_30

Hallprotein ~ Verwendete Verwendete Ausgangsplasmid
Oligonukleotide Restriktionsendonukleasen

CMV 2876 / 2877 BamHI / Pstl -

TMV 2882 / 2883 BamHI / Hindlll p1922
TSWV 2884 / 2885 BamHI / Hindlll p3363
PPV 2880/ 2881 BamHI / Hindlll p2161
PVY 2945 / 2878 BamHI / Hindlll p1415

Dieser Stamm wird von Qiagen bezogen und beinhaltet zusatzlich das pREP Plasmid, das eine
Kanamycin Resistenz vermittelt. Fur die Expression der Proteine werden 10 ul einer E. coli
Dauerkultur tber Nacht in 20 ml LB + Ampicillin (100 pg/ml) + Kanamycin (25 pg/ml) bei
37°C und 250 rpm angezogen. Es werden 50 ml vorgewdrmtes Medium (Ampicillin
(100 pg/ml) + Kanamycin (25 pg/ml)) mit 2,5 ml der Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C
und 250 rpm inkubiert, bis eine ODsoo = 0,6 erreicht ist. Die Expression wird durch die Zugabe
von IPTG zu einer finalen Konzentration von 1 mM induziert. Die Kulturen werden fur weitere
4-5 Stunden bei 37 °C und unter leichtem Schutteln von 250 rpm inkubiert. Durch eine
Zentrifugation fur 20 Minuten bei 4.000 x g (Sorvall RC-5C) werden die Zellen geerntet. Der

Uberstand wird verworfen und das Pellet bei -20 °C eingefroren. Sobald die Proteine gereinigt
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werden sollen, wird das Pellet mit 1 ml Expressionspuffer B flir 1 Stunde bei Raumtemperatur
unter Schutteln auf einer VVortex-Platte inkubiert. Die Lysate werden bei 13.000 rpm (MiniSpin)
fr 15 Minuten zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefa tiberfiihrt. Die Ni-
NTA Saulen werden mit 600 pl Expressionspuffer B equilibriert und die Saulen danach fur
2 Minuten bei 2.000 rpm zentrifugiert. 600 pl des Uberstandes aus dem neuen ReaktionsgefaR
werden auf eine der vor-equilibrierten Ni-NTA Séulen gegeben und danach bei 2.000 rpm fur
2 Minuten zentrifugiert. Die Sdulen werden mit 600 pul des Expressionspuffers C gewaschen
und wieder fur 2 Minuten bei 2.000 rpm zentrifugiert. Dieser Waschschritt wird wiederholt.
Danach kann das Protein von der Séule eluiert werden, indem 200 pl Expressionspuffer E auf
die Séule pipettiert werden und diese danach fur 2 Minuten bei 2.000 rpm zentrifugiert wird.
Dieser Schritt wird danach ein weiteres Mal wiederholt. Das Eluat kann bei -20 °C eingefroren

werden.

2.2.20 Expression rekombinanter Virushillproteine mit den pRSET A Vektoren

Fur die Erstellung rekombinanter Virushillproteine werden im Fall des CMV, TMV, TSWV,
PPV und PVY auf die pQE-30-Vektoren mit den Hullproteinsequenzen zurlickgegriffen. Sie
werden durch die in Kapitel 2.2.19 erwahnten Restriktionsschnittstellen gespalten und in die an
den spezifischen Stellen gedffnete MCS der pRSET A Vektoren kloniert. Die CbMV-CP
Sequenz wird an dem Plasmid p2448_17 mit den spezifischen Oligonukleotiden 4207 und 4208
amplifiziert. Durch die beiden Oligonukleotide werden die Restriktionsschnittstellen BamHI
und EcoRI hinzugeflgt, die eine gerichtete Klonierung in den pRSET Vektor ermdglichen.
Nach der Transformation in den E. coli Stamm NM522 werden die Plasmide gereinigt und
durch eine Sequenzierung Uberprift. Die Expressionsvektoren mit einer vollstdndigen und
korrekten DNA-Sequenz des rekombinanten Proteins in der ,,multiple cloning site werden in
den E. coli Stamm BL21-Gold (DE3) transformiert. Fiir die Expression der Proteine werden
10 ul einer E. coli Dauerkultur Gber Nacht in 20 ml LB + Ampicillin (100 pg/ml) bei 37 °C und
250 rpm angezogen. Es werden 50 ml vorgewarmtes Medium + Ampicillin (100 pg/ml) mit
2 ml der Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C und 250 rpm inkubiert, bis eine ODgoo = 0,6
erreicht ist. Die Expression wird durch die Zugabe von IPTG zu einer finalen Konzentration
von 1 mM induziert. Die Kulturen werden fur weitere 4 Stunden bei 37 °C und unter leichtem
Schitteln von 250 rpm inkubiert. Interessanterweise ist es in der Kombination aus
Bakterienstamm und Plasmid nicht zwangsweise notwendig, eine Induktion mit IPTG
durchzuftihren, die Expression ist auch ohne diese Zugabe mdoglich (Sarabipour et al. 2014).
Durch eine Zentrifugation fur 20 Minuten bei 4.000 x g Sorvall (RC-5C) werden die Zellen
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geerntet. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet bei -20 °C eingefroren. Die

Aufreinigung erfolgt wie in Kapitel 2.2.19 tber den His-Tag der exprimierten Protein.

2.2.21 Reinigung von TMV durch Ammoniumsulfatfallung

Virusreinigungen bilden die Grundlage fur die Gewinnung von Antigenen zur Immunisierung
oder fir den Einsatz als Zielmolekil im Biopanning. In dieser Arbeit wird eine Grobreinigung
des TMV im Biopanning eingesetzt (Gooding Jr & Hebert 1967). VVon infiziertem Blattmaterial
werden 5 g in 10 ml 300 mM Na2HPO4 homogenisiert und danach durch ein Mulltuch gepresst,
um grobe Pflanzenreste zu entfernen. Das Filtrat wird in Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt und bei
60 °C fir 10 Minuten in einem Wasserbad inkubiert. Das Extrakt wird unter flieRendem
Leitungswasser abgekiihlt und bei 2.500 x g zentrifugiert (SS34; RC-5C). Der Uberstand wird
in einen Messzylinder Gberfiihrt und das Volumen bestimmt. Es werden im Folgenden 2,5 g
Ammoniumsulfat pro 10 ml Extrakt schrittweise zugesetzt und vorsichtig gelost. Danach
erfolgt eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 30 Minuten und eine Zentrifugation bei
12.000 x g (SS34; RC-5C) fur 20 Minuten. Der Uberstand kann verworfen werden und das
Pellet wird in deionisiertem Wasser (1/5 des Originalvolumens) aufgenommen. Die Suspension

wird Uber Nacht gegen Leitungswasser dialysiert und kann danach bei 4 °C aufbewahrt werden.

2.2.22 Chloroform/Butanol Fallung zur Aufreinigung von Pflanzenviren

Das folgende Protokoll gilt am Plant Research International (PRI) Institut in Wageningen als
Basisprotokoll fir die Aufreinigung fiir unbekannte Viren und wurde von Prof. Dr. ir. Rene van
der Vlugt zur Verfugung gestellt. Bei bekannten Viren kdnnen die Puffer und andere Verfahren
innerhalb der Prozedur angepasst werden. Es werden 300-500 mg Blattmaterial unter der
Zugabe von flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver gemahlen. Es werden 2 ml
Homogenisationspuffer hinzugegeben und mit dem Pulver vermischt. Das Gemisch wird in ein
2 ml Reaktionsgefal’ berfihrt und fir 1 Minute bei 13.400 rpm (MiniSpin) zentrifugiert. Vom
Uberstand wird 1 ml mit 250 pl Chloroform und 250 pl Butanol versetzt und das
Reaktionsgefal mehrmals invertiert. Es erfolgt ein Zentrifugationsschritt bei 13.400 rpm fiir
10 Minuten. Die obere Phase wird abgenommen und mit 500 pl einer PEG/NaCl Losung
(24 %/6,9 %) vermischt. Nach einer Inkubation auf Eis fir 1 Stunde wird die Suspension fir
20 Minuten bei 13.400 rpm zentrifugiert. Das Pellet wird in 200 pl H2Opidest aufgenommen. Um
Reste des PEG zu entfernen, sollte die Losung fir 10 Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert

werden. Der Uberstand mit den Viren kann fiir die weiteren Versuche verwendet werden.
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2.2.23 Proteinkonzentrationsbestimmungen mit BCA und Roti®-Quant

Roti®-Quant, basierend auf Bradford (Bradford 1976)

Es werden 5 pl Probe und 795 pl H2Opidest und 10 ptl Probe mit 790 pl H2Opigest Vermischt. Fur
den Nullwert wird ein 1X Probenpuffer (800 pl H2Opidest) 0hne Probe verwendet. Zusétzlich
wird ein Standard angesetzt, der jeweils aus 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml und
25 pg/ml BSA besteht. Zu den Proben, dem 1X Probenpuffer beziehungsweise den 800 pl des
jeweiligen Standards werden 200 ul der 5X-Farbeldsung (Roti®-Quant) hinzugegeben und die
Lésung dann mehrmals invertiert. Nach 30 minutiger Inkubation wird die ODsgs der Eichproben
und der Proben gegen den Nullwert gemessen. Die Proteinmenge kann anhand der Eichgerade

bestimmt werden.
BCA (Bicinchoninsdure)

Es zeigte sich, dass bei der Konzentrationsbestimmung nach Bradford Probleme durch den
Expressionspuffer E (8 M Urea, 0,1 M NaH2PO4, 0,01 M Tris-Cl (pH 4,5)), in dem die
exprimierten Proteine aufbewahrt wurden, auftraten. Es wurde in diesem Fall auf das ,,BCA
Protein Micro Assay Kit” (Kat.-Nr.39229) von SERVA zuriickgegriffen, das auf der
Proteinbestimmung mit Bicinchoninsdure basiert. Es werden 500 pl  H2Obidest,
Referenzldsungen (BSA als Eichprotein in verschiedenen Konzentrationen: 20, 15, 10, 5, 2,5
und 1 pg/ml) und die Proteinproben in Reaktionsgefalien vorgelegt. Danach wird die Reaktion
durch die Zugabe von 500 ul BCA-Arbeitslosung (BAL) gestartet. Nach einer 30 min(tigen
Inkubation bei 37 °C werden die Proben auf Raumtemperatur gekihlt und die Absorption bei
562 nm gegen Wasser als Referenz gemessen. Danach wird die Kalibrationskurve unter
Beriicksichtigung der Blindwerte zur Ermittlung der Proteinkonzentration erstellt und die

Konzentrationen errechnet.
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2.2.24 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Fur den Nachweis und die Visualisierung von Proteinen (zum Beispiel: exprimierte Proteine in
Expressionsstudien oder Hdullproteine von Viren in infizierten Pflanzen) haben sich
Polyacrylamidgele zu einem wichtigen Trennmedium bei der analytischen Elektrophorese
entwickelt. Analog zu dem Nachweis von Nukleinsduren in Agarosegelen erfolgt die Trennung
in einem Gel, das durch einen Molekularsieb-Effekt die Mobilitat von Proteinen selektiv
herabsenken kann. Kleine negativ geladene Molekiile lassen sich zum Beispiel am schnellsten
in Richtung der positiv geladenen Anode auftrennen. Fir die Herstellung der Gele werden
Acrylamidmonomere in Gegenwart eines Quervernetzers radikalisch polymerisiert, um ein
geeignetes Netzwerk zu erhalten. Bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese wird in dieser
Arbeit das Rotiphorese® Gel 30, eine gebrauchsfertige, gasstabilisierte, wassrige, 30 %ige
Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammldsung im Verhaltnis 37,5:1 von Roth© eingesetzt, wobei das
Bisacrylamid als Quervernetzer wirkt (Berg et al. 2012). Fir die Initialisierung der
Kettenreaktion eignen sich 10 %iges (w/v) Ammoniumpersulfat (APS) als Radikalstarter und
Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator. Sobald das Gel polymerisiert ist, kann es
in die Elektrophoresekammer (Hoefer Mighty Small 11) Gberfihrt werden. In die obere
Pufferkammer wird der Kathodenpuffer gegeben, wahrend die untere Pufferkammer mit dem
Anodenpuffer befullt wird. Es werden zwischen 15-20 pl der Probe mit der gleichen Menge
SDS-Probenpuffer versetzt und 25 bis 40 pl der Probe in die Taschen pipettiert. Der Marker
setzt sich aus 6 pl des ,,Fermentas PageRuler™ Prestained Protein Markers (SM0671)“ und
10 ul PAGE-Ladepuffer zusammen. Die Elektrophoresekammer wird an das Netzgerat
angeschlossen und bei 80 V betrieben. Sobald sich die Proben im Gel befinden, kann die
Spannung auf 120 V erhoht werden. Die Elektrophorese wird nach 3-4 Stunden angehalten.
Proteine in klaren, durchsichtigen Polyacrylamidgelen lassen sich Uber diverse Methoden
anfarben und somit visualisieren. In dieser Arbeit werden die Gele in eine Coomassie
Féarbeldsung Uberflhrt, in der sie zwischen 20 und 60 Minuten inkubieren. Die Gele werden
danach tber Nacht in einer Coomassie-Entfarbeldsung entfarbt.
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2.2.25 Biopanning mit den ,,Ph.D.™ Phage Display Libraries*

Das Ph.D .™ System basiert auf einem M 13 Phagen Vektor, der modifiziert wurde, um kleinere
Peptide als N-terminale Fusionen mit dem Hullprotein plll zu prasentieren. Jedes der fiinf
Proteine tragt dabei diese Fusion, im Gegensatz zu anderen Fusionssystemen wie zum Beispiel
mit den scFvs, haben diese kurzen Peptide keinen negativen Einfluss auf die Effektivitat der
Infektion. New England Biolabs bietet neben dem reinen Vektor M13KE, drei verschiedene
vorgefertigte Bibliotheken an, die als Fusion entweder aus linearen 7-meren (Ph. D.-7) oder 12-
meren (Ph. D.-12) bestehen oder eine zirkuldre Struktur aufweisen (Ph. D.-C7C), da die
umgebenden Cysteine eine Disulfidbriicke bilden. Der Hersteller sichert fir alle Bibliotheken
Umfange von 10° unabhdngigen Klonen zu, die in den einzelnen Biopannings jeweils in

hundertfacher Anzahl eingesetzt werden.

Die folgende Methode wird nach der Anleitung von New England Biolabs beziiglich des

Biopannings mit den ,,Ph.D.™ Phage Display Libraries* beschrieben.

Tag 1: Die Proteinlésung mit dem Zielprotein wird auf eine Konzentration von 100 pg/ml im
,coating buffer verdiinnt. Es werden 150 pl dieser Ldsung in eine Vertiefung einer
Mikrotiterplatte gegeben und danach leicht geschiittelt. Die Platten werden (iber Nacht bei 4 °C
unter leichtem Schatteln (50 rpm) inkubiert. Dabei sollte sie sich in einem befeuchteten

Behaltnis befinden, damit die Vertiefungen nicht austrocknen kénnen.

Tag 2: Es werden 10 ml Medium (LB-Medium mit Tetracyclin (20 pg/ml)) mit dem
Bakterienstamm ER2738 angeimpft. Diese Kultur wird spater verwendet, um den Titer der
Phagensuspension bestimmen zu kénnen. Wenn die eluierten Phagen noch am gleichen Tag
amplifiziert werden sollen, dann werden auflerdem 20 ml des Mediums in einem 250 ml
Erlenmeyerkolben mit ER2738 angeimpft. Beide Kulturen werden in einem
Inkubationsschrank bei 200 rpm und 37 °C angezogen, die 20-ml Kultur darf bei einer
ODsg0o = 0,01-0,05 verwendet werden. Die Proteinlésung wird aus den Vertiefungen der
Mikrotiterplatte entfernt. Die Vertiefungen werden mit 400 pl Blocklosung befullt und fur
mindestens 1 Stunde bei 4 °C geblockt. Nach dieser Zeitspanne wird die Blockldsung
ausgeklopft und die Platten danach mit TBST (Waschpuffer (TBS + 0,1% Tween-20 [v/v])) 6-
mal ausgewaschen. Nach jedem Waschgang wird die Losung vorsichtig auf einem sauberen
Papiertuch ausgeschlagen. Eine 100-fache Reprasentation der Bibliothek wird in 100 pl TBST
verdiinnt und in die Vertiefung pipettiert. Die Mikrotiterplatte wird dann fiir 60 Minuten unter
leichtem Schdtteln (50 rpm) bei Raumtemperatur inkubiert. Nichtbindende Phagen werden mit

der Flussigkeit im Folgenden auf einem sauberen Papiertuch ausgeschlagen. Die Platten werden
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10-mal mit TBST gewaschen. Gebundene Phagen kdnnen mit 100 pl des Elutionspuffers eluiert
werden. Die gebundenen Phagen in den Vertiefungen werden mit dem Elutionspuffer fur
20 Minuten unter leichtem Schutteln inkubiert und das Gemisch dann in ein neues Gefal}
uberfuhrt. Um den Elutionspuffer zu neutralisieren, werden 15 pl 1 M Tris-HCI (pH 9,1)
hinzugefiigt und danach 1 pl des Eluates fiir die Bestimmung der Phagenkonzentration getitert.
Die restlichen Phagen konnen amplifiziert werden, indem das Eluat zu der 20 ml ER2738
Kultur (ODeoo von 0,01-0,05) gegeben wird. Die Kultur wird fir 4,5 Stunden bei 37 °C und
200 rpm geschuttelt. Nach der Inkubation wird die Kultur in Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt und
fiir 10 Minuten bei 12.000 x g (Sigma 4K10) und 4 °C zentrifugiert. Die Zentrifugation wird
mit dem Uberstand danach wiederholt. 80 % des Uberstandes werden in ein neues
Zentrifugengefal uberfiihrt und mit 1/6 Volumen 20 % PEG/ 2,5 M NaCl Losung versetzt. Die
Phagen werden fiir mindestens 2 Stunden auf Eis prézipitiert. In dieser Arbeit erfolgt die

Prézipitation im Kuhlschrank tber Nacht.

Tag 3: Die PEG Prézipitation wird fur 15 Minuten bei 12.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen. Das Phagenpellet wird in 1 ml TBS aufgenommen und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal tberfuhrt. Um eventuell vorhandene Zellreste entfernen zu kénnen, erfolgt eine
weitere Zentrifugation bei 14.000 rpm fir 5 Minuten und 4 °C. Die Phagen im Uberstand
werden ein weiteres Mal gefallt, wieder indem 1/6 Volumen 20% PEG/2,5 M NaCl Ldsung
hinzugefiigt wird. Die Féallung wird fir 60 Minuten auf Eis inkubiert und fur 10 Minuten bei
4 °C bei 14.000 rpm zentrifugiert. Nachdem der Uberstand entfernt wurde, kann das Pellet in
200 pl TBS aufgenommen werden. Auch hier wird nicht I6sliches Material durch eine kurze
Zentrifugation bei 14.000 rpm (10 Minuten / 4 °C) pelletiert. Der Uberstand enthalt die Phagen
und wird in ein weiteres Reaktionsgefal tberfiuhrt. Das amplifizierte Eluat wird in einem
weiteren Schritt titriert und kann bei -20 °C gelagert werden, wenn ihm die gleiche Menge an
Glycerol zugesetzt wird. Fur die zweite Panningrunde wird eine Mikrotiterplatte wie weiter

oben beschrieben vorbereitet.

Tag 4 und 5: Die getiterten Phagen werden ausgezahlt, indem die Anzahl der ,,colony forming
units® (cfu) des amplifizierten Eluats bestimmt wird. Als Ausgangsmaterial fur die zweite
Panningrunde wird eine Anzahl an Phagen gewahlt, die der Anzahl aus Panningrunde 1
entsprechen. Die Panningrunde 2 wird durchgefiihrt wie oben beschrieben, jedoch wird die
Tween Konzentration im Waschpuffer auf 0,5 % (v/v) erhoht. AuBerdem wird wieder eine

Mikrotiterplatte fur die dritte Panningrunde beschichtet.
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Tag 6: Die Durchfihrung der dritten Panningrunde entspricht derjenigen der zweiten
Panningrunde, jedoch werden die amplifizierten Phagen aus Runde 2 fur das Biopanning
verwendet. Es ist dabei nicht notwendig, das Eluat wieder zu amplifizieren. Es kann direkt
verwendet werden, um ber eine Titration Einzelkolonien zu erzeugen. Diese kdnnen dann auf
die spezifischen Phagen untersucht werden. Mdglich wére danach ein Phagen-ELISA oder die
Amplifikation der Phagen-DNA in einer PCR mit anschlielender Sequenzierung der
Nukleotidsequenz, um die interagierende Peptidsequenz zu ermitteln.
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2.2.26 Biopanning mit den scFv-Bibliotheken Tomlinson I und J

Die Tomlinson | und J Bibliotheken, die von dem MRC HGMP Resource Centre vertrieben
werden, bestehen jeweils aus Uber 100 Millionen unterschiedlichen scFv Fragmenten, die in
das Ampicillinresistenz vermittelnde Phagemid pIT2 kloniert wurden. Vom Hersteller wird
eine BibliotheksgroBRe von 1,47x102 (Tomlinson 1) beziehungsweise 1,37x108 (Tomlinson J)
Phagen angegeben. Die folgende Prozedur wird nach den Angaben der beiliegenden Anleitung
,,Human Single Fold scFv Libraries | + J (Tomlinson | + J)* durchgefiihrt.

Bevor das eigentliche Biopanning beginnt, missen die gekauften Bibliotheken I und J vermehrt
werden. Dazu werden sie jeweils mit 200 ml vorgewdarmtem 2xYT Medium mit 100 pg/ml
Ampicillin und 1 % Glukose bei 37 °C und 250 rpm bis zu einer ODsoo Von 0,4 angezogen.
50 ml dieser Suspension werden mit 2 x 10t KM13 Helferphagen infiziert und fiir 30 Minuten
in einem Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Die restlichen 150 ml der Bakteriensuspension kénnen
fur die Erstellung von Dauerkulturen und fiir spatere Biopannings verwendet werden. Nach der
Inkubation werden die Suspensionen bei 3.000 rpm (Sigma 4K10) fiir 10 Minuten zentrifugiert
und die Pellets danach in 100 ml 2xYT Medium (100 pl/ml Ampicilin, 50 pg /ml Kanamycin,
0,1 % Glukose) gelost. Es erfolgt eine weitere Inkubation bei 30 °C tiber Nacht und 250 rpm.
Die Ubernachtkultur wird bei 3.000 x g fiir 30 Minuten zentrifugiert und 80 ml des Uberstandes
mit 20 ml PEG/NaCl (20 % PEG 6000 / 2,5 M NaCl) vermischt. Nachdem die Suspension fiir
1 Stunde auf Eis inkubiert ist, wird sie bei 3.300 x g fir 30 Minuten zentrifugiert. Das Pellet
wird in 4 ml PBS suspendiert und danach ein weiteres Mal bei 11.600 x g zentrifugiert, damit
noch vorhandenes nicht losliches Material entfernt werden kann. Der Uberstand kann bei 4 °C

gelagert werden und wird vor dem Einsatz im Biopanning titriert.

Tag 1: Fur das Biopanning werden Immunoréhrchen mit 4 ml des Antigens beschichtet. Die

Konzentration an Antigen wird daftr in PBS auf 100 pg/ml verdinnt.

Tag 2: Am nachsten Tag werden die Immunor6hrchen geleert und dreimal mit PBS gewaschen.
Zum Blocken werden sie komplett mit 2 % MPBS (2 % Milchpulver in PBS) gefillt und far
2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Immunoréhrchen werden wieder dreimal mit
PBS gewaschen. Parallel werden 10*? Phagen mit 4 ml 2 % MPBS gemischt und fiir 60 Minuten
in einem Schwenktisch in den beschichteten Rohrchen inkubiert. Nach einer weiteren
60 minitigen Inkubation bei Raumtemperatur kann der Uberstand verworfen werden. Die
ReaktionsgefaRe werden 10-mal mit 0,1 % PBST (PBS mit 0,1 % Tween 20) gewaschen und
die Phagen dann mit 500 pl Trypsin-PBS eluiert. Dazu werden die Rohrchen wieder mit einem

Schwenktisch fiir 10 Minuten geschwenkt. 250 ul der eluierten Phagen werden zu 1,75 ml TG1
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bei einer ODeoo = 0,4 gegeben und fir 30 Minuten bei 37 °C ohne Schitteln inkubiert. Um die
Phagen zu titern, kénnen 10 pl der urspriinglichen Suspension, eine 10 Verdinnung und eine
10 Verdiinnung auf YTE-Platten (100 pg/pul Ampicillin, 1 % Glukose) ausgetropft und uber
Nacht bei 37 °C inkubiert werden. Die tbrige TG1 Kultur wird bei 11.600 x g fiir 5 Minuten
zentrifugiert und das Pellet danach in 1 ml 2xYT-Medium resuspendiert. Dieser Milliliter wird
danach komplett in einer Bio-Assay-Schale auf YTE (100 pg/ml Ampicillin und 1 % Glukose)

ausgestrichen und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Tag 3: Am néachsten Tag werden 7 ml 2xYT-Medium mit 15 % Glycerol auf die Platten
gegeben und die Bakterien vorsichtig mit einem sterilen Spatel abgel6st und danach
durchgemischt. 1 ml der Bakterien kann bei -70 °C aufbewahrt werden, wéhrend weitere 50 pl
in 50 ml 2xYT Medium (100 pg/ml Ampicillin, 1 % Glukose) bis zu einer ODsoo = 0,4 bei
250 rpm und 37 °C inkubiert werden. 10 ml dieser Kultur werden dann mit 5 x 10%
Helferphagen infiziert und fir 30 Minuten bei 37 °C in einem Wasserbad inkubiert. Die
Suspension wird bei 3.000 x g fur 10 Minuten zentrifugiert und das Pellet danach in 50 ml 2xYT
Medium (100 pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml Kanamycin, 0,1 % Glukose) resuspendiert. Die

Bakterien werden in dem Medium Uber Nacht bei 30 °C und 250 rpm angezogen.

Tag 4: Die Ubernachtkultur wird bei 3.300 x g fiir 15 Minuten zentrifugiert und 40 ml des
Uberstands mit 10 ml PEG/NaCl (20 % PEG 6000, 2,5 M NaCl) versetzt. Nach einer Inkubation
auf Eis fir mindestens 1 Stunde erfolgt eine weitere Zentrifugation bei 3.300 x g. Die letzten
Reste des Uberstandes werden vorsichtig entfernt, bevor das Pellet in 2 ml PBS resuspendiert
wird. Um nichtl6sliche Bestandteile zu entfernen, erfolgt danach eine weitere Zentrifugation
bei 11.600 x g fir 10 Minuten. Fiur die nachste Biopanningrunde wird 1 ml des Uberstandes
eingesetzt. Die Beschichtung der Immunoréhrchen mit dem Antigen fiir die zweite

Biopanningrunde wird parallel durchgefuhrt.

Tag 5-9: Die Prozedur wird fiir insgesamt 3 Biopanningrunden wiederholt.
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2.2.27 Biopanning mit den scFv-Bibliotheken HAL9 und HAL10

Das folgende Biopanning wurde am Institut fir Biochemie und Biotechnologie, Abteilung
Biotechnologie der Universitat Braunschweig mit Hilfe von Prof. Dr. Stefan Dibel, Prof. Dr.
Michael Hust und Saskia Helmsing und den dort erstellten Phagenbibliotheken HAL9 und
HAL10 durchgefiihrt. Zusammen weisen sie eine theoretische Diversitit von 1.5x10%°
unabh&ngigen Klonen auf (Kuegler et al. 2015). Dabei wurde ein neuer Ansatz erprobt, der es
erlaubt, Virionen direkt aus infiziertem Pflanzenmaterial durch einen Antikorper-,,Capture* zu
prasentieren. Hierfur wird der Virus-spezifische Loewe® Antikorper 1:200 in ELISA-Coating
Buffer verdinnt und 100 pl in die Vertiefungen der ELISA-Platten gegeben. Nach einer
Inkubation fur vier Stunden bei 37 °C werden die Vertiefungen viermal mit ELISA-
Waschpuffer ausgespilt und danach je 100 ul Probe in die entsprechenden Vertiefungen
gegeben. Die Probenerstellung ist dabei in Unterkapitel 2.2.33 beschrieben. Im Probenpuffer
werden statt 0,2 % BSA (w/v) 2 % Milchpulver (w/v) eingesetzt. Die Proben inkubieren in den
Vertiefungen uber Nacht bei 4 °C. Am néchsten Tag werden die Platten wieder viermal
gewaschen. Es werden pro Panning eine infizierte und eine gesunde Pflanze eingesetzt, wobei
die Bibliotheken jeweils vor dem eigentlichen Biopanning gegen das gesunde Pflanzenmaterial

vorinkubiert werden, um unspezifisch reagierende Phagen direkt zu entfernen.

Am néchsten Tag wird eine zuséatzliche leere Vertiefung pro Ansatz komplett mit Panningblock
fiir 1 Stunde geblockt und danach in diesen Vertiefungen jeweils 5x10%° cfu/ml HAL9 und
HALZ10 mit 150 pl Panningblock unter leichtem Schutteln fur 1 Stunde prainkubiert. In den
spateren Panningrunden werden 50 pl der amplifizierten Phagen mit 100 pl Panningblock
verwendet. Die Waschschritte werden im ,,Tecan Columbus ELISA Washer* durchgefiihrt.

Die Antigenlésug mit dem gesunden Pflanzenmaterial wird in einem ELISA-Wascher 3x mit
PBST (PBS+0,1 % Tween 20) ausgewaschen und die préainkubierten Phagen in die
Vertiefungen gegeben. Es erfolgt eine weitere Inkubation fur 1 Stunde bei Raumtemperatur
unter leichtem Schitteln. Nachdem die Antigenlosug mit dem infizierten Pflanzenmaterial 3x
mit einem ELISA-Wascher gewaschen wurde, kann der Uberstand der Phagen Uberfihrt
werden und fur 2 Stunden inkubieren. Parallel werden die E. coli fir die Infektion mit den
eluierten Phagen vorbereitet, indem 50 mL 2xY T mit einer Ubernachtkultur von TG1 angeimpft
und bis zu einer ODeoo = 0,5 angezogen werden. Die nicht oder schwach gebundenen Phagen
werden im ELISA-Wascher entfernt, in dem die Vertiefungen insgesamt 9x ausgespult werden.
Die gebundenen Phagen werden mit 150 pL 10 pg/ml Trypsin fur 30 Minuten bei 37 °C eluiert.
150 pL der eluierten scFv-Phagen werden zu 150 uL TG1 in die PP Deepwell MTP gegeben



Material und Methoden 91

und danach fir 30 Minuten bei 37 °C unter leichtem Schiitteln und anschliefend 30 Minuten
bei 37 °C und 550 rpm inkubiert (Inkubationen bei 550 rpm immer im MTP Schuttler Vortemp
56). Es werden 1 ml 2xYT Medium mit 150 pl 10xGA (1 M Glucose + 1 mg/ml Ampicillin)
hinzugefiigt und die Suspension fiir 1 Stunde bei 37 °C und 550 rpm inkubiert. Danach werden
50 pl Helferphagen (2x10'Y/ml, ergeben 1x10'° Phagen in 50 pl) hinzugegeben und erst
30 Minuten bei 37 °C ohne zu Schutteln und danach fir 30 Minuten bei 550 rpm inkubiert. Die
infizierten Bakterien werden bei 3.220 x g fur 10 Minuten in einem Eppendorf 5810R (Rotor
A-4-81, Mikrotiterplattengehange) pelletiert. Der Uberstand wird vorsichtig entfernt und das
Pellet in 950 pL 2xYT + 100 pg/ml Ampicillin + 50 pg/ml Kanamycin resuspendiert. Die
Bakterien werden ber Nacht bei 30 °C und 550 rpm kultiviert. Am né&chsten Tag werden sie
bei 3.220 x g fiir 10 Minuten pelletiert. Der Uberstand mit den Phagen kann in weiteren
Panningrunden eingesetzt werden. Das Biopanning besteht insgesamt aus drei Runden. Nach
der 3. Panningrunde kénnen 5 L der eluierten Phagen mit dem E. coli Stamm XL1-Blue MRF'

getitert werden, um danach Einzelklone zu analysieren.

Fur die Produktion léslicher Antikorper in Mikrotiterplatten werden die Vertiefungen mit
jeweils 150 pl 2xYT-GA (2xYT + 100 mM Glucose + 100 pg/ml Ampicillin) gefullt. Es werden
92 Antikorperklone der Titerplatten nach der letzten Panningrunde mit einer sterilen
Pipettenspitze gepickt und dann in das Medium angeimpft (H3, H6, H9 und H12 bleiben frei).
Die Vertiefungen H9 und H12 werden mit dem gegen Streptavidin gerichteten Kontrollklon
,PHAL14-D1.3* (in XL1-Blue) angeimpft. Die Platten werden ber Nacht bei 37° C und
800 rpm inkubiert (Thermo Shaker PST-60HL-4). Eine neue 96 Well-Mikrotiter-Platte wird
dann mit 180 pl 2xYT-GA je Vertiefung gefillt. Aus der Masterplatte werden 10 ul der
Ubernachtkultur aus jeder Vertiefung in die entsprechende Vertiefung der neuen Platte
Ubertragen und diese bei 800 rpm fir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nachdem die Bakterien
bei 3.220 x g fir 10 Minuten pelletiert wurden (Eppendorf 5810R), wird der Uberstand
vorsichtig abgenommen und das Pellet in 180 pl 2xYT-SA mit 50 uM IPTG aufgenommen.
Die Kultur wird tber Nacht bei 30 °C und 800 rpm inkubiert. Die Bakterien werden bei
3.220x g fir 10 Minuten pelletiert und jeweils 180 pl des Uberstands in eine neue
Mikrotiterplatte tiberfiihrt. Fir einen ELISA mit den loslichen scFvs werden 50 pl Uberstand
mit 50 pl Blockldsung vermischt und eingesetzt (H3, H6 sind die negativen und H9 und H12

sind die positiven Kontrollen).
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2.2.28 Anzucht der M13K07 Helferphagen

Fur die Anzucht der Helferphagen wird der E. Coli Stamm NM522 aus einer Ubernachtkultur
in 20 ml 2xYT-Medium bis zu einer ODego ~ 0,5 bei 250 rpm und 37 °C inkubiert. Es werden
1 ul einer M13KO07 Stocklésung mit 500 pl der Bakteriensuspension und 3 ml flissigem Top
Agar vermischt und danach auf 2xYT-Platten gegeben. Nach einer Inkubation tiber Nacht bei
37 °C wird am néchsten Tag ein einzelner, gut separierter ,,Plaque* abgenommen und mit 20 ml
2xYT + 50 pg/ml Kanamyecin fur 5 Stunden bei 37 °C angeimpft. Von dieser Kultur kénnen
Dauerkulturen genommen werden. Es werden im Folgenden 150 ml 2xYT + Kanamycin
Medium mit 3 ml der Vorkultur angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert.
Am ndchsten Tag wird die Kultur fir 15 Minuten bei 8.000 rpm und 4 °C (GSA Rotor, Sorvall
RC-5C) zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues Zentrifugenrohrchen tiberfuhrt und mit
dem 0,15-fachen Volumen einer PEG/NaCL Losung (16,7 %/3,3 M) versetzt und flr
mindestens 2 Stunden auf Eis inkubiert. Es erfolgt eine Zentrifugation bei 8.000 rpm (GSA
Rotor) fir 40 Minuten bei 4 °C, bevor der Uberstand abgenommen werden kann. Das Pellet
wird in 1,5 ml PBS gel6st und fiir 10 Minuten bei 12.000 rpm (MiniSpin) zentrifugiert, danach
wird der Uberstand mit den Phagen in ein neues ReaktionsgefaR uberfiihrt und kann bei 4 °C

gelagert werden.

2.2.29 Anzucht einzelner Phagenklone aus den Ph.D.™ Phage Display Bibliotheken

Eine Ubernachtkultur von ER2738 wird 1:100 in 2xYT + Tetracyclin verdiinnt. Alternativ kann
eine ER2738 Kultur bis zu einer ODsoo ~ 0,5 angezogen werden. Kolonien aus der Titrierung
oder 10 pl einer entsprechenden Dauerkultur werden in 1 ml der Bakteriensuspension uberfuhrt
und bei 220 rpm und 37 °C fir 5 Stunden inkubiert. Im spateren Verlauf dieser Arbeit wurden
ausgewadhlte Klone teilweise auch tber Nacht bei 30 °C angezogen. Die Kulturen werden bei
14.000 rpm (MiniSpin) fur 30 Sekunden zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues
Reaktionsgefall tberfuhrt und wiederum zentrifugiert. Es werden die oberen 80 % des
Uberstandes vorsichtig abgenommen und in ein neues GefaR Gberfihrt. Die Phagen kénnen
jetzt zusétzlich mit einer PEG/NaCl Losung gefallt (siehe Kapitel 2.2.28) und danach titriert
werden (siehe Kapitel 2.2.31).
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2.2.30 Anzucht einzelner Phagen aus den HAL9/10 Bibliotheken

Fur die Anzucht spezifischer Phagen aus den HAL9/10 Bibliotheken werden Dauerkulturen,
die auf Einzelkolonien nach der Titration basieren, in 1 ml 2xYT-GA (2xYT + 100 mM Glucose
+ 100 pg/ml Ampicillin) angeimpft und tber Nacht bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Am
néchsten Tag werden 20 pl der Bakterienkultur in 1,5 ml 2xYT-GA umgeimpft und danach bis
zu einer ODggoo ~ 0,5 bei 37 ° C und 250 rpm inkubiert. Es werden 1x10'° Helferphagen
(M13K07) hinzugegeben und die Suspension danach bei 37 °C ohne zu schitteln fir
30 Minuten inkubiert. Es erfolgt eine weitere 30 minutige Inkubation bei 37 °C und 250 rpm.
Die Bakterien werden bei 4.000 x g (MiniSpin) fiir 4 Minuten zentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig abgenommen. Das Pellet wird in 1 ml 2xYT-AK (100 pg/ml Ampicillin und
50 pg/ml Kanamycin) + IPTG (50 uM) aufgenommen und tiber Nacht bei 28 °C und 250 rpm
geschiittelt. Am nachsten Tag wird der Uberstand mit den Phagen durch eine weitere
Zentrifugation bei 4.000 x g von den Bakterien getrennt. Er kann mit dem Medium sofort fur
Versuche eingesetzt werden. Sollen Phagen titriert werden, dann bietet sich jedoch eine Fallung
und somit Reinigung der Viren als erster Schritt an.

Dafiir wird der Uberstand mit 1/5 Volumen einer PEG/NaCL-L6sung versetzt (-20 °C,
20% PEG (w/v) + 25 M NaCl) und fir 1 Stunde auf Eis inkubiert. Es erfolgt eine
Zentrifugation bei 3.220 x g (Sigma 4K10) und 4 °C fur 1 Stunde. Der Uberstand wird
verworfen und das Pellet vorsichtig in 1 ml PBS resuspendiert. Nach einer weiteren
Zentrifugation bei 13.000 rpm (MiniSpin) kann der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR

uberfiihrt werden und in den Versuchen eingesetzt werden.

2.2.31 Titration der ,,Ph.D.™ Phage Display Libraries* von New England Biolabs

Der in diesen Bibliotheken verwendete Vektor M13KE ist ein Derivat des bekannten
Bibliothekenvektors M13mpl19, der das lacZa Gen exprimiert. Somit erscheinen
Bakterienkolonien blau, wenn sie mit diesen Phagen infiziert und auf LB-Platten mit
Xgal/IPTG ausplattiert werden. Es werden 5-10 ml LB mit ER2738 von einer Platte oder
Ubernachtkultur angeimpft und fiir 4-8 Stunden bei 37 °C und 250 rpm inkubiert, bis die mid-
log Phase mit einer ODegoo ~ 0,5 erreicht ist. Wahrend die Bakterien wachsen, werden je 3 ml
Top Agar in sterile Falcon-GefaRe Uberflhrt. Fiir mindestens 1 Stunde werden LB/IPTG/Xgal
Platten bei 37 °C angewarmt und parallel die Verdunnungsreihen angesetzt. Fur die
Bestimmung des Titers von amplifizierten Phagen wéhrend des Biopannings bieten sich

Verdiinnungen von 108-10t an, wahrend unamplifizierte Eluate schon mit Verdiinnungen von
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101-10"* erfolgreich titriert werden kénnen. Wenn die Bakterienkultur die mid-log Phase
erreicht hat, werden pro Verdinnung 200 pl in 1,5 ml Reaktionsgefae tberfuhrt. Um die
Infektion der Phagen zu ermdglichen, werden 10 pl jeder Phagenverdinnungen in die
zugeordneten ReaktionsgefalRe tUberfuhrt, gemischt, und fur 1-5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die infizierten Bakterien werden jeweils in ein Falcongefall mit Top Agar gegeben
und kurz gevortext. Die kompletten Suspensionen werden danach sofort auf die angewarmten
LB/IPTG/Xgal Agarplatten Uberfiihrt. Die Agarplatten werden fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur abgekihlt und danach tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag
werden die Kolonien in einem ,,Blue White Screening‘“ ausgezahlt und die Anzahl der
infizierten Kolonien mit der Verdlnnung verrechnet, um die Menge an cfu in 10 pl bestimmen

zu koénnen.

2.2.32 Alternative Titrationen ohne die Verwendung von Top Agar

Es wird LB/Tetracyclin (20 pg/1 ml) mit ER2738 angeimpft und tiber Nacht bei 250 rpm und
37 °C inkubiert. Am nichsten Tag werden 20 ml LB/Tetracyclin mit 200 ul der Ubernachtkultur
angeimpft und bis zu einer ODesoo = 0,5 unter Schutteln (250 rpm) bei 37 °C angezogen. Fir
jede Probe werden 90 pl H2Owigest in Reaktionsgefale vorgelegt und danach mit jeweils 10 pl
der Phagensuspensionen Verdiinnungsreihen von 103-10%erstellt. Es werden 100 pl der sich
in der exponentiellen Wachstumsphase befindlichen Bakterien hinzugegeben und vermischt.
Danach erfolgt eine Inkubation fur 30 Minuten bei 37 °C. Im Anschluss werden 20 pl der
infizierten Bakteriensuspensionen auf die entsprechenden LB-Agar Platten getropft. Dabei
muss neben Tetracyclin noch das Selektivantibiotikum fiir den Nachweis der Phagen in dem
Medium vorliegen. M13KO07 wird zum Beispiel durch die Zugabe von Kanamycin (50 pl/ml)
nachgewiesen. Nach einer Inkubation tber Nacht bei 37 °C kénnen die Bakterienkolonien am

néchsten Tag gezéhlt und der Titer in der Ausgangsldsung bestimmt werden.

Als Alternative und schnellere Titrationsmethode kénnen Verdinnungen der Phagen in den
GroRenordnungen 102, 10, 108, 10°, 10° angesetzt werden. Von den 108, 10° und 10
Verdinnungen werden jeweils 10 pl mit 50 pl ER2738 mit einer ODeoo = 0,5 angeimpft und fur
30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Von jeder Reaktion werden 3 Tropfen mit dem Volumen von
10 ul auf entsprechende Selektionsplatten getropft, die Platten an der Luft getrocknet und tber
Nacht inkubiert. Alle Kolonien der Tropfen werden ausgezdhlt und mit dem Faktor

2 multipliziert. Danach kann der Titer in der Ausgangslosung bestimmt werden.
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2.2.33 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Fur die hier durchgefiihrten Arbeiten mit Pflanzenmaterial werden, wenn nicht anders
beschrieben, vier Blattscheiben mit dem Deckel eines Reaktionsgefdlies ausgestanzt und
danach mit 600 pl ELISA-Probenpuffer versetzt. Die Probe wird gemdrsert und danach bei
13.000 rpm (MiniSpin) fiir 10 Minuten zentrifugiert. 150 pl des Uberstandes werden mit 750 pl
ELISA-Probenpuffer vermischt und danach im ELISA eingesetzt. Die Verdinnung gilt als 1:30

Verdiinnung.

In dieser Arbeit werden je nach verwendetem Antikérper zwei verschiedene Enzyme fiir den
Farbumschlag verwendet. Die alkalische Phosphatase spaltet den Phosphatrest vom farblosen
Nitrophenylphosphat ab. Das entstehende p-Nitrophenol ist gelblich. Die Meerrettich-

Peroxidase (HRP) nutzt Tetramethylbenzidin als Substrat und farbt die Reaktionslésung blau.
Standard Doppel-Antikorper-Sandwich Assay (DAS-ELISA) nach Loewe®

Der spezifische Loewe® Antikorper wird 1:200 in ELISA-Coating Buffer verdunnt und in die
Vertiefungen der ELISA Platten gegeben. Im Gegensatz zu dem offiziellen Protokoll werden
hier 100 pl verdinnter Antikorper eingesetzt. Nach einer Inkubation fur vier Stunden bei 37 °C
werden die Vertiefungen viermal mit Waschpuffer ausgespuilt und danach je 100 pl Probe in
die entsprechenden Vertiefungen gegeben. Die anschlieBende Inkubation findet (iber Nacht bei
4 °C statt. Am néchsten Tag werden die Platten wieder viermal gespult und danach 100 pl des
zweiten Antikorpers mit der alkalischen Phosphatase (IgG-AP-Konjugat) hinzugegeben.
Wieder erfolgt die Inkubation bei 37 °C Uber vier Stunden bei 37 °C und vier weitere
Waschschritte. Nach der Zugabe der Substratlosung (1 mg/ml 4-Nitrophenylphosphat
Dinatriumsalz Hexahydrat in Substratpuffer, frisch angesetzt) kann der Farbumschlag innerhalb
von 1-2 Stunden photometrisch bei 405 nm bestimmt werden.

ELISA fir den Nachweis mit I6slichen Antikérpern der Bibliotheken HAL9 und HAL 10

Das Antigen und der gegen das spezifische Pflanzenvirus gerichtete Antikérper werden in
dieser Arbeit wie im DAS-ELISA nach Loewe® verwendet. Nach der Inkubation Gber Nacht
werden die Mikrotiterplatten in dem ELISA-Wascher 3x gewaschen und danach in jede
Vertiefung 60 ul Blockldsung (2 % Milchpulver in PBS (w/v), 0,1% Tween 20 (v/v)) und 40 pl
I6slicher Antikdrper (Produktion siehe Kapitel: 2.2.27) hinzugeftgt und fir 1,5 Stunden bei RT
inkubiert. Die Platte wird dann 3x mit PBST im ELISA-Wascher gewaschen. Pro Reaktion
werden 100 pl Mouse a-myc-tag (1:50 in Blockldsung) hinzugefiigt und danach fir 1 Stunde
inkubiert. Nach einem weiteren dreimaligen Waschschritt werden 100 pl Goat a-Mouse 1gG
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HRP (1:1000 in Blocklésung) je Vertiefung hinzugeflgt und fur 45 Minuten bei RT inkubiert.
Wieder erfolgt ein dreimaliger Waschschritt mit PBST und die Zugabe von 100 pl
Substratlésung (19 Teile TMB A + 1 Teil TMB 1). Nach einer ausreichenden Blaufarbung (15-
20 Minuten Inkubation) kann die Reaktion mit 100 pul 1 N H2SO4 gestoppt werden. Es kommt

zu einem gelben Farbumschlag, dessen Intensitat bei 450 nm bestimmt werden kann.
Capture-ELISA fur den Nachweis von Pflanzenviren mit Phagen ,,antibody mimics“

Der spezifische Loewe® Antikorper wird 1:200 in ELISA-coating buffer verdunnt und in die
Vertiefungen der ELISA Platten gegeben. Im Gegensatz zu dem offiziellen Protokoll werden
hier 100 ul verdiinnter Antikorper eingesetzt. Nach einer Inkubation fiir vier Stunden bei 37 °C
werden die Vertiefungen viermal mit Waschpuffer ausgespilt und danach je 100 pl Probe in
die entsprechenden Vertiefungen gegeben. Die anschlielende Inkubation findet Gber Nacht bei
4 °C statt. Am néchsten Tag werden die Platten wieder viermal gespilt und die gewiinschte
Menge an Phagen in 50 ul PBS aufgenommen. Diese 50 pl werden 1:1 mit Blockldsung
(2 % Milchpulver (w/v)) vermischt und in die Vertiefungen gegeben. Nach einer Inkubation fiir
90 Minuten bei Raumtemperatur werden die Phagen ausgeschlagen und die Vertiefungen 3-mal
gewaschen. Der pVIII spezifische HRP-Anti-M13 Antikérper wird 1:5000 in Blocklsung
verdunnt und jeweils 100 ul zu jeder Reaktion hinzugegeben. Es erfolgt eine Inkubation fir
1 Stunde bei Raumtemperatur. Nach einem abermaligen dreifach wiederholten Waschschritt
werden 100 pl der Substratlésung (0,22 mg/ml ABTS in Substratpuffer, 0,051 % H20: (30 %))
hinzugefligt. Nach der Zugabe der Substratlosung kann der Farbumschlag innerhalb von 15-
60 Minuten photometrisch bei 405 nm bestimmt werden.

Plate-trapped ELISA fur den Nachweis von Antigenen mit ,,antibody mimics

Das spezifische Antigen wird in der Blocklésung oder 50 mM NaHCO3 verdinnt und jeweils
100 pl in die Vertiefungen gegeben. Nach einer Inkubation tber Nacht bei 4 °C werden die
Mikrotiterplatten dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Es werden je 400 ul Blocklésung
hinzupipettiert und die Platten danach fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Wieder
erfolgt ein dreimaliger Waschschritt bevor 100 ul der 1:1 in Blocklésung vermischten
Phagensuspension hinzugegeben und fir 90 Minuten inkubiert werden kénnen. In dieser Arbeit
wurden ab diesem Zeitpunkt zwei verschiedene Methoden verwendet. Bei der schnelleren
Methode wird nach einem weiteren Waschgang der pVIIl spezifische HRP-Anti-M13
Antikorper 1:5000 in Blocklésung verdinnt und jeweils 100 pl zu jeder Reaktion
hinzugegeben. Es erfolgt eine Inkubation fir 1 Stunde bei Raumtemperatur. Nach drei weiteren
Waschschritten werden 100 ul der Substratlésung (0,22 mg/ml ABTS in 0,05 M Zitronensédure
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(pH=4), kurz vor der Verwendung werden 0,051 % (v/v) H20. (30 %) dazugegeben)
hinzugefligt. Nach der Zugabe der Substratlosung kann der Farbumschlag innerhalb von 15-
60 Minuten photometrisch bei 405 nm bestimmt werden.

Bei der langsameren Methode werden 100 pl des Rabbit Anti-fd Antikorpers von Sigma
verwendet, der 1:8000 in Blocklosung verdinnt wird und bei 4 °C (ber Nacht in den
entsprechenden Vertiefungen eingesetzt wird. Am néchsten Tag wird die Antikorperlésung
dreimal ausgespult und 100 pl des Goat anti-Rabbit igG mit alkalischen Phosphatase in der
Verdiinnung 1:10000 (in Blockldsung) eingesetzt. Nach einer vierstindigen Inkubation bei
37 °C konnen die Vertiefungen wieder gespilt und mit 100 pl Substratlosung (1 mg/ml 4-
Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz Hexahydrat in Substratpuffer, frisch angesetzt) gefullt
werden. Der Farbumschlag kann innerhalb von 1-2 Stunden photometrisch bei 405 nm

bestimmt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Viruserhaltung und Symptomatologie

Die Viren wurden erfolgreich auf N. benthamiana Ubertragen und vermehrt (siehe Kapitel
2.2.2). Uberpriift wurde die erfolgreiche Infektion durch die Beurteilung der Symptome und
den Einsatz spezifischer DAS-ELISAs und RT-PCRs. In den folgenden Abbildungen
(Abbildung 3.1-1, Abbildung 3.1-2 und Abbildung 3.1-3) sind die Symptome der Viren an den
Blattern gezeigt.
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Abbildung 3.1-1 Symptomatologie von CbMV und CMV PV-0506 an Blattern von N. benthamiana

In der obigen Abbildung sind die Symptome von CbMV (A und C) und CMV PV-0506 (B und D) an Bléattern von
N. benthamiana 21 Tage nach der mechanischen Inokulation gezeigt. Links sind jeweils die Blatter gesunder
Pflanzen dargestellt und rechts Blatter infizierter Pflanzen. Bei der Infektion mit CbMV waren keine Symptome
zu erkennen, wahrend die Infektion des CMV Kklassische Symptome hervorrief. Sichtbar waren
Mosaikerscheinungen, Stauchungen, Blattdeformationen und gelbliche Flecken. Es kam auBerdem zu

Adernaufhellungen.
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Abbildung 3.1-2 Symptomatologie von PPV Bul PV-0212 und PVY N605 an Blattern von N. benthamiana

In der obigen Abbildung sind die Symptome von PPV Bul PV-0212 (A und C) und PVY N605 (B und D) an Blattern
von N. benthamiana 21 Tage nach der mechanischen Inokulation gezeigt. Links sind jeweils die Blatter gesunder
Pflanzen gezeigt und rechts die Blatter infizierter Pflanzen. Bei der Infektion mit dem PPV waren nur sehr schwache
Symptome zu erkennen, da dieser Stamm relativ milde Auswirkungen auf die Pflanzen hatte. Es kam teilweise zu
Mosaikerscheinungen und gelblichen Aufhellungen. Bei der Infektion mit PVY zeigten sich Blattscheckungen,

chlorotische Aufhellungen und Blattkrauselungen. AuRerdem drehten sich die Blattspitzen ein.
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Abbildung 3.1-3 Symptomatologie von TMV PV-0107 und TSWYV 12 an den Blattern von N. benthamiana

In der obigen Abbildung sind die Symptome von TMV Vulgare PV-0107 (A und C) und TSWV 12 (B und D) an Blattern
von N. benthamiana 21 Tage nach der mechanischen Inokulation gezeigt. Links sind jeweils die Blatter gesunder
Pflanzen und rechts die Blatter infizierter Pflanzen gezeigt. Bei der Infektion mit dem TMV waren typische
Marmorierungen, Mosaiksymptome, chlorotische Flecken und Verformungen des Blattes zu erkennen. Die Infektion mit
TSWV fiihrte zu relativ schwachen Symptomen mit hellgriinen Aufhellungen der Bléatter und Blattadern.



Ergebnisse 100

Neben dem Virusnachweis durch Feststellung der Symptomatologie wurden die Pflanzen auch
serologisch Uberprift (siehe 2.2.33). In den nachsten beiden Abbildungen (Abbildung 3.1-4 und
Abbildung 3.1-5) werden die Ergebnisse der spezifischen ELISAs dargestellt.
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M Infizierte Pflanze 4,35 3,85 4,37 1,29
M Gesunde Pflanze 0,14 0,11 0,15 0,10

Abbildung 3.1-4 Ergebnis eines DAS-EL ISA mit infiziertem und gesundem Pflanzenmaterial (CMV, PPV,
PVY und TSWV)

In der obigen Abbildung ist das Ergebnis eines DAS-ELISA mit infiziertem und gesundem Pflanzenmaterial
(CMV, PPV, PVY, und TSWV) gezeigt. Der Nachweis erfolgte Uber den Farbumschlag von para-
Nitrophenylphosphat hervorgerufen durch die alkalische Phosphatase. Die Unterschiede in der Signalstarke
zwischen den gesunden und infizierten Pflanzen sind deutlich zu erkennen. Mittelwert, (n=2). Messung nach 90

Minuten.

In der obigen und der folgenden Abbildung zeigt sich deutlich, dass die jeweiligen Viren in den
Pflanzen nachgewiesen werden konnten und es zu keinen unspezifischen Reaktionen mit den
Negativkontrollen kam. Die Signale der Negativkontrollen lagen dabei alle niedriger als 0,16,
wahrend sich bei den infizierten Pflanzen deutliche Unterschiede in den Maximalwerten zeigten
(zum Beispiel CMV mit 4,35 zu TSWV mit 1,29). Jedoch konnten alle Viren eindeutig
bestimmt werden. Dies war die Grundvoraussetzung fir die spateren Biopannings und
Nachweise mit den ,,antibody mimics“. Die Viruserhaltung wurde parallel in dieser Arbeit
fortgefuhrt und regelméaRig Gberprift.
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Abbildung 3.1-5 Ergebnis zweier DAS-ELISAs mit infiziertem und gesundem Pflanzenmaterial (CbMV
und TMV)

In der obigen Abbildung ist das Ergebnis zweier DAS-ELISAs mit infiziertem und gesundem Pflanzenmaterial
(CobMV und TMV) gezeigt. Der Nachweis erfolgte ber den Farbumschlag von para-Nitrophenylphosphat
hervorgerufen durch die alkalische Phosphatase. Die Unterschiede in der Signalstarke zwischen den gesunden und
infizierten Pflanzen sind deutlich zu erkennen. Mittelwert, (n=2). Messung nach 30 Minuten (CbMV) bzw. 90
Minuten (TMV Vulgare).
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3.2 Expression rekombinanter Virushtllproteine

3.2.1 Expression rekombinanter Virushullproteine im pQE_30 Vektor

Nach der Induktion wurden Fusionsproteine, bestehend aus dem Zielprotein und dem His-Tag,
in E. coli exprimiert (siehe Kapitel 2.2.19). Sie wurden danach tber den His-Tag mittels

Affinitatschromatographie gereinigt. Die Proteine konnten anschlieend in einer Polyacrylamid

Gelelektrophorese (PAGE, siehe Kapitel 2.2.24) nachgewiesen werden (siehe Abbildung
3.2-1).

Abbildung 3.2-1 Nachweis der exprimierten Hullproteine im pQE_30 Vektor in einer PAGE

Laufbahn 1: Reinigung der Proteine der Expression des TMV-CP; Laufbahn 2: Reinigung der Proteine der
Expression des TMV-CP; Laufbahn 3: Reinigung der Proteine der Expression des TSWV-CP; Laufbahn 4:
SMO0671 Standard (6 ul Marker + 12 pl SDS-Probenpuffer); Laufbahn 5: Reinigung der Proteine der Expression
des PVY-CP; Laufbahn 6: Reinigung der Proteine der Expression des PPV-CP; Laufbahn 7: Reinigung der
Proteine der Expression des CMV-CP. Die roten Pfeile weisen auf die exprimierten Proteine hin. Jeweils

aufgetragen: 15 pl Probe + 15 pl SDS-Probenpuffer.

In der obigen Abbildung ist die PAGE der gereinigten Proteine aus E.coli dargestellt, die
aufgetrennten Hullproteine sind mit roten Pfeilen markiert. Es zeigen sich in Laufbahn eins und
zwei das TMV-CP (berechnetes Molekulargewicht: 19,06 kDa), in Laufbahn drei das TSWV-
CP (berechnetes Molekulargewicht: 30,25 kDa), in vier der verwendete Marker SM0671, in
Laufbahn fiinf das PVY-CP (berechnetes Molekulargewicht: 31,27 kDa), in sechs das CP von
PPV (berechnetes Molekulargewicht: 38,04 kDa) und in Laufbahn sieben das Hillprotein von
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CMV (berechnetes Molekulargewicht: 25,54 kDa). Bis auf das PVY-CP stimmen die in den
Gelen gezeigten Proteinbanden und die durch den Marker abgeleiteten Molekulargewichte
relativ gut mit den berechneten Molekulargewichten uberein. Zudem sind in einigen Spuren

weitere Proteinbanden, wahrscheinlich bakteriellen Ursprungs, zu erkennen.

Zusétzlich wurden einige der Hullproteine (CMV, PPV, TMV und TSWV) nach der
Aufreinigung in einem DAS-ELISA (siehe Abbildung 3.2-2) mit den spezifischen Antikdrpern
der Firma Loewe untersucht. Bei Erkennung der Proteine durch die Antikdrper ist zu erwarten,
dass sich die Proteine korrekt falten und im Biopanning ahnliche Strukturen wie in

vollstandigen Virionen anbieten.
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Abbildung 3.2-2 Ergebnisse verschiedener DAS-ELISAs mit exprimierten Hillproteinen aus pQE_30

Die oben gezeigten Resultate ergeben sich aus unterschiedlichen ELISAs, sie werden fiir eine bessere Ubersicht
in einer Abbildung gezeigt. In der obigen Abbildung sind die exprimierten Proteine (CMV-CP; PPV- CP; TSWV-
CP jeweils 1:20 in PBS verdlnnt; TMV-CP 1:3 in PBS verdinnt) in verschiedenen DAS-ELISAs gezeigt. Der
Nachweis erfolgte Uber den Farbumschlag von para-Nitrophenylphosphat hervorgerufen durch die alkalische
Phosphatase. Wahrend das CMV-CP und das PPV-CP nachgewiesen werden konnten, ist das Signal beim TMV-
CP und beim TSWV-CP relativ gering. Mittelwert, (n=2). Messungen fir TMV-CP nach 60 Minuten; CMV-CP
nach 90 Minuten; PPV-CP nach 120 Minuten; TSWV-CP nach 90 Minuten.

Es wird in der obigen Abbildung deutlich, dass nur das PPV-CP (1,04 zu 0,08) und das CMV-
CP (0,95 zu 0,11) durch den DAS-ELISA eindeutig erkannt werden konnten, wéhrend der
Nachweis des TMV-CP (0,30 zu 0,16) und TSWV-CP (0,23 zu 0,11) relativ geringe Signale

ergab. Es wurden im Folgenden trotzdem alle exprimierten Proteine im Biopanning verwendet.
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3.2.2 Expression rekombinanter Virushullproteine im pRSET A Vektor

Da die Ausbeute der exprimierten Proteine mit pQE_30 Vektoren zu gering war und die ersten
Biopanningversuche keine positiven Ergebnisse brachten, wurde zusétzlich ein weiterer
Expressionsvektor verwendet (siehe Kapitel 2.2.20). Auch hier wurden die Fusionsproteine
bestehend aus dem Zielprotein und dem His-Tag in E. coli exprimiert und mittels
Affinitatschromatographie gereinigt. Die Proteine konnten anschliefend in einer
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe Abbildung 3.2-3) nachgewiesen werden.

-55kDa
- 40 kDa

-35kDa
-25kDa

-15kDa

Abbildung 3.2-3 Nachweis der exprimierten Hullproteine im pRSET A Vektor in einer PAGE

Laufbahn 1: Reinigung der Proteine der Expression des TMV-CP; Laufbahn 2: Reinigung der Proteine der
Expression des CMV-CP; Laufbahn 3: Reinigung der Proteine der Expression des PPV-CP; Laufbahn 4:
Reinigung der Proteine der Expression des PVY-CP; Laufbahn 5: Reinigung der Proteine der Expression des
TSWV-CP; Laufbahn 6: Reinigung der Proteine der Expression des CoMV-CP; Laufbahn 7: SM0671 Standard
(6 pl Marker + 12 pl SDS-Probenpuffer). Die roten Pfeile weisen auf die exprimierten Proteine hin. Jeweils

aufgetragen: 15 pl Probe + 15 pl SDS-Probenpuffer.

Es konnten nur die Hullproteine des TMV, CMV und PVY exprimiert werden. Nach der
Reinigung wurden die Hullproteine in einem DAS-ELISA (siehe Abbildung 3.2-4) mit den

spezifischen Antikérpern von Loewe untersucht.
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Abbildung 3.2-4 Ergebnisse eines DAS-ELISA mit exprimierten Hullproteinen aus pRSET A

In der obigen Abbildung sind die exprimierten Proteine (1:20 in PBS verdunnt) in einem DAS-ELISA gezeigt.
Der Nachweis erfolgte iber den Farbumschlag von para-Nitrophenylphosphat hervorgerufen durch die alkalische
Phosphatase. Wéhrend das CMV-CP und das PVY-CP nachgewiesen werden konnten, wird das TMV-CP nicht
erkannt. Mittelwert, (n=2). Messung nach 90 Minuten.

Wie in der obigen Abbildung gezeigt, konnte nur das PVY-CP (5,29 zu 0,09) und das CMV-
CP (1,07 zu 0,07) durch den DAS-ELISA spezifisch erkannt werden, das TMV-CP (0,13
zu 0,07) konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden. Es wurden weiterfihrend alle

erfolgreich exprimierten Proteine im Biopanning verwendet.
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3.3 Reinigung des TMV aus infiziertem Pflanzenmaterial

In der néchsten Abbildung 3.3-1 wird exemplarisch das Ergebnis der Reinigung des TMV aus
N. benthamiana nach Kapitel 2.2.21 gezeigt. Diese Reinigungen wurden spéter teilweise in
den Biopannings verwendet. Die Stamme Vulgare und Ohio V lieRen sich beide in Mengen

zwischen 0,5 pg/ul — 10 pg/pl reinigen.

-55kDa
- 40 kDa
-35kDa
-25kDa

- 15kDa

Abbildung 3.3-1 Beispielhafter Nachweis von gereinigtem TMV Hullprotein aus N. benthamiana in einer
PAGE

Laufbahn 1: Gereinigtes TMV Vulgare 1 pg/30 pl; Laufbahn 2: Gereinigtes TMV Vulgare 5 pg/30 pl; Laufbahn
3 und 4: leer; Laufbahn 5: SM0671 Standard (6 pl Marker + 12 pl SDS-Probenpuffer). Jeweils aufgetragen: 15 pl

auf 1 pg beziehungsweise 5 g verdiinntes Probenmaterial + 15 pl SDS-Probenpuffer.

Wie in der obigen Abbildung deutlich zu erkennen ist, war die Reinigung des TMV aus
infiziertem Pflanzenmaterial mdglich. Es zeigten sich in diesem Fall keine stérenden weiteren

Proteinbanden, so dass eine relativ reine Probe flr das Biopanning eingesetzt werden konnte.
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3.4 Ergebnisse des Biopanning mit den Ph.D.™ Phage Display Peptide
Library Kits

3.4.1 Ergebnisse des Biopanning I mit den Ph.D.™-12 Phage Display Peptide Library
Kit mit exprimiertem CMV-CP und PPV-CP aus pQE_30

In der folgenden Tabelle 3.4-1 ist eine Ubersicht tiber das Biopanning | mit exprimiertem CMV-
CP und PVY-CP aus den pQE_30 Vektoren zu entnehmen (siehe Kapitel 2.2.25). Es wurden

Mikrotiterplatten von Greiner Bio-One verwendet.

Tabelle 3.4-1 Ubersicht tiber das Biopanning | mit CMV-CP und PPV-CP aus pQE_30

CMV-CP PPV-CP
Eingesetzte Menge an Hullprotein in Biopanningrunde 1 50 pg/ml 50 pg/mi
Eingesetzte Menge an Hillprotein in Biopanningrunde 2 50 pg/ml 50 pg/mi
Eingesetzte Menge an Hillprotein in Biopanningrunde 3 50 pg/ml 50 pg/mi
Phagentiter im Eluat nach Biopanningrunde 1 ~ 5x106 cfu/ml ~ 4x106 cfu/ml
Phagentiter im Amplifikat nach Biopanningrunde 1 ~ 2x%10*2 cfu/ml ~5,3x10 cfu/ml
Phagentiter im Eluat nach Biopanningrunde 2 ~ 3,6%10° cfu/ml ~ 1x108 cfu/ml
Phagentiter im Amplifikat nach Biopanningrunde 2 ~6,6x10% cfu/ml -
Phagentiter im Eluat nach Biopanningrunde 3 ~1,5x107 cfu/ml -

Wie in der obigen Tabelle gezeigt, war es im Biopanning I nicht mdglich, spezifische gegen
das PPV-CP gerichtete Phagen anzureichern. Schon im Eluat der zweiten Biopanningrunde war
die Konzentration an Phagen sehr gering, es konnte kein Amplifikat in geeigneten Mengen
gegen das PPV-CP angezogen werden. Dabei gelten laut Hersteller 10° eingesetzte cfu als
ausreichend fur eine Biopanningrunde (Ph.D. Phage Display Libraries: Instruction manual,
New England Biolabs). Die vom Hersteller angegebenen GroRenordnungen nach der
Amplifikation von 1x10%%* cfu/ml wurden auch bei dem Biopanning mit CMV-CP nicht

erreicht.

Im Folgenden wurden erste Versuche unternommen, Teile des Eluates aus der dritten
Biopanningrunde auszuwerten. Dazu wurde es titriert und 10 Einzelklone angezogen. Diese
wurden spéater vermischt und in einem ELISA mit CMV-CP und CMV infiziertem
Pflanzenmaterial eingesetzt (siehe Abbildung 3.4-1). In ersten Versuchen sollte geklart werden,
ob sich die Klone als polyklonale ,,antibody mimics“ eignen wirden, um sie danach zu

separieren und einzeln zu testen.
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Abbildung 3.4-1 Biopanning I: Ergebnisse eines Phagen-ELISA mit CMV-CP und CMYV infiziertem
Pflanzenmaterial

In A und B sind ELISAs der Phagensuspensionen (1:1 in Blockldsung, 100 pl eingesetzt) bestehend aus 10 mit
CMV-CP gescreenten Phagen zur Erkennung von CMV dargestellt. In A wurde zusatzlich CMV infiziertes
Pflanzenmaterial eingesetzt. In beiden Féllen wurde der plate-trapped ELISA fur den Nachweis von Antigenen
mit ,antibody mimics“ mit dem Anti-fd antibody from Rabbit und dem Goat anti-Rabbit 1gG (alkalische
Phosphatase) durchgefiihrt. Deutlich ist zu erkennen, dass in beiden ELISAS ein Signal mit den CMV-CP und in
A mit dem CMV infizierten Pflanzenmaterial vorliegt. Jedoch liefern beide Negativkontrollen ohne den Einsatz
von CMV é&hnliche Werte. Mittelwert, (n=2). Messungen A: nach 30 Minuten B: nach 10 Minuten. Blocklésung:

1 % Ovalbumin.

In der obigen Abbildung sind exemplarisch zwei ELISAs mit CMV gezeigt. Es wird deutlich,
dass die Phagen nicht nur beim Vorhandensein von CMV oder CMV-CP, sondern auch in den
Negativkontrollen nachgewiesen werden konnten. Weitere ELISAs ergaben &hnliche
Ergebnisse. Eine unspezifische Reaktion zwischen den Antikérpern untereinander oder mit dem
Pflanzenmaterial konnte in weiteren hier nicht gezeigten Versuchen ausgeschlossen werden. Es
wurden zusatzlich finf Einzelkolonien ausgewahlt und die spezifischen plll-
Fusionsproteinsequenzen der Phagen bestimmt (siehe Tabelle 3.4-2). Dabei wiesen die Klone
1 und 2 eine identische Sequenz auf, die anderen Phagen unterschieden sich untereinander. (Fur

eine Einordnung der Sequenz innerhalb des Phagens: siehe Kapitel 8.1.2).
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Tabelle 3.4-2 Ubersicht tiber Proteinsequenzen im variablen Teil des plll ausgewéhlter Phagen des
Biopanning | gegen CMV-CP

Klon Nr. Sequenz Klon Nr. Sequenz
Ph.D.™-12 Klon1 HMWTLKEWRWKP  Ph.D.™-12 Klon 4 HYTGNWGFWPGR
Ph.D.™-12 Klon2 HMWTLKEWRWKP  Ph.D.™-12, Klon 5 APHKNPALSALL

Ph.D.™-12, Klon3 HLKYPLYMWLNP

Im Biopanning | wurden keine fir den Nachweis des CMV bzw. PPV geeigneten Phagen

erhalten. Es wurde ein weiteres Biopanning mit TMV Ohio V durchgefihrt.

3.4.2 Ergebnisse des Biopanning II mit den Ph.D.™-12 und Ph.D.™-C7C Phage Display
Peptide Library Kits mit gereinigtem TMV (Ohio V)

In der folgenden Tabelle 3.4-3 findet sich eine Ubersicht tber das Biopanning Il mit
gereinigtem TMV. In diesem Fall wurde das TMV vor der Verwendung mit Ammoniumsulfat
gefallt und danach die Proteinkonzentration in einem Bradford bestimmt. Es wurden die

Mikrotiterplatten von Greiner Bio-One verwendet.

Tabelle 3.4-3 Ubersicht iiber das Biopanning 11 mit gereinigtem TMV

Ph.D.™-C7C Ph.D.T™-12
Eingesetzte Menge TMV Ohio V in Biopanningrunde 1 100 pg/ml 100 pg/ml
Eingesetzte Menge TMV Ohio V in Biopanningrunde 2 100 pg/ml 100 pg/ml
Eingesetzte Menge TMV Ohio V in Biopanningrunde 3 100 pg/ml 100 pg/ml
Phagentiter im Eluat nach Biopanningrunde 1 ~ 2,5x10° cfu/ml ~ 2x10° cfu/ml
Phagentiter im Amplifikat nach Biopanningrunde 1 ~2,1x10*2 cfu/ml ~1,18%10* cfu/ml
Phagentiter im Eluat nach Biopanningrunde 2 ~1,5x10° cfu/ml ~ 3,4x107 cfu/ml
Phagentiter im Amplifikat nach Biopanningrunde 2 ~ 2,7%x10*? cfu/ml ~ 2,4x10% cfu/ml
Phagentiter im Eluat nach Biopanningrunde 3 ~ 8x10° cfu/ml ~ 1x108 cfu/ml

Parallel zu dem in Kapitel 3.4.1 gezeigten Biopanning | wurden die Bibliotheken Ph.D.™-
C7C und Ph.D.™-12 mit Ammoniumsulfat gefalltem TMV Ohio V gescreent. Es wurden im
Folgenden wieder Einzelklone angezogen und zu einer Suspension vereint. Jeweils zwolf
Phagen beider Bibliotheken wurden nach der Anzucht in gleichen Mengen vermischt und in
einem ELISA mit TMV Ohio V eingesetzt (siehe Abbildung 3.4-2).
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Abbildung 3.4-2 Biopanning Il: Ergebnisse eines Phagen-ELISA mit TMV Ohio V (Grobreinigung)

In der obigen Abbildung ist ein ELISA der Phagensuspensionen (1:1 in Blockldsung, 100 ul eingesetzt) bestehend
aus jeweils zwdlf Klonen der mit TMV Ohio V gescreenten Phagen dargestellt. Es wurde der plate-trapped ELISA
fur den Nachweis von Antigenen mit ,,antibody mimics“ mit dem Anti-fd antibody from Rabbit und dem Goat
anti-Rabbit 1gG (alkalische Phosphatase) angewandt. Deutlich ist zu erkennen, dass in beiden Reaktionen ein
starkes Signal der Negativkontrolle und insgesamt eine hohe Varianz innerhalb der Reaktion vorlag. Im Fall der
Phagensuspension der C7C Phagen gibt die Negativkontrolle ein mehr als doppelt so hohes Signal als die
eigentliche Reaktion mit dem TMV Ohio V. Eine eindeutige Zuordnung positiver und negativer Proben ist somit
nicht méglich. (n=2). Messung nach 18 Stunden. Blockldsung: 1 % Ovalbumin.

Wie anhand der obigen Abbildung exemplarisch gezeigt werden kann, war es nicht moglich,
das TMV verlasslich mit einer Phagensuspension nachzuweisen, da die jeweiligen
Negativkontrollen starke Signale lieferten. Im Folgenden wurden einzelne Klone der
gescreenten Ph.D.™-12 Bibliothek ausgewahlt und sequenziert, um generelle Aussagen uber
die Haufigkeit verschiedener Proteinsequenzen tatigen und eventuell Aussagen tber die Griinde
der hohen ELISA Werte in den Negativkontrollen treffen zu kénnen (siehe Tabelle 3.4-4). (Flr

eine Einordnung der Sequenz innerhalb des Phagens: siehe Kapitel 8.1.2).
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Tabelle 3.4-4 Ubersicht iiber Proteinsequenzen im variablen Teil des plll ausgewahlter Phagen des
Biopanning |1

Klon Nr. Sequenz Klon Nr. Sequenz

Ph.D.™-12 Klon1 DWAQLTQRWYLR Ph.D.™-12, Klon 6 WHWAPYFPWPVA
Ph.D.™-12 Klon2 WHPTLNPYMREP Ph.D.™-12, Klon 7 WHWAPYFPWPVA
Ph.D.™-12 Klon3 DWAQLTQRWYLR Ph.D.™-12, Klon 8 HGRHFEFWPTGS
Ph.D.™-12 Klon4 WHWAPYFPWPVA Ph.D.™-12, Klon 9 WYPWSTTWAPPA

Ph.D.™-12, Klon5 DWAQLTQRWYLR Ph.D.™-12, Klon 10 WHWAPLFSVACC

Dabei zeigte sich, dass zwei Proteinsequenzen jeweils dreimal (Klon 1, 3, 5 und Klon 4, 6, 7)
vorkamen. Mit den Ergebnissen der Sequenzierung wurde auflerdem deutlich, dass eine
Akkumulation von Sequenzen stattgefunden hatte, die Motive aufwiesen, die bekannt fur eine
Proteinbindung an Plastikoberflachen sind (Vodnik et al. 2011). Dabei werden unter anderem
die Motive ,,WXXW*, ,WHXW*, ,WHW* und ,,FHENWPS“ als schon bekannte oder
potentielle ,,Plastikbinder” erwédhnt. Nach einem Vergleich mit den vorliegenden Sequenzen
wurden fir weitere Versuche deshalb die Phagen 1, 3 und 5 verwendet, denen diese Motive
fehlen. Die Ergebnisse beider Biopannings legen den Schluss nah, dass die Mikrotiterplatten
offensichtlich nicht vollstandig geblockt werden konnten und den modifizierten plll-Proteinen
der Phagen somit eine Interaktion mit der Plastikoberflache moglich war. Um dieses Problem
genauer charakterisieren zu kénnen, wurde ein sogenannter K4-Phage (Lunder et al. 2008) in
einem M13KO07 Hintergrund erstellt, der eine spezifische Streptavidin bindende Sequenz
aufwies. Mit diesem wurden Versuche unternommen, um eine mogliche stérende Interaktion
mit der Plastikoberflache zeigen zu koénnen. Zusétzlich wurde der Mikrotiterplattentyp
veréndert und dem ELISA von Lunder angepasst (Lunder et al. 2008). Auf’erdem wurde ein
HRP/Anti-M13 Konjugat verwendet, um die Anzahl der bendtigten Antikorper fir die finale
Nachweisreaktion zu reduzieren. Darlber hinaus wurde die Blocklésung von
Ovalbumin (1 % (w/v)) auf Milchpulver (2 % (w/v)) umgestellt. Die Ergebnisse sind in der
folgenden Abbildung 3.4-3 gezeigt.



Ergebnisse 112

1,3
1,2

0,4
1,1

0,9
0,3

0,8

0,7

0,6

A405 [nm]
o
N
A405 [nm]

0,5
0,4

0,3
0,1
0,2

0,1
. E B
Streptavidin (100

Streptavidin ) pg/ml)
(100 pg/ml) Negativkontrolle u K4 Phage 113 0.06

M K4 Phage 0,25 0,22 m M13KO07 (Kontrolle) 0,05 0,05

Negativkontrolle

Abbildung 3.4-3 Ergebnisse von zwei Phagen-ELISAs mit den K4 Phagen mit Streptavidin, Entwicklung
der Methode

In der obigen Abbildung sind in den ELISAs K4 Phagen (1:1 in Blocklésung, 100 pl eingesetzt) eingesetzt worden.
In A wurde der plate-trapped ELISA flr den Nachweis von Antigenen mit ,,antibody mimics‘ mit dem Anti-fd
antibody from Rabbit und dem Goat anti-Rabbit IgG (alkalische Phosphatase) angewandt. Es wurden
Mikrotiterplatten von Greiner Bio-One und Ovalbumin (1 % (w/v)) als Blockldsung eingesetzt. Der Aufbau
entspricht somit im Wesentlichen den ELISAs der Biopannings | und Il. Auch hier zeigten sich relativ hohe
Messwerte in der Negativkontrolle. In Abbildung B ist die optimierte Variante gezeigt. Die Blocklésung besteht
aus 2 % Milchpulver (w/v), Mikrotiterplatten von Nunc wurden verwendet und der Nachweis von gebundenen
Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. Um zu zeigen, dass keine grundsétzlichen Interaktionen mehr
mit Phagen vorliegen, wurde auBerdem der Helferphage M13K07 im ELISA eingesetzt. Der positive Nachweis
von Streptavidin ist im Vergleich zur Negativkontrolle deutlich zu erkennen. Mittelwert, (n=3). Messung nach 30

Minuten.

Die in der obigen Abbildung in A gezeigten Ergebnisse stimmten mit den Resultaten der
bisherigen ELISAs Uberein. Es lielen sich wieder Reaktionen mit den Negativkontrollen
nachweisen. Das in B sichtbare Ergebnis ist das Endprodukt verschiedener Anpassungen der
Methode. Neben Milchpulver als Blocklésung (2 % (w/v)) wurden ab diesem Zeitpunkt auch

Mikrotiterplatten der Firma Nunc verwendet, sie ersetzten die Mikrotiterplatten von Greiner
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Bio-One. Auflierdem wurde der ELISA in B auf den Nachweis der Phagen mit dem HRP/Anti-
M13-Konjugat umgestellt und verschiedene Inkubationszeiten veréndert. Die Reaktionen in
den Negativkontrollen konnten so im Vergleich zu dem Streptavidinnachweis stark reduziert
werden (1,13 zu 0,06). Mit diesen Anpassungen wurden die TMV Phagen der Klone 1/3/5 aus
dem Biopanning mit der Fusionssequenz ,,DWAQLTQRWYLR* in weiteren ELISAS getestet.
Exemplarisch hierfir steht das in Abbildung 3.4-4 gezeigte Ergebnis.
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Abbildung 3.4-4 Ergebnisse eines plate-trapped Phagen-ELISA mit der Phagensuspension 1/3/5 und dem
Phagen M13KO07 mit gereinigtem TMV Ohio V

In der obigen Abbildung ist in dem ELISA die Phagensuspension bestehend aus gleichen Anteilen der TMV
Phagen 1/3/5 eingesetzt worden, zusétzlich diente der M13KO07 Phage als Kontrolle (1:1 in Blockldsung bestehend
aus 2 % (w/v) Milchpulver, 100 ul eingesetzt). Der Nachweis von gebundenen Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-
M13 Konjugat. Deutlich wird, dass die Suspension nur mit dem TMV Ohio V reagiert und nicht mit der geblockten
Mikrotiterplatte (Nunc). Mittelwert, (n=3). Messung nach 20 Minuten.

In der obigen Abbildung wird deutlich, dass die Phagensuspension mit dem gereinigtem TMV
Ohio V reagierte. Die Signale waren ungefahr achtmal starker als die der Negativkontrolle (0,99
zu 0,12). Der Kontrollphage zeigte keine Reaktion. Die verédnderte Methode fiihrte somit zu
den gewinschten Ergebnissen und wurde im Folgenden weiterverwendet. Nachdem eine
Interaktion mit Plastik ausgeschlossen werden konnte, wurde in den ndchsten Versuchen

infiziertes und gesundes Pflanzenmaterial in einem ELISA eingesetzt (siehe Abbildung 3.4-5).
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Abbildung 3.4-5 Ergebnisse eines plate-trapped Phagen-ELISA der Phagensuspension 1/3/5 mit TMV Ohio
V infiziertem und gesundem Pflanzenmaterial

Gezeigt wird der Phagen ELISA mit TMV Ohio V und der Phagensuspension 1/3/5 (1:1 in Blockldsung). Es wird
deutlich, dass neben dem TMV und der infizierten Pflanze zusatzlich auch das gesunde Pflanzenmaterial erkannt
wurde. Der Nachweis von gebundenen Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. Mittelwert, (n=3).

Messung nach 40 Minuten.

Wie in der obigen Abbildung zu sehen, war es nicht moglich, TMV in infiziertem
Pflanzenmaterial nachzuweisen. Die durchschnittlichen Absorptionswerte lagen bei 1,36 (TMV
Ohio V), 1,27 (infiziertes Pflanzenmaterial) und 1,26 (gesundes Pflanzenmaterial) bei einer
Negativkontrolle von 0,043. Die Standardabweichungen waren minimal. Durch die Reaktion
mit dem gesunden Pflanzenmaterial war von einer mdoglichen unspezifischen Reaktion
auszugehen. Da das Biopanning nach der alten Methode mit den Mikrotiterplatten von Greiner
Bio-One durchgefiihrt wurde, war eine moglicherweise verstarkte Amplifikation und Selektion
auf ,,Plastikbinder im Screening denkbar. Als Reaktion wurde ein Biopanning mit den

optimierten Methoden durchgefihrt.
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3.4.3 Ergebnisse des Biopanning Il mit den Ph.D.™-12 und Ph.D.™-C7C Phage
Display Peptide Library Kits mit gereinigtem TMV Ohio V und exprimierten
Hullproteinen von CMV, PPV, PVY und TSWV aus den pQE_30 Vektoren

Als Reaktion auf die mogliche Akkumulation sogenannter ,,Plastikbinder” in den Eluaten der
beiden Biopanningrunden I und Il wurde ein weiteres Biopanning durchgefhrt. In diesem Fall
wieder mit beiden Bibliotheken und bakteriell exprimierten Hullproteinen beziehungsweise
gereinigtem TMV. In der folgenden Tabelle 3.4-5 wird eine kurze Ubersicht iiber das
Biopanning Il mit gereinigtem TMV und exprimierten Hullproteinen des CMV, PPV, PVY

und TSWV gegeben. Es wurden die Mikrotiterplatten von Nunc verwendet.

Tabelle 3.4-5 Ubersicht tiber das Biopanning Il mit gereinigtem TMV Ohio V und exprimierten
Hullproteinen des CMV, PPV, PVY und TSWV

Ph.D.™-C7C Ph.D.™-12
Eingesetzte Menge TMV Ohio V in jeder Biopanningrunde 80 pg/mi 80 pg/ml
Eingesetzte Menge CMV-CP in jeder Biopanningrunde 80 pg/mi 80 pg/ml
Eingesetzte Menge PPV-CP in jeder Biopanningrunde 80 pg/mi 80 pg/ml
Eingesetzte Menge PVY-CP in jeder Biopanningrunde 80 pg/mi 80 pg/ml
Eingesetzte Menge TSWV-CP in jeder Biopanningrunde 80 pg/ml 80 pg/ml

Beide Bibliotheken wurden erneut mit Ammoniumsulfat gefalltem TMV Ohio V gescreent.
Nach den einzelnen Runden wurde diesmal nur der Titer von Verdinnungen bis 1:10000 des
Amplifikats auf das Vorhandensein von Phagen tberprift. Jede weitere Runde wurde in diesem
Biopanning mit je 100 pl des amplifizierten Eluats durchgefiihrt, wobei das Biopanning mit
CMV-CP nach der zweiten Runde eingestellt werden musste, da in beiden Eluaten zu wenig

Phagen vorlagen.
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Abbildung 3.4-6 Ergebnisse des Phagen-ELISA nach dem Biopanning Il mit je zehn Klonen aus beiden Bibliotheken mit PPV-CP und PVY-CP

In der obigen Abbildung ist der Phagen-ELISA gegen das jeweilige CP gezeigt. Dabei bezeichnet der Virusname das CP, welches im Biopanning eingesetzt wurde, die erste Zahl
den Bibliothekstyp und die Zahl hinter dem Komma den Klon. Der TMV 5 Klon aus der Biopanningrunde Il ist als Kontrolle ebenfalls getestet worden. Deutlich ist zu erkennen,
dass einige Phagen keine Reaktion mit dem jeweiligen Hullprotein aufweisen, wahrend andere Phagen starke Unterschiede zeigen (zum Beispiel: PPV 12,6; PPV 12,8; PVY 7,4;
PVY 12,5 und PVY 12,8). Der Nachweis von gebundenen Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. Messung nach 50 Minuten.
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Abbildung 3.4-7 Ergebnisse von drei Phagen-ELISAs nach dem Biopanning I11 mit je zehn Klonen aus beiden Bibliotheken mit TMV Ohio V und dem TSWV-CP

In der obigen Abbildung sind Phagen-ELISAs gegen das TSWV-CP beziehungsweise die Grobreinigung des TMV Ohio V gezeigt. Dabei bezeichnet der Virusname das CP,
welches im Biopanning eingesetzt wurde, die erste Zahl den Bibliothekstyp und die Zahl hinter dem Komma den Klon. Fiir den besseren Uberblick werden die Ergebnisse in einer
Abbildung gezeigt, jedoch sind drei ELISAs zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt worden. Dies wird durch die schwarzen Trennstriche dargestellt. Deutlich ist zu
erkennen, dass einige Phagen keine Reaktion mit dem jeweiligen target aufwiesen, wahrend andere Phagen Unterschiede in ihren Reaktionen zeigten (zum Beispiel: TMV 12,5;
TMV 12,7; TMV 12,8, TMV 7,2; TMV 7,3; TMV 7,8; TMV 7,10; TSWV 7,2; TSWV 7,3; TSWV 7,4; TSWV 12,1; TSWV 12,2). Der Nachweis von gebundenen Phagen erfolgte
mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. Messungen nach 12 Minuten, 70 Minuten bzw. 20 Minuten.
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Abbildung 3.4-8 Ergebnisse von zwei Phagen-ELISAs nach dem Biopanning III mit je 15 Klonen aus der Bibliothek Ph.D.™-12 und 13 Klonen aus der Bibliothek
Ph.D.™-C7C mit TMV Ohio V

In der obigen Abbildung sind weitere Phagen-ELISAs gegen die Grobreinigung des TMV Ohio V gezeigt. Fiir den besseren Uberblick werden die Ergebnisse in einer Abbildung
gezeigt, jedoch sind zwei ELISAs zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt worden. Dies wird durch den schwarzen Trennstrich dargestellt. Deutlich ist zu erkennen, dass
einige Phagen keine Reaktion mit dem jeweiligen target aufwiesen, wéhrend andere Phagen Unterschiede in ihren Reaktionen zeigten. Im Vergleich reagierten mehr lineare
(12er Bibliothek) als zirkulare (7bener Bibliothek) Phagen erfolgreich. Der Nachweis von gebundenen Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. Messungen nach 90 bzw.
60 Minuten.
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Von ausgewdhlten Phagen wurde die DNA-Sequenz des plll-Fusionsproteins bestimmt und
anschlieRend translatiert. (Fur eine Einordnung der Sequenz innerhalb des Phagens: siehe
Kapitel 8.1.2)

Tabelle 3.4-6 Ubersicht tiber Sequenzen ausgewahlter plll-Fusionsproteine des Biopanning 111

Klon Nr. Sequenz Klon Nr. Sequenz

PPV Ph.D.™-12 Klon6 TTHLHYRAHLHR TMV Ph.D.™-7 Klon3 LWGWYGA

PPV Ph.D.™-12 Klon7 HYKHLHSLHTRT TMV Ph.D.™-7 Klon8 LWGWYGA

PPV Ph.D.™-12 Klon8 TTHLHYRAHLHR TMYV Ph.D.™-7 Klon10 LWGWYGA

PPV Ph.D.™-12 Klon 10 TTHLHYRAHLHR TMV Ph.D.™-12 Klon5 WHPTLNPYMREP

PVY Ph.D.™-7 Klon4 NRWHHLE TMV Ph.D.™-12 Klon7 WHPTLNPYMREP
PVY Ph.D.™-7,Klon 10 ASSICMS TMV Ph.D.™-12, Klon 8 WHPTLNPYMREP
PVY Ph.D.™-12, Klon 4 WQFHFGTPIRHT TMV Ph.D.™-7,V LWGWYGA
PVY Ph.D.™-12 Klon5 WQFHFGTPIRHT TMV Ph.D.™-7, IX LWGWYGA

PVY Ph.D.™-12, Klon8 HWWQSHSQRYPT TMV Ph.D.™-12, XV NPHDFSHFPHVR
TMV Ph.D.™-7 Klon2 LWGWYGA

In den vorherigen Abbildungen (Abbildung 3.4-6, Abbildung 3.4-7, Abbildung 3.4-8) wird
deutlich, dass nach einem Biopanning noch viele Phagen, die nicht mit dem Zielmolekdl
binden, vorliegen. Diese miussen durch das Screening entfernt werden. Durch die
Sequenzierung zeigte sich aulerdem, dass es zu einer Anhdufung einzelner Fusionssequenzen
kommt (siehe Tabelle 3.4-6). So entsprechen einzelne Phagenklone einander in ihrem
Fusionsprotein und zeigten jeweils eine positive Reaktion auf das Zielmolekil (zum Beispiel
Phage TMV Ph.D.™-12, Klon 5,7 und 8 oder PVY Ph.D.™-12, Klon 4 und 5). In weiteren
ELISAs stellte sich jedoch auch hier heraus, dass alle genauer untersuchten Phagen
(Phagenklone aus Tabelle 3.4-6, aulerdem die Phagenklone TSWV Ph.D.™-7 Klon 2; TSWV
Ph.D.™-7 Klon 3; TSWV Ph.D.™-7, Klon 4; TSWV Ph.D.™-12 Klon 1; TSWV Ph.D.T™-12,
Klon 2) unspezifische Reaktionen zeigten und keine eindeutigen Nachweise der jeweiligen
Viren erlaubten. Um zu Uberprifen, ob diese Reaktionen durch Veranderungen innerhalb der
Methode minimiert werden konnen, wurden im Weiteren verschiedene Anpassungen

angewendet, die im folgenden Kapitel gezeigt werden sollen.
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3.4.4 Anpassungen der ELISAs fur die Minimierung der unspezifischen Reaktionen von

ausgewahlten Klonen

Um genauere Untersuchungen der unspezifischen Reaktionen durchfiihren zu kénnen, wurden
in einem ersten Schritt drei hdufig vorkommende Proteinsequenzen der Fusionsproteine mit der
Linkersequenz in den Hintergrund der M13KO07 Phagen kloniert. Auch hier fiihrt die Expression
des Gens zu einem Fusionsprotein mit dem plll. Im Gegensatz zu dem Ph.D.™
Klonierungsvektor (M13KE) hat der M13KO07 Phage zusatzlich ein Gen fur eine
Kanamycinresistenz. Dies erleichterte die Selektion infizierter Bakterien. AufRerdem wurden
ausschlieBlich gegen das TMV gerichtete Sequenzen ausgewahlt, da dieses Virus relativ
einfach gereinigt werden konnte und somit in grof3eren Mengen zur Verfligung stand.

Tabelle 3.4-7 Ubersicht Giber Proteinsequenzen im plll von M13K07 Phagen

Klon Nr. Sequenz Klon im M13K07 Hintergrund
Ph.D.™-12, Klon 1, Biopanning Il DWAQLTQRWYLR M13K07TMV1
TMV Ph.D.™-7, Klon 10, Biopanning II LWGWYGA M13K07TMVC1

TMV Ph.D.™-12, Klon 8, Biopanning I WHPTLNPYMREP M13K07TMV2

Auch die in der obigen Tabelle gezeigten M13K07 Phagen mit den Fusionsproteinen zeigten
unspezifische Reaktionen mit gesundem Pflanzenmaterial in den verschiedenen Anpassungen
der Methode. Es wurde auBRerdem deutlich, dass die Phagen auch mit dem gereinigten TMV
Vulgare reagierten. Verédnderungen der Inkubationszeiten, dem pH-Wert, der Blockldsung, der
Konzentrationen verschiedener Arbeitslosungen und unterschiedlichen Verdiunnungen der
Phagen und den Reaktionslésungen fihrten zu keiner nennenswerten Reduktion der Signale
von Negativkontrollen mit gesundem Pflanzenmaterial, teilweise waren die Signale sogar hoher
als bei den Positivkontrollen. Wie in der folgenden Abbildung dargestellt, variierte diese
Reaktion jedoch abhdngig vom Pflanzenmaterial voneinander.
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Abbildung 3.4-9 Ergebnisse eines plate-trapped Phagen-ELISA mit nicht infiziertem Pflanzenmaterial
verschiedener Pflanzenarten.

Gezeigt wird der plate-trapped Phagen ELISA mit nicht infiziertem Pflanzenmaterial. Es wird deutlich, dass die
Phagen mit dem plll-Fusionsprotein (1:1 in Blocklésung, 100 ul eingesetzt) im Gegensatz zum Wildtyp (M13K07)
zu unspezifischen Reaktionen mit dem Pflanzenmaterial neigten und diese nach Pflanzenart unterschiedlich stark
ausgepragt waren. Nur bei C. quinoa zeigt auch der Wildtypphage eine leichte Reaktion. Der Nachweis der Phagen

erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. Messung nach 40 Minuten.

In der obigen Abbildung wird gezeigt, dass sich die unspezifische Reaktion mit dem
Pflanzenmaterial nicht nur auf N. benthamiana begrenzt, sondern auch bei anderen Pflanzen
auftritt. Dabei sind die Unterschiede abhangig von den eingesetzten Phagen teilweise relativ
stark, zum Beispiel bei: M13K07 TMVC1 N. benthamiana: 1,47 zu Phaseolus vulgaris: 0,32.
Der Kontrollphage M13KO07 zeigt eine schwachere Reaktion mit C. quinoa, bei den anderen
Versuchen ist kein positives Signal nachzuweisen. Wie schon friiher gezeigt, liegt also kein
grundséatzliches Problem einer Phagen-Pflanzen-Bindung vor. Zusatzlich fallt auf, dass der
Phage M13K07 TMVC1 mit dem zirkuldren Fusionsprotein stdrkere Interaktionen mit dem
Pflanzenmaterial aufweist, als der lineare Phage M13K07 TMV?2.

Um zu uberprifen, ob moglicherweise die Linkersequenz zwischen dem plll und dem
Fusionsprotein oder die beiden Cysteinreste in den zirkuléren Peptiden fiir die Interaktion mit

dem Pflanzenmaterial verantwortlich war, wurde der gegen Streptavidin gerichtete K4-Phage



Ergebnisse 122

mit der identischen Linkersequenz, die die bisher eingesetzten Phagen aufwiesen, zusatzlich
mit Pflanzenmaterial getestet.
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Abbildung 3.4-10 Ergebnisse eines plate-trapped Phagen-ELISA des K4 Phagen gegen gesundes
Pflanzenmaterial.

In der obigen Abbildung ist zu erkennen, dass der Streptavidin spezifische K4 Phage zu keiner Reaktion mit dem
Pflanzenmaterial flihrte. Der Nachweis der Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. Mittelwert, (n=2).
90 Minuten.

Wie in der obigen Abbildung deutlich wird, besteht keine Reaktion zwischen dem K4 Phagen
und gesundem Pflanzenmaterial (0,06). Mit Streptavidin liegt hingegen eine Reaktion vor
(0,45). Somit ist es unwahrscheinlich, dass die spezifische Linkersequenz, die alle Phagen aus
diesen Peptidbanken besitzen, fir die Reaktion mit Pflanzenmaterial verantwortlich ist.

Nachtraglich zugesetztes Streptavidin wird jedoch in Pflanzenmaterial nicht erkannt (0,06).

Obwohl in den PAGEs zu der Aufreinigung des TMV mit Ammoniumsulfat (siehe Kapitel 3.3)
neben den TMV-CPs keine weiteren, moglicherweise den Nachweis stérenden Proteinbanden
identifiziert werden konnten, war es trotzdem moglich, dass Bestandteile der Pflanze, die sich
in einer PAGE nicht anférben lie3en, vorlagen und fir die unspezifischen Interaktionen in den
ELISAs verantwortlich waren. Deshalb wurde in einem weiteren Versuch das TMV infizierte
Pflanzenmaterial mit einer anderen Reinigungsmethode bearbeitet und wiederum untersucht
(siehe Abbildung 3.4-11).
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Abbildung 3.4-11 Ergebnisse eines Phagen-ELISAs mit gereinigten TMV Stammen

In der obigen Abbildung ist zu erkennen, dass bei einer Butanol/Chloroform Fallung (siehe Kaptiel 2.2.22) mit
gesundem und TMV infiziertem Pflanzenmaterial die Mdglichkeit besteht, die unspezifischen Reaktionen mit dem
Pflanzenmaterial zu reduzieren (Nachweis mit dem Phagen TMV Ph.D.™-12, XV). Hier zeigte die gesunde
Pflanzenkontrolle eine geringere Reaktion als die infizierten Proben. Bei dem Phagen M13K07TMVCL zeigte sich
nur ein geringer Unterschied in den MessgroRen, hier liegt eine unspezifische Reaktion weiterhin vor. Der
Nachweis der Phagen erfolgt mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. Mittelwert, (n=2). Messung nach 90 Minuten.

Es gelang bei einem Phagenklon (TMV Ph.D.™-12, XV) ein eindeutiges positives Signal
(0,53) bei gleichzeitigem niedrigen Signal der Kontrolle (0,19) nachzuweisen. Auch bei diesem
Versuch war der eindeutige Nachweis von TMV mit dem Phagen M13K07 TMVCL nicht
erfolgreich. Da zusétzlich diese Art der Pflanzenvirusreinigung nur bei TMV erfolgreich und
dazu relativ zeitaufwéndig war, wurden keine weiteren Versuche mit anderen Klonen
durchgefuhrt. Zusatzlich zu den oben genannten Ansatzen wurden verschiedene Eluate aus den
dritten Panningrunden ein weiteres Mal in einer einzelnen Biopanningrunde eingesetzt, um den
Selektionsdruck auf bindende Phagen zu erh6hen. Dadurch wurden weitere 144 Phagenklone
gegen unterschiedliche Viren bzw. Hullproteine in ELISAs getestet. Es war jedoch auch hier
unmoglich, einen positiven Nachweis ohne eine unspezifische Reaktion zu erbringen (siehe
Tabelle 3.4-8). Somit wurden die Arbeiten mit den Peptidbibliotheken eingestellt und weitere

Biopannings mit scFv-Bibliotheken durchgefihrt.
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Tabelle 3.4-8 Ergebnisse der 144 weiteren Phagenklone

Versuchsnr. target Keine Reaktion mit Reaktion mit
Virusreinigung bzw. exprimiertem  Virusreinigung bzw. exprimiertem
CP und gesundem Pflanzenmaterial CP und gesundem Pflanzenmaterial

1 T™MV 2 18
2 T™MV 6 6

3 T™MV 12 4

4 PPV-CP 10 14
5 PPV 8 16
6 PVY-CP 12 12
7 PPV-CP 7 17

In der obigen Tabelle ist die Anzahl der weiteren Versuche mit den unterschiedlichen Klonen
gezeigt. Es wird deutlich, dass sich kein Phagenklon fir einen Nachweis eines Virus aus

infiziertem Pflanzenmaterial eignete.



Ergebnisse 125

3.5 Ergebnisse des Biopanning mit den scFv-Bibliotheken Tomlinson | und
J

In der folgenden Tabelle 3.5-1 wird eine Ubersicht Gber das Biopanning mit den scFv-
Bibliotheken Tomlinson | und J gegeben. Beide Bibliotheken wurden wieder mit
Ammoniumsulfat gefalltem TMV Ohio V gescreent. AuRerdem wurden in diesem Biopanning
die exprimierten Hullproteine der pRSET Vektoren verwendet. Die Expression war nur bei den
Hullproteinen von CMV, PVY und TMV mdglich, somit wurden auch nur diese Proteine

eingesetzt. Es wurden die Mikrotiterplatten von Nunc verwendet.

Tabelle 3.5-1 Ubersicht tiber das Biopanning mit den scFv-Bibliotheken Tomlinson I und J mit gereinigtem
TMV Ohio V und den exprimierten Hullproteinen von CMV, PVY und TMV

Tomlinson|  Tomlinson J

Eingesetzte Menge TMV Ohio V in jeder Biopanningrunde 100 pg/ml 100 pg/ml
Eingesetzte Menge CMV-CP in jeder Biopanningrunde 50 pg/mi 50 pg/mi
Eingesetzte Menge PVY-CP in jeder Biopanningrunde 50 pg/mi 50 pg/mi
Eingesetzte Menge TMV-CP in jeder Biopanningrunde 50 pg/mi 50 pg/mi

Die ersten Ergebnisse des Screenings werden in der néchsten Abbildung dargestellt. Dabei
wurde uberpruft, ob das Blockverfahren auch mit den scFv-Phagen problemlos durchzufiihren
war. AuRerdem sollte die Starke einer moglichen unspezifischen Reaktion mit Pflanzenmaterial

bestimmt werden, so dass gesundes Pflanzenmaterial als Kontrolle zusatzlich getestet wurde.
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Abbildung 3.5-1 Ergebnisse des ELISA der scFv-Phagen 1-10 aus den Tomlinson Bibliotheken

In der obigen Abbildung ist ein ELISA von zehn scFv-Phagen aus den Tomlinson Bibliotheken gezeigt. Dabei
beschreibt die Virusabkirzung das target, gegen das gescreent wurde, die Zahl den Phagenklon und der Buchstabe
I oder J die urspriingliche Bibliothek des Klons. Im Gegensatz zu den Peptidbibliotheken wurde sofort deutlich,
dass es nur zu sehr geringen unspezifischen Reaktionen mit dem Pflanzenmaterial kam. Bis auf die Phagen TMV
CP 1 Jund TMV CP 3 J zeigten keine weiteren Phagen eine positive Interaktion mit dem Zielmolekdl. Der
Nachweis der Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. Messung nach 30 Minuten.
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Abbildung 3.5-2 Ergebnisse des ELISA der scFv-Phagen 11-30 aus den Tomlinson Bibliotheken

In der obigen Abbildung ist der ELISA der scFv-Phagen 11-30 aus den Tomlinson Bibliotheken gezeigt. Dabei
beschreibt die Virusabkirzung das target, gegen das gescreent wurde, die Zahl den Phagenklon und der Buchstabe
I oder J die urspriingliche Bibliothek des Klons. Der Nachweis der Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-M13
Konjugat. Messung nach 105 Minuten.
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In den beiden obigen Abbildungen (Abbildung 3.5-1 und Abbildung 3.5-2) sind die Ergebnisse
der plate-trapped ELISA von 30 getesteten Phagenklonen mit dem TMV-CP bzw. mit
gereinigtem TMV Ohio V gezeigt. Dabei wurde zusatzlich die Reaktion auf gesundes
Pflanzenmaterial geprift, um unspezifisch reagierende Phagen sofort aussortieren zu kénnen.
In dem ersten Versuch in Abbildung 3.5-1 wurden die Phagen aullerdem mit der geblockten
Plastikoberflache auf mogliche Interaktionen untersucht. Sie lagen nicht vor, so dass in den
weiteren Versuchen auf diese Kontrolle verzichtet werden konnte. Einzelne Phagenklone

wurden ausgewdhlt und weiter untersucht (Abbildung 3.5-3).

1,4
1,2 =3
1,0
E 0,8
=)
n
g
S 06 =
I
0,4
I
0,2 -
_ _ _ I
- I = = T
0,0
TMV_CP_ TMV_CP_ TMV_CP_ TMV_CP_ TMV_CP_ TMV_Ohi TMV_Ohi TMV_Ohi
1) 5 1 5i 6_i oV1J oV2lJ oVl
TMV Ohio V (100 pg/ml) 0,11 0,10 0,13
TMV CP Vulgare (50 pg/ml) 1,20 0,61 0,08 0,06 0,08
Gesundes Pflanzenmaterial 0,19 0,51 0,08 0,06 0,09 0,06 0,12 0,35

Abbildung 3.5-3 Ergebnisse des ELISA ausgewahlter scFv-Phagen aus den Tomlinson Bibliotheken

In der obigen Abbildung sind die Ergebnisse des ELISA ausgewahlter scFv-Phagen aus den Tomlinson
Bibliotheken mit gereinigtem TMV beziehungsweise exprimierten Hullproteinen gezeigt. Nur der Phage
TMV_CP_1_J zeigte ein eindeutig positives Signal gegentiber dem Zielmolekl bei einer schwachen Reaktion der
Negativkontrolle. Der Nachweis der Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. Mittelwert, (n=2).

Messung nach 90 Minuten.

Wie aus der obigen Abbildung deutlich wird, war ein positives Signal nur bei dem Phagen
TMV_CP_1 J (1,20 zu 0,19) gegen exprimiertes TMV-CP nachzuweisen. Die Phagen, die
gegen gereinigtes TMV gescreent wurden, zeigten keine positive Reaktion. In einem weiteren
Versuch sollte daraufhin Uberprift werden, ob der Phage TMV_CP_1 J volistdndige TMV-
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Virionen detektieren konnte. Dazu wurde er zusétzlich mit Ammoniumsulfat gefalltem TMV
Vulgare eingesetzt (Abbildung 3.5-4).

0,4
3
=
n 02
o
<
<

0,0

TMV CP Vulgare (50 pg/ml) Aufgereiningtes TMV Vulgare Gesundes Pflanzenmaterial
ETMV_CP_1_] 0,30 0,13 0,13

Abbildung 3.5-4 Ergebnisse des ELISA des Phagen TMV_CP_1J mit TMV und gesundem
Pflanzenmaterial

In der obigen Abbildung sind die Ergebnisse des ELISA des Phagen TMV_CP_1_J mit exprimiertem TMV-CP,
gereinigtem TMV und gesundem Pflanzenmaterial gezeigt. Es zeigte sich ein positives Signal mit dem
exprimierten CP, der Unterschied zwischen TMV Vulgare und der Negativkontrolle war jedoch sehr gering. Der
Nachweis erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. Mittelwert, (h=2). Messung nach 60 Minuten.

Wie in der obigen Abbildung gezeigt werden kann, war die Reaktion des Phagen TMV_CP_1 Jin
einem ELISA mit dem gereinigten TMV Vulgare schwécher als mit dem exprimierten TMV-CP
(0,30 zu 0,13). Die ELISA Signale zwischen dem gereinigten TMV Vulgare und der eigentlichen
Negativkontrolle, dem gesunden Pflanzenmaterial, waren jedoch gleich (0,13 zu 0,13). Es war somit
nicht moglich, einen eindeutigen Nachweis auf das vollstdandige TMV-Virion zu erbringen. Im
Folgenden wurden 24 weitere Klone gegen TMV und TMV-CP untersucht. AuRerdem wurden 48
Phagensuspensionen aus verschiedenen neu angezogenen Klonen der TMV-Biopanning erstellt.
Keine der Suspensionen beziehungsweise kein Einzelklon zeigte eine eindeutige positive Reaktion
auf das TMV bei akzeptabler Negativkontrolle. Zuséatzlich sollte an dieser Stelle erwahnt werden,
dass bei dem vom Hersteller mitgelieferten Vermehrungsbakterienstamm TG1 (beschriftet mit
TG1Tr) nachtraglich eine unerwartete Resistenz gegentiber Kanamycin und Ampicillin
nachgewiesen werden konnte, die das Ergebnis des Biopannings moglicherweise verfalschte. Auf
eine genauere Untersuchung der Ergebnisse des CMV-CP und PVY-CP wurde deshalb verzichtet
und stattdessen ein weiteres Biopanning mit scFv-Phagen und einer neuen Methode durchgefiihrt
(siehe Kaptiel 3.6).
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3.6 Ergebnisse des Biopanning mit den scFv-Bibliotheken HAL9 und
HAL10

In der folgenden Tabelle 3.6-1 wird eine kurze Ubersicht tiber das Biopanning mit den scFv-
Bibliotheken HAL9 und HAL10 gegeben. Das mit dem jeweiligen Virus infizierte
Pflanzenmaterial wurde iber Nacht in einer Vertiefung einer Mikrotitertplatte mit einem Virus-
spezifischen  Antikorper inkubiert. Als Negativkontrolle wurde nicht infiziertes
Pflanzenmaterial in Kombination mit den Antikdrpern angeboten und im Biopanning fir eine
Préainkubation der Phagenbibliothek verwendet. Die exprimierten Proteine PVY-CP und TMV-
CP wurden direkt im Biopanning eingesetzt, um eine Vergleichbarkeit gegenliber den
vorherigen Versuchen zu haben. Fiir jede Versuchsnummer wurden fiir das Screening nach dem
Biopanning 92 Einzelklone eingesetzt und untersucht. Als Positivkontrolle wurde der
Streptavidin bindende Phage pHAL30-SH1173-D8 gegen 200 ng Streptavidin eingesetzt. In
der Negativkontrolle lagen weder Phagen noch Pflanzenmaterial vor. Es wurden
Mikrotiterplatten von Nunc eingesetzt. Durch die Présentation vollstdndiger Virionen aus
infiziertem Pflanzenmaterial, die durch die Antikorper angeboten wurden, sollte die Anzahl an
mdoglichen Epitopen fiir die ,,antibody mimics“ erhoht werden. Die Prdinkubation mit dem
gesunden Pflanzenmaterial sollte unspezifisch bindende Phagen direkt aus dem Pool méglicher

Binder entfernen.

Tabelle 3.6-1 Das Biopanning mit den scFv-Bibliotheken HAL9 und HAL10

Versuch  Target Methode

SH1322 PPV Bul PV-0212 aus infizierter N. benthamiana  Capture des Virus durch Antikorper
SH1323 PVY NG605 aus infizierter N. benthamiana Capture des Virus durch Antikorper
SH1324 CMV PV-0506 aus infizierter N. benthamiana Capture des Virus durch Antikorper
SH1325 TMV Vulgare PV-0107 aus infizierter N. benthamiana Capture des Virus durch Antikdrper
SH1326 TSWV 12 aus infizierter N. benthamiana Capture des Virus durch Antikorper
SH1327 CbMV aus infizierter N. benthamiana Capture des Virus durch Antikorper
SH1328 pRSET-TMV-CP (100 pug/ml) Plate-trapped

SH1329 pRSET-PVY-CP (100 pg/ml) Plate-trapped
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Position der Klone

B Capture Ak + PPV (PV-0212) infiziertes Pflanzenmaterial B Capture Ak + nicht infiziertes Pflanzenmaterial

Abbildung 3.6-1 Ergebnisse des ELISA von 92 I5slichen scFvs der Bibliotheken HAL9 und HAL10 mit PPV (PV-0212) infiziertem Pflanzenmaterial

In der obigen Abbildung ist der ELISA des Versuchs SH1322 mit PPV dargestellt. Als Positivkontrolle wurde der Streptavidin bindende Antikdrper des Phagemids pHAL30-
SH1173-D8 verwendet. Es zeigte kein scFv einen groReren Unterschied in der Reaktion mit gesunder und infizierter Pflanze. Fast alle Signale der Klone bewegten sich auf dem
Niveau der Negativkontrollen (H3 und H6). Die Positivkontrollen (H9 und H12) zeigten eine erfolgreiche Durchfiihrung der Methode an. Nachweis mit dem Mouse a-myc-tag
(9E10) und Goat a-Mouse 1gG HRP. Messung nach 15 Minuten.
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Position der Klone

B Capture Ak + PVY (N605) infiziertes Pflanzenmaterial B Capture Ak + nicht infiziertes Pflanzenmaterial

Abbildung 3.6-2 Ergebnisse des ELISA von 92 I5slichen scFvs der Bibliotheken HAL9 und HAL10 mit PVY NG605 infiziertem Pflanzenmaterial

In der obigen Abbildung ist der ELISA des Versuchs SH1323 gegen das PVY dargestellt. Als Positivkontrolle wurde der Streptavidin bindende Antikdrper des Phagemids pHAL30-
SH1173-D8 verwendet. Kein scFv zeigte einen groBeren Unterschied zwischen gesunder und infizierter Pflanze. Fast alle Signale der Klone bewegten sich auf dem Niveau der
Negativkontrollen (H3 und H6). Die Positivkontrollen (H9 und H12) zeigten eine erfolgreiche Durchfuhrung der Methode an. Nachweis mit dem Mouse a-myc-tag (9E10) und
Goat a-Mouse IgG HRP. Messung nach 15 Minuten.
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Position der Klone
B Capture Ak + CMV (PV-0506) infiziertes Pflanzenmaterial B Capture Ak + nicht infiziertes Pflanzenmaterial

Abbildung 3.6-3 Ergebnisse des ELISA von 92 loslichen scFvs der Bibliotheken HAL9 und HAL10 mit CMV (PV-0506) infiziertem Pflanzenmaterial

In der obigen Abbildung ist der ELISA des Versuchs SH1324 gegen das CMV dargestellt. Als Positivkontrolle wurde der Streptavidin bindende Antikérper des Phagemids pHAL30-
SH1173-D8 verwendet. Es zeigte kein scFv einen gréferen Unterschied zwischen gesunder und infizierter Pflanze. Fast alle Signale der Klone bewegten sich auf dem Niveau der
Negativkontrollen (H3 und H6). Die Positivkontrollen (H9 und H12) zeigten eine erfolgreiche Durchfiihrung der Methode an. Nachweis mit dem Mouse a-myc-tag (9E10) und
Goat a-Mouse 1gG HRP. Messung nach 15 Minuten.
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Position der Klone
B Capture Ak + TMV (PV-0107) infiziertes Pflanzenmaterial B Capture Ak + nicht infiziertes Pflanzenmaterial

Abbildung 3.6-4 Ergebnisse des ELISA von 92 Igslichen scFvs der Bibliotheken HAL9 und HAL10 mit TMV (PV-0107) infiziertem Pflanzenmaterial

In der obigen Abbildung ist der ELISA des Versuchs SH1325 gegen das TMV dargestellt. Als Positivkontrolle wurde der Streptavidin bindende Antikdrper des Phagemids pHAL30-SH1173-
D8 verwendet. Es zeigte kein scFv einen grélReren Unterschied zwischen gesunder und infizierter Pflanze. Viele Signale der Klone bewegten sich auf dem Niveau der Negativkontrollen (H3
und H6). Einzelne starke Signale wie zum Beispiel E6 wiesen ahnliche Werte auch bei den Negativkontrollen gegen gesundes Pflanzenmaterial auf. Die Positivkontrollen (H9 und H12)
zeigten eine erfolgreiche Durchfiihrung der Methode an. Nachweis mit dem Mouse o-myc-tag (9E10) und Goat a-Mouse 1gG HRP. Messung nach 15 Minuten.
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Position der Klone
B Capture Ak + TSWV (12) infiziertes Pflanzenmaterial B Capture Ak + nicht infiziertes Pflanzenmaterial

Abbildung 3.6-5 Ergebnisse des ELISA von 92 loslichen scFv Bibliotheken HAL9 und HAL10 mit TSWYV (12) infiziertem Pflanzenmaterial

In der obigen Abbildung ist der ELISA des Versuchs SH1326 gegen das TSWV dargestellt. Als Positivkontrolle wurde der Streptavidin bindende scFv des Phagemids pHAL30-
SH1173-D8 verwendet. Es zeigte kein scFv einen gréReren Unterschied zwischen gesunder und infizierter Pflanze. Viele Signale der Klone bewegten sich auf dem Niveau der
Negativkontrollen (H3 und H6). Einzelne starke Signale wie zum Beispiel von E1 traten in &hnlicher Weise bei den Negativkontrollen mit gesundem Pflanzenmaterial auf. Die
Positivkontrollen (H9 und H12) zeigten eine erfolgreiche Durchfiihrung der Methode an. Nachweis mit dem Mouse a-myc-tag (9E10) und Goat a-Mouse IgG HRP. Messung nach
15 Minuten.
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Position der Klone

B Capture Ak + CbMV infiziertes Pflanzenmaterial B Capture Ak + nicht infiziertes Pflanzenmaterial

Abbildung 3.6-6 Ergebnisse des ELISA von 92 Igslichen scFvs der Bibliotheken HAL9 und HAL10 mit CbMV infiziertem Pflanzenmaterial

In der obigen Abbildung ist der ELISA des Versuchs SH1327 gegen das CbMV dargestellt. Als Positivkontrolle wurde der Streptavidin bindende Antikorper des Phagemids
pHAL30-SH1173-D8 verwendet. Es zeigten einzelne scFvs Unterschiede in der Stérke des Signals zwischen gesunder und infizierter Pflanze. Nur wenige Signale der Klone
bewegen sich auf dem Niveau der Negativkontrollen (H3 und H6). Einzelne Klone wie zum Beispiel A10, C3 oder D1 zeigten deutliche Unterschiede in den Signalstarken mit
Material aus infizierten Pflanzen im Vergleich zu Material aus gesunden Pflanzen. Die Positivkontrollen (H9 und H12) zeigten eine erfolgreiche Durchfiihrung der Methode an.

Nachweis mit dem Mouse a-myc-tag (9E10) und Goat a-Mouse 1gG HRP. Messung nach 15 Minuten.
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Position der Klone
B Capture Ak + TMV (PV-0107) infiziertes Pflanzenmaterial B Capture Ak + nicht infiziertes Pflanzenmaterial

Abbildung 3.6-7 Ergebnisse des ELISA von 92 Igslichen scFvs der Bibliotheken HAL9 und HAL10 mit TMV (PV-0107) infiziertem Pflanzenmaterial

In der obigen Abbildung ist der ELISA des Versuchs SH1328 gegen das TMV dargestellt. Als Positivkontrolle wurde der Streptavidin bindende Antikdrper des Phagemids pHAL30-
SH1173-D8 verwendet. Es zeigte kein scFv einen starken Unterschied zwischen gesunder und infizierter Pflanze. Viele Signale der Klone bewegen sich auf dem Niveau der
Negativkontrollen (H3 und H6). Einzelne starke Signale wie zum Beispiel D1 traten bei den Negativkontrollen mit gesundem Pflanzenmaterial auf. Die Positivkontrollen (H9 und
H12) zeigten eine erfolgreiche Durchfihrung der Methode an. Nachweis mit dem Mouse a-myc-tag (9E10) und Goat a-Mouse IgG HRP. Messung nach 15 Minuten.
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Position der Klone

B Capture Ak + PVY (N605) infiziertes Pflanzenmaterial B Capture Ak + nicht infiziertes Pflanzenmaterial

Abbildung 3.6-8 Ergebnisse des ELISA 92 l6slichen scFvs der Bibliotheken HAL9 und HAL10 mit PVY (N605) infiziertem Pflanzenmaterial

In der obigen Abbildung ist der ELISA des Versuchs SH1329 gegen das PVY dargestellt. Als Positivkontrolle wurde der Streptavidin bindende Antikdrper des Phagemids pHAL30-
SH1173-D8 verwendet. Es zeigte kein scFv einen starken Unterschied zwischen gesunder und infizierter Pflanze. Viele Signale der Klone bewegten sich auf dem Niveau der
Negativkontrollen (H3 und H6). Einzelne starke Signale wie zum Beispiel des Phagen E1 fanden sich auch bei den Negativkontrollen mit gesundem Pflanzenmaterial. Die
Positivkontrollen (H9 und H12) zeigten eine erfolgreiche Durchfiihrung der Methode an. Nachweis mit dem Mouse a-myc-tag (9E10) und Goat a-Mouse IgG HRP. Messung nach
15 Minuten.
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3.6.1 Untersuchungen zu den CbMV spezifischen Phagenklonen

Wie in den obigen Abbildungen (Abbildung 3.6-1 bis Abbildung 3.6-8) gezeigt wird, konnten
aus dem Screeningverfahren nur Phagenklone identifiziert werden, die in diesem ersten
Versuch eine Reaktion mit CoMV infiziertem Pflanzenmaterial aufwiesen und dabei nicht mit
gesundem Pflanzenmaterial reagierten (Abbildung 3.6-6). Ausgewahlte Klone wurden im
Folgenden sequenziert und weiter ausgewertet. Es zeigte sich, dass die Klone SH1327-
A10/SH1327-D1/SH1327-F6 und SH1327-C3/SH1327-E5 jeweils identisch waren und
SH1327-C9, SH1327-C10 und SH1327-G5 einzeln vorlagen. Die Phagenklone SH1327-A10,
SH1327-C3, SH1327-C9 und SH1327-C10 wurden weiter auf ihre Spezifitat und Sensitivitat
getestet. Um einen Vergleich mit den anderen Biopannings ziehen zu konnen, wurden im
Folgenden nicht die l6slichen scFvs wie im Screnningverfahren eingesetzt, sondern wieder
vollstandige Phagenvirionen mit den entsprechenden Fusionsproteinen aus plll und dem scFv.
Die Anzucht erfolgte durch den Einsatz der Helferphagen (siehe Kapitel 2.2.30). In einem
ersten Schritt musste dazu der erfolgreiche Nachweis von CbMV aus Pflanzenmaterial mit den
scFvs bestatigt werden. Zusatzlich wurde mit dieser Methode getestet, ob ein veranderter Phage
einen Einfluss auf die unspezifische Reaktion mit Pflanzenmaterial hat. Die folgende

Abbildung (Abbildung 3.6-9) zeigt die Resultate der Versuche dabei exemplarisch.
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Blockkontrolle

Abbildung 3.6-9 Ergebnisse eines Capture-ELISA mit ausgewé&hlten gegen CbMYV gerichteten Phagen

In der obigen Abbildung ist der Capture-ELISA mit den Klonen SH1327-A10, SH1327-C3, SH1327-C9 und
SH1327-C10 (1:1 in Blocklgsung, 100 pl eingesetzt) gegen CbMV gezeigt. Eine positive Reaktion lag nur mit
dem infizierten Pflanzenmaterial vor, die Negativkontrollen zeigten keine unspezifische Reaktion. Der Nachweis

der Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. Mittelwert, (n=2). Messung nach 90 Minuten.
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In der Abbildung 3.6-9 wird deutlich gezeigt, dass erstmals ein Nachweis eines Virus moglich
war ohne gleichzeitige unspezifische Reaktionen mit dem Pflanzenmaterial. Die Absorption in
den infizierten Proben bei Asos lag bei allen Phagen tiber 1,3, wahrend die Negativkontrollen
unter 0,12 lagen. In dem gezeigten Versuch wurden die Pflanzenviren vor dem eigentlichen
Nachweis mit Anti-CbMV Antikorpern gebunden, der Aufbau &hnelte einem DAS-ELISA, nur
der zweite Nachweisantikorper wurde dabei durch die Phagen ersetzt. In der nédchsten
Abbildung (Abbildung 3.6-10) sind die Nachweisversuche in einem plate-trapped ELISA

gezeigt.
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SH1327-C9 1,89 0,06 0,05 0,05
SH1327-C10 1,75 0,05 0,05 0,05

Abbildung 3.6-10 Ergebnisse des Vergleichs eines Capture-ELISA mit einem plate-trapped ELISA der gegen
CbMV gerichteten Phagen

In der obigen Abbildung ist der Vergleich eines Capture-ELISA mit einem plate-trapped ELISA der ausgewahlten
gegen CbMV gerichteten Phagenklone (1:1 in Blocklésung, 100 pl eingesetzt) SH1327-A10, SH1327-C3,
SH1327-C9 und SH1327-C10 gezeigt. Es wird deutlich, dass eine positive Reaktion nur bei dem Capture-ELISA
mit dem infizierten Pflanzenmaterial vorlag und kein Nachweis aus infiziertem Pflanzenmaterial in der plate-
trapped Variante gelang. In den Kontrollen mit dem gesunden Pflanzenmaterial sind keine unspezifischen
Reaktionen zu erkennen. Der Nachweis der gebundenen Phagen erfolgt mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. (n=2).
Messung nach 105 Minuten.

In der Abbildung 3.6-9 wird gezeigt, dass der Nachweis von CbMV in einem plate-trapped
ELISA nicht moglich war. Im Vergleich zu den positiven Reaktionen im Capture-ELISA mit
Absorptionswerten von Ases = 1,75-1,89 waren die Signale dhnlich schwach wie die der
Kontrollen mit dem gesunden Pflanzenmaterial (A4os = 0,05-0,06). Gleichzeitig deuteten die
Ergebnisse in den letzten beiden Abbildungen darauf hin, dass auch keine alleinige Interaktion
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der Phagen mit den Antikorpern vorlag, da die jeweiligen Negativkontrollen keine stérkeren

Signale zeigten.

In einem weiteren Versuchsteil sollte Gberprift werden, ob Phagen, bei denen alle funf plll Proteine
die Fusion mit dem scFv zeigen, angezogen und fiir die Nachweismethode verwendet werden
kdnnen. Dazu wurde der scFv als Fusion mit dem plll Protein in den Hintergrund des M13KO07
Phagens kloniert und in einem ELISA mit dem CbMV getestet (siehe Abbildung 3.6-11).
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Abbildung 3.6-11 Ergebnisse eines Capture-ELISA mit ausgewéahlten gegen CbMYV gerichteten Phagen aus
dem pHAL30 und M13KO07 Hintergrund

In der obigen Abbildung sind die Ergebnisse eines Capture-ELISA mit ausgewahlten gegen CbMV gerichteten
Phagen (1:1 in Blockldsung, 100 pl eingesetzt) SH1327-A10, SH1327-C3, SH1327-C9 aus dem pHAL30 und
M13KO07 Hintergrund gezeigt. Es wird deutlich, dass bei allen Phagen eine positive Reaktion bei dem infizierten
Pflanzenmaterial vorlag und keine unspezifische Reaktion mit dem Pflanzenmaterial auftrat. Der Nachweis
erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat. Mittelwert, (n=2). Messung nach 60 Minuten.

In der obigen Abbildung kann deutlich gezeigt werden, dass auch Phagen, die einzig plll-
Fusionsproteine besitzen, erfolgreich angezogen und fur den Nachweis verwendet werden
konnten. Die Abweichungen in der Nachweisstarke zwischen den einzelnen scFv-Konstrukten
waren wahrscheinlich durch die Unterschiede der jeweiligen eingesetzten Phagenkonzentration
zu erkléren. Der Titer wurde bei diesem Versuch nicht bestimmt, da die Infektionseffektivitét
der M13K07-Klone durch die veranderten plll Proteine unbekannt war. In weiteren Versuchen
sollten nun Nachweisgrenzen der Phagen bestimmt werden. Dafir stehen exemplarisch die
nachsten beiden Abbildungen (Abbildung 3.6-12 und Abbildung 3.6-13).
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Abbildung 3.6-12 Ergebnisse eines Verdunnungstests in einem Capture-ELISA mit verschiedenen Konzentrationen des Pflanzenmaterials und der Phagen SH1327-C3.

In der obigen Abbildung sind die Ergebnisse eines Verdinnungstests in einem Capture-ELISA mit verschiedenen Konzentrationen des Pflanzenmaterials und der Phagen SH1327-
C3 gezeigt. Die Phagen wurden in den genannten Konzentrationen pro Vertiefung eingesetzt. Das Pflanzenmaterial wurde nach der Standardmethode vorbereitet und danach in
weiteren Ansétzen jeweils verdiinnt. Deutlich wird, dass eine Abnahme der Phagenkonzentration und/oder der Pflanzenviruskonzentration in den Proben jeweils eine Reduzierung
des Signals im ELISA zur Folge hatte. Der Nachweis der gebundenen Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat, inf.=infiziert, ge.=gesund; Mittelwert, (n=3). Messung

nach 70 Minuten.
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Abbildung 3.6-13 Ergebnisse eines Verdinnungstests in einem Capture-ELISA mit verschiedenen Konzentrationen des Pflanzenmaterials und der Phagen SH1327-C9.

In der obigen Abbildung sind die Ergebnisse eines VVerdiinnungstests in einem Capture-ELISA mit verschiedenen Konzentrationen des Pflanzenmaterials und der Phagen SH1327-
C9 gezeigt. Die Phagen wurden in den genannten Konzentrationen pro Vertiefung eingesetzt. Das Pflanzenmaterial wurde nach der Standardmethode vorbereitet und danach in
weiteren Ansétzen jeweils verdunnt. Deutlich wird, dass eine Abnahme der Phagenkonzentration und/oder der Pflanzenviruskonzentration in den Proben jeweils eine Reduzierung
des Signals im ELISA zur Folge hatte. Der Nachweis der gebundenen Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat, inf.=infiziert, ge.=gesund, Mittelwert, (n=3). Messung

nach 70 Minuten.
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In den beiden obigen Abbildungen sind exemplarisch die Ergebnisse eines Verdiinnungstests
in einem Capture-ELISA mit verschiedenen Konzentrationen des Pflanzenmaterials und der
Phagen SH1327-C3 und SH1327-C9 gezeigt.

Bei dem Phagen SH1327-C3 (Abbildung 3.6-12) konnte mit einer Konzentration von
1010 cfu/Vertiefung das CbMV in allen drei Verdiinnungen des infizierten Pflanzenmaterials
nachgewiesen werden. Das Signal war jeweils um mehr als das zehnfache starker als in den
jeweiligen Negativkontrollen (1,52 zu 0,07; 1,35 zu 0,07; 1,14 zu 0,08). Sobald die Phagen um
den Faktor 10 verdiinnt wurden, nahm die allgemeine Signalstarke in den Nachweisreaktionen
ab. Eine Konzentration von 10° eingesetzten cfu ergab jedoch auch bei der starksten
Verdinnung des Pflanzenmaterials ein mehr als doppelt so starkes Signal wie in der
vergleichbaren Negativkontrolle (0,21 zu 0,06). Die schwacher verdiinnten Proben konnten
eindeutig als negativ und positiv bestimmt werden. Ab einer Konzentration von 108 cfu zeigten
sich die Grenzen der Nachweissensitivitat. Bei der Standardprobe ist das Signal im Vergleich
zu der Negativkontrolle noch doppelt so stark (0,13 zu 0,07), bei weiteren Verdiinnungen
gleichen sich die Werte dann aber an (0,10 zu 0,07 und 0,07 zu 0,07).

Bei dem Phagen SH1327-C9 (Abbildung 3.6-13) zeigten sich dhnliche Ergebnisse. Eingesetzte
Konzentrationen von 10'° cfu/Vertiefung lieferten bei dem infizierten Pflanzenmaterial
zehnmal starkere Werte als bei den Kontrollen (1,56 zu 0,08; 1,33 zu 0,08; 1,16 zu 0,08). Auch
hier konnten die Nachweise mit 10° eingesetzten cfu erbracht werden (0,96 zu 0,06; 0,73 zu
0,07; 0,32 zu 0,04), wahrend ab einer Konzentration von 108 cfu und einer weiteren Verdiinnung
des Pflanzenmaterials wieder eine Angleichung in den Signalstarken stattfand (0,21 zu 0,07;
0,15 zu 0,07; 0,09 zu 0,07).

Es konnte somit gezeigt werden, dass bei einer Standardprobenaufbereitung eine Konzentration
an Phagen pro Reaktion von 10%-10'° cfu fiir einen Nachweis in einem Capture-ELISA

ausreichend war.

Bis zu diesem Zeitpunkt deuteten keine Resultate auf eine mogliche unspezifische Reaktion mit
Pflanzenmaterial oder den Antikérpern hin. Um die Spezifitit der Phagen weiter zu
untersuchen, wurden Capture-ELISA mit verschiedenen Pflanzenviren und ihren jeweiligen
Capture-Antikdrpern vorbereitet und mit den Phagen getestet. Die Ergebnisse sind in den
né&chsten beiden Abbildungen (Abbildung 3.6-14 und Abbildung 3.6-15) gezeigt.
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H SH1327-C3 0,89 0,05 0,07 0,06 0,07 0,06 0,07 0,06 0,08 0,05 0,09 0,08
m SH1327-C9 1,03 0,06 0,05 0,06 0,05 0,08 0,05 0,07 0,10 0,06 0,09 0,13

Abbildung 3.6-14 Ergebnisse eines Kreuztests in einem Capture-ELISA mit durch verschiedene Viren infiziertes Pflanzenmaterial, den jeweiligen Antiseren und den
Gesundkontrollen (SH1327-C3 und SH1327-C9).

In der obigen Abbildung sind die Ergebnisse eines Capture-ELISA der Phagen (SH1327-C3 und SH1327-C9) mit durch verschiedene Viren infiziertes Pflanzenmaterial, den
jeweiligen Antiseren und den Gesundkontrollen gezeigt. Nur der Versuch mit CbMV infiziertem Pflanzenmaterial flihrte zu einem eindeutigen positiven Ergebnis. Es sind keine
Kreuzreaktionen mit anderen Viren oder Antikdrpern ersichtlich. Der Nachweis der gebundenen Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat, inf.=infiziert, ge.=gesund, pro

Vertiefung wurden 10° cfu eingesetzt. Mittelwert, (n=3). Messung nach 80 Minuten.
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Abbildung 3.6-15 Ergebnisse eines Kreuztests in einem Capture-ELISA mit durch verschiedene Viren infiziertes Pflanzenmaterial, den jeweiligen Antiseren und den
Gesundkontrollen (SH1327-A10 und SH1327-C10).

In der obigen Abbildung sind die Ergebnisse eines Capture-ELISA der Phagen (SH1327-A10 und SH1327-C10) mit durch verschiedene Viren infiziertes Pflanzenmaterial, den
jeweiligen Antiseren und den Gesundkontrollen gezeigt. Nur der Versuch mit CbMV infiziertem Pflanzenmaterial fihrte zu einem eindeutigen positiven Ergebnis. Es sind keine
Kreuzreaktionen mit anderen Viren oder Antikdrpern ersichtlich. Der Nachweis der gebundenen Phagen erfolgte mit dem HRP/Anti-M13 Konjugat, inf.=infiziert, ge.=gesund, pro

Vertiefung wurden 10° cfu eingesetzt. Mittelwert, (n=3). Messung nach 60 Minuten.
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In den beiden obigen Abbildungen sind die jeweiligen Ergebnisse der Kreuztests in einem
Capture-ELISA mit verschiedenen Antikorpern und Pflanzenviren der vier Phagen gezeigt.
Neben der erwarteten positiven Reaktion mit CoMV infiziertem Pflanzenmaterial zeigte sich
in den Versuchen keine Kreuzinteraktion, sobald andere Antikorper oder Pflanzenviren getestet
wurden. Es war im Gegensatz zu den Peptidphagen somit maglich, einen eindeutigen Nachweis
eines Pflanzenvirus aus infizierten Pflanzen zu erbringen. Die mit unterschiedlichen Viren
infizierten Pflanzen wiesen dabei eindeutige Symptome auf beziehungsweise wurden vor der

Verwendung (CbMV) auf das Vorhandensein der jeweiligen Pflanzenviren getestet.

Die Versuche wurden danach weiter ausgewertet, in dem die jeweilige Behandlung
(i = infizierter Pflanzensaft, k = gesunder Pflanzensaft), der Phagenklon (A10, C3, C9, C10),
die  Phagenkonzentration (a = unspezifische Konzentration, b = 10 cfu/Vertiefung,
¢ = 10° cfu/Vertiefung) und die Probenkonzentration (f = Probe 1:30 verdiinnt, g = Probe 1:60

verdiinnt) miteinander verglichen wurden.

Der Boxplot der Daten ist in der folgenden Abbildung 3.6-16 dargestellt.



Ergebnisse 147

-
(= | o
'] 1 T
I
1
T 1
I I
1 1
1
T I T
1 ! -
29 7 ® * T
I L
- . 8 7 H
| | T <4 1 T
: L - o H
1 T
= + = [ i = ==
=S + T I
. L
8 <o |
~ v -
< = -
] T ! =
o e 3
1 1
! :
roo 4
! S
w0 ! o 1
O
I L]
! i =
’ ) l
[—] — T o] ° -— @ -
o S FE TS0 822 a2 2 _ - T E=-_"B83%
g
rrrrrrrrrrrrrr1rrrrrrr T T T TT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
e A A A e e e e e OO OO DO D OO DO OO OO DO T D
TH@oOOoOUOao00000080000 0000 g oEuumEUQOOOO0OOEeCCUT000
(o= Lo Raw RawKop Rop e rie ]
220000007 5550000 735500002 ERE0083S2R=20003E===00380
T T T X Y T T B T X T XA GO0 S D O OO0 ZSLLO00 2"
A g A — = — e — T

Abbildung 3.6-16 Die grafische Darstellung der Verteilung der Versuchsdaten in einem Boxplot

In der obigen Abbildung kann der Unterschied zwischen gesundem und CbMV infiziertem Pflanzenmaterial deutlich gezeigt werden. AuBerdem wird die Abnahme der
Signalstérken bei der Verdiinnungen sichtbar. Behandlung (i = infizierter Pflanzensaft, k = gesunder Pflanzensaft), Phagenklon (A10, C3, C9, C10), Phagenkonzentration (a =

unspezifische Konzentration, b = 10° cfu/Vertiefung, ¢ = 10° cfu/Vertiefung), Probenkonzentration (f = Pflanzenprobe 1:30 verdinnt, g = Pflanzenprobe 1:60 verdiinnt))
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Durch die grafische Darstellung der Verteilung der VVersuchsdaten im obigen Boxplot kann der
Unterschied in den Signalstarken zwischen gesundem und mit CbMV infiziertem
Pflanzenmaterial deutlich gezeigt werden. Durch die Verdinnungen einzelner eingesetzter

Komponenten nimmt das Signal im Mittel jeweils weiter ab.

3.6.2 Expression schon beschriebener scFvs im pHAL30 Phagemid

In einem weiteren Versuch sollte zusatzlich noch getestet werden, ob schon in der Literatur
beschriebene scFvs mit den hier verwendeten Methoden und der Expression im pHAL30
Phagemid fir den Nachweis von Pflanzenviren aus Pflanzensaft eingesetzt werden konnen.
Dazu wurden jeweils ein scFv gegen CMV (Koohapitagtam et al. 2009) und PVY (Xiao et al.
2000) ausgewahlt. Zusétzlich wurde die urspringliche Linkersequenz durch den in den
pHALY9/10-Bibliotheken vorliegenden Linker ersetzt und beide scFvs in ihren Codons fiir die

Expression in E. coli optimiert.
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Virus spezifischer "Capture AK" + Virus spezifischer "Capture AK" +
infiziertes Pflanzenmaterial gesundes Pflanzenmaterial
B CMV spezifischer Phage 0,79 0,67
B PVY spezifischer Phage 0,13 0,08

Abbildung 3.6-17 Ergebnisse des Capture-ELISA mit gegen CMV (PV-0506) und PVY (N605) gerichteten
Phagen aus infiziertem Pflanzenmaterial

In der obigen Abbildung sind die Ergebnisse eines Capture-ELISA mit gegen CMV und PVY gerichteten Phagen
aus infiziertem Pflanzenmaterial gezeigt (CMV PV-0506 und PVY N605). Wahrend die Reaktion des PVY
spezifischen Phagen sehr geringe Signale mit beiden Proben zeigt, sind die Reaktionen des CMV spezifischen
Phagen stérker. Hier kommt es auch zu einer unspezifischen Reaktion mit dem gesunden Pflanzenmaterial. Pro
Vertiefung wurden 10%° cfu eingesetzt. Der Nachweis der gebundenen Phagen erfolgt mit dem HRP/Anti-M13
Konjugat. (n=3). Messung nach 70 Minuten.
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Wie in der obigen Abbildung deutlich zu erkennen ist, waren die Versuche mit zwei in der
Literatur beschriebenen scFvs mit dieser Methode nicht erfolgreich. Der CMV spezifische scFv
(EU589245.1) fiihrte zu einer unspezifischen Reaktion (0,79 zu 0,67 im ELISA) und der
Nachweis des PVY spezifischen scFv (3_17) ergab im ELISA nur sehr geringe Signale (0,13
zu 0,08). Abweichend zu der in der Literatur beschriebenen VVorgehensweise wurde hier jedoch
wie schon bei den CbMV Nachweisen fur eine bessere Vergleichbarkeit innerhalb dieser Arbeit
der M13-Phage mit plll-Fusionsproteinen in einem Capture-ELISA eingesetzt und nicht nur
der I6sliche scFv. Im Gegensatz dazu erfolgte der Nachweis von CMV bei Koohapitagtam et
al. (2009) in einem plate-trapped ELISA und mit den l6slichen scFvs. Die Interaktion des scFv
3_17 mit PVY wurde von Xiao et al. (2000) in einem Western Blot gezeigt.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit sollten auf Phagen basierte ,,antibody mimics* gegen das Calibrachoa mottle
virus (CbMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Plum pox virus (PPV), Potato virus Y (PVY),
Tobacco mosaic virus (TMV) und Tomato spotted wilt virus (TSWV) erstellt werden, die einen
direkten Nachweis aus Pflanzen erlauben und in einem ELISA gesundes Pflanzenmaterial von

infiziertem Pflanzenmaterial unterscheiden kdnnen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeiten diskutiert und neben positiven Aspekten

bei der Verwendung der ,,antibody mimics “ auch mdgliche Probleme herausgestellt.

Grundsatzlich ist die Idee der Identifikation von virusbindenden ,,antibody mimics* durch die
Verwendung von Phagenbibliotheken nicht neu. Schon 1994 stellte Nissim fest, dass durch die
Verwendung der Phage Display Technologie immunochemische Reagenzien mit hohen
Spezifitaten identifiziert werden konnten und sich somit neue Moglichkeiten fur die Forschung
erdffneten (Nissim et al. 1994). In den folgenden Jahren zeigten sich erste Erfolge. So wurden
humane scFv-Bibliotheken gegen gereinigtes CMV (Ziegler et al. 1995) und das Potato leafroll
luteovirus (PLRV) (Harper et al. 1997) eingesetzt und auf bindende Molekile untersucht. Es
gelang scFvs zu identifizieren, die einen positiven Nachweis der jeweiligen Viren in
Pflanzenmaterial ermdglichten. In den folgenden Jahren wurde das Screening verschiedener
scFv-Bibliotheken gegen weitere Pflanzenviren beschrieben, wie zum Beispiel gegen das PVY
(Boonham & Barker 1998) oder verschiedene Tospoviren (Franconi et al. 1999). Die Methode
des Biopanning mit scFv-Bibliotheken erwies sich als relativ stabil, obwohl den Arbeiten
unterschiedliche Zielsetzungen zu Grunde lagen. So stand nicht nur zwangsl&ufig der Nachweis
von Viren aus infiziertem Pflanzenmaterial im Vordergrund, sondern die scFvs sollten zum
Beispiel auch funktional in Pflanzen exprimiert werden (Franconi et al. 1999), Virusepitope
detektieren (Holzem et al. 2001) oder spezifische virusassozierte Proteine wie die Nla der
Potyviren unterscheiden (Hust et al. 2002). Obwohl Bernal 2004 der Phagen Display
Technologie auch in der Pflanzenforschung spannende Zukunftsperspektiven zusprach (Bernal
& Willats 2004), muss auf dem Nachweissektor fur Pflanzenviren bis jetzt aber festgestellt
werden, dass sich nur relativ wenige Arbeiten in den letzten 15 Jahren mit der Verwendung von
»antibody mimics“ aus scFv-Phagenbibliotheken flr direkte Nachweisreaktionen von
Pflanzenviren aus infizierten Pflanzen befasst haben. So gelang unter anderem die Isolation von
scFvs, die das Grapevine virus B in infizierten N. occidentalis nachweisen konnten (Saldarelli
et al. 2005), die Isolation eines Hullprotein spezifischen scFv aus einem mouse phage library
antibody fur das Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) (Jahromi et al. 2009) und der
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Nachweis des Papaya ringspot virus in infiziertem Pflanzenmaterial (Maheshwari et al. 2015).
Die Verwendbarkeit von Phage Display Peptide Bibliotheken fur den Nachweis einer Peptid-
Virus-Interaktion wurde zum Beispiel fir das CMV (Gough et al. 1999), das Rice black
streaked dwarf virus (RBSDV) (Bai et al. 2001) und das Banana streak virus (BSV) gezeigt
(Chua et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurden beide Phage Display Technologien eingesetzt und infiziertes

Pflanzenmaterial mit identifizierten Phagen untersucht.

Die ersten Versuche beinhalteten dabei die Verwendung der Phage Display Peptide
Bibliotheken zum Nachweis von exprimierten Hullproteinen von Pflanzenviren und von
gereinigtem TMV. Das Ziel war nicht nur die Identifizierung der bindenden Peptidsequenzen
der Bibliotheken, diese sollten zusatzlich noch in weiteren VVersuchen mutiert und teilweise
auch in andere ,antibody mimics“ 0berflhrt werden, um genauere Aussagen zu den
Bindungseigenschaften der Aminoséuresequenzen geben zu kdnnen. Interessant ist dabei zum
Beispiel, wie stark die Bindung von der Position des Peptides innerhalb des Fusionsproteins
(N-terminal, C-terminal oder innerhalb des umgebenden Proteins wie bei den complementarity
determining regions (CDR) von Antikorpern), von der reinen Aminosauresequenz oder von der
Struktur des Peptids (lineares 12er Peptid oder C7C-Schleife) abhéngt. Eine mdgliche
Verstarkung der Protein-Protein-Interaktion ware durch die oben genannten Veranderungen
zusétzlich denkbar gewesen. Auch die Mutation einzelner Aminoséuren innerhalb der Sequenz
hatte diesen Effekt haben konnen, dies zeigt zum Beispiel die bekannte Entwicklung des Strep-
tags zum Strep-tag Il (Schmidt et al. 1996). Als alternativer ,,antibody mimic* fur die
Uberfilhrung der Sequenzen ware unter anderem die 10. Doméane des Fibronektin Typ Il

moglich gewesen (Garcia-Ibilcieta et al. 2008).

In dem folgenden Kapitel werden die Ergebnisse des Biopanning der Ph.D.™ Phage Display

Libraries gezeigt und diskutiert.
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4.1 Das Biopanning der Ph.D.™ Phage Display Libraries

Fur das Biopanning mit den Ph.D.™ Phage Display Libraries wurden Hullproteine der Viren,
die in Bakterien exprimiert wurden, und eine Reinigung von TMV aus N. benthamiana als
Zielmolekiile verwendet. Das CbMV wurde zu diesem Zeitpunkt noch nicht untersucht. Die
exprimierten Huillproteine von CMV, PPV, TMV und TSWV (PVY wurde nicht untersucht)
wurden ein einem ELISA durch Virus spezifische polyklonale Antikdrper nachgewiesen, dabei
variierte die Intensitat des Signals jedoch relativ stark (siehe Abbildung 3.2-2). Der Unterschied
in den Signalstarken im Vergleich zu den Nachweisen in infiziertem Pflanzenmaterial, die
eindeutige positive Ergebnisse ergaben (Kapitel 3.1), kénnen dabei durch die unterschiedlichen
Konformationen beziehungsweise Strukturen erklart werden. Die Antikdrper erkennen Epitope
der Virionen, die in dieser Form nicht zwangslaufig bei den einzelnen exprimierten
Hullproteinen vorliegen missen. Diese Problematik galt es auch im Hinblick auf das Screening
zu beachten. Einzelne positiv bindende Phagen entsprechen einem monoklonalen Binder, der
mdoglicherweise in keine Interaktion zu kompletten Virionen tritt. Die ersten Ergebnisse der
Biopannings I und Il waren in der Form schlecht zu interpretieren (zum Beispiel Abbildung
3.4-1 oder Abbildung 3.4-2). Da die Negativkontrollen (Blockldsung in Plastikoberflache) zu
eindeutigen positiven Signalen in den jeweiligen ELISAs fuhrten, waren die nachgewiesenen
positiven Interaktionen mit dem jeweiligen target nicht aussagekraftig. Es zeigt sich dabei ein
grundsatzliches Problem beziehungsweise eine Eigenart der Phage Display Technologie.
Obwonhl in der Literatur viele erfolgreiche Screenings und gut bindende Liganden beschrieben
werden, gibt es auch mehrdeutige Ergebnisse, wie zum Beispiel die oben im Text beschriebenen
Interaktionen. Es kénnen Phagen ohne eine spezifische Affinitat gegenlber dem Zielmolekdl
gewonnen werden. Die Mehrheit der in den Bibliotheken vorliegenden Phagen wird weder an
das Zielmolekdl noch an Bestandteile des Screnningsystems binden, wahrend Phagen mit einer
geringen Bindeaffinitat durch die vielen Waschschritte entfernt werden. Neben den nicht
zwangslaufig auftretenden spezifisch bindenden Phagen, sammeln sich in den Eluaten noch
zusatzliche unspezifisch bindende Phagenklone an. Phagen kénnen moglicherweise in hohen
Konzentrationen vorliegen, die an andere Komponenten des Screnningsystems binden. Das
konnen zum Beispiel die Oberflachen der Reaktionsmedien (Mikrotiterplatten, Plastikkugeln),
Bestandteile der Blocklésungen, der ,.capturing Reagenzien (zum Beispiel Streptavidin,
Biotin, ,,capture antibody “) sowie Verunreinigungen innerhalb der Probe sein (Vodnik et al.
2011). Dabei werden diese sogenannten ,target-unrelated phages or peptides” (TUPS)
(Menendez & Scott 2005) nicht nur durch die beschriebenen fehlerhaften Selektionsprozesse

bevorzugt, sondern teilweise auch durch Vorteile in der Vermehrungsrate. Eine erhohte
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Infektionsrate beziehungsweise Leistungsfahigkeit kann dabei durch die Fusionspeptide selbst
oder durch Mutationen innerhalb des Phagengenoms ausgel6st werden (Brammer et al. 2008).
Problematisch wird es dann, wenn diese Phagen nicht als falsch positive Ergebnisse
identifiziert, sondern den bindenden Klonen zugezahlt werden (Vodnik et al. 2011). Bedingt
durch die in Biopannings haufig verwendete Immobilisation des Zielmolekuls in
Mikrotiterplatten, ist die Wahl des Plattentyps von groRer Bedeutung. Schon Adey konnte 1995
zeigen, dass ein Plastik bindender Phage selbst bei der Zugabe einer Blockldsung mit der
Plastikoberflache interagieren konnte (Adey et al. 1995). Ein &hnliches Problem zeigte sich in
dieser Arbeit. Die in dem Biopanningverfahren (Kapitel 3.4.1 und 3.4.2) verwendete
Kombination aus Mikrotiterplatte und Blocklosung (PS, Microlon, ,,med-binding“ und
Ovalbumin in PBS) vermochte eine Interaktion der Phagen mit der Plastikoberflache nicht zu
verhindern und das, obwohl die Mikrotiterplatten mit Ovalbumin in der Blocklésung bei dem
Standardnachweis von Pflanzenviren innerhalb der Arbeitsgruppe erfolgreich verwendet
wurden. Interessant ist dabei auch das Ergebnis in Abbildung 3.4-3, in der deutlich wird, dass
auch Phagen mit spezifischen zielgerichteten Sequenzen (K4-Phage gegen Streptavidin,
(Lunder et al. 2008)) bei einer unvollstandigen Blockung der Plastikoberflache wohl mit dieser
interagieren und somit spater nachgewiesen werden kdnnen. Sobald die Kombination verandert
wurde (F96 MAXISORB NUNC IMMUNO PLATE von Nunc und Milchpulver in PBS),
konnte die Interaktion vermieden werden. Hier zeigt sich, dass praktisch jedes Protein zu einem
gewissen Grad unspezifisch und nichtkovalent an Plastik binden kann (Vodnik et al. 2011). Je
nach Plastikart konnen Proteine dabei sogar teilweise denaturieren, wie es zum Beispiel mit
BSA gezeigt werden konnte (Filisko et al. 1986). Dies fuihrt zu Konformationsanderungen, die
natlrlich einen Einfluss auf die Struktur der Epitope haben kénnen. Zusatzlich zu der Bindung
an die Plastikoberflache war bei der zu Anfang gewdéhlten Methode und den resultierenden
Ergebnissen auch eine Bindung an das Ovalbumin (Blocklésung) denkbar. Nach einer
Sequenzierung ausgewéhlter Klone und einem Vergleich mit verschiedenen von Vodnik et al.
in 2011 aus unterschiedlichen Literaturstellen zusammengetragenen Sequenzen von bestatigten
oder vermuteten plastikbindenden Motiven innerhalb der Peptidsequenzen zeigte sich relativ
schnell, dass viele Klone dieser Arbeit dhnliche Motive aufwiesen. Dabei wurden unter
anderem die Motive , WHXW*, ,WXXW* und ,,WHW* als schon bekannte oder potentielle
,»Plastikbinder” erwédhnt (Vodnik et al. 2011). Einige davon fanden sich in &hnlicher Form in
vielen Phagenklonen wieder, zum Beispiel in TMV Ph.D.™-12, Klon 4 (WHWAPYFPWPVA)
oder TMV Ph.D.™-12, Klon 2 (WHPTLNPYMREP). Nach einem Vergleich mit den
vorliegenden Sequenzen wurden fir weitere Versuche Phagenklone ohne diese Motive
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ausgewahlt und mit der neuen Methode verwendet. Um generelle Aussagen zu dem System
treffen zu konnen, wurden weitere Versuche zun&chst nur mit den gegen das TMV gescreenten
Phagen und dem gereinigten TMV durchgefuhrt. Im Gegensatz zu den exprimierten
Hullproteinen lagen hier direkt Virionen vor. Es wurden Phagen mit den Fusionssequenzen
»DWAQLTQRWYLR®, die neben den wahrscheinlichen ,,Plastikbindern” mehrfach in den
Eluaten auftraten, ausgewéhlt. Obwohl erste VVersuche positive Ergebnisse und eine eindeutige
Reaktion in einem ELISA mit gereinigtem TMV Ohio V zeigten (siehe Abbildung 3.4-4), war
der Nachweis aus infiziertem Pflanzenmaterial nicht moglich (siehe Abbildung 3.4-5). Es lag
eine eindeutige Interaktion mit Pflanzenmaterial vor. Da die Anzahl der mdglicherweise
positiven Phagenklone in den Eluaten durch die Vermehrung von ,Plastikbindern®
wahrscheinlich schon eingeschrankt war, wurde im Folgenden ein weiteres zusétzliches
Biopanning durchgefiihrt. Die in Kapitel 3.4.3 gezeigten Ergebnisse wurden mit der
angepassten Methode erworben. Es wurde schnell deutlich, dass die Interaktionen in den
Negativkontrollen mit der Plastikoberflache oder der Blocklésung dadurch groRtenteils
verhindert werden konnten (siehe Abbildung 3.4-6 bis Abbildung 3.4-8). Im Folgenden wurden
einige im Screening erfolgreich bindende Phagen ausgewahlt und untersucht, ob ein positiver
Nachweis in einem ELISA mit infiziertem und gesundem Pflanzenmaterial moglich war. Es
zeigten sich dabei aber wieder Reaktionen mit gesundem Pflanzenmaterial. Fur genauere
Untersuchungen der unspezifischen Reaktionen wurden die Peptide ,,DWAQLTQRWYLR*,
~LWGWYGA*“ und ,, WHPTLNPYMREP* mit ihren Linkersequenzen in den M13K07 Phagen
uberfuhrt, der im Gegensatz zum urspringlichen Vektor noch ein Gen fir eine
Kanamycinresistenz aufweist und die Selektion der mit den Phagen infizierten Bakterien somit
vereinfachte. Veranderungen der Inkubationszeiten, des pH-Wertes, der Blocklésung, der
Konzentrationen verschiedener Arbeitslosungen, der unterschiedlichen Verdinnungen der
Phagen und der Reaktionsldésungen fiihrten jedoch zu keiner nennenswerten Reduktion der
Reaktion in den Negativkontrollen mit dem gesunden Pflanzenmaterial. Diese variierte
zusétzlich noch in Abhéangigkeit vom eingesetzten Pflanzenmaterial unterschiedlicher
Pflanzensorten relativ stark voneinander (siehe Abbildung 3.4-9). Bei diesen Versuchen zeigte
der Wildtypphage keine oder im Fall von C. quinoa nur eine geringe Reaktion auf das
Pflanzenmaterial. Grundsétzlich gilt dabei fir Phagen, dass sie in der Natur auch in und an
Pflanzen vorkommen. So wurde unter anderem die Starke der Anpassung von Bakteriophagen
an ihre Wirtsbakterien in Blattern der Rosskastanie untersucht (Koskella et al. 2011). Wie
Phagen dabei in die Phyllosphére der jeweiligen Pflanzen eindringen, ist nicht komplett geklart.

So gab es 2003 Erkl&rungsansatze von Gill & Abedon, dass die Phagen schon bei der Keimung
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der Pflanzen vorliegen wiirden und somit ein normaler Bestandteil der Pflanzenflora wéren.
Denkbar ware aber auch, dass sich Phagen Uber die Phyllosphdren in Kontakt stehender
Pflanzen verbreiten konnten (Gill & Abedon 2003). In wie fern sie dabei mit pflanzeneigenen
Bestandteilen interagieren ist in G&nze noch nicht bekannt. Da in dieser Arbeit kaum
Interaktionen des Wildtypphagens (siehe Abbildung 3.4-9) mit dem Pflanzenmaterial auftraten,
scheint hier ein Problem mit dem Fusionsteil der plli-Proteine vorzuliegen. In einem weiteren
Versuchsteil wurde ein maglicher Einfluss der Linkersequenz auf die unspezifische Reaktion
untersucht. Dieser konnte jedoch nicht bestatigt werden (Abbildung 3.4-10). Es zeigte sich
dabei zusétzlich, dass nicht jede Peptidsequenz zwangsldufig zu einer Interaktion mit dem
Pflanzensaft fuhrt. In diesem Versuch konnte keine unspezifische Reaktion des K4-Phagen
gezeigt werden. Darlber hinaus wird das Zielmolekil (Streptavidin) aber auch von diesem
Phagen nach einer nachtraglichen Zugabe im Pflanzenmaterial nicht erkannt. In einem
abschlieBenden Versuchsteil wurde das TMV mit einer Butanol/Chloroform Fallung aus dem
Pflanzenmaterial gereinigt und gleich behandeltes gesundes Pflanzenmaterial als Kontrolle
verwendet (siehe Abbildung 3.4-11). Es zeigten sich erstmals Unterschiede in den
Signalstarken, bei denen die Proben der infizierten Pflanzen starkere Signale aufwiesen. Jedoch
kam es auch in diesen Versuchen zu unspezifischen Interaktionen mit gesundem
Pflanzenmaterial. Es wurde deutlich, dass der gewollte spezifische Nachweis von Pflanzenviren
mit ,,antibody mimics“ aus Peptidbibliotheken so nicht durchfiihrbar war. Selbst bei einer
eindeutigen Reaktion mit spezifischen Epitopen der Zielmolekile ist eine Interaktion mit

anderen Proteinen oder Bestandteilen des Pflanzensaftes moglich.

Da die Peptide normalerweise nur sehr kleine Interaktionsoberflachen der jeweiligen Proteine
erkennen, ist es vorstellbar, dass sogar konservierte hot-spot Regionen in diskontinuierlichen
Epitopen flr eine positive Erkennung ausreichen (Vodnik et al. 2011). Somit liegen womdglich
zu viele potentielle Epitope im Pflanzensaft vor, um den kurzen Peptiden eine eindeutige
Bestimmung ermdglichen zu koénnen. Als mogliches Beispiel flr solche Falle kann die
Peptidsequenz ,,LPLTPLP* aufgefiihrt werden. In diversen Experimenten wurde diese als
funktionierendes Bindungspeptid in einer Ph.D.-7™ Bibliothek identifiziert. Interessant ist
dabei jedoch das jeweilige Ziel. So wurde zum Beispiel die Interaktion mit Skelettmuskelzellen
(Heemskerk et al. 2012) und mit Herzmuskelzellen (Nicol et al. 2009) gezeigt. Es gelang aber
auch, die Spezifitat gegenuber Gehirnzellen (Smith et al. 2002) fluorometrisch nachzuweisen.
Zusatzlich bindet das Peptid zum Beispiel an die Aminoacyl-tRNA Site von bakterieller 16S
ribosomaler RNA (Li et al. 2009) und das Prion-Protein (Mangels 2008). Von dieser Art

Peptiden mit unterschiedlichen Interaktionszielen gibt es dabei mehrere, wie zum Beispiel die
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Sequenz ,,HAIYPRH* oder ,,SVSVGMKPSPRP*, beide wieder aus Peptidbibliotheken. VVon
dem Peptid ,,HAIYPRH® ist unter anderem bekannt, dass es spezifisch mit immobilisiertem
Zn?* (Brammer et al. 2008), mit einem monoklonalen Antikorper gegen das Hepatitis E virus
(Gu et al. 2004) und dem Druckerpapier von Hammermill ® reagiert (Cunningham et al. 2010).
Das Peptid wurde in der Form auch noch in anderen Arbeiten gefunden (zum Beispiel in
(Maruta et al. 2003, Rahim et al. 2003, Serizawa et al. 2007)), jedoch féllt es &hnlich wie bei
dem ,,LPLTPLP*“-Peptid schwer, nur von einem TUP zu sprechen, da die Studien
unterschiedliche Komponenten und Systeme verwendeten und einige Interaktionen deutlich
zeigen konnten. Noch interessanter wird es bei dem Peptid ,,SVSVGMKPSPRP*. Mit ihm
wurde die Bindung an (HIV-1) Vif Proteine (Yang et al. 2003) und DNA (Woélcke & Weinhold
2001) im ELISA gezeigt. Wu identifizierte die Sequenz als eine von zehn hochaffinen Peptiden,
die ein Epitop des Japanese encephalitis virus (JEV) imitierten und zeigte dies in kompetitiven
ELISA, ,,plaque neutralization inhibitions und der Interaktion mit JEV neutralisierenden
Antikdrpern in Mausen (Wu & Lin 2001). Gleichzeitig wurde die Sequenz jedoch als maglicher
TUP interpretiert (Kolb & Boiziau 2005, Shtatland et al. 2007). Je nach Experiment ist es auch
nicht Uberraschend, dass Phagen mit einer durch ihr Fusionsprotein erhéhten Vermehrungsrate
in vielen Versuchen als unerwiinscht gelten, in einigen aber vielleicht einen essentiellen
Durchbruch erlauben. Im Gegensatz zu den meisten Peptiden haben sie ihre biologische
Aktivitat schon gezeigt. Es ist dann auch wenig verwunderlich, dass sich zum Beispiel das
Peptid ,,HAIYPRH* schon im Pflanzenvirussektor wiederfindet. Schon 1998 wurde es bei der
Identifizierung von Epitopen des CMV in einem Biopanning mit gegen CMV gerichteten
Antikorpern nachgewiesen (He et al. 1998). Jedoch konnten Peptid-Aptamere auch schon
erfolgreich in transgenen Pflanzen exprimiert werden und nachweislich eine Resistenz

gegenuber unterschiedlichen Pflanzenviren auslosen (Rudolph et al. 2003, Reyes et al. 2013).

Zusammengefasst und auf diese Arbeit mit Pflanzenmaterial bezogen, wird deutlich, dass keine
hundertprozentigen Aussagen zu den Bindungsaffinitaten getroffen werden konnen. Die in
dieser Arbeit sequenzierten Peptide waren dabei nach einem Vergleich mit der Datenbank
PepBank (http://pepbank.mgh.harvard.edu/) insofern einzigartig, als dass sie in dieser Form
noch nicht publiziert wurden. PepBank hat dabei einen Zugriff auf verschiedene Quellen, wie
MEDLINE (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online), ASPD (Artificial
Selected Proteins/Peptides Database) und UniProt (Universal Protein Resource). Es werden
aber auch manuell PDF-Dateien durchsucht (Shtatland et al. 2007). In Bezug auf die
urspriingliche Fragestellung, ob sich die Peptide fir den Nachweis von Pflanzenviren in

Pflanzen eignen, lasst sich jedoch festhalten, dass sie nicht nur in dieser Arbeit selektiv als TUP
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agieren und somit in der Form nicht zu verwenden sind. Dabei ist es unerheblich, ob die Peptide
unspezifisch oder spezifisch mit dem Pflanzenmaterial interagieren. Wie im obigen Text
gezeigt wurde, kdnnen die Bindungen kaum vorhergesagt werden und beziehen sich teilweise
nur auf kleinste Motive innerhalb der kompletten Sequenz (zum Beispiel ,,WHW* fiir eine
Interaktion mit Plastik). Eine mogliche andere Herangehensweise fiir die Nutzung von Peptiden
als ,,antibody mimics “ ware die Verwendung von schon bekannten Motiven, die zum Beispiel
flr die Interaktion von Virusproteinen untereinander oder mit dem Vektor notwendig sind und
mdoglicherweise weniger unspezifische Reaktion im Pflanzenmaterial aufweisen. Die bekannte
Interaktion von Aminosauremotiven des HC-Pro (PTK-Motiv und KITC-Motiv) mit Motiven
des Hiullproteins (DAG-Motiv) bei Potyviren oder die spatere Rezeptorbindung im Stylet der
Blattlause ((Raccah et al. 2001) nach (Drews et al. 2004)) wéren daftr Beispiele. Aber auch
Pflanzenvirushillproteine, die am Phagen présentiert werden und Bindungen mit dem Kapsid
der Viren eingehen, wéren denkbar. Diese Protein-Protein-Interaktionen zwischen den
Hullproteinen konnten fur das PPV zum Beispiel schon in Pflanze durch die Verwendung eines
mRFP-basierten bimolekularen Fluoreszenzkomplementationssystems gezeigt werden (Zilian
& Maiss 2011).
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4.2 Das Biopanning der scFv Phage Display Libraries

Nachdem das Biopanning mit den Ph.D.™ Phage Display Libraries nicht den erwiinschten
Erfolg brachte, wurden scFv Phage Display Libraries verwendet. Fiir das Biopanning mit den
Bibliotheken Tomlinson I und J wurden die in Bakterien exprimierten Hillproteine von CMV,
PVY und TMV sowie eine Reinigung von TMV aus N. benthamiana als Ziele verwendet. Da
die Proteinausbeute der pQE_30 Vektoren zu gering war, wurden die Hillproteingene vorher
in den pRSET A Vektor kloniert. Mit diesem war eine Expression der CPs von CbMV, PPV
und TSWV nicht moglich (siehe Abbildung 3.2-3). Grundsétzlich gibt es dabei verschiedene
mogliche Erklarungen fur das Fehlen der Expression beziehungsweise fur eine zu niedrige
Expression der Proteine. So kdnnen die Proteine zum Beispiel toxisch fiir die Bakterien sein,
fehlerhafte DNA-Sequenzen vorliegen oder die ,,codon usage “ nicht angepasst worden sein
(Rosano & Ceccarelli 2014). In dieser Arbeit wurde die ,,codon usage “ jedoch vorher an den
Expressionsstamm adaptiert und die Expressionsvektoren nach der Klonierung durch eine
anschlieBende Sequenzierung Uberprift, so dass diese Fehlerquelle ausgeschlossen werden
kann. Interessant ist dabei auch, dass die PPV- und TSWV-CPs im pQE-Vektor exprimiert
werden konnten und sich auch in einem ELISA nachwiesen lieRen (siehe Abbildung 3.2-1 und
Abbildung 3.2-2). Dies war, obwohl die identische Hillprotein-DNA-Sequenz aus den pQE-
Vektoren verwendet wurde, bei der Expression der pRSET A Vektoren nicht der Fall. Ob das
auf methodische Probleme oder spezielle nicht exprimierende Einzelklone zurtickzufiihren war,

wurde nicht geklért.

Nach der Expression in den pRSET A Vektoren wurden die exprimierten Hullproteine wieder
auf ihre immunogenen Eigenschaften in einem ELISA mit den vorliegenden Antikorpern
uberprift. Wahrend das TMV-CP nicht nachgewiesen werden konnte, reagierten das CMV-CP
und das PVY-CP und lieferten eindeutige Signale (siehe Abbildung 3.2-4). Fur das TMV-CP
gilt dabei wieder, dass die bendtigten Epitope, mit denen die polyklonalen anti-TMV
Antikdrper reagieren konnen, offensichtlich nicht vorlagen. Ein erster Versuch mit zuféallig
ausgewahlten und gegen das TMV-CP beziehungsweise TMV Ohio V gescreenten
Phagenklonen zeigte dabei interessante Veranderungen im Vergleich zu den Peptid-Phagen der
vorherigen Kapitel. In Abbildung 3.5-1 kann deutlich veranschaulicht werden, dass keine
unspezifische Reaktion mit dem Pflanzensaft vorliegt. Jedoch zeigten nur die gegen das CP
gepannten Phagen TMV_CP_1 J und TMV_CP_3_J uberhaupt eine Interaktion mit dem
eigentlichen Zielmolekul. Der ndchste Versuch mit weiteren Phagen bestatigte das
Vorhandensein von einzelnen bindenden scFvs (Abbildung 3.5-2), diese Bindung konnte

jedoch im Folgenden groRtenteils nicht verifiziert werden (Abbildung 3.5-3). AbschlielRend
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wurde der Phagenklon TMV_CP_1_J fir den Nachweis von gereinigtem TMV Vulgare
eingesetzt (Abbildung 3.5-4). In dem entsprechenden ELISA zeigte sich aber nur eine Spezifitét
gegenuiber dem exprimierten TMV-CP und nicht den vollstdndigen Virionen. Da sich bei diesen

Versuchen kein positiver Binder finden liel3, wurden die anderen Eluate nicht weiter untersucht.

Um die Anzahl der moglichen mit Pflanzenmaterial unspezifisch reagierenden Phagen zu
minimieren, wurde ein weiteres Biopanning mit einer alternativen Methode durchgefiihrt. Da
ein zusétzliches magliches Problem die unterschiedlichen Konformationen der synthetischen
Hullproteine und ihrer Epitope im Vergleich zu den nativen Epitopen am Virion sein konnte,
war das Ziel dabei, Pflanzenviren im Pflanzensaft in einem Biopanning anzubieten, um die
Epitope so naturgetreu wie moglich vorliegen zu haben. Durch die vollstdndige Struktur des
Virions sollte im Vergleich zu den exprimierten Hullproteinen zusatzlich eine Anreicherung
der moglichen Epitope stattfinden. In Kooperation mit Prof. Dr. Stefan Dibel und Prof. Dr.
Michael Hust aus dem Institut fir Biochemie und Biotechnologie, Abteilung Biotechnologie an
der Technischen Universitat Braunschweig wurden fiir das Biopanning die gemischten scFv-
Bibliotheken HAL9/10 (Kuegler et al. 2015) gegen die in Bakterien mit dem pRSET A Vektor
exprimierten Hillproteine von PVY und TMV sowie das infizierte Pflanzenmaterial der sechs
Viren und ihren spezifischen Antikorpern eingesetzt (siehe Tabelle 3.6-1). Dabei beruhen die
Bibliotheken auf dem verbesserten pHAL30 Phagemid, der die Présentation einer hohen
Anzahl an funktionalen Antikérperfragmenten auf der Phagenoberflache bei gleichbleibender
guter Expression der spateren loslichen Antikoper erlaubt. Die eigentlichen Bibliotheken
HAL9/HAL10 wurden aus Blutproben von 98 nichtimmunisierten menschlichen Spendern
(kaukasischer, afrikanischer, indischer und chinesischer Herkunft) im pHAL30 Vektor erstellt
und haben eine theoretische Diversitat von 1.5 x 10*° unabhéngigen Klonen (Kuegler et al.
2015). Verwendet wurden diese Bibliotheken HAL9/10, da sie einige -einzigartige
Eigenschaften im Vergleich zu anderen Bibliotheken aufweisen. So haben sie zum Beispiel eine
leicht erhdhte maximale Diversitat im Vergleich zu den McCafferty Bibliotheken, sie enthalten
mehr Lambda V-Gene und haben langere CDR-H3 im Vergleich zu den Pfizer Bibliotheken
und zeigen eine hohere Diversitat der CDR-H3 als Ylanthia. Innerhalb kurzer Zeit konnten mit
den HAL9/10 Bibliotheken tiber 800 Antikorper gegen mehr als 100 Zielmolekule identifiziert
werden (Kuegler et al. 2015).

Im Biopanning entsprachen die ersten Arbeitsschritte denen des DAS-ELISA zum Nachweis
von Pflanzenviren aus Pflanzen. Es wurde angenommen, dass die Pflanzenviren durch ihre
korrespondierenden Antikoper présentiert wurden und somit die mogliche Bindung spezifischer

Phagen erleichtert wurde. Um einen GroRteil der unspezifisch reagierenden Phagen von
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vornherein aus dem Screening zu entfernen, wurde in jeder Biopanningrunde eine
Prainkubation der eingesetzten Bibliothek gegen gesundes Pflanzenmaterial und den jeweiligen
Antikorpern durchgefiihrt. Fir das eigentliche Biopanning wurde danach der Uberstand
verwendet. Es war dadurch zu erwarten, dass viele der mit Pflanzenmaterial oder dem reinen
Antikorper reagierenden Phagenklone von vornherein aus dem Screening ausgeschlossen
werden konnten. Unseres Wissens nach wurde diese Methode in der Form gegen Viren im
kompletten Pflanzensaft in der Pflanzenvirologie noch nicht angewandt. Nach dem Biopanning
wurden jeweils 92 losliche Antikdrper der jeweiligen Klone produziert und in einem ELISA
gegen infiziertes und gesundes Pflanzenmaterial und den jeweiligen Antikdrpern getestet. In
den ELISAs mit den gegen die Potyviren (PPV und PVY) gescreenten scFvs zeigten sich nur
sehr geringe Signale, dabei kam es zu keinen nennenswerten Unterschieden zwischen
infiziertem und gesundem Pflanzenmaterial (siehe Abbildung 3.6-1 und Abbildung 3.6-2).
Ahnliches zeigte sich fur den Nachweis gegen CMV (Abbildung 3.6-3), in dem nur der
Phagenklon A2 eindeutig reagierte, dies jedoch mit infiziertem und gesundem
Pflanzenmaterial. Bei dem Nachweis von TMV und TSWV aus infiziertem Pflanzenmaterial
zeigten sich mehrere eindeutige Reaktionen innerhalb des ELISA (Abbildung 3.6-4 und
Abbildung 3.6-5). Aber auch hier gab es keine alleinige positive Reaktion mit dem infizierten
Pflanzenmaterial bei keinem oder nur einem niedrigen Signal in der Negativkontrolle. Dies
sprach flr eine Interaktion mit Pflanzenmaterial oder dem jeweiligen Antikérper. Um einen
Vergleich mit den bisherigen Methoden und der neuen Bibliothek zu haben, wurden zwei
Biopannings zusétzlich gegen exprimiertes Hillprotein durchgefihrt (siehe Abbildung 3.6-7
und Abbildung 3.6-8) und wieder 92 l6sliche scFv gegen infiziertes und gesundes
Pflanzenmaterial getestet. Ahnlich wie in den Versuchen mit den Tomlinson Bibliotheken
zeigten sich auch hier nur vereinzelte unspezifische Reaktionen, die neben dem infizierten
Pflanzenmaterial auch mit den jeweiligen Kontrollen interagierten. Im Gegensatz dazu standen
die Ergebnisse des Biopannings gegen CbMV (siehe Abbildung 3.6-6). Es konnten scFvs
identifiziert werden, die in einem ELISA eine eindeutige Reaktion mit dem infizierten
Pflanzenmaterial aufwiesen und zu keiner unspezifischen Reaktion im gesunden
Pflanzenmaterial fiihrten. Ausgewéhlte Klone wurden im Folgenden sequenziert und
ausgewertet. Es zeigte sich, dass die Klone SH1327-A10/SH1327-D1/SH1327-F6 und
SH1327-C3/SH1327-E5 jeweils identisch waren und SH1327-C9, SH1327-C10 und SH1327-
G5 einzeln vorlagen. Fur die weiteren Experimente wurden die ausgewéhlten scFvs wieder als
Fusionsprotein mit dem Phagenvirion eingesetzt, um einen Vergleich zu den bisher

durchgefihrten Versuchen ziehen zu kdnnen. Es konnte im Folgenden deutlich gezeigt werden,
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dass die Phagen eine eindeutige Reaktion mit dem infizierten Pflanzenmaterial zeigten, dieser
Nachweis bisher jedoch nur funktionierte, wenn der CbMV spezifische Antikorper zusétzlich
als ,,Capture “~-Antikorper vorlag (siehe Abbildung 3.6-9 und Abbildung 3.6-10). Ein Nachweis
aus einem plate-trapped ELISA, bei dem der Pflanzensaft direkt in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatten gegeben wird, war nicht moglich. Daflr kann es mehrere Griinde geben. Im
Gegensatz zum DAS-ELISA, dem der hier verwendete Capture-ELISA am meisten ahnelt,
stehen beim plate-trapped ELISA der Pflanzensaft und die Viruspartikel in einer Konkurrenz
flr freie Bindestellen an der Plastikoberflache der Mikrotiterplatten (Lima et al. 2012). Es wére
hierbei moglich, dass im Vergleich zu dem Capture-ELISA nicht geniigend Pflanzenviren fiir
einen Nachweis mit den scFvs vorlagen oder die Konzentration der Phagen zu gering war. Da
die Detektion der bindenden Phagen zusatzlich bei allen Versuchen uber einen pVIII
spezifischen monoklonalen Antikorper erfolgte, ist es auch denkbar, dass Phagen zwar mit den
Pflanzenviren interagierten, die Anzahl der dann vorliegenden Virus-Phagen-Komplexe aber
aus oben genannten Griinden zu gering war, als dass ein erfolgreicher Nachweis der Phagen
danach mdoglich gewesen ware. Zusatzlich ware es vorstellbar, dass die scFvs nur mit Epitopen
reagierten, die durch den Capture-ELISA durch die Reaktion des polyklonalen gegen CoMV
gerichteten Antiserums mit dem CbMV entstanden und somit nur ein Nachweis des AntikOper-
CbMV-Komplexes vorlag. Dieser wére in einem plate-trapped ELISA aufgrund des fehlenden
Antiserums nicht vorhanden gewesen. Da eine direkte Reaktion mit den Antikdrpern durch die
Wahl der Negativkontrollen im Grunde vernachlassigt werden kann, musste der Capture-
ELISA mit einem anderen gegen CbMV gerichtetem polyklonalen Antiserum oder sogar
monoklonalen Antikdpern durchgefuhrt werden, um diese Interaktion bestitigen oder
ausschliefen zu konnen. Dies wurde in der Arbeit nicht weiter untersucht, die weiteren

Versuche wurden jeweils mit der Methode des Capture-ELISA durchgefiihrt.

Im Vergleich zu der Anzucht der Peptid-Phagen aus den Ph.D.™ Phage Display Libraries ist
das notwendige Rescue der scFv-plll Fusionsproteine durch den Einsatz eines Helferphagens
relativ aufwendig. AuBerdem werden im Gegensatz zu den Peptid-Phagen nicht funf
Fusionsproteine auf der Oberflache prasentiert. Bei einer normalen Anzucht von E. coli mit den
jeweiligen Phagemiden und der Infektion mit den Helferphagen werden die Fusionsproteine
eine Poisson-Verteilung aufweisen. Nur 10 % oder weniger der Partikel werden eine der
Fusionen auf ihrer Oberflache prasentieren. Ein sehr geringer Anteil der Phagen wird zwei
Fusionen aufweisen und der Rest im Normalfall nur das Wildtyp-plll haben (Russel et al.
2004).
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Fur eine Reduzierung des Arbeitsaufwandes ware es fur spatere Verwendungszwecke optimal,
wenn die scFvs in einem Phagenvektor in Bakterien vorliegen wirden und direkt produziert
werden konnten. Fur diesen Ansatz wurden die Gene der scFvs in den M13K07 Hintergrund
kloniert, so dass es auch hier zu einer Fusion zwischen dem plll und dem scFv kam. Im
Gegensatz zu den Phagemiden war ein Rescue nicht mehr notwendig, da alle essentiellen
Proteine durch das Phagengenom exprimiert werden konnten. Zusétzlich wurden durch diese
MaRnahme flnf plll-Fusionsproteine auf der Oberflache prasentiert. Wie in Abbildung 3.6-11
deutlich gezeigt wird, war es auch mit diesen Phagen moglich, das CbMV in infiziertem
Pflanzenmaterial nachzuweisen. Der Unterschied in der Signalstarke im ELISA zu den durch
ein Rescue produzierten Phagen kann dabei auf zwei Ursachen zurtickzufiihren sein. Es ware
denkbar, dass sich der spatere Titer der Phagen zwischen beiden Anzuchtmethoden relativ stark
unterscheidet und bei den Phagen aus dem pHAL30 Hintergrund einfach eine hohere
Konzentration an bindenden Phagen eingesetzt wurde. Da die Infektionseffektivitat der M13
Phagen von der Anzahl der plll Fusionsproteine und den Eigenschaften der présentierten
Proteine abhangt (Loset et al. 2008) und die modifizierten M13K07 Phagen jeweils funf
Proteine prasentierten, wurde der Titer bei diesem Versuch nicht bestimmt, da wahrscheinlich
keine eindeutigen Aussagen zu der reellen Anzahl an Phagen getroffen werden konnte. Um
diese Probleme in spateren Versuchen zu umgehen und eine eindeutige Titration zu
ermdoglichen, bietet sich zum Beispiel die von Loset, Kristinsson et al. (2008) vorgeschlagene
Methode des Trypsinverdaus an. Bei dieser Methode wird eine Proteaseschnittstelle in das
Phagengenom zwischen dem plll und dem scFv kloniert. Nach der Produktion kann ein kleiner
Teil der Phagensuspension mit Trypsin inkubiert werden. Durch die Wiederherstellung des
Wildtyp-plll ist eine Titration nun mdglich. In dieser Arbeit war jedoch nur von Interesse, ob

sich die veranderten M13K07 zu einem Nachweis des CbMV aus Pflanzenmaterial eigneten.

Weiterfiihrend sollten die Nachweisgrenzen der Phagen bestimmt werden. Dazu wurden
unterschiedliche Verdiinnungen der Pflanzenproben und den pro Versuch eingesetzten Phagen
jeweils in einem ELISA untersucht (siehe Abbildung 3.6-12 und Abbildung 3.6-13). Fir die
untersuchten Phagenklone SH1327-A10/SH1327-C3/SH1327-C9 und SH1327-C10 zeigte sich
dabei, dass Phagenkonzentrationen von 10° cfu/Vertiefung noch bei einer Verdinnung der
Standardprobe von 1:4 (entspricht einer Verdinnung des Pflanzensaftes von 1:120) zu einem
erfolgreichen Nachweis von CbMV in infiziertem Pflanzenmaterial eingesetzt werden kénnen.
Bei hoheren Phagenkonzentrationen verstérkt sich das Signal im ELISA ohne eine Zunahme
von storenden Hintergrundsignalen in den Kontrollen. Es konnte somit gezeigt werden, dass

bei einer Standardprobenaufbereitung eine Konzentration an Phagen pro Reaktion von 10°-
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1019 cfu fir einen Nachweis von CbMV in einem Capture-ELISA ausreichend war. Zusatzlich
wurden die Phagenklone noch in Kreuztests auf eine mogliche Interaktion mit anderen
Pflanzenviren oder Antikérpern untersucht. Dazu wurde mit CMV, PPV, PVY, TMV und
TSWV infiziertes Pflanzenmaterial mit den jeweiligen Antikorpern in einem Capture-ELISA
mit den Phagen eingesetzt (siehe Abbildung 3.6-14 und Abbildung 3.6-15). Es zeigte sich
deutlich, dass keine Kreuzreaktion vorlag. Um die Spezifitdt innerhalb des Genus der
Carmoviren zu Uberprifen, kénnen diese Tests in einem weiteren Schritt gegen verschiedene

Carmoviren durchgefiihrt werden. Darauf wurde in dieser Arbeit verzichtet.

Wie der Boxplot (Abbildung 3.6-16) verdeutlicht, konnte (ber den kompletten
Versuchszeitraum gezeigt werden, dass eine eindeutige Reaktion im ELISA mit infiziertem
Material vorlag, wahrend unspezifische Reaktionen mit gesundem Pflanzenmaterial nicht
auftraten. Dies ist aus Nachweissicht naturlich essentiell und eine Grundvoraussetzung fiir den
spateren Einsatz, jedoch ist es auch noch aus anderer Sicht wichtig. Da die Phagen als
Einzelklone getestet und sie somit in monoklonaler Form eingesetzt wurden, muss ein spezieller
von Hull erwéhnter Aspekt von monoklonalen Antikorpern (MAbs) auch bei den scFvs
beachtet werden. Im Normalfall besitzt ein Antigen nur eine Form von Epitop, durch das die
Bindung mit dem Antikorper moglich wird. Wenn diese spezielle Domane gleichzeitig mit
einem anderen Protein geteilt wird, konnen signifikante Kreuzreaktion die Folge sein (Hull
2014). Obwohl der Effekt auch mit Antikdpern in polyklonalen Antiseren aufritt, ist hier die
Konzentration einzelner spezifischer Antikorper im Vergleich zu einem monoklonalen
Antiserum natirlich viel schwécher, die Kreuzreaktion ware somit geringer. Das Problem der
MADs trat bei den ausgewahlten scFv-Phagen nicht auf, das urspriingliche Ziel der Arbeit
konnte somit fir den Nachweis von CbMV erreicht werden. Da in den Versuchen die Phagen
mit den scFvs als Fusionsproteine und nicht die I6slichen scFvs verwendet wurden, wird auch
gezeigt, wie unwahrscheinlich es ist, dass die Phagenvirionen direkt fiir die unspezifische

Reaktion der Peptid-Phagen verantwortlich sind.

Jedoch war der Nachweis der anderen Pflanzenviren auch mit dieser Methode soweit nicht
erfolgreich. Daflir kann es unterschiedliche Grinde geben. Grundsatzlich wurde fir das
Biopanning eine naive Humane phage display Bibliothek (Kuegler et al. 2015) verwendet ohne
spezielle Immunisierungen gegeniiber Pflanzenviren. Im Gegensatz zu Bibliotheken, die aus
vorher spezifisch gegen die Hillproteine immunisierten Mausen gewonnen wurden, wie zum
Beispiel fur die Identifikation von scFvs gegen das BNYVV (Jahromi et al. 2009), liegen in
diesen Bibliotheken von vornherein wahrscheinlich weniger oder eben auch keine spezifisch

bindenden scFvs vor. Ein zusétzlicher limitierender Faktor besteht darin, dass in einem Phage



Diskussion 164

Display nicht alle antigen-spezifischen Antikorper tGiberhaupt wieder angezogen werden kénnen
(Hammers & Stanley 2014). Durch die Prainkubation gegen die polyklonalen
pflanzenvirusspezifischen Antikdrper und das gesunde Pflanzenmaterial wird zusétzlich vor
dem eigentlichen Biopanning ein grof3er Anteil der eigentlichen Bibliothek aussortiert. Da nur
der Uberstand abgenommen wird, werden auch potentielle Binder, die moglicherweise neben
einer starken Bindung zu dem Zielmolekil im spéteren Biopanning zusatzlich in sehr
schwacher Interaktion zu dem Pflanzenmaterial stehen und in spateren ELISA vor der
Nachweisreaktion durch die Waschschritte aus den Negativkontrollen geldst werden wiirden,
entfernt, beziehungsweise die Anzahl verringert. Die theoretische Diversitat der Bibliotheken
von 1.5x10'° unabhangigen Klonen (Kuegler et al. 2015) wird in dieser Methode vermutlich
stark reduziert und somit nicht direkt gegen die Pflanzenviren eingesetzt. Jedoch ist es gut
denkbar, dass Binder gegen die anderen Pflanzenviren trotzdem in den Bibliotheken gefunden
werden konnen und daflir nur eine groReren Anzahl von Klonen im Eluat untersucht werden
mussen. Zusétzlich kdnnen viele Parameter innerhalb der Methode verbessert werden, fir das
Virus Capture in den Mikrotiterplatten koénnten zum Beispiel monoklonale Antikorper
verwendet werden, damit mehr freie Epitope fiir eine scFv-Bindung prasentiert werden kénnen.
Es konnte auch die mit Pflanzensaft inkubierte Oberflache nach der Prdinkubation gewaschen
und der Uberstand der Bibliothek fir das Biopanning wieder zugefihrt werden, um die
Diversitét der eingesetzten Phagen wieder zu erhéhen. In diesem Fall wiirde die Chance fir
unspezifische Reaktionen wahrscheinlich wieder gesteigert werden, mégliche scFvs, die stark
an CbMV und schwach an Stoffe im Pflanzensaft binden, waren so jedoch wieder verfugbar.
Ein anderer Ansatz wird von t Hoen beschrieben. Um potentiell interessante Phagen zu finden,
schlagt er vor, die erste Biopanningrunde mehrmals mit einer Bibliothek durchzufiihren und
danach mogliche Binder zu identifizieren, um eine Uberreduzierung der Bibliothek zu
verhindern (t Hoen et al. 2012). Fir diesen Ansatz ware jedoch der Zugriff auf Methoden des
next generation sequencing von Vorteil, um die Menge an Klonen schnell parallel auswerten

zu kdnnen.

Zusétzlich wurde in dieser Arbeit die Méglichkeit untersucht, ob schon bekannte scFvs in die
pPHAL30 Vektoren (berfiihrt und mit den hier verwendeten Methoden einen Nachweis der
jeweiligen Pflanzenviren erbracht werden kann (siehe Abbildung 3.6-17). Dazu wurden jeweils
ein scFv gegen CMV (Koohapitagtam et al. 2009) und PVY (Xiao et al. 2000) ausgewahlt und
als Fusionsprotein mit dem plll in den pHAL30 Phagemiden exprimiert und angezogen.
Zusétzlich wurde die urspriingliche Linkersequenz durch den in den pHAL9/10 vorliegenden

YOL-Linker ersetzt und beide scFvs in ihren Codons fur die Expression in E. coli optimiert. Es
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zeigte sich jedoch, dass ein Nachweis der Viren nicht erbracht werden konnte. Im Fall des CMV
spezifischen scFv (EU589245.1) kam es zu unspezifischen Reaktionen mit einer Komponente
des ELISA (zum Beispiel: Pflanzenmaterial, capture Antikorper, Blocklésung), wahrend der
PVY spezifische scFv (3-17) grundsétzlich zu schwachen Signalen im ELISA fiihrte. Wéhrend
er scFv 3-17 bei Xiao et al. (2000) in einem Westernblot mit PVY-CP reagierte und eine erhéhte
Resistenz durch den scFv in transgenen Tabakpflanzen gezeigt werden konnte, wurde mit dem
urspriinglichen monoklonalen Antikdper 3-17, auf dem der scFv basiert, der Nachweis gegen
PVY in einem Western Blot nicht erbracht (Hewish et al. 1993). Eine mdgliche Erklarung fur
diese Unterschiede und die geringe Interaktion in unseren Versuchen wére zum Beispiel die
Verwendung von unterschiedlichen PVY-Stdmmen, die jeweils mit anderen Intensitaten mit
dem Antikdper reagieren. Die Interaktion des scFv EU589245.1 mit CMV konnte erfolgreich
gegen infiziertes Pflanzenmaterial in einem Western Blot gezeigt werden, auBerdem wurde das
Screening fir die Antigen-spezifischen scFv-Phagen in einen plate-trapped ELISA
durchgefihrt (Koohapitagtam et al. 2009). Warum es in den capture-Phage-ELISA dann zu so

starken Signalen in den Gesundkontrollen kam, wurde nicht geklért.

Jedoch sind zwei ausgewéhlte scFvs aus unterschiedlichen Hintergriinden vermutlich nicht
ausreichend, um generelle Aussagen tiber die Mdglichkeiten der Nachweise von Pflanzenviren

durch beschriebene scFvs im pHAL30 Phagemid tatigen zu kdnnen.
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4.3 Moaogliche Vorteile im Screeningverfahren und der Produktion von scFvs
gegen Pflanzenviren aus einem Phage Display gegenUber

konventionellen Antikérpern

Hé&ufig werden fir den Nachweis von Pflanzenviren in Pflanzen eine der beiden etabliertesten
Nachweismethoden (ELISA oder gPCR) eingesetzt. Im Fall des ELISA werden dafiir Antiseren
verwendet, bei denen grundsatzlich zwei Typen unterschieden werden missen. Es gibt die
polyklonalen Seren, die im Normallfall viele Epitope des Antigens erkennen und die
monoklonalen Seren, die nur aus Antikorpern bestehen, die genau mit einem Epitop
interagieren. Monoklonale Antiseren sind dabei hdufig spezifischer, je nach Fragestellung kann
diese Spezifitat jedoch auch von Nachteil sein (Hull 2014). Bis heute werden Antiseren gegen

Pflanzenviren héufig in verschiedenen Tieren produziert.

Fur die eigentliche Immunisierungsreaktion gibt es dabei unterschiedliche Methoden, fiir die
Produktion von Antikorpern gegen das Little cherry virus 1 Hullprotein wurden zum Beispiel
partiell gereinigte Viruspartikel, rekombinante in Bakterien exprimierte Hullproteine und ein
DNA prime-protein boost in weifl3e Neuseelander (Kaninchenrasse) injiziert (Matic et al. 2009).
Die DNA basierte Immunisierung von wei3en Neuseel&dndern fur die Produktion von Antiseren
gegen Pflanzenviren konnte dabei schon 1997 gegen PVY und TMV gezeigt werden (Hinrichs
et al. 1997). Weitere erfolgreiche Produktionen von polyklonalen Antikdrpern durch die
Verwendung von rekombinanten, in Bakterien exprimierten Hullproteinen im
Pflanzenvirussektor werden zum Beispiel zum Potato virus X (PVX) (Cerovska et al. 2010),
dem Pelargonium zonate spot virus (PZSV) (Gulati-Sakhuja et al. 2009) und dem Citrus
tristeza virus (CTV) (lracheta-Cardenas et al. 2008) vorgefiihrt. Alle Arbeiten eint jedoch die
notwenige abschlieRende sich teilweise wiederholende Immunisierung von Kaninchen. Je nach
Methode beinhaltete dies weitere Injektionen mit dem Antigen nach der initialen
Immunisierung in definierten Zeitabstdnden und den abschliefenden Blutprobenentnahmen
nach der finalen Injektion (Matic et al. 2009).

Den polyklonalen Antikérpern stehen die monoklonalen Antikérper gegeniiber, die von einer
Zelllinie produziert werden, die auf einen einzigen B-Lymphozyten zurlickgehen. Da diese
Zellen nur eine sehr begrenzte Lebensdauer haben, fusionierten Kohler und Milstein sie 1975
mit Myelomzellen einer Mauslinie und produzierten somit mehr oder weniger ,,unsterbliche*
Hybride (Kohler & Milstein 1975). Schon 1982 konnten erste MAbs mit dieser sogenannten
Hybridom-Technik gegen TMV beschrieben werden (Dietzgen & Sander 1982). Im Laufe der
Jahre wurden weitere MAbs gegen Pflanzenviren produziert und beschrieben, im Jahr 2015


https://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Myelomzelle&action=edit&redlink=1
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zum Beispiel gegen das Barley yellow dwarf virus (BYDV) (Li et al. 2015). Jedoch werden
auch fir diese Methoden Mé&use mit Virusreinigungen oder exprimierten Hillproteinen
immunisiert. Vorreiter fiir viele neue Methoden finden sich dabei im medizinischen Sektor. Fir
die spatere Herstellung von MAbs werden hauptsachlich Saugetierzelllinien (zum Beispiel:
CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary), NSO (stabile Maus-Myelomzelllinie) oder PERC6
Zelllinien) verwendet, da die notwendige Glycosylierung der Antikorper aufgrund der
Limitationen innerhalb der Proteinfaltung in E. coli nur schwer realisierbar ist. In den letzten
Jahrzehnten wurde der schlussendliche Ertrag aus den Zelllinien zwar erhoht, die Kosten im
Vergleich zu Bakterien- und Hefezellkulturen bei der langeren Kultivierung, den teureren
Medien und den hoheren Anfangsinvestitionen sind jedoch weiterhin zu hoch (Lee & Jeong
2015). Um ihr kommerzielles Potential vollstandig ausschopfen zu kénnen, miissen zukinftige

Systeme die Produktionskosten von Antikdrpern somit stark senken (Farid 2007).

Antiseren sind bis jetzt demnach allgemein abhangig von der Immunisierung von Labortieren
und mussen im Fall der monoklonalen Antikdrper in Saugetierzelllinien angezogen werden,
bevor sie aufwandig und kostenintensiv gereinigt werden kdnnen. Zusatzlich mussen bei den
monoklonalen Antikdrpern weitere Probleme, wie eine denkbare Instabilitét der aneuoploiden
Zelllinien (Frenzel et al. 2012), beachtet werden. An diesem Punkt werden mdgliche Vorteile
der durch Bakterien produzierten bindenden scFvs aus einem Phage Display deutlich sichtbar.
Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, kénnen groRe Mengen an Molekilen mit Eigenschaften,
die denen von Antikdérpern dhneln, produziert werden ohne auf Tiere oder tierische Zelllinien
angewiesen zu sein. Auch die hier gezeigte kiirzere Zeitdauer des Screeningprozesses, sowie

die relativ einfache Produktion der I6slichen scFvs sind eindeutige Vorteile.

Im Gegensatz zu normalen Antikdrpern kdnnen die ,,antibody mimics* aus einem Phage
Display gegen eine grof3e Anzahl von nicht injizierbaren giftigen oder nichtléslichen Zielen
selektiert werden. Auch vollstdndige Oberflachen von zum Beispiel Pflanzen oder lebenden
Bakterienzellen konnen als Ziel verwendet werden (Bernal & Willats 2004). Diese
Eigenschaften wurden in dieser Arbeit in der Screening Methode der HAL9/10 Bibliotheken
gegen das CbMV erfolgreich angewandt. Im Gegensatz zu einem umstandlichen und
maoglicherweise nicht zielflhrenden aufwendigem Screening, dass zu unspezifischen
Reaktionen mit dem Pflanzenmaterial fiihrt, konnten die Pflanzenviren Uber die
Antikorperbindung direkt im Pflanzensaft angeboten werden. Durch die Prdinkubation mit den
CbMV spezifischen monoklonalen Antikorpern und dem Pflanzensaft einer gesunden
Kontrollpflanze konnten unspezifische Binder so schon friih aussortiert werden. Bedingt durch

die Selektionsmechanismen innerhalb des Biopannings werden auf’erdem fiir die Bakterien
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toxische scFvs aus dem Pool der moglichen Binder wéhrend der Anzucht der Phagen
aussortiert, da die Bakterien abgetotet werden. Im Fall der scFvs konnte gezeigt werden, dass
sie nach der Vermehrung in Bakterien als l6sliche scFvs (siehe Abbildung 3.6-6), aber auch als
Fusion mit dem Phagenvirion (zum Beispiel Abbildung 3.6-9) mit dem Ziel reagieren und zu

positiven Nachweisen der Pflanzenviren in ELISASs fihren.

Da sich die positiv bindenden Phagen ohne wahrnehmbare Probleme vermehren konnten, sind
spatere Massenproduktionen in Bakterien im Normalfall méglich. In dieser Arbeit konnte dazu
gezeigt werden, dass abh&ngig von der angewendeten Methode und dem verwendeten
Phagemid zwischen dem Animpfen des Mediums mit der Bakterienkultur und dem Einsatz in
einem ELISA keine 24 Stunden liegen. Bis zu diesem Zeitpunkt kénnen die Bakterien als
Dauerkulturen bei -80 °C gelagert werden und stehen dem Anwender situationell schnell zur
Verfugung. Sie konnen aus dem jeweiligen Medium relativ einfach gefallt und in PBS

aufgenommen werden und sind dartber hinaus tber mehrere Monate stabil.

Ein weiterer Vorteil einmal identifizierter scFvs besteht zusatzlich in der Mdglichkeit, sie in
Pflanzen zu exprimieren, um durch eine Interaktion mit den Antigenen eine Virusresistenz zu
etablieren. Im Vergleich zu vollstdndigen Antikorpern sind scFvs dabei hdufig einfacher in
Pflanzen zu exprimieren (Conrad & Manteuffel 2001, Giritch et al. 2006). Die eigentliche
Reaktion mit dem Antigen in Pflanzenzellen ist dann abhangig von dem anvisierten Epitop und
der Funktionsweise. Somit wirde nattrlich nicht jeder scFv zwingend in Pflanze zu einer
Resistenz fiihren, dieser Vorgang konnte jedoch fir einige scFvs schon gezeigt werden, wie
zum Beispiel bei: (Tavladoraki et al. 1993, Aebig et al. 2006, Gargouri-Bouzid et al. 2006,
Nolke et al. 2009, Safarnejad et al. 2009, Cervera et al. 2010).



Diskussion 169

4.4 Zusammenfassung/Ausblick

Die Grundlage jeglicher virologischer Arbeiten ist die Identifikation der vorliegenden Viren.
Im einfachen Nachweissektor sollten die Methoden fir diese Nachweise einfach zu bedienen
sein und in standardisierten Verfahren verwendet werden kdnnen. Sie mdissen eine hohe
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit aufweisen, schnell zu etablieren sein, und eine gewisse

Robustheit in ihrer Anwendung zeigen (Torrance & Jones 1981, Boonham et al. 2014).

In dieser Arbeit wurde sich fiir die Untersuchung einer Nachweismethode von Pflanzenviren
aus Pflanzenmaterial entschieden, bei der die virusspezifischen Antikdrper eines ELISA durch
,antibody mimics* aus einer Phagenbibliothek ersetzt werden. Mit dieser Methode sollten die
oben genannten Vorteile mit weiteren positiven Aspekten des ELISA, wie die relativ gunstigen
Geratschaften und Reagenzien fir die Durchfiihrung einer Routinetestung, verbunden werden.
Gleichzeitig sollte eine Schwéche, namlich die Abhéngigkeit von kostenintensiv hergestelltem
hochwertigem Antiserum, verringert werden. Dazu wurden Biopannings von vier
verschiedenen Phagenbibliotheken gegen exprimierte Hillproteine, Virusreinigungen und im
Fall der pHAL9/10 Bibliotheken (Kuegler et al. 2015) zusétzlich in einer neuen Methode direkt
gegen infiziertes Pflanzenmaterial durchgefiihrt. Wie in den Ergebnissen dargestellt, gelang
danach ein Nachweis in infiziertem Pflanzenmaterial nur gegeniuber dem CbMV. Mdgliche
Grinde fir die Misserfolge in den anderen Nachweisverfahren werden in der obigen Diskussion
aufgefiihrt. Nichtsdestotrotz war es mdoglich, mit der neuen Methode die Anzahl der
unspezifisch bindenden Phagen direkt im Screening zu senken und positiv bindende ,,antibody
mimics* zu identifizieren. Da ein Grof3teil der Phagen aus der Bibliothek wahrscheinlich in der
Préinkubation verloren geht, wére eine Untersuchung einer gréReren Anzahl von
Phagenklonen, als es in dieser Arbeit durchgefuhrt wurde, im finalen Eluat moglicherweise

notwendig, um die potentiellen Binder identifizieren zu kénnen.

Es werden zusatzliche Schritte notwendig sein, um die genaue Sensitivitat und Spezifitat der
»antibody mimics* bestimmen zu koénnen, diese Studie gibt jedoch einen guten Hinweis, wie
wertvoll ,,antibody mimics“ aus einer Phagenbibliothek fir die Nachweisverfahren von

Pflanzenviren aus Pflanzen sein kénnen.
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8 ANHANG

8.1 Aufbau der Plasmide und Phagemide: Sequenzen und

Klonierungsstrategien

8.1.1 Aufbau der Expressionsvektoren

pQE-30, pQE-31, and pQE-32 Vectors

Positions of elements in bases pQE-30 pQE-31 pQE-32
Vacior size (bp) 3461 3463 3462
Start of numbering at XhEl [CTCGAG) 1-& 1-6 1-6
T5 promoterflac operator element 7-87 7-87 7-87
TS5 transcription start a1 &l &l
&xHis-tag coding sequence 127-144 127-144 127-144
Mulfiple cloning site 145-192 147-194 146-193
Lambda #; transcriptional ferminafion region 208-302 210-304 209-303
rrnB T1 transcriptional termination region 10464-1162 106611464 1065-1143
ColE1 origin of replication 1638 1640 1639
f-lactomase coding sequence 3256-23%946  3258-2398 3257-2397

Trorrra, t

2335545338

—

* pOEI0 --
pOE3T  AC
pOEdZ -G

f‘ pGE-30, pGE-31,
pQE32
3.4 kb

Abbildung 8.1-1 Aufbau des Expressionsvektors pQE_30

In der obigen Abbildung ist der Aufbau des Expressionsvektors pQE_30 gezeigt. Die Hillproteinsequenzen der
einzelnen Viren wurden durch die PCR mit Restriktionsschnittstellen versehen und dann in die MCS klonier. Aus
dem Handbuch: ”The QlAexpressionist™: A handbook for high-level expression and purification of 6xHis-tagged

proteins“ von Qiagen.
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Tabelle 8.1-1 PCR-Programme zur Amplifikation der Hillproteinfragmente fur die pQE_30 Vektoren

Zusammensetzung CMV PPV PVY ™V TSVW
Oligonukleotid 1 1 ul 2876 1 ul 2880 1l 2878 1 ul 2882 1 ul 2885
Oligonukleotid 2 1l 2877 1l 2881 1 pl 2945 1l 2883 1l 2884
10 x Phusion Flash MM 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
H2Obidest 7ul 7l 7 ul 7ul 7l
Ausgangsplasmid 1 pul cDNA 1 pl p2161 1 ul pl415 1 pl p1922 1 pl p3363
Programm PCR CMV PPV PVY T™MV TSVW

1. Primdre Denaturierung 98°C/10s 98°C/10s 98°C/10s 98°C/10s 98°C/10s
2. Denaturierung 98°C/5s 98°C/5s 98°C/5s 98°C/5s 98°C/5s
3. Primer-Anlagerung 59°C/5s 63°C/5s 55°C/5s 56°C/5s 55°C/5s
4. Elongation 72°C/20s 72°C/20s 72°C/20s 72°C/20s 72°C/20s
Wiederholung Schritt 2-4 30 x 30 x 30 x 30 x 30 x

5. Finale Elongation 72°C/5min  72°C/5min  72°C/5min  72°C/5min  72°C/5min
6. Lagerung 10°C/ o 10°C/ o 10°C/ 10°C /o 10°C/ o

Die Oligonukleotide werden als 10 uM Ansatz verwendet, die Plasmide jeweils 1:20 in H2Obpidest

verdunnt eingesetzt. Das CMV-CP wurde aus einer Gesamtnukleinséureextraktion einer mit

CMV infizierten Pflanze in cDNA umgeschrieben und danach amplifiziert. Fir die

verschiedenen Oligonukleotide siehe Kapitel 2.1.10, fir die Plasmide siehe Kapitel 2.1.13. Vor

dem Restriktionsverdau werden die Fragmente mit BioLine gereinigt.

Tabelle 8.1-2 Restriktionsverdau der Fragmente aus Tabelle 8.1-1 und der pQE_30 Vektoren.

Name

Spaltung

Puffer/Handling

TMV_CP
PVY_CP
PPV_CP
TSWV_CP
CMV_CP
pQE_30
pQE_30

BamHI (10 U) / Hind111 (30 U)
BamHI (10 U) / Hindl1I (30 U)
BamHI (10 U) / Hindl1I (30 U)
BamHI (10 U) / Hindl11 (30 U)
BamHI (10 U) / Pstl (10 U)

BamHI (20 U) / Hindl1I (30 U)
BamHI (20 U) / Pstl (20 U)

FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C

Nach der Phosphorylierung werden die Hullproteinfragmente in die gedffneten pQE-30

Vektoren ligiert und die Plasmide danach transformiert.
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I
£
[

m

RBS | ATG 6xHis Xpress™ Epitope EK

Xhol
Sac I

Comments for pRSET A
2897 nucleotides

T7 promoter: bases 20-39

GxHis tag: bases 112-129

T7 gene 10 leader: bases 133-162
Xpress™ epitope: bases 169-192

Multiple cloning site: bases 202-248

T7 reverse priming site: bases 295-314

T7 transcription terminator: bases 256-385
1 origin: bases 456-911

bla promoter: bases 943-1047

Ampicillin (b/a) resistance gene (ORF): bases 1042-1902
pUC origin: bases 2047-2720 (C)

Abbildung 8.1-2 Aufbau des Expressionsvektors pRSET A, B, C

Bgl I
Pst|

Pvull
Kpn |
Nco |
EcoR |
BstB |
Hind NI

MCs

*Wersion C does not contain Sac |

In der obigen Abbildung ist der Aufbau der Expressionsvektoren pRSET A, B, C gezeigt. Aus dem Handbuch:

» PRSET A, B, and C For high-level expression of recombinant proteins in E. coli” von Invitrogen

Die Hullproteinsequenz des CbMV wurde durch die PCR mit Restriktionsschnittstellen

versehen und dann in die MCS kloniert. Die Hullproteinsequenzen der anderen Viren wurden

aus den pQE_30 Vektoren mit den jeweiligen Restriktionsschnittstellen amplifiziert.
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Tabelle 8.1-3 PCR-Programme zur Amplifikation der Hullproteinfragmente fir die pRSET A Vektoren

Zusammensetzung CbMV CMV PPV PVY ™V TSVW
Oligonukleotid 1 1 pl 4207 1 pl 2953 1 pl 2953 1 ul 2953 1 ul 2953 1 pl 2953
Oligonukleotid 2 1 pl 4208 1 pl 2954 1 pl 2954 1l 2954 1l 2954 1 pul 2954
10 x Phusion Flash MM 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
H2Obidest 7 ul 7 ul 7 ul 7 ul 7ul 7l
Ausgangsplasmid 1 ul p2448 1 ul p2307 1 ul p2305 1 pl p2304 1 pl p2303 1 pl p2306
Programm PCR CbMV CMV PPV PVY T™MV TSVW

1. Primdre Denaturierung 98°C/10s 98°C/10s 98°C/10s 98°C/10s 98°C/10s 98°C/10s
2. Denaturierung 98°C/5s 98°C/5s 98°C/5s 98°C/5s 98°C/5s 98°C/5s
3. Primer-Anlagerung 58°C/5s 58°C/5s 58°C/5s 58°C/5s 58°C/5s 58°C/5s
4. Elongation 72°C/20s 72°C/20s 72°C/20s 72°C/20s 72°C/20s 72°C/20s
Wiederholung Schritt 2-4 29 x 29 x 29 x 29 x 29 x 29 x

5. Finale Elongation 72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min
6. Lagerung 10°C/ 10°C /o0 10°C /o0 10°C/ 10°C/ 10°C /o

Die Oligonukleotide werden als 10 uM Ansatz verwendet, die Plasmide jeweils 1:20 in H2Obpidest

verdunnt eingesetzt. Fir die verschiedenen Oligonukleotide siehe Kapitel 2.1.10, fur die

Plasmide siehe Kapitel 2.1.13. VVor dem Restriktionsverdau werden die Fragmente mit BioLine

gereinigt.

Tabelle 8.1-4 Restriktionsverdau der Fragmente aus Tabelle 8.1.-3 und der pRSET Vektoren.

Name

Spaltung

Puffer/Handling

TMV_CP
PVY_CP
PPV_CP
TSWV_CP
CMV_CP
CbMV_CP
PRSET A
PRSET A
PRSET A

BamHI (10 U) / Hindlll (30 U)
BamHI (10 U) / Hindlll (30 U)
BamHI (10 U) / Hindlll (30 U)
BamHI (10 U) / Hindlll (30 U)
BamHI (10 U) / Pstl (10 U)
BamHI (10 U) / EcoRlI (10 U)
BamHI (20 U) / Hindlll (30 V)
BamHI (20 U) / Pstl (20 U)
BamHI (10 U) / EcoRlI (10 U)

FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
FastDigest; 30 Minuten, 37 °C

Nach der Phosphorylierung werden die Hullproteinfragmente in die gedffneten pRSET A

Vektoren ligiert und die Plasmide danach transformiert.
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8.1.2 Aufbau der random peptide library-glll Fusionen der Ph.D.™ Phage Display

Libraries
plil leader sequence Kpn I/Acc65 |
5°-...TTA TTC GCA ATT CCT TTA GTG_GTA CCT TTC TAT TCT CAC TCT
37-...AAT AAG CGT TAA GGA AAT CAC CAT GGA AAG ATA AGA GTG AGA

...Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser His Ser

Start of mature peptide-glll fusion

l Eag |
Library Insert Sequence TCG GCC GAA ACT GTT GAA
See below AGC CGG CTT TGA CAA CTT

Ser Ala Glu Thr Val Glu

AGT TGT TTA GCA AAA TCC CAT ACA GAA AAT TCA TTT ACT AAC GTC TGG

TCA ACA AAT CGT TTT AGG GTA TGT CTT TTA AGT AAA TGA TTG CAG ACC

Ser Cys Leu Ala Lys Ser His Thr Glu Asn Ser Phe Thr Asn Val Trp
« 28 sequencing primer

AAA GAC GAC AAA ACT TTA GAT CGT TAC GCT AAC TAT GAG GGC...-3°
TTT CTG CTG TTT TGA AAT CTA GCA ATG CGA TTG ATA CTC CCG...-5°
Lys Asp Asp Lys Thr Leu Asp Arg Tyr Ala Asn Tyr Glu Gly...

« 96 sequencing primer

Library Insert Sequences

Ph.D.-7: (NNK), GGT GGA GGT
(NNM), CCA CCT CCA

Xxx, Gly Gly Gly
’ K=GorT: M=AorC

Ph.D.-12: (NNK),, GGT GGA GGT
(NNM) , CCA CCT CCA
Xxx, Gly Gly Gly

Ph.D.-C7C: GCT TGT (NNK), TGC GGT GGA GGT
CGA ACA (NNM), ACG CCA CCT CCA
Ala Cys Xxx, Cys Gly Gly Gly

Abbildung 8.1-3 Sequenz der random peptide library-plll Fusionen der der Ph.D.™ Phage Display Libraries

Jede Bibliothek wird mit einer N-terminalen Signalsequenz, die nach der Sekretion entfernt wird (siehe Pfeil),
exprimiert. Als Resultat befinden sich die zufélligen Peptide direkt am N-terminus des Hauptproteins. (Aus:

Ph.D.™ Phage Display Libraries: Instruction manual).
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Tabelle 8.1-5 Der Uberblick (iber die DNA und Proteinsequenz ausgewahlter Klone im Biopanning |

Klon Nr.

Proteinsequenz

DNA-Sequenz

CMV Ph.D.™-12, Klon 1
CMV Ph.D.™-12, Klon 2
CMV Ph.D.™-12, Klon 3
CMV Ph.D.™-12, Klon 4
CMV Ph.D.™-12, Klon 5

HMWTLKEWRWKP
HMWTLKEWRWKP
HLKYPLYMWLNP
HYTGNWGFWPGR

APHKNPALSALL

CATATGTGGACGCTTAAGGAGTGGCGGTGGAAGCCT
CATATGTGGACGCTTAAGGAGTGGCGGTGGAAGCCT
CATTTGAAGTATCCGCTGTATATGTGGCTTAATCCG
CATTATACGGGGAATTGGGGGTTTTGGCCGGGTCGT
GCTCCGCATAAGAATCCTGCGCTTTCTGCTCTTCTG

Tabelle 8.1-6 Der Uberblick liber die DNA und Proteinsequenz ausgewahlter Klone im Biopanning 11

Klon Nr.

Proteinsequenz

DNA-Sequenz

TMV Ph.D.™-12, Klon 1
TMV Ph.D.™-12, Klon 2
TMV Ph.D.™-12, Klon 3
TMV Ph.D.™-12, Klon 4
TMV Ph.D.™-12 Klon 5
TMV Ph.D.™-12, Klon 6
TMV Ph.D.™-12 Klon 7
TMV Ph.D.™-12 Klon 8
TMV Ph.D.™-12, Klon 9
TMV Ph.D.™-12, Klon 10

DWAQLTQRWYLR
WHPTLNPYMREP
DWAQLTQRWYLR
WHWAPYFPWPVA
DWAQLTQRWYLR
WHWAPYFPWPVA
WHWAPYFPWPVA
HGRHFEFWPTGS
WYPWSTTWAPPA
WHWAPLFSVACC

GATTGGGCGCAGCTGACTCAGCGGTGGTATCTGCGT
TGGCATCCGACTCTTAATCCTTATATGAGGGAGCCG
GATTGGGCGCAGCTGACTCAGCGGTGGTATCTGCGT
TGGCATTGGGCGCCGTATTTTCCGTGGCCTGTTGCT
GATTGGGCGCAGCTGACTCAGCGGTGGTATCTGCGT
TGGCATTGGGCGCCGTATTTTCCGTGGCCTGTTGCT
TGGCATTGGGCGCCGTATTTTCCGTGGCCTGTTGCT
CATGGTCGTCATTTTGAGTTTTGGCCTACTGGTTCT
TGGTATCCTTGGTCGACTACGTGGGCTCCTCCTGCG
TGGCATTGGGCGCCGCTATTTTCCGTGGCCTGTTGCT

Tabelle 8.1-7 Der Uberblick (iber die DNA und Proteinsequenz ausgewahlter Klone im Biopanning 11

Klon Nr.

Proteinsequenz

DNA-Sequenz

PPV Ph.D.™-12, Klon 6
PPV Ph.D.™-12 Klon 7
PPV Ph.D.™-12, Klon 8
PPV Ph.D.™-12, Klon 10
PVY Ph.D.™-7, Klon 4
PVY Ph.D.™-7, Klon 10
PVY Ph.D.™-12, Klon 4
PVY Ph.D.™-12, Klon 5
PVY Ph.D.™-12, Klon 8
TMV Ph.D.™-7, Klon 2
TMV Ph.D.™-7, Klon 3
TMV Ph.D.™-7, Klon 8
TMV Ph.D.™-7, Klon 10
TMV Ph.D.™-12, Klon 5
TMV Ph.D.™-12, Klon 7
TMV Ph.D.™-12, Klon 8
TMV Ph.D.™-7,V
TMV Ph.D.™-7 [X
TMV Ph.D.™-12, XV

TTHLHYRAHLHR
HYKHLHSLHTRT
TTHLHYRAHLHR
TTHLHYRAHLHR
NRWHHLE
ASSICMS
WQFHFGTPIRHT
WQFHFGTPIRHT
HWWQSHSQRYPT
LWGWYGA
LWGWYGA
LWGWYGA
LWGWYGA
WHPTLNPYMREP
WHPTLNPYMREP
WHPTLNPYMREP
LWGWYGA
LWGWYGA
NPHDFSHFPHVR

ACTACGCATCTGCATTATCGTGCTCATCTTCATCGG
CATTATAAGCATTTGCATTCTCTTCATACGCGTACT
ACTACGCATCTGCATTATCGTGCTCATCTTCATCGG
ACTACGCATCTGCATTATCGTGCTCATCTTCATCGG
AATCGGTGGCATCATCTGGAG
GCTAGTAGTATTTGTATGTCG
TGGCAGTTTCATTTTGGGACTCCGATTCGGCATACG
TGGCAGTTTCATTTTGGGACTCCGATTCGGCATACG
CATTGGTGGCAGTCGCATTCGCAGAGGTATCCTACG
TTGTGGGGTTGGTATGGTGCT
TTGTGGGGTTGGTATGGTGCT
TTGTGGGGTTGGTATGGTGCT
TTGTGGGGTTGGTATGGTGCT
TGGCATCCGACTCTTAATCCTTATATGAGGGAGCCG
TGGCATCCGACTCTTAATCCTTATATGAGGGAGCCG
TGGCATCCGACTCTTAATCCTTATATGAGGGAGCCG
TTGTGGGGTTGGTATGGTGCT
TTGTGGGGTTGGTATGGTGCT

AATCCTCATGATTTTTCGCATTTTCCTCATGTGAGG
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Tabelle 8.1-8 PCR-Programme zur Amplifikation der spezifischen M13K07-Peptidphagen

Zusammensetzung K4-Phage M13K07TMV1 M13K07TMVC1 M13K07TMV2
Oligonukleotid 1 1l 3371 1 pl 3489 1 pl 3662 1 ul 3664
Oligonukleotid 2 1l 3372 1 pl 3490 1l 3663 1l 3665

10 x Phusion Flash MM 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl

H2Oidest 7ul 7l 7l 7 ul
Ausgangsplasmid 1ulp2340 1 plp2340 1 ul p2340 1 pl p2340
Programm PCR K4-Phage M13K07TMV1 M13K07TMVC1 M13K07TMV2
1. Primdre Denaturierung  98°C/10s 98°C/10s 98°C/10s 98°C/10s

2. Denaturierung 98°C/5s 98°C/5s 98°C/5s 98°C/5s

3. Primer-Anlagerung 55°C/5s 55°C/5s 55°C/5s 55°C/5s

4. Elongation 72°C/120s 72°C/120s 72°C/120s 72°C/120s
Wiederholung Schritt 2-4 24 x 24 x 24 X 24 x

5. Finale Elongation 72°C/5min 72°C/5min 72°C/5min 72 °C/5min

6. Lagerung 10°C/ w0 10°C/ 10°C/ 10°C /o

Die Oligonukleotide werden als 10 uM Ansatz verwendet, die Plasmide jeweils 1:20 in H2Obpidest

verdunnt eingesetzt. Fir die verschiedenen Oligonukleotide siehe Kapitel 2.1.10, fur die

Plasmide siehe Kapitel 2.1.13. Nach der Phosphorylierung wird das Fragment ligiert und

danach transformiert.
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Tabelle 8.1-9 PCR-Programm 1 zur Amplifikation der spezifischen M13K07-scFv-Phagen mittels Gibson

Assembly

Zusammensetzung 1.  M13K07CbMV_ M13K07CbMV_ M13K07CbMV_  M13K07CbMV_
C9 C10 Al0 C3

Oligonukleotid 1 1 ul 4407 1 ul 4407 1 ul 4407 1 pl 4407

Oligonukleotid 2 1 ul 4408 1 ul 4408 1 ul 4408 1 pl 4408

10 x Phusion Flash MM 10 pl 0l w0l 10l

H2Obidest 7 ul 7ul 7ul 7 ul

Ausgangsplasmid 1 pl p2609 1 pl p2610 1 pl p2611 1l p2612

Programm PCR 1. M13K07CbMV_ M13K07CbMV_ M13K07CbMV_  M13K07CbMV _
C9 C10 Al0 C3

1. Primére Denaturierung 98 °C/10s 98°C/10s 98°C/10s 98°C/10s

2. Denaturierung 98°C/5s 98°C/5s 98°C/5s 98°C/5s

3. Primer-Anlagerung 55°C/5s 55°C/5s 55°C/5s 55°C/5s

4. Elongation 72°C/120s 72°C/120s 72°C/120s 72°C/120s

Wiederholung Schritt 2-4 29 x 29 x 29 x 29 x

5. Finale Elongation 72 °C/5min 72 °C /5 min 72 °C /5 min 72°C/5min

6. Lagerung 10°C/ o 10°C/ 10°C/ o 10°C/

Tabelle 8.1-10 PCR-Programm 2 zur Amplifikation der spezifischen M13K07-scFv-Phagen mittels Gibson

Assembly

Zusammensetzung 2.

Vorbereitung des M13K07-Hintergrunds

Oligonukleotid 1
Oligonukleotid 2

10 x Phusion Flash MM
H2Onigest
Ausgangsplasmid

1 pl 4405
1 pl 4406
20 pl

17 ul

1 pl p2340

Programm PCR 2.

Vorbereitung des M13K07-Hintergrunds

1. Primdre Denaturierung
2. Denaturierung

3. Primer-Anlagerung

4. Elongation
Wiederholung Schritt 2-4
5. Finale Elongation

6. Lagerung

98°C/10s
98°C/5s
55°C/5s
72°C/150s
29 x
72°C/5min
10°C/

Die Oligonukleotide werden als 10 uM

Ansatz verwendet. Fur die verschiedenen

Oligonukleotide siehe Kapitel 2.1.10, fur die Plasmide siehe Kapitel 2.1.13. Die Fragmente

werden mit SureClean gereinigt und danach das Fragment aus der PCR 2 (3 pl) mit jeweils
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einem Fragment aus PCR 1 (7 pul) in einem Gibson-Assembly eingesetzt und danach

transformiert.

8.1.3 Aufbau der scFv-Bibliotheken Tomlinson | und J

pIT2

L P T A A A G L L L L A

Yhol

D Y W C Q G - L v T v s

Salr
(<} s G G G G s T D 1 Q M

link seq new

Xhol  Notl
Sfil/Ncol | Sall
amber
lac RBS pelB linker myc glll
promoter leader tag

R3S

CAGGAAACACGCTATGACCATGATTACCCCAAGCTTGCATCCAAATTCTATTTCAAGCACACACTCATA ATC AAR TAC CTA

M K Y L

Sfir Ncol

TTC CCT ACGS GCA GCC GCT GGA TTC TTA TTA CTC GCG _GCC CACG CCC GCC ATG GCC GAG GTG TTT

A Q P A M A E v F

linker

GAC TAC TGG GCC CAG GGA ACC CTC CGTC ACC GTC _TCG AGC GGT GGA CGGC GGT TCA GGC GGA GGT

s G G G G s G G G

Not1 HIS-tag

CGGC AGC GCGC GCT GGC GGG _TCC ACC GAC ATC CAG ATG ACC CACG CGCGC GCC GCA CAT CAT CAT CAC

T Q A A A H H ). § ) §

myc-tag
CAT CAC GGG GCC GCA GAA CAAR AAR CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTC AAT GGG GCC GCA TAG ACT
H H G A A E O K L I S E E D L N G A a * T

Abbildung 8.1-4 Vektorkarte und Sequenz des pIT2 Vektors

Nach: Human Single Fold scFv Libraries | + J (Tomlinson | + J): manual.
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8.1.4 Aufbau der scFv-Bibliotheken HAL9 und HAL10

Hindlll Notl
Ncol Miul amber ochre

lacZ pr. RBS linker His/Myc
tag
Hindlll Notl

amber ochrel

Ncol Miul

lacZ pr. RBS linker  Myc/His
tag

Abbildung 8.1-5 Vektorkarte der Phagemide pHAL30 und pHAL14

Nach: (Kuegler et al. 2015)
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Fur die Klonierung der scFvs EU589245.1, CMV (Koohapitagtam et al. 2009) und 3_17, PVY
(Xiao et al. 2000) in den pHAL30 Hintergrund wurde die spezifische scFv-Sequenz mit dem
Dienst JCAT (http://www.jcat.de/) einer Codonoptimierung unterzogen, spezifische
Restriktionsschnittstellen fir die spatere Klonierung hinzugeftigt und danach von IDT in der

Form eines gBlocks produziert.

Tabelle 8.1-11 PCR-Programme zur Amplifikation der gBlocks der scFvs EU589245.1 (CMV) und 3_17

(PVY)

Zusammensetzung EU589245.1 (CMV) 317 (PVY)
Oligonukleotid 1 1l 4372 1l 4372
Oligonukleotid 2 1l 4373 1l 4373

10 x Phusion Flash MM 10 pl 10 pl

H2Opigest 7 ul 7 ul
Ausgangsplasmid 1 pl gBlock scFv_CMV (10 ng) 1 pl gBlock scFv 3_17 (10 ng)
Programm PCR EU589245.1 (CMV) 3 17 (PVY)
1. Primdre Denaturierung 98°C/10s 98°C/10s
2. Denaturierung 98°C/5s 98°C/5s

3. Primer-Anlagerung 55°C/5s 55°C/5s

4. Elongation 72°C/20s 72°C/20s
Wiederholung Schritt 2-4 11 x 19 x

5. Finale Elongation 72 °C/5min 72 °C /5 min
6. Lagerung 10°C/ 10°C/ o

Die Oligonukleotide werden als 10 uM Ansatz verwendet, die Plasmide jeweils 1:20 in

H2Onidest Verdiinnt eingesetzt. Flr die verschiedenen Oligonukleotide siehe Kapitel 2.1.10, fur

die Plasmide siehe Kapitel 2.1.13. Vor dem Restriktionsverdau werden die Fragmente mit

BioLine gereinigt. Nach der Phosphorylierung wird das Fragment ligiert und danach

transformiert.

Tabelle 8.1-12 Restriktionsverdau der Fragmente aus Tabelle 8.1-11 und dem Plasmid p2611

Name Spaltung Puffer/Handling

gBlock scFv 3-17  BamHI (10 U) / EcoRlI (10 U) FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
p2611 BamHI (10 U) / EcoRlI (10 U) FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
gBlock scFv_CMV BamHI (10 U) / EcoRI (10 U) FastDigest; 30 Minuten, 37 °C
p2611 BamHI (10 U) / EcoRlI (10 U) FastDigest; 30 Minuten, 37 °C

Nach der Phosphorylierung werden die Hullproteinfragmente in die ge6ffneten p2611 Plasmide

ligiert und danach transformiert.


http://www.jcat.de/
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8.2 Teilsequenzen ausgewahlter Klone

Tabelle 8.2-1 DNA-Sequenz scFv SH1327-A10 in pHAL30, Ncol bis Amber-Stoppcodon

GCCATGGCCCAGGTGCAACTGCAGGAGTCGGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGG
GAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATTCT
CTGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGCTAT
ATCATATGATGGAAGTAATAAATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCA
CCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAGTGAACAGCCCG
AGAGCTGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGATGGACTCTGGCGTCA
CTACAGTGCGAAAACGGGCAACGACTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGG
TCACCGTCTCCTCGGGGAGTGCATCCGCCCCAAAGCTTGAAGAAGGTGAATTTT
CAGAAGCACGCGTAAATTTTATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTCGGAGTCTC
CGGGGAAGACGGTAACCATCTCCTGCACCGGCAGCAGTGGCAGCATTGCCAGC
AACTATGTGCAGTGGTACCAGCAGCGCCCGGGCAGTGCCCCCACCACTGTGAT
CTATGAGGATAACCAAAGACCCTCTGGGGTCCCTGATCGGTTCTCTGGCTCCAT
CGACAGCTCCTCCAACTCTGCCTCCCTCGCCATCTCTGGACTGAAGACTGAGGA
CGAGGCTGACTACTACTGTCAGTCTTATGATAGCAGCAATGTGGTATTCGGCGG
AGGGACCAAGCTGACCGTCCTAGGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCT
GTTCCCACCCTCCTCTGCGGCCGCAGGTTCTGAACAAAAGCTGATCTCAGAAGA
AGATCTATCCCATCATCACCATCATCATTAG
Ncol und Amber-Stoppcodon = unterstrichen; YOL-Epitop in rot,
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Tabelle 8.2-2 DNA-Sequenz scFv SH1327-C3 in pHAL30, Ncol bis Amber-Stoppcodon

GCCATGGCCGAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGG
GAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATGC
TATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTA
TATCATATGATGGAAGTAATAAATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTC
ACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCT
GAGAGCTGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGTGGACTGGGGATACG
GTGCTTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCAGGGAGTG
CATCCGCCCCAAAGCTTGAAGAAGGTGAATTTTCAGAAGCACGCGTACAGTCT
GCCCTGACTCAGCCTGCCTCCGTGTCTGGGTCTCCTGGACAGTCGATCACCATC
TCCTGCACTGGAACCAGCAGTGATGTTGGGAGTTATAACCTTGTCTCCTGGTAC
CAACAGCACCCAGGCAAAGCCCCCAAACTCATGATTTATGAGGGCAGTAAGCG
GCCCTCAGGGGTTTCTAATCGCTTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCAACACGGCCTC
CCTGACCGTCTCTGGGCTCCAGGCTGAAGATGAGGCTGATTATTACTGCAGCTC
ATATGCAGGCAGCAACACTTATGTCTTCGGAACTGGGACCAAGGTCACCGTCCT
AGGTCAGCCCAGGGCCAACCCCACTGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCTCTGCGGC
CGCAGGTTCTGAACAAAAGCTGATCTCAGAAGAAGATCTATCCCATCATCACC
ATCATCATTAG
Ncol und Amber-Stoppcodon = unterstrichen; YOL-Epitop in rot,

Tabelle 8.2-3 DNA-Sequenz scFv SH1327-C9 in pHAL30, Ncol bis Amber-Stoppcodon

GCCATGGCCCAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGGAGGCCTGGTCAAGCCTGG
GGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACATTCAGTAGCTATAG
CATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCATCCA
TTAGTAGTAATAGTAATTACATATTCTACGCAGACTCAGTGAAGGGCCGATTCA
CCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACTCGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGA
GAGCCGAGGACGCGGCTGTGTATTACTGTGCGATTAACGAGAGAGGGCTCTAC
TACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGGAG
TGCATCCGCCCCAAAGCTTGAAGAAGGTGAATTTTCAGAAGCACGCGTACAGT
CTGCCCTGACTCAGCCTGCCTCCGTGTCTGGGTCTCCTGAAGAGTCGATCACCA
TCTCCTGCACTGGAACCAGCAGTGACGTTGGTGCTTATAACTATGTCTCCTGGT
ATCAACATCACCCAGGCAAAGCCCCCCAACTCATGATTTATGGTGTCCGTAATC
GGCCCTCAGGGGTTTCTGATCGCTTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCAACACGGCCT
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CCCTGACCATCTCTGGGCTCCAGGCTGAGGACGAGGCTGATTATTACTGCAGCT
CATATACAAGCAGCAGCACTCTGGTGTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTC
CTAGGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCGCCGTCCTCTGCG
GCCGCAGGTTCTGAACAAAAGCTGATCTCAGAAGAAGATCTATCCCATCATCA
CCATCATCATTAG

Ncol und Amber-Stoppcodon = unterstrichen; YOL-Epitop in rot,

Tabelle 8.2-4 DNA-Sequenz scFv SH1327-C10 in in pHAL30, Ncol bis Amber-Stoppcodon

GCCATGGCCCAGCTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTC
GGGGACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTAGTAA
CTGGTGGAGTTGGGTCCGCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGG
AAATCTATCATAGTGGGAGCACCAACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTC
ACCATATCAGTAGACAAGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTG
ACCGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCCCCAGCGGAAGGGTA
CCAGCTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGGAGTGC
ATCCGCCCCAAAGCTTGAAGAAGGTGAATTTTCAGAAGCACGCGTATCCTATGT
GCTGACACAGCCACCCTCAGCGTCTGGGACCCCCGGGCAGAGGGTCACCATCT
CTTGTTCTGGAAGCAGCTCCAACATCGGAAGTAATACTGTAAACTGGTACCAGC
AGCTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCCTCATCTATAGTAATAATCAGCGGCCCT
CAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAGCCTCCCTGG
CCATCAGTGGGCTCCAGTCTGAGGATGAGGCTGATTATTACTGTGCAGCATGGG
ATGACAGCCTGAATGGTCTGGTGTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTA
GGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCGCCGTCCTCTGCGGCC
GCAGGTTCTGAACAAAAGCTGATCTCAGAAGAAGATCTATCCCATCATCACCAT
CATCATTAG

Ncol und Amber-Stoppcodon = unterstrichen; YOL-Epitop in rot,
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Tabelle 8.2-5 DNA-Sequenz pQE_TMYV als Beispiel fur die Klonierung in pQE_30, 6xHis bis Hindl11

CATCACCATCACCATCACGGATCCATGTCTTATAGTATCACTACTCCATCTCAGT
TCGTGTTCTTGTCATCAGCGTGGGCCGATCCAATAGAGTTAATTAATTTATGTA
CTAATGCCTTAGGAAATCAGTTTCAAACACAACAAGCTCGAACTGTCGTTCAAA
GACAATTCAGTGAGGTGTGGAAACCTTCACCACAAGTAACTGTTAGGTTCCCTG
ACAGTGACTTTAAGGTGTACAGGTACAATGCGGTATTAGACCCGCTAGTCACA
GCACTGTTAGGTGCATTTGACACTAGAAATAGAATAATAGAAGTTGAAAATCA
GGCGAACCCCACGACTGCCGAAACGTTAGATGCTACTCGTAGAGTAGACGACG
CAACGGTGGCCATAAGGAGCGCGATAAATAATTTAATAGTAGAATTGATCAGA
GGAACCGGATCTTACAATCGGAGCTCTTTCGAGAGCTCTTCTGGTTTGGTTTGG
ACCTCTAGTCCTGCAACTTGATGAAAGCTT
6xHis und Hindlll = unterstrichen; TMV-CP = grau unterlegt.

Tabelle 8.2-6 DNA-Sequenz pRSET A_CP_TMYV als Beispiel fur die Klonierung in pRSET A, 6xHis bis
Hindlll

CATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGT
CGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCGATGGGGATCCATGTCTTATAG
TATCACTACTCCATCTCAGTTCGTGTTCTTGTCATCAGCGTGGGCCGATCCAATA
GAGTTAATTAATTTATGTACTAATGCCTTAGGAAATCAGTTTCAAACACAACAA
GCTCGAACTGTCGTTCAAAGACAATTCAGTGAGGTGTGGAAACCTTCACCACA
AGTAACTGTTAGGTTCCCTGACAGTGACTTTAAGGTGTACAGGTACAATGCGGT
ATTAGACCCGCTAGTCACAGCACTGTTAGGTGCATTTGACACTAGAAATAGAAT
AATAGAAGTTGAAAATCAGGCGAACCCCACGACTGCCGAAACGTTAGATGCTA
CTCGTAGAGTAGACGACGCAACGGTGGCCATAAGGAGCGCGATAAATAATTTA
ATAGTAGAATTGATCAGAGGAACCGGATCTTACAATCGGAGCTCTTTCGAGAG
CTCTTCTGGTTTGGTTTGGACCTCTAGTCCTGCAACTTGATGAAAGCTT
6xHis und Hindlll = unterstrichen; TMV-CP = grau unterlegt.
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Tabelle 8.2-7 DNA-Sequenz pHALscFvCMYV inklusive pelB-Leader, pelB-Leader bis Amber-Stoppcodon,
nach der Codon-Optimierung

ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGCTTGCTGCTGCTGGCAGCTCAG
CCGGCCATGGCCCAGGTTAAACTGCAGCAGTCTGGTACCGAAGTTGTTAAACC
GGGTGCTTCTGTTAAACTGTCTTGCAAAGCTTCTGGTTACATCTTCACCTCTTAC
GACATCGACTGGGTTCGTCAGACCCCGGAACAGGGTCTGGAATGGATCGGTTG
GATCTTCCCGGGTGAAGGTTCTACCGAATACAACGAAAAATTCAAAGGTCGTG
CTACCCTGTCTGTTGACAAATCTTCTTCTACCGCTTACATGGAACTGACCCGTCT
GACCTCTGAAGACTCTGCTGTTTACTTCTGCGCTCGTGGTGACTACTACCGTCGT
TACTTCGACCTGTGGGGTCAGGGTACCACCGTTACCGTTTCTTCTTCAGGGAGT
GCATCCGCCCCAAAGCTTGAAGAAGGTGAATTTTCAGAAGCACGCGACATCGA
ACTGACCCAGTCTCCGGCTATCATGTCTGCTTCTCCGGGTGAACGTGTTACCAT
GACCTGCTCTGCTTCTTCTTCTATCCGTTACATCTACTGGTACCAGCAGAAACCG
GGTTCTTCTCCGCGTCTGCTGATCTACGACACCTCTAACGTTGCTCCGGGTGTTC
CGTTCCGTTTCTCTGGTTCTGGTTTCTGGGGTCCGTCTTACTTCCTGACCATCAA
CCGTATGGAAGCTGAAGACGCTGCTACCTACTACTGCCAGGAATGGTCTGGTTA
CCCGTACACCTTCGGTGGTGGTACCAAACTGGAACTGAAACGTGCTGCTGCTCA
TCATCACCATCATCATTAG
pelB-Leader und Amber-Stoppcodon = unterstrichen, YOL-Epitop in rot.
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Tabelle 8.2-8 DNA-Sequenz pHALSscFv17-3A inklusive pelB-Leader, pelB-Leader bis Amber-Stoppcodon,
nach der Codon-Optimierung

ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGCTTGCTGCTGCTGGCAGCTCAG
CCGGCCATGGCCGACGTTCAGCTGCAGGAATCTGGTCCGGGTCTGGTTAAACCG
TCTCAGTCTCTGTCTCTGACCTGCACCGTTACCGGTTACTCTGTTACCTCTGAAT
ACGCTTGGAACTGGATCAGGCAGTTCCCGGGTAACAAACTGGAATGGCTGGGT
TACATCAACTACTCTGGTTCTACCTCTTACAACCCGTCTCTGAAATCTCGTATCT
CTATCACCCGTGACACCTCTAAAAACCAGTTCTTCCTGCAGCTGAACTCTGTTA
CCACCGAAGACACCGCTACCTACTACTGCGCTGACCGTTCTTGGTTCGCTTACT
GGGGTCAGGGTACCCTGGTTACCGTTTCTGCTTCAGGGAGTGCATCCGCCCCAA
AGCTTGAAGAAGGTGAATTTTCAGAAGCACGCGACGTTCTGATGACCCAGACC
CCGCTGTCTCTGACCGTTTCTCTGGGTGACCAGGTTTCTATCTCTTGCCGTTCTT
CTCAGTCTATCGAACACTCTAACGGTAACACCTACCTGGAATGGTACCTGCAGA
AACCGGGTCAGTCTCCGAAACTGCTGATCTACAAAGTTTCTAACCGTTTCTCTG
GTGTTCCGGACCGTTTCTCTGGTTCTGGTTCTGGTACCGACTTCACCCTGAAAAT
CTCTCGTGTTGAAGCTGAAGACCTGGGTGTTTACTACTGCTTCCAGGGTTCTCA
CGTTCCGCCGACCTTCGGTGCTGGTACCAAACTGGAACTGAAACATCATCACCA
TCATCATTAG

pelB-Leader und Amber-Stoppcodon = unterstrichen; YOL-Epitop in rot.
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Tabelle 8.2-9 DNA-Sequenz M13K07CbMV_C10 als Beispiel fur die Klonierung einer scFv-Sequenz aus
pHALZ30 in den M13K07 Hintergrund mit zusatzlichem pelB-Leader, pelB-Leader bis Anfang plllI

ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGCTTGCTGCTGCTGGCAGCTCAG
CCGGCCATGGCCCAGCTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCC
TTCGGGGACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTAG
TAACTGGTGGAGTTGGGTCCGCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTG
GGGAAATCTATCATAGTGGGAGCACCAACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGA
GTCACCATATCAGTAGACAAGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCT
GTGACCGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGCCCCAGCGGAAGG
GTACCAGCTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGGA
GTGCATCCGCCCCAAAGCTTGAAGAAGGTGAATTTTCAGAAGCACGCGTATCCT
ATGTGCTGACACAGCCACCCTCAGCGTCTGGGACCCCCGGGCAGAGGGTCACC
ATCTCTTGTTCTGGAAGCAGCTCCAACATCGGAAGTAATACTGTAAACTGGTAC
CAGCAGCTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCCTCATCTATAGTAATAATCAGCG
GCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAGCCTC
CCTGGCCATCAGTGGGCTCCAGTCTGAGGATGAGGCTGATTATTACTGTGCAGC
ATGGGATGACAGCCTGAATGGTCTGGTGTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCG
TCCTAGGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCGCCGTCCTCTG
CGGCCGCAGGTTCTGAACAAAAGCTGATCTCAGAAGAAGATCTATCCCATCAT
CACCATCATCATTAGGGATCCAAAGATATCAGAGCTGAAACTGTTGAA
pelB-Leader und Anfang plll = unterstrichen; scFv bis Amberstoppcodon = grau unterlegt;
YOL-Epitop in rot.
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8.3 ELISA Rohdaten

Tabelle 8.3-1 ELISA Rohdaten zu den Abbildungen 3.1-4/3.1-5/3.2-2 und 3.2-4

Abbildung 3.1-4 Infizierte Pflanze Gesunde Pflanze

CMV PV-0506 4,08 4,622 0,134 0,139
PPV Bul PV-0212 3,536 4,166 0,13 0,099
PVY N605 4,412 4,328 0,123 0,185
TSWV (12) 1,307 1,282 0,102 0,103
Abbildung 3.1-5 Infizierte Pflanze Gesunde Pflanze

TMV Vulgare PV-0107 2,201 2,114 0,102 0,109
CbmMmV 0,6224 0,5777 0,0897 0,1125
Abbildung 3.2-2 Spezifischer AK Negativkontrolle
TMV_CP 0,266 0,331 0,171 0,14
CMV_CP 0,956 0,946 0,109 0,101
PPV_CP 1,042 1,047 0,077 0,081
TSWV_CP 0,255 0,21 0,102 0,109
Abbildung 3.2-4 Spezifischer AK Negativkontrolle

TMV CP 0,1225 0,1324 0,0669 0,0689
CMV CP 1,007 1,1254 0,0663 0,0718
PVY CP 5,3174 5,2594 0,0838 0,0963

Tabelle 8.3-2 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.4-1 Aund B

Abbildung 3.4-1 A Phagen (10er Mix)

CMV-CP (50 pg/ml) 1,041 1,031
CMV infiziertes Pflanzenmaterial 0,86 0,885
Negativkontrolle ohne CMV 0,853 0,912
Abbildung 3.4-1B Phagen (10er Mix)

CMV-CP (50 pg/ml) 1 1,013
Negativkontrolle ohne CMV 1,026 1,011

Tabelle 8.3-3 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.4-2

Abbildung 3.4-2 Ph.D.™-12 Phagen (12er Mix) Ph.D.™-C7C Phagen (12er Mix)
TMV Ohio V (100 pg/ml) 0,319 0,514 0,099 0,128
Negativkontrolle ohne TMV 0,201 0,431 0,24 0,227

Tabelle 8.3-4 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.4-3 A und B

Abbildung 3.4-3 A K4 Phage

Streptavidin (100 pg/ml) 0,271 0,236

Negativkontrolle 0,305 0,197

Abbildung 3.4-3 B K4 Phage M13KO07 (Kontrollphage)
Streptavidin (100 pg/ml) 1,146 1,212 0,063 0,065

Negativkontrolle 0,049 0,085 0,05 0,048
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Tabelle 8.3-5 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.4-4

Abbildung 3.4-4 Phagensuspension aus Phage 1/3/5 M13KO07 (Kontrollphage)
TMV Ohio V (100 pg/ml) 0,99 0,981 0,985 0,063 0,074 0,068
Negativkontrolle 0,113 0,118 0,135 0,09 0,079 0,103

Tabelle 8.3-6 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.4-5

Abbildung 3.4-5 Phagensuspension aus Phage 1/3/5

TMV Ohio V (100 pg/ml) 1,363 1,361 1,364
TMV Ohio V infiziertes Pflanzenmaterial 1,26 1,265 1,275
Gesundes Pflanzenmaterial 1,258 1,261 1,266
Negativkontrolle 0,054 0,045 0,03

Tabelle 8.3-7 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.4-6

Abbildung 3.4-6 CP (50 pg/ml) Negativkontrolle CP (50 pg/ml) Negativkontrolle
PPV 7,1 0,085 0,067 PVY 7,2 0,166 0,065
PPV 7,2 0,091 0,07 PVY 7,3 0,162 0,071
PPV 7,3 0,081 0,072 PVY 7,4 0,619 0,065
PPV 7,4 0,094 0,068 PVY 7,5 0,24 0,079
PPV 7,5 0,168 0,091 PVY 7,6 0,311 0,076
PPV 7,6 0,194 0,094 PVY 7,7 0,433 0,076
PPV 7,7 0,083 0,093 PVY 7,8 0,253 0,074
PPV 7,8 0,119 0,087 PVY 7,9 0,242 0,088
PPV 7,9 0,109 0,092 PVY 7,10 0,456 0,094
PPV 7,10 0,097 0,108 PVY 12,1 0,591 0,064
PPV 12,1 0,083 0,055 PVY 12,2 0,456 0,067
PPV 12,2 0,092 0,062 PVY 12,3 0,439 0,067
PPV 12,3 0,096 0,053 PVY 12,4 0,612 0,062
PPV 12,4 0,079 0,055 PVY 12,5 0,701 0,067
PPV 12,5 0,133 0,061 PVY 12,6 0,096 0,061
PPV 12,6 0,968 0,072 PVY 12,7 0,349 0,059
PPV 12,7 0,597 0,06 PVY 12,8 1 0,088
PPV 12,8 0,722 0,066 PVY 12,9 0,337 0,093
PPV 12,9 0,132 0,072 PVY 12,10 0,293 0,074
PPV 12,10 0,417 0,071 TMV 12,5 1,275 0,105

PVY 7,1 0,183 0,064
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Tabelle 8.3-8 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.4-7

Abbildung 3.4-7  CP (50 pg/ml) Negativkontrolle CP (50 pg/ml) Negativkontrolle
T™MV 7,1 0,11 0,054 TSWV 7,2 0,125 0,045
T™MV 7,2 1,32 0 TSWV 7,3 0,215 0,055
T™MV 7,3 1,34 0 TSWV 7,4 0,072 0,051
TMV 7,4 0,13 0,062 TSWV 7,5 0,145 0,062
TMV 7,5 0,12 0,055 TSWV 7,6 0,121 0,056
TMV 7,6 0,13 0 TSWV 7,7 0,116 0,064
TMV 7,7 0,14 0,073 TSWV 7,8 0,075 0,065
T™MV 7,8 1,26 0,074 TSWV 7,9 0,061 0,055
TMV 7,9 0,12 0,073 TSWV 7, 10 0,136 0,057
TMV 7,10 1,25 0,087 TSWV 12,1 0,474 0,057
TMV 12,1 0,119 0,046 TSWV 12,2 0,462 0,051
TMV 12, 2 0,197 0,071 TSWV 12,3 0 0
TMV 12,3 0,157 0 TSWV 12,4 0,562 0,065
TMV 12,4 0,404 0,054 TSWV 12,5 0,336 0,06
TMV 12,5 0,558 0,058 TSWV 12, 6 0,472 0,068
TMV 12,6 0,354 0,076 TSWV 12,7 0,4 0
T™MV 12,7 0,456 0,074 TSWV 12, 8 0,084 0,055
TMV 12,8 0,531 0,063 TSWV 12,9 0,416 0,071
T™MV 12,9 0,128 0,067 TSWV 12,10 0,234 0,071
TMV 12, 10 0,253 0,073

TSWV 7,1 0,083 0,051

Tabelle 8.3-9 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.4-8

Abbildung 3.4-8 TMYV Ohio V Negativkontrolle TMYV Ohio V Negativkontrolle
(50 pg/ml) (50 pg/ml)
T™MV 12, 1 0,591 0,059 T™MV 7,1 0 0,05
T™MV 12, 11 0,352 0,055 T™MV 7, 11 0 0,049
T™MV 12, 111 0,465 0,05 T™MV 7, I 0,054 0,052
T™MV 12, IV 0,317 0,051 TMV 7, IV 0,061 0,179
TMV 12,V 0,83 0,051 T™MV 7,V 0,399 0,092
TMV 12, VI 0,997 0,053 TMV 7, VI 0 0
T™MV 12, VII 1 0,051 TMV 7, VII 0,055 0,049
TMV 12, VIII 1 0,055 T™MV 7, VI 0,053 0,158
TMV 12, IX 0,349 0,099 TMV 7, IX 0 0,079
TMV 12, X 0,272 0,055 TMV 7, X 0,03 0,031
TMV 12, X1 0,449 0,056 TMV 7, XI 0 0,049
T™MV 12, X1l 1 0,057 TMV 7, XII 0 0,054
TMV 12, X1 0,44 0,052 T™MV 7, X1l 0,055 0,058
T™MV 12, XIV 0,214 0,053
TMV 12, XV 1 0,058

TMV 12, XVI 0,399 0,057
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Tabelle 8.3-10 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.4-9

Abbildung 3.4-9  Nicotiana Chenopodium  Nicotiana tabacum Lactuca Phaseolus Kontrolle
benthamiana  quinoa var. Xanthi sativa vulgaris

M13K07 TMVC1 1,47 1,37 1,56 1,50 0,32 0,07

M13K07 TMV2 0,83 0,34 0,51 0,07 0,08 0,06

M13K07 0,07 0,24 0,08 0,07 0,07 0,06

Tabelle 8.3-11 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.4-10

Abbildung 3.4-10  Streptavidin (83 ug/ml)  Gesundes Pflanzenmaterial ~Gesundes Pflanzenmaterial +
Streptavidin (83 pg/ml)
K4-Phage 0,3844 0,52 0,056 0,0571 0,0568 0,0577

Tabelle 8.3-12 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.4-11

Abbildung 3.4-11 TMYV Ohio V aufgereinigt TMV Vulgare aufgereinigt ~ Gesunde Pflanze aufgereinigt
M13K07 TMVC1 1,222 1,216 1,386 1,369 1,051 1,021
TMV Ph.D.™-12, VI 0,063 0,062 0,055 0,055 0,05 0,053
TMV Ph.D.™-12 XV 0,516 0,545 0,425 0,452 0,19 0,194

Tabelle 8.3-13 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.5.1

Abbildung 3.5-1  TMV Ohio V TMYV CP Vulgare Gesundes Blockkontrolle
(100 pg/ml) (50 pg/ml) Pflanzenmaterial
TMV_OhioV_1_i 0,0832 0,062 0,06 0,05
TMV_OhioV_2_i 0,089 0,059 0,06 0,06
TMV_OhioV_3_i 0,0847 0,0609 0,06 0,07
TMV_OhioV_4_i 0,094 0,062 0,06 0,07
TMV_OhioV_5_i 0,08 0,0641 0,06 0,06
TMV_OhioV_6_i 0,094 0,062 0,05 0,06
TMV_OhioV_7_i 0,08 0,0581 0,05 0,05
TMV_CP_11J 0,1 0,6081 0,07 0,05
TMV_CP_2 J 0,1 0,0951 0,06 0,05

TMV_CP 3 J 0,098 0,2235 0,08 0,06
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Tabelle 8.3-14 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.5.2

Abbildung 3.5-2 TMYV Ohio V (100 pg/ml)  TMV CP Vulgare (50 pg/ml)  Gesundes Pflanzenmaterial
TMV_Ohio V_1_J 0,13 0,089
TMV_OhioV_2_J 0,23 0,09
TMV_Ohio V_3 J 0,2 0,08
TMV_Ohio V_4 J 0,34 0,12
TMV_Ohio V_5_J 0,133 0,06
TMV_Ohio V_6_J 0,132 0,06
TMV_Ohio V_7_J 0,133 0,07
TMV_Ohio V_8_J 0,126 0,07
TMV_Ohio V_9_J 0,152 0,07
TMV_Ohio V_10_J 0,155 0,14
TMV_CP_4_] 0,3 0,23
TMV_CP 5J 0,21 0,1
TMV_CP_6_J 0,1 0,11
TMV_CP_1_i 0,12 0,06
TMV_CP_2_i 0,1 0,06
TMV_CP_3_i 0,1 0,07
TMV_CP_4_i 0,09 0,06
TMV_CP 5 i 0,11 0,07
TMV_CP_6_i 0,14 0,06
TMV_CP 7 i 0,11 0,08

Tabelle 8.3-15 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.5.3

Abbildung 3.5-3 TMYV Ohio V (100 pg/ml) TMV CP Vulgare (50 pg/ml) Gesundes Pflanzenmaterial

TMV_CP_1J 1,19 1,2 0,19 0,18
TMV_CP 5] 0,6085 0,6057 0,5027 0,5157
TMV_CP_1 i 0,0766 0,0763 0,0893 0,0637
TMV_CP 5 i 0,0616 0,0575 0,0637 0,053
TMV_CP_6_i 0,0673 0,0894 0,0853 0,0855
TMV OhioV_1.J  0,1109 0,1026 0,0673 0,0564
TMV OhioV 2.J  0,1051 0,101 0,1159 0,1155
TMV OhioV 4] 01216 0,139 0,3392 0,3511

Tabelle 8.3-16 ELISA Rohdaten zur Abbildung 3.5.4

Abbildung 3.5-4  TMV_CP Vulgare (50 ug/ml)  Aufgereiningtes TMV Vulgare Gesundes Pflanzenmaterial
TMV_CP_1J 0,2954 0,3115 0,1388 0,1237 0,1388 0,1237
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Tabelle 8.3-17 ELISA Rohdaten zu den Abbildungen 3.6-1 — 3.6-3

Capture Ak + Capture Ak + Capture Ak + Capture Ak+ Capture Ak + Capture Ak +

PPV (PV-0212) nicht PVY (N605) nicht CMV (PV-0506) nichtinfiziertes P.
infiziertes P. infiziertes P. infiziertes P. Infiziertes P.  infiziertes P.

Al 0,05 0,05 0,03 0,034 0,04 0,042
A2 0,048 0 0,035 0,034 0,482 0,495
A3 0,046 0,049 0,034 0,03 0,023 0,023
Ad 0,045 0,047 0,031 0,032 0,022 0,021
A5 0,046 0,048 0,033 0,032 0,02 0,021
A6 0,04 0,044 0,032 0,03 0,024 0,025
A7 0,128 0,146 0,026 0,043 0,012 0,017
A8 0,041 0,043 0,03 0,036 0,02 0,024
A9 0,036 0,039 0,06 0,031 0,013 0,016
A10 0,042 0,041 0,028 0,027 0,053 0,079
All 0,04 0,031 0,025 0,026 0,012 0,017
Al12 0,039 0,033 0,026 0,029 0,009 0,015
B1 0,074 0,084 0,051 0,046 0,024 0,024
B2 0,047 0,043 0,037 0,039 0,022 0,024
B3 0,092 0,087 0,033 0,032 0,024 0,027
B4 0,043 0,042 0,035 0,033 0,023 0,03

B5 0,233 0,159 0,034 0,033 0,022 0,026
B6 0,071 0,078 0,034 0,033 0,041 0,072
B7 0,042 0,04 0,033 0,039 0,022 0,022
B8 0,059 0,059 0,032 0,041 0,025 0,025
B9 0,04 0,038 0,054 0,027 0,017 0,02

B10 0,042 0,04 0,029 0,031 0,017 0,019
B11 0,041 0,036 0,028 0,026 0,028 0,026
B12 0,038 0,032 0,028 0,032 0,064 0,103
C1 0,049 0,043 0,075 0,034 0,023 0,02

c2 0,073 0,058 0,034 0,038 0,066 0,075
C3 0,048 0,049 0,034 0,011 0,02 0,02

C4 0,047 0,048 0,035 0,034 0,024 0,026
C5 0,195 0,151 0,033 0,031 0,022 0,023
C6 0,044 0,045 0,041 0,039 0,022 0,024
C7 0,042 0,041 0,028 0,037 0,021 0,019
C8 0,045 0,045 0,029 0,038 0,022 0,02

C9 0,049 0,046 0,052 0,033 0,021 0,019
C10 0,043 0,039 0,03 0,03 0,017 0,014
Cil1 0,048 0,044 0,027 0,022 0,029 0,04

C12 0,037 0,03 0,027 0,028 0,009 0,007
D1 0,046 0,047 0,035 0,034 0,028 0,032
D2 0,112 0,085 0,04 0,039 0,023 0,025
D3 0,046 0,049 0,036 0,034 0,024 0,028
D4 0,054 0,052 0,034 0,033 0,035 0,045

D5 0,052 0,051 0,034 0,033 0,022 0,023
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D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
E1
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
E11
E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2

0,08

0,047
0,05

0,057
0,047
0,048
0,042
0,045
0,062
0,07

0,072
0,049
0,046
0,045
0,043
0,044
0,044
0,139
0,044
0,044
0,049
0,055
0,046
0,044
0,053
0,053
0,106
0,043
0,038
0,043
0,038
0,047
0,069
0,053
0,132
0,046
0,056
0,046
0,082
0,049
0,047
0,323
0,036
0,061
0,07

0,078
0,047
0,048
0,051
0,039
0,042
0,036
0,041
0,037
0,056
0,059
0,05

0,048
0,043
0,045
0,043
0,043
0,143
0,039
0,046
0,051
0,056
0,053
0,054
0,062
0,05

0,16

0,046
0,041
0,043
0,038
0,041
0,057
0,053
0,153
0,054
0,062
0,05

0,093
0,047
0,043
0,235
0,029
0,04

0,046

0,038
0,029
0,035
0,057
0,03

0,036
0,028
0,037
0,049
0,035
0,037
0,036
0,04

0,03

0,034
0,05

0,032
0,029
0,085
0,038
0,036
0,035
0,036
0,037
0,038
0,03

0,036
0,057
0,03

0,034
0,041
0,036
0,041
0,036
0,038
0,034
0,034
0,032
0,056
0,058
0,034
0,029
0,029
0,032
0,034

0,036
0,043
0,043
0,033
0,029
0,03

0,03

0,032
0,044
0,004
0,034
0,034
0,035
0,039
0,039
0,032
0,027
0,027
0,033
0,033
0,034
0,028
0,035
0,033
0,035
0,03

0,031
0,031
0,03

0,026
0,041
0,035
0,041
0,03

0,037
0,034
0,034
0,047
0,039
0,032
0,026
0,023
0,025
0,035
0,033

0,021
0,019
0,025
0,023
0,018
0,015
0,012
0,023
0,064
0,022
0,15

0,019
0,022
0,017
0,021
0,019
0,02

0,016
0,055
0,042
0,018
0,019
0,021
0,019
0,024
0,018
0,025
0,018
0,017
0,014
0,019
0,024
0,026
0,023
0,049
0,022
0,024
0,016
0,025
0,042
0,017
0,012
0,011
0,028
0,019

0,02

0,018
0,02

0,018
0,015
0,013
0,012
0,02

0,071
0,022
0,229
0,019
0,022
0,017
0,019
0,015
0,016
0,013
0,078
0,045
0,018
0,02

0,02

0,019
0,023
0,015
0,031
0,019
0,015
0,013
0,021
0,021
0,023
0,02

0,067
0,024
0,022
0,017
0,023
0,056
0,014
0,009
0,009
0,026
0,018
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H3 0,072 0,042 0,034 -0,012 0,02 0,02

H4 0,069 0,044 0,035 0,035 0,019 0,021
H5 0,084 0,054 0,034 0,035 0,019 0,021
H6 0,075 0,049 0,036 0,037 0,02 0,021
H7 0,054 0,039 0,021 0,038 0,016 0,016
H8 0,057 0,041 0,037 0,034 0,03 0,02

H9 1575 151 1,435 1,07 1,071 1,559
H10 0,065 0,042 0,031 0,024 0,02 0,014
H11 0,094 0,064 0,031 0,025 0,015 0,012
H12 1,397 1,379 1,632 1,219 1,544 1,549

P. = Pflanzenmaterial

Tabelle 8.3-18 ELISA Rohdaten zu den Abbildungen 3.6-4 — 3.6-6

Capture Ak + Capture Ak + Capture Ak + Capture Ak + Capture Ak + Capture Ak +

TMV (PV-0107) nicht TSWV (12) nicht CbMV nicht

infiziertes P. infiziertes P. infiziertes P. infiziertes P. infiziertes P. infiziertes P.
Al 0,02 0 0,027 0,026 0,158 0,025
A2 0,20 0,162 0,025 0,025 0,024 0,022
A3 0,02 0,02 0,026 0,023 0,139 0,099
A4 0,02 0,028 0,026 0,026 0,036 0,024
A5 0,019 0,026 0,026 0,027 0,163 0,031
A6 0,04 0,033 0,034 0,037 0,159 0,039
A7 0,014 0,02 0,017 0,019 0,026 0,018
A8 0,019 0,025 0,022 0,022 0,027 0,019
A9 0,018 0,017 0,017 0,018 0,067 0,017
Al10 0,277 0,268 0,066 0,075 0,484 0,017
All 0,013 0,014 0,067 0,064 0,015 0,013
Al2 0,01 0,012 0,011 0,013 0,011 0,011
Bl 0,025 0,024 0,031 0,025 0,021 0,021
B2 0,025 0,023 0,026 0,021 0,272 0,289
B3 0,025 0,028 0,029 0,028 0,085 0,068
B4 0,047 0,039 0,026 0,024 0,092 0,071
B5 0,062 0,056 0,029 0,028 0,159 0,121
B6 0,058 0,055 0,042 0,053 0,142 0,035
B7 0,02 0,021 0,037 0,039 0,13 0,075
B8 0,023 0,023 0,023 0,023 0,045 0,021
B9 0,017 0,021 0,022 0,023 0,047 0,041
B10 0,716 0,633 0,018 0,02 0,016 0,015
B11 0,056 0,058 0,741 0,711 0,126 0,03
B12 0,011 0,013 0,065 0,061 0,137 0,025
C1 0,022 0,025 0,027 0,025 0,394 0,467
C2 0,023 0,028 0,028 0,023 0,115 0,026
C3 0,02 0,023 0,027 0,023 0,486 0,023

C4 0,024 0,027 0,896 0,721 0,451 0,44
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C5
6
c7
c8
c9
C10
c11
c12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
E1
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
E11
E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
Gl

0,022
0,022
0,02

0,022
0,066
0,451
0,048
0,03

0,025
0,023
0,022
0,023
111

0,023
0,022
0,022
0,028
0,019
0,038
0,012
0,023
0,023
0,024
0,024
0,03

1,893
0,018
0,026
0,021
0,02

0,019
0,57

1,111
0,024
0,039
0,023
0,022
0,135
0,019
0,057
0,022
0,026
0,035
0,015
0,024

0,028
0,03

0,026
0,025
0,05

0,352
0,039
0,028
0,025
0,026
0,029
0,028
1,086
0,024
0,024
0,027
0,031
0,023
0,035
0,01

0,024
0,023
0,026
0,027
0,031
1,834
0,019
0,024
0,017
0,018
0,016
0,525

0,025
0,038
0,027
0,027
0,092
0,018
0,051
0,026
0,027
0,032
0,012
0,027

0,025
0,026
0,751
0,034
0,024
0,017
0,024
0,012
0,07

0,025
0,023
0,027
0,072
0,027
0,023
0,04

0,021
0,77

0,051
0,28

0,853
0,029
0,025
0,023
0,024
0,05

0,018
0,023
0,033
0,41

0,028
0,015
0,025
0,022
0,022
0,158
0,027
0,034
0,02

0,79

0,125
0,018
0,018
0,033
0,027

0,023
0,025
0,836
0,022
0,022
0,017
0,028
0,013
0,065
0,026
0,026
0,025
0,071
0,025
0,027
0,044
0,022
0,807
0,058
0,242
0,909
0,026
0,029
0,027
0,027
0,058
0,022
0,023
0,031
0,277
0,031
0,014
0,026
0,025
0,027
0,129
0,032
0,037
0,024
0,84

0,133
0,015
0,018
0,033
0,025

0,113
0,149
0,07
0,098
0,264
0,251
0,183
0,123
0,382
0,117
0,021
0,157
0,115
0,112
0,106
0,022
0,079
0,403
0,08
0,444
01
0,026
0,025
0,132
0,307
0,126
0,026
0,122
0,031
0,115
0,381
0,125
0,022
0,131
0,107
0,125
0,173
0,495
0,261
0,121
0,029
0,113
0,04
0,087
0,06

0,032
0,031
0,053
0,063
0,019
0,02

0,167
0,105
0,024
0,024
0,02

0,025
0,027
0,089
0,029
0,02

0,03

0,265
0,08

0,653
0,027
0,025
0,024
0,061
0,024
0,035
0,019
0,107
0,017
0,021
0,12

0,087
0,026
0,032
0,032
0,036
0,134
0,023
0,283
0,035
0,019
0,021
0,04

0,126
0,026
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G2 0,022 0,03 0,222 0,294 0,086 0,032
G3 0,023 0,029 0,023 0,032 0,115 0,103
G4 0,024 0,028 0,294 0,408 0,112 0,035
G5 0,026 0,024 0,029 0,03 0,181 0,028
G6 0,023 0,026 0,088 0,095 0,17 0,126
G7 0,018 0,019 0,028 0,035 0,132 0,026
G8 0,034 0,031 0,023 0,027 0,151 0,03
G9 0,017 0,018 0,018 0,022 0,14 0,126
G10 0,015 0,017 0,03 0,032 0,042 0,021
G11 0,015 0,015 0,054 0,052 0,089 0,069
Gl12 0,012 0,006 0,011 0,009 0,129 0,053
H1 0,031 0,03 0,066 0,04 0,101 0,03
H2 0,021 0,022 0,024 0,023 0,117 0,093
H3 0,021 0,024 0,025 0,024 0,022 0,023
H4 1,592 15 0,893 0,821 0,028 0,029
H5 0,022 0,027 0,026 0,026 0,031 0,034
H6 0,024 0,025 0,025 0,029 0,026 0,022
H7 0,019 0,019 0,027 0,03 0,048 0,041
H8 0,027 0,027 0,022 0,024 0,115 0,314
H9 1,539 1,421 1,755 1,629 1,476 1,462
H10 0,018 0,017 0,018 0,012 0,131 0,031
H11 0,017 0,013 0,138 0,169 0,047 0,043
H12 1,667 1,617 1,734 1,617 1,627 1,462

P.=Pflanzenmaterial

Tabelle 8.3-19 ELISA Rohdaten zu den Abbildungen 3.6-7 und 3.6-8

Capture Ak + Capture Ak + Capture Ak + Capture Ak +
TMYV (PV-0107) nicht infiziertes P. PVY (N605) nicht infiziertes P.
infiziertes P. infiziertes P.

Al 0,008 0,007 0,02 0,043

A2 0,008 0,007 0,017 0,027

A3 0,008 0,008 0,023 0,031

Ad 0,009 0,01 0,022 0,03

A5 0,799 0,798 0,872 0,805

A6 0,435 0,434 0,026 0,028

A7 0,006 0,003 0,192 0,236

A8 0,009 0,007 0,022 0,025

A9 0,006 0,003 0,913 0,714

Al10 0,004 0,002 0,014 0,021

All 0,003 0,001 0,015 0,027

Al2 0,003 -0,001 0,004 0,015

B1 0,011 0,01 0,021 0,027

B2 0,01 0,009 0,016 0,029

B3 0,42 0,42 0,025 0,027
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B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
C1
c2
C3
C4
C5
C6
c7
C8
C9
C10
C11
C12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
El
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
Ell
E12

0,008
0,012
0,228
0,005
0,007
0,008
0,22

0,004
0,001
0,012
0,007
0,009
0,48

0,507
0,009
0,006
0,007
0,009
0,346
0,373
0,001
0,838
0,007
0,392
0,008
0,01

0,009
0,015
0,49

0,361
0,341
0,005
0,002
0,009
0,008
0,872
0,16

0,008
0,031
0,007
0,153
0,006
0,318
0,063
0,164

0,008
0,012
0,227
0,004
0,006
0,007
0,218
0,003
-0,004
0,011
0,005
0,009
0,479
0,508
0,008
0,005
0,006
0,006
0,346
0,371
-0,005
0,836
0,005
0,392
0,008
0,01
0,008
0,014
0,488
0,358
0,338
0,001
-0,004
0,009
0,007
0,873
0,16
0,007
0,03
0,004
0,152
0,003
0,316
0,06
0,16

0,017
0,022
0,144
0,018
0,2
0,015
0,016
0,017
0,001
0,022
0,017
0,02
0,421
0,048
0,019
0,026
0,33
0,022
0,015
0,485
-0,003
0,025
0,018
0,896
0,048
0,024
0,022
0,019
0,021
0,012
0,012
0,013
0,809
0,869
0,021
0,207
0,022
0,022
0,028
0,019
0,02

0,337
0,439

0,024
0,032
0,166
0,03

0,196
0,023
0,023
0,021
0,017
0,026
0,027
0,035
0,396
0,064
0,035
0,034
0,313
0,024
0,023
0,394
0,009
0,028
0,026
0,677
0,068
0,034
0,028
0,028
0,028
0,018
0,019
0,02

0,758
0,791
0,027
0,131
0,032
0,032
0,034
0,026
0,024
0,822
0,292
0,41

0,013
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F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
H5
H6é
H7
H8
H9
H10
H11
H12

0,008
0,008
0,008
0,171
0,009
0,384
0,004
0,802
0,008
0,005
0,005
0,002
0,008
0,006
0,008
0,338
0,368
0,005
0,005
0,007
0,005
0,379
0,001
-0,003
0,586
0,007
0,006
0,008
0,109
0,005
0,006
0,455
0,864
0,002
0
0,26

0,007
0,007
0,007
0,172
0,008
0,385
0,003
0,8
0,006
0,003
0,002
-0,003
0,006
0,005
0,007
0,34
0,37
0,003
0,002
0,005

0,374
-0,004
-0,01
0,587
0,007
0,006
0,008
0,11
0,003
0,003
0,453
0,863

-0,002
0,265

0,024
0,486
0,252
0,021
0,432
0,209
0,168
0,012
0,032
0,014
0,01

0,006
0,022
0,018
0,021
0,012
0,867
0,407
0,015
0,013
0,013
0,011
0,013

0,445
0,021
0,024
0,016
0,022
0,023
0,407
0,012
0,856
0,334
0,015
0,656

0,028
0,372
0,322
0,028
0,23

0,199
0,174
0,029
0,049
0,019
0,019
0,013
0,029
0,024
0,029
0,027
0,738
0,372
0,021
0,024
0,016
0,019
0,013
0,012
0,515
0,023
0,025
0,032
0,031
0,03

0,248
0,023
0,901
0,366
0,019
0,935

P.=Pflanzenmaterial
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Tabelle 8.3-20 ELISA Rohdaten zu der Abbildung 3.6-9
Abbildung 3.6-9 CbMV "Capture AK" CbMYV "Capture AK" Blockkontrolle
+ infiziertes Pflanzenmaterial + gesundes Pflanzenmaterial
SH1327-A10 1,7218 1,743 0,0947 0,1018 0,0936 0,0736
SH1327-C3 1,6659 1,605 0,0802 0,1029 0,1129 0,0892
SH1327-C9 1,7442 1,7938 0,1072 0,1071 0,1055 0,0792
SH1327-C10 1,363 1,3839 0,0754 0,0896 0,0926 0,0998
Tabelle 8.3-21 ELISA Rohdaten zu der Abbildung 3.6-10
Abbildung 3.6-10 CbMV "Capture AK" CbMV "Capture AK" Infiziertes Gesundes
+ infiziertes + gesundes Pflanzenmaterial Pflanzenmaterial
Pflanzenmaterial Pflanzenmaterial
SH1327-A10 1,8975 1,8886 0,0686 0,0547 0,055 0,0492 0,041 0,0631
SH1327-C3 1,8942 1,8762 0,0574 0,0525 0,0535 0,0536 0,0487 0,0508
SH1327-C10 1,7692 1,7321 0,048 0,0465 0,0506 0,0479 0,0467 0,0478
SH1327-C9 1,8883 1,8999 0,0557 0,0594 0,0462 0,0513 0,0502 0,0559
Tabelle 8.3-22 ELISA Rohdaten zu der Abbildung 3.6-11
Abbildung 3.6-11 CbMV "Capture AK"™ + infiziertes CbMV  "Capture @ AK" +  gesundes
Pflanzenmaterial Pflanzenmaterial
SH1327-A10 1,554 1,6643 0,065 0,059
SH1327-C3 1,49 1,556 0,065 0,063
SH1327-C9 1,486 1,471 0,078 0,066
M13K07-A10 0,9774 1,0932 0,0598 0,0816
M13K07-C3 0,7 0,75 0,07 0,072
M13K07-C9 1,17 1,3 0,058 0,08
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Tabelle 8.3-23 ELISA Rohdaten zu der Abbildung 3.6-12

Abbildung CbMV AK + Pflanze CbMV AK+Pflanze(ge.) CbMV AK + Pflanze CbMV AK +Pflanze(ge.) CbMV AK + Pflanze (inf.) CbMV AK + Pflanze (ge.)
3.6-12 (inf.) Probe 1:30 Probe 1:30 (inf.) Probe 1:60 Probe 1:60 Probe 1:120 Probe 1:120

SH1327-C3  1,5678 11,4902 1501 0,0636 0,066 0,0665 1,3792 11,3401 11,3386 0,046 0,0774 0,0754 11,3009 1,1133 1,0143 0,0801 0,0829 0,0829
10 cfu

SH1327-C3  0,3663 0,4195 10,6401 0,0641 0,0627 0,0617 0,2653 0,2399 0,4197 0,066 0,0617 0,0661 0,176 0,2488 0,2119 0,0681 0,0612 0,0607
10° cfu

SH1327-C3 0,143  0,1157 10,1219 0,0673 0,0636 0,0665 0,1014 0,1066 0,0998 0,0652 0,065 0,0713 0,0664 0,0692 0,0663 0,0665 0,0712 0,0497
108 cfu

Tabelle 8.3-24 ELISA Rohdaten zu der Abbildung 3.6-13

Abbildung CbMV AK + Pflanze CbMV AK +Pflanze(ge.) CbMV AK + Pflanze CbMV AK +Pflanze(ge.) CbMV AK + Pflanze (inf) CbMV AK + Pflanze (ge.)
3.6-13 (inf.) Probe 1:30 Probe 1:30 (inf.) Probe 1:60 Probe 1:60 Probe 1:120 Probe 1:120

SH1327-C9 15668 15784 15434 0,0755 0,0881 0,0797 1,3069 1,3091 1,361 0,072 0,0754 0,0779 11,0942 11555 1,2296 0,0796 0,0748 0,0723
1010 cfu

SH1327-C9  0,9268 10,9209 1,0223 0,0645 0,0701 0,0573 0,6611 0,7336 0,7919 0,0706 0,0657 0,064 0,2605 0,3037 0,4027 0,0444 0,0433 0,0435
10° cfu

SH1327-C9 0,2156 0,2112 0,1997 0,0634 0,0733 10,0718 0,1351 0,1531 0,1478 0,0684 0,067 0,0667 0,0829 0,0903 0,1071 0,0706 0,0687 0,0657

108 cfu
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Tabelle 8.3-25 ELISA Rohdaten zu der Abbildung 3.6-14

Abbildung 3.6-14 SH1327-C3 10° cfu SH1327-C9 10° cfu

CbMV AK + Pflanze (inf.) 0,9148 0,8736 0,8683 1,0453 1,0139 1,0247
CbMV AK + Pflanze (ge.) 0,0491 0,0551 0,057 0,0564 0,0622 0,0716
CMV Ak + Pflanze (inf.) 0,0894 0,0533 0,0606 0,0524 0,0529 0,0537
CMV AK + Pflanze (ge.) 0,0558 0,0619 0,0528 0,0575 0,0615 0,0622
PPV AK + Pflanze (inf.) 0,073 0,0596 0,068 0,0546 0,0527 0,0528
PPV AK + Pflanze (ge.) 0,056 0,057 0,0559 0,0529 0,0651 0,1201
PVY AK + Pflanze (inf.) 0,077 0,0632 0,0596 0,0546 0,0527 0,0528
PVY AK + Pflanze (ge.) 0,0636 0,0613 0,0592 0,0658 0,0653 0,0659
TMV AK + Pflanze (inf.) 0,1209 0,0556 0,0506 0,0542 0,0661 0,1796
TMV AK + Pflanze (ge.) 0,0505 0,0495 0,0503 0,0579 0,0606 0,0645
TSWV AK + Pflanze (inf.) 0,1187 0,0934 0,0702 0,0681 0,1027 0,0959
TSWV AK + Pflanze (ge.) 0,0622 0,0851 0,0882 0,0731 0,1321 0,1833

Tabelle 8.3-26 ELISA Rohdaten zu der Abbildung 3.6-15

Abbildung 3.6-16 SH1327-A10 10° cfu SH1327-C10 10° cfu

CbMV AK + Pflanze (inf.) 1,4079 1,3887 1,4001 1,0889 1,1246 1,089
CbMV AK + Pflanze (ge.) 0,0512 0,0527 0,0404 0,0407 0,0427 0,0437
CMV Ak + Pflanze (inf.) 0,0514 0,0412 0,043 0,0444 0,0416 0,0434
CMV AK + Pflanze (ge.) 0,0422 0,0452 0,0408 0,0511 0,0451 0,0504
PPV AK + Pflanze (inf.) 0,0515 0,0447 0,0451 0,0427 0,0424 0,0449
PPV AK + Pflanze (ge.) 0,0437 0,0429 0,0437 0,0774 0,0854 0,0922
PVY AK + Pflanze (inf.) 0,1139 0,0937 0,1402 0,0715 0,0445 0,076
PVY AK + Pflanze (ge.) 0,0586 0,0527 0,0457 0,0519 0,0541 0,0777
TMV AK + Pflanze (inf.) 0,0506 0,042 0,0421 0,0454 0,0523 0,0457
TMV AK + Pflanze (ge.) 0,0438 0,0476 0,0401 0,0561 0,0527 0,0482
TSWV AK + Pflanze (inf.) 0,0466 0,0587 0,054 0,06 0,0974 0,0767
TSWV AK + Pflanze (ge.) 0,0622 0,0595 0,0575 0,0673 0,0748 0,0704

Tabelle 8.3-27 ELISA Rohdaten zu der Abbildung 3.6-17

Abbildung 3.6-16 CMV spezifischer Phage PVY spezifischer Phage
Virus spezifischer "Capture AK" + infiziertes Pflanzenmaterial  0,8318 0,7875 0,761 0,1406 0,1271 0,1245
Virus spezifischer "Capture AK" + gesundes Pflanzenmaterial 0,7247 0,6658 0,611 0,0809 0,085 0,0883




ANHANG 227
Tabelle 8.3-28 ELISA Rohdaten zu der Abbildung 3.6-16
Versuchsnr. Behandlung Phagenklon Phagenkonz. Probenkonz. Originalsignal Versuchsnr. Behandlung Phagenklon Phagenkonz. Probenkonz. Originalsignal
1 i C3 a f 1,775 10 i C9 c f 0,953
1 i C3 a f 1,781 10 i C9 c f 0,891
1 k C3 a f 0,072 10 i C9 c f 0,987
1 k C3 a f 0,056 10 k C9 c f 0,069
1 i Al0 a f 1,728 10 k C9 c f 0,074
1 i A10 a f 1,698 10 k C9 c f 0,074
1 k Al0 a f 0,059 10 i C9 b f 1,525
1 k A10 a f 0,060 10 i C9 b f 1,470
1 i Al0 a f 1,935 10 i C9 b f 1,463
1 i Al0 a f 1,921 10 k C9 b f 0,076
1 k Al0 a f 0,060 10 k C9 b f 0,073
1 k A10 a f 0,060 10 k C9 b f 0,106
1 i Al0 a f 1,935 10 i C9 a f 1,529
1 i A10 a f 1,935 10 i C9 a f 1,513
1 k Al0 a f 0,057 10 i C9 a f 1,461
1 k A10 a f 0,056 10 k C9 a f 0,090
2 i C10 a f 1,364 10 k C9 a f 0,108
2 i C10 a f 1,384 10 k C9 a f 0,089
2 k C10 a f 0,075 10 i C9 c g 0,882
2 k C10 a f 0,090 10 i C9 c g 0,825
2 i C3 a f 1,666 10 i C9 c g 0,816
2 i C3 a f 1,605 10 k C9 c g 0,078
2 k C3 a f 0,080 10 k C9 c g 0,091
2 k C3 a f 0,103 10 k C9 c g 0,083
2 i C9 a f 1,744 10 i C9 b g 1,507
2 i C9 a f 1,794 10 i C9 b g 1,500
2 k C9 a f 0,107 10 i C9 b g 1,439
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1,336
1,341
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0,052
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9 k Cc9 c g 0,080 21 k C10 c f 0,073
9 k (0¢] c g 0,080 21 i A10 c f 0,943
9 k Cc9 c g 0,077 21 i Al10 c f 0,940
9 i (0¢] b g 1,377 21 i A10 c f 0,937
9 i Cc9 b g 1,344 21 k Al10 c f 0,076
9 i (0¢] b g 1,372 21 k A10 c f 0,065
9 k Cc9 b g 0,074 21 k Al10 c f 0,066
9 k (0¢] b g 0,079
9 k C9 b g 0,078
9 i Cc9 a g 1,392
9 i C9 a g 1,422
9 i Cc9 a g 1,389
9 k C9 a g 0,079
9 k Cc9 a g 0,075
9 k C9 a g 0,077

Fir die obige Tabelle gilt: Behandlung (i = infizierter Pflanzensaft, k = gesunder Pflanzensaft), Phagenklon (A10, C3, C9, C10), Phagenkonzentration (a = unspezifische

Konzentration, b = 10° cfu/Vertiefung, ¢ = 10° cfu/Vertiefung), Probenkonzentration (f = Pflanzenprobe 1:30 verdiinnt, g = Pflanzenprobe 1:60 verdiinnt))



Lebenslauf

236

9 Lebenslauf

ARBEITSERFAHRUNG

03/2016

06/2015 — 12/2015

01/2011 - 11/2015

Disputation zum Thema ,,Untersuchungen zum Nachweis von Pflanzenviren mit
Peptiden und Antibody Mimics aus Phagenbibliotheken “ bestanden (Note: ,,sehr

gut®)

Abschluss-Stipendium der Graduiertenakademie der Leibniz Universitat Hannover
fir das Promotionsstudium zum Dr. rer. Nat
Promotionsstudium zum Dr. rer. Nat

Wissenschaftlicher Mitarbeiter an der Leibniz Universitat Hannover: Nachweis
relevanter Phytopathogene mit ,, antibody mimics “.

SCHUL- UND AUSBILDUNG

WS 2008/2009 —
11/2010

WS 2005/2006 —
SS 2008

09/1998 — 07/2005

Studium Master of Science (Note: 1,7), Leibniz Universitat Hannover
Abschlussarbeit: Charakterisierung der Tomatenmosaikvirus (ToMV) resistenten
transgenen Nicotiana benthamiana Linie 119-12

Studium Bachelor of Science (Note: 2,0), Leibniz Universitat Hannover
Abschlussarbeit: Uberpriifung des Wirtspflanzenspektrums von Potato Virus Y nach
Agroinfektion und mechanischer Ubertragung

Gymnasium, Abitur (Note: 2,2), Matthias-Claudius-Gymnasium Gehrden

FACHVORTRAGE AUF TAGUNGEN

-2012: 3. WeGa-Workshop an der Humboldt Universitat zu Berlin auf Deutsch

-2013: 48. Jahrestagung Deutsche Gartenbauwissenschaftliche Gesellschaft in
Bonn auf Deutsch

-2013: 45. Tagung des Arbeitskreises ,,Viruskrankheiten der Pflanzen* in
Braunschweig auf Deutsch

- 2014: 59. Deutsche Pflanzenschutztagung in Freiburg auf Deutsch

- 2015: 50. Jahrestagung Deutsche Gartenbauwissenschaftliche Gesellschaft
und Internationales WeGa-Symposium auf Englisch

- 2016: 48. Tagung des Arbeitskreises ,,Viruskrankheiten der Pflanzen* in
Hannover (Poster)

PUBLIKATIONEN

-Klinkenbuss, D. / Maiss, E. (2013): Detection of Tobacco mosaic virus with
antibody mimics based on M13 phages. DGG-Proceedings, Vol. 3, May
2013, No. 2, p. 1-5. DOI: 10.5288/dgg-pr-03-02-dk-2013


http://www.ipp.uni-hannover.de/publikation_single.html?&no_cache=1&tx_tkpublikationen_pi1%5BshowUid%5D=364
http://www.ipp.uni-hannover.de/publikation_single.html?&no_cache=1&tx_tkpublikationen_pi1%5BshowUid%5D=364

