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Zusammentassung

Zusammenfassung

Proteine mit spezifischen Bindungseigenschaften, enzymatischen Aktivititen und physiko-
chemischen Charakteristika sind leistungsfahige Werkzeuge fiir die Forschung sowie fiir
biotechnologische und diagnostische Anwendungen. Dariiber hinaus spielen bestimmte Proteine,
die Antikorper, ein zentrale Rolle bei der Entwicklung von Biopharmaka. Dabei sind in vitro-
Selektionsmethoden wie das Phagen-Display die Mittel der Wahl, um gegen nahezu alle
beliebigen Antigene Antikorper zu selektieren und zu optimieren. Das Arbeiten mit filamentosen
Phagen ist jedoch an das E. coli Expressionssystem gebunden und es konnen daher nur in E. coli
exprimierbare Proteine selektiert und optimiert werden. In Bezug auf Antikorper stehen somit
nur Antikorperfragmente, in erster Linie das scFv-Fragment und das Fab-Format, zur Verfiigung.
Im Gegensatz zum scFv garantiert das Fab-Fragment eine hohe Stabilitit sowie monomeres
Auftreten und ldsst sich leicht und ohne Funktionsverlust in ein vollstindiges Immunglobulin
umwandeln. Die (periplasmatische) Expression von Fab-Fragmenten in E. coli stellt jedoch ein
multifaktorielles Problem dar und ist hiufig mit der Bildung von Aggregaten, sogenannten
Einschlusskorpern, verbunden. Die Ausbeute an ldslichem Protein ist nicht zuletzt dadurch

gering.

Diese Arbeit hat zum Ziel, die Ausbeute an funktionellem Fab mittels Zufallsmutagenese
innerhalb der konstanten Doménen der leichten und schweren Kette des Modellantikorpers
CB4 1 zu erhohen. Generierte Antikorpergenbibliotheken wurden unter optimierten
Selektionsbedingungen gescreent und Selektionsmutanten durch DNA-Shuffling weiter
optimiert. Drei verbesserte Varianten wurden anschlieBend hinsichtlich ihrer Affinitit und
Stabilitdt in Bezug zum Ausgangskonstrukt Fab4myc charakterisiert. Dabei konnte eine um
einen Faktor von bis zu 28 verbesserte Fab-Expression ermittelt werden. Des Weiteren wurden
fiir alle drei Varianten Bindungseigenschaften ermittelt, die mit denen des Fab4myc
iibereinstimmten. Stabilitdtsuntersuchungen mit Hilfe von Guanidinhydrochloridtitration und
Dynamischer Differenzkalorimetrie (DSC) zeigten nur fiir zwei Konstrukte eine leicht

verringerte Stabilitit.

Es konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass das Phagen-Display-System neben dem
Screenen auf Affinitdt auch ein brauchbares Werkzeug fiir die Expressionsoptimierung von
Proteinen darstellt. In Bezug auf Phagen-Display-Systeme, die auf dem Fab-Format basieren, ist
zu erwarten, dass der Einsatz modifizierter konstanter Domédnen zur Verminderung des in vivo-

Selektionsdrucks beitrdgt und dadurch die Komplexitdt der Bibliothek erhdht. Die zusatzliche
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Zusammentassung

Uberpriifung einer allgemeinen Ubertragbarkeit der verbesserten Fab-Expression durch
optimierte konstante Dominen fiihrte in zwei von drei Fillen zu einem positiven Ergebnis.
Hierbei wurde deutlich, dass neben den konstanten Doménen auch Vy einen Einfluss auf die

funktionelle Fab-Expression hat.
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Abstract

Abstract

Proteins with specific binding properties, enzymatic activities and physicochemical
characteristics are effective tools for research as well as biotechnical and diagnostic applications.
Moreover, certain proteins - antibodies - play key roles in the development of biotherapeuticals.
Phage display is currently one of the most frequently used in vitro methods for the selection and
optimisation of antibodies against the vast majority of arbitrary antigens. Work with filamentous
phages is tied to the E. coli expression system and thus only proteins expressible in E. coli can be
selected and optimised. In terms of antibodies, only antibody fragments such as scFv- and Fab-
Fragment are available. In contrast to the scFv-Fragment, the Fab-Fragment ensures high
stability, as well as monomeric formation and is easy to convert into whole human
immunoglobulins without loss of functionality. The periplasmic expression of Fab-Fragments in
E.coli presents a multifactorial problem which is often related to the formation of insoluble
aggregates, also known as inclusion bodies. The expression yield of soluble protein is however,
relatively low.

The aim of this task was to increase the expression yield of functional proteins in the model
antibody CB4-1 by mutagenesis within the constant domains of the heavy and light chain.
Generated antibody libraries were screened and selected under optimised conditions and the
selected mutants further optimised by DNA-shuffling. Three improved expression variants were
then characterised according to affinity and stability concerning the wildtyp Fab-fragment
Fab4myc, whereby an increased Fab-expression yield of factor 28 could be determined. In
addition, similar binding properties for all four constructs were able to be determined. Analysis
of stability with the support of guanidium hydrochloride titration and differential scanning
calorimetry (DSC) revealed a slight decrease in stability for two constructs.

The results of the task demonstrated, that besides in screening for affinity, the phage display
system proved to be a viable tool for the optimised expression of proteins. With regards to Fab-
format based phage display systems, it is expected that the insertion of modified constant
domains contribute to the decrease of the in vivo selective pressure and as a result increase the
library complexity. A further examination of the general communicability of improved Fab-
expression by optimised constant domains yielded a positive result in two out of three cases. It is
therefore concluded, that alongside constant domains, Vy must also have an influence on

functional Fab expression.
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A EINLEITUNG

A.1 Antikorper — eine Einfithrung

Antikdrper, auch Immunglobuline (Ig) genannt, sind Proteine des Immunsystems und werden
von B-Lymphozyten gebildet. Sie kommen sowohl als Membranproteine auf den
Zelloberflichen als auch im Blutplasma vor und sind gegen korperfremde Stoffe (Antigene)
gerichtet. Durch die Antigen-Antikorper-Bindung sind sie in der Lage, die Abwehr gegen
infektiose Organismen wie Bakterien, Viren, Pilze oder auch Tumorzellen zu vermitteln. Fiir
diesen Zweck ist eine enorme Vielzahl von Antikérpern mit unterschiedlichen Spezifititen
notwendig. Fiir die geschitzten >10"" Varianten stellt der Organismus keine kompletten Gene zur
Verfiigung, sondern erreicht die notwendige Variabilitidt {iber somatische Rekombination
wiéhrend der Differenzierung von B-Lymphozyten. Es existieren insgesamt fiinf Antikorper-
Isotypenklassen: IgA, IgD, IgG, IgE und IgM. Das wichtigste Immunglobulin ist das IgG,
welches mit ca. 80% den Hauptbestandteil der Immunoglobuline im humanen Serum ausmacht
[1]. Immunglobulin G ist ein Heterotetramer aus jeweils zwei identischen schweren Ketten
(2 x 50 kDa) und zwei identischen leichten Ketten (2 x 25 kDa). Aus einem begrenzten Satz von
Gensegmenten werden die schwere (sechs Gensegmente V, D, J und 3 x C) und leichte Kette
(drei Gensegmente V, J und C) gebildet. Zusammen hat das IgG-Molekiil eine Masse von
ca. 150 kDa und wird durch intramolekulare Disulfidbriicken stabilisiert. Die variablen Doménen
bilden die Antigenbindungsregion (Paratop) des Antikdrpers. In diesen Bereichen finden sich in
jeder Kette jeweils drei Sequenzabschnitte (CDR) mit 3-20 Aminosduren [2], die sich durch
hypervariable Sequenzen von den Geriistbereichen, den Framework-Regionen, unterscheiden.
Die insgesamt sechs CDR-Bereiche liegen im nativ gefalteten Zustand des Antikorpers in
variablen Loops beieinander und bilden an der Oberfldache der variablen Region des Antikorpers
die Antigenbindestelle, welche durch die Framework-Regionen strukturell stabilisiert wird. Die
Antigenbindungsstelle bildet eine spezifische Oberfliche fiir eine Antigendeterminante, das
Epitop. Die dabei vermittelte Affinitit basisiert einzig und allein auf der Ausbildung von
Wasserstoftbriickenbindungen, Ionenbeziehungen, hydrophoben Wechselwirkungen und Van-
der-Waals-Kriften. Die Cy2- und Cp3-Regionen der schweren Ketten bilden im assemblierten
IgG den Fc-Teil. Dieser Bereich des Antikdrpers ist nicht direkt an der Antigenbindung beteiligt,
sondern dient zur Vermittlung von Effektorfunktionen fiir weitere Teile des Immunsystems. Die

Glykosylierung  spezifischer ~Aminosdurereste innerhalb der Cpy2-Region kann die
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Komplementativierung und Makrophagenbindung hervorrufen, wihrend der Cy3-Teil an
spezielle Plasmaproteine binden kann. Antikdrper konnen somit neben der Antigenbindung auch
weite Teile der humoralen Immunantwort stimulieren und stellen daher ein Bindeglied zwischen

humoralem und zelluldrem Immunsytem dar.

IgG CDR-1.
A) = g CDR-2 +_ R Yy B)
CDR3 . 4 \ Fab -
s Fragment
NH, NH,
=
T =

Fab - Fragment
i s

l

S

SS
COOH/ COOH

Disulfidbriicke C214 .-C233,,.

c) 9° D)

single-chain Fv (scFv)
Fragment
Linker

F(ab),-Fragment

Abb. A-1: Darstellung des Immunglobulins IgG und dessen Antikorperfragmente. A) Schematische Darstellung des IgG-Antikdrpers.
B) Schematische Darstellung des Fab-Fragments. C) Schematische Darstellung eines scFv-Fragments. D) Schematische
Darstellung eines F(ab),-Fragments.

A.2 Antikorperfragmente

Neben vollstaindigen Immunglobulinen finden auch Antikorperfragmente in einem weiten
Umfeld aus Forschung, Diagnostik und Therapie Anwendung. Dabei konnen sie in
Anwendungsbereichen, die keine Effektorfunktionen benétigen, Vorteile aufweisen. Dies kann
zum Beispiel bei der Neutralisierung von Toxinen oder von Rezeptoren der Fall sein. Dariiber
hinaus besitzen Antikorperfragmente auf Grund ihrer geringeren Grofle eine verbesserte
Tumorpenetration [3] und eine schnellere Clearance im Vergleich zu vollstindigen IgGs. Die am
hiufigsten verwendeten Antikdrperfragmente sind das ,,fragment antigen binding* (Fab) und das

,single chain fragment variable* (scFv). Das nur aus den variablen Regionen der leichten (Vi)



A — Einleitung

und schweren Kette (Vy) bestehende Fv-Fragment neigt bei geringen Konzentrationen zu
Dissoziation, ein Effekt, der durch die Einfiihrung eines zusitzlichen Peptidlinkers verhindert
wird. Das scFv-Fragment ist verhéltnisméBig schlecht 1slich und daher fiir die Kokristallisation
weniger geeignet im Vergleich zu Fab-Fragmenten, welche zudem eine erhdhte
Langzeitstabilitidt aufweisen. Ein weiterer Nachteil des scFv-Fragments ist, dass es bei hoheren
Konzentration zur Bildung von Dimerstrukturen tendiert [4], was zu Aviditdtseffekten fiihrt.
Dies kann bei der Selektion von hochaffinen Bindern zu Problemen fithren. Dieser Nachteil wird
durch den FEinsatz von Fab-Fragmenten vermieden. Durch die Fragmentierung eines
vollsténdigen IgGs mit Papain wird ein Antikorper in zwei Antigen-bindende Fragmente (Fab)
gespalten. Diese Methode ist auch heute noch die hdufigste Art der Fab-Gewinnung. Die Fab-
Fragmente bestehen aus der kompletten leichten Kette und dem fragment difficult (fd)
(Vu-Cyl Bereich) der schweren Kette. Die Ketten sind iiber eine intramolekulare Disulfidbriicke
im C-terminalen Bereich beider Ketten kovalent miteinander verbunden. Fab-Fragmente haben
eine dhnliche Stabilitdit wie die korrespondierenden IgG Antikérper. Daher konnen Fab-
Fragmente hochauflosend kristallisiert werden und dienen oft der Kokristallisation zum Beispiel
von Transmembranproteinen. Die folgende Tab. A-1 zeigt, welche Fab-Konstrukte heute
medizinisch relevant sind. Zusitzlich zu dessen Anwendung in Forschung, Diagnostik und
Therapie dient das Fab-Format durch den Einsatz im Phagen-Display der Entwicklung von

therapeutischen Antikérpern.

Durch die Spaltung vollstindiger IgGs durch Pepsin kann ein weiteres Antikorperfragment
gewonnen werden: das F(ab”),-Fragment. Dieses Format stellt ein dimeres Fab-Konstrukt dar,
indem die beiden monomeren Fab-Konstrukte innerhalb der zusétzlichen Hinge-Region iiber
Disulfidbriicken kovalent miteinander verbunden sind. Davon abgeleitete Fab-Dimere wie die
Fab-dHLX-Antikorper der Firma MorphoSys werden zum Beispiel in der Immunhistochemie
eingesetzt und konnen bifunktionell ausgestattet sein. Dariiber hinaus gibt es auch noch einen
weiteren Ansatz zur Entwicklung von Antikorperfragmenten. In einigen Organismen wie beim
Kamel oder beim Hai kommen sogenannte ,,single domain antibodies* vor, die im Gegensatz
zum humanen IgG keine leichte Kette besitzen. Beim Kamel fehlt zusdtzlich noch die Cyl-
Domine. Neben diesen gibt es aber auch schon erste Antikorpergenbibliotheken mit rein
humanen Vy-Regionen [5]. Erste Doménantikdrper sind in klinischen Phasen und besitzen
Potenzial fiir wissenschaftliche, diagnostische und therapeutische Anwendungen. Eine Ubersicht

dazu gibt ein kiirzlich verdffentlichtes Review von Wesolowski [6].
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Tab. A-1: Fab-Fragmente in klinischen Anwendungen [7]

Indikation
Handelsname Fab-Format Fab-Erzeugung Antigen Mechanismus (Freigabe durch
FDA)
Monoklonales Integrin ay,p Hemmung der Priivention:
Abciximab Chimer murines/  Papain g b3 Blutplittchen- :
und a,f3 . Restenose
humanes Fab Aggregation
Arci b Monoklonales
rcitumomal : : .
murines Fal') Papain CEA Tumor imaging Diagnose:
(CEA-Scan) markiert mit Darmkrebs
99mT N
Crotalidae
Polyvalent Polyklonales . . Neutralisierung Therapie:
Immune Fab ovines Fab Papain Schlangengift der Toxine Schlangenbisse
(Ovine, CroFab)
Digoxin Immune Therapie:
) Polyklonales Papain Digoxin Neutralisierung Digoxin ’
Fab (Ovine, ovines Fab P g der Toxine AsoxIn
DigiFab) Uberdosis
Ranibizumab Monoklonales Therapie:
) humanisiertes E. coli VEGF-A I:zn;gu;:i(:er Makular
(Lucentis) Fab glog Degenerierung
. Monoklonales Therapie:
Certolizumab humanisiertes . Hemmung der pie:
o Gvli E. coli TNF-a 1 . Crohnfis
Pegol (cimzia) ;ng PEGyliertes Inflammation Krankheit
a

A.3 Entwicklung der rekombinanten Antikorper-Technologie

Die Entwicklung einer spezifischen Antikdrperproduktion geht bis ins vorletzte Jahrhundert
zuriick und begann mit der Produktion von polyklonalen Antikérpern durch Immunisierung von
Tieren. Die ersten Immunisierungen gegen Diphtherie und Tetanus gelangen damals von
Behring und Kitasato bei Pferden [8]. Nach der Entdeckung der Antikérper wurde nur kurze Zeit
spater die Wirkungsweise der Antitoxine (heute Immunglobuline) durch die Seitenkettentheorie
von Ehrlich [9] erklédrt. Von Behring als auch Ehrlich erhielten fiir ihre Arbeiten den Nobelpreis
fir Medizin im Jahre 1901 beziehungsweise 1908. Fiinfzig Jahre spiter konnte dann die
chemische Struktur von Antikorpern an der Rockefeller Universitit in New York durch Edelman

und Porter aufgeklart werden.

Ein weiterer Durchbruch gelang Kohler und Milstein [10] mit der Entwicklung von
monoklonalen Antikdrpern durch die Hybridomatechnologie. Hierbei fusionierten sie immortale

Tumorzellen (Myelomzellen) mit Lymphozyten der Milz. Dieser Schritt war essentiell, um die
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kurze Lebensdauer von Antikorper-sezernierenden Lymphozyten in Kultur zu erhohen.
Allerdings hat auch diese Technologie ihre Grenzen. Das anspruchsvolle Expressionssystem, die
mogliche Instabilitdt von aneuploiden Zelllinien und vor allem die Problematik, humane
Antikorper gegen toxische oder hoch konservierte Antigene zu produzieren [11], flihrten
letztendlich zu der Entwicklung der rekombinanten Antikorper-Technologie. Die Grundlage fiir
diese neue Technologie stellte die Entdeckung der in vitro DNA-Synthese durch die Polymerase-
Kettenreaktion durch Mullis [12, 13] und die Entwicklung der ortsgerichteten Mutagenese durch
Smith [14] und seiner Kollegen dar (1993 bekamen Mullis und Smith dafiir den Nobelpreis in
Chemie). Durch die in vitro DNA-Synthese und der Antikdrpersequenzinformation ist es heute
moglich, viele verschiedene rekombinante Antikorperfragmente mit verschiedenen Spezifitidten

fiir eine ernorme Bandbreite von Anwendungen zu generieren.

A.3.1 Expressionssysteme fiir rekombinante Antikorper

Ein Durchbruch in der Antikdrper-Technologie war die rekombinante Expression von
Antikorperfragmenten im oxidierenden Milieu des periplasmatischen Raums von E. coli [15-17].
Die Expression von vollstindigen Immunglobulinen in E. coli scheint dagegen schwierig und
konnte bisher nur von Simmons gezeigt werden [18]. Eine hohe Transformationrate, schnelles
Wachstum, kostengiinstige Medien und hohe Resistenz gegeniiber Scherkréaften machten E. coli
zum Expressionssystem der Wahl. Nachteile werden in erster Linie in der begrenzten Fahigkeit
von posttranslationalen Modifikationen, Proteinfaltung und der Sekretionsfihigkeit der
Wirtszellen gesehen. Dennoch konnen Antikdrperfragmente neben dem Periplasmaaufschluss
auch aus dem Kulturiiberstand gewonnen werden [19]. Neben E. coli haben sich auch noch
weitere prokaryontische Expressionssysteme herausgebildet. So konnen Antikorperfragmente
auch in Proteus mirabilis [19], Bacillus subtilis und Bacillus brevis [20-25] in 16slicher und
funktioneller Form exprimiert werden. Im Bereich der therapeutischen Anwendungen, die
vollstindige Antikorper mit Glykosylierung benoétigen, ist die Expression mit Hilfe von
Prokayonten bisher nicht mdglich. Hierfir war die Entwicklung von eukayontischen
Expressionssystemen unabdingbar. Heutzutage reicht die Spanne dieser Expressionssysteme von
einfachen Organismen wie der Hefe bis hin zu transgenen Pflanzen [26, 27] und Tieren [28].
Séugetierzelllinien besitzen trotz hoher Aufwandskosten derzeit die hochste Bedeutung,
insbesondere bei der Herstellung von therapeutischen Antikorpern. In einem wachsenden Markt
dieser Biotherapeutika werden nicht zuletzt auch die derzeit hohen Kosten zur Entwicklung

neuer profitabler Expressionssysteme fiihren. Eine detaillierte Ubersicht zu den gegenwiirtig
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verwendeten Expressionssystemen bietet das ,,Handbook of Therapeutic Antibodies Volume II*

von Stephan Diibel [29].

A.3.2 Bakteriophage M13

Filamentose Phagen der Klasse M13, fl und fd gehdren zur

Familie der Inoviridae, deren Virusgenom aus iiber 6400 @i;"; ...
Basenpaaren einer zirkuldren und einzelstrangigen DNA besteht. ol % y 'ﬁ.

Das Viruspartikel ist ca. 930 nm lang und 6,5 nm breit. Es \} R / oVl
zeichnet sich dadurch aus, dass es gegeniiber Trypsin und hohen \ ;
Temperaturen sehr robust ist [30]. Der M13-Phage besitzt 11 Q ) 2

Gene, von denen drei fiir die Replikation, drei fiir den \E /
Zusammenbau der Phagenpartikel und fiinf fiir die Hiillproteine }\ ; )
verantwortlich sind [31]. Das Protein pVIII ist der | | ; PVl
Hauptbestandteil der Virushiille und bildet aus annéhrend 2700 \\ //

Kopien die tubuldre Struktur der Hiille. An einem Ende besitzt Hﬁ“
das Phagenpartikel jeweils ca. 5 Kopien der kleinen hydrophoben \
Hiillproteine pVII und pIX. Am gegeniiberliegenden Kopfende pVIl & pIX

des Partikels liegen das plll und pVI jeweils in drei bis

fiinffacher Kopie vor [32]. Das plll-Protein besteht aus drei Abb. A-2: M13 Phage —

schematische Darstellung

unabhidngigen Doménen, die iiber glycinreiche Regionen

miteinander verbunden sind [33]. Die erste Domidne N1 ist verantwortlich fiir die Translokation
der DNA ins Cytoplasma und Insertion der Hiillproteine in die Membran wihrend der Infektion.
Die zweite Domdne N2 dient der Bindung zum F-Pili [34], wodurch ausschlieBlich Zellen
infiziert werden, die ein F’-Plasmid oder ein F’-Episom tragen. Um die Domédnen N1 und N2
gekiirzte pIlI-Proteine, wie sie im Phagen-Display eingesetzt werden, sind nicht mehr infektios.
Die carboxyterminale bzw. dritte Domédne CT ist essentiell fir den Aufbau von stabilen

Phagenpartikeln [35, 36].

Bakteriophagen gehoren zu den nicht lytischen Phagen, das heilt sie toten ihren Wirt nach
Infektion nicht ab, sondern produzieren permanent neue Phagen (ca. 200 Phagen pro Zellzyklus),
die ins Medium sezerniert werden. Lediglich die Wachsstumgeschwindigkeit infizierter
Bakterien wird reduziert. Bakteriophagen eignen sich besonders fiir das Arbeiten mit
Antikorperbibliotheken, da die Phagenzusammensetzung im Periplasma des Wirts stattfindet, wo

Antikorperfragmente im gefalteten Zustand vorliegen.
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Neben der Fusion mit plIl, kann auch die Fusion mit pVIII [37, 38], pVI [39], pVII und pIX, hier

in Kombination fiir ein heterodimeres Display [40], verwendet werden.

A.3.3 Phagen-Display

Zeitgleich mit der Entwicklung der PCR-Technologie entstand um Smith 1985 die Pridsentation
von Polypeptiden auf filamentésen Phagen [41]. Neben der Optimierung von
Proteineigenschaften  (Stabilitdit oder Faltungseffizienz) und dem Aufspliren von
Interaktionspartnern (z.B. in Signaltranduktionswegen) erlaubte diese als Phagen-Display
bezeichnete Methode erstmals die Selektion von spezifischen und funktionellen
Antikorperfragmenten aus kombinatorischen Antikorpergenbibliotheken [42-46] mittels E. coli.
Die Isolierung basierte allein auf der Antigen-Antikorperreaktion und stellte somit eine
Abkopplung von der bis dahin iiblichen Antikorperproduktion durch Immunisierung dar [11]. An
dieser Stelle soll daran erinnert sein, dass beim Antikdrper-Phagen-Display entgegen dem
Wortlaut keine kompletten Antikorper dargestellt werden konnen, sondern nur
Antikorperfragmente. Display-Systeme, die Antikorpergene ins Phagengenom inserieren,
wurden entwickelt fiir den Phagen T7 [47], Phagen Lambda [48-50] und die Ff-Klasse der
filamentdsen Phagen fl, fd, und M13 [46]. Der Phage T7 eignet sich bisher nicht fiir ein
Antikorper-Display, da die Phagenzusammensetzung im reduzierenden Milieu des Cytoplasma
meist nur ungefaltete AntikOrperfragmente zuldsst. Daher sind meist filamentdse Phagen der
Ff-Klasse im Einsatz, die zusétzlich die Produktion von 16slichem Protein bei Einfiihrung eines
Amber-Stopcodons zwischen dem Antikorperfragment und dem Hiillprotein plll erlauben,
sofern Phagemidvektoren benutzt werden. Nutzt man einen E. coli Suppressor-Stamm (z.B.
ER2738), so wird das Fusionsprotein aus Antikorperfragment und plllI fiir den Phagenaufbau
produziert, wihrend von E.coli Non-Suppressor-Stimmen wie JM83 nur die
Antikorperfragmente selbst exprimiert werden [51, 52]. Der Vorteil besteht darin, dass beim

Wechsel von Phagen- zu Proteinexpression keine zusétzlichen Umklonierungen nétig sind.

Fiir das Phagen-Display mit Antikorper-plll-Fusionsprotein haben sich zwei verschiedene
Systeme durchgesetzt. Im ersten Fall wird das Fusionsgen direkt in das Phagengenom inseriert
im Austausch mit dem plII-Wildtyp (wt) [46]. Im zweiten Fall wird das Fusionsprotein in einem
separaten Plasmid, in diesem Fall auch Phagemid genannt, mit eigenem Replikationsstart,
Promotor, Resistenzmarker und einer intergenischen Region des filamentdsen Phagen fl1
kloniert. Bei der Verwendung dieser Phagemid-Systeme miissen bei der Phagen-Herstellung die

zusitzlichen Virusproteine durch Helferphagen wie M13K07 zur Verfiigung gestellt werden.
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Diese speziellen Helferphagen besitzen eine Mutation in ithrem Genom, die bewirkt, dass
vorzugsweise der Phagemidvektor in neuentstehende Phagen eingebaut wird [53]. Nachteil
dieser Methode ist jedoch, dass Helferphagen auch das plII-Wildtyp-Protein zur Verfligung
stellen und somit die Displayrate des Fusionsproteins limitieren. Die wenigen
antikorpertragenden Phagen sind meist monovalent und erlauben die Selektion von Antikérpern
mit hoher monovalenter Affinitdt. Der Fakt, dass nur wenige produzierte Phagen das
Fusionsprotein letztendlich auf ihrer Oberflidche tragen, reduziert die Effizienz dieses Systems
[42, 43, 45, 54-56]. Dieses Problem kann umgangen werden, wenn auf alternative Helferphagen,
sogenannten Hyperphagen zurlickgegriffen wird. Hyperphagen zeichnen sich dadurch aus, dass
sie kein funktionelles plll mehr produzieren konnen und stattdessen das Antikorper-plll-
Fusionsprotein einbauen, was ein multivalentes Display ermoglicht. Diese Methode erlaubt ein
verbessertes Antikorper-Phagen-Display um zwei Zehnerpotenzen und erhoht somit die
Panningeffizienz [57]. Fiir die Selektion hochaffiner Binder mit hoher Panningeffizienz eignet
sich daher eine Kombination aus Hyperphagen und M13K07. Dabei kommen meist in der ersten
Runde Hyperphagen zum Einsatz, wohingegen die folgenden Phagenreamplifikationen mit
M13KO07 generiert werden. Eine weitere Mdglichkeit multivalentes Display zu erreichen, ist der
Einsatz von Ex-Phagen. Bei diesen Phagen wurden zwei Amber-Stopcodons in das gIlI-Gen des
Helferphagengenoms eingefiigt und das Phagen-Display in einem E. coli Non-Suppressor-
Stamm durchgefiihrt.

Neben der Verwendung eines vollstdndigen pllI-Proteins kann das Antikdrperfragment auch am
N-terminalen Ende oder der zweiten Doméne des Hiillproteins plIl fusioniert werden [42, 43,
45], was zum Verlust der Infektiositdt des plll-Fusionsproteins fiihrt. Dieses System ist daher
nicht mit Hyperphagen kompatibel. Da die Phagemid-DNA gegeniiber der Phagen-DNA eine
wesentlich bessere Transformationsrate besitzt [42, 43] und leichter zu handhaben ist, basieren
fast alle Arbeiten auf der Phagemid-Ebene. Das Phagen-System ist von allen Display-Systemen
die am weitesten verbreitete Selektionsmethode. Alternativ dazu haben sich noch weitere
Varianten entwickelt wie zum Beispiel das Display auf Oberflichen von Bakterien [58, 59], das

Ribosomen-Display [60], Puromycin-Display [61] und das Hefe-Display-System [62].

A.3.3.1  Antikorpergenbibliotheken

Das Phagen-Display ist an die E. coli Expression gebunden und kann im Bezug auf Antikorper
nur fiir in E. coli exprimierbare Fragmente genutzt werden. In erster Linie werden Fab- und

scFv-Bibliotheken generiert. Die bisher grofften Antikorpergenbibliotheken besitzen eine
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theoretische Variabilitit im Bereich von 10'°. Die meisten
Antikorpergenbibliotheken sind innerhalb der variablen
Domaénen der leichten und schweren Kette durch lokale (z.B.
CDRs) oder statistische Randomisierung modifiziert und
werden fiir ein Screening auf spezifische Binder verwendet.
Dabei unterscheidet man Immunbibliotheken von naiven und
synthetischen Bibliotheken. Immunbibliotheken basieren auf
der Immunisierung von Tieren mit dem gewliinschten Antigen.

Dabei wird im Spenderorganismus eine primire und sekundére

Immunantwort gegen das Antigen induziert und es liegen bei

Isolierung der B-Lymphozyten bereits affinitdtsgereifte IgG-

Antikorper vor. AnschlieBend konnen die Gensegmente der

variablen Region durch spezifische Primersets amplifiziert und

eine Immunbibliothek erzeugt werden [44]. Beim Screening

von Immunbibliotheken reichen meist auch kleinere
Abb. A-3: Fab prasentierende M13

Bibliotheken aus, um hochaffine Binder zu selektieren. Nachteil .
Phage — schematische Darstellung

ist jedoch, dass Immunbibliotheken fiir jedes Antigen wieder

neu erzeugt werden miissen. Des Weiteren ist der Aufbau von Immunbibliotheken gegeniiber
sehr toxischen und hochkonservierten Antigenen nicht moglich. Fiir diesen Fall eignen sich
naive Bibliotheken, die durch Rekombination des IgM-Genrepertoires von nicht immunisierten
B-Lymphozyten erzeugt werden. Da IgM an der primidren Immunantwort beteiligt ist und eine
grofle Komplexitidt der Antikorpergene vorliegt, konnen aus naiven Bibliotheken Antikorper
gegen nahezu alle beliebige Antigene isoliert werden [2, 63]. Dem gegeniiber konnen
Antikorpergenbibliotheken auch rein synthetisch hergestellt werden (z.B die HuCal-Bibliothek
von MorphoSys). Dabei konnen die CDR-Regionen der leichten und schweren Kette durch
Mutagenese beliebig randomisiert und im gewiinschten Framework eingesetzt werden.
Synthetische Bibliotheken finden heute Einsatz bei der Suche nach diagnostischen und
therapeutischen Antikorpern und koénnen gegen alle beliebigen Antigene eingesetzt werden. Bei
der Verwendung von Antikorpergenbibliotheken muss mitbedacht werden, dass neben
Antikorperfragmenten auch Abbruch-Varianten (verursacht durch Synthesefehler) vorkommen.
Dartiiber hinaus rufen Antikorperfragmente unterschiedliche toxische Effekte in der Wirtszelle
hervor. Dies fiihrt dazu, dass bestimmte Klone entweder unterreprisentiert sind oder vollstindig
aus der Bibliothek verschwinden. Daher sagt die Grofle einer Bibliothek noch nichts iiber ihre

Komplexitét aus.
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A.4 Rekombinante Expression von Fab-Fragmenten in E. coli

Wihrend vollstindige IgGs wegen ihrer spezifischen Glykosylierungen in Cy2 bisher nur in
kostenintensiven eukaryontischen Expressionssystemen exprimiert werden, koénnen Fab-
Fragmente aus E. coli gewonnen werden. Bei der Fab-Expression in E. coli werden die leichte
und schwere Kette separat mit einer Sec-Leadersequenz exprimiert und in das oxidierende
Milieu des Periplasmas transportiert. Dort werden die leichte und schwere Kette assembliert und
durch die Ausbildung von intramolekularen Disulfidbriicken zusétzlich stabilisiert. Die
funktionelle Fab-Expression stellt in E. coli ein multifaktorelles Problem dar, welches sich
zusammensetzt aus der Expressionshohe, Transportfahigkeit und Faltungsgeschwindigkeit beider
Ketten, sowie der Cytotoxizitit des nativen Fragments. Zusétzlich steht die Assemblierung
beider Kettenfragmente in direkter Konkurrenz zu leichten Kettendimeren, sogenannten Bence-
Jones-Proteinen. Die Expressionsrate in E. coli ist relativ hoch, was jedoch nicht bedeutet, dass
viel losliches und funktionelles Fab gebildet wird. In Abhingigkeit von der Aminosduresequenz
wird mehr oder weniger viel Protein unldslich in toxischen Einschlusskorpern, auch Inclusion
bodies genannt, abgelegt. Nach aufwendiger und verlustreicher Prozedur konnen solche
Inclusion bodies auch zu funktionellem Fab riickgefaltet werden [64]. Weitere Versuche wurden
unternommen, um die hiufig schlechten Ausbeuten zu steigern. Mit nur miBigem Erfolg wurden
so Chaperone, Disulfidisomerasen oder Prolin-cis-trans-Isomerasen [65, 66] mit dem
AntikOrperfragment koexprimiert. Aber auch Mutationen an kritischen Stellen der pB-
Faltblattstruktur, wie den cis-Prolinen und den Disulfibriicken wurden von Skerra und Pliickthun
durchgefiihrt, um den Einfluss auf Stabilitidt und Faltung zu untersuchen [67]. Sie fanden keinen
erheblichen Einfluss von Promoterstirke, verwendetem prokaryonten Signalpeptid, Wechsel von
IgA zu IgG, mutierter Disulfidbriicke oder eliminierten cis-Prolinen (beides letzteres in der Cyl-
Doméne) auf die Faltungseffizienz von Fab-Fragmenten. Sie postulierten, dass das Problem in
der Aggregation von Faltungsintermediaten zu suchen ist und dass insbesondere das Fragment
der schweren Kette zur Bildung unldslicher Aggregate neigt. Alfthan und Mitarbeiter weisen auf
die Bedeutung der konstanten Doméne der schweren Kette fiir eine effektive Fab-Sekretion in E.
coli hin [68]. Knappik ging sogar noch einen Schritt weiter und sieht die Probleme der
Proteinfaltung innerhalb der variablen Region der schweren Kette und optimierte die Expression
funktioneller Antikdrperfragmente durch Punktmutationen innerhalb des Frameworks von Vg
[69]. Des Weiteren versuchten Teerinen und Mitarbeiter die Stabilitdt durch Punktmutationen
innerhalb der konstanten Doménen zu erhohen [70], allerdings ohne Erfolg. Die Untersuchungen

der Gruppe von Buchner zeigten, dass die Prolin-cis/trans-Isomerisierung auch bei Fab-
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Fragmenten der geschwindigkeitbestimmende Schritt zum funktionellen Fab ist, wobei die
Isomerisierung offenbar erst nach der Assemblierung erfolgt [71]. Dariliber hinaus wurden
Zelllinien mit oxidierendem Milieu im Cytoplasma entwickelt, wodurch gebildete
Antikorperfragmente nicht mehr ins Periplasma transportiert werden miissen [72]. Innerhalb der
variablen Dominen konnte bereits gezeigt werden, dass einzelne Aminosdureaustausche zu
verbesserten Fab-Expressionen fithrten [73, 74]. Des Weiteren konnte Roberge durch
Combinatorial Consensus Mutagenesis (CCM) die Ausbeute eines fusionierten scFv-Fragments
um den Faktor 4 verbessern [75]. In Bezug auf die konstanten Doménen eines Fab-Fragments

sind derartige Versuche bisher nicht systematisch untersucht worden.

A.5 Vorstellung des Modellantikorpers CB4-1

Als Modellantikorper wurde der a-p24 (HIV-1) Antikdrper CB4-1 gewihlt. Dieser Antikorper
wurde in unserer Arbeitsgruppe charakterisiert. So wurden im Vorfeld Temperatur- und
Denaturantienstabilitit von verschiedenen Fragmenten des Antikorpers CB4-1 in Kooperation
mit Prof. H. Welfle, MDC Berlin-Buch, untersucht [76]. Zudem wurden ortsspezifische
Mutagenesen an einem scFv-Konstrukt des Antikorpers CB4-1 durchgefiihrt, im Zusammenhang

mit Untersuchungen zum polyspezifischen Bindungsverhalten [77].

Neben der Charakterisierung des Antikérpers CB4-1 wurde parallel die Eignung eines zirkuldr
permutierten GFP-Molekiils [78] getestet. Durch die zirkuldre Permutation wurde ein
zusétzlicher loop (loop NC) erzeugt, dessen Eignung fiir die Prasentation von Peptiden tiberpriift
wurde. Durch die Insertion mit dem CB4-1 Antigenpeptid p24 konnte dieser loop NC
funktionalisiert werden. Die resultierenden GFP-Varianten wurden von einem a-p24-Antikorper
(CB4-1) mit einer Dissoziationskonstante im nanomolaren Bereich  gebunden.
Peptidprisentierende Proteine sind ein preiswertes Werkzeug, insbesondere fiir die Beschichtung

von Mikrotiterplatten, wo sich Peptide allein oftmals nicht bewéhrt haben.
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A.6 Ziel der Arbeit

Das vorliegende Projekt hat zum Ziel, durch die Erzeugung von Zufallsmutationen sowie durch
lokale Randomisierungen spezieller Positionen in den konstanten Doménen der leichten und
schweren Kette eines Fab-Fragments mit anschlieBender Selektion von im Periplasma bevorzugt
exprimierten Varianten mittels Phagen-Display Aminosdurepositionen zu identifizieren, die fiir
eine optimale Faltung, Assemblierung und Ausbeute des kompletten Fragments von Bedeutung

sind.

Als Modell sollen die variablen Regionen des murinen a-p24 (HIV-1) Antikorpers CB4-1
dienen. Als Target fiir die Selektion dient das Epitop-Peptid p24. Dadurch wird sichergestellt,
dass nur nativ gefaltete, korrekt assemblierte funktionelle Varianten angereichert werden.
Hierbei wird postuliert, dass Vorteilsmutanten aufgrund einer verbesserten Fab-Expression
vermehrt Fab-prasentierende Phagen (Abb. A-3) bilden und sich daher mit den Panning-Runden
anreichern. Fiir selektierte Fab-Varianten, die anschlieBend periplasmatisch 16slich exprimiert
und affinitdtschromatographisch gereinigt werden, sind folgende Parameter zu analysieren:
Proteinausbeute der Expression, vergleichende Affinitit zum Epitop-Peptid (ELISA), Stabilitit
(DSC, GndHCI-Titration der Fluoreszenzemission).

Durch Kombination der optimierten konstanten Doménen mit weiteren variablen Doménen
unterschiedlicher Spezifitit (abgeleitet vom a-CD16-muA9 [79], a-Lysozym AK D1.3, o—HBV-
preS2 AK 1F6) soll die generelle Ubertragbarkeit solcher konstanter Dominen fiir die

Expressionsoptimierung von Fab-Fragmenten untersucht werden.

Eine effektive rekombinante Expression dieser Fragmente ist fiir therapeutische, diagnostische

und biotechnologische Zwecke von groBem Interesse.
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B MATERIAL UND METHODEN

B.1 Material

B.1.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden, wenn nicht anderweitig

aufgefiihrt, von folgenden Herstellern bezogen: Acros Organics, BioRad, Gibco, Invitrogen,

Merck, NEB, Novagen®, Peqglab, Promega, Roth, Roche, Sigma, Stratagene.

B.1.2 Puffer und Losungen

Tab. B-1: Puffer und Lésungen

Name

Zusammensetzung

10 x Laemmli Puffer

5x SDS
Auftragspuffer

5x SDS
Auftragspuffer (nicht
reduzierend)

10 % w/v APS

Coomassie-
Féarbelosung

Entfarbelosung

Ponceau S Losung

6 x DNA
Auftragspuffer

10 x TBE

E-Blotpuffer

5x TBS-T

PEG/NaCl
Phagent6tungslsg.

Glycin/HCI

30,2 g Tris, 144 g Glycin freie Sdure, 5 g SDS, mit dH,O auffiillen

250 mM Tris/ HCI pH 6.8, 7,5 % w/v SDS, 0,25 % w/v Bromphenol Blau,
625 mM DTT, 25 % v/v Glycerol, mit dH,O auffiillen, -20°C

250 mM Tris/ HCI pH 6.8, 7,5 % w/v SDS, 0,25 % w/v Bromphenol Blau,
25 % v/v Glycerol, mit dH,O auffiillen, -20°C

10 % w/v Ammonium Persulfat in dH,0, kann in kleinen Aliquots bei — 20°C
gelagert werden

10 % v/v Essigsaure, 40 % v/v Ethanol, 0,25 % w/v Coomassie Brilliant Blau
R250, mit dH,O auffiillen, durch Papierfilter filtriert

10 % v/v Essigsédure, 40 % v/v Ethanol (vergilt), mit dH,O auffiillen

0,2 % w/v Pounceau S, 1 % v/v Essigsdure, mit dH,O auffiillen, sterilfiltriert

30 % v/v Glycerol, 0,25 % w/v Bromphenol Blau, mit 50 mM Na,EDTA pH 8.0

108 g Tris, 55 g Borsédure, 40 ml 0,5 M Na,EDTA pH 8.0, mit dH,O auf 11

7,5 g Tris, 36,2 g Glycin freie Sdure, 500 ml Ethanol (vergélt), mit dH,O auf 2,5 1

75,6 g Tris, 109,7 g NaCl, 12,5 ml Tween 20, einstellen auf pH 7.5, mit dH,O auf
2,5 1 auffiillen

20 % w/v Polyethylenglycol-8000, 2,5 M NaCl, mit dH,O auf 1 1 auffiillen und
autoklavieren, bei 4°C lagern

1 % w/v SDS, 0,1 M NaOH, mit dH,O auf 5 1 auffiillen

0,2 M Glycin (freie Séure), mit HCI auf pH 2.2 einstellen, mit dH,O auffiillen und
sterilfiltrieren
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Name

Zusammensetzung

pH2.2
Tris/HCI pH 9.1

10 x PBS
TE-Puffer

0,5 M Na,EDTA
DEPC H,0O

Periplasma-Puffer

1 M Tris, mit HCI auf pH 9,1 einstellen, mit dH,O auffiillen und sterifiltrieren

400 g NaCl, 10 g KCl, 106,5 g Na,HPO,, 8,2 g KH,PO,, mit dH,O auf 5 1
auffiillen und autoklavieren

605 mg Tris, 1 ml 0,5 M Na,EDTA pH 8.0, mit dH,O auf 500 ml pH 8.0 auffiillen

93,1 g EDTA, mit dH,O auf 500 ml pH 8.0 auffiillen und autoklavieren. Hinweis:
EDTA 16st sich erst nach Zugabe von NaOH!

800 ul Diethylpyrocarbonat mit Milli Pore H,O auf 1 1 auffiillen und gut mischen

500 mM Saccharose, 100 mM Tris, 1 mM Na,EDTA, mit dH,O auf 500 ml pH
8.0 auffiillen und sterilfiltrieren, bei 4° lagern

B.1.3 Bakterien-Nihrmedien und Supplemente

Fiir die Herstellung von Agar-Platten werden vor dem Autoklavieren 15g/1 Agar, bei Top-Agar

8g/l Agar-Agar hinzugegeben.

Tab. B-2: Kulturmedien

Name

Zusammensetzung

LB-Medium

LB-Medium/ Sucrose

Low salt LB-Medium

2 x TY-Medium
SOA-Medium
SOB-Medium
SOC-Medium

Minimal-Medium

GTY
Supplemente
Mineralsalzlosung

MgCI-Ldsung

MgSO4-Losung

1 % w/v Bacto-Trypton, 0,5 % w/v Bacto-Yeast Extract, 171 mM NaCl, pH 7,5

1 % w/v Bacto-Trypton, 0,5 % w/v Bacto-Yeast Extract, 171 mM NaCl,
300 mM Sucrose, pH 7,5

1 % w/v Bacto-Trypton, 0,5 % w/v Bacto-Yeast Extract, 85,5 mM NaCl,
pH 7,5

1,6 % w/v Bacto-Trypton, 1,0 % w/v Bacto-Yeast Extract, 85,5 mM NaCl,
pH 7,5

2 % w/v Bacto-Trypton, 0,5 % w/v Bacto-Yeast Extract, 10 mM NacCl, pH 7,5

2 % w/v Bacto-Trypton, 0,5 % w/v Bacto-Yeast Extract, 10 mM NaCl, 2,5 mM
KCl, pH7,5

SOB-Medium wird mit 1/50 vol sterile 20% Glucoselosung versetzt

90 % Mineralsalzlsg., 2 % w/v Glucose, 10 mM MgSQOy, 0,1 % Thiamin-
Hydrochlorid-Ldsung

0,25 % w/v Bacto-Trypton, 0,125 % w/v Bacto-Yeast Extract, 10% Glycerol,
pH 7,5, sterilfiltriert

31 mM Na,HPO,, 19 mM KH,PO,, 25 mM NH,CI, 5 mM Na;-Citrat,
autoklaviert

1 M MgCl, autoklaviert

1 M MgSO,, autoklaviert
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Name Zusammensetzung

Glucoselosung 20 % Glucose in H,O, autoklaviert

Thiamin-Hydrochlorid-

Losung 10 mg/ml nur sterilfiltriert, Lagerung 4°C

IPTG-Losung 0,1 M Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid in H,O, sterilfiltriert, Lagerung

-20°C
élr}l::})/drotetracyklin 2 mg/ml in N,N-Dimethylformamide (DMF)
Chloamphenicol 30 mg/ml in Ethanol, sterilfiltriert, Lagerung -20°C, 1:1000 einzusetzen
Ampicillin 100 mg/ml in 50 % Ethanol, sterilfiltriert, Lagerung -20°C, 1:1000 einzusetzen
Tetracyclin 5 mg/ml in 50 % Ethanol, sterilfiltriert, Lagerung -20°C, 1:500 einzusetzen
Kanamycin 30 mg/ml in H,O, sterilfiltriert, Lagerung -20°C, 1:600 einzusetzen

B.1.4 Oligonukleotide

Tab. B-3: Oligonukleotide

Name Sequenz 5'— 3’

SeqCT1 (Tetfor) CCA CTC CCT ATC AGT GAT AGA GAA AAG TG
SeqCT2 (VHCB41for) TAC AAG AAA GGA CTA CTG GGG C

SeqCT3 (PhoArev) GGT AAG AGT GCC AGT GCA ATA G

SeqCT4 (VLCB41for) TGA TGA CTT TCC GCT CAC GTT C

SeqCT5 (pllirev) CAT AAT CAA AAT CAC CGG AAC CGG
SeqCTé (hc-kappa-rev) GGA AGA TGA AGA CAG ATG GTG C

TGG AAC TCT AGA TAA CGA GGG CAA AAA ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT GCA

CT1a (Xba-OmpA-for) GTG GCA CTG GCT

TAT CGC GAT TGC AGT GGC ACT GGC TGG TTT CGC TAC CGT AGC GCA GGC CCA GGA

CT1b (VH-CB4-1for) CCC GCT GCA GTC TGG

CT2 (VH-CB4-1-Eaglrev) TTT CGC GGC CGA AAC GGT GAC CAG AGT CCC TTG GCC

CT3a (Eagl-mCH1for) ACC GTT TCG GCC GCG AAA ACA ACA GCC

CT3b ATT TTC TCC ATG GTT ATT AAT GGT GAT GGT GGT GAT GGT GAT GGT GAA CAC GTG
(mCH1-6xHis-Ncolrev) GTT CAA TTT TCT TG

AGT CAT ATT CCA TGG AGA AAA TAA AGT GAA ACA AAG CAC TAT TGC ACT GGC ACT

CT4a (Ncol-PhoAfor) CTT ACC

TGC ACT GGC ACT CTT ACC GTT ACT GTT TAC CCC GTG ACA AAA AGC CGA CAT CAA

CT4b (VL-CB4-1for) GAT GAC CCA GTC T

CT4c (VL-CB4-1-Kpnlrev) TGG TGC AGC ATC AGC ACG TTT CAG GTC CAG TTT GGT ACC CGC ACC GAA C

CT5a (mCkappafor GAC CTG AAA CGT GCT GAT GCT GCA CCA ACT GTA TCC
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Name Sequenz 5'— 3’
CT5b (mCkappa EcoRVrev) CTC TTC TGA TAT CAG TTT TTG TTC GCA CTC ATT CCT GTT GAA GCT C
CT5¢ (MycTag-Nhelrev) TAC GAC TGC TAG CCT ATG CGG CCC CAT TCA GAT CCT CTT CTG ATA TCA GTT TTT
GTT CGC
CT6a (MCH1-lgG1-Eaglfor) ACC GTT TCG GCC GCA AAG ACC ACT CCT CC
CT6b (6xHis-Ncolrev) ATT TTC TCC ATG GTT ATT AAT GGT GAT GGT GGT GAT
CT7a (hCkappa-Kpnlfor) GGT GCG GGT ACC AAA CTG GAC CTG AAA CGG ACT GTG GCT GCA C
CT7b (hCkappa-EcoRVrev) CTC TTC TGA TAT CAG TTT TTG TTC GCA CTC TCC GCG GTT GAA GC
CT8-(hCH1-IgG1-Eaglfor) ACC GTT TCG GCC GCC TCC ACC AAG GG
CT9a (hCH1-lgGM-Eaglfor) CCG TTT CGG CCG GGA GTG CAT CCG CCC CAA C
CT9b (hCH1-IgGMrev) ATG GTG ATG GTG GTG ATG TTT GGG AGG CAG CTC AGC
CT10a (Xba-DsbAssfor) GGG CCG TGG CGG CGG GCT GGA CGT CGA CAA AAA TCT AGA TAA GAA GGA AG
CT10b
CAG ACT GCT GCA GCT GGT CCT GCG CCG ATG CGC TAA ACG CT
(DsbAss-VH-CB4-1rev)
CT10c
AGC GTT TAG CGC ATC GGC GCA GGA CCA GCT GCA GCA GTC TG
(DsbAss-VH-CB4-1for)
CT10d (VH-CB4-1-Eaglrev) TTG GTG GAG GCG GCC GAA ACG GTG ACC AGA GTC CCT TGG
CT11a (Ncol-DsbAssfor) GGC GGG GCC ATG GAG AAA ATA AAA TGA AAA AGA TTT GGC TGG CGC
CT11b
GGA GAC TGG GTC ATC TTG ATG TCC GCC GAT GCG CTA AAC GCT
(DsbAss-VL-CB4-1rev)
CT11c
AGC GTT TAG CGC ATC GGC GGA CAT CAA GAT GAC CCA GTC TCC
(DsbAss-VL-CB4-1for)
TGG AAC TCT AGA TAA CGA GGG CAA AAA ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT GCA
CT12a (Xbal-OmpAfor) GTG GCA CTG GC
CT12b
o CCT GGA CCA AGC TTA TTA ATG GTG ATG GTG GTG ATG GCA AGA TTT GGG CTC AAC
(HC 6xHis-HindllIrev)
CT13a (Xbal-PhoA-LCfor) CGG TGG CCG TGG GGC TCT AGA GAA AAT AAA GTG AAA CAA AGC AC
CT13b GAC TAA CGT AAG CTT ATT AAT GGT GAT GGT GGT GAT GGC ACT CTC CGC GGT TGA
(LC-6xHis-HindllIrev) AGC TC
CT14b (OmpA-VLrev) GAC TGG GTC ATC TTG ATG TCG GCC TGC GCT ACG GTA GCG
CT14c¢ (OmpA-VLfor) CGC TAC CGT AGC GCA GGC CGA CAT CAA GAT GAC CCA GTC
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B.1.5 E. coli-Stamme

Tab. B-4: Phagen und E. coli-Stamme

Stamm Genotyp

M13KO07 - Helferphagen
(Invitrogen)

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB laclqZAM15

XL-1 Blue Tn10(TetR)]

ElectroTen-Blue®

. A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recAl
Electroporation

gyrA96 relAl lac Kanr [F” proAB laclqgZAM15 Tnl10 (TetR)]
Competent Cells

IM-83 Fara A(pro-lac) rpsL thi ®80lacZAM15 A
F’proA+B+laclR A(lacZ)M15zzf::Tn10(TetR)/fhuA2 ginVA(lac-proAB) thi-
ER2738
1A(hsdS-mcrB)5
BL21 (DE3)
LvsS F- ompT hsdS(rB- mB-) gal dem (DE3)pLysS (CamR)
pLys

B.1.6 Plasmide

Tab. B-5: Plasmide

Vektor Insertion Zur ‘Verﬁlgung gestellt
von:
i j i i i Matthias Paschke
pDsb/Ass M53T E.xpressmn.svektor fiir periplasmatische Expression, ’
Signalpeptid von DsbAss, (unsere Arbeitsgruppe)
Expressionsvector flir periplasmatische Expression via Sec, . .
pSec/Fab4myc bicistronisches Konstrukt fiir Fab-Expression diese Arbeit
. . . . . . . A Sk
pASK8S M44 Expressionsvektor fiir periplasmatische Expression via mit me "erra
human CH1 und Ckappa (TU-Miinchen)
i i i i i i Arne Skerra
pASKS5 M4l E)fpress%onsvektor fiir periplasmatische Expression via Sec ¢
mit murinen CH1 und Ckappa (TU-Miinchen)
Expressionsvektor fiir GFP M53T, welches als Matthias Paschke
pET9 . . . . .
Festphasenantigen beim Phagen-Panning gebraucht wird (unsere Arbeitsgruppe)
Arne Skerra

pASK88-muA9  Vektor fiir die periplasmatische Expression der muA9 .
(TU-Miinchen)
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B.1.7 Enzyme und Antikorper

Tab. B-6: Enzyme und Antikdrper

Name

Hersteller

Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs, USA

DNase I recombinant, RNase free

Roche, Mannheim

Polymerasen

Taq DNA-Polymerase

InViTek, Berlin

PfuTurbo® DNA-Polymerase

Stratagene, La Jolla, CA, USA

DNA-modifizierende Enzyme

T4 DNA-Ligase

Roche,

Benzonase® Endonuklease

Merck, Darmstadt

Alkalische Phosphatase (CIP)

New England Biolabs, USA

Antarktische Phosphatase

New England Biolabs, USA

Primére Antikdrper

o-poly His-HRP

Sigma, St. Louis, USA

a-poly His-HRP

Seramun, Heidesee

o-Tetra-His (maus)

Qiagen, Hilden

a-Penta-His (maus)

Qiagen, Hilden

a-Fd-Phagen-HRP vom Schaf

Seramun, Heidesee

o-Maus-Ckappa-HRP

Acris Antibodies, Herford

o-human-Ckappa (Maus)

Sigma, St. Louis, USA

Sekundére Antikdrper

o-Maus IgG-HRP vom Schaf

Amersham Biosciences, UK

o-Maus IgG-HRP vom Schaf

Seramun, Heidesee
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B.1.8 Peptide und Proteine fiir ELISA-Assays

Tab. B-7: Proteine fur die Beschichtung von ELISA-Platten

Name Quelle

CB4-1-Epitop-Peptid

Thermo Elctron GmbH, Ulm
(NH2-GATPQDLNTML-COOH)

p24 Dr. Christa Scholz, Dina Reinhart

GFP24 MS53T Matthias Paschke
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B.2 Methoden

B.2.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden
B.2.1.1  Préparation von Total-RNA aus Hybridomazellen

Total-RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach dem Protokoll des Herstellers

aus Hybridomazellen gewonnen. Insgesamt wurden 1*10 Zellen eingesetzt.

B.2.1.2  Reverse Transkription von Total-RNA

Fiir die Herstellung von cDNA wurde die Cloned AMV Reverse Transkriptase (Invitrogen)
genutzt. Fiir die Hemmung der RNAse-Aktivitit wurde der RNAse-Inhibitor der Firma Roche
verwendet. Die Random Primer wurden von der Firma Stratagen bezogen. Es wurden 4 pul der
extrahierten Total-RNA (520 ng/pl) mit 2 ul dNTPs, 1,5 pl Random Primer und 5,5 pl H,O
versetzt und 5 min bei 65°C inkubiert. AnschlieBend wurden 4 pul 5x cDNA Synthese Puffer,
1 ul DTT, I pl RNAse Hemmer und 1 pul der AMV Reverse Transkriptase zu dem Ansatz
hinzugegeben. Der Ansatz wurde fiir 10 min bei 25°C, dann 55 min bei 45°C inkubiert und mit

5 min bei 85°C abgestoppt.
B.2.1.3  Kultivierung von E.coli Stimmen

B.2.1.3.1 Herstellung von chemisch-kompetenten E. coli Zellen (CaCl,-Methode)

Es wurden 100 ml Low Salt LB (Luria-Bertani) Fliissigmedium mit 1 ml einer in Low Salt LB
Medium (mit entsprechendem Antibiotikum) Ubernachtkultur eines E. coli Stammes inokuliert
und bei 37°C und 220 rpm bis zu einer optischen Dichte von 0,45 bei 600 nm Wellenldnge
(ODgoo=0,45) wachsen gelassen, auf zwei 50 ml Plastikrohrchen verteilt und durch
Zentrifugation 10 min bei 5000 x g und 4°C sedimentiert. Fiir eine hohere Transformations-
effizienz kann die Hauptkultur bei 30°C wachsen gelassen werden. Das gesamte Zellpellet wurde
vorsichtig in 80 ml eiskaltem 100 mM MgCl, resuspendiert und anschlieBend zentrifugiert
(10 min, 4°C, 5000 x g). Das Zellpellet wurde in 40 ml eiskaltem 50 mM CaCl, resuspendiert,
30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (10 min, 4°C, 5000 x g). Anschlieend
konnte das sedimentierte Pellet in 4 ml eiskaltem 50 mM CaCl,, 15 % Glycerol aufgenommen

und resuspendiert werden. Es wurden 100 ul Aliquots schockgefroren und bei -80°C gelagert.

20



B — Material und Methoden

B.2.1.3.2 Herstellung von elektro-kompetenten ER2738 (fiir Phagen-Display)

Es wurden 50 ml SOA/Tet-Medium am Vorabend mit einer Einzelkolonie von E. coli ER2738
beimpft und bei 30°C und 180 rpm iiber Nacht wachsen gelassen. Aus der Vorkultur wurden am
nichsten Tag 2 ml ER2738 in 1 Liter SOA iiberimpft und bei 30°C und 160 rpm geschiittelt.
Beim Erreichen einer ODgpo = 0,8 - 0,9 wurde die Kultur auf vorgekiihlte Zentrifugenbecher
verteilt und 15 min auf Eis gekiihlt, dann zentrifugiert (15 min, 4°C, 4000 x g) und der
Uberstand anschlieBend sofort dekantiert. Das Pellet wurde insgesamt zweimal mit 500 ml
eiskaltem 10 % (v/v) Glycerol resuspendiert, zentrifugiert (15 min, 4°C, 4000 x g) und der
Uberstand anschlieBend dekantiert. Ein weniger kompaktes Pellet wurde erhalten und in einem
letzten Schritt in 1,8 ml eiskaltem GYT Medium resuspendiert. Aliquots von 100 pl oder 200 pl

miissen bei —80°C gelagert werden.

B.2.2 Transformation von E. coli Stimmen mit Plasmid-DNA
B.2.2.1  Transformation CaCl,-kompetenter E. coli Zellen

Kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 10 pl eines Ligationsansatzes bzw. 20 ng
gereinigtes Plasmid mit 100 pl Zellen gemischt. Anschlieend wurde der Ansatz fiir 30 min auf
Eis gestellt, 2 min im 42°C-Wasserbad inkubiert (Hitzeschock) und 2 min auf Eis gestellt. Dann
wurde die Zellsuspension mit 1 ml SOC-Medium gemischt und 1h bei 37°C und 220 rpm
geschiittelt. Es wurden 200 pl des Transformationsansatzes auf LB-Selektionsplatten ausplattiert.
Der Rest des Ansatzes wurde zentrifugiert (3 min, 5000 x g), der Uberstand abgekippt, Zellen in
dem verbliebenen Medium resuspendiert und ebenfalls auf LB-Selektionsplatten ausplattiert. Bei

einer Retransformation wurden 10 pl und 100 pl des Ansatzes ausplattiert.

B.2.2.2  Elektroporation von DNA-Bibliotheken in ElectroTen Blue Zellen und
ER2738

ElectroTen Blue Zellen bzw. ER2738 wurden auf Eis aufgetaut und 40 ul Zellen (190 pl Zellen)
zu 0,5 pg (5 pg) Plasmid-Bibliothek gegeben. Nach einem kurzen Auf- und Abpipettieren wurde
60s auf Eis inkubiert und die Zellsuspension blasenfrei in eine vorgekiihlte 0,1 cm
Elektroporationskiivette (peqlab) bzw. 0,2 cm Elektroporationskiivette (peqlab) pipettiert.
Danach musste die Feuchtigkeit von der AuBBenseite der Kiivette mit einem Papiertuch entfernt
und die Elektroporation bei 1,7 kV (2,25 kV), 25 uFD und 200 Ohm in einem Elektroporator
(GenePulser, BioRad) gestartet werden. Nach dem Puls wurde die Zellsuspension sofort mit 2 x

750 ul (3 x 1 ml) SOC aus der Kiivette gespiilt, in 13 ml-Kulturréhrchen tiberfiihrt und fiir 1,5 h
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bei 37°C und 220 rpm geschiittelt. Es wurden 10 pl des Transformationsansatzes abgenommen
und zur Bestimmung der Gesamtkolonieanzahl benutzt. Der Rest des Ansatzes wurde
zentrifugiert (3 min, 5000 x g), der Uberstand abgekippt, Zellen in 150 — 200 ul Medium pro
Elektroporation resuspendiert und auf 22 x 22 cm LB-Selektionsplatten (ca. 4 Elektroporationen
pro Platte) ausplattiert. ElectroTen Blue Zellen wurden bei 37°C, ER2738 bei 30°C iiber Nacht
inkubiert.

Fiir die Bestimmung der Gesamtkolonieanzahl der Bibliothek wurden folgende Verdiinnungen

ausplattiert:
1 pl der Kultur
10 pl einer 1:100 Verdiinnung
1 pl einer 1:100 Verdiinnung
10 pl einer 1:1000 Verdiinnung

und 1 pl einer 1:1000 Verdiinnung auf LB-Selektionsplatten.

Zur Bestimmung der Gesamtkolonieanzahl wird folgendermallen gerechnet:

Kolonien x Verdunnungsstufe x Gesamtvolumen (/)
ausgestrichenesVVolumen (/)

Gesamtkolonieanzahl =

Am Folgetag wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers und 20 ml LB/Cm/10 % Glycerol-
Flissigmedium pro Selektionsplatte geerntet. ElectroTen Blue Zellen wurden anschlieSend
genutzt, um eine 150 ml LB/Cm Kultur mit ODgp = 0,2 fiir Maxiprep anzusetzen. ER2738

wurden genutzt, um eine Phagenbibliothek zu generieren. Restliche Zellen wurden mit

20 — 30 % Glycerol bei -80°C weggefroren.

B.2.2.3  Bestimmung der Transformationseffizienz von selbst hergestellten elektro-

kompetenten E. coli Zellen

Gemil dem Protokoll fiir die Elektroporation elektro-kompetenter Zellen wurden 10 pg pUC18
Plasmid DNA in 40 pl Zellen transformiert und je 2 pl, 10 pl und 100 pl Zellen auf LB-Amp,
LB-Kan, LB-Tet und LB-Cm Platten ausplattiert. Je nach Zelltyp sollten auf LB-Amp (pUCI18
Vektor-Resistenz) und entsprechend der Resistenz der Zellen Kolonien wachsen. Eine gute
Transformationseffizienz liegt zwischen 10°-10"" Zellen pro pg DNA. Es wird die

Gesamtkolonieanzahl laut Formel unter B.2.2.2 berechnet und auf 1 pg DNA hochgerechnet.
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B.2.3 In vitro Modifizierung von DNA
B.2.3.1  Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist ein Standardverfahren zur selektiven Amplifizierung
definierter DNA-Sequenzen durch den Einsatz von zwei Oligonukleotiden (Primern) und einer
hitzestabilen Polymerase. Die Primer sind dabei komplementdr zum jeweiligen 3’-Ende der
einzelnen DNA Stringe der zu amplifizierenden Doppelhelix. In Tab. B-8 sind die
wesentlichen Abldufe einer Standard-PCR aufgezeigt. Der Doppelstrang wird zunéchst
aufgeschmolzen (Denaturierung, 95°C), Primer werden angelagert (Annealing, 50-72°C,
abhédngig von Linge und GC-Gehalt der Primer) und der Gegenstrang zu jedem Einzelstrang
wird ausgehend von dem 3’-Ende des Primers durch eine Polymerase bei 72°C neu synthetisiert.
Ein typisches PCR-Reaktionsgemisch besal} folgende Inhaltsstoffe: 5 ul 10 x NHs-Puffer, 1,5 pl
50 mM MgCl,, 0,4 ul 100 mM dNTP-Gemisch, 4 ul Primer 1 (10 pM), 4 ul Primer 2 (10 pM),
0,5 ul Tag-Pfu Polymerase-Gemisch, x ul Template DNA (1-100 ng fiir Plasmid DNA) und x pl
DEPC-H;0 mit einem Endvolumen von 50 pl. Fiir alle Standard-PCRs wurde der RoboCycler
Gradient 40 von Stratagen benutzt. Vorteil des Gerits ist, das hier vier separate Heizblocke fiir
Denaturierung, Annealing, Elongation und abschliefende Kiihlung verwendet werden, wodurch
zeitaufwendige Aufheizungen und Abkiihlungen wegfallen und weniger Nebenprodukte generiert

werden.

Tab. B-8: Standard-PCR-Programm

Schritt Temperatur  Zeit

1 95°C Il min Initiale Denaturierung

2 | 95 °C | 1 min Denaturierung

3 54 °C I min  Annealing 30 Zyklen
4 | 72 °C | Il min  Elongation

5 | 68 °C | 10 min End - Elongation

6 | 8 °C | Kiihlphase

Kolonie-PCR: Nach der Transformation von Ligationsansitzen wurden Kolonie-PCRs zum
Nachweis des eingebauten Inserts durchgefiihrt. Dazu wurden 150 ul Reaktionsansatz in 10 pl

Ansitze aufgeteilt und jeweils mit einem frisch transformierten Klon angeimpft. Hierfiir wurden
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die Klone mit sterilen Zahnstochern beriihrt und anschlieBend im 10 pul Ansatz getaucht. Zwei

Ansitze wurden fiir die Positiv- und Negativkontrolle benutzt.

B.2.3.2  Error-prone-PCR

Unter Verwendung des GeneMorph II Random Muatagenesis Kit von Stratagene wurde eine
Error-prone-PCR zur Erzeugung von statistischen Mutationen innerhalb der kompletten
humanen Cyl- und humanen Cyuppa-Doméne durchgefiihrt. Als Template wurden ca. 1 ng des
gereinigten Gens der jeweiligen Doméne eingesetzt und im empfohlenen PCR-Ansatz des
Herstellers mit 40 Zyklen inkubiert. Um eine hohe Mutationsrate zu gewéhren, wurden
nacheinander drei PCRs durchgefiihrt. Als Template diente jeweils ca. 1 ng gelgereinigtes PCR-
Produkt der vorherigen PCR. Nach dem letzten Zyklus konnten die PCR-Produkte im PCR-Mix

und den entsprechenden Restriktionsenzymen und Restriktionspuffern direkt verdaut werden.

Tab. B-9: Primer fiir Synthese von Error-prone Bibliotheken der Gruppe ,A*

Primer Sequenz 5" — 3’

VyEaglfor pdl AGA TGA TAA TGA TCA AGG GAC TCT GGT CAC CGT TTC GGC CG
HisTagNcolrev_pd2 GCC CAC AGT CTC CAT GGT TAT TAA TGG TGA TGG TGG TGA TG
Vi Kpnlfor_pd3 TCA CGT TCG GTG CGG GTA CCA AAC TGG ACC TGA AA

MycTagEcoRVrev_pd4 GCC TCG CCG TCG CCT CTT CTG ATA TCA GTT TTT GTT C

B.2.3.3  Herstellung lokal randomisierter DNA-Abschnitte

Lokal randomisierte DNA-Abschnitte wurden mit Hilfe von Wobbleprimern erzeugt. Bei dieser
Methode bindet der Wobbleprimer direkt auf der zu randomisierenden Position, wihrend ein
zweiter Primer an einem Ende des Genabschnitts bindet. In Abhingigkeit der zu
randomisierenden Positionen werden somit zwei bis drei Genabschnitte erzeugt. Damit diese
Genabschnitte durch eine SOE-PCR miteinander hybridisiert werden konnen, miissen sich der
Reversprimer des ersten Abschnitts und der Forwardprimer des zweiten Abschnitts mit
ca. 20 Basenpaaren iiberlappen. Des Weiteren miissen die Primer, die innerhalb des Gens binden,

so gewdhlt werden, dass mdgliche Adenintliberhidnge nicht zur Punktmutation fiihren.
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Tab. B-10: Primer fiir lokal randomisierte Bibliotheken

Primer

Sequenz 5'— 3’

Primer fiir die Synthese der Bibliothek ,,B*

Cu1_eagl_for_P1 AAT AAT AGT TAT AGA AGT TTC GGC CGC CTC CAC CAA GGG CCC ATC GGT CTT CC
Cul_for_P2 CCA CCA AGG GCC CAT CGG TCT TCC CCN NBG CAC CCT CCT CCA AGA G
Cul_rev_P3 AGT CCT TGA CCA GGC AGC CVN NGG CCG CTG TGC CCC CAG AG
Cul_for_P4 GCC TGG TCA AGG ACT ACT TCN NBG AAN NBG TGA CGG TGT CGT GGA ACT C
Cul_rev_P5 AGA GTC CTG AGG ACT GTA GGA CAG CCG GGA AGG TVN NCA CGC CGC TGG TCA GG
C for P6 ACA GTC CTC AGG ACT CTA CTC CCT CAG CAG CNN BGT GAC TGT GNN BTC CAG CAG CTT
H1_tor_ GGG CAC CCA GAC
ATG GTG ATG GTG GTG ATG VNN AGA TTT GGG CTC AAC TTT CTT GTC GAC CTT GGT GTT
Cul_rev_P7
GCT GGG
Cul_rev_P8 GCC CAC AGT CTC CAT GGT TAT TAA TGG TGA TGG TGG TGA TG
CrppaKpnl_for_ P9 TAT ACC ATA TAG GGT ACC AAA CTG GAC CTG AAA CGG ACT GTG GCT GCA CCA TCT GTC
Creppa_for_ P10 GTG GCT GCA CCA TCT GTC NNB ATC NNB CCG CCA TCT GAT GAG CAG TTG AAA TCT GG
c P11 TAT CCA CCT TCC ACT GTA CTT TGG CCT CTC TVN NAT AGA AVN NAT TCA GVN NGC ACA
kappa_IEV_ CAA CAG AGG CAG
Creppa_for_ P12 ACA GTG GAA GGT GGA TAA CGC CCT CCA ATC GGG TAA CTC
Crappa_rev_ P13 CCT CTT CTG ATA TCA GTT TTT GTT CVN NCT CTC CGC GGT TGA AGC TC
Primer fiir lokalrandomisierte Loopbibliothek (Bibliothek ,,C*)
TTT TGA TAA GAT CAT GTT TCG GCC GCC TCC ACC AAG GGC CCA TCG GTC TTC CCC CTG
Cu1_lp1_eaglfor GCA —_—
Cul_Ip2_for CGG TCT TCC CCC TGG CAN NBN NBT CCA AGN NBN NBN NBG GGG GCA CAG CGG CCC T
Cul_Ip3_rev CAC CGG TTC GGG GAA GTA GTC CTT GAC CAG GCA GCC CAG GGC CG
ACT TCC CCG AAC CGG TGA CGG TGT CGT GGN NBT CAG GCG CCN NBA CCA GCG GCG TGC
Cu1_lp4_for
ACA CC
C o5 rev CAC CAC GCT GCT GAG GGA GTA GAG TCC TGA GGA CTG TAG GAC AGC CGG GAA GGT GTG
H1_1Po_ CAC GCC GC
ACT CCC TCA GCA GCG TGG TGA CTG TGN NBN NBA GCA GCN NBG GCA CCC AGA CCT ACA
Cu1_lp6_for
TCT G
AAT GGT GAT GGT GGT GAT GVN NAG ATT TGG GCT CAA CTT TCT TGT CGA CCT TGG TGT
Cul1_Ip7_rev
TGC TGG G
Cu1_Ip8_Ncol_rev CGT CGC GGT CCG GCC AGC CAT GGT TAT TAA TGG TGA TGG TGG TGA TG
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Primer Sequenz 5'— 3’

ATT TGC GGG TAC CAA ACT GGA CCT GAA ACG GAC TGT GGC TGC ACC ATC TGT CTT CAT
Chapra_IP9_kpnl_for o o

Co 1010 § GCA CCA TCT GTC TTC ATC TTC NNB NNB NNB GAT NNB NNB NNB AAA TCT GGA ACT GCC
kappa_P 11O TCT GTT GTG

Crappa_Ip11_rev CTG CTT TGC TCA GCG TCA GGG TGC TGC TGA GGC TGT AGG TGC TGT CC

CAG CAG CAC CCT GAC GCT GAG CAA AGC AGA CNN BNN BAA ACA CAA AGT CTA CGC CTG
Crappa_lp12_for c

Cyappa_IPp13_ECcoRV_rev CGC CAC GGC TGA TAT CAG TTT TTG TTC VNN CTC TCC GCG GTT GAA GCT C

B.2.3.4  SOE (Splicing by Overlapping Extension)-PCR

Fir die Hybridisierung der einzelnen DNA-Abschnitte wurde ein Standard-PCR-Mix ohne
Primer angesetzt. Die DNA-Teilstiicke wurden im gleichen Verhéltnis mit maximal 2 pg DNA
eingesetzt. Das PCR-Programm sah wie folgt aus und wurde zweimal nacheinander mit frischer

Taq/Pfu-Polymerase durchgefiihrt:

Tab. B-11: Standard SOE-PCR-Programm

Schritt  Temperatur Zeit

1 95 °C 4 min Initiale Denaturierung

2 95 °C I min  Denaturierung

3 54°C l min  Annealing 10 Zyklen
4 72 °C 2,5min Elongation

5 68 °C 10 min  End - Elongation

6 8°C Kiihlphase

Anschlieend wurde das korrekte PCR-Produkt gelgereinigt und noch einmal mit den &dufleren

Primern mittles PCR amplifiziert, um Restriktionsschnittstellen einzufiigen.

B.2.3.5 Einfiihrung von Punktmutationen

Die Einfiihrung spezifischer Nukleotidaustausche innerhalb eines Plasmids wurde nach dem
Protokoll des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagen) durchgefiihrt. Das

Verfahren beruht hierbei auf der Synthese von nicht-methylierten Plasmiden, die sich dadurch
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von E. coli produzierten und somit methylierten Templates unterscheiden. Das entstandene PCR-
Produkt wurde durch einen Restriktionsverdau mit Dpn I vom Template getrennt, da Dpn I nur

methylierte Template-DNA verdaut.

B.2.3.6 DNA-Shuffling (nach Stemmer)

Beim DNA-Shuffling wurden 15,55 ug DNA durch DNAse (Roche) zundchst fragmentiert und
DNA-Fragmente der GroBle von 50—200 Basenpaaren gelextrahiert und gereinigt. Die
Fragmente werden in einer anschlieBenden Reassemblierungsreaktion zu chimdren Gen-
sequenzen der urspriinglichen Linge zusammengesetzt. Die Reassemblierungsreaktion ist eine
PCR-édhnliche Reaktion ohne Primer, in der homologe Fragmente miteinander hybridisieren und
an den iiberstehenden Enden von der Polymerase zum Doppelstrang aufgefiillt werden. Innerhalb
der Zyklen von Denaturierung, Annealing und Extension werden die kurzen DNA-Fragmente zu
Gensequenzen der Familie homologer Gene urspriinglicher Linge rekonstituiert, welche die
Mutationen der Elterngene in kombinatorischer Weise tragen. Dazu wurde zunichst jede
mutierte Cyl-Doméne in einem 110 pl Ansatz mittels Standard-PCR amplifiziert, anschlieBend
gepoolt und mittels PCR Reinigungskit von Macherey Nagel gereinigt. In einem Vorversuch
wurde dann die optimale DNAse-Konzentration bei Inkubation von 10 min und 25°C bestimmt.
Unter Verwendung des Thermocycler Varius TCV der Firma Landgraf wurde dann die

Hybridisierung wie folgt durchgefiihrt:

Tab. B-12: DNA-Shuffling PCR Programm

Schritt  Temperatur Zeit

1 95°C 30s Denaturierung*

2 | 45°C | 30s Annealing ¢ 10 Zyklen
3 | 72°C 30s Elongation

4 | 95°C | 30s Denaturierung

5 50°C | 30s Annealing > 30 Zyklen
6 72°C 30s Elongation )

7 68°C | 10 min  End-Elongation

6 8°C | Kiihlphase

* Abkiihlung auf 45°C in 0,5°C/s
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B.2.3.7  Spaltung doppelstrangiger DNA mit Restriktionsendonukleasen

Analytischer Verdau. Fiir den Nachweis einer erfolgreichen Ligation wurde ein analytischer
Verdau von Transformationsklonen durchgefiihrt. Dazu wurden 2 pl Miniprep DNA und 2 pl
Mastermix fir 1-2h bei 37°C inkubiert. Der Mastermix bestand aus 4,4 pul 10x
Restriktionspuffer, 0,3 pl je Enzym und auf 22 ul aufgefiilltes H,O. Der Restriktionsverdau

wurde anschlieend mittels Gelelektrophorese bewertet.

Priparativer Verdau. Ein typischer 50 pl Restriktionsansatz setzte sich zusammen aus
2-10pg DNA, 10-20 Units je Restriktionsenzym, 1x Restriktionspuffer (Neb) und
gegebenenfalls 0,1 g/l Rinderserumalbumin (BSA). Alle verwendeten Restriktionsansitze

wurden 4 — 16 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend gelgereinigt.

Vektorverdau fiir Phagmidbibliotheken. Ein 1 ml Reaktionsansatz bestand aus 100 pg Vektor
mit 100 Units Restriktionsenzym, 1 x Restriktionspuffer, gegebenenfalls 0,1 g/l BSA und
H,Opgpc. Der Ansatz wurde in 40 pl Aliqouts geteilt und 16 h bei 37°C inkubiert. Des Weiteren

wurden bei der Vektorvorbereitung nur sequenzielle Verdaue durchgefiihrt.

B.2.3.8  Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um die Selbstligation des Vektors wéahrend der Ligation zu verhindern, wurden die 5’-Enden der
Vektor-DNA nach dem Restriktionsverdau durch die Alkalische Phosphatase (Cip)
dephosphoryliert. Hierfiir wurden die Restriktionsenzyme im 50 pul Ansatz, wenn moglich,

hitzeinaktiviert und anschliefend mit 1 pl Cip fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Bei der Herstellung von Phagemidbibliotheken wurde der Dephosphorylierungsschritt zweimal
durchgefiihrt. Dabei wurde nach der ersten Dephosphorylierung der Ansatz mit Hilfe des
NucleoSpin® Extract II Kit gereinigt, das Eluat auf 1 x Puffer 3 (Neb) eingestellt und mit 1:50
Cip versetzt. Die Inkubation erfolgte noch einmal fiir 1 h bei 37°C. Anschliefend konnte der
Vektor mittels Gelelektrophorese und NucleoSpin® Extract II Kit gereinigt werden.

B.2.3.9  Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation von DNA-Fragmenten wurden klassische Zwei-Fragment-Ligierungen
durchgefiihrt. Dazu wurde das Insert im Verhéltnis 1:4 zum Vektor eingesetzt. Ein typischer
20 ul Ligationsansatz (100 — 500 ng DNA) bestand aus 2 pul 10 x Ligationspuffer, 2 ul Ligase,
x pul Insert-DNA, x pl Vektor-DNA und x pl H>O. Die bendtigten Insert-Menge konnte nach der
folgenden Formel berechnet werden: Insert [ng] = 4 X bpmsert X Vektor [ng] / bpvektor
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Ligation von Phagmidbibliotheken: Bei der Herstellung von Phagmidbibliotheken wurden pro
Bibliothek im 1,2 ml Ansatz maximal 12 pg DNA mit einem Vektor/Insert-Verhéltnis von 1:3
ligiert. Dabei wurden zuerst DNA und H,O fiir 5 min auf 50°C erhitzt, auf 4°C abgekiihlt und
mit 120 ul 10 x Ligationspuffer und 60 pl T4 DNA Ligase (Roche) versetzt. Um die
Ligationseffizienz zu steigern, wurde der Ansatz in 25 ul Aliqouts aufgeteilt und 16 h bei 4 °C
im Kiihlschrank inkubiert.

B.2.4 Native Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Nukleinsduren zu analytischen und
praparativen Zwecken. Das Trennprinzip beruht auf der unterschiedlichen Wanderungs-
geschwindigkeit der geladenen Nukleinsduren im homogenen elektrischen Feld. Da
Nukleinsduren weitestgehend eine identische Ladungsdichte besitzen, hingt die Auftrennung
hauptséchlich von der Gesamtladung und damit von der Molekiilgroe und Struktur ab. Dabei ist
die Laufstrecke eines Fragments dem dekadischen Logarithmus der Fragmentldnge proportional.
Die Grofe eines Fragments kann mit Hilfe von GroBenstandards bestimmt werden. Die Agarose
wurde in 1 x TBE-Puffer gekocht, mit Ethidiumbromid (1 pg/ml) versetzt und in eine
Plexiglaskammer mit Taschenformer gegossen. Das erstarrte Gel wurde in eine
Elektrophoreseapparatur eingesetzt und mit 1 x TBE-Puffer iiberschichtet, die zu trennenden
Nukleinsduren mit einem Fiinftel ihres Volumens an 6-fach konzentrierten DNA-Probenpuffer
versetzt und in die pufferbedeckten Taschen des Gels gefiillt. Die Elektrophorese erfolgte mit
konstanter Spannung von 160 V fiir analytische Gele bzw. 100 V bei préiparativen Gelen.

Die Nukleinsdurefragmente wurden mit Ethidiumbromid, welches zwischen benachbarte Basen
der Nukleinsdure interkaliert, unter ultraviolettem Licht der Wellenldnge von 302 nm in Form
von Banden mit intensiv orangefarbener Fluoreszenz sichtbar gemacht. Als Marker wurden in

Abhingigkeit von der Gelstirke und Kammbreite 3 — 10 pul 2-Log DNA Marker benutzt.

Tab. B-13 Puffer und Medium der Agarose-Gelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung

108 g Tris, 55 g Borsdure, 40 ml 0,5 M Na,EDTA pH 8.0, mit dH,O auf 1 1
10 x TBE ;

auffiillen
6 x DNA 30 % v/v Glycerol, 0,25 % w/v Bromphenol Blau, mit 50 mM Na,EDTA pH 8.0
Auftragspuffer auffiillen
Agarosegel 0,7 -2.7 % Agarose, 1 pl Ethidiumbromid, 1 x TBE
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B.2.5 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Um DNA Fragmente fiir nachfolgende Anwendungen aus Agarosegelen zu isolieren oder von
Enzymen oder dNTPs zu reinigen, wurde das NucleoSpin® Extract II Kit der Firma Macherey-
Nagel verwendet. Die Agarose wird hierbei durch eine chaotrope Salzlosung irreversibel
geschmolzen. Die DNA ist in Anwesenheit der Salze in der Lage, an eine Silika-Filtermembran
zu binden, wihrend aufgeloste Agarosereste nicht binden und innerhalb einer Séaule
abzentrifugiert werden konnen. Mit Hilfe des Kits konnten Fragmentgroen von 65 bp bis zu

5 kb extrahiert werden.

Das DNA-Fragment wurde mittels eines sterilen Skalpells aus dem Agarosegel ausgeschnitten,
gewogen und in ein Mikroreaktionsgefdl} iiberfiihrt. Die anschlieBende Reinigung erfolgte nach
dem Herstellerprotokoll. Zusétzlich zum Herstellerprotokoll wurde bei Basenfragmenten kleiner
100 bp das Verhidltnis DNA-Losung zu NT-Puffer auf 1:3 erhoht. Die erhohte chaotrope
Salzkonzentration unterstiitzt dabei die Bindung kleinerer DNA-Fragmente an die

Silikamembran und erhoht somit auch die Ausbeute.

Plasmidreinigung fiir die Elektroporation: Ligierte Vektor-DNA bzw. Maxiprep-DNA fiir die
Elektroporation von in ElectroTen Blue Zellen bzw. ER2738 wurden mittels NucleoSpin®
Extract II Kit gereinigt. Dabei wurde der Waschschritt mit 600 ul NT 3-Puffer zweimal
durchgefiihrt und die DNA anschlieBend zweimal in 70°C warmen H,O eluiert.

B.2.6 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

Die Konzentration von Nukleinsduren kann aufgrund der n—Elektronensysteme der konjugierten
Doppelbindungen in den Basen von Nukleinsduren iiber die Absorption von ultraviolettem Licht

bei einer Wellenlédnge von 260 nm bestimmt werden.

Der Quotient der Absorptionen bei 260 und 280 nm kann als Mal} fiir die Reinheit der Losung
herangezogen werden. Fiir reine DNA-Losungen erhdlt man Werte um 1,8 und fiir RNA-
Losungen um 2,0. Die Absorption bei 260nm dient als Grundlage fiir die
Konzentrationsbestimmung. Je nach Typ der Nukleinsdure werden verschiedene Umrechnungs-
faktoren eingesetzt. Diese auf Losungen mit einer Schichtdicke von 1 cm bezogenen
Néherungswerte sind abhéngig von der relativen Basenzusammensetzung der Nukleinsduren. Fiir
einzelstringige DNA-Oligomere entspricht eine Absorptionseinheit bei 260 nm einer
Konzentration von etwa 33 pg/ml. Fir RNA betriagt dieser Wert etwa 40 ug/ml und fiir
doppelstrangige DNA etwa 50 pug/ml. Mit Hilfe dieses Verhédlnisses und des eingesetzten
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Verdiinnungsfaktors (VF) der Losung lieB3 sich die Konzentration spektrometrisch bestimmen

(cpna = ODgep x 50 (ug/ml) x VF).

B.2.7 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen erfolgten als Dienstleistung durch das Sequenzierlabor von Martin
Meixner unter Verwendung von Sequenzierprimern (Tab. B-3) und des Sequenzers ABI Prism

377 nach dem BigDye-Terminator Cycle-Sequencing-Protokoll.

B.2.8 Isolierung von Plasmiden

In Abhéngigkeit der gewlinschten Anwendung bzw. des Bedarfs an Plasmid-DNA wurden
anhand der Firmenprotokolle Mini- und Maxi-Plasmidprep-Kits der Firma Qiagen und

Macherey-Nagel durchgefiihrt.

B.2.9 Expression und Reinigung von rekombinanten Protein
B.2.9.1  Cytoplasmatische Expression von GFP M53T

Nach erfolgreicher Transformation des Plasmids pDsb/Ass EMS3T in BL21 (plysS) Zellen,
wurden die Transformanten auf LB-Cm-Kana und 1% Glucose-Platten ausplattiert. Fiir die
Anzucht einer 100 ml Vorkultur (LB-Cm-Kana und 1 % Glucose) wurde eine frische Kolonie
BL21 (plysS) verwendet und iiber Nacht bei 30°C und 220 rpm inkubiert. Am Folgetag wurden
die 2 x 1 Liter Hauptkultur (LB-Cm-Kana) ohne Glucose mit 1/50 Volumen Vorkultur gestartet
und bei 30°C und 220 rpm inkubiert. Bei einer ODgpp = 0,6 wurde die Proteinexpression mit
0,1 mM IPTG Endkonzentration gestartet und fiir 4 bis 5 h exprimiert. AnschlieBend konnten die
Zellen durch Zentrifugation von 15 min und 5500 x g geerntet werden. Das Zellpellet wurde in
1:50 AufschluBBpuffer (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NacCl, 1 x Bugbuster, 25 U/ml Benzonase und
40 mM Imidazol) bei Raumtemperatur resuspendiert und 20 min bei 70°C hitzebehandelt.
Denaturierte Proteine wurden durch Zentrifugation von 20 min bei 30600 x g entfernt und die

Proteinlosung bei -20°C gelagert.

B.2.9.2  Expression Fab—Fragmenten im Mikrotiterplattenformat [80]

Eine 96-DeepWell-Platte wurde mit 200 ul/Well LB-Cm-Medium befiillt, mit einer
Einzelkolonie pro Vertiefung beimpft und iiber Nacht bei 30°C und 250 rpm geschiittelt
(Masterplatte). Es wurden 5 pl dieser Ubernachtkultur in 185 pl/Well LB-Cm-Medium iiberfiihrt
(1:40 Verdinnung) und 90 min bei 37°C und 250 rpm geschiittelt. Bei einer ODgpp= 0,5 wurde
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die Fab-Expression mit 10 pl 4 ug/ml Anhydrotetrazyklin (1:500 in LB) induziert. Die Kulturen
wurden tiber Nacht bei 18°C und 250 rpm geschiittelt.

Am dritten Tag wurden die Zellen sedimentiert durch 10 min Zentrifugation bei 4000 x g. Der
Uberstand wurde abgenommen und verworfen, die Pellets in 100 ml/Vertiefung
Periplasmapuffer resuspendiert und auf Eis inkubiert. Zwanzig Minuten spiter wurden die
Mikrotiterplatten ein letztes Mal fiir 10 min und 4000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
direkt fiir den Nachweis-ELISA genutzt.

B.2.9.3  Analytische Expression von Fab-Fragmenten (20 ml Zellkultur)

Es wurden 5 ml LB-Cm-Medium mit einer frischen Bakterienkultur von E. coli JM83 beimpft
und tiber Nacht bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Am nédchsten Tag wurde die Hauptkultur von
20ml LB-Cm durch Zugabe von 500 ul (1:40) Ubernachkultur gestartet. Bis zu einer
ODgoo= 0,4 wuchsen die Zellen ca. 1 h lang bei 37°C und 220 rpm. AnschlieBend wurde die
Schiittlertemperatur auf 18°C reduziert. Bei einer ODgp9 = 0,5 wurde die Expression durch
Zugabe von 1 ml 4 pg /(ml LB) Anhydrotetrazyklin (aTc) gestartet. Fab-Konstrukte wurden 24 h
bei 18°C und 220 rpm exprimiert und durch Zentrifugation (5 min, 5000 x g) geerntet.

B.2.9.4  Priparative Expression von Fab-Fragmenten

Es wurden 50 ml LB/Cm-Medium mit einer frischen Bakterienkolonie von JM83-Zellen beimpft
und tiber Nacht bei 30°C und 220 rpm im Schiittelinkubator kultiviert. Am néchsten Morgen
wurden 1 Liter LB/Cm-Medium mit 10 ml (1:100) inokuliert und bei 37°C und 220 rpm
geschiittelt. Bei ODggpo= 0,3 wurde die Temperatur auf 18°C reduziert und die Kultur bei
ODgoo = 0,5 mit aTc induziert (Endkonzentration = 0,2 ng/ml). Die Expressionszeit betrug 24 h
bei 18°C und 180 rpm. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation (15 min, 5500 x g,
4°C) geerntet und der Uberstand dekantiert. Das Pellet wurde entweder fiir kurze Zeit bei -20°C

gelagert oder gleich dem Periplasmaaufschluss zugefiihrt.

B.2.9.5  Analytischer Periplasmaaufschluss

Zellpellets von 1 ml Kulturen wurden in 120 pul Periplasmapuffer resuspendiert und fiir
ca. 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Spéroblasten durch zweimalige
Zentrifugation von 5 min bei 2000 x g und anschlieBend 20 min bei 16.000 x g abgetrennt.
Fertige Periplasmaproben wurden durch Western-Blot und ELISA tiiberpriift. Die Proben wurden
bei -20°C gelagert.
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B.2.9.6  Préiparativer Periplasmaaufschluss

Zellpellets wurden in 1/100 Volumen Periplasmapuffer auf Eis resuspendiert. Nach ca. 30 min
Inkubation wurde der Periplasmaaufschluss 15 min bei 3000 x g und 4°C zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und ein weiteres Mal 20 min bei 30.600 x g und 4°C zentrifugiert. Die

Proben wurden bei -20°C gelagert.

B.2.9.7  Quantifizierung von Proteinen im Periplasma und Mediumiiberstand

Unter der Vorraussetzung, dass die Affinitit der optimierten Fab-Varianten konstant bleibt, kann
der Anteil der 16slich exprimierten und funktionellen Antikérper im Periplasma durch ELISA
(Siehe Protokoll B.2.10.5) bestimmt werden. Als Standard dient eine vollstindig gereinigte
Probe des Fab CB4-1, dessen Proteingehalt photometrisch iiber den spezifischen

Extinktionskoeffizienten bestimmt wurde.

B.2.10 Proteinchemische Methoden
B.2.10.1  Metallchelat-Affinitdtschromatographie

Die Metallchelat-Affinitdtschromatographie (Immobilized Metal Affinity Chromatography,
IMAC; [81]) beruht auf der Bindungswechselwirkung von funktionellen Gruppen auf der
Proteinoberfliche, vor allem Cystein- oder Histidin-Seitenketten, zu Ubergangsmetallionen.
Auch rekombinante Proteine mit kiinstlich angehéduften Oligohistidin-Sequenzen kdnnen wegen
ihrer besonderen Affinitdt zu chelatisierten Metallionen auf diese Weise gereinigt werden ([82]).
Die IMAC wurde deshalb zur Einschritt-Reinigung von GFP-EMS3T und diversen Fab-

Varianten mit einem C-terminalen His-Tag herangezogen.

Die Reinigung erfolgte unter Verwendung von HisTrap HP Sdule (GE Healthcare), einer
Chromatographie Matrix mit Nitrilotetraessigsdure-Gruppen (NTA) als Chelatbildner. Eine
Sdule mit einem Bettvolumen von 1 ml wurde zunéchst bei einer konstanten FluBrate von
1 ml/min mit Wasser gespiilt und anschlieBend mit 15 Sdulenvolumen (SV) 4 % Puffer A
dquilibriert. Wéhrend dessen wurde die in Puffer A dialysierte Periplasmaprobe zentrifugiert
(20 min, 47800x g, 4°C) und sterilfiltriert (0,45 um). Zusétzlich wurden auch alle
Periplasmafraktionen direkt vor dem Aufragen mit 1/1000 Benzonase behandelt und fiir mehrere
Stunden bei 4°C inkubiert. Anschlieend konnte die Probe mit maximal 1 ml/min aufgetragen
und bis zum Erreichen der Basislinie mit 4 % Puffer A gespiilt werden. Das gebundene Protein

wurde durch Anlegen eines linearen Konzentrationsgradienten mit 40 ml Volumen von 20 bis
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300 mM Imidazol eluiert. Das gereinigte Protein wurde anschlieBend gegen einen geeigneten

Puffer dialysiert, sterilfiltriert (0,45 pm) und bei -80°C gelagert.

Tab. B-14: Verwendete Puffer fiir die Proteinreinigung

Name Zusammensetzung

Dialysepuffer I 20 mM NaH,PO, pH 7.4, verwendete Puffer 500 mM NaCl, mit dH,O

auffiillen
Dialysepuffer 11 10 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 8.0 einstellen und mit dH,O auffiillen
Gradifraq Puffer A igfgll\l/{ﬂljaHzPOA; pH 7.4, 500 mM NacCl, sterilfiltriert, entgast und mit dH,O
Gradifraq Puffer B 20 mM NaH,PO, pH 7.4, 500 mM NacCl, 500 mM Imidazol, sterilfiltriert,

entgast und mit dH,O auffiillen

B.2.10.2 SDS-PAGE

Durch das im SDS-PAGE-Auftragspuffer enthaltende SDS werden alle Proteine mit einer
gleichmiBig verteilten negativen Ladung abgesittigt (SDS mit negativen SO4> Gruppen). Die
Laufgeschwindigkeit in einem Elektrophoresegel ist somit nur noch von der Gréfe und nicht
mehr von der unterschiedlichen Ladung der Proteine abhéngig. Als diskontinuierliche SDS-
PAGE wurden erst ein 12 %iges Trenngel (pH 8,8) und nach deren Polymerisation darauf ein
Sammelgel (pH 6,8) in eine Gelpriparationskammer gegossen. Darauthin wurde das
auspolymerisierte Gelsystem in eine mit 1 x Laemmli-Puffer befiillte Elektrophoresekammer
(BioRAD) iiberfiihrt. Die Proteinprobe wurde wéhrenddessen mit 5 x SDS-Auftragspuffer
versetzt und fiir 5 min bei 95°C aufgekocht, um Tertidrstrukturen und Disulfidbriicken zu
zerstoren. AnschlieBend wurde die Probe auf das Gel aufgetragen und die Elektrophorese bei
80V gestartet. Aufgrund des pH-Wertes des Sammelgels (pH 6,8) kommt es zu einer
Konzentrierung der Proteine an der Front zum Trenngel und damit zu einer besseren Auflésung
der Auftrennung von Proteinen im Trenngel. Bei Erreichen des Trenngels wurde die angelegte
Spannung auf 20 mA/Gel und maximal 180 V erhoht. Die SDS-Gelelektrophorese wurde mit

dem Auslaufen der Bromplenolbande aus dem Gel beendet.
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Tab. B-15: Puffer und Gele der SDS-PAGE

Name Zusammensetzung

10 x Lacmmli 30,2¢ Tris, 144 g Glycin freie Séure, 5 g SDS, mit dH,0 auffiillen

Puffer
5 x SDS 250 mM Tris/ HCI pH 6.8, 7,5 % w/v SDS, 0,25 % w/v Bromphenol Blau, 625
Auftragspuffer mM DTT, 25 % v/v Glycerol, mit dH,O auffiillen, -20°C

Fir finf Gele: 1,4 ml 30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid, 7,3 ml H,O, 1,25 ml
Sammelgel (4,2 %) 1 mM Tris/HCL-Puffer pH 6,8, 50 ul 20 % SDS, 20 pl TEMED und 50 pl 10 %
w/v APS

Fiir fiinf Gele: 10 ml 30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid, 8,3 ml H,0, 6,25 ml
Trenngel (12 %) 1,5 M Tris/HCL-Puffer pH 8.8, 125 ul 20 % SDS, 25 ul TEMED und 250 pl 10
% w/v APS

B.2.10.3 Coomassiefarbung von Proteingelen

Nach der SDS-Gelelektrophorese wurden die Gele direkt in ca. 20 ml Coomassiefarbelosung
gegeben und fiir 20 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Gele kurz mit Wasser gewaschen

und mit 20 ml Entfarbelosung so lange entférbt bis klare Proteinbanden sichtbar waren.

Tab. B-16: Coomassie-Farbung

Puffer Zusammensetzung

Coomassie- 10 % v/v Essigséure, 40 % v/v Ethanol, 0,25 % w/v Coomassie Brilliant Blau
Férbelosung R250, mit dH,0 auffiillen, durch Papierfilter filtriert

Entfarbelosung 10 % v/v Essigsdure, 40 % v/v Ethanol (vergilt), mit dH,O auffiillen

B.2.10.4 Western-Blot

Zum spezifischen Nachweis von Proteinen wurde die Western-Blot-Analyse verwendet. Dabei
wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran (Millipore) elektrophoretisch iiberfiihrt und
spezifisch mit einem o-His-POD (Sigma) nachgewiesen. Zwei Filterpapiere (6 cm x 9 cm)
wurden in E-Blotpuffer getrinkt, die PVDF-Membran kurz in EtOH (vergilt) getaucht und 1 min
in Wasser geschwenkt. Die Membran wurde anschlieBend zu dem Filterpapier in E-Blotpuffer
gelegt. Der Blot wurde luftblasenfrei zusammengebaut, indem ein puffergetranktes Filterpapier
auf die (untere) Anode, die Membran dariiber, das Gel auf die Membran und ein zweites
Filterpapier darauf gelegt wurde. Zum Abschluss wurde die (obere) Katode aufgelegt und der
Elektrotransfer fiir 20 min bei 20 V durchgefiihrt. Die Membran wurde 1 h oder iiber Nacht in
5 % w/v Milchpulver in TBS-T abgesittigt und 1 x 5 min in TBS-T gewaschen. AnschlieBend
wurde 1h in 2 ml Antikorperldsung in TBS inkubiert und 3 x 5 min in TBS-T gewaschen. Es
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wurden nur POD-(Peroxidase) markierte Antikorper verwendet, die mit 1 bis 2 ml
SeramunBlau®“prec (Seramun) entwickelt wurden. Die Reaktion ist mit Wasser abgestoppt

worden.

Tab. B-17: Puffer flir Western-Blot

Puffer Zusammensetzung

25 mM Tris, 200 mM Glycin freie Saure, 20 % Ethanol (vergilt), mit dH,O auf

E - Blotpuffer 2.5 1 auffiillen

75,6 g Tris, 109,7 g NaCl, 12,5 ml Tween 20, einstellen auf pH 7.5, mit dH,0 auf
5x TBS-T ..
2,5 1 auffillen

B.2.10.5 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Der ELISA ist ein heterogener Enzym-Immunassay, der auf der Antigen-Antikorper-Reaktion
basiert. Dabei kann entweder ein spezifischer Antikdrper an einer festen Tragersubstanz
(z. B. Zellulose, Polystyrol) gebunden vorliegen oder das Antigen liegt gebunden vor. Nach der
Inkubation mit der Probe bilden sich Immunkomplexe aus und in einem nachfolgenden Schritt

konnen weitere Enzym-markierte Antikorper binden.

A) B) Q C) .
¢l AL =l
Q@ >—=C o 3 o
® ~
o\
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S <

@ crPmsaT O p24 == FabdmycC,, === Fabdmyc-HisTag Substrat Produkt ;% Phage mit CB4-1-plll
b
>—P°° anti-HisTag-AK m—" anti-C,,,,,-AK —" anti-M13-K07-AK >—P‘i" anti-mlgG1-AK

Abb. B-1: Verwendete ELISA-Varianten. A) Mit GFP-M53T beschichteten Platten kdnnen I6sliche Fab-Fragmente nur Gber die
Ckappa-Domane detektiert werden, da GFP selbst His-getaggt ist. B) Nachweis I8slicher Fab-Fragmente an rekombinanten p24,
Nachweis erfolgte tber Antikérpergemisch aus Maus a-Tetra-His-Antikérper 1:4000 und o-Maus-lgG-HRP-Antikérper 1:7000. c)
Phagen-ELISA an GFP-M53T, Nachweis uber a-Fd-Phagen-HRP 1:1000. Substrat aller ELISA: TMB (SeramunBIau®fast).

Durch Zugabe eines chromogenen Substrats zum Reaktionsansatz konnen die Immunkomplex-
gebundenen Enzym-Substrat-Komplexe sichtbar gemacht werden. Die Antigenkonzentrationen
in der Probe kann anschlieBend durch den Vergleich mit Standards bekannter Enzymaktivitaten
ermittelt werden. Das Antigen des a-p24-(HIV-1)-Antikorpers CB4-1 wurde entweder von
Christa Scholz und Dina Reinhard (unsere Arbeitsgruppe) zur Verfiigung gestellt oder in Form
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des zirkuldr permutierten GFP-MS53T [78] nach Abschnitt B.2.9.1 und B.2.10.1 selbst exprimiert

und gereinigt.

Phagen-ELISA (Abb. B-1 C)). Zum Nachweis der Ausbildung von funktionellen
rekombinanten Fab-Fragmenten auf der Oberfldche eines Phagen wurde ein Bindungsassay mit
dem spezifischen Antigen durchgefiihrt. Dafiir wurde eine 96er MaxiSorb Mikrotiterplatte
(Nunc) mit 100 ul pro Vertiefung 10 ng/ml GFP-MS53T in PBS {iber Nacht bei 4°C beschichtet,
3 x mit PBST (0,1 % v/v Tween 20) gewaschen, mit 300 pul 2 x Blockierungslésung/PBS iiber
Nacht bei 37°C blockiert und wieder 3x mit PBST gewaschen. Anschlieend wurden 80 pl des
phagenhaltigen Zellkulturiiberstands aus der Phagenpriparation im 96er Mikrotiterplattenformat
(B.2.11.8) in 1 x Blockierungslosung/PBS in die beschichtete Mikrotiterplatte tiberfiihrt und fiir
2 h bei RT inkubiert. Danach wurde 10 x mit PBS-T gewaschen. Der Nachweis fiir gebundene
Phagen erfolgte mit dem o-Fd-Phagen-HRP (1:1000 in 1 x Blockierungslosung/ PBS) 1 h bei
RT. Nach 10 x Waschen mit PBS-T wurde mit 100 pl/Vertiefung SeramunBlau®fast (Seramun)
entwickelt und im ELISA-Reader die Kinetik der TMB Oxidierung gemessen. Der Messfilter
wird auf 650 nm und der Referenzfilter auf 450 nm eingestellt. Das Messintervall betragt 20 s
und es werden 30 Messpunkte {iber 10 min aufgenommen. Vor jeder Messung wird 2 s

geschiittelt.

ELISA loslich exprimierter Fab-Fragmente im 96er Mikrotiterplattenformat [80]. Fiir den
Nachweis von 16slich exprimierten Fab wurden Mikrotiterplatten mit 100 pl/Vertiefung mit
1 pg/ml p24/PBS beschichtet und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurde die
Beschichtungslosung verworfen und die Platten auf trocknen Tiichern ausgeklopft und dreimal
mit PBS-T gewaschen. Ohne zusétzlichen Blockingschritt wurden 40 pl Periplasmaiiberstand
B.2.9.2) in die mit p24 beschichteten und mit 40 pl/Vertiefung 2 x Blocking/PBS gefiillten
Mikrotiterplatten {iberfiihrt und 2 h bei RT und 150 rpm geschiittelt. AnschlieBend wurde 3 x mit
PBS-T gewaschen und 100 pl/Vertiefung Antikorperlosung pipettiert und fiir 2 h, 150 rpm und
RT inkubiert (Tab. B-18: Protokoll zum Fab-Expressions-ELISA). Das Antikorpergemisch
bestand aus Maus-a-Tetra-His-Antikorper 1:4000 (Qiagen) und a-Maus-IgG-HRP-Antikorper
1:7000 (Seramun). AnschlieBend musste die Mikrotiterplatte mit 10 x PBS-T gewaschen werden,
bevor die Antikérperbindung mittels 100 ul/Vertiefung mit SeramunBlau®fast (Seramun)
nachgewiesen wurde (Abb. B-1B). Es wurde wieder die Kinetik der Oxidation des
Tetramethylbenzidins (TMB) gemessen. Als Referenz wurde immer in Dreifachbestimmung das
Ausgangskonstrukt Fab4myc bzw. die bis dato beste Mutante mitgefiihrt. Bevor der ELISA-Test

via His-Tag eingefiihrt wurde, konnte die 16sliche Fab-Expression auch mittels o.-mCgappa-POD
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(Acris Antibodies, Abb. B-1A) bzw. o-hCkappa (Sigma)/a-Maus-IgG-HRP (Amersham

Biosciences) und TMB nachgewiesen werden.

Tab. B-18: Protokoll zum Fab-Expressions-ELISA

Fab-Expressions-ELISA

1 Beschichten mit p24 100 pl (1 pg/ml) UN@ 4 °C

2 3 x Waschen mit PBS-T

3 Bindung (40ul Periplasma und 40 pl 2 x Blocking/ PBS) 80 ul 2hRT

4 3 x Waschen mit PBS-T

Maus a-Tetra-His-Antikorper 1:4000
5 100 ul 2hRT
o-Maus-IgG-HRP-Antikorper 1:7000

6 10 x Waschen mit PBS-T

7  Entwicklung mit SeramunBlau®fast 100 pl

B.2.11 Arbeiten mit filamentosen Phagen
B.2.11.1 Selektion von rekombinanten Fab-Fragmenten mittels Phagen-Display

Die invitro-Selektion von Antikérperfragmenten [83] iiber ihre Bindungsaktivitit wird
,Panning“ genannt. Das Antigen ist dabei immobilisiert an einer festen Phase, wie zum Beispiel
Nitrocellulose [84], Magnetische Beads [85] oder Sdulenmaterial [43], meistens jedoch an der
Oberfldche von Polysterolgefialen [86][86][85][85][84][84][86] oder 96-Well-Mikrotiterplatten
[42]. Fiir die Selektion der Phagenbibliothek wurden Mikrotiterplatten-Module der Firma Nunc

benutzt.

Die Fab-Fragment tragenden Phagen wurden an den oberflichengebundenen Antigen p24
gebunden. Durch sorgfiltiges Waschen wurden bindende von nicht-bindende Phagen getrennt
und konnten im néchsten Schritt durch pH-Shift eluiert werden. Eluierte Phagen dienten dann
der Infektion von neuen ER2738-Zellen. Ein neuer Selektionszyklus wurde gestartet, in dem
Phagemid-tragende ER2728 Zellen erneut mit Helferphagen M13K07 infiziert und neue
Antikorperfragment-tragende Phagen produziert wurden. Diese neue Phagenbibliothek wurde
dann fiir eine erneute Panning-Runde genutzt. Es wurden so viele Panning-Runden durchgefiihrt
bis sich spezifische Phagen signifikant angereichert haben. Zwischen drei durchgefiihrten
Panning-Runden wurden jeweils Phagen- und Expressions-ELISA durchgefiihrt, um

Vorteilsmutanten zu selektieren und die Qualitdt des Eluats zu bewerten.
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B.2.11.2 Priparation von M13K07 Helferphagen

Es wurden 20 ml 2 x TY-Medium mit einer Kolonie ER2738-Zellen beimpft und bei 37°C und
220 rpm bis zu einer ODgyo = 0,2 geschiittelt. Je 190 pl dieser Kultur wurden mit 10 pl einer
Losung von M13K07 Phagen der Verdinnungsstufen 10° bis 10'® gemischt und 30 min bei 37°C
inkubiert. Die infizierten Kulturen wurden zu je 3 ml TOP-Agar (48°C) gegeben, kurz gemixt,
auf vorgewidrmte LB-Agarplatten gegossen und bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

Am néchsten Tag wurde ein kleiner Plaque mit einer 1000 pl Pipettenspitze gepickt, zu 3-4 ml
einer exponentiell wachsenden ER2738-Kultur (ODgpp = 0,5) gegeben und 2 h bei 37°C und
200 rpm geschiittelt. Mit dieser Kultur wurden 500 ml 2 x TY Medium inokuliert und 1 h bei
37°C und 140 rpm geschiittelt, Kanamycin bis zu einer Endkonzentration von 50 pg/ml
hinzugegeben und tiber Nacht bei 37°C und 140 rpm geschiittelt. Die Zellen wurden sedimentiert
(4°C, 20 min, 5500 x g) und die Phagen durch zweimalige PEG/NaCl-Fillung aus dem
Kulturiiberstand gewonnen. Nach der 2. Fillung wurden die Phagen in 2 ml TE-Puffer (10 mM
Tris, pH 8.0, 1 mM EDTA) aufgenommen. Der Helferphagentiter sollte ca. 10'* cfu/ml betragen.

B.2.11.3 Préiparation von Phagemidbibliotheken

Es wurden 11 2 x TY-Cm-Medium mit ER2738-Zellen (entweder direkt mit Transformations-
Kultur oder aus Ubernachtkultur) auf ODgo=0,1 eingestellt und bei 37°C mit 160 rpm
geschiittelt. Beim Erreichen der ODgyo= 0,5-0,6 wurde die Kultur schnell auf 25°C abgekiihlt
(auf Eis mit Thermometer), dann mit 6 x 10'* cfu M13KO7 Helferphagen gemischt (Moi=15,
1 ODggp entspricht ca. 8 x 108 Zellen/ml) und fiir 30 min bei 25°C und 80 rpm inkubiert.
AnschlieBend wurde Kanamycin bis zu einer Endkonzentration von 50 pg/ml zur Kultur gegeben
und diese nun 15 min bei 25°C und 160 rpm geschiittelt. AnschlieBend wurde das Medium
gewechselt: Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min, 5500 x g, 4°C) sedimentiert, der
Kulturiiberstand verworfen und die Zellen in 11 auf 25°C temperiertem 2 x TY-Cm mit
Kanamycin (50 pg/ml) und Tetracyclin (1 pg/ml) resuspendiert. Diese Kultur wird 8 h oder iiber
Nacht (14-16 h) bei 25°C und 160 rpm geschiittelt. AnschlieBend konnten die rekombinanten

Phagen aus dem Kulturiiberstand gewonnen werden.

B.2.11.4 PEG — Féllung von Phagen aus dem Zellkulturiiberstand

Zellen und Zelltriimmer wurden vom phagenhaltigen Zellkulturiiberstand durch Zentrifugation
(4°C, 5500 x g, 15 min) getrennt und mit %4 Volumen PEG/NaCl-Ldsung versetzt. Nach 1 h auf
Eis (Féllung kann auch tiber Nacht durchgefiihrt werden) wurden die Phagen sedimentiert (4°C,
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30.000 x g, 15 min) und der Uberstand verworfen. Das Phagenpellet wurde in 5 ml TE-Puffer
aufgenommen und durch ein 0,45 pm Filter gereinigt. Optional konnte eine zweite Fillung
durchgefiihrt werden. Dabei wurde die Phagenlosung mit 4 Volumen PEG/NaCl-Losung
versetzt und 1 h oder iiber Nacht auf Eis inkubiert. Die Phagen wurden sedimentiert (4°C,
30.000 x g, 15 min) und mit 500 pl TE-Puffer oder PBS aufgenommen. Die Phagenlosung
konnte bei 4°C gelagert oder mit einem Volumen Glycerol gemischt bei -70°C eingefroren

werden.

B.2.11.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Phagen [31]

Der Phagentiter wurde photometrisch bestimmt. Dazu wurde ein Spektrum von 240 — 320 nm
aufgenommen. AnschlieBend wurde der Maximalwert bei einer Absorption von Ajzs um den
Wert der Basislinie bei Az bereinigt. Die Nukleotidanzahl aller Phagemidvektoren entspricht
4929 Basen. Die Berechnung ist verfdlscht, da eine Phagenbibliothek in der Regel eine
Mischpopulation von Phagen widerspiegelt. Neben den Phagemid-tragenden Phagen sind auch
M13K07-Helferphagen vorhanden, die ein Genom von 6407 Basen besitzen. Da aber bei der
Verwendung von Helferphagen mit defektem Replikationsursprung das Phagemid mit einem
Verhiltnis von 1000:1 eingebaut wird [53, 87], trigt nur ein geringer Anteil der Phagen ein

Helferphagengenom. Der gemessene Fehler ist daher zu vernachlissigen.

(A269 — Aszo) X (6 X 1016)

Phagenpartikel / ml = - -
Nukleotidanzahl des Phagemidvektors

B.2.11.6 Panning von Fab4myc Phagemidbibliotheken

Es wurden Mikrotitervertiefungen mit 10 pg/ml GFPuv und GFP_MS53T beschichtet und iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Die Mikrotitervertiefungen wurden mit 2 x Blocking-Puffer bis zum
Rand gefiillt und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Vertiefungen dreimal
gewaschen und das Prepanning fiir 1 h bei RT mit 10> Phagen/Vertiefung durchgefiihrt. Dieser
Schritt diente dazu unspezifische Phagen zu eliminieren. Im Anschluss wurde die Phagenldsung
direkt in die GFP-MS53T beschichteten Vertiefungen fiir 2 h bei RT gegeben. Nach dem Binden
antigenspezifischer Phagen wurde noch einmal intensiv 10 x mit PBS-T gewaschen, um nicht
gebundene Phagen zu entfernen. Im letzten Schritt wurden gebundene Phagen durch Inkubation

von 5 min mit Glycin/HCI pH 2,2 eluiert und durch Zugabe von Tris/HCI pH 9,0 neutralisiert.
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Tab. B-19: Protokoll zum Phagen-ELISA

Phagen-ELISA

1 Beschichten mit GFPuv und GFP-M53T 200 pl 10 pg/ml/ UN@ 4 °C

2 Blocken 300 ul UN@ 37 °C

3 3 x Waschen mit PBS-T

4* Hitzeinaktivierung der Phagenbibliothek 20 min 60 °C
5 Prepanning mit GFPuv 100 pul 1 hRT
6 Bindung mit GFP-M53T 80 pl 2hRT

7 10 x Waschen mit PBS-T

8 FElution mit Glycin/HCI pH 2.2 100 pl 5 min

9 Neutralisation mit Tris/HCI pH 9.2 15 pl

* eine Hitzeinaktivierung der Phagenbibliothek wurde nur bei der A-Cy1 und A-Cy1-shuffling Bibliothek durchgefiihrt

B.2.11.7 Reamplifikation eluierter Phagen

Fiir eine weitere Panning-Runde mussten eluierte Phagen reamplifiziert werden. Dazu wurden
die Phagen (ca. 500 pl) aus dem Panning mit 3 ml ER2738 (ODgyo= 0,5 - 0,6; 37°C) gemischt
und 30 min bei 37°C ohne Schiitteln inkubiert. Zur Titerbestimmung wurden 1 pl und 10 pl auf
2 x TY-Cm-Agar ausplattiert. Die Kultur wurde sedimentiert (5 min, 3500 x g, 4°C), das
Zellpellet in ca. 500 pl Medium resuspendiert, auf eine 22x22c¢m 2 x TY-Cm-Platte mit Hilfe der
ColiRollers ausplattiert und iiber Nacht bei 30°C inkubiert (Temperatur auf 28°C gesenkt, wenn
>16 h Inkubation). Zum weiteren Arbeiten mit den Zellen, wurden sie am nédchsten Tag mit ca.
20ml 2 x TY-Cm-Medium und 10 % Glycerol von der Platte geschabt und in Fliissigkultur
genommen, wobei die Kultur auf eine ODgoo= 0,08 — 0,1 eingestellt und bei 37°C und 180 rpm
geschiittelt wird. Beim Erreichen der ODgpo= 0,5 wurde die Kultur schnell auf 25°C abgekiihlt
(auf Eis mit Thermometer), dann mit 1,5 x 10" cfu M13KO7-Helferphagen gemischt und fiir
30 min bei 25°C und 100 rpm inkubiert. AnschlieBend wurde Kanamycin bis zu einer
Endkonzentration von 50 pg/ml zur Kultur gegeben und diese nun 15 min bei 25°C und 180 rpm
geschiittelt. Im Anschlul daran wurde das Medium gewechselt. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (10 min, 5500 rpm, 4°C) sedimentiert, der Kulturiiberstand verworfen und die
Zellen in 25 ml auf 25°C temperiertem 2 x TY-Cm mit Kanamycin (50 ng/ml) und Tetracyclin
(1 pg/ml) resuspendiert. Diese Kultur wird 8 h oder {iber Nacht (14 - 16 h) bei 25°C und 180 rpm
geschiittelt.

41



B — Material und Methoden

AnschlieBend konnten die rekombinanten Phagen aus dem Kulturiiberstand durch Féllung

gewonnen werden.

B.2.11.8 Herstellung von Phagen im 96er Mikrotiterplattenformat

Eine 96-DeepWell-Platte wurde mit 200 ul/Well 2 x TY-Cm-Medium befiillt, mit einer
Phagemid enthaltenen Einzelkolonie pro Vertiefung beimpft und iiber Nacht bei 30°C und
250-rpm geschiittelt (Masterplatte). Es wurden 5 ul dieser Ubernacht-Kultur in 200 pl/Well
2 x TY-Cm-Medium iberfiihrt (1:40 Verdiinnung) und 90 min bei 37°C und 250 rpm
geschiittelt. Nach dieser Zeit hatten die Kulturen eine ODgpp= 0,5 erreicht. Die Kulturen wurden
auf 25°C abgekiihlt, mit 10 pl (2 x 10° cfu) M13KO7-Helferphagen gemischt (Moi = 30) und
30 min bei 30°C ohne Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden 5 ul Kanamycin-Lésung (Kan-
Stammldsung (30 pg/ml) 1:10 in 2 x TY verdiinnt) hinzugegeben und die Inkubation fiir 15 min
bei 250 rpm fortgesetzt. Durch Zentrifugation (10 min, 3500 x g, 4°C) wurden die Zellen
sedimentiert und in 200 pl vortemperiertem (30°C) 2 x TY-Cm-Medium plus 60 pg/ml
Kanamycin und 1 pg/ml Tetracyclin resuspendiert. Zur Phagen-Produktion wurden die Kulturen
tiber Nacht (ca. 14 h) bei 30°C und 250 rpm geschiittelt. Die Zellen wurden am Folgetag
abgetrennt (15 min, 3500 x g, 4°C) und der Zellkulturiiberstand direkt als Phagenldsung fiir den
Einzelphagen-ELISA verwendet (siche dazu Abschnitt B.2.10.5).

B.2.12 Biochemische Charakterisierung von Fab4myc Vorteilsmutanten
B.2.12.1 Kp-Bestimmung iiber ELISA

Eine einfache und allgemein angewendete Methode fiir das Bestimmen von Antigen/
Antikorpergleichgewichten ist der klassische, indirekte ELISA nach Friguet [88]. Dabei erlaubt
die Sensitivitit des ELISA die Messung von Gleichgewichtskonstanten (Kp) bis zu 10° M.
Mikrotiterplatten wurden mit 0,5 pg/ml p24 in PBS iiber Nacht bei 4°C beschichtet und dreimal
mit PBS-T gewaschen. AnschlieBend wurden 50 ul PBS pro Vertiefung vorgelegt und eine
Verdiinnungsreihe mit 50 ul einer 312,5 nM Peptidlosung (NH,-GATPQDLNTML-COOH)
gestartet. Entlang der Mikrotiterplatte wurde so die Peptidlosung von Vertiefung zu Vertiefung
1:2 verdiinnt bis letztendlich 11 Verdiinnungsstufen entstanden. Die 12. Vertiefung wurde als
Referenz ohne Peptid mitgefiihrt. AnschlieBend wurden 50 pl mit 0,4 pg/ml Fab und zweifach
Blockingpuffer hinzugegeben und fiir 18 h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde die
Mikrotiterplatte dreimal mit PBS-T gewaschen und mit dem Antikérpergemisch aus Maus-o.-

Tetra-His-Antikorper 1:4000 und o-Maus-IgG-HRP-Antikérper 1:8000 in PBS und
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1 x Blockingpuffer fiir 2 h inkubiert. Nach zehnmaligem Waschen wurde dann die Peroxidase
durch 50 pl/Vertiefung TMB-Substrat SeramunBlau®fast aktiviert und fiir 10 min inkubiert. Die
Reaktion wurde durch die weitere Zugabe von 50 ul 1 M Schwefelsdure abgestoppt und die
Absorption bei 450 nm (Referenz 620 nm) am ELISA-Reader (Anthos HT2) gemessen.

Aus den ELISA-Daten konnte dann die Gleichgewichtskonstante Kp nach folgender Formel

abgeleitet werden:

K .
A =1+—=2 sofern die lineare Abhingigkeit gilt: L _A
A —A % A

Ao = Absorption 450nm des Fab-Pepid-Gemisch

A = Absorption 450nm der Fab-Referenz ohne Peptid
ap = Peptidkonzentration

1p= Fab-Konzentration

1 = frei Fab-Konzentration des Fab-Peptid-Gemisch

Aus der Gleichgewichtskonstanten K konnte die freie Standardenergie AG® nach der Formel:

AGP°=RT In KD mit der Gaskonstante R = 8,3145 x 107 kJ K mol”" und Tgpsa = 298,15 K

(25°C) berechnet werden.

B.2.13 Denaturierung durch Guanidiniumhydrochlorid

Die Faltungsstabilitidt ausgewihlter Fab-Varianten wurde durch chemische Denaturierung mit
Guanidiniumchlorid (GdnHCI) untersucht [89, 90]). Hierzu wurde die reversible Entfaltung in
einem Konzentrationsbereich von 0 bis 6 M GdnHCI anhand der konformationsabhingigen
Proteinfluoreszenz verfolgt. Die Anderung des Fluoreszenzsignals im Verlauf der Denaturierung

war dabei fiir die einzelnen Fab-Varianten verschieden stark ausgepragt.

Zur Herstellung von Proteinldsungen mit unterschiedlichen Konzentrationen an GdnHCI wurde
zundchst eine 8 M Stammldsung des Denaturierungsmittels in PBS-Puffer vorbereitet. Diese
Stammlosung sowie alle librigen Losungen, die im Denaturierungsexperiment eingesetzt wurden,
wurden durch Sterilfiltration von Partikeln befreit (0,45 um). Ausgehend von der Stammldsung
wurden in 15 ml ReaktionsgefiBen durch Verdiinnung mit PBS-Puffer typischerweise

31 Arbeitsldsungen mit 0,2 M Ubergangsstufen von 0 bis 6,67 M GdnHCL hergestellt.

Fiir jeden Messwert wurde eine Probe mit einem Volumen von 500 pl in einem 1,5 ml
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Reaktionsgefall angesetzt. Dafiir wurden je 450 ul der GdnHCIl-Arbeitslosung mit 50 pl einer ca.
0,44 mg/ml Losung der jeweiligen Fab-Variante in PBS-Puffer gemischt. Zusétzlich wurde zur
Korrektur des Fluoreszenzsignals fiir jeden Messwert eine weitere Losung angesetzt, bei der
anstelle der Proteinlésung PBS-Puffer zugegeben wurde. Die Ansdtze wurden durchmischt und

bis zu 26 Tage bei 25°C inkubiert.

Nach den Fluoreszenzmessungen wurde die tatséchliche GdnHCIl-Konzentration der einzelnen
Entfaltungsansétze refraktometrisch iiberpriift. Als Messwert wurde die Differenz der
Brechungsindizes der Probenlosungen und des PBS-Puffers, Anggnnci, bestimmt und die
tatsdchliche GdnHCI-Konzentration [D], unter Vernachldssigung des Proteingehaltes, nach dem

Modell von Nozaki [91] errechnet:

[D]=55,147 x Ang, ye; + 38,68 X AN 1ol — 9L6 X AN 0

Die Messung erfolgte an vier unterschiedlichen Tagen (1T, 4T, 8T, 26T) im
Mikrotiterplattenformat am Tecanreader SAFIRE II der Gruppe von Kries (FMP, Berlin). Am
13. Tag erfolgte eine =zusétzliche Kontrollmessung mittels Kiivetten am laborinternen
Fluoreszenz-Spektrometer (LS50B, Perkin Elmer). Auch wenn die Ergebnisse beider
Instrumente sich soweit deckten, wurden die Messwerte des Fluoreszenz-Spektrometers fiir die
weitere Auswertung benutzt. Unter Verwendung der Origin Software und der folgenden Formel
fiir die Berechnung des Fluoreszenzsignals F nach Clarke [92] konnten die gemessenen Werte

gefittet werden:

(CZN + Py [D])+ (aD + Po [D])explmeN ([D] N [D]SO% )/ RTJ
1+ exp|mg_ ([D]-[DT"* )/RT|

an Messwert des nativen Proteins bei GdnHCL-Konzentration gleich 0

ap Messwert des denaturierten Proteins bei GdnHCL-Konzentration gleich 6,1

Bn = Aan/A[D]

Bp = Aoap/A[D]

[D] GdnHCL-Konzentration

[D]*”* GdnHCL-Konzentration am Ubergangspunkt, wo 50 % des Proteins entfaltet vorliegen

mp.N Proportionalitétsfaktor
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B.2.14 Dynamische Differenzialkalorimetrie (DSC)

Die Aufnahme der Thermogramme der DSC-Messungen erfolgte mit einem VP DSC Mikro-
Kalorimeter der Firma Microcal (Northhampton, MA). Das Zellvolumen betrug jeweils 0,52 ml,
die Referenzzelle wurde jeweils mit dem entsprechenden Probenpuffer (PBS) befiillt. Vor jeder
Messung wurden die Losungen unter Verwendung der ThermoVav (Microcal, Northhampton,
MA) entgast. Durch einen Druckaufbau von 1,8 bar innerhalb der Zellen wurde die
Blasenbildung besonders bei hoheren Temperaturen reduziert. Die Subtraktion der Basislinie, die
Normierung auf die eingesetzte Probenkonzentration sowie die weiteren Auswertungen wurden

mit Hilfe der Gerétesoftware Origin 7.0 von Microcal durchgefiihrt.

Nach dem Befiillen der Zellen wurden die Proben fiir mindestens 20 min dquilibriert und im
Anschluss ein Up- und Down-Scan aufgenommen. Das Gerdt wurde bei den Experimenten im
High-Gain-Modus betrieben. Die Heizrate betrug 60°C h™' bei allen Experimenten. Es wurden ca.
1,5 ml der gereinigten Fab-Fragmente Fab4myc (19,5 uM), Fab4myc-DS-G8 3.1 (25,4 uM),
Fab4myc-epC10 2.0 (15,5 uM), Fab4myc-epH8 2.4 (19,5 uM) eingesetzt.

Diese Arbeiten wurden mit der freundlichen Unterstiitzung von Gerdi Holzl in der Arbeitsgruppe

von Sandro Keller am FMP Berlin durchgefiihrt.
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C ERGEBNISSE

Als Ausgangsmaterial fiir die vorliegende Arbeit dient der Phagemidvektor pDsb/M53T von
Matthias Paschke (nicht veroffentlichte Arbeit). Der Vektor stellt ein Derivat des generischen
Vektors pASK75 dar, der mit dem TetA Promotor/Operator System eine stringente Expression
des gewiinschten Proteins erlaubt [93]. Wie in unserer Arbeitsgruppe gezeigt, eignet sich dieses

Promotorsystem auch fiir den Einsatz im Phagen-Display [94].

Der Vektor pDsb/M53T ist konstruiert fiir das Phagemidsystem und benétigt fiir die Produktion
rekombinanter Phagen die Infektion mit Helferphagen. Fiir den Einsatz im Phagen-Display
besitzt der Vektor die gekiirzte Proteinsequenz von plIl (250 bis 406 AS). Die N-terminale
Doméne fehlt, was dazu fiihrt, dass das Fusionsprotein-pIII nicht mehr mit dem F-pili von E. coli
in Kontakt kommen kann und somit nicht mehr infektios ist. Deshalb lédsst dieses System eine
Anwendung von Hyperphagen, die ein vollstindiges plll-Protein voraussetzen, nicht zu.
Bestandteile des Vektors sind neben dem tet-Promotor/Operator (tet?), ein tet-Repressor (tetR),
der Replikationsursprung ColEl, als auch fl ori, eine intergenische Region und die
Chloramphenicol-Resistenz, der im Gegensatz zur Ampicillin-Resistenz ein geringer
Vektorverlust wiahrend des Phagen-Displays nachgesagt wird. Sie ist zusdtzlich entgegengesetzt
inseriert, wodurch ein mogliches Durchlesen der Sequenz nicht zur Expression der inserierten

Proteine fiihrt.

Im Folgenden sind die Ergebnisse zum Teil recht detailliert dargestellt, sofern sie von den
allgemeinen Methoden abweichen. Dies liegt in erster Linie daran, dass auch Methoden,
insbesondere Fab-Expression, Probenaufbereitung und verwendete Antikorper, wihrend der

zurlickliegenden 3 'z Jahre fortan verbessert und an die Bedingungen angepasst wurden.

C.1 Design einer Fab-Expressionskassette mit austauschbaren
konstanten Doméanen der leichten und schweren Kette

Fiir den Aufbau einer Fab-Expressionskassette fiir die Prisentierung von Fab-Fragmenten auf der
Oberflache von filamentiosen Phagen mussten zunédchst die geeigneten Parameter festgelegt
werden. Es stellte sich die Frage nach der Art des Promotors, der Verwendung einer mono- oder
bicistronischen Expressionskassette und die Wahl des zu fusionierenden Fragments mit dem
Oberfldchenprotein plll des Phagen. Mit der Vorgabe des Ausgangsvektors pDsb/M53T war

bereits die Verwendung des fest regulierten tet-Promotors, als auch die Verwendung eines
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verkiirzten pllI-Proteins, festgelegt. Darliber hinaus wurde nach der genaueren Untersuchung
von Parametern fiir Phagen-Display-Systeme durch Kirsch [95] entschieden, eine bicistronische
Expressionskassette zu verwenden. Die Kassette soll dabei so etabliert werden, dass entgegen
der iiblichen Phagen-Bibliotheken auf Fab-Basis, das Fragment der leichten Kette mit dem
verkiirzten Hillprotein plIl fusioniert wird. Das Fragment der schweren Kette sollte als frei in
den periplasmatischen Raum zu sezernierendes Protein kodiert werden. Dadurch werden
Varianten des schweren Ketten-Fragments, die verstiarkt zur Aggregation neigen, primédr vom
Screening ausgeschlossen. Sowohl das leichte, als auch schwere Ketten-Fragment sollten zur
Unterscheidung mit unterschiedlichen Affinitits-Tags ausgestattet sein. Hierfiir sollte das leichte
Kettenfragment mit einem Myc-Tag versehen werden, wihrend das schwere Kettenfragment mit
einem His-Tag fusioniert werden sollte. Dieser eignet sich zusétzlich zur Affinitétsreinigung und
garantiert den Ausschluss von moglichen leichten Kettendimeren. Fiir den Aufbau eines Phagen-
Display-Systems mit modifizierten konstanten Domédnen war es aullerdem nétig, die
Expressionskassette so zu gestalten, dass sowohl die leichte als auch die schwere konstante
Doméne leicht ausgetauscht werden konnen. Da zu Beginn des Projekts keine Angaben zur
Expressionsstirke eines rekombinant hergestellten CB4-1 Fab-Fragments gemacht werden
konnten, sollten alternativ noch weitere mogliche Ausgangsvarianten erzeugt und hinsichtlich

der Expression an l6slichen Fab-Fragmenten untersucht werden (siche folgende Tabelle).

Tab. C-1: Ubersicht der zu generierenden Phagemidvektoren mit originalen variablen Doménen des
anti-p24 Antikorpers CB4-1.

Fab Konstante Cyl schwere Domidne  Konstante leichte Doméne
Fablmyc murines [gG2C murines Ciappa
Fab2myc murines IgG1 murines Cyappa
Fab3myc humanes IgG1 murines Ciappa
Fab4myc humanes IgG1 humanes Ciappa
Fab5myc humanes [gGM humanes Ciappa

Diese Varianten mussten bei der Wahl geeigneter Restriktionsschnittstellen mitbeachtet werden.
Anhand der bekannten Nukleotidsequenzen von Vi -CB4-1, Vy-CB4-1, mCyl (IgG2C), mCyl
(IgG1), hCqul (IgG1l), hCyxl (IgM), mCxkappa, hCkappa und vom Vektorgeriist des pDsbAss-M53T
konnten mit Hilfe des frei verfiigbaren NEBcutters V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) alle
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besetzten Restriktionsschnittstellen ermittelt werden. AnschlieBend konnte unter Verwendung
des online zugédngigen Primer-Generators (http://www.med.jhu.edu/medcenter/primer
/primer.cgi) am C-terminalen Ende der V- und Vi-Region des CB4-1 eine Eagl- bzw. Kpnl-
Schnittstelle ohne Verdnderung der Aminosduresequenz erzeugt werden. Wihrend die
vorhandene Ncol-Schnittstelle fiir die konstante schwere Doméine verwendet werden konnte,
musste auf die gleiche Art wie oben beschrieben noch eine weitere Schnittstelle innerhalb des
Myc-Tags gefunden werden. Hierbei konnte ohne den Austausch einer Aminosdure nur die

Restriktionsschnittstelle des blunt end schneidenden Enzyms EcoRV generiert werden.

EcoRV

Xbal Eagl Neol
__ Hindi

RBS RBS -

tet promotor plll (aa250-406)

OmpA His-Tag PhoA Myc-Tag

Abb. C-1: Bicistronische Expressionskassette mit austauschbaren konstanten Doménen Cy1 und Cyappa des Phagemidvektors pSec-
Fab4myc. Die leichte Kette ist fusioniert mit gekirztem plll Protein des Phagen M13

Die resultierende Expressionskassette ermoglicht den einfachen Austausch von konstanten
Doménen der Ileichten und schweren Kette. Mit Hilfe der neusynthetisierten
Restriktionsschnittstellen konnen die Domidnen Cpl und Cigppa Uber Eagl/Ncol bzw.

Kpnl/EcoRV in einem Schritt ausgetauscht werden.

C.2 Konstruktion von Phagemidvektoren

Fiir die Optimierung der Expressionshohe von Fab-Fragmenten war es notwendig, ein
Ausgangskonstrukt zu finden, dessen Expressionshohe wenigstens die Durchfiihrung von
biophysikalischen Methoden, wie zum Beispiel Dynamische Differenzialkalorimetrie (DSC),
zuldsst. Da die rekombinante Expression des Fab-Fragments des o-p24 Antikorpers CB4-1
unbekannt war, sollten verschiedene Fab-Konstrukte auf Basis des CB4-1 (Tab. C-1) konstruiert
und in Abhingigkeit ihrer Expression verglichen werden. Die Konstruktion anhand der Fablmyc
ist in Abb. C-2 beschrieben. Die Primersequenzen konnen der Tabelle B-3, Seite 15-16
entnommen werden. Die korrekte Ligation der Phagemidvektoren wurde jeweils durch die

Sequenzierung bei Dr. Martin Meixner bestétigt.
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Isolierte total RNA aus Hybridomazellen

Reverse Transkriptase
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Abb. C-2: Schematische Darstellung der Konstruktion des Fab1myc aus Hybidomazellen. A) PCR mit cDNA-Template zur
Amplifikation der variablen und konstanten Doméanen des Fab-Fragments CB4-1. B) zweite PCR fir die Einfiihrung der
Signalsequenzen. C) SOE-PCR, Hybridisierung der variablen und konstanten Doméanen zur Generierung der leichten und schweren
Kette. D) Ligation der beiden Konstrukte und Bildung der Expressionskassette. Uber Xbal und Nhel konnte die Expressionskassette
in einen Phagemidvektor eingefiihrt werden.

C.2.1 Amplifikation der originalen Domiinen des Fab-Fragments CB4-1 aus
Hybridomazellen

Fiir die Amplifikation der einzelnen Domidnen des CB4-1 Fab-Fragments wurde zunéchst die
Total-RNA aus 1x 10’ Hybridomazellen gewonnen. AnschlieBend wurde mittels Reverse
Transkriptase aus RNA c¢cDNA hergestellt, die zugleich das Template fiir cine PCR-Reaktion
darstellt. Unter Standardbedingungen wurden zum PCR-Mix neben der cDNA die Primer CT1b
und CT2 fiir die Amplifikation von Vyu-CB4-1 und die Primer CT3a und CT3b fiir die
Amplifikation von Cyl mIgG2C hinzugegeben. Analog dazu konnten die Doménen der leichten
Kette mit Primer CT4b und CT4c (Vi-CB4-1) und die Primer CT5a und CT5b (mCigppa) erzeugt
werden (Abb. C-2 A).
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C.2.2 PCR zur Erzeugung von Sec-Signalsequenzen und MycTag

Die PCR-Produkte von Vy und Vi des CB4-1 dienten nach einer Gelreinigung als Template fiir
eine zweite PCR mit CT1a/CT2 (Tab. B-3) fiir OmpA-Vy und CT4a/CT4c fiir PhoA-V, um die
Sec-Signalsequenzen OmpA fiir Vy und PhoA fiir Vi am N-terminalen Ende der variablen
Dominen zu generieren. Zusitzlich musste ein vollstandiger MycTag am C-terminalen Ende der
mCiappa-Kette erzeugt werden. Dabei diente auch das erste PCR-Produkt als Template fiir eine
zweite PCR-Reaktion mit CT5a und CT5c¢ (Abb. C-2 B).

C.2.3 SOE-PCR fiir die Generierung einer schweren und leichten Kette des CB4-1
Fab-Konstruktes

Fiir die Synthese der schweren Kette wurden die gelgereinigten PCR-Produkte von OmpA-Vy
und mCy1-6xHisTag im gleichen Verhiltnis zum PCR-Mix ohne Primer gegeben und die SOE-
PCR durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Hybridisierungsprodukt gereinigt und fiir dessen
Amplifikation eine Standard-PCR mit den Primern CTla und CT3b (Tab. B-3) gestartet. Die
Synthese der leichten Kette verlief analog. Zum PCR-Mix ohne Primer wurden die
gelgereinigten Produkte von PhoA-Vi und mCygpp-MycTag im gleichen Verhéltnis zugegeben
und die SOE-PCR durchgefiihrt. Das Hybridisierungsprodukt wurde gereinigt und als Template
fiir dessen Amplifikation mit den Primern CT4a und CT5c¢ eingesetzt (Abb. C-2 C).

C.2.4 Konstruktion des Phagemidvektors pSec-Fablmyc mit originalen, murinen
Ketten des Antikorpers CB4-1

Dem Ausgangsvektor wurde durch einen Restriktionsverdau mit Xbal und Nhel die komplette
Expressionskassette des GFP-MS53T und dessen RBS-Signalsequenz Dsb/Ass entnommen.
Gleichzeitig wurde die schwere Kette mit Xbal/Ncol verdaut, wihrend die leichte Kette mit
Ncol/Nhel verdaut wurde. Nachdem die Produkte gelgereinigt wurden, konnte durch eine
Dreifragment-Ligation der neue Phagemidvektor pSec-Fablmyc entstehen, der die originalen
murinen Fab-Doménen des a-p24-Antikorpers CB4-1 enthélt. Der neu erzeugte Phagemidvektor
enthdlt das murine Fab-Konstrukt des Antikdrpers CB4-1 mit austauschbaren konstanten
Dominen. Die schwere konstante Doméne konnte dadurch leicht iiber die
Restriktionsschnittstellen Eagl und Ncol ausgetauscht werden. Die leichte konstante Doméne

dementsprechend tiber Kpnl und EcoRV.
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Tetolp Xba I(1) Teto/p Xbal(1
e/ 0/ N _Eag | (416)
pUC Ori

GFP-M53T

pUC Ori migG2C

___Ncol(754)
beta-lactamase o/p 8

beta lactamase o/p VL

W Nhe 1(925) _Kpn1(1137)

pDsbAss-M53T
4328 bp

pSec-Fab1myc
4923 bp

—

mCkappa
cplll (aa 250- 406) CAM ;
B~ Eco RV (1488)
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Nhd (1520)

f1-Ori i
TetR
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t0-Terminator f1-Ori

Abb. C-3: Klonierung des Phagemidvektors pSec-Fab1myc. Der rot markierte Vektorabschnitt stellt die ausgetauschten Bereiche
dar. Durch Xbal/Nhel-Verdau wurde die GFP-Kassette entnommen und an dessen Stelle die Fab-Expressionskassette eingesetzt.

C.2.5 Konstruktion des pSec-Fab2myc Vektors

Die murine Cyl Doméne der Immunglobulinklasse 1 wurde mit den Primern CT3a und CT3b
(Tab. B-3) aus dem Vektor pASK85 M41 durch eine Standard-PCR amplifiziert und
anschlieend im PCR-Mix mit Eagl/Ncol verdaut. Gleichzeitig wurde auch das Phagemid pSec-
Fablmyc aus C.2.4 mit Eagl/Ncol verdaut und anschliefend Phosphatase-behandelt. Mittels
Ligation konnte aus dem Vektorgeriist des pSec-Fablmyc und dem geschnittenen PCR-Produkt

der Vektor pSec-Fab2myc gewonnen werden.

Tet o/p xba|(1)VH Tet o/p Xbal(1)VH
' Eag 1(416) pUC Ori ' _Eag 1(416)

migG2C migG1
___Nco 1(754) ___Nco 1(754)

pUC Ori

beta-lactamase o/p beta-lactamase o/p

VL VL

__Kpn1(1137) __Kpn1(1137)
pSec-Fab1myc pSec-Fab2myc
4923 bp mCkappa ’ 4926 bp mCkappa
CAM < CAM O

Eco RV (1488) Eco RV (1488)

Nhe I (1520) Nhe I (1520)

Teth cplll (aa 250-406) Tetli/ cplll (aa 250-406)
t0-Terminator 1-Ori t0-Terminator 1-Ori

Abb. C-4: Konstruktion des pSec-Fab2myc. Durch den Austausch der rot markierten murinen schweren konstanten Domanen
mlgG2C — mlgG1 wird aus pSec-Fab1myc der Phagemidvektor pSec-Fab2myc. Gelb markierter Vektorabschnitt kennzeichnet die
Fab-Expressionskassette.

C.2.6 Konstruktion des pSec-Fab3myc Vektors

Neben den vollstindigen murinen Fab-Konstrukten des CB4-1 der Vektoren pSec-Fablmyc und
pSec-Fab2myc sollten auch Fragmente mit humanen konstanten Doménen generiert werden.
Dafiir wurde die humane Cyl-Domédne aus dem Vektor pASK88-M44 (durch Skerra, TU
Miinchen zur Verfligung gestellt) mit den Primern CT8 und CT6b (Tab. B-3) in einer Standard-
PCR amplifiziert und mit Eagl/Ncol im PCR-Mix verdaut. Als Vektorgeriist konnte das
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verdaute und mit Phosphatase-behandelte Konstrukt aus C.2.5 verwendet werden. Durch

Ligation der gelgereinigten Konstrukte wurde der Vektor pSec-Fab3myc erzeugt.

Tet olp Xbal(1)VH Tet olp Xhal(1)VH
! Eag 1(416) pUC Ori ! Eag 1(416)

migG2C higG1
___Nco 1(754) ___Nco 1(754)

pUC Ori

beta-lactamase o/p beta-lactamase o/p

VL VL
__Kpnl(1137) __Kpnl(1137)
pSec-Fabimyc _’ pSec-Fab3myc
4923 bp mCkappa 4923 bp mCkappa
CAM - CAM -
Eco RV (1488) Eco RV (1488)
Nhe I (1520) Nhe I (1520)
Tetli/ cplll (aa 250-406) TetF/{/ cplll (aa 250-406)
t0-Terminator 1-Ori t0-Terminator 1-Ori

Abb. C-5: Konstruktion des pSec-Fab3myc. Durch den Austausch der rot markierten schweren konstanten Domanen murine
19G2C — human IgG1 wird aus pSec-Fab1myc der Phagemidvektor pSec-Fab3myc mit chimarem Fab-Konstrukt. Gelb markierter
Vektorabschnitt kennzeichnet die Fab-Expressionskassette.

C.2.7 Konstruktion des pSec-Fab4myc Vektors

Der Vektor pSec-Fab3myc enthilt bereits eine humane konstante Doméne. Fiir den Einbau der
leichten humanen Domine wurde dieser Vektor mit Kpnl/EcoRV verdaut, gereinigt und
Phosphatase-behandelt. Die humane Cyappa-Domine konnte durch eine Standard-PCR mit den
Primern CT7a und CT7b (Tab. B-3) amplifiziert und anschliefend mit Kpnl/EcoRV verdaut
werden. Als Template diente der Vektor pASK88-M44 von Skerra. Durch Ligation des
Vektorgeriists mit dem PCR-Produkt entstand der Vektor pSec-Fab4myc.

Tetolp xbal(1) Tetolp Xbal(1)
VH  Eag1(416) e Ori VH _Eag 1 (416)
p ri

pUC Ori

higG1 higG1

____Ncol (754) __Ncol (754)
beta-lactamase o/p beta-lactamase o/p
VL VL
_Kpn 1(1137) __Kpn 1(1137)
pSec-Fab3myc pSec-Fab4myc
4923 bp mCkappa _> 4929 bp hCkappa
CAM - CAM -
Eco RV (1488) Eco RV (1488)

Nhe I (1520) Nhe I (1520)

cplll (aa 250-406) cplll (aa 250-406)

TetR TetR

t0-Terminator §1-Ori t0-Terminator £1-Ori
Abb. C-6: Konstruktion des pSec-Fab4myc. Durch den Austausch der rot markierten schweren konstanten Domanen murin

Ckappa — humanCiappa Wird aus pSec-Fab3myc der Phagemidvektor pSec-Fab4myc mit chimarem Fab-Konstrukt. Gelb markierter
Vektorabschnitt kennzeichnet die Fab-Expressionskassette.
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C.2.8 Konstruktion des Vektors pSec-FabSmyc

Neben der humanen schweren Cyl Doméne der Klasse IgG1 sollte auch die Cyl Doméne eines
IgM Antikorpers getestet werden. Hierfiir musste Total-RNA aus der Hybridomazellline CB0-3
generiert werden und anschlieBend durch Reverse-Transkriptase-Reaktion cDNA gewonnen
werden. Mit cDNA als Template konnte in einem ersten PCR-Schritt mit den Primern CT9a und
CT9b (Tab. B-3) die Cyl Domine amplifiziert werden. Das PCR-Produkt wurde gereinigt und
diente als Template fiir eine weitere PCR fiir die Synthese des C-terminalen 6xHisTag mit Ncol-
Schnittstelle. Unter Verwendung der Primer CT9a und CT6b konnte das korrekte Produkt
amplifiziert und sofort mit Eagl/Ncol verdaut werden. Zeitgleich wurde der Vektor pSec-
Fab3myc mit Eagl/Ncol verdaut. Durch Ligation des Vektorgeriists mit dem PCR-Produkt
wurde der Vektor pSec-Fab5myc erzeugt.

Tetolp Xbal(1)
/ VH/Eag 1(416)
_

higG1
__Nco 1(754)

pUC Ori

beta-lactamase o/p beta-lactamase o/p

VL

__Kpnl(1137)

pSec-Fab3myc
4923 bp

mCkappa

—

CAM CAM

E= " Eco RV (1488)

Nhe I (1520)

pUC Ori

Tet olp /Xba 1 (1)\/H
//Eag 1(416)

higGM
__Nco 1(754)

VL

__Kpn (1137,
pSec-Fab5myc i pri(En

4956 bp mCkappa

B~ Eco RV (1488)

Nhe I (1520)

cplll (aa 250-406) cplll (aa 250-406)

Tetli Tetli

t0-Terminator t0-Terminator

f1-Ori f1-Ori

Abb. C-7: Konstruktion des pSec-Fab5myc. Durch den Austausch der rot markierten schweren konstanten Domanen human
IgG1 — human IgGM wird aus pSec-Fab3myc der Phagemidvektor pSec-Fab5myc mit chimarem Fab-Konstrukt. Gelb markierter
Vektorabschnitt kennzeichnet die Fab-Expressionskassette.

C.2.9 Expression von GFP-M53T

Fiir den Nachweis von loslich exprimierten Fab-Fragmenten iiber ELISA, als auch fiir das
Panning von Phagenbibliotheken wurde GFP-M53T benutzt. Das modifizierte GFP-Molekiil
tragt als zusétzlichen Loop das Antigenpeptid (GATPQDLNTML) des Antikorpers CB4-1 und
konnte deshalb fiir die Beschichtung von Mikrotiterplatten und Vertiefungen genutzt werden.
Fiir die Expression wurde das Plasmid pET9 von Matthias Paschke zur Verfiigung gestellt. Die
GFP-Mutante wurde entsprechend der Vorschrift exprimiert und gereinigt. In der Vorkultur
diente zusitzliche Glucose (1 %) der Unterdriickung der Hintergrundexpression des Lac-

Promotors.
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Elutionsabbruch ar—

B —
/. L Halten des Gradienten ‘

Abb. C-8: Reinigung von GFP-M53T. (A) Elutionschromatogramm von GFP-M53T und Coomassie gefarbtes Gel der ersten 11
eluierten Fraktionen. Pro Fraktion wurden 1-2 pl aufgetragen.

Wie in Abb. C-8 gezeigt, konnte GFP-M53T mit einer hohen Reinheit von der Séule eluiert
werden. Des Weiteren konnten Abbruch-Fragmente, die bei der Expression oder beim
Aufschluss entstanden sind, gut abgetrennt werden und erscheinen deshalb als dicke Bande im
Durchlauf. Da die 5 ml HisTrap-Saule ihre Kapazititsgrenze (nur optisch tiberpriift) erreicht
hatte, wurden erste GFP-M53T Molekiile bereits beim Waschgang eluiert. Trotzdem konnte eine
sehr hohe Ausbeute an sauberem GFP-M53T gewonnen werden. Das Eluat wurde im Trispuffer
(10 mM Tris, 10 mM NaCl, 1 mM EDTA) dialysiert und ist selbst bei 4°C {iber mehrere Jahre
haltbar.

C.2.10 Bestimmung der optimalen Expressionstemperatur

Aufgrund von Literaturrecherchen war bekannt, dass Ausbeuten von Fab-Konstrukten héufig
sehr gering ausfallen und neben der Aminosdurezusammensetzung auch von der
Expressionstemperatur abhdngig sind. Daher wurden verschiedene Expressionstemperaturen
(37°C, 30°C, 22°C und 18°C) gewdhlt und die Ausbeute an 16slichen Fablmyc (siche C.2.4)
durch ELISA iberpriift. Der Nachweis basierte auf der Detektion der leichten konstanten
Domine Cp mit o0 mCiqppa-HRP-Antikorper. Da im ELISA nur funktionelle Fab-Konstrukte
nachgewiesen werden, ist die Detektion von leichten Kettendimeren unwahrscheinlich. Zur
Kontrolle wurden die schweren Ketten Vy-Cyl zusdtzlich im Western-Blot mit dem a-His-Tag-

HRP (Sigma) nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Eine 30 ml Hauptkultur wurde mit 300 pl einer Ubernachtkultur angeimpft und bis ODgyy = 0,4
bei 30°C und 180 rpm geschiittelt. Bei einer ODgo9 = 0,5 wurde die Fab-Expression durch die
Zugabe von Anhydrotetrazyklin (aTc) induziert. Nach fiinf Stunden Expression bei 18°C und
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180 rpm wurden Zellen geerntet, das Pellet in 1:100 Periplasmapuffer aufgenommen und im

ELISA auf den Anteil an funktionellem Protein {liberpriift.

——

(AAssonm/min)*VF
l_

o N

37°C 30°C 22°C 18°C

Abb. C-9: Temperaturscreen der Fab-Expession. ELISA zum Nachweis
funktioneller Fab-Konstrukte des Fabimyc. Periplasma wurde mit
Verdlnnungsreihe aufgetragen und mit a-mCiyappa-HRP-Antikdrper und TMB
(SeramunBIau®fast) nachgewiesen.

Der Versuch zeigt eine deutlich bessere Fab-Expression bei geringeren Temperaturen. Als die
beste Expressionstemperatur stellte sich 18°C heraus und wurde als Standard fiir alle weiteren

Expressionen festgelegt.

C.2.11 Vergleichende Expressionsanalyse der erzeugten Fab-Konstrukte

Fiir eine vergleichende Expression der fiinf Fab-Konstrukte wurde E. coli-Stamm JM83 gewihlt.
Ubernachtkulturen dienten der Inokulation einer 30 ml Hauptkultur. Mit Erreichen der
ODgpo=0,5 wurde die Proteinexpression mit Anhydrotetrazyklin induziert und die
Expressionstemperatur auf 18°C reduziert. Insgesamt wurde {iber 5 h bei 180 rpm geschiittelt.
Nach 10 min Zentrifugation wurden die Zellpellets in 300 pul Periplasmapuffer (1:100)
resuspendiert und fiir 20 bis 30 min auf Eis inkubiert. Der Nachweis einer Fab-Expression wurde
durch Western-Blot und ELISA {berpriift. Fiir ein ELISA wurden Mikrotiterplatten mit
100 pg/ml GFP-MS53T (Siehe Abschnitt C.2.9) beschichtet. Zur Kontrolle wurden alle Proben
noch einmal auf unbeschichtete Vertiefungen gegeben. Insgesamt wurden vier Expressionen pro

Konstrukt durchgefiihrt.
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Abb. C-10: Expressionsanalyse von l6slich exprimierten Fab-Fragmenten. A) Western-Blot der finf Fab-Konstrukte. Es wurden
jeweils 8 pl Periplasmafraktion aufgetragen und mit a-mCiappa-HRP-Antikérper (Fab1myc und Fab2myc) beziehungsweise o-hCyappa-
Antikorper/ a—Maus-lgG1-HRP-Antikdrper. B) ELISA einer Verdiinnungsreihe von Periplasmafraktionen. Nachweis erfolgte mit den
gleichen Antikérpern wie unter A), Substrat: TMB (SeramunBlau®fast).

Die Auswertung der ELISA Ergebnisse lieB darauf schliefen, dass Fab-Konstrukte mit
konstanten Doménen der Klasse IgG1 die stirkste Expression loslicher Antikdrperfragmente
zeigen. Dies gilt sowohl fiir das murine (Fab2myc) als auch fiir das humane Konstrukt
(Fab4myc). Aufgrund der unterschiedlichen Nachweisantikorper beider Konstrukte konnten sie

nicht direkt miteinander verglichen werden. Die Ausbeuten priparativer Expressionen zeigten

aber keine signifikanten Unterschiede (Daten nicht gezeigt).

Wahl eines Referenz-Fab-Konstruktes fiir die Opimierung von konstanten Domiinen.
Anhand der Expressionsanalysen der fiinf Fab-Konstrukte musste ein Fab-Konstrukt gewéhlt
werden, dass die Durchfiihrung biophysikalischer Messungen wie DSC und die chemische
Denaturierung mittels GdnHCL zuldsst. Wie in Abb. C-10 gezeigt, haben Fab2myc und
Fab4myc den hochsten Anteil an 16slichen Fab im Periplasma. Zusitzlich konnte Fab4myc mit
einer durchschnittlichen Ausbeute von 85 pg/l bei priparativen Expressionen die hochste
Ausbeute generieren. Des Weiteren war die Optimierung von humanen konstanten Doménen
hinsichtlich diagnostischer und therapeutischer Anwendungen interessanter. Das chimire
Konstrukt Fab4myc mit murinen variablen Doménen des a-p24-Antikorpers CB4-1 und humaner
konstanter Doménen der Subklasse IgGl und Cyappa Wurde als Basis fiir die nachfolgende

Optimierung verwendet.
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C.3 Vergleich des Sec- und SRP-Transports

Die Expression von periplasmatischen Fab-Fragmenten ist ein multifaktorielles Problem aus
cytoplasmatischer Expression, Periplasmatransport, Faltung, Toxizitdt und korrekter Ausbildung
des Heterodimers. Daraus resultieren oftmals geringe Ausbeuten an 16slichem Protein und damit
verbunden auch eine geringere Displayrate bei der Anwendung des Phagen-Display-Systems.
Literaturhinweise deuten darauf hin, dass der kotranslationale Transport {iber SRP (single-
recognition particle) die Displayrate wie im Falle von DARPins (designed ankyrin-repeat
proteins) erhohen [96]. Deshalb wurde ein Konstrukt des chimiren Fab4myc mit SRP
Signalsequenz DsbAss fiir die schwere, als auch fiir die leichte Kette gebaut und auf deren

Expression hin untersucht.

C.3.1 Konstruktion des Phagemidvektors mit Fab4myc und SRP-Signalsequenz
DsbAss

Da die Signalsequenz DsbAss mit 19 Aminosduren bzw. 57 Nucleotiden fiir eine Primersynthese
zu grof} ist, wurde entschieden, zwei liberlappende PCR-Produkte zu amplifizieren und mittels

SOE-PCR zu fusionieren.

C.3.2 Konstruktion der schweren Kette mit DsbAss-Signalsequenz

Im ersten Schritt wurde die SRP-Signalsequenz aus dem Vektor pDsbAss/M53T mittels PCR
und den Primern CT10a und CT10b (Tab. B-3) amplifiziert. In einer zweiten PCR wurde die
schwere variable Region des pSec-Fab4myc mit den Primern CT10c und CT10d amplifiziert.
Die Primer CTI10b und CT10c sind komplementir zueinander und garantieren so die
Hybridisierung beider PCR-Produkte wihrend der SOE-PCR. Sie binden direkt in der
Ubergangsregion von DsbAss und Vy-CB4-1.
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Abb. C-11: Modelldarstellung der SOE-PCR. A) 1. PCR: Bindung des reverse Primers CT10b an das Template pDsb/M53T zur
Amplifikation von der SRP-Signalsequnez DsbAss. Fir eine bessere lllustration wurde der Primer komplementar dargestellt.
B) 2. PCR: Bindung des forward Primers CT10c (komplementar zu CT10b) an das Template pSecFab4myc und Amplifikation von
Vy des Antikérpers CB4-1. C) Darstellung des SOE-PCR-Produktes der amplifizierten PCR-Produkte aus A) und B). D) 2 % Gel der
PCR-Produkte. Dsb/Ass-Signalsequenz entspricht dem PCR-Produkt von A), V-CB4-1 dem PCR-Produkt von B) und SOE-PCR-
Produkt zeigt die erfolgreiche Hybridisierung der einzelnen PCR-Produkte von A) und B).

Das korrekte Produkt der SOE-PCR wurde nach einer Gelelektrophorese isoliert, gereinigt und
zur Amplifikation noch einmal als Template fiir eine abschlieBende PCR mit den beiden duferen
Primern CT10a und CT10d eingesetzt. Das Amplifikationsprodukt wurde im PCR-Mix mit Xbal
und Eagl verdaut und gereinigt. Parallel dazu wurde auch der Vektor pSec-Fab4myc mit Xbal
und Eagl verdaut und gereinigt. In der Ligation wurden Vektor- und Insertmolekiile im
Verhiltnis 3:1 eingesetzt.

Xba I (1)

Xba I (1)
Tet olp | DsbAss
Tet olp\ OmpA\?Eag I 416) \

VH Eagl(416)
o

puC Ori. higGH1 pUC Ori higGH1
___Nco 1(754) ~__Nco 1(754)

beta-lactamase o/p ~ PhoA beta-lactamase o/p PhoA
VL VL
pSec Fab4myc ~Kpn 1(1137) pDsbAssVH-Fab4myc ~Kpn 1(1137)
4929 bp ek _> 4923 bp —
CAM a -kappa CAM : hC-kappa
Eco RV (1488) " Eco RV (1488)
Nhe 1(1520) Nhe 1(1520)
- cplll (aa 250-406 ~ -
TotR plll ( ) TetR cplll (aa 250-406)
t0-Terminator F1 Ori t0-Terminator F1 Ori

Abb. C-12: Konstruktion des Phagemidvektors pDsbAssVy-Fab4myc. Durch den Austausch der rot markierten Vektorabschnitte
wurde OmpA-Vy durch DsbAss-Vy ersetzt. Gelb markierter Vektorabschnitt kennzeichnet die Fab-Expressionskassette.
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C.3.3 Konstruktion der leichten Kette mit DsbAss-Signalsequenz

Bei der Konstruktion der leichten Kette wurde analog zur schweren Kette verfahren. In einer
ersten PCR mit pDsbAss/M53T als Template und den Primern CT11a und CT11b (Tab. B-3)
wurde die Signalsequenz amplifiziert. In der zweiten PCR mit pSec-Fab4myc als Template und
den Primern CT11c und pd4 (Tab. B-9) wurde die komplette leichte Kette amplifiziert. CT11b
und CTllc sind komplementir zueinander und garantierten die Synthese eines
Hybridisierungsprodukts ~wdhrend der SOE-PCR aus beiden PCR-Produkten. Das
Hybridisierungsprodukt wurde gereinigt und noch einmal in einem letzten PCR-Schritt mit den
Primern CT11a und pd4 amplifiziert, mit Ncol/EcoRV geschnitten und gereinigt. Parallel wurde
der entstandene Vektor aus Abschnitt C.3.2 mit Ncol/EcoRV geschnitten und gereinigt. Durch
Ligation des Vektorkonstuktes mit dem Insert wurde der Phagemidvektor erzeugt, der einen

Transport des CB4-1 Fabkonstruktes via SRP zuldsst.

Xba 1(1) Xba 1(1)
Tet ofp| DsbAss, Tetolp| DsbAs
‘ " Eag 1(416) ‘ " Eag 1 (416)
puC Ori _ hlgGH1 ., | (754) pUC Ori S MMICHT o 1 (754)
\ ~ PhoA _— DsbAss
beta-lactamase o/p beta-lactamase o/p
VL VL
pDsbAssVH-Fab4myc T Kpn 1(1137) pDsbAss-Fab4myc ~ Kpnl (1137)
4923 b _> 4917 b
CAM P 8 hC-kappa CAM P . hC-kappa
\_ Eco RV (1488) \_ Eco RV (1488)
‘Nhel (1520) ‘Nhe 1(1520)
cplll (aa 250-406; cplll (aa 250-406;
TetR plll( ) TetR plll( )
t0-Terminator F1 Ori t0-Terminator F1 Ori

Abb. C-13: Konstruktion des Phagemidvektors pDsb-Fab4myc. Durch den Austausch der rot markierten Vektorabschnitte, wurde
komplette leichte Kette PhoA-LC durch DsbAss-LC ersetzt. Gelb markierter Vektorabschnitt kennzeichnet die Fab-
Expressionskassette.

C.3.4 Expression von Fab4myc mit Sec- und SRP-Signalsequenz in E. coli JM83

Die Fab-Expression iiber den Sec- und SRP-Transportweg wurde in einer 30 ml Kultur fiir 20 h
bei 18°C durchgefiihrt. Durch Zentrifugation wurden die Zellen geerntet und in 500 pl
Periplasmapuffer aufgenommen und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Periplasmafraktion diente

sowohl Western-Blot als auch ELISA-Analysen.
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Abb. C-14: Vergleich l6slicher Fab-Expression via Sec- und SRP-Transportweg. A) ELISA von I6slichen Fab-Fragmenten.
Vertiefungen wurden mit 10 pg/ml GFP24 beschichtet und mit 40 pl Periplasmaprobe inkubiert. Nachweis erfolgte tUber a-hCyappa-
Antikérper-HRP und TMB (SeramunBlau®fast). B) Western-Blot von Periplasmaproben. Jeweils 15 pl wurden aufgetragen und mit
a-His-HRP nachgewiesen, Subtrat TMB (SeramunBlau®prec).

Nach diesen Ergebnissen konnte keine verbesserte Fab-Expression durch Verwendung des SRP-
Signalwegs ausgemacht werden. Zusitzlich wurden Phagen der einzelnen Konstrukte generiert
und im Phagen-ELISA iiberpriift (Daten nicht gezeigt). Das Ergebnis war identisch mit dem der
16slichen Fab-Expression. Alle weiteren Arbeiten basieren deshalb auf dem herkdmmlichen Sec-

Transportweg.

C.4 Expression von separierten Einzelketten des Fab4myc

C.4.1 Konstruktion von Plasmidvektoren fiir die Expression von Einzelketten

Neben der Expression von vollstindigen Fab-Fragmenten sollte in einem weiteren Versuch
gezeigt werden, inwieweit E.coli die Expression der Einzelketten zuldsst. Fiir diesen Versuch
wurden drei Expressionsvektoren auf Basis des pSec-Fab4myc konstruiert, die keine C-terminale
Domine des pllIl Proteins mehr enthalten. Des Weiteren sollten alle exprimierten Proteine {iber

einen 6xHisTag nachweisbar sein.

C.4.1.1 Konstruktion eines Expressionsvektors der schweren Ketten mit OmpA

Signalsequenz

Mit einer Standard-PCR wurde die schwere Kette aus dem Vektor pSec-Fab4myc mit den
Primern CT12a und CT12b (Tab. B-3) amplifiziert. Mit dem Primer CT12b wurde dabei die
neue Restriktionsschnittstelle fiir HindIII eingefiihrt. Fiir die Klonierung wurden der Vektor und
das PCR-Produkt mit Xbal und HindIIl geschnitten, gereinigt und im Verhiltnis 3:1
Insert/Vektor ligiert.
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Abb. C-15: Konstruktion des pSec-HC-CB4-1. Rot markierter Vektorbereich wurde durch Xbal/Hindlll-Verdau ausgetauscht. Der
neue Vektor enthalt nur noch die schwere Kette des Fab-Konstruktes mit OmpA Signalsequenz.

C.4.1.2 Konstruktion eines Expressionsvektors der leichten Kette mit PhoA

Signalsequenz

Die leichte Kette des CB4-1 mit PhoA-Signalsequenz wurde aus dem Vektor pSec-Fab4myc
mittels PCR und den Primern CT13a und CT13b (Tab. B-3) amplifiziert, mit Xbal und HindIII
geschnitten und mit dem Vektorgeriist aus C.4.1.1 ligiert.

Xba 1 (1)

Teto/p| OmpA Xbal(1)
| VH/Eag 1 (416) Tet ofp, PhoA
| o

VL
higGH1

___Nco 1(754) pUC Ori
PhoA

pUC Ori Kpnl (383)

beta-lactamase o/p hCkappa

VL 6 x HisTag
PSe oo e Kpn 1(1137) pSec-PhoA-LC-CB4-1 Hindll (743)
CAM P hC-kappa beta-lactamase o/p 3671 bp F10ri

\T"Eco RV (1488)
\
Nhe 1 (1520)

~ 3 cplil (aa 250-406) CAM
TetR Hin dlll (2001)

- i TetR
t0-Terminator F1 Ori

t0-Terminator

Abb. C-16: Konstruktion des pSec-PhoA-LC-CB4-1. Rot markierter Vektorbereich wurde durch Xbal/Hindlll-Verdau ausgetauscht.
Der neue Vektor enthalt nur noch die leichte Kette des Fab-Konstruktes mit PhoA-Signalsequenz.

C.4.1.3 Konstruktion eines Expressionsvektors der leichten Kette mit OmpA

Signalsequenz

Die Konstruktion der leichten Kette mit der OmpA-Signalsequenz verlief analog wie in C.3.2
beschrieben. In einer ersten PCR mit pSec-Fab4myc und den Primern CT12a und CT14a (Tab.
B-3) wird die OmpA-Signalsequenz amplifiziert. In der zweiten PCR wurde aus dem Vektor
pSec-Fab4myc die leichte Kette Vi-Ciappa mit CT14b und CT13b amplifiziert. CT14a und

CT14b sind komplementdr zueinander und ermdglichen dadurch die Fusion beider PCR-
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Produkte durch eine zusitzliche SOE-PCR. Das PCR-Produkt wurde anschlieBend in einer
letzten PCR mit den &ufleren Primern CT12a und CT13b weiter angereichert, geschnitten und in

das vorbereitete Vektorkonstrukt aus C.4.1.1 mittels Ligation eingefiihrt.

\Xba 1(1) Tet ol&ba 1(1)
Tet olp\ OmpA OmpA
| PAvH Eag 1(416) \! VL

hlgGH1 __Kpnl (400)

____Nco 1(754)
PhoA

VL

pUC Ori .
pUC Ori hCkappa

beta-lactamase o/p 6 x HisTag

! T
pSec-OmpA-LC-CB4-1 Hindll (760)

pSec Fab4dmyc “Kpn 1(1137) betalact . Co8 b
4929 bp hek eta-lactamase o/p p F1 Ori
CAM . < -kappa
. Eco RV (1488)
\ - '
Nhe 1(1520) t0-Terminator
/ CAM
< 2 cplil (aa 250-406)
TetR Hin dlll (2001) TofR

t0-Terminator F1 Ori

Abb. C-17: Konstruktion des pSec-OmpA-LC-CB4-1. Rot markierter Vektorbereich wurde durch Xbal/Hindlll-Verdau ausgetauscht.
Der neue Vektor enthalt nur noch die leichte Kette des Fab-Konstruktes mit OmpA-Signalsequenz.

C.4.2 Expressionsanalyse der schweren und leichten Kette des Fab4myc

Fiir den Nachweis der separaten Expression der leichten und schweren Kette wurden JM83-
Zellen mit den erzeugten Expressionsvektoren pSec-OmpA-HC-CB4-1, pSec-PhoA-CB4-1 und
pSec-OmpA-CB4-1 transformiert und auf LB-Cm-Platten ausplattiert. Die Induktion einer 30 ml
Hauptkultur erfolgte mit aTc (0,2 pg/ml Endkonzentration) bei einer ODggpp = 0,5 fiir 24 h bei
18°C. Nach ODgpo-Abgleich wurden maximal 25 ml Kultur zentrifugiert und das Pellet in 450 pl

Periplasmapuffer resuspendiert.
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Abb. C-18: Western-Blot von Einzelketten-Expression.
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Es dienten 25 ul der Periplasmafraktion der Isolierung von Sphéroblasten, die nach
Zentrifugation in 25 pl reduzierenden Probenpuffer aufgenommen wurden. Mittels 12 % SDS-
PAGE und Western-Blot wurde die Proteinexpression in den Sphdroblasten und im Periplasma
nachgewiesen. Dieser Versuch zeigte, dass die schwere Kette Vi-Cyl des CB4-1 allein nicht
exprimierbar ist. Die Zellen stellten dagegen nach Induktion der Proteinexpression sofort das
Zellwachstum ein und begannen zu lysieren. Wird neben der schweren Kette auch die leichte
Kette mit exprimiert, wie beim Fab4myc, so ist die Expression funktioneller Fab-Fragmente
moglich. Das schwere Ketten-Fragment wird demnach durch die Ausbildung funktioneller
Heterodimere stabilisiert. Dagegen ist, wenn auch nicht besonders stark ausgeprigt, die
Expression der leichten Ketten allein auch mdglich. Wie in Abb. C-18 zu sehen, werden dabei
leichte Ketten-Dimere, sogenannte Bence-Jones Proteine, ausgebildet. Wihrend sich beim
Periplasma-Blot (rechts) keine wesentlichen Unterschiede der beiden verwendeten
Signalsequenzen zeigten, so ist der Nachweis der leichten Ketten in den Sphiroblasten
grundverschieden. Danach zeigt sich bei der Expression von leichten Ketten-Fragmenten mit
OmpA eine starke Bande im Bereich von 25 kDa, der Groe einer einzelnen Kette. Bei der
Verwendung der PhoA-Signalsequenz ist dagegen kaum eine Bande innerhalb der
Sphiroblasten-Fraktion auszumachen. Dies ist moglicherweise ein Grund, dass Zellen mit PhoA

eine wesentlich hohere optische Dichte (ODgoo = 3,3) nach 24 h Expression erreichen konnten.

C.4.3 Nachweis einer Hintergrundexpression des tet regulierten Promotors

Obwohl der tet-Promotor als duferst stringent gilt, h@o
. S : . &

fiel bei den bisherigen Arbeiten mit dem Tet- Kd SR

regulierten Promotor auf, dass die unter- 140

100

schiedlichen Konstrukte bei gleichen Bedingungen
50

zu unterschiedlichen Plasmidausbeuten fiihrten. ”

Des Weiteren war das Wachstumverhalten der 35
Konstrukte auf LB-Agar-Platten als auch in 25
Losung stark unterschiedlich. Deshalb sollte in

einem zusétzlichen Versuch gezeigt werden, ob es 15

auch unter nicht induzierten Bedingungen zur  app  c-19: Western Blot der Hintergrund-

. . . i d Tet-P tors. 8ul d

Proteinexpression kommt. Fiir den Ansatz wurden =~ ZProsson  @es ewrromorors. - S| - des
Totalllysates von JM83 und Fab4myc wurden

5 ml LB-Medium mit einer frischen Kolonie von jeweils aufgetragen. Der Nachweis erfolgte Uber
den a-His-Tag-HRP (Sigma) 1:1000 und TMB

JMS83 Wildtyp und JM83 mit Fab4myc gewédhlt.  (SeramunBlau®prec).
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Die Kultur wurde iiber Nacht bei 37°C und 220 rpm geschiittelt. AnschlieBend wurden je 200 ul
Zellen (ODggo = 3,5) fiir 5 min zentrifugiert und das Pellet in 10 pl SDS-Probenpuffer (inklusive
Benzonase) aufgenommen. Nach der SDS-PAGE wurde das Gel auf eine Membran geblottet und
2 h mit a-His-Tag-HRP Antikorper von Sigma (1:1000) detektiert. Der Nachweis erfolgte liber
die TMB-Entwicklung. Wie in Abb. C-19 zu sehen, konnte nur bei Fab4myc eine eindeutige
Bande bei ca. 25 kDa ausgemacht werden. Dies entspricht der GroBe einer schweren Kette
Vy-Cyl und gilt daher als Nachweis einer Hintergrundexpression des verwendeten tet-

Promotors.

C.4.4 Einfiihrung eines ELISA-Screening-Protokolls

Fiir die Selektion von Fab-Varianten mit verbesserter Expression musste neben dem etablierten
Phagen-Display-Verfahren zusitzlich ein ELISA-Screening durchgefiihrt werden. Dadurch sollte
festgestellt werden, ob durch Phagen-Display angereicherte Mutanten auch eine verbesserte
Expression aufweisen. Das ELISA-Screening musste so aufgebaut sein, dass es den Nachweis
funktioneller Fab-Molekiile aus Mikrotiteranséitzen erlaubt. Im Gegensatz zu Abb. C-10 sollte
der Nachweis nicht iiber die konstante leichte Kette, sondern iiber den His-Tag der schweren
Kette gefiihrt werden, da fiir den o-hCkappa-Antikorper nicht die gleiche Bindungsstirke bei

modifizierten konstanten Regionen garantiert werden konnte.

Tab. C-2: Auswahl-Antikérper fiir anti-His-ELISA-Sceening

Nummer Antikorper Verdiinnungsfaktor
1 a-mono-His-Antikorper-HRP (Sigma) 1:1000
2 a-poly-His-Antikdrper-HRP 1:1000
3 Maus-a-Tetra-His-Antikorper (Qiagen) 1:1000
4 Maus-a-Penta-His-Antikorper (Qiagen) 1:1000
5 oc—Maus—Antiklérpefr—HRP 1:5000
(Amersham Bioscience)
6 o-Maus-Antikorper-HRP (Seramun) 1:5000
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AuBlerdem sollte ein Nachweis von mdglicherweise schwach oder unspezifisch bindenden
leichten Ketten-Dimeren vermieden werden. Fiir den Versuch wurden im Institut verfiigbare o-
His-Antikorper und Peroxidase gekoppelte Sekundérantikorper (Tab. C-2) verwendet. Fiir diesen
Nachweis wurden Mikrotiterplatten mit 2,5 pg/ml p24 beschichtet. Da GFP-MS53T selbst einen
His-Tag besitzt, konnte es fiir diesen Zweck nicht verwendet werden. Die in Tab. C-2 gelisteten
Antikdrper wurden in p24 beschichteten Mikrotiterplatten allein und in Kombination mit
Sekundérantikorpern getestet. Fiir den Nachweis wurden Vertiefungen mit je 80 ng gereinigtes
Fab3myc inkubiert und anschlieBend mit den Antikdrpern in den entsprechenden
Verdiinnungsfaktoren detektiert. Bei Antikdrperkombinationen wurde sequenziell erst mit dem
priméren, anschlieBend mit dem sekundiren Antikorper detektiert. Der eigentliche Nachweis
einer Bindung zwischen dem Antikorper und Fab3myc wurde liber die TMB-Umsetzung
bestimmt. Zur Negativkontrolle wurden alle Antikérper bzw. Antikdrperkombinationen auch in
nicht-beschichteten beziehungsweise nicht mit Fab3myc inkubierten Vertiefungen getestet
(Ergebnisse nicht gezeigt). Keine der Negativkontrollen ergab ein ELISA-Signal und somit
konnte eine unspezifische Bindung, sowohl zum Oberflichenmaterial als auch zum p24,

ausgeschlossen werden.

0,2

0,15 -

0,1 -

AAesonm/min

0,05 -

1 2 3 4 5 6 485 1&6 38&6 4&6

Antikorperkombinationen

Abb. C-20: ELISA-Ergebnisse des anti-His-Tag-Antikdrper-Tests. Jede Vertiefung wurde
mit 2,5 pg/ml p24 beschichtet. AnschlieBend wurde jede Vertiefung mit 80 pl 1ug/ml
gereinigtes Fab3myc fiir 2 Stunden inkubiert. Der Nachweis gebundener Fab-Fragmente
erfolgte mit Antikérpern bzw. Antikdrperkombinationen gemaR der Nummerierung der
Tab. C-2:  Auswahl-Antikérper fir  anti-His-ELISA-Sceening, Substat: TMB
(SeramunBlau®fast). Rot markierter ~ Datenpunkt kennzeichnet die  beste
Antikérperkombination aus Maus O-Tetra-His (Qiagen) und Ol-Maus-Antikérper-HRP
(Seramun) fir den Nachweis von Fab-Fragmenten.
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Wie der Abb. C-20 zu entnehmen ist, eignten sich weder der HRP-markierte monoklonale
Antikorper von Sigma, noch der polyklonale Antikérper von Seramun (Balken 1 und 2). Beide
Antikorper konnten Fab3myc nur unzureichend nachweisen und fielen daher fiir ELISA-
Screenings aus. Dariliber hinaus war auch der sekundidre o-Maus-Antikérper von Amersham
Biosience ungeeignet, der neben dem o-His-Tag-Antikorper (Balken 4 & 5) auch Bereiche des
Fab3myc detektierte. Dies ist insofern unerwiinscht, da modifizierte konstante Regionen die
Signalstirke moglicherweise beeinflussen konnten. Fiir einen einwandfreien Nachweis eines
His-Tags eignete sich daher nur der sekundire a-Maus-Antikérper-HRP von Seramun, der keine

Wechselwirkungen zum Fab3myc aufwies (Balken 6).

In Verbindung mit dem a-Tetra-His (roter Balken 3 & 6), als auch den o-Penta-His
(Balken 4 & 6) von Qiagen ist er fiir ein a-His-ELISA-Screening sehr gut geeignet. Dabei wurde
deutlich, dass der a-Tetra-His (roter Balken) zusitzlich eine wesentlich hohere Empfindlichkeit
gegeniiber dem a-Penta-His (Balken 4 & 6) aufwies und somit am besten fiir den Expressions-

ELISA eingesetzt werden konnte.

Die optimalen Verdiinnungsfaktoren der beiden Antikorper mussten fiir die Anwendung noch

individuell eingestellt werden (Daten nicht gezeigt).

C.5 Aufbau von randomisierten Antikorpergenbibliotheken

Zur Generierung von expressionsoptimierten Varianten des Fab-Fragments des CB4-1 war es
zundchst noétig, mutierte Antikdrpergenbibliotheken der konstanten Doménen der leichten und
schweren Kette zu synthetisieren. Nach den Projektvorgaben sollten drei unabhingige
Antikorpergenbibliotheken synthetisiert werden, die auf Zufallsmutagenese und lokal
randomisierten Positionen basieren. Anschlieend wurden die Genbibliotheken durch geeignete
Restriktionsschnittstellen in den ausgewdhlten Phagemidvektor pSec-Fab4myc eingesetzt und
elektrokompetente E. coli XL1-Blue MRF (Stratagene) oder ER2738-Zellen mit der DNA-
Bibliothek via Elektroporation transformiert. Fiir die Bestimmung der Qualitdt bzw. Giite der

erstellten Bibliothek wurden Kontrollsequenzierungen durchgefiihrt.

C.5.1 Error-prone-PCR Bibliotheken ,,A*

Die Bibliothek ,,A* basiert auf Zufallsmutagenese innerhalb der humanen Gene Cyl (IgG1) und
Crappa des Phagemidvektors pSec-Fab4myc, die durch Error-prone-PCR generiert wurden. Die

Gene der schweren und leichten Kette wurden mittels Random-Mutagenese Kit (GeneMorphll

66



C — Ergebnisse

Kit, Stratagene) aus dem vorhandenen Vektor pSec-Fab4myc mit den spezifischen Primern
VyEaglfor und HisTagNcolrev, sowie Vi Kpnlfor und MycTagEcoRVrev (Tab. B-9) amplifiziert
(40 Zyklen). Nach der Reinigung des PCR-Produkts mit Hilfe eines PCR-purification-Kits
(NucleoSpin® Extract II, Macherey Nagel) wurde die enthaltene DNA verdiinnt und eine Menge
von ca. 1 ng DNA als Template fiir weitere Error-prone-PCRs verwendet. Durch weitere
Runden konnte die Mutationsrate erhoht werden. Insgesamt wurden nach diesem Verfahren drei
Error-prone-PCRs nacheinander durchgefiihrt. Nach dem letzten PCR-Schritt konnte das PCR-
Produkt ohne weiteren Reinigungsschritt im PCR-Mix mit den Restriktionsenzymen Eagl/Ncol

(Cul) und Kpnl/EcoRYV (Ckappa) und den passenden Restriktionspuffern verdaut werden.

Synthese der Bibliotheken A-Cgappa Und A-Cxappa-Cril

Der Vektor pSecFab4myc wurde mit Kpnl und EcoRV verdaut und nach einer Gelreinigung mit
der Ckappa-Bibliothek ligiert. Der entsalzte Ligationsvektor wurde dann mit elektrokompetenten
E. coli XL1-Blue MRF’ (Stratagene) transformiert. Die Transformationseffizienz betrug 5 x 10

und entsprach damit gleichzeitig der maximalen theoretischen Komplexitét der Bibliothek.

m 1. randomisierte Doméne
EcoRV

RB3 N
Tet-Promotor glll-Protein

Myé-Tag

pSec-Fab4dmyc

Abb. C-21: Schematische Klonierung der Antikdrpergen-bibliothek A-
Crappa- Mittels Zufallsmutagenese randomisierte Ckappa-Doméane wurde mit
Hilfe von Kpnl und EcoRV geschnitten und in den Vektor pSec-Fab4myc
inseriert. Modifizierte Doméanen sind rot schraffiert.

Fiir eine Abschitzung der Qualitit wurden 88 Klone kontrollsequenziert. Davon waren ca. 77 %
funktionell. Die restlichen Mutanten hatten Stopcodons (9), Deletionen (6) oder waren falsch
ligiert (5). Die fertige Bibliothek A-Cyqappa Wurde nach einer Maxiprep durch den Verdau mit
Eagl und Ncol fiir den Einbau der schweren konstanten Cyl-Domine vorbereitet. Nach der
Ligation mit der randomisierten Cyl-Domine und deren Transformation wurden 74 Klone zur
Kontrollsequenzierung gegeben. Insgesamt besaB3en nur 42 Klone noch eine vollstindige Ckappa-
Domine. Davon hatten genau 50 % eine funktionelle Cgappa-Doméne. Neben Abbruchmutanten
durch Stopcodons (15 Klone) waren Deletionen (7 Klone) die haufigste Ursache fiir einen

Kettenabbruch.
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IEH]I 2. randomisierte Doméne
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Abb. C-22: Schematische Klonierung der Antikdrpergenbibliothek A-Ckappa-
Cu1. Mittels Zufallsmutagenese randomisierte Cy1-Doméane wurde mit Hilfe
von Kpnl und EcoRV geschnitten und in den Vektor pSec-Fab4myc inseriert.
Modifizierte Doménen sind rot schraffiert.

In der Tab. C-3 ist die Qualitdt beziiglich der Ckappa-Doméne dargestellt. Wahrend nach dem
ersten Einbau der Cyappa-Doméne nur 5 Klone bzw. 6 % falsch ligiert waren, stieg der Anteil
nach dem Einbau der Cyl-Doméne auf 42 % an und machte schon einen Hauptanteil in dieser
Bibliothek aus. Eine genauere Analyse ergab, dass iiber 90 % der falsch ligierten Klone auf die
EcoRV-Schnittstelle zurlickzufithren waren. Neben den falsch ligierten Klonen nahm auch der
Anteil der Klone mit Stopcodons und Deletionen rasant zu. So stieg der Anteil der Stopcodons
allein von 11 auf 36 %, wihrend der Anteil der Deletionen von 7 auf 17 % stieg. Im gleichen
Maf, mit dem solche Negativmutanten zunahmen, ging der Anteil funktioneller Cygppa-Doménen
zuriick. Wéhrend nach dem ersten Einbau der Anteil funktioneller Fab-Fragmente mit 77 % noch
relativ hoch war, so brach der Anteil der korrekten Ckappa-Doménen nach dem Einbau der
schweren konstanten Doméne ein. Nur noch 29 % aller sequenzierten Klone besalen danach
noch eine funktionelle leichte Kette. Der Einbau der zweiten konstanten Doméne war somit mit

einem erheblichen Qualitdtsverlust allein innerhalb der Ckappa-Doméne verbunden.

Tab. C-3: Qualitatsanalyse der Bibliothek A-Ckappa Und A-Cikappa-CH1 @anhand der leichten konstanten Doméane. Klammerwerte sind
bezogen auf sequenzierte Klone abziglich der falsch ligierten Klone.

o Sequenzierte Klone . Falsch ligierte Funktionelle
Bibliothek (vollstindige Cyappa) Stopcodons Deletionen Klone Chioppe

A-Ckappa 88 (83/94 %) 9 (11 %)* 6 (7 %)* 5(6 %)** 68 (77 Y%)**

A-Ciappa-Cul 74 (42/56 %) 15 (36 %)* 7 (17 %)* 31 (42 %)** 21 (29 %)**

* bezogen auf vollsténdige Cy,ppa Klone, ** bezogen auf alle sequenzierten Klone

Bei den Deletionsmutanten fiel signifikant auf, dass die meisten aller Deletionen im gleichen
Sequenzabschnitt (1. Basenpaar der Ck,ppa-Doméne), wenn nicht sogar an der gleichen Position

auftraten. Abb. C-23 zeigt ein Alignment, wo 6 der 7 identifizierten Deletionsmutanten
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dargestellt sind. Eine weitere Deletionsmutante hatte eine Deletion aullerhalb des angegebenen

Bereichs und wurde daher nicht abgebildet.

Fiir die schwere konstante Domédne waren die Auswirkungen von Falsch-Ligationen, Stopcodons
und Deletionen analog zur Cikappa-Doméne. Nur 30 Klone von 74 hatten nach dem Einbau eine
funktionelle Cxl-Domaéne. Die hohe Ausfallrate innerhalb der leichten und schweren konstanten
Domine summierte sich bei der Gesamtbetrachtung der randomisierten Bibliothek. Nur noch ca.
10 % der Klone waren funktionell, und die maximale Komplexitit der Bibliothek verringerte

sich dadurch auf ca. 1 x 10’.

Deletion

(1128) 1128 1140 1150 11604 117, 1180 1190 1200 1210 1226

Copy of 31cCT_epG4_AB18 (c) (307) TCACGTTCGGTGCGGGTACCAAACTGGACCTGAAA-GGACTGTHECTGCACCATCTGTCCTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAA
Copy of 12¢CT_epD2_AB18 (c) (325) TCACGTTCGGTGCGGGTACCAAACTGGACCTGAAC-GGACTGTEHGCTGTACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAA
Copy of 58¢CT_epB8_AB18 (c) (313) TCACGTTCGGTGCGGGTACCAAACTGGACCTGAAA-GGACTGCEGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGGGCAGTTGAAATCTGGAA
Copy of 03cCT_epC1_AB18 (c) (328) TCACGTTCGGTGCGGGTACCAAACTGGACCTGAAA-GGACTGTRGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAA
Copy of 17cCT_epA3_AB18 (c) (324) TCACGTTCGGTGCGGGTACCAAACTGGACCTGAAA-GGACTGR$GCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAA
Copy of 75¢CT_epC10_AB18 (c) (303) TCACGTTCGGTGCGGGTACCAAACTGGACCTGAAACGGACT--$GCTGCCCCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAA
pSec_Fab4myc(1118) TCACGTTCGGTGCGGGTACCAAACTGGACCTGAAACGGACTGTEGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAA

<
<

VL cKappa

Abb. C-23: Alignment von Deletionsmutanten der Cyappa-Domane. Sequenziert wurden 96 Klone der A-Ckappa-Cn1 Bibliothek. Der
rote Rahmen kennzeichnet die Position der Deletion von 6 der 7 Deletionsmutanten.

Synthese der Bibliotheken A-Cyl. Ein neuer Ansatz wurde mit dem Einbau der konstanten
Domidnen Cyl in pSec-Fab4myc verfolgt. Wiahrend beim ersten Ansatz Ciappa und Cyl
sequenziell eingebaut wurden, um eine vollstdndig randomisierte Bibliothek zu generieren, sollte
bei diesem Ansatz bereits nach dem Einbau von Cyxl die Bibliothek auf Vorteilsmutanten

selektiert werden.

Tab. C-4: Ubersicht der erstellten Antikérpergenbibliotheken der Gruppe ,A".

Bibliothek transformierte Runden Theoretische Giite Mutationsrate
ibliothe
Vektor-DNA Error-prone PCR Variabilitit funkt. Fab/seq. Klon PMs*/ Gen
A-Ciappa 9,85 ug 3 5x 10 68/88 1-7
21/74 (Cxappa)
A-Cyappa~Ciil 16,3 ug - 1x10° 30/74 (Cyl) 1-7
7/74 (gesamt)
A-Cyl 2,65 ug 3 58x 10 6/8 1-7
A-Cy1-shuffling 6 pg - 2,8x 107 8/8 -
A-Cyl-shuffling- 20 ug 1,6 x 107 18/24 1-7

CKappa

*PMs steht fiir Punktmutationen, die zum Aminosédureaustausch fiihrten.
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Da die Probleme der funktionellen Fab-Expression in erster Linie bei der schweren Kette
vermutet wurde, sollte zuerst die schwere konstante Doméne {iber Eagl und Ncol in den Vektor
eingebaut und anschlieend selektiert werden. Nach dessen Einbau in pSec-Fab4myc wurden
2,65 ng der ligierten Vektor-DNA transfomiert und 8 Transformanten auf ihre Qualitdt hin
sequenziert. Sechs der 8 Klone enthielten ein funktionelles Fab-Fragment, wéahrend jeweils ein

Klon eine Deletion bzw. ein Stopcodon aufwiesen.

C.5.2 Bibliotheken ,,B“

Die zweite Bibliothek basierte auf lokaler Randomisierung innerhalb der humanen Cyl und
Crappa-Dominen und wurde mittels Wobbleprimern erstellt. Gegenstand der lokalen Mutagenese
waren Positionen, die nach Literaturaussagen in Verdacht standen, die funktionelle Fab-
Expression negativ zu beeinflussen [67]. In dieser Bibliothek wurden daher cisProline,
C-terminale Cysteine und Kontaktpositionen zwischen leichter und schwerer Kette randomisiert
(Abb. C-24 A). Hierfiir wurden mittels PCR Genfragmente amplifiziert, die so gestaltet waren,
dass sie durch SOE-PCR wieder zur urspriinglichen Gengrof3e hybridisiert werden konnten. Die

Abb. C-24 zeigt die schematische Vorgehensweise fiir die lokale Randomisierung eines Gens.

) ww ww cP cP ww ww cP Cys103

| | [ | | | |
C,1: ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTSSWNGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

ww ww ww ww P Cys107

I [ |
Ciappa’ RTVAAPSVFIFPPSDEQLKS GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS SPVTKSFNRGEC

B) C)
P P P, Py Py
—e e b - e e - kbp
Template c,1 L=
Py Py P, W Py
1.PCR T1 T4 Myc-Tag >
T2 HisTag 15 . 1,5 -‘!
| ;: =
SOE-PCR ¢ ; —
04 —
. P, 03 b < SOE-PCR-Produkt
& - _— - 0.2 < T5(230 bp)
hybridisierte C,1 B hybridisierte C,., = g
3.PCR - — < T4 (127 bp)
: u
] randomisierte C,1 o randomisierte Cy,,,, ]
Eagl Neol Kpnl EcoRV

Abb. C-24: Synthese der Fab-Bibliothek ,B“. A) Aminosauresequenz der humanen konstanten Ketten Cy1 und Cyappa. ROt markierte
Aminosauren kennzeichnen die randomisierten Positionen, WW (Wechselwirkung zwischen den Ketten), cP (cis Prolin) und Cys (C-
terminale Cysteine). B) Schematische Darstellung der Synthese lokalrandomisierter Gene mittels Wobbleprimern. Rote Sternchen
kennzeichnen die randomisierten Positionen. C) 2% Agarosegel zum Nachweis der korrekten Hybridisierung der Ciappa-Kette aus
den Teilstlicken T4 und T5, nach 2 x 10 PCR-Zyklen (Bahn 1) und 10 PCR-Zyklen (Bahn 2). Die Primersequenzen sind der Tab.
B-10 zu entnehmen.
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Hierbei wurden in einem ersten PCR-Schritt die Teilstlicke T1 (Primerpaar P2/P3), T2
(Primerpaar P4/P5), T3 (Primerpaar P6/P7) fiir die Cyl und T4 (Primerpaar P10/P11) und T5
(Primerpaar P12/P13) fiir Ckappa amplifiziert. Die Primer der iiberlappenden Region waren so
gewdhlt, dass mindestens 19 Basen {iberlappten. In einem zweiten PCR-Schritt wurden
anschliefend die gelgereinigten Teilstiicke in gleichen molaren Verhéltnissen, maximal 2 pg
DNA, zum SOE-PCR-Mix (ohne Primer) zugegeben. Wie unter C) eindeutig zu sehen ist, konnte
erst nach 10 PCR-Zyklen (Bahn 2) eine schwache Bande fiir das Hybridisierungsprodukt (Cyappa)
ausgemacht werden. Die Ausgangs-Fragmente T4 und T5 lagen dagegen noch in ausreichender
Menge vor, um die PCR ein weiteres Mal fiir 10 Zyklen zu starten. Nach 2 x 10 Zyklen (Bahn 1)
lag der Grofteil der Fragmente als Hybridisierung vor, und es konnte keine Bande fiir das
Teilstiick T4 mehr nachgewiesen werden. SOE-PCR-Reaktionen mit mehr als 20 Zyklen waren
nicht erfolgreich (Schmierbande, Daten nicht gezeigt). Des Weiteren waren 2 x 10 Zyklen im
Ergebnis besser als 1 x 20 Zyklen. Neben Cgappa Wurde Cyl durch die Hybridisierung der
Teilstiicke T1, T2 und T3 generiert. Das Hybridisierungsprodukt wurde gelgereinigt und diente
anschlieffend vollstidndig als Template fiir eine dritte PCR zur Amplifizierung der randomisierten
Gene und zur Einfilhrung der N- und C-terminalen Restriktionsschnittstellen. Mit Hilfe der
Primer P1/P8 bzw. P9/P13 (Tab. B-10) konnte die schwere und leichte konstante Region
amplifiziert werden. Das fertige PCR-Produkt konnte dann nach einem weiteren
Reinigungsschritt mit den entsprechenden Restriktionsenzymen und passendem Restriktions-

puffer verdaut werden.

Einbau der konstanten Doméinen in den Phagemidvektor pSec-Fab4myc. Der Vektor und
die Bibliothek der Ckgppa-Doméne wurden mit Kpnl und EcoRV verdaut. Wihrend die Ckappa-
Domine im PCR-Mix nach der letzten Amplifizierung verdaut wurde, musste der Vektor
sequenziell mit Kpnl und anschlieBend EcoRV verdaut und zweimal Phosphatase behandelt
werden. Erst als die Kontrollligation des Vektors keine Transformanten mehr erzeugte, wurde
der Vektor fiir den Einbau der Bibliotheken zugelassen. Nach Ligation mit der Bibliothek wurde
der Vektor mittels Nucleospin Extraction Kit entsalzt und anschliefend mit elektrokompetenten
E. coli XL1-Blue MRF’ (Stratagene) transformiert. Fiir die Qualitdtsbestimmung der Bibliothek
wurden 46 Klone kontrollsequenziert. Nur 30 % der sequenzierten Klone enthielten funktionelle
Fabs. Uber 30 % und damit der groBte Anteil der Konstrukte hatten einen Primerframeshift (eine
Deletion im Bereich der Primerbindungsregion). Die restlichen Konstrukte hatten neben

Stopcodons (8 %) auch wieder Ligationsfehler (10 %).
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Tab. C-5: Ubersicht der erstellten Antikérpergenbibliotheken der Gruppe ,B*

L transformierte Theoretische Gilte
Bibliothek e
Vektor-DNA Variabilitét funkt. Fab/seq. Klon
B-Ckappa 4,5 ug 42x 107 16/46

14/61 (Ckappa)
B-Ckappa-Chil 14,9 pg 3,7x 10° 14/61 (Cyl)
1/61 (gesamt)

Der Vektor mit randomisierter Cyappa-Doméne wurde anschlieend fiir den weiteren Einbau der
Cul-Domine mit Eagl und Ncol verdaut. Nach dessen Ligation und Elektroporation sind
61 Klone sequenziert worden. Die Auswertung ergab, dass nur noch ca. 23 % der Klone eine
funktionelle Cgqppa-Doméne oder eine funktionelle Cy1-Doméne hatten. Nur ein Konstrukt hatte
sowohl eine korrekte leichte, als auch eine korrekt schwere Kette. Im Gegensatz zur Bibliothek
A-Ckappa-Cul lag das Hauptproblem nicht bei falsch ligierten Klonen, sondern bei
Primerdeletionen. Fast 50 % aller Klone hatten allein innerhalb der Cgappa-Doméne eine
Deletion. Zusétzlich gab es mit 18 % einen hohen Anteil an Stopcodons. Falsch ligierte Klone

machten einen Anteil von 14 % aus.

C.5.3 Loop Bibliotheken ,,C*

Die dritte Antikorpergenbibliothek basierte wie die Bibliothek ,,B* auf der Randomisierung von
lokalen Positionen. Dabei waren spezielle Loopregionen Gegenstand der Mutagenese, die in
publizierten Kristallstrukturen durch hohe B-Faktoren auffielen. Solche flexiblen Bereiche
konnten die Faltung und somit die Ausbildung funktioneller Fab-Fragmente unterdriicken.
Anhand der Raumstruktur eines ebenfalls chiméren Fab-Fragments mit humaner Cyl- und
Ckappa-konstanter Region (1UCB) wurde eine ,,Hotspotanalyse* durchgefiihrt. Positionen, die
Wechselwirkungen zu Loops der gleichen Kette oder Wechselwirkungen zur anderen Kette
aufwiesen, wurden durch Wobbleprimer lokal randomisiert. Insgesamt wurden Positionen
innerhalb von drei Loops der schweren konstanten Region (Cyx1) und zwei Loops der leichten
konstanten Region (Ckappa) randomisiert. Zusitzlich wurden wie bei Bibliothek ,.B* die
C-terminalen Cysteine modifiziert. Der Aufbau wurde hierbei analog zu Bibliothek ,,B*“ (siche
Abb. C-24 B und C) durchgefiihrt. Abb. C-25 stellt die modifizierten Aminosduren, in rot

markiert, dar. Es wurden 11 bzw. 9 Positionen innerhalb von Cyl und Ckappa randomisiert.
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Loop 1 Loop 2 Loop 3 Cys103
—_ —_— 1
Cy1: ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTSSWNGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS C

Loop 1 Loop 3 Cys|107
Cyappa: RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Abb. C-25: Randomisierte Positionen der Bibliothek ,C“. Rot markierte Aminosauren stellen die randomisierten Positionen dar.

Wie beispielhaft unter Abb. C-24 B gezeigt, wurden auch die Teilstiicke der Bibliothek ,,C*
generiert. So wurden die Primerpaare Ip2/lp3, lp4/lp5 und Ip6/lp7 (Tab. B-10) fiir die
Amplifizierung der Teilstiicke T1, T2 und T3 der Cyl-Doméne verwendet, fiir die Synthese der
Teilstiicke T4 und TS5 der Ckappa-Doméne die Primerpaare 1p10/lpl1 und Ip12/lp13. Durch die
nachfolgende SOE-PCR wurden aus T1, T2 und T3 die Cyl-Domine und aus T4 und T5 die
Ckappa-Domiéne hybridisiert. Die gereinigten SOE-PCR-Produkte wurden im letzten Schritt
vollstidndig als Template fiir die Amplifizierung der kompletten Cyl- (mit Primerpaar 1p1/Ip8)

und Cgappa-Doméne (mit Primerpaar 1p9/lp13) eingesetzt.

Einbau der konstanten Doménen in den Phagemidvektor pSec-Fab4myc. Mit Kpnl/EcoRV
geschnittener Vektor wurde mit der ebenfalls mit Kpnl/EcoRV verdauten Cgappa-Doméne ligiert
und elektrokompetente E. coli XL1-Blue MRF’ damit transformiert. Weitere 82 Klone wurden
nach der erfolgreichen Insertion der leichten konstanten Doméne kontrollsequenziert. Von den
Klonen besaflen demnach 50 % eine funktionelle Ckgppa-Doméne. Nicht-funktionelle Ckappa-
Doménen fielen durch einen hohen Anteil von Primerdeletionen (38 %) und Stopmutationen
(7 %) auf. Die neu entstandene Vektor-DNA wurde anschlieBend mit Eagl und Ncol verdaut und

mit der Cyl-Domine ligiert.

Tab. C-6: Ubersicht der erstellten Antikérpergenbibliotheken der Gruppe ,C*

o transformierte Theoretische Gite
Bibliothek o
Vektor-DNA Variabilitdt funkt. Fab/seq. Klon
C-Ckappa 4,5 ug 2,58 x 10’ 41/82
12/89 (Ckappa)
C-Ciappa-Cail 18,5 ug 1,85 x 10 8/89 (Cy1)
0/89 (gesamt)
C-Cyl 1,7 ug 1,15x 10 0/8
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Insgesamt 89 Klone wurden fiir eine Giitekontrolle ausgewihlt. Im Ergebnis wurde die Tendenz
der ersten beiden Bibliotheken A-Ciappa-Cul und B-Ciappa-Cul bestitigt. Der Anteil
funktioneller Cyqppa-Doménen reduzierte sich von 50 auf 13 %. Des Weiteren war der Anteil der
schweren konstanten Doméne von < 10 % extrem gering. Nicht zuletzt dadurch konnte kein
einziges funktionelles Fab unter den 89 Klonen gefunden werden. Nicht-funktionelle Konstrukte
wurden verursacht durch falsche Ligation (56 %), Primerframeshifts (22 %) und Stopmutationen
(8 %). Letztendlich war das Ergebnis der drei Bibliotheken mit randomisierten schweren und
leichten konstanten Doménen identisch. In allen drei Fillen nahm die Qualitét der Bibliothek mit

dem weiteren Einbau der Cy1-Doméne rapide ab.

C.5.4 Aufbau der Loop-Bibliothek C-Cyl

Alternativ zu den ersten Bibliotheken wurde auch mit der Loopbibliothek noch ein weiterer
Ansatz verfolgt. Wie schon bei der Error-prone-Bibliothek sollte dabei mit dem Einbau der
schweren konstanten Doméne begonnen werden. Nach Ligation und Reinigung des
Ligationsvektors wurden insgesamt 1,7 ug DNA mit elektrokompetente E. coli XL1-Blue MRF’
transformiert. Dabei konnte eine Bibliothek mit einer theoretischen Variabilitit von 1,15 x 10’
erzeugt werden. Die Giite bzw. Funktionalitit wurde durch acht Kontrollsequenzierungen

bestimmt.

(292) 292 300 310 320 330 340 350 360 370 380
49¢CT_A1_AB2(290) CACAAACCCAGCAACACCAAGE TCGACAAGAA- TTGAGCCCAAATCTACTCATCACC@TCACCATTAATAACCATGGAGAAAATA

51cCT_C1_AB2(285) CACAAACCCAGCAACACCAAGGTC CAAGAAAGTTGAGCCC CTACTCATCACC TCACCATTAATAACCATGGAGAAAATA
52c¢CT_D1_AB2(285) CACAAACCCAGCAACACCAAGGT AGAAAGTTGAGCCC TACGCATCACCACTATCACCATTAATAACCATGGAGAAAATA
53cCT_E1_AB2(286) CACAAACCCAGCAACACCAAGGTCGACAAGAAAGIIGAGCCC CTCCCCATCACCACCATCACCATTAATAACCATGGAGAAAATA
54cCT_F1_AB2(286) CACAAACCCAGCAACACCAA@CGACAAGAAA AGCCCAAATCTCGCCATCACCACCATCACCATTAATAACCATGGAGAAAATA
50cCT_B1_AB2(285) CACAAACCCAGCAACACCAAGETCGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTCACCATCACCACCATCACCATTAATAACCATGGAGAAAATA
55c¢CT_G1_AB2(285) CACAAACCCAGCAACACCAAGGTCGACAAGAAA AGCCCAAATCTGACCATCACCACCATCACCATTAATAACCATGGAGAAAATA
56¢CT_H1_AB2(288) CACAAACCCAGCAACACCAAGG TCCACAAGAAAGTTCAGCCCAAATCTCACCATCACCACCATCACCATTAATAACCATGGAGAAAATA
PrimerIp7_rev 4—— CCCAGCAACACCAAGGTCGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTNNBCATCACCACCATCACCATT

O Deletionen

Abb. C-26: Ausschnitt der Kontrollsequenzierung der C-Cy1-Bibliothek. Rote Kreise markieren Deletionen innerhalb der
Primerbindungsregion des Primers Ip7-rev.

In Abb. C-26 ist ein Ausschnitt der Sequenzierung im Primerbereich des Ip7-rev dargestellt.
Durch die roten Kreise sind Deletionen markiert, die zum Rasterschub fithrten und somit keine
korrekte Translation der Fab-Fragmente mehr zulieBen. Allein in diesem Teilbereich fielen iiber
50 % der Klone (Al, C1, D1, F1 und G1) als funktionelle Antikorperfragmente aus. Die

verbliebenen Klone B1l, E1 und H1 wiesen bereits in Downstream-DNA-Bereichen
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Leserasterverschiebungen bzw. Stopcodons auf (Daten nicht gezeigt) und besallen dadurch auch
keine korrekte Gensequenz einer konstanten Doméne. Insgesamt konnte somit keine funktionelle

Sequenz fiir ein Antikdrperfragment gefunden werden.

C.6 Affinitatspannings

Fir die Selektion von Expressionsvorteilsmutanten wurden zundchst -elektrokompetente
ER2738-Zellen mit 5pug DNA der generierten Antikorpergenbibliotheken pro 0,2 cm
Elektroporationskiivetten transformiert und mit Hilfe von Helferphagen M13KO07 {iber Nacht bei
25°C in Phagen verpackt.

Den Antikorpergenbibliotheken A-Ckappa-Cril, B-Ckappa-Cril und C-Cikappa-Cul mit komplett
randomisierten leichten und schweren konstanten Domédnen musste nach den
Kontrollsequenzierungen eine schlechte Giite ausgestellt werden. Trotzdem wurde ein erstes
Panning durchgefiihrt. Da bei diesem Panning keinerlei Binder selektiert werden konnten, wurde
diese Strategie nicht weiterverfolgt und in Folge dessen eingestellt. Des Weiteren konnte nach
der Kontrollsequenzierung der Bibliothek C-Cyxl kein funktionelles Fab nachgewiesen werden.
Es wurde von einer weiteren Selektion dieser Bibliothek mittels Phagen-Display abgesehen. Alle
nachfolgenden Arbeiten gehen deshalb nur noch von der Bibliothek A-Cyl mit randomisierter

konstanter schwerer Doméne aus.

C.6.1 Aufbau einer Phagenbibliothek mit randomisierter schwerer Domiine

Vorraussetzung fiir die Selektion von Fab-Fragmenten mit verbesserter Expression, mit Hilfe der
Phagen-Display-Technik, war die Prasentation der in der Bibliothek vorhandenen
Zufallsmutanten auf der Oberfliche von filamentdsen Phagen. Fiir die Phagengenerierung
wurden elektrokompetente E. coli ER2738 in sieben Ansdtzen mit insgesamt 35 pug der
Phagemid-DNA transformiert. Dabei wurden insgesamt 3,1 x 10° Transformanten erhalten. Nach
Kultivierung der Transformanten mit Helferphagen M13K07 wurde eine Phagenbibliothek

generiert, die filir die Selektion von Expressionsvorteilsmutanten eingesetzt wurde.

C.6.2 Panning

Zur Analyse der einzelnen Selektionszyklen wurden nach jedem Zyklus 90 Klone mit drei
Positivkontrollen und drei Negativkontrollen im MikrotiterplattenmaBstab kultiviert und in

einem Einzelphagen-ELISA und Fab-Expressions-ELISA auf Bindung iiberpriift. Dabei konnte
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gezeigt werden, dass die Phagen der meisten Klone ein positives Signal ergaben, wéhrend die
16sliche Fab-Expression der gleichen Klone im Expressions-ELISA kein Signal ergab. Dieses
Phidnomen nahm mit der Anzahl der Zyklen stark zu. Nach dem dritten Selektionszyklus wurden

acht Kontrollsequenzierungen durchgefiihrt.

A) B) Antikorper-
Fragment
(480) 480 490 500 510 520 537 NH, NH,
17cCT_A1_AB2 (87) GGCACAGCGGCCETGGGCTGCCTGETCAAGEBAQTACK TCAE-CRACCGGTGACGGTGT =
20cCT D1 _AB2 (86) GGCACAGCGGK@EGGCTGCCTGCTCAAGGACTAC [ TCASEEAACCGGTAACGGTGT ==
18¢CT_B1_AB2 (87) GGCACAGCGGCEETGGGCTGCCTGETCAAGBAQTAGI TCEC-GAACCGGTBACGGTGT Es <

21cCT_E1_AB2 (87) GGCACAGCGGCCLCTGGGCTGCCTGGTCAAGAAQTAANI TCCCCGAACCGCGTGACGGTGT

23cCT_G1_AB2 (87) GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGEGTCAAGAAQTAAIITCCCCGAACCGGTGACGGTGT

24cCT_H1_AB2 (87) GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTIGGTCAAGGAQTAAINTCCCCGAGCCGGTGACGGTGT |

22cCT_F1_AB2 (84) GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGAQTAAI TCCCCGAACCGGTGAAGGTGT c T Ccoon
L

19c¢CT_C1_AB2 (89) GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCCCGTCAAGGAQTAAINTCCCCCAACCGGTCGACGGTGT S Fd
pSec_Fab4amyc (480) GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGAQTACK TCCCCCAACCGGTGACGGTGT

. COOH °
O Deletion LC

Abb. C-27: Selektion von Escape-Mutanten A) Ausschnitt der Kontrollsequenzierung nach dem 3. Panning. Rote Kreise markieren
Deletionen innerhalb der Sequenz. Im rot markierten Kastchen ist die 31. Aminosaureposition der Cy1-Doméane hervogehoben. Finf
der acht Sequenzen weisen dort einen C—A Austausch auf, der zum Stopcodon TAA fiihrt. B) Darstellung der angereicherten
Antikérper-Fragmente mit verkirzter schwerer Kette.

Die Sequenzierung von acht Klonen ergab, dass alle Klone im gleichen Sequenzabschnitt
entweder eine Rasterschubmutation oder ein Stopcodon aufwiesen. Das im roten Késtchen
markierte Triplett entsprach der 31. Aminosdure (Tyrosin) der schweren konstanten Domaéne.
Allein an dieser Position zeigten sechs der acht Sequenzen ein Stopcodon (TAA bzw. TAG). Nur
zwel dieser Sequenzen waren dabei identisch, die weiteren Klone waren genotypisch
verschieden. Letztendlich hatten sich Klone mit verkiirzten Cyl-Doménen angereichert. Diese
Mutanten konnten noch funktionelle Antikérperfragmente auf der Oberfliche von Phagen
prisentieren und zeigten somit ein positives Signal im Einzelphagen-ELISA. Da die schwere
Kette durch Rasterschubmutationen oder Stopcodons nicht vollstindig abgelesen wurde, konnte
somit auch der Expression-ELISA, der auf dem Nachweis des C-terminalen His-Tags der

schweren Kette basiert, keine Signale mehr liefern.

C.6.3 Optimierung des Panning-Protokolls

Die herkdmmliche Durchfithrung der Panning-Prozedur fiihrte wie unter C.6.2 und Abb. C-27
gezeigt, nicht zur Anreicherung kompletter Fab-Konstrukte. Vielmehr wurden Abbruchvarianten
mit verkiirzter schwerer Kette angereichert. Fiir die Selektion vollstindiger Fab-Konstrukte war

es daher notwendig, die Panning-Prozedur dahingehend =zu verdndern, dass keine
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Abbruchvarianten mehr selektiert werden konnen. Hierfiir war es notwendig, Unterschiede
zwischen den Abbruchvarianten und vollstindigen Fab4myc Fab-Konstrukten zu finden. Da die
selektierten Abbruchvarianten dem Fv-Fragment &hneln und Fv-Fragmente durch geringe
Stabilititen sich von Fab-Fragmenten unterscheiden, sollte zuerst die Stabilitdt der Konstrukte
untersucht werden. Hierfiir wurden von zwei Abbruchvarianten B1 und E1 (Abb. C-27) und dem
Fab-Konstrukt Fab4myc Einzelphagen reamplifiziert, die anschlieBend einem Temperaturscreen
und verschiedenen Guanidiniumhydrochlorid-Konzentrationen ausgesetzt wurden. Bei
Temperaturen von 4 bis 90°C und 10°C Abstinden wurden 8,5 x 10" Phagen in 100 ul Ansitzen
fiir 20 min inkubiert und anschlieBend mittels Phagen-ELISA auf Bindung {iiberpriift. Des
Weiteren wurden 5 x 10'" Phagen in 100 ul Ansdtzen mit 0 bis 2,5 M GdnHCL (mit 0,5 M
Abstand) versetzt und fiir drei Tage bei 4°C inkubiert. Im Anschluss daran wurde wiederum ein

Phagen-ELISA durchgefiihrt.
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Abb. C-28: Phagen-ELISA von Temperatur- und GdnHCL-behandelten Phagen. Jede Vertiefung wurde mit 10 pg/ml GFP24
beschichtet. Nach der Phagenproduktion wurden 6,8 x 10" (A) bzw. 4 x 10" (B) in 80 pl und 1 x Blocking-Puffer im ELISA getestet.
Der Nachweis gebundener Phagen erfolgte mit a-Fd-Phagen-HRP, Substrat: TMB (SeramunBlau®fast). A) Vergleichende
temperaturabhangige Bindung von Phagen des Fab4myc und der Abbruchmutanten B1 und E1. B) Vergleichende GdnHCL-
abhangige Bindung von Phagen des Fab4myc und der Abbruchvarianten B1 und E1. Rote Pfeile markieren Bedingungen mit
signifikanten Unterschieden der untersuchten Konstrukte.

Sowohl die Temperatur-, als auch die GdnHCL-abhéngigen Stabilitdtsuntersuchungen zeigten,
dass Abbruchmutanten eine geringere Stabilitit gegeniiber vollstaindigen Fab-Fragmenten
aufwiesen. In beiden Phagen-ELISA konnten Ubergangsbereiche ausgemacht werden, wo
vollstindige Fab-Konstrukte noch intakt waren und binden konnten, wihrend ein Grofteil der
Abbruchmutanten ihre Konformation und somit ihr Bindungsvermdgen verloren hatten. Beide
Abbruchmutanten B1 und E1 konnten signifikant aus der Bibliothek entfernt werden, wenn die
Phagenbibliothek vor dem Panning 20 min bei 60°C hitzeinaktiviert oder einer 1,5 M GdnHCL-

Behandlung tiber 3 Tage bei 4°C ausgesetzt wurden. Da eine Hitzeinaktivierung von Phagen
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schneller und leichter zu handhaben war, wurden erneute Panning-Runden mit diesem

zusitzlichen Schritt durchgefiihrt.

Die Eliminierung verkiirzter Fab-Fragmente aus der Phagenbibliothek iiber den His-Tag der
intakten Fab-Fragmente mittels Ni-NTA oder Co-NTA war nicht mdglich (Daten nicht gezeigt).
Die Grofle des Phagenpartikels behindert moglicherweise den Zugang zum His-Tag.

C.6.4 Erneutes Panning mit Error-prone-Bibliothek C-Cyx1 mit Hitzeinaktivierung

Da wie unter C.6.3 gezeigt, keine vollstindigen Fab-Fragmente angereichert werden konnten,
musste die gesamte Phagen-Display-Prozedur wiederholt werden. Zusitzlich zu dem
herkdmmlichen Protokoll wurde die Phagenbibliothek vor jedem Panning-Zyklus fiir 20 min bei
60°C hitzebehandelt, um Abbruchmutanten zu eliminieren (Abb. C-28).
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F11_1.0 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPRSC
G10_1.0 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGETAALGCLVKDYFPEPVTVIIWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
B3_1.2 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGEGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
D12_2.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGEGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNINHKHSNTKVDKKVEPKSC
A12_3.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAVLGCLVKDYFPERPVTVSWNSGALTSGVHTFRAVLQSSGLYSLISVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVESKSC
B5_3.2 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPERVTVSWNSGALTSGVHTFQAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
D12_3.2 (1) ASTKGPSVFPLSPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEAVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDMKVEPKSC
E5_3.2 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDEFPERPVTVSWNSGALTSGVHTFRAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
H2_3.10 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGATAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFRPAILQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
CH1-Fab4myc (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPERPVTVSWNSGALTSGVHTFRAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

Abb. C-29: Ergebnis des Pannings der Bibliothek A-Cy1. A) Expressions-ELISA der besten neun Mutanten im Vergleich zu
Fab4myc. Fab-Varianten (ER2738) wurden im 200 pyl MaRstab kultiviert und Fab-Fragmente iber 24 h bei 18°C exprimiert. Nach
Zentrifugation wurden die Zellpellets in 100 pl Periplasma resuspendiert. Jede Vertiefung wurde mit 1pg/ml p24 beschichtet und mit
40 pl der Periplasmafraktion inkubiert. Der Nachweis gebundener Fab-Fragmente erfolgte mit dem Antikdrpergemisch aus Maus
a-Tetra-His-Antikdrper  1:4000 und Schaf o-Maus-IgG-HRP-Antikérper 1:7000, Substrat: TMB  (SeramunBlau®fast). B)
Proteinalignment der Cy1-Doméne der besten neun Fab-Varianten der ersten Panning-Runden. Die dargestellten Fab-Mutanten
stellen zusammen die Basis flr das folgende DNA-Shuffling.

Insgesamt wurden drei Panning-Zyklen durchgefiihrt und 2340 Klone mittels Expressions-
ELISA auf 16sliche Fab-Expression tiberpriift. Hierflir mussten die Klone zunéchst im 96-Well-
MikrotiterplattenmafBstab kultiviert und exprimiert werden. Hierbei wurden pro Mikrotiterplatte

78



C — Ergebnisse

drei Positiv- und drei Negativkontrollen mitgefiihrt. Als Negativkontrolle dienten nicht-Fab-
codierende ER2738-Zellen. Als Positivkontrolle wurde zunédchst Fab4myc eingesetzt. Im Verlauf
der Selektionsrunden wurde diese Positivkontrolle weiter angepasst und entsprach dann der bis
dahin besten Expressionsmutante. Es konnten 23 Mutanten mit einer verbesserten Fab-
Expression auf diese Art und Weise aus der Bibliothek A-Cy1 selektiert werden. Die neun besten
Varianten wurden zur Reproduzierbarkeit ein weiteres Mal im Mikrotiterplattenansatz exprimiert
und im ELISA auf periplasmatische Fab-Produktion iiberpriift. Wie in Abb. C-29 A) gezeigt,
besitzen alle mitgefiihrten Fab-Konstrukte eine bessere Expression an 16slich exprimierten Fab-
Fragmenten gegeniiber dem Ausgangskonstrukt Fab4myc. Die Ergebnisse der zuvor

durchgefiihrten Panning-Runden konnte somit reproduziert werden.

C.6.5 DNA-Shuffling

Das DNA-Shuffling ist eine Methode, mit der in vitro die Rekombination von homologen DNA-
Sequenzen ermoglicht wird. Vorhandene Gensequenzen kdnnen dadurch neu gemischt oder neu
kombiniert werden. Durch die Neukombination der in Abb. C-29 B) dargestellten Gene (ohne
Cul-Fab4myc) hofft man auf einen additiven Effekt positiver Mutationen und somit auf neue

Varianten mit verbesserten Expressionseigenschaften.

Zundchst wurde die Cyl-Doméne der neun Mutanten in einem 110 ul PCR-Ansatz und den
Primern pdl und pd2 amplifiziert und deren Ausbeute mittels Gelelektrophorese kontrolliert
(Daten nicht gezeigt). AnschlieBend wurden die PCR-Produkte gepoolt und mit dem
NucleoSpin® Extract II gereinigt (Ausbeute: 120 ul mit 311 ng/ul). Nach einem Vorversuch
(Abb. C-30 A)) wurden 50 ul DNA mit 20 ul DNAse I (2,5 Units), 10 ul DNAse-Puffer und
10 ul H,O fiir 10 min bei 25°C fragmentiert. Auf einem 2 % Agarosegel wurde die verdaute
DNA aufgetragen und Fragmente zwischen 50 und 20 bp aus dem Gel herausgeschnitten. Nach
der Gelreinigung (Abb. C-30, Bahn 1b) konnten 50 pul mit 86 ng DNA/ul eluiert werden.

2 ng der fragmentierten DNA wurde nach einem Vorversuch in einem 50 pl Standard-PCR
Ansatz ohne Primer eingesetzt und nach dem Protokoll (sieche Material und Methoden)
hybridisiert (Abb. C-30, Bahn 2b). Das Hybridisierungsprodukt wurde gereinigt und diente als
Template fiir die letzte Amplifizierung der konstanten Doméne mit den Primern pdl und pd2
(Tab. B-9). Insgesamt wurden 36 pl des Hybridisierungsproduktes fiir 5 x 100 ul PCR-Ansitze

verwendet.
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Abb. C-30: Dokumentation der DNA-Shuffling-Schritte. A) Vorversuch zum DNAse | Verdau. 1,5 pg DNA wurden im 10 pl Ansatz mit
2,5 U DNAse | (Bahn 1a) und 3 U DNAse | (Bahn 2a) verdaut, 5 pl wurden auf das Gel aufgetragen. B) Hybridisierung
fragmentierter DNA. Gelextrahierte und gereinigte DNA der GroRe von 50-200 bp aufgetragen in Bahn 1b. Bahn 2b zeigt das
Hybridisierungsprodukt der fragmentierten DNA aus Bahn 1b. C) Amplifikation der C41-Domane und dessen Restriktionsverdau. 1c
PCR-Produkt nach Amplifikation des Hybridisierungsprodukts. 2c zeigt das PCR-Produkt nach Verdau mit Eagl und Ncol. D)
Ligationskontrolle. 1d zeigt nur Vektor-DNA, 2d das Ligationsprodukt aus Vektor und Cy1-Domane nach DNA-Shuffling. Der
eingesetzte DNA-Probenpuffer enthielt Xylenblau (Gel A), B) und C) anstelle von Bromphenolblau!

AnschlieBend wurde das PCR-Produkt im PCR-Mix mit Eagl und Ncol verdaut (Abb. C-30 C)).
Nach der Gelreinigung der verdauten Cyl-Domine wurde sie mit Vektor-DNA im Verhéltnis 1:3
(Vektor/Cyl-Doméne) ligiert. Es wurden 9,75 ng Vektor und 2 pg Cyl-Doméne sowie H,O fiir

fiinf min bei 50°C erhitzt und anschlieBend mit Ligasepuffer und T4-Ligase versehen. Die

Ligation wurde 16 h bei 4°C in 25 pl Aliquots inkubiert.

C.6.6 Aufbau der Bibliothek A-Cyx1-shuffling

Elektrokompetente E. coli XL1-Blue MRF’ (Stratagene) wurden in 15 Ansédtzen und 6 pg der
gereinigten und entsalzten Vektor-DNA transformiert. Dabei konnte eine Bibliothek mit einer
theoretischen Komplexitit von 2,8 x 10" generiert werden (Tab. C-4). Fiir die Giitekontrolle

wurden acht Transformanten sequenziert (Daten nicht gezeigt).

C.6.7 Aufbau und Panning der Phagenbibliothek A-Cyl1-shuffling

Nach Entsalzung der Phagemid-DNA wurden elektrokompetente E.coli ER2738 in vier
Ansitzen mit 20 pg DNA transformiert. Dabei konnte eine Tranformationsrate von 1 x 10"
erreicht werden. Die Tranformanten wurden durch Kultivierung mit Helferphagen M13K07 in

Phagenpartikel verpackt.

Das Panning wurde wie unter C.6.2 beschrieben und mit zusétzlichem Hitzeschritt durchgefiihrt.
Insgesamt wurden bei drei Panning-Zyklen 1980 Klone mittels Expressions-ELISA gescreened

und 31 positiv selektierte Klone sequenziert. Abb. C-31 zeigt das Proteinalignment der
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selektierten Mutanten. Wéhrend die Ausgangsmutanten innerhalb des Gens insgesamt
16 Aminosdure-austausche aufwiesen (Abb. C-29), wurden nur 12 Positionen nach dem DNA-
Shuffling wiedergefunden. Da die neun mutierten Cyl-Doménen in gleichen molekularen
Verhiltnissen fiir das DNA-Shuffling eingesetzt wurden, sollten alle Mutationen zu ca. 11 %,
somit drei- bis viermal wiedergefunden werden. Stattdessen sind einige wenige (mit rotem Pfeil
markiert) iiberreprasentiert, wihrend andere Mutationen gar nicht mehr auftauchten. So trat der
Austausch A23—T in 58 % aller Mutanten auf, wohingegen der Austausch K101—R nicht
wiedergefunden werden konnte. Beide Mutationen stammten aber von ein und derselben
Mutante F11-1.0 ab und mussten daher auch gleich haufig vorhanden gewesen sein. Neben dem
Austausch A23—T waren auch die Position Y32—F (19 %), S40—T (22 %) und die Position
des C-termialen Cysteins103—S (48 %) iiberreprésentiert.

o !

@1 1o 20 30 40 50 60 70 80 920 103
DS_A3_1.10 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVIIWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_B6_1.11 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS

DS_F1_1.7 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAVLGCLVKDYFPEPV NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_B8_1.10 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVIIWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DS_E8_3.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPERV NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DS_C10_2.2 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_D3_1.10 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPERPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_E9_3.2 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_H8_1.10 (1) ASTKGPSVFPLSPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPERVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_C12_1.1 (1) DSTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEAVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_A6_1.10 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDEFPERPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDMKVEPKSC
DS_H1_2.5 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDEFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAILQSSGLYSL ISVWTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDMKVEPKSS
DS_F7_3.2 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGATAALGCLVKDEFPERVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQ SSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_F6_1.5 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDEFPERVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DS_G8_3.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDEFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKHSNTKVDKKVEPKSC
DS_G9_1.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDEFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_A10_3.3 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPERVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_A9_2.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_F10_1.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTVLGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_A8_1.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPEAVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLISVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DS_B3_1.9 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPERV NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL ISVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_F5_1.4 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPERVTVIIWNSGALTSGVHTFPAALQSSGLYSL ISVWTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDMKVEPKSC

DS_B11_1.10 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPEAVTVSWNSGALTSGVHTFPALQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDMKVEPKSC
DS_B9_1.10 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDMKVEPKSC
DS_D8_1.11 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPERPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDMKVEPKSC

DS_A4_2.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DS_C10_2.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DS_F5_1.10 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

DS_F5_1.7 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPERVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DS_G6_1.10 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

DS_H3_1.5 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

CH1-Fab4myc (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPERVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

Abb. C-31: Proteinalignment der 31 selektierten Mutanten nach dem DNA-Shuffling. Rote Pfeile markieren Positionen mit
Uberreprasentierten Mutationen.

Alle 31 Varianten wurden im Mikrotiterplatten-Mallstab exprimiert und anschlieend im ELISA
auf funktionelle periplasmatische Fab-Konstrukte iiberpriift (Daten nicht gezeigt). Die sieben
besten Varianten des DNA-Shufflings und zwei zusétzliche Variante aus den ersten Panning-
Runden wurden fiir den Einbau der leichten randomisierten Ckappa-Doméne ausgewihlt.

EinschlieBlich der nicht-randomisierten Cyl-Doméne (Fab4myc) wurden somit zehn Varianten
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noch einmal im Mikrotiterplattenmal3stab exprimiert und die periplasmatischen Fab-
Expressionen per ELISA kontrolliert. Abb. C-32 zeigt die Ergebnisse und bewies die
Reproduzierbarkeit. Erwartungsgemdll hatten alle Mutanten eine wesentlich bessere Fab-
Expression gegeniiber dem Ausgangsprodukt. Durch das DNA-Shuffling konnten die zuvor
besten Varianten noch einmal verbessert werden, A). Zusétzlich ist in Abb. C-32 das Alignment
der bis dahin besten Varianten gezeigt, die gleichzeitig als Basis fiir den Einbau der leichten

konstanten Doméne Ckappa ausgewdéhlt wurden.
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D12_2.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNENHKHSNTKVDKKVEPKSC
A12_3.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAVLGCLVKDYFPERPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLISVWTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVESKSC
DS_A8_1.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPEAVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLISVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DS_F10_1.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTVLGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_F6_1.5 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDEFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DS_B3_1.9 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPEPVTVIWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLISVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_G8_3.1 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDEFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKHSNTKVDKKVEPKSC
DS_E9_3.2 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
DS_A10_3.3 (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTTALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
CH1-Fab4myc (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVERPKSC

Abb. C-32: Expressions-ELISA ausgewahlter Mutanten. A) Rot markierte Mutanten stammen aus dem ersten Panning der
Bibliothek A-Cy1. Fab-Varianten wurden in ER2738-Zellen im 200 pyl MaRstab kultiviert und tUber 24 h bei 18°C exprimiert. Nach
Zentrifugation wurden die Zellpellets in 100 pl Periplasma resuspendiert. Vertiefungen wurden mit 1 ug/ ml p24 beschichteten und
mit 80 pl (Periplasmafraktion:Puffer = 1:1) inkubiert. Nachweis erfolgte Uber Antikérpergemisch aus Maus o-Tetra-His-Antikorper
1:4000 und a-Maus-IgG-HRP-Antikérper 1:7000, Substrat: TMB (SeramunBIau®fast). Die Melwertabweichung lie3 sich aus vier
unabhangigen Reihen darstellen. B) Proteinalignment der ausgewahlten Mutanten aus A).

C.6.8 Bibliothek A-Cy1-Shuffling-Ckappa

Gepoolte Vektor-DNA mit 10 pg Phagemidvektor der ausgewéhlten Mutanten wurden mit Kpnl
und EcoRV sequenziell verdaut und zweimal dephosphoryliert. Anschlieend konnten 14,5 pg
der Vektor-DNA mit ebenfalls Kpnl/EcoRV verdauter Ckappa-Doméne iiber Nacht und bei 4°C
ligiert werden (20 bis 25 ul Aliquots). Elektrokompetente E.coli XL1-Blue MRF’ wurden
anschlieBend in 24 Ansétzen mit 20 pg der entsalzten Vektor-DNA transformiert. Dabei konnte

eine Bibliothek mit 1,6 x 10’ Transformanten generiert werden (Tab. C-4). Es wurden
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24 Testsequenzierungen durchgefiihrt. Davon hatte ein Klon eine Deletion, fiinf Klone ein

Stopcodon und alle weiteren 18 Klone (75 %) waren funktionell.

C.6.9 Panning der A-Cy1-Shuffling-Cg,ppa Bibliothek

Mit vier Ansdtzen wurden elektrokompetente E. coli ER2738 mit 20 ug der amplifizierten
Vektor-DNA transformiert und Phagen mit Hilfe der Inkubation von Helferphagen hergestellt.
AnschlieBend wurde das bekannte Panning ohne Hitzeschritt durchgefiihrt.

A) @l 10 20 30 40 50 60 70 80 90 103
epA4_2.4_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TTALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epC10_2.0_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TTALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epD7_2.1_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TTALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epH8_2.4_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TTALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epB10_2.2_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epB11_2.3_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epB8_2.1_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epCl1_2.0_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epC6_2.2_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epD12_2.0_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epD3_3.0_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epE7_2.2_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epF12_3.0_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epGl_2.0_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epG8_2.2_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
epH5_2.3_h (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP SSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSS
CH1-Fabdmyc (1) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

B)
epA4_2.4 (1) RTVAAPSVF IFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVITKSFNRG!
epB10_2.2 (1) RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREASVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSSVIKSFNRG
epB8_2.1 (1) RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPV IKSFNRG
epC11_2.0 (1) RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVIKSFNRG
epD3_3.0 (1) RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSILTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSTRVIKSFNRG
epB11_2.3 (1) RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESATEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVIKSFNRGES
epD12_2.0 (1) RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS1YSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGES
epG8_2.2 (1) RTVAAPSVF IFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVITKSFNRGES
epH5_2.3 (1) RTVAAPTVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNTLQSGNSQESVTEQDSMDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVIKSFNRGES
epC10_2.0 (1) RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSRVGVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE

@1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 107

epG1l_2.0 (1) RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPRDAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYRLGSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSRVIKSFNRG

epD7_2.1 (1) RTVAAPSVF IFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVITKSFDRG!
epC6_2.2 (1) RTVTAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVIKSFNCEEC
epE7_2.2 (1) RTVTAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVIKSFNCEEC
epF12_3.0 (1) RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVIKSFNRGER
epH8_2.4 (1) RTVAAPSVF IFPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDGKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVITKSFNRGER
Ckappa-Fabamyc (1) RTVAAPSVF I FPPSDEQLKSGTASVVCL LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVITKSFNRGEC

Abb. C-33: Proteinalignment der 16 selektierten Mutanten des 2. und 3. Pannings der Bibliothek A-Cy1-shuffling-Ciappa. A) Cn1-
Domane. B) Ckappa-Domaéne.

Die Hitzeinaktivierung war zu diesem Zeitpunkt nicht mehr erforderlich, da die schwere Kette in
Form von ausgewihlten Mutanten vorgegeben war und somit keine stérenden Abbruchmutanten
entstehen konnten. Insgesamt wurden wieder drei Panning-Runden durchgefiihrt. Dabei wurde
der Anteil der eingesetzten Phagen von 1 x 10'% in der ersten Panning-Runde auf 5 x 10'® in der
zweiten Panning-Runde und bis auf 1 x 10° in der dritten Panning-Runde reduziert. Insgesamt
720 Klone wurden auf ihre Expression hin iiberpriift. Sechzehn Mutanten konnten nach dem
zweiten und dritten Panning positiv selektiert werden. In Abb. C-33 sind die mutierten

konstanten Domédnen der schweren A) und leichten Kette B) aufgelistet. Die Sequenzierung der

&3



C — Ergebnisse

schweren Kette ergab, dass nur zwei der zehn eingesetzten Cyl-Domédnen (Abb. C-33 A) und
Abb. C-32) wiedergefunden wurden. Die Testsequenzierungen von 24 Klonen direkt nach der
Transformation hatte bereits gezeigt, dass alle zehn Varianten in dieser Bibliothek vorhanden
waren (Daten nicht gezeigt). Letztendlich konnte keine Fab-Variante mit intakter C-terminaler
Disulfidbriicke mehr selektiert werden. Des Weiteren wurden auch keine Varianten mit einer
freien Cysteingruppe gefunden. Die Mutanten epC6 2.2 und epE7 2.2 besitzen zwar noch das
Cysteinl107, haben aber zusitzlich in unmittelbarer Umgebung ein zusitzliches Cystein durch
Randomisierung hinzugewonnen, so dass man davon ausgehen kann, dass dort eine zusétzliche
intramolekulare Disulfidbriicke entstanden ist. Die C-terminale Position des Cystein107 war die
am haufigsten mutierte Position innerhalb der Ckappa-Domine (B) mit hoher Akzeptanz von

aromatischen Aminosauren (iiber 50 %).

C.7 Charakterisierung von Mutationsmutanten

Die bisherigen Expressionen im Mikrotitermal3stab wurden mit ER2738-Zellen durchgefiihrt.
Vorteil dieser Zelllinie war, dass leicht zwischen Phagen-Panning und Expression gewechselt
werden konnte. Diese Variante hatte jedoch den Nachteil, dass das Fusionsprotein der leichten
Kette mit dem gekiirzten plII-Protein exprimiert wurde und somit keine herkdémmlichen Fab-
Fragmente generiert werden konnten. Da ein Einfluss der zusdtzlichen pllI-Doméne auf
Expression und Faltung nicht ausgeschlossen werden konnte, musste die Fab-Expression auf
JM83 umgestellt werden. JM83 ist ein ,,non suppressor E. coli-Stamm, dass heifit, es werden
keine ,,TAG* Stopcodons iiberlesen. Daher wurde auch ein TAG zwischen leichter Kette und
plI nicht tiberlesen und es wurde statt des Fusionsproteins nur die leichte Kette und somit nur
das Fab-Konstrukt exprimiert. Um eine Auswahl fiir eine nidhere Charakterisierung zu treffen,
wurden JM83-Zellen mit allen 16 Konstrukten aus Abb. C-33 transformiert. Zusitzlich wurden
IM83-Zellen fiir eine Transformation mit acht weiteren Mutanten aus vorhergehenden Pannings
ausgewdhlt. Dabei stammten A12 3.1, B5S 3.1, D12 3.2, E5 3.2 aus der ersten Bibliothek A-
Cyul, die Varianten DS F6 1.5 und DS GS8 3.1 aus der DNA-Shuffling Bibliothek A-Cyl-
Shuffling und epD2 1.0, epH6 1.0 und epC12 1.1 aus dem 1. Panning der Bibliothek A-Cyl-
Shuffling-Ckappa. Nach erfolgreicher Transformation wurden alle Varianten vierfach in einem
Mikrotiterplattenmafistab von 200 pl exprimiert und anschlieBend im ELISA auf Expression
tiberpriift.
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Abb. C-34: Expressions-ELISA in E. coli JM83. Fab-Varianten wurden im 200 pl MaBstab kultiviert und Fab-Fragmente tUber 24 h
bei 18°C exprimiert. Nach Zentrifugation wurden die Zellpellets in 100 pl Periplasma resuspendiert. Vertiefungen wurden mit 1 pg/ml
p24 beschichteten und mit 80 pl (Periplasma-fraktion:Puffer = 1:1) inkubiert. Nachweis erfolgte liber Antikdrpergemisch aus Maus a-
Tetra-His-Antikorper 1:4000 und a-Maus-lgG-HRP-Antikorper 1:7000, Substrat: TMB (SeramunBlau®fast). Die Standartabweichung
lie® sich aus vier unabhangigen Reihen berechnen. Rot markierte Mutanten wurden fiir eine weitere biochemische
Charakterisierung ausgewahlt.

Anhand der Expressionsergebnisse wurden die expressionsstirksten Mutanten fiir eine weitere
Charakterisierung ausgewdhlt. Darunter die disulfidverbriickte Variante DS-G8 3.1 aus dem
DNA-Shuffling, als auch die beiden nicht disulfidverbriickten Varianten epC10 2.0 und
epH8 2.4. Die ebenfalls sehr gut exprimierende Mutante epD7 2.1 wurde aufgrund der gleichen
Mutation in der Position 107 nicht beachtet (Abb. C-33).

C.7.1 Wachstumskurven von Selektionsmutanten

Es wurden Wachstumskurven unter induzierten und nicht induzierten Bedingungen
durchgefiihrt, um das Wachstumsverhalten der Mutanten untereinander zu vergleichen.
Zuséatzlich wurden Periplasma und Sphéroblasten auf die Fab-Expression hin iiberpriift. Das
Zellwachstum wurde bei optimaler E. coli Wachstumstemperatur von 37°C durch Proben-
entnahme zu unterschiedlichen Zeitpunkten verfolgt. Dabei konnten keine signifikanten
Unterschiede unter den Konstrukten festgestellt werden (Abb. C-35 A)). Lediglich Wildtyp
IM83-Zellen waren bei der Aufnahme von mehreren Wachstumskurven tendentiell etwas besser.
Gleichzeitig wurde eine Wachstumskurve unter Induktion mit 0,2 pg/ml aTc bei der optimalen

Expressionstemperatur von 18°C durchgefiihrt.
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Abb. C-35: Wachstumskurven und Expressionsanalysen von Selektionsmutanten. A) Wachstumskurve bei 37°C, nicht induziert. B)
Wachstumskurve wahrend der Expression bei 18°C. Insgesamt wurden fiir die Werte von A) und B) jeweils vier Wachstumsreihen
aufgenommen und gemittelt. C) Western-Blot nach 24 h Expression. 15 pl Periplasma (1,5 ml Kultur bzw. 750 pl Kultur’) wurden
aufgetrennt und das Gel geblottet. Der Nachweis der schweren Kette erfolgte mit o-His-Tag-HRP (Sigma) 1:4000 und TMB
(SeramunBlau®prec). D) Western-Blot von Sphéroblasten. Sparoblasten von 150 pl Kultur und ODego = 2.0 (ausgeglichen) wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit a-His-Tag-HRP (Sigma) 1:4000 und TMB (SeramunBlau®prec) nachgewiesen.

Hier zeigten sich deutliche Unterschiede im Wachstumsverlauf und in der maximal erreichten
optischen Dichte (Abb. C-35 B)). Mutanten ohne intramolekulare Disulfidbriicke epC10 2.0 und
epH8 2.4 sind unter den gleichen Bedingungen schneller gewachsen und konnten maximale
ODgpp-Werte von ca. 3,15 bis 3,5 nach 24h erreichen. Ein nicht ganz so gutes
Wachstumsverhalten zeigte dagegen die dritte Mutante DS _G8 3.1, die langsamer wuchs und im
Maximum eine ODgg von 2,4 bis 2,55 erreichte. Die geringste Wachstumsgeschwindigkeit hatte
jedoch die Ausgangsvariante Fab4myc, die nach 24 h Expression maximal eine ODggo von 1,8
bis 2.0 erreichen konnte. Zusitzlich zur Wachstumskurve wurde ein Western-Blot der
exprimierten Fab-Varianten durchgefiihrt. Der Nachweis beruht auf dem His-Tag der schweren
Kette. Ein Nachweis schwerer Ketten im Periplasma wird als Nachweis von kompletten Fab-

Fragmenten angesehen, da einzelne schwere Ketten des CB4-1 nicht 16slich exprimierbar sind
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(Siehe Abschnitt C.4.2). Die Ergebnisse des Western-Blots deckten sich mit denen der
Wachstumskurve unter Induktion und mit einem parallel durchgefiihrten ELISA (Daten nicht
gezeigt). Ein weiterer Western-Blot wurde zur Analyse der Sphéroblasten herangezogen. Dabei
konnte mehrfach gezeigt werden, dass die Ausgangsvariante Fab4myc neben einer bei allen
Varianten auftretenden Bande noch eine stirkere zusétzliche Bande zeigt, die knapp oberhalb der

anderen Bande verlduft (Abb. C-35 D)).

C.7.2 Priaparative Expression und Reinigung von Selektionsmutanten.

Die ausgewihlten Fab-Fragmente einschlieBlich des Ausgangsprodukts mussten fiir eine weitere
biochemische Charakterisierung beziiglich ithrer Affinitdt und Stabilitdt im Milligrammbereich
zu mindestens 90 % gereinigt vorliegen. Ohne weiteres Umklonieren konnte die prédparative
Expression in JM83-Zellen durchgefiihrt werden. Dafiir wurden die einzelnen Fab-Fragmente
teilweise mehrmals in 3 x 1 Liter-Kolben LB-Cm Medium oder alternativ in LB-Cm-Sucrose-
Medium exprimiert. Die Vorkultur wurde 1:100 fiir die Hauptkultur eingesetzt. Nachdem die
Kultur bei 37°C bis ODgpo = 0,3 gewachsen war, wurde die Kultur im Schiittler auf 18°C
abgekiihlt und bei einer ODgop = 0,5 mit aTc (Endkozentration 0,2 pg/ml) induziert. Nach 24 h
wurden die Zellen geerntet und die periplasmatische Fab-Fraktion durch den Aufschluss mit
Periplasmapuffer (1:100) isoliert. Das dialysierte und mit Benzoase behandelte Periplasma—
Extrakt wurde per Immobilisierte-Metallionen-Affinitdtschromatographie, kurz IMAC,
aufgereinigt. Abb. C-36 zeigt beispielhaft die Reinigung des Fab-Fragments epC10-2.0. Die
Reinigung der anderen Konstrukte verlief analog und wurde daher nicht gezeigt. Die dialysierte
Periplasmaprobe wurde auf 20 mM Imidazol eingestellt, auf die Siule aufgetragen und mit
einem Gradienten zwischen 10—60 % Puffer B (30 bis 180 mM Imidazol) eluiert (Abb.
C-36 A). Die wihrend der Reinigung entnommenen Proben wurden mit SDS-PAGE und
Western-Blot auf Fab-Expression kontrolliert. Im Medium-Uberstand, dem Durchlauf und beim
Waschen konnte kein Fab nachgewiesen werden. Allerdings konnten Fab-Riickstinde in den
Sphéroblasten ausgemacht werden, wo Fab-Konstrukte in Form von EinschluBBkoérpern haufig
abgelegt werden. Des Weiteren fiel beim Umpuffern durch Dialyse ein Teil der

Antikorperfragmente aus.

87



C — Ergebnisse

A) B)

o &
& » &
i Q
2 vé %'@Q v{\\' \"\q"
i) 2 o LY &
'f"s & 6°\ & @ & &
b G, Y. | N, BN & « »
é\Q Gb\ G e\\a Q\) \;5‘ o2 \o'b a\“
Kd W K & 9 <& <
140
100
70
50
40
35
25 — q'.-_ s o  +—— schwere Kette

15

Waschen Elutionsgradient Spilen

Abb. C-36: Reinigung der Mutante Fab4myc-epC10-2.0. A) Elutions-Chromatogramm der IMAC Uber His-Trap-Saule (Pharmacia).
B) Western-Blot der einzelnen Reinigungsschritte. Pro Spur wurden 15 pl Probe geladen. Nach der Proteinauftrennung wurde das
Gel auf eine PVDF-Membran geblottet, die Membran mit 5 % Milch geblockt und mit a-His-Tag-HRP (Sigma) 1:4000 und TMB
(SeramunBIau®prec) nachgewiesen.
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Abb. C-37: SDS-PAGE gereinigter Fab-Fragmente. Es wurden 4 ug des gereinigten Proteins im

nicht reduzierten Probenpuffer pro Spur aufgetrennt und das Gel anschlieRend mit Coomassie
gefarbt.

Nach der Reinigung aller vier Fab-Konstrukte wurde die Reinheit mittel SDS-PAGE und

nachfolgender Coomassie-Farbung {iberpriift. Als Positivkontrolle wurde hierbei eine Probe von
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proteolytisch hergestellten FabCB4-1 verwendet. Das Coomassie-gefarbte Gel zeigt, dass nicht
disulfidverbriicktes Fab wesentlich sauberer von der Saule eluiert werden konnte, als Fab-
Fragmente mit noch intakter Disulfidbriicke. Dieses Phdnomen ist auch bei weiteren
Reinigungen aufgetreten (Daten nicht gezeigt). Insgesamt wurde die Reinheit aller Fab-

Fragmente flir die weitere Untersuchung fiir ausreichend befunden.

C.7.3 Abschiitzung der Fab-Fragment-Ausbeute in E. coli

Die Abschitzung 16slich exprimierter Fab-Fragmente erfolgte mittels ELISA. Hierfiir wurden
1 pg/ml beschichtete Mikrotiterplatten mit 80 ul 1:1 in PBS verdiinnten Periplasmaproben
inkubiert. Es wurden 25 pul Periplasma von Fab4myc und jeweils 5 ul der Mutanten wurden
eingesetzt. Zusétzlich wurden verdiinnte Fab-Fragmente der gereinigten Probe von Fab4myc-
epH8 2.4 (Abb. C-37) als Protein-Standard eingesetzt. Anhand dieser Standards konnte die Fab-
Menge in 25 pl bzw. 5 pl bestimmt und auf mg/L Kultur hochgerechnet werden.

A) B)

5,0 - Periplasmafraktion 5,0 - Kulturmedium
4,51
4,0 1
3,51
3,0
2,5 1
2,0
1,5 -
1,0 -
0,5 -
0,0 -

O014h
H24h
048 h
072h
H9% h

mg Fab/L Kultur

Fab4myc Fab4myc- Fab4myc- Fab4myc- Fab4myc Fab4myc- Fab4myc- Fab4myc-
DS_G8 3.1 epC10_2.0 epH8 2.4 DS_G8_3.1 epC10_2.0 epH8_2.4

Abb. C-38: Abschatzung der Fab-Fragment-Ausbeute. Anhand von gereinigten Standards wurde bei ELISA-Versuchen die Fab-
Ausbeute innerhalb der periplasmatischen Fraktion A) und innerhalb des Kulturmediums B) bestimmt und auf mg Fab pro Liter
Kultur hochgerechnet.

Die Auswertung der ELISA-Ergebnisse zeigt, dass signifikant mehr Fab bei den ausgewdihlten
Mutanten in der periplasmatischen Fraktion und im Kulturmedium angereichert wurde. Das
Maximum in der periplasmatischen Fraktion wurde nach ca. 24 bis 48 h post Induktion erreicht.
Fiir die bis dahin beste Fab-Variante Fab4myc-epH8 2.4 konnte die periplasmatische Fab-
Expression von 160 pg/L Kultur (Fab4myc nach 24 h) auf ca. 4,3 mg/L Kultur gesteigert
werden, was einem Faktor von 26 entspricht. Zusammen mit der mediumsezernierten Fraktion
erhohte sich der Faktor auf 28. Der Gesamtausbeutefaktor fiir Fab4myc-epC10 2.0 betrug 19
(nach 48 h), fiir Fab4myc-DS _G8 3.1 immerhin noch 12,5 (nach 24 h). Letztendlich konnte
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durch die Optimierung der konstanten Doménen sowohl der periplasmatische Anteil, als auch

der Anteil mediumsezernierter Fragmente deutlich erh6ht werden.

C.7.4 Kp-Bestimmung mittels ELISA

In der vorliegenden Arbeit wurde postuliert, dass geringe Modifizierungen der konstanten
Dominen zu besseren Ausbeuten fiihren ohne dabei die Affinitdt des Fab-Fragments zu
beeinflussen. Fiir den Beweis der Hypothese wurden Kp-Werte der gereinigten Fab-Konstrukte
mittels ELISA bestimmt. Die Bindung des rekombinanten Fab4myc des Antikdrpers CB4-1 und
deren Expressionsmutanten an das Epitop-Peptid (GATPQDLNTML) sowie die Bestimmung der
Gleichgewichtskonstanten Kp erfolgte mit Hilfe eines enzymgekoppelten Verdriangungs-
Immunoadsorptionstests nach Friguet [88]. Dieser Test basiert auf Verdringung gebundener
Fabs von der festen Phase (immobilisiertes p24) durch unterschiedliche Konzentrationen an frei
16slichen Peptiden. Die Detektion der Bindung der Fab-Fragmente an immobilisierten p24
erfolgte liber das Antikorpergemisch aus Maus-a-Tetra-His-Antikorper 1:4000 und o-Maus-
IgG-HRP-Antikorper 1:8000 und dem Substrat TMB (SeramunBlau®fast). Der Kp, ergibt sich
aus der Konzentration an frei 16slichem Peptid, bei der das Bindungssignal halbmaximal ist.
Insgesamt wurden pro Konstrukt vier unabhidngige Kp-Werte an zwei verschiedenen Tagen

bestimmt.

Tab. C-7: Kp-Bestimmung von Fab-Mutanten

Fab CB4-1-Epitop-Peptid (GATPQDLNTML)
Kp (M) AG® (kJ/mol)
Fab4myc 73+1,4x107"° -52,2
Fab4myc-DS_G8 3.1 8,4+1,7x 10" 51,8
Fab4myc-epC10_2.0 12+02x 107 -50,9
Fab4myc-epH8 2.4 7,6+1,0x107° 52,0

Die gemessenen Unterschiede waren im Fehlerbereich und es konnten somit keine

Affinitatsveranderungen aufgrund modifizierter konstanter Domanen nachgewiesen werden.
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C.7.5 Stabilitiat der Fab-Varianten gegeniiber thermischer Denaturierung

Abb. C-39 zeigt die DSC-Thermodiagramme, die mit Hilfe der Arbeitsgruppe von Sandro Keller
(FMP-Berlin) erstellt wurden. Fiir Fab4myc und die ebenfalls disulfidverbriickte Mutante
Fab4myc-DS_G8 2.4 konnten die gleichen maximalen Ubergangstemperaturen von 68,9°C
ermittelt werden. Da es bei der Messung der disulfidverbriickten Varianten Fab4myc und
Fab4myc-DS G8 3.1 zu einer exothermen Aggregation kam, konnten die Werte nicht
thermodynamisch ausgewertet werden. Der Ubergangspunkt zwischen dem nativen und
denaturierten Zustand wurde daher auch nicht als Ty, sondern als Tn.x angegeben. Fiir die
Konstrukte ohne intramolekularer Disulfidbriicke C2141c-C233y¢ Fab4myc-epC10 2.0 und
Fab4myc-epH8 2.4 konnten die Ubergangstemperaturen bei 64°C (AH =688 kJ mol™) und
66,8°C (AH =738 kJ mol™") ermittelt werden. Sie waren damit nur geringfiigig niedriger als die
des Ausgangskonstruktes Fab4myc.
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©
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g -100- Fab4myc
= Fab4myc-DS_G8_3.1
o Fab4myc-epC10_2.0
1504 Fab4myc-epH8_2.4 M
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0 20 40 60 80 100
T(°C)

Abb. C-39: Basislinienkorrigierte DSC-Thermogramme der Selektionsmutanten.

C.7.6 Stabilitiat der Fab-Varianten gegeniiber chemischer Denaturierung

Zusitzlich zur Bestimmung der Faltungsstabilitit durch thermische Denaturierungsstudien wurde
die thermodynamische Stabilitit der Fab-Varianten durch Denaturierung mit Guanidinium-
chlorid (GdnHCI) untersucht. Hierzu wurde die Proteinfluoreszenz in Abhéngigkeit von der
Konzentration an GdnHCI gemessen und die erhaltenen Entfaltungskurven nach der Methode

von Clarke [92] ausgewertet (Abb. C-40).
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Die Denaturierungskurven aller Fab-Varianten zeigten jeweils einen einstufigen Ubergang, der
fiir die Fab-Konstrukte mit intramolekularer Disulfidbriicke Fab4myc und Fab4myc-DS-G8 3.1
zu etwas hoheren GdnHCIl-Konzentrationen verschoben war. Unter den nicht kovalent
verkniipften Konstrukten war die Denaturierungskurve von Fab4myc-epH8 2.4 zu etwas
hoheren GdnHCIl-Konzentrationen verschoben. Die Ergebnisse stehen daher mit denen der

thermischen Denaturierung im Einklang und sind in Tabelle Tab. C-8 zusammengefasst.

500 -
u
400 -
300 -
2
'c
D 200-
L
]
100 - Fab4myc
Fab4myc-DS-G8_3.1
= Fab4myc-epC10_2.0
04 el e Fab4myc-epH8_2.4
I v ] v I v L} v ] v |} v L} v L}
0 1 2 3 4 5 6 7
Gnd/HCL (M)

Abb. C-40: Chemische Denaturierung mittels GdnHCL. Die Werte sind zur Basislinie
korrigiert und mittels Origin Software berechnet (sieche B.2.13). Die dargestellten Werte
wurden am  Fluoreszenz-Spektrometer  (LS50B, Perkin  Elmer) bei einer
Anregungswellenlange von 280 nm und Emissionswellenlange von 350 nm nach 13 Tagen
und 25°C Inkubation gemessen.

Tab. C-8: Zusammenfassung der Ergebnisse der thermischen und chemischen Denaturierung

Fab Tn °C [GdnHCL]"* (M)
Fab4myc 68,9 (Tmax) 1,76 £ 0,037
Fab4myc-DS_G8 3.1 68,9 (Tmax) 1,69 + 0,043
Fab4myc-epC10 2.0 63,95 + 0,020 0,97 + 0,025
Fab4myc-epHS8 2.4 66,88 + 0,021 1,16 + 0,029

* Konzentration an GdnHCL am Ubergangspunkt nativ — denaturiert
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C.8 Ubertragung von optimierten konstanten Domiinen

Nachdem die Fab-Expression des Modellantikorpers CB4-1 um einen bis zu 28-fachen Faktor
gesteigert werden konnte, wurde in einem weiteren Versuch die generelle Ubertragbarkeit
optimierter konstanter Doménen iiberpriift. Fiir die Untersuchung wurde das humanisierte Fab-
Fragment muA9 [79], das nur in geringen Mengen rekombinant exprimiert werden konnte, von

Arne Skerra (TU-Miinchen) freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt.

Die variablen Doménen des muA9 Fab-Fragments Vi und Vi wurden durch PCR aus dem
Vektor pASK88-muA9 amplifiziert. Die leichte variable Doméne Vi, sowie die Vektoren
pSecFab4myc, pSec-Fab4myc-DS _G8 3.1, pSecFab4myc epC10 2.0 und
pSecFab4myc epH8 2.4 wurden mit Ncol und Kpnl verdaut. AnschlieBend wurden JM83-
Zellen mit dem Ligationsansatz der gereinigten Vektorkonstrukte und der variablen Domine
transformiert. Anschlieend wurden die neuen Vektoren mit Xbal und Eagl verdaut, um sie mit

der schweren variablen Doméne zu ligieren.

Parallel dazu wurde mehrmals versucht, die schwere variable Domédne Vy-muA9 zuerst in die

optimierten Vektoren einzubauen, allerdings ohne Erfolg.

C.8.1 Expression des muA9 mit optimierten konstanten Doménen

Im 20 ml LB-Sucrose-Medium wurden die Konstrukte bei einer ODgyo = 0,5 mit aTc induziert
und 24 Stunden bei 18°C exprimiert. Dabei konnten die drei Fab-Konstrukte mit modifizierten
konstanten Doméanen mit optischen Dichten zwischen 5 und 5,7 doppelt so hohe Werte erreichen
wie das Ausgangsprodukt im pASK- und pSec-Vektor (Daten nicht gezeigt). Das Pellet von 5 ml
Kultur wurde in 60 pl Periplasmapuffer resuspendiert und mittels Western-Blot analysiert. Fiir
die Untersuchung wurde das LB-Sucrose-Medium gewihlt, da von einer sehr schlechten
Expression ausgegangen werden musste und Sucrose sich besonders bei schlecht exprimierenden
Fab-Fragmenten als vorteilhaft erwies. Abb. C-41 zeigt das Ergebnis von optimierten konstanten
Dominen am Beispiel des muA9. Trotz des besseren Wachstums konnte weder eine bessere
noch eine schlechtere Fab-Expression festgestellt werden. Die Mutanten verhielten sich
beziiglich Ausbeute annihrend gleich. Die Ubertragung der optimierten konstanten Doménen auf
muAD9 fiihrte zu keiner verbesserten Expression. Um die Ursache genauer zu analysieren, wurde
ein zusitzlicher Ansatz durchgefiihrt. Dabei sollten die Fab-Konstrukte bereits nach dem Einbau
der variablen Doméne Vi -muA9 exprimiert werden (Abb. C-42). Die entstandenen Fab-

Konstrukte enthielten somit alle die variable schwere Domine Vy-CB4-1 und Vi-muA9. Die
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Expression wurde analog zum kompletten muA9 durchgefiihrt. Abweichend davon wurde jedoch

nur LB-Cm-Medium fiir die Expression verwendet.
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Abb. C-41: Western-Blot mit Fab-muA9. 15 ul
Periplasma wurden per SDS-PAGE pro Spur
aufgetrennt, das Gel geblottet und die PVDF-
Membran in 5 % Milch geblockt. Nachweis der Fab-
Konstrukte Uber die schwere Kette mit @-His-Tag-
HRP (Sigma) 1:4000 nachgewiesen, Substrat: TMB
(SeramunBlau®prec).

Die Periplasmafraktion aus 10 ml Kultur wurde durch Resuspendieren der Zellpellets mit 120 pl
Periplasmapuffer gewonnen. Fiir den Nachweis der Fab-Expression wurde ein Western-Blot
durchgefiihrt. Da von einer schlechten Fab-Expression ausgegangen werden musste, wurde die
eingesetzte Konzentration des Wildtyp-Konstruktes pASK-muA9 und die des Fab4myc-Vi-
muA9 auf das Zehnfache erhoht. Alle weiteren Konstrukte wurden einfach eingesetzt. Als

Positivkontrolle wurde die opimierte Variante Fab4myc-epH8 2.4 mitgefiihrt (Abb. C-42).

Obwohl das zu optimierende Fab-muA9 zehnfach hoher konzentriert eingesetzt wurde, konnte
keine Fab-Expression nachgewiesen werden. Somit war diese Konzentration noch nicht
ausreichend, um ein Signal zu liefern. Dies stellt keinen Widerspruch zu Abb. C-41 dar, wo das
Fab-muA9 nach-zuweisen war. Die Kulturbedingungen beider Versuche stimmten nicht {iberein,
da im ersten Fall LB-Sucrose, im zweiten Mal nur LB-Medium fiir die Expression verwendet
wurde. Eigene Expressions-untersuchungen haben gezeigt, dass Kulturmedien einen hohen

Einfluss auf die Fab-Expression haben kénnen.
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Abb. C-42: Western Blot mit Fab-Konstrukten mit V.-
muA9. 15 pl bzw. 15 pl (1:10) Periplasma wurden per
SDS-PAGE pro Spur aufgetrennt, das Gel geblottet und
die PVDF-Membran in 5 % Milch geblockt. Nachweis der
Fab-Konstrukte Uber die schwere Kette mit o-His-Tag-
HRP (Sigma) 1:4000 nachgewiesen, Substrat: TMB
(SeramunBlau®prec).

Wird die variable Domine Vi-muA9 auf das Ausgangskonstrukt Fab4myc iibertragen, so kann
nur bei zehnfacher Konzentration eine sehr schwache Fab-Bande ausgemacht werden. Wird
dagegen Vi -muA9 auf die optimierten Varianten iibertragen, kann die schwere Kette schon bei
einfacher Konzentration sehr gut sichtbar nachgewiesen werden und ist fast so stark wie die
Bande der besten Selektionsmutante Fab4myc-epH8 2.4. Demnach hatte VL-muA9 keinen
negativen Einfluss auf die Expressionsfiahigkeit des Fab-Fragments und das Problem der Fab-

Expression des muA9 liegt somit bei der schweren variablen Doméne Vy-muA9.
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D DISKUSSION

Antikorper sind gegenwértig die wichtigsten Forschungsbestandteile der biopharmazeutischen
Industrie. Neben dem Einsatz von Fab-Fragmenten im Phagen-Display fiir die Entwicklung von
Biopharmaka spielt das Fab-Format auch eine wichtige Rolle im Bereich wissenschaftlicher,
biotechnologischer und medizinisch-diagnostischer Anwendungen. Dementsprechend hoch ist
das Interesse, die Expression von ldslichen und funktionellen Fab-Fragmenten in E. coli zu
steigern. Die Modifizierung von konstanten Doménen von Fab-Fragmenten fiir eine verbesserte
Expression in E.coli wurde bisher nicht systematisch untersucht. Deshalb wurden fiir die
Optimierung der konstanten Doménen zwei Strategien verfolgt. Eine Bibliothek wurde mit Hilfe
von Error-prone-PCR zufillig randomisiert, wihrend zwei weitere Bibliotheken nach

,Hotspotanalysen‘ lokal randomisiert wurden.

D.1 Aufbau von Antikorpergenbibliotheken

Fiir die Einfiihrung von zufilligen Mutationen wurden drei aufeinanderfolgende Error-prone-
PCRs mit jeweils ca. 1 ng Template durchgefiihrt, wobei insgesamt eine Mutationsrate von 11,5
Punktmutationen pro 1000 bp innerhalb der leichten und schweren konstanten Doméne erreicht
werden konnte. Laut Hersteller wird pro PCR eine Mutationsrate von 9-16 erreicht und liegt
somit ca. dreimal so hoch. Da die Mutationsrate und die Qualitit der Bibliothek mit ca. 77 % fiir
ausreichend befunden wurde, konnte ohne weitere Optimierung fortgefahren werden. Eine
erhohte Mutationsrate wire nur unter Qualitdtsverlusten moglich gewesen. Hierfiir wiren
zusitzlich nested Primer notwendig, da die Verdnderung der PCR-Produkt-Enden nach der
dritten Runde keine weitere PCR mit den verwendeten Primern mehr zulieB3. Der Qualitétsverlust
von Error-prone-Bibliotheken infolge einer erhdhten Mutationsrate und der damit verbundenen
Héufung von Stopcodons und Deletionen ist ein Nachteil des Verfahrens. Des Weiteren konnen
mit herkdmmlichen Error-prone-PCRs nur rein theoretisch alle Aminosduren an jeder Position
dargestellt werden. Da dies in den meisten Féllen die Mutation von zwei Positionen innerhalb
eines Tripletts erfordert, steht praktisch gesehen nur der begrenzte Satz von Aminosiuren zur
Verfligung, der durch einen einfachen Basenaustausch generiert werden kann. Dies wird
zusitzlich beeinflusst durch unterschiedliche Prioritdten beim Basenaustausch. Eine Alternative
bietet die von Schwanberg und Kollegen entwickelte Methode der Sequenz Saturation
Mutagenesis (SeSaM) Technologie [97]. Der Vorteil der Methode besteht darin, dass erstmals
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Mutationen mit der gleichen Wahrscheinlichkeit an jeder Position des DNA-Molekiils entstehen
konnen, und dass sogar multiple, direkt benachbarte Mutationen innerhalb eines Codons méglich

sind.

Ein weiterer Ansatz war die lokale Randomisierung von ausgewihlten Positionen innerhalb der
konstanten Doménen (siche dazu Abb. C-24 und Abb. C-25). Die Sequenzierung von Mutanten
ergab, dass innerhalb der Primerbindungsregionen iibermifBig hiaufig Deletionen auftraten und
somit die Qualitdit der Bibliothek in Mitleidenschaft gezogen wurde. Die Anzahl der
verwendeten Primer von acht (Cyl) bzw. fiinf (Ckappa) potenzierten diesen Effekt. Abb. C-26
zeigt, dass fiinf von acht Mutanten bereits direkt nach der Elektroporation Deletionen im Bereich
des Primers Ip7rev aufwiesen. Des Weiteren wiesen zwei der acht Mutanten zwei Deletionen
innerhalb des Primers aus, obwohl der Primer mit der hochsten Reinheit bestellt wurde
(Gelreinigung). Da die Zellen nach der Elektroporation nur ca. eine Stunde bei 37°C inkubiert
wurden, kann dieser Effekt auch nur teilweise dem in vivo-Selektionsdruck zugesprochen
werden. Letztendlich war die Primerqualitit (MWG Biotech) unzureichend und daher fiir den
Aufbau von Bibliotheken ungeeignet. Neben der Wahl des Oligoherstellers muss auch die Art
der Synthese diskutiert werden. Fiir die Einfiihrung von lokalen Mutationen wurden sogenannte
»Wobbleprimer* verwendet. Dabei wurden die zu modifizierenden Aminosiurepositionen nach
dem single-letter code mit ,NNB“ bzw. ,,VNN* angegeben, die den Einbau aller Aminosduren in
dieser Position zulassen, wéhrend die Synthese der Stopcodons ,, TGA* und ,, TAA®
ausgeschlossen ist. Die weiterhin mogliche Synthese des Stopcodon ,,TAG* reduzierte dennoch
die Qualitdt der Bibliothek erheblich. Ein Nachteil der Synthese per single letter code ist, dass
durch Verwendung unterschiedlicher Codes zwar die Stopcodon-Synthese theoretisch verhindert
wird, dabei aber alle Aminosduren nicht im gleichen Verhiltnis eingebaut werden kdnnen und
auch die Optimierung in Bezug auf Codon-Verwendung (codon usage) nicht moglich ist. Eine
wesentlich bessere Variante bietet die Herstellung mittels Trinucleotid-Mutagenese-Technologie
(TRIM), wobei fertige Tripletts statt einzelner Basen eingebaut werden. Dadurch kénnen codon
usage optimierte Codons verwendet werden. Bei diesem Verfahren kann an jeder beliebigen zu
randomisierenden Position die Auswahl der Aminosduren und deren prozentualer Anteil selbst
bestimmt werden. Die Synthese von Stopcodons ist dabei ausgeschlossen. Die Methode hat
dariiber hinaus den Vorteil, dass (n-1)-Produkte nicht zu Escape-Mutanten fiihren, da durch den
Wegfall eines Tripletts die Sequenz immer noch in frame ist. Fiir den Fall, dass (n-1)-Produkte
nicht erwiinscht sind, konnen sie aufgrund des GroBenunterschieds auch leichter von korrekten

Primern durch HPLC oder Gelreinigung abgetrennt werden. Die Reinigung von herkdmmlichen
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Wobbleprimern ist diesbeziiglich schwieriger, da Primerlingen mit nur ein bis zwei Basen
Unterschied schwer getrennt werden konnen. Aufgrund der unterschiedlichen Zusammensetzung
haben Wobbleprimer naturgeméll keine scharfe Bande weder im Gel noch in der HPLC. Die
Bandenunschiarfe nimmt mit dem Anteil der Wobblepositionen eines Primers zu. Da die
Primersynthese mittels TRIM-Technologie nicht generell verfiigbar und zudem erheblich teurer

ist, wurde von der Verwendung dieser Methode abgesehen.

Ein weiteres Problem beim Einbau der Bibliotheken in den Phagemidvektor war die
Verwendung des blunt end schneidenden Restriktionsenzyms EcoRV. Dies fiihrte zum gehauften

Auftreten von falsch ligierten Mutanten.

D.2 Grenzen des konventionellen Phagen-Displays

Eine groBe Herausforderung bei Phagen-Display-Experimenten besteht darin, die Phagen-
Herstellung und den Selektionsprozess so zu gestalten, dass tatsdchlich Proteine mit den
gewiinschten Eigenschaften selektiert werden. Neben der eigentlichen Selektion im Panning ist
der gesamte Phagen-Display-Prozess verschiedenen Selektionsdriicken ausgesetzt. Ein in diesem
Zusammenhang beobachtetes Phidnomen war die Anreicherung von sogenannten Escape-
Mutanten (z.B. Abb. C-26 und Abb. C-27). Diese Mutanten zeichnen sich dadurch aus, dass sie
die Expression der zu préasentierenden Fab-Fragmente beeintrichtigen oder zur Expression von
verkiirzten Varianten der urspriinglichen Fab-Fragmente fithren. Dariiber hinaus exprimieren
durch Rasterschubmutationen oder Falschligationen entstandene Escape-Mutanten haufig
verstimmelte Proteine mit stark hydrophoben Aminosduresequenzen. Die Ursache fiir die
Anreicherung dieser Mutanten liegt zum einen darin, dass durch diese hydrophoben Peptide die
produzierten Phagen unspezifisch an die Panning-Matrix, moglicherweise auch untereinander,
binden. Zum anderen unterliegt die Wirtszelle durch die verminderte Proteinproduktion bei
Escape-Mutanten wéhrend der rekombinanten Phagen-Produktion einer geringeren
metabolischen Last. Dies ist besonders stark ausgeprdgt bei Antikorpergenbibliotheken, da
Antikdrperdoménen, wie auch die des Fab4myc, zu Aggregation (Abb. C-35 D)) neigen und
daher toxisch fiir E. coli sind. Die Wachstumsgeschwindigkeit wird dadurch zum Teil erheblich
vermindert (Abb. C-35 B)), was die Produktion rekombinanter Phagen reduziert. Des Weiteren
beeintrachtigt die Expression des pllI zusétzlich das Zellwachstum. Die toxische Eigenschaft des
plII und der Antikorperketten verschafft Escape-Mutanten einen in vivo-Selektionsvorteil (Abb.
C-23 und Abb. C-26), der unabhéngig von der eigentlichen in vitro-Selektion ist [98-101].

Dieser in vivo-Selektionsdruck kann auch bei allen weiteren Schritten (Plasmidamplifikation,
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Reinfektion und Zellanzucht), die keine Expression der LC-plll-Fusionsproteine und der
schweren Kette erfordern, nicht ausgeschlossen werden. Verantwortlich ist die sogenannte
Hintergrundexpression der verwendeten Promotoren. So basieren die meisten Phagen-Display-
Systeme auf der Verwendung des Lac-Promotors, der prinzipiell bei nicht-induzierten
Bedingungen eine Hintergrundexpression aufweist. Erste Versuche, diese Hintergrundexpression
zu reduzieren, bestanden darin, durch Uberexpression des Lac-Repressors den Promotor stirker
zu reprimieren oder durch Zugabe von Glukose die Repression des Promotors durch CAP
(catobolic activator protein) zu steigern [45, 102, 103]. Krebber und Kollegen kombinierten
diese beiden Ansitze und fiigten dariiber hinaus einen starken Terminator (HP-Terminator)
unmittelbar vor dem Lac-Promotor ein [99]. Dieser zusédtzliche Transkriptionsterminator sollte
die Hindergrundexpression unterbinden, die durch Transkriptionsinitiation an anderen Orten des
Plasmides hervorgerufen werden kann. Im Kontext dieser Bemithungen wurde in unserem Labor
versucht, ein Phagen-Display-System zu entwickeln, das unter der stringenten Kontrolle des tet-
Promotors [93] kontrolliert wird [94]. Dieses Promotorsystem wurde darauthin auch in dieser
Arbeit eingesetzt. Die Uberpriifung der stringenten Expressionskontrolle wurde unter nicht-
induzierten Bedingungen mittels Western-Blot iiberpriift. Dabei wurde festgestellt, dass auch der
tet-Promotor unter den verwendeten Bedingungen eine Hintergrundexpression aufweist (Abb.
C-19). Die Frage nach einem geeigneten Promotorsystem kann nur schwer beantwortet werden,
da es meines Wissens bisher keinen systematischen Vergleich der im Phagen-Display

verwendeten Promotoren gibt.

Im Falle der konstruierten Antikorpergenbibliotheken ist die beschriebene Hintergrund-
expression mitverantwortlich dafiir, dass die Qualitdit und somit die Komplexitit der
Bibliotheken wihrend der ersten und zweiten Sequenzierung (nach dem Einbau der zweiten
Doméne Cyl) stark abnimmt (Tab. C-3). Mutanten mit Stopcodons, Deletionen oder
Falschligationen hatten demnach einen Wachstumsvorteil gegeniiber den funktionellen Fab-
Fragmenten und reicherten sich iiberméaBig stark an. Die Bildung von Escape-Mutanten wéhrend
des Phagen-Displays der Bibliotheken A-Ciappa-Ciil, B-Cikappa-Cl, C-Ckappa-Cul fiihrte zu
héufig unspezifischen Bindern, die wihrend des Pannings nicht abgetrennt werden konnten.
Daraufhin wurde die Selektion mit diesen Bibliotheken eingestellt. Fiir die qualitativ besseren
Bibliotheken konnte diese Hintergrundexpression auch positiv genutzt werden, da bereits nach 2

bis 3 Panning-Runden Mutanten mit einer verbesserten Expression selektiert werden konnten.
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D.3 Funktionelle Fab-Expression in E.coli

Die Expression loslicher, funktioneller Fab-Fragmente erfolgte unter der Kontrolle des tet-
Promotors in E. coli Zellen ER2738 und JM83. Die Expression in ER2738 konnte parallel zum
Phagen-Display ohne zusétzliche Transformation durchgefiihrt werden. Im Gegensatz zu JM83
wird in ER2738-Zellen noch das Fusionsprotein der leichten Kette mit pIIl exprimiert. Inwiefern
das zusitzliche pllIl die Expression stort oder behindert, wurde im Detail nicht iiberpriift. Die
Kontrollexpressionen in JM83-Zellen und visuelle Uberpriifungen der ELISA-Ergebnisse lassen
aber auf keine Unterschiede schlieen. Zusitzlich zu der Expression vollstindiger Fab-
Fragmente wurde auch die Expression der einzelnen Ketten des Fragments untersucht. Danach
war die Expression der schweren Kette Vy-Cyl allein nicht mdglich, wohingegen die leichte
Kette Vi-Ckappa, Wwenn auch in geringen Mengen, exprimiert werden konnte (Abb. C-18). Fiir den
Nachweis funktioneller Fab-Fragmente reichte daher der Nachweis der schweren Kette mittels

a-His-Tag-Antikorper aus.

Durch die Modifizierung innerhalb der humanen konstanten Doménen Cyl (IgG1) und Ckappa
konnte die funktionelle Fab-Expression (JM83, ohne plII) in E. coli erheblich verbessert werden.
Die Ausbeute konnte mit Hilfe von Fab4myc-DS-G8 3.1, Fab4myc-epC10 2.0, Fab4myc-
epH8 2.4 um das 12,5-, 19- bzw. 28-fache gesteigert werden. Die Angaben betreffen die
Gesamtausbeute sowohl von periplasmatischer als auch Medium-sezernierter Fraktion. Die
funktionelle Fab-Ausbeute wurde hierbei iiber einen hochgereinigten Protein-Standard der
Variante Fab4myc-epH8 2.4 bestimmt. Bei der Messung wurde davon ausgegangen, dass eine
Reduzierung der Konzentration nicht zur Dissoziation der beiden nicht-kovalent verbundenen
Dominen fiihrt. Dabei konnten auch geringe Proteinmengen bis zu 12,5 ng (3 nM) Protein
gemessen werden. Die Expressionsverbesserung ist dabei nur auf die verdnderte
Aminosduresequenz zurlickzufithren, da keine der drei charakterisierten Mutanten noch
zusdtzliche stille Mutationen im Sinne des codon wusage besaBlen. Neben der
Aminosdurezusammensetzung der konstanten Dominen spielt auch die Expressionstemperatur
eine wichtige Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass die funktionelle Fab-Expression umso
besser ist, je geringer die Expressionstemperatur gewéhlt wird (Abb. C-9). Moglicherweise sind
geringere Temperaturen und die damit verbundene langsamere Expression der Proteine
vorteilhaft fiir den Transport, Faltung und Assemblierung der beiden Ketten. Neben der
Expressionstemperatur hatte auch die Wahl des Mediums einen erheblichen Einfluss auf die
l16sliche Fab-Expression. So konnte die Fab-Ausbeute des Ausgangskonstruktes Fab4myc unter

Verwendung des LB-Sucrose-Mediums bis zu Faktor 5 gesteigert werden, wihrend der Einfluss
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des Mediums auf die Mutanten gering war. Das LB-Sucrose-Medium hatte somit in erster Linie
nur einen positiven Effekt bei Fab-Varianten mit sehr geringen Ausbeuten. Durch die
Verwendung des Sucrose-Mediums konnte gezeigt werden, dass besonders der Anteil
mediumsezernierter Fab-Fragmente stark reduziert wird (Daten nicht gezeigt). Offenbar wird die
Zellmembran durch Sucrose stabilisiert. Warum dadurch die Fab-Expression unterstiitzt werden
kann, bleibt ungeklért. Letztendlich hatte das LB-Sucrose-Medium einen positiven Effekt auf die
maximale optische Dichte. Sie war im Schnitt bei allen Varianten ca. 1,7 mal hoher als beim LB-
Medium. Des Weiteren war das Expressionsprofil der Sphéroblasten identisch mit dem unter
LB-Bedingungen (Abb. C-35 D)). Das heifit, dass die verbesserte Fab-Expression von Fab4myc
im Sucrose-Medium nicht auf die Reduzierung der Einschlusskorper zuriickzufiihren ist. Da die
Mediumzusammensetzung einen Einfluss auf die Fab-Expression haben kann, gelten die in der
Arbeit angegebenen Expressionsfaktoren ausschlieBlich fiir die Verwendung des LB-Mediums.
Verbunden mit einer verbesserten Fab-Expression nahmen sowohl die Wachstums-
geschwindigkeit der Zellen, als auch die maximal erreichte optische Dichte zu (Abb. C-35 B)).
Zudem konnte die Bildung von Aggregaten reduziert werden. In Abb. C-35 D) zeigt nur die
Ausgangsvariante Fab4myc eine zusétzliche Bande im Immunoblot. Aufgrund des dhnlichen
Laufverhaltens konnte es sich bei der geringfiigig groBeren Bande um aggregierte, nicht-
prozessierte schwere Kette handeln, die zusétzlich noch die N-terminale Sec-Signalsequenz
OmpA (21 Aminosduren) enthidlt. Protein, das der kleineren Bande entspricht, die bei allen
Konstrukten zu sehen ist, konnte moglicherweise prozessiert und ins Periplasma transportiert
sein. Entweder war der Periplasmaaufschluss nicht vollstindig und es handelt sich um
funktionelle Fabs oder es sind periplasmatische EinschluBBkorper, die mit den Sphéroblasten bei

der Zentrifugation mitsedimentierten.

Wihrend dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass neben Vi D.6) auch die konstanten
Dominen Cyl und Ckappa €inen negativen Einfluss auf die funktionelle Fab-Expression haben
konnen. Nur so ist zu erkldren, dass Abbruchvarianten mit Stopcodons (Abb. C-27, Cyl) und
Deletionen (Abb. C-23, Ckappa) Im N-terminalen Bereich der Domédnen vermehrt angereichert

wurden.

Bei der Reinigung der verschiedenen Fab-Varianten fiel mehrfach auf, dass die Varianten ohne
die Ketten-verbindende Disulfidbriicke (C214;-C233y¢) wesentlich sauberer von der HisTrap
HP-Siule eluiert werden konnten als die Varianten Fab4myc und Fab4myc-DS-G8 3.1 (Abb.
C-37).
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D.4 Identifikation von Aminosiurepositionen fiir die verbesserte Fab-
Expression

In Abb. D-1 ist schematisch ein Fab-Fragment dargestellt mit mutierten Aminoséurepositionen
(rot markiert) der drei ndher charakterisierten Konstrukte Fab4myc-DS-G8 3.1, Fab4myc-
epC10 2.0, Fab4myc-epH8 2.4. Die Mutation des C-terminalen Cysteins233 der schweren
konstanten Doméne konnte nicht dargestellt werden, da die verwendete Struktur in diesem
Bereich nicht aufgeldst werden konnte. In einem weiterfithrenden Versuch konnte in unserer
Arbeitsgruppe fiir die Variante Fab4myc-epH8 2.4 anhand von Riickmutationen bereits gezeigt
werden, dass alle vier Mutationen A138T-Cyl, C233S-Cyl, S168G-Ciappa und C214R-Ckappa
einen anndhrend gleichen positiven Einfluss auf die Expression haben. Warum die einzelnen
Mutationen zu einer verbesserten Fab-Expression flihrten, kann nur hypothetisch betrachtet
werden. Der Wegfall der intramolekularen Disulfidbriicke C214¢-C233y¢ konnte sich positiv
auswirken, da die Assemblierung beider Ketten im Periplasma erleichtert wird. Diese Hypothese
unterstiitzt, dass auch das zweite Cystein in allen selektierten Mutanten des letzten Pannings
modifiziert war und somit nicht die Mdglichkeit der Ausbildung einer weiteren intra- oder
intermolekularen Disulfidbriicke bestand. Nur eine Variante (epC6 2.2 bzw. epC7 2.2, Abb.
C-33) wurde gefunden, die noch ein C-terminales Cystein der leichten konstanten Doméne
besall. Allerdings hatte diese Mutante in unmittelbarer Umgebung eine weitere Cysteinmutation,
die fiir die Ausbildung einer neuen intramolekularen Disulfidbriicke zur Verfiigung stand. Die
C-terminale Cysteingruppe innerhalb von Cyappa Wurde in erster Linie hin zu hydrophoben
Aminosduren modifiziert (Abb. C-33). Dies kann positive Auswirkungen durch die Ausbildung
hydrophober Wechselwirkungen haben oder in systematischen Ursachen liegen. Durch die
Verwendung von Error-prone-PCR werden in der Regel nur einzelne Basen eines Tripletts
modifiziert. Dadurch ist die Anzahl der austauschbaren Aminosduren begrenzt. Im Falle des
Cysteins (TGC) stehen somit praktisch nur Serin, Tyrosin, Tryptophan, Arginin und Glycin zur
Verfiigung. Bis auf Glycin wurden alle genannten Aminosduren an dieser Position
wiedergefunden. Fiir die Einfithrung eines Glycins wire der Basenaustausch T—G nétig, der
laut Herstellerangaben des Mutagenese Kits (Stratagene) mit nur 4,7 % aller Mutationen
unterreprasentiert ist. Ein weiterer Aminosdureaustausch mit positivem Effekt auf die
Expressionsstirke von funktionellem Fab ist die Position A138T innerhalb von Cyl. Durch den
Austausch des Alanins zum Threonin innerhalb eines 3-Faltblattes konnte eine Tasche, in die das
Alanin ragt und sowohl hydrophoben als auch polaren Charakter aufweist, besser ausgefiillt

werden. Dabei konnte die Methylgruppe mit hydrophoben Resten L.198, P126 und L140 der
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gleichen Doméne wechselwirken, wéhrend die zusétzliche Hydroxylgruppe mit den polaren
Resten S195 und TI33 in diesem Bereich die Maoglichkeit zur Ausbildung von
Wasserstoftbriicken hédtte. Dadurch konnte die intrinsische Stabilitdt der Domine lokal erhoht
und moglicherweise die Interaktion mit der C;-Domine optimiert werden. Dies muss keinen
Widerspruch zu den Ergebnissen der thermischen und chemischen Denaturierung darstellen, die
die Gesamtstabilitit eines Fab-Fragments (Dissoziation und Auffaltung der Doménen)
widerspiegeln. Die vierte untersuchte Position war S168G der leichten konstanten Kette. Durch
diesen Austausch innerhalb einer Loopregion geht keinerlei Bindungsenergie verloren und

Glycin konnte durch die Erhohung der Freiheitsgrade zu einer vorteilhafteren lokalen

Konformation fuhren.

P214H-C,1

Y147F-C 1

Q160R, E161V, $162G-C

Kappa

A138T-C1

variable Domanen
konstante schwere Doméne C,1
konstante leichte Domane C

Kappa

modifizierte Positionen aller Mutanten

C214W, C214R-C,

Happa

Abb. D-1: Schematische Darstellung eines Fab-Konstruktes. Die modifizierten Positionen der drei charakterisierten Mutanten sind
anhand eines chimédren Fab-Konstruktes (1UCB, [104]) innerhalb der humanen Ckapa und humanen Cy1 Doméne rot
hervorgehoben. Das C-terminale Ende der schweren konstanten Doméane Cy1 konnte, wie in vielen anderen Strukturen beobachtet,
auch hier nicht aufgel6st werden. Die Position C233-Cy1 ist daher nicht dargestellt. Fur die unterstreichenden Positionen konnte in
unserer Arbeitsgruppe bereits ein jeweils separater positiver Effekt fur die Fab-Expression des Fab4myc nachgewiesen werden. Die
Nummerierung der Aminosauren erfolgt nach Kabat [105].
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D.5 Charakterisierung von Selektionsmutanten

Drei Mutanten wurden fiir eine weitere Charakterisierung ausgewéhlt. Neben der Bestimmung
eines Ausbeutefaktors waren sowohl die Affinitdt zum Epitop-Peptid als auch die Stabilitdt der
Mutanten gegeniiber Fab4myc von besonderem Interesse. Unter Verwendung des
enzymgekoppelten Verdringungs-Immunoadsorptionstests nach Friguet [88] wurden die
Gleichgewichtskonstanten Kp fiir das Modell-Fab-Fragment Fab4myc, sowie fiir die drei
Mutanten Fab4myc-DS-G8 3.1, Fab4myc-epC10 2.0, Fab4myc-epH8 2.4 bestimmt. Hierbei
konnten keine signifikanten Affinitdtsunterschiede ermittelt werden. Das Ergebnis folgt dem
Prinzip des Phagen-Displays, wo automatisch durch invivo- und in vitro-Selektionsdriicke
Mutanten mit besseren Eigenschaften selektiert werden. Der zusdtzliche Einsatz des
Expressions-ELISA reduzierte die mogliche Selektion von Mutanten mit verbesserter Affinitét.
Dass auch konstante Doménen einen Einfluss auf die Bindungsaffinitit der variablen Regionen
haben konnen, konnte bereits durch verschiedene Arbeitsgruppen gezeigt werden [106-108].
Neben der Affinitdtsbestimmung wurden zusétzlich thermische und chemische Denaturierungen
durchgefiihrt, um das Stabilitidtsverhalten der Mutanten genauer zu charakterisieren. Bei der
thermischen Denaturierung mittels DSC wurde deutlich, dass die Fab-Fragmente Fab4myc und
Fab4myc-DS-G8 3.1 mit der intramolekularen Disulfidbriicke C214;c-C233yc eine leicht
hohere Stabilitit aufweisen und zusitzlich exothermisch aggregieren. Die Ubergangs-
temperaturen konnten dennoch bestimmt werden. Im Falle der chemischen Denaturierung
zeigten ebenfalls diese Konstrukte die hochste Stabilitdt. Unter den beiden nicht-kovalent
verkniipften Fab-Konstrukten zeigte wiederum Fab4myc-epHS8-2.4 tendenziell eine etwas hohere
Stabilitdt. Letztendlich decken sich die Ergebnisse der thermischen mit denen der chemischen
Denaturierung. Eine erhdhte funktionelle Proteinexpression muss somit nicht unmittelbar zu

einer erhohten Stabilitéat fuhren.

D.6 Ubertragbarkeit der verbesserten Expressionsfihigkeit auf anderen
variable Doménen

Die Ubertragung des positiven Expressionseffektes durch modifizierte konstante Dominen
wurde anhand des schlecht exprimierenden Fab-Fragments muA9 von Skerra (TU-Miinchen)
untersucht. Dies fiihrte nicht zum gewiinschten Ergebnis, da die Fab-Expression anndhernd
gleich stark war. Wie unter (Abb. C-42) gezeigt, war der Effekt der verbesserten Expression
nach dem Einbau der leichten variablen Domine Vi-muA9 noch vorhanden. Daher muss Vg

einen erheblichen Einfluss auf die Fab-Expression haben. Dies ist insofern erstaunlich, als dass
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die Unterschiede der leichten variablen Domédnen Vi-Fab4myc und Vi -muA9 (Konsensus:
53,6 %, identisch: 40,9 %) wesentlich groBer sind als die der beiden schweren Doménen V-
Fab4myc und Vp-muA9. Innerhalb der schweren variablen Doménen gibt es eine
Ubereinstimmung der Konsensussequenz von 73,5 %, wobei iiber 66 % identisch sind. Der
grofite Sequenzunterschied innerhalb dieser Doménen befindet sich in der HCDR3-Region. Im
Gegensatz zu Fab4myc, besitzt das Fab-Fragment von muA9 in der HCDR3 fiinf zuséatzliche
Aminosduren (ASWYF). Die Anzahl der zusitzlichen Aminosduren sollten dabei keine Rolle
spielen, da in unserem Labor bereits gezeigt wurde, dass auch andere variable schwere Dominen
Vy mit exakt gleicher HCDR3-Linge wie muA9 mit diesen optimierten konstanten Doménen
verbessert werden konnten. Moglicherweise hat der verstdrkt hydrophobe Charakter der drei
aufeinanderfolgenden aromatischen Aminosduren WYF der HCDR3 einen negativen Einfluss
auf die Expression. Fiir die CDR3 der leichten Kette konnten Tuckey und Mitarbeiter zeigen,
dass eine einzelne Aminosédure einen erheblichen Einfluss auf die l9sliche Expressionsfahigkeit
des a-MAP Kinase Fab-Fragments hatte [74]. Eine genaue Untersuchung verschiedener HCDR3
in Bezug auf Aminosdurezusammensetzung, Sequenzlinge und Expressionsfdhigkeit wurde
meines Wissens noch nicht unternommen. Neben dem Fab-muA9 wurde in unserer
Arbeitsgruppe untersucht, inwieweit die Expression der Fab-Fragmente D1.3 und 1F6 durch
Kombination der variablen Doménen mit den optimierten konstanten Doménen der Variante
Fab4myc-epH8 2.4 erhoht werden kann. Auch wenn die letzten Untersuchungen diesbeziiglich
noch nicht abgeschlossen sind, konnte in beiden Fillen die Ausbeute signifikant erhht werden

(Western-Blot und ELISA).

Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass der Effekt einer verbesserten Fab-Expression durch
Ubertragung der in dieser Arbeit optimierten konstanten Dominen nicht generell gewihrleistet
ist und fiir jedes Fab-Fragment individuell gezeigt werden muss. Bei den untersuchten
Konstrukten fiithrte die Ubertragung der optimierten konstanten Doménen letztendlich zu einer

Verbesserung der Expression bei zwei von drei Varianten.

D.7 Antikorperalternativen

Antikorper sind derzeit die erfolgreichsten Bindungsproteine fiir therapeutische,
biotechnologische und diagnostische Anwendungen [109-111]. Bis vor ca. 20 Jahren war das
Immunsystem die einzige Quelle zur Generierung von Antikorpern. Die Etablierung der in vitro-
DNA-Synthese [12, 13] und die Einfiihrung von in vitro-Selektionsmethoden, wie dem Phagen-

Display, fiihrten neben der rekombinanten Antikorpertechnologie auch zur Entwicklung neuer
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Bindungsproteine. Im Vordergrund standen dabei sowohl Aspekte der generellen
Proteinstabilitdt, der Stabilitdt unter reduzierenden Bedingungen, des Aggregationsverhaltens
und der ProteingroBe als auch kommerzielle Uberlegungen hinsichtlich der Herstellungskosten

und der Schutzrechtsituation [112].

Fiir alternative Bindungsproteine kommen Proteine in Frage, die eine intrinsische
Konformationsstabilitit aufweisen und zusitzlich eine flexible Bindungsebene mit Loops
verschiedener Lange und Sequenz besitzen. Diese sollten auch hydrophobe Seitenketten zulassen
ohne das strukturelle Grundgeriist dabei zu beeinflussen. Bindungsebenen solcher Art dienen
dem Aufbau von kombinatorischen Bibliotheken, die anschlieBend mittels Phagen-Display oder

alternativen Displaymethoden gescreened werden.

Da diese Bindungsproteine bisher iiber keine Effektorfunktionen verfiigen, stehen sie in erster
Linie im direkten Konkurrenzkampf lediglich zu Antikorperfragmenten wie scFv oder Fab.
Vorteile alternativer Scaffolds gegeniiber dem Fab-Fragment liegen im geringen Anspruch an
das Expressionssystem und oftmals hohen Ausbeuten in E. coli. Dariiber hinaus stellen
alternative Binder nur Monomere dar, die leichter und schneller kloniert werden kéonnen. Im
Vergleich dazu sind Fab-Fragmente Heterodimere, dessen Ketten separat exprimiert und ins
Periplasma transportiert werden miissen, bevor ein funktionelles Fab assembliert wird. Diese
Prozedur ist mit Ausbeuteverlusten verbunden. Des Weiteren entféllt der mit Ausbeuteverlust
verbundene Transport zweier separater Ketten ins Periplasma und dessen Assemblierung zum

funktionellen Protein, wie es beim Fab-Fragment der Fall ist.

Alternative Bindungsproteine besitzen Molekiilgroen von unter 20 kDa und sind somit kleiner
als die Antikorperfragmente. lThre geringe Grofle verhilft ihnen zu einer sehr guten
Gewebegingigkeit, die auch in Fusion mit anderen Molekiilen erhalten bleibt. Das hohe
Potenzial alternativer Bindungsproteine fiihrte in den letzten Jahren zur Griindung einiger
Biotechnologie-Unternehmen, die schon erste Kandidaten in der frithen klinischen Phase oder
Phase 2 besitzen. Zu den bekanntesten alternativen Bindungsproteinen zdhlen die Adnectine
[113] Anticaline [114], Kunitz- [115] und PDZ- [116] Doménen, Peptidaptamere [117], Avimere
[118], DARPins [119] und Affibodies [120]. Eine detaillierte Zusammenfassung zum derzeitigen
Stand der alternativen Antikdrpertechnik gibt das kiirzlich verdffentlichte Review von Gronwall

und Mitarbeitern [121].
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D.8 Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass fiir das Expressionssystem E. coli die Ausbeute an
funktionellem Fab des o-p24 (HIV-1) Antikorper CB4-1 durch die Modifikation der konstanten
Doménen der leichten und schweren Kette signifikant erhoht werden konnte. Des Weiteren
konnte anhand von weiteren Fab-Fragmenten, wie die des muA9, D1.3 und 1F6 gezeigt werden,
dass der positive Expressionseffekt mit den konstanten Domédnen zum Teil iibertragen werden
kann. Zusammen mit der zusdtzlichen Optimierung der variablen Doméinen konnten diese Cyl-
und Cigppa-Doménen einen Anfang fiir die Expressionsverbesserung beliebiger Fab-Konstrukte
darstellen. Aufgrund dessen konnten sie auch als Basis fiir die Generierung von Fab-
Bibliotheken dienen, die auf die Selektion von Bindern fiir wissenschaftliche, diagnostische und
therapeutische Anwendungen zielen. Aufgrund der verbesserten Fab-Expression konnte der
in vivo-Selektionsdruck reduziert und dadurch die Komplexitdt dieser Bibliotheken erhoht
werden. Dass die primdr humanen konstanten Doméanen bei therapeutischen Anwendungen dabei
eine Immunantwort induzieren konnten, ist sehr unwahrscheinlich, da es sich nur um wenige

Mutationen handelt. Dies miisste jedoch im Einzelfall getestet werden.

Neben der Etablierung optimierter konstanter Dominen konnte in dieser Arbeit zusitzlich die
Verwendung des Phagen-Display-Systems in Kombinantion mit direkten hochparallelen
Expressionsanalysen in ELISA-Platten fiir die Expressionsoptimierung von Proteinen gezeigt

werden. Dies stellt eine neue Art der Anwendung solcher in vitro-Selektionsmethoden dar.

In Bezug auf optimierte konstante Doménen sind weiterfiihrende Arbeiten denkbar. So konnte,
wie zuvor schon fiir die schwere konstante Doméne Cyl gezeigt, ein DNA-Shuffling der Ciappa-
Domine durchgefiihrt werden. Des Weiteren miisste, wie im Falle der Variante Fab4myc-
epH8 2.4 (weiterfithrende Arbeit innerhalb der Arbeitsgruppe), gezeigt werden, welche der
Mutationen der Konstrukte Fab4myc-DS-G8 3.1 und Fab4myc-epC10 2.0 einen Einfluss auf
die Expression haben. Mutationen mit Einfluss auf die Fab-Expression sollten in einem weiteren

Schritt einer geséttigten Mutagenese unterzogen werden.
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