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1.  Einleitung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten wespen- und bienengift-spezifische
Antikorperfragmente, die durch die Selektion einer naiven semi-synthetischen humanen
Phagenbibliothek  erhalten ~wurden, in wunterschiedliche homodimere und
heterotetramere Antikorper-Konstrukte {iberfithrt werden. Dabei sollten chimare
Konstrukte des humanen Immunoglobulin (Ig) Isotyps E im Vordergrund stehen,
welche die Fahigkeit zur Fc-Rezeptorbindung eines nativen IgE Antikorpers besitzen
und die nachfolgend in verschiedenen diagnostischen Testsystemen analysiert werden
sollten. Ebenfalls sollte eine aviane wespengift-spezifische Antikorper-Bibliothek auf
Basis des Immunrepertoires eines mit Wespengift immunisierten Huhns dargestellt
werden. Neben der eigentlichen Erstellung einer solchen Bibliothek die Evaluierung der
verschiedenen Moglichkeiten zur Klonierung der Bibliothek im Fokus dieser Arbeit. Die
entstandenen Antikdrper-Bibliotheken sollten zur Uberpriifung der Funktionalitit gegen
ein Majorallergen, das Ves v5, aus dem Wespengift selektiert werden. Die so erhaltenen
allergen-spezifischen Antikorperfragmente erlauben nachfolgend die Generierung
vollstandiger Antikorper. Zudem konnen die Bibliotheken gegen weitere Allergene

selektiert und zur Generierung monoklonaler Antikorper eingesetzt werden.

1.1. Allergie

Bereits 1906 definierte der Wiener Kinderarzt Clemens Freiherr von Pirquet den Begriff
Allergie als ,eine verdanderte Fahigkeit des Korpers, auf eine Fremdsubstanz zu
reagieren”’. Heutzutage wird sie als eine Krankheit, die durch eine Immunreaktion
gegeniiber einem ansonsten harmlosen Antigen ausgelost wird, definiert. Die Zahl von
Patienten mit allergischer Rhinitis (Heuschnupfen), allergischem (atopischem) Asthma,
atopischer Dermatitis (Neurodermitis) und Lebensmittelallergien steigt besonders in den
Industrieldandern stark an?%4, wobei ungefahr 25% der westlichen Bevolkerung betroffen
sind®. Robert R. A. Coombs und Philip G. H. Gell® teilten im Jahr 1963 die

unterschiedlichen hypersensiblen Reaktionen nach ihren pathophysiologischen

Reaktionen in vier Typen (Typ I-IV) ein (Tab. 1). Die Immunreaktionen der
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Allergietypen I-III werden durch Antikorper vermittelt, wobei die Typ I-Reaktion
durch IgE und die Typen II und III durch IgG und IgM induziert werden. Bei der TypIV-
Reaktion handelt es sich um eine Antikorper-unabhingige Reaktion, hierbei werden T-

Zellen aktiviert.

Tab. 1: Einteilung der unterschiedlichen hypersensiblen Reaktionen und ihren Mechanismen sowie ein
beispielhaftes Krankheitsbild nach Robert R. A. Coombs und Philip G. H. Gell°.

Typ Pathophysiologische Mechanismen Krankheitsbild
(Beispiel)

I IgE-vermittelt, gegen l6sliche Antigene Insektengiftallergie

I Antikorper-vermittelter (IgG und IgM) und

zytotoxischer Typ, Zellgebundene Antigene

ITa IgG und IgM Antikorper gegen zellgebundene | Hamolytische Andmie
Antigene

IIb Stimulatorische Immunreaktion mit Hormon- | Morbus Basedow
rezeptoren

III Antikorper-abhdngiger Immunkomplex (l6sliche | Serumkrankheit
Antigene)

v Zell-vermittelter Typ/Antikorper-unabhangiger Typ

(Aktivierung von T-Zellen)

IVal Aktivierung von Tul-Zellen Nickel-
Kontaktdermatitis

IVa2 Aktivierung von Tu2-Zellen atopisches Asthma

IVb Aktivierung von zytotoxischen Lymphozyten Kontaktdermatitis

Bei der allergischen (atopischen) Reaktion vom Typ I, auch als Reaktion vom Soforttyp
bezeichnet, handelt es sich um eine Interaktion von Idslichen Antigenen und IgE
Antikorpern. Hierbei liegen die Antikorper an ihre Rezeptoren gebunden vor und 16sen
nach ihrer Quervernetzung durch spezifische, 16sliche Antigene eine Signalkaskade aus,
die in der Ausschiittung unterschiedlicher Chemokine resultiert. Die Typ II-Reaktion

wird auch als zytotoxischer Typ bezeichnet, neben den IgG spielen auch IgM Antikorper
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eine Rolle, die gegen zell-gebundene Antigene gerichtet sind. Nach Bildung des
Antigen-Antikorper-Komplexes kann diese Interaktion entweder zur Zelllyse oder zur
Aktivierung endokriner Zellen fiihren. Eine Opsonisierung des Komplexes und eine
anschliefende Zelllyse findet bei der Typ Ila-Reaktion statt, wahrend bei der
Typ IIb-Reaktion durch die Bindung an Zelloberflachenrezeptoren unterschiedliche
spezifische Zellfunktionen aktiviert werden. Bei allergischen Reaktionen vom Typ III
werden vor allem Antikorper gegen 16sliche Antigene gebildet. Eine der bekanntesten
Erkrankungen, die aus dieser Reaktion resultieren kann, ist die Serumkrankheit’, welche
1905 erstmals von Pirquet und Schick beschrieben wurde. Bei dieser Krankheit formen
Antikorper mit ihren Antigenen Immunkomplexe, die sich u. a. in Kapillaren ablagern
und somit zu Entziindungsreaktionen fiithren kénnen®. Als Typ IV-Reaktion bezeichnet
man eine T-Zell-vermittelte Inmunantwort, die so genannte Spattyp-Reaktion, welche in
drei Subtypen unterteilt wird. Typ IVal stellt eine Tul-Zell-vermittelte Reaktion dar,
welche sich gegen 16sliche Antigene richtet. Letztendlich werden dabei Makrophagen
zum Abbau des gebildeten Immunkomplexes aktiviert. Beim Typ IVa2 werden nach
Bindung der l6slichen Antigene Tu2-Zellen aktiviert, was zur Aktivierung eosinophiler
Granulozyten fiihrt. Die Aktivierung von zytotoxischen Lymphozyten, die durch
Bindung von zellgebundenen Antigenen ausgelost wird, fiihrt ebenfalls zur Lyse der

Zellen und beschreibt den letzten Typ IVb der hypersensiblen Reaktionen®.

1.1.1. Hypersensibilititsreaktion vom Typ I — Soforttyp

Da im Rahmen dieser Arbeit Antikorper gegen Allergene untersucht wurden, die im
Zusammenhang mit der allergischen Reaktion vom Soforttyp stehen wird diese in
diesem Kapitel gesondert erlautert. Als Hypersensibilitatsreaktion vom Typ I wird nur
die allergische Reaktion bezeichnet, bei der die IgE- und Tu2-Zell-vermittelte
Immunantwort eine Rolle spielt’. Bei diesem Mechanismus handelt es sich genau
betrachtet um die gleiche Immunantwort, die stattfindet wenn z.B. Helminthen
(parasitare Wiirmer) in einen Organismus eindringen®. Dies fiihrte zu der Vermutung,
dass durch eine Art , Fehlfunktion” des Immunsystems, Allergene als Fremdmolekiile

erkannt und bekampft werden®.
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Die Typ I Reaktion kann in eine Sensibilisierungsphase {Abb. 1) und eine Effektorphase

Abb. 2) eingeteilt werden. Bei der Sensibilisierungsphase bindet ein Antigen, z.B. ein

Allergen, an eine Dendritische Zelle, wird von dieser aufgenommen, prozessiert und
anschlieffend in Form von Peptiden auf der Zelloberflache prasentiert. Die Prasentation
erfolgt tiber den MHC der Klasse II (major histocompatibility complex), dieser bindet an
den T-Zell Rezeptor und bildet so einen Komplex aus Dendritischen Zellen und naiven
T-Zellen. Dies fiihrt zu einer Aktivierung und Differenzierung der naiven T-Zellen zu
CD4* Helfer-T-Zellen (Tu). Neben Tul-Zellen, die durch den Transkriptionsfaktor T-bet
(T-box-expressed in T-cells) reguliert werden'®! und beim Schutz vor intrazelluldren
bakteriellen und viralen Pathogenen eine Rolle spielen werden IL-17-produzierenden
Tu-Zellen (Tu-17-Zellen) diese sind involviert in der Abwehr extrazelluldarer bakterieller

Pathogene und Fungizide und durch den Transkriptionsfaktor RORyt (RAR-related

orphan receptor yt) reguliert werden, gebildet (Abb. 3). Ebenfalls differenzieren die naiven

T-Zellen zu Tu2-Zellen, die an der Immunreaktion gegen multizelluldre Parasiten

beteiligt sind'? {Abb. 3). Tu2-Zellen werden durch den Transkriptionsfaktor GATA3

reguliert’, binden an antigen-bindende B-Zellen und in Gegenwart von Interleukin-4
(IL-4) und Interleukin-13 (IL-13) fithren die antikorper-produzierenden B-Zellen einen
Isotypenwechsel von IgM zu IgE durch34151617. Ob dieser Wechsel direkt verldauft oder
iiber andere Antikorper-Isotypen ist bisher noch nicht detailliert aufgeklart's. Der
Isotypenwechsel wird in einem gesunden Organismus durch die Gegenwart von
Interferon-y-(IFN-y)—produzierenden-Tu1-Zellen inhibiert3. Zeitgleich werden

Gedachtnis-B-Zellen gebildet, welche bei einem erneuten Allergenkontakt aktiviert

werden, wodurch hohere Mengen an IgE Antikorpern gebildet werden konnen (Abb. 1).

Nach erneuter Exposition mit dem Allergen wird die Effektorphase aktiviert.
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Abb. 1: Sensibilisierungsphase der allergischen Reaktion vom Typ I. Durch erstmaligen Kontakt mit
einem Allergen werden Dendritische Zellen aktiviert. Hierbei wird das Allergen aufgenommen, prozessiert
und als Peptid durch den MHC Klasse II (major histocompatibility complex) prasentiert. Dieser Schritt
aktiviert eine Differenzierung naiver T-Zellen zu Tu2-Zellen und ein Isotypenwechsel der gebildeten
allergen-spezifischen Antikorper-Konstrukte zum IgE Isotyp findet in Gegenwart von Interleukinen (IL)
statt.

Hierbei bindet das Allergen an spezifische IgE Antikorper, die iiber ihren Fc-Teil an den
hoch-affinen IgE-Rezeptor FceRI gebunden vorliegen, welcher auf der Oberfliche von
Effektorzellen wie z.B. Mastzellen oder Basophilen prasentiert wird. Durch diese
Quervernetzung der Rezeptoren wird eine Signalkaskade ausgelost, die zur

Degranulation der Zelle und somit zur Freisetzung von u.a. Histamin, Cytokinen und

Chemokinen fiithrt {Abb. 2). Die Signalkaskade wird durch den Fce Rezeptor aktiviert,

welcher aus vier Untereinheiten, einer a—, einer f— und zwei y—Untereinheiten besteht.
Die a—Kette ist verantwortlich fiir die Antikdrperbindung, die B-Untereinheit dient als
Signalverstarker mit einem immunoreceptor tyrosine-based activation motif ITAM) und die
beiden y-Untereinheiten bilden ein Disulfid-verbriicktes Homodimer. Jede Kette der
beiden y-Untereinheiten besitzt ein ITAM und spielt dadurch eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion. Wahrend die tetramere Form des Rezeptors auf Effektorzellen, wie

z.B. Basophilen, exprimiert wird, existiert aufSerdem eine trimere Form, bei der die B-
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Kette fehlt, auf Antigen-prasentierenden-Zellen (APCs), wie Monozyten oder

Dendritischen Zellen', ebenfalls Effektorzellen.

Allergen . |

IgE —
\

FceRI A Degranulation
Ausschiittung von
5 Vasoaktiven Aminen,

Granula

Mastzelle Lipiden, Mediatoren,
Chemokinen und
anderen Cytokinen

Basophiler

Abb. 2: Die Effektorphase der allergischen Reaktion vom Typ I. Durch Bindung eines Antigens an
mehrere IgE Antikorper, die auf der Zelloberflache {iber den Fce Rezeptor (FceRI) gebunden sind, wird eine
Signalkaskade ausgelost. Diese fiihrt zur Degranulation von Effektorzellen und so zur Freisetzung
unterschiedlicher Mediatoren wie Chemokine.

Die Freisetzung von Mediatoren fiihrt zu den bekannten Reaktionen wie allergischer
Konjunktivitis, allergischer Rhinitis, allergischem Asthma und Urticaria. Es konnen aber
auch schwerwiegendere und oftmals lebensbedrohliche, systemische Reaktionen
auftreten wie ein angioneurotisches Odem oder ein anaphylaktischer Schock, der
innerhalb weniger Sekunden bis Minuten nach dem Kontakt mit dem Allergen
stattfindet” und zum Tode fithren kann.

Ein gesunder Organismus verfiigt tiiber immunologische Mechanismen um
Entziindungen und Gewebeschdden eingrenzen zu konnen und so chronischen
Infektionen vorzubeugen®?. Hierfiir werden regulatorische T-Zellen (Tw;) gebildet,

welche IL-10 und Interferon-y (IFN-y) sekretieren, was u.a. in immunsuppressiven und

anti-flammatorischen Effekten resultiert®?'22 {Abb. 3). Da beobachtet werden konnte,

dass ein wiederkehrender Kontakt mit einem Allergen, zu einer chronischen

Entziindung fithren kann, vermutet man, dass dieser Mechanismus entweder nicht voll
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ausgebildet oder vollstindig verloren ist, bzw. dass die Entziindungsfaktoren
iberwiegen®?22.  Diese = Beobachtungen @ werden  ebenfalls  durch  die
Hygiene-Hypothese2°2122  bestatigt, welche besagt, dass die Bevolkerung der
Industrienationen  durch einen deutlich verbesserten und hygienischeren
Lebensstandard weniger parasitaren Infektionen, pathogenen und nicht-pathogenen
Mikroorganismen ausgesetzt ist>*?122, wodurch die Entwicklung der Immunantwort,
unter anderem auch die Bildung von Tig-Zellen ausbleibt, und in einem
Ungleichgewicht zwischen Trg-Zellen und Tu2-Zellen resultiert. Des Weiteren spielt
vermutlich die genetische Veranlagung, d.h. eine mogliche Neigung zur Ausbildung
einer Tu2-Zell-vermittelten Immunantwort?°222 eine Rolle, was bedeutet, dass einige
Menschen durch den Kontakt mit einem harmlosen Antigen eine Allergie ausbilden,
wiéhrend andere, die in dem gleichen Umfeld aufgewachsen sind, keine Allergien
aufweisen®?22%, Die molekularen Mechanismen, die dieser Theorie zu Grunde liegen,

miissen jedoch noch im Detail geklart werden.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Differenzierung naiver T-Zellen.
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1.1.2. Hymenopterengiftallergie

Etwa 3% der Bevolkerung in Deutschland leidet unter allergischen Reaktionen nach
Insektenstichen. Diese reichen von leichten Symptomen wie lokalen Schwellungen und
Juckreiz, iiber Atemnot bis hin zum anaphylaktischen Schock?, der zum Tod fithren
kann.

Dabei reagieren die meisten Betroffenen auf das Gift von Hymenopteren, eine
Insektenordnung zu der unter anderem auch die in Deutschland weit verbreiteten
Familien der Bienen (Apidae), Wespen (Vespidae) und Ameisen (Formicidae) gehoren. Zur
Familie der Apidae gehoren u.a. die westliche Honigbiene (Apis mellifera) und die
Hummel (Bombus sp.). Die Familie Vespidae ist in zwei Gruppen unterteilt, Vespinae und
Polistinae. Zu den Vespinae zahlen u.a. die Gemeine Wespe (Vespula vulgaris) und die
Hornisse (Vespa crabro). Die Polistinae sind vor allem im mediterranen Raum verbreitet.
Da die Gattung Vespula weitaus aggressiver ist als die Gattungen Polistinae und Vespa,
stellt diese eine starkere Bedrohung fiir Insektengift-Allergiker dar.

Bei einem Stich der westlichen Honigbiene werden zwischen 50-147 ug Gift
abgegeben??, ein Gemisch aus biologisch aktiven Substanzen wie diverse Proteine u.a.
Enzyme und biogene Amine. Die Hauptkomponenten des Bienengifts sind Melittin
(Apim 4), Phospholipase A2 (Apim 1 oder PLA2) und die Hyaluronidase (Apim 2).
Melittin ist ein anti-inflammatorisches Peptid, das eine starke hamolytische Aktivitat
aufzeigt, da es sich in Zellmembranen einlagert und Poren bildet”. An der durch das
Gift verursachten Entziindungsreaktion sind wu.a. die Phopholipase A die
Hyaluronidase, Histamin und das MCD-Peptid (mast cell degranulierendes Peptid), das
zur Degranulation von Mastzellen fiihrt, beteiligt?.

Bei einem Stich der Gemeinen Wespe werden zwischen 1.7 - 3.1 ug Gift in das Gewebe
des Opfers injiziert”. Die Hauptkomponenten des Gifts sind unter anderem eine
Hyaluronidase (Vesv2) und eine Phospholipase A1 (Vesv1 oder PLAi), von der
Hyaluronidase wurde erst kiirzlich eine zweite inaktive Form entdeckt®. Die
Phospholipase des Wespengiftes weist keinerlei Homologie zu der des Bienengifts auf.
Ebenfalls ein Bestandteil des Wespengifts ist das Antigen 5 (Ves v 5), dessen Funktion
bisher noch unbekannt ist. Die Dipeptidylpeptidasen IV der Biene (Api m 5) und der

Wespe (Vesv3) wurden in unserer Arbeitsgruppe identifiziert, exprimiert und
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charakterisiert. Diese Peptidasen besitzen untereinander eine Sequenzhomologie von
53% auf Proteinebene und von 32%?! zur humanen Dipeptidylpeptidase IV.

Die bisher beschriebenen allergenen Bestandteile der Gifte der Honigbiene bzw.

Gemeinen Wespe und deren biologische Funktionen sind in|Tab. 1|aufgelistet.

Tab. 1: Auflistung der bisher bekannten Gift-Allergene der westlichen Honigbiene bzw. der Gemeinen
Wespe.

Organismus Allergen Name MW

Apis mellifera Apim1 Phospholipase A: 16 kDa
Apim2 Hyaluronidase 39 kDa
Apim 3 Saure Phosphatase 43 kDa
Apim 4 Melittin 3 kDa
Apim5 Dipeptidylpeptidase IV 100 kDa
Apim6 Protease Inhibitor (putativ) 8 kDa
Apim7 CUB-Serin Protease 39 kDa
Apim 8 Carboxylesterase 70 kDa
Apim?9 Carboxylpeptidase 60 kDa
Apim 10 Carbohydrat-reiches Protein 55 kDa

Vespula vulgaris Vesv1 Phospholipase A1 34 kDa
Vesv2a Hyaluronidase 45 kDa
Vesv2b Hyaluronidase (inaktiv) 47 kDa
Vesv 3 Dipeptidylpeptidase IV 100 kDa
Ves v 4 CUB-Serin Protease 35 kDa
Vesv 5 Antigen 5 23 kDa

1.1.3. Allergie-Diagnose

Da allergische Reaktionen die Lebensqualitdt stark beeinflussen, spielt eine exakte
Diagnose eine wichtige Rolle. Hierfiir existieren eine Reihe unterschiedlicher
Testverfahren, wie z.B. Hauttests, Provokationstests oder in wvitro-Tests. Einer der
gangigsten Hauttests ist der so genannte Prick-Test, bei dem Allergenextrakt auf die

Haut getropft und diese anschliefiend eingeritzt wird. Nach einer Inkubationszeit von




EINLEITUNG

ca. 30 min werden die entstandenen Quaddeln analysiert, indem man die jeweilige

Grofse der Quaddel bestimmt. Diese Art der Diagnose kann jedoch lediglich die Aussage

zulassen, ob eine allergische Reaktion vorliegt oder nicht {Abb. 4A), jedoch kann man

dadurch die schwere der Allergie nicht bestimmen. Eine weitere Methode ist der
Intrakutan-Test, bei dem eine spezifische Menge Allergen in die Haut injiziert wird.
Auch hier wird anschlieffend die jeweilige Grofse der Quaddel bestimmt. Bei den
unterschiedlichen in vitro-Testverfahren werden allergen-spezifische Antikorper im Blut

bestimmt. Diese Methode bietet den Vorteil, dass sowohl der fiir ein Allergen

spezifischer IgE-Spiegel als auch der totale IgE-Spiegel bestimmt werden kann (Abb. 4B

und|Abb. 4().
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(i) ‘ - - e
), / g
A \ 4 1 e e T /‘ -, \

// Allergen-spezifisches IgE \\ L,

-~ ~ \
<" (aus humanem Serum) A 1
“ ki =) Fanger-Antikorper|
1 & =+ | {monoklonaler
¢ QL & L LS anti-human-IgE)
S —— —— T — _—e——u
Allergen auf einer festen Phase immobilisiert Feste Phase

Abb. 4: Diagnosemethoden. (A) Darstellung eines Prick-Tests. (i) Auftrag der Allergene. (ii) Analyse der
Quaddel. (B) Schematische Darstellung eines in vitro-Tests zur Bestimmung des allergen-spezifischen
IgE-Spiegels. (C) Schematische Darstellung eines in vitro-Tests zur Bestimmung des gesamt IgE-Spiegels.

Der Basophilen-Aktivierungstest (BAT) ist eine Methode, bei der die
Rezeptor-gebundenen allergen-spezifischen IgE Antikorper des Patienten analysiert
werden konnen. Dieser Test ist eine der zuverlassigsten in vitro-Methoden. Hierbei wird
die Degranulation der Basophilen bestimmt, welche durch spezifische Allergene
ausgelost werden. Das bedeutet, dass nur die IgE Antikorper eine Rolle spielen, die auf
einer Effektorzelle gebunden vorliegen, und durch ihre Quervernetzung auf der
Zelloberflache die Signalkaskade auslosen. Die Freisetzung verschiedener Mediatoren,
wie u.a. Histamin, oder Aktivierungsmarker auf der Zelloberfliche, wie z.B. CD63,

konnen anschlieflfend analysiert werden. Auflerdem werden fiir einige Allergene
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Provokationstests ~durchgefiihrt, bei denen z.B. ein Pollenallergen auf die
Nasenschleimhaut aufgebracht und die Sofortreaktion analysiert wird.

Eines der ersten in vitro-Testsysteme war der so genannte RAST (radio allergen sorbent
assay test), bei dem der detektierende Anti-IgE Antikorper radioaktiv markiert war.
Hierbei wurden die unterschiedlichen spezifischen IgE-Spiegel in so genannte RAST-
Klassen eingeteilt um somit den Grad der Allergie besser vergleichen zu konnen. Diese
Einteilung reicht von RAST-Klasse 0, d.h. negativ bis hin zu RAST-Klasse 4, d.h. stark
positiv. Die heutigen unterschiedlichen in vitro-Methoden haben eine &hnliche
Einteilung iibernommen. Diese unterscheiden sich aber untereinander so stark, dass die
diagnostischen Testsysteme nur unter Vorbehalt miteinander vergleichen werden
konnen.

Demnach ist die Diagnose bei Insektengift-Allergien zum Teil schwierig und da
zusatzlich die Konzentrationen der Giftkomponenten in unterschiedlichen Giftextrakten
variieren kann, konnen dadurch falsch-negative Ergebnisse entstehen?. Aufierdem
treten haufig Kreuzreaktivititen zwischen Wespen- und Bienengiftallergenen auf, die
zum einen durch hohe Homologien auf Protein-Ebene zwischen den Giftkomponenten,
wie z.B. Ves v3 und Apim 5 erklart werden konnen. Das bedeutet, das Patienten IgE-
Raktivitdaten gegen zwei Allergene besitzen und allergische Symptome zeigen, wobei sie
jedoch nur gegen eines der beiden Allergene sensibilisiert sind. Zum anderen reagieren
etwa 30-50% der Patienten auf Wespen- und Honigbienengiftextrakt. Der Grund
hierfiir kann neben einer tatsichlichen doppelten Sensibilisierung auch die
kreuzreaktiven Carbohydrat Determinanten (cross-reactive carbohydrate determinants,
CCD) sein®. Da die anschliefende Therapie sich durch diese moglichen ,Fehl-
Diagnosen” als schwierig erweist, ware als Alternative zur Verwendung von
Giftextrakten die Komponenten-aufgeloste Diagnostik mit rekombinant erzeugten

Allergenen von Vorteil.

1.1.4. Therapie

Zur Behandlung leichter allergischer Reaktionen werden, neben der vom Arzt

empfohlenen Karenz, der Meidung des Allergens, oftmals Antihistaminika und Kortison

11
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eingesetzt. Ein Notfallset bestehend aus Antihistaminika, Kortikosteroiden und einem
Adrenalin Auto-injektor (EpiPen®) wird den Allergikern verschrieben, bei denen ein
erhohtes Risiko vorliegt einen anaphylaktischen Schock zu bekommen. Diese
Medikamente behandeln zwar die Symptome, jedoch werden die Allergien durch die
Einnahme nicht geheilt. Zur Behandlung von schwerem Asthma bronchiale existiert der
monoklonale Anti-human-IgE Antikorper Omalizumab (Xolair®) als Therapeutikum?®.
Leukotrienrezeptor-Antagonisten, wie Singulair® (Montelukast) werden bei Asthma
eingesetzt und verhindern kompetitiv die Bindung von Leukotrienen an ihren Rezeptor.
Ebenfalls werden Immunmodulatoren, wie Toll-like-Rezeptor Liganden und Vitamin D
eingesetzt, die eine Verschiebung der T-Zell-Antwort von Tu2- zu Tul-Zellen induzieren.
Die spezifische Immuntherapie (SIT) jedoch bietet bisher die einzige Moglichkeit eine
starke allergische Reaktion kausal zu behandeln. Hierbei werden dem Patienten langsam
ansteigende Mengen Allergen, in Form von Extrakten, subkutan iiber mehrere Monate
bis Jahre appliziert. Es konnte gezeigt werden, dass durch die stetige Provokation mit
dem auslosenden Allergen eine verstarkte Bildung allergen-spezifischer IgGi und IgGs
Antikorper hervorgerufen wird, welche moglicherweise als blockierende Antikorper
fungieren®33%. Der genaue Mechanismus, der einer erfolgreichen SIT zugrunde liegt ist
bisher noch nicht endgiiltig geklart. In klinischen Studien wurden Hinweise gefunden,
dass Antigen-préasentierende Zellen eine Rolle in der Bildung von IL-10-sekretierenden
regulatorischen T-Zellen (Twg-1) und nicht-proliferierende Tregl-like Zellen spielen®3.
Diese regulieren im Verlauf der Therapie allergen-spezifische Tul- und Tu2-Antworten
herunter®” indem IL-10 und TGF-B ausgeschiittet werden. Der Therapeutische Effekt
dieses regulatorischen Mechanismus ist die funktionelle Inaktivierung des
krankheitsauslosenden Tu2-Subtyps. Zusammen mit der Neuinduktion und selektiven
Proliferation von Tul-Zellen kann so eine Modulation der Tu-Antwort zugunsten des
Tul-Subtyps erfolgen. Die SIT wird durch in vitro-Tests tiberwacht, die den IgE-, IgGi-
und IgGs-Spiegel im Blut bestimmen. Bei der Behandlung mit Giftextrakt spricht man
auch von einer ,Venom Immuntherapie” (VIT). Bei ca. 80% der Hymenopterengift-
Allergiker werden mit Hilfe einer VIT die Symptome deutlich vermindert, jedoch besteht
durch die unterschiedlichen Giftextrakte hier die Gefahr einer Neusensibilisierung gegen

weitere Komponenten des Gifts und damit eine Verstarkung der allergischen Reaktion.
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Die Verwendung rekombinanter Allergene in einer SIT anstelle des Giftextrakts konnte
die Gefahr einer Neusensibilisierung vermindern wund dadurch ebenfalls

Nebenwirkungen reduzieren.

1.2.  Antikorper-Bibliotheken und Phage Display

Das menschliche Immunsystem kann durch gezielte Selektionsprozesse hoch-spezifische
Antikorper bilden. Um diesen Prozess in vitro zu imitieren wurden verschiedene
Moglichkeiten der Antikorpergewinnung entwickelt. Eine der ersten Technologien war
die Generierung von Hybridomzellen, welche durch die Fusion von murinen B-Zellen
mit Myelomzellen entstehen. Durch diese von Kohler und Milstein® im Jahr 1975
entwickelte Methode lassen sich zwar hoch-affine Antikorper erzeugen, jedoch entsteht
meist nur eine geringe Anzahl an spezifisch bindenden Antikérpern. Zudem ist der
Transfer in andere Antikorper-Isotypen meist komplex und zeitintensiv. Die
entstandenen monoklonalen Antikérper sind aufiferdem murinen Ursprungs, wodurch
bei ihrem Einsatz als Therapeutikum im Menschen Komplikationen, wie die humane-
Anti-Maus-Antikorper (HAMA)-Antwort, entstehen kénnen.

Etwa 15 Jahre spater wurden die ersten murinen Antikdrperfragmente aus Lymphozyten
immunisierter Tiere gewonnen und in E. coli exprimiert®, wobei entweder die variablen
Regionen der leichten (vi) und der schweren (vu) Kette oder aber antigen-bindende
Fragmente (Fab) verwendet wurden. Die Darstellung antigen-bindender Doméanen auf
der Oberfldche filamentoser Phagen wurde 1990 von MacAfferty*' vorgestellt. Die
daraus resultierende Phage Display-Technologie hat im Gegensatz zu der Hybridom-
Technologie den Vorteil der schnellen, einfachen und kostengiinstigen Produktion von
Antikorperfragmenten. Es gibt weitere Display Methoden wie z.B. das Ribosomen- und
mRNA-Display oder yeast-Display*42434445 Viele dieser Display-Methoden beinhalten vier
essentielle Schritte. Erstens Generierung bzw. Klonierung einer genotypischen
Diversitat, zweitens Kopplung von Genotyp und Phénotyp, drittens Selektionsdruck
(z.B. Antigenmenge) und letztendlich Amplifikation selektierter Phagen*. Doch um die
weiteren Schritte der Selektion durchfiihren zu kdnnen miissen Antikorper-Bibliotheken,

die aus Antikorperfragmenten bestehen, generiert werden. Diese kann man in zwei
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Hauptgruppen einteilen, in immune und nicht-immune Bibliotheken. Immune
Bibliotheken werden aus dem B-Zell-Repertoire immunisierter Tiere oder Spender
generiert und sind dadurch mit spezifischen Antikorpern gegen ein bestimmtes Antigen
bzw. Allergen angereichert*#. Um eine Bibliothek mit einer moglichst hohen Diversitat
an variablen Regionen der leichten und der schweren Kette zu erhalten, werden Tiere
mit spezifischen Antigenen bzw. Allergenen immunisiert. Durch die Entnahme von Blut
wahrend der einzelnen Immunisierungsschritte kann man den Erfolg iiberwachen,
wobei der spezifische Antikorper-Spiegel im Serum analysiert wird. Nach einer
erfolgreichen Immunisierung wird anschlieffend die Milz enthommen und daraus die
mRNA isoliert. Bei einer immunen Bibliothek aus Spendermaterial wird dem Patienten
Blut entnommen und mit Hilfe des Oberflaichenmarkers CD19 spezifisch B-
Lymphozyten angereichert, aus denen nachfolgend die mRNA gewonnen werden kann.
Ebenfalls besteht die Moglichkeit der Nasenbiopsie, bei der Patienten nasale
Schleimhaut enthommen wird, die ebenfalls mit B-Zellen angereichert ist‘s. Es konnten
bereits aus Mensch®:%, Maus#5152, Huhn5354555657.58  Kaninchen* und Kamel®® immune

Bibliotheken erhalten werden. Diese werden nur aus den kleinsten antigen-bindenden

Bereichen generiert wie z.B. monovalente variable-Fragmente (Fv)®' {Abb. 5A), single-

chain Fv (scFv) (Abb. 5B), die durch Verkniipfung der variablen Regionen iiber einem

Polypeptidlinker®2¢* entstehen oder auch antigen-bindende-Fragmente (Fab)* (Abb. 5().

(A) (B) ©)

e i
_ Ve ), i
v scFv Fab

Abb. 5: Schematische Darstellung der Antikorper-Fragmente, die zur Generierung einer
Antikoérper-Bibliothek verwendet wurden. (A) variables Fragment (Fv). (B) single-chain Fv (scFv). (C)
antigen-bindendes Fragment (Fab). Die komplementaritdtsbestimmenden Regionen (CDR) in den variablen
Regionen sind rot markiert®.

Antikoper-Bibliotheken finden Anwendung in vielen medizinischen
Forschungsbereichen, wie bei der Bekampfung viraler Infektionen oder neoplastischer

Krankheiten®*® und Autoimmunkrankheiten®®. Ebenso sind immune Antikorper-
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Bibliotheken im Rahmen der Analyse von speziellen Immunantworten von z.B. IgA in
der Mucosa® interessant. Man kann nicht-immune Antikorper-Bibliotheken in
synthetische und naive Bibliotheken unterteilen (Abb. 6). Naive Bibliotheken werden aus
der mRNA von B-Zellen nicht immunisierter Spender gewonnen. Diese werden aus
peripheren Lymphozyten”, Milz”!, Knochenmark und Tonsillen”? isoliert. Synthetische
Antikorper-Bibliotheken hingegen werden aus vu-Keimbahn-segmenten*'” und aus
V-Genen” gewonnen. Hier werden entweder alle drei CDR (complementarity determining
region, komplementaritatsbestimmende Region) oder nur die CDR3 degeneriert”>”,
wobei die Langendiversitat der CDR3, die sich in einem Bereich von 4-12 Aminosauren
bewegt und fiir die Antigen-Bindung von Bedeutung ist””. Die Darstellung von
Bibliotheken mit hochstmoglicher Vielfalt der variablen Regionen ist hierbei ein
wichtiger Aspekt”. Daher verfiigen synthetische Antikorper-Bibliotheken {iblicherweise
tiber eine Grofle im Bereich von 10'°-10", so dass moglichst affine Antikorper selektiert
werden konnen”##8!. Dass die Bibliotheksgrofie jedoch nicht immer Einfluss auf die
Affinitat hat, zeigt, dass aus einer immunen Bibliothek mit einer geringeren Grofie

ebenfalls spezifische Antikorper mit einer hohen Affinitat isoliert wurden.

Immunologisches Repertoire N\ 7 Synthetisches Repertoire auf der
aiven oder i asis arrangierte
von naiven oder immunisierten Basis von rearrangierten oder
Organismen Keimbahn-Sequenzen
Schwere Kette Leichte Kette Oligonukleotid-Synthese
/
P \ s g
4 \ y, \ Amplifikation @ Insertion 1 l
i
variable Regionen variable Regionen

Verkniipfung & Verkniipfung

N 4
| o

Ligationi Ligation

Fusion mit gllI-Protein

lac-Promotor pelB-Signal myc-Epitop glll
—=p—o — HNNE FENE ' —
ribosomale His-Tag
Bindungsstelle

Abb. 6: Schematische Darstellung der Generierung von Antikorper-Bibliotheken im scFv-Format.
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1.2.1. Aviane Antikoérper-Bibliotheken

Die Diversitat der Antikorperpopulation im menschlichen Organismus entstehen durch
Rekombinantion von Gensegmenten und ergibt rechnerisch eine Diversitit von 108
V-Antikorpergenen. Das humane Keimbahn-Repertoire stellt verschiedene Sequenzen
tiir die leichten und schweren variablen Regionen bereit. Die via-Keimbahn hat neben 51
funktionellen Genen auch so genannte Pseudogene, die in gleicher Anzahl vorliegen®2.
Fir die vi-Ketten sind ebenfalls unterschiedliche Gene, 52 A-Gene®® und 40 k-Gene
vorhanden®. Durch somatische Rekombination werden diese Fragmente miteinander
verbunden, wobei bei diesen Prozessen zusitzliche Gene eine Rolle spielen. Zur
Generierung der leichten und der schweren Kette werden so genannte J-Gene (joining)
und D-Gene (diversity) benétigt. Um alle spezifischen Antikorper aus dem Serum eines
Spenders erhalten zu konnen, miissen somit zur Amplifikation, da die variablen
Regionen neben unterschiedlicher CDR ebenfalls diverse framework-Regionen besitzen,
verschiedene 5-Oligonukleotid-Paare verwendet werden, was eine langwierige
Klonierung nach sich zieht.

Die Darstellung immuner Antikorper-Bibliotheken aus Hiithnern stellt eine Moglichkeit
zur Generierung hoch-affiner Antikorper dar. Die Antikorperdiversitit im Huhn wird
ebenfalls durch B-Zellen sichergestellt®>%. In allen antikorper-produzierenden B-Zellen
ist ein V- und ein J-Segment zur Generierung der leichten®” und schweren Kette®®,
sowie 16 D-Segmente im vu-Lokus® vorhanden. Um jedoch eine hohe Diversitat der
Antikorper zu erhalten, spielen im avianen Immunsystem die V(D)-Pseudogene eine
Rolle”*2, Der Mechanismus der somatischen Genkonversion ist fiir die Diversitat im
avianen Organismus verantwortlich. Dies vereinfacht den Erhalt einzelner variabler
Regionen, da zur Amplifikation der leichten und schweren Ketten der variablen
Regionen jeweils nur ein 5’-Oligonukleotid-Paar benétigt wird. Es konnten bereits schon
mehrere aviane Antikorper-Bibliotheken aus dem Huhn gewonnen werden>4557.%,

Da eine Immunisierung sehr zeit- und kostenintensiv ist, wird diese begleitend durch
Analyse der erhaltenen IgY tiiberpriift. Diese Antikorper sind im avianen Immunsystem

die Haupt-Antikorper®* und konnen einfach aus dem Eigelb (yolk) isoliert werden®. IgY

besitzen eine strukturelle Ahnlichkeit zu IgE Antikdrpern (Abb. 7), da diesem

Antikorper ebenfalls eine flexible Gelenkregion (hinge-Region) fehlt und er tiber 4 Cu-
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Regionen verfiigt, in denen die inter- und intramolekularen Disulfidbriicken &hnlich
sind®. IgY Antikorper gelten als Vorlaufer der Antikorperklassen der Mammalia IgG
und IgE Antikorper”, da diese ebenfalls eine anaphylaktische Reaktion im Huhn
auslosen konnen” und besitzen somit funktionelle Eigenschaften beider Mammalia
Antikorper. Der im menschlichen Serum am haufigsten vorkommende Antikorper IgG
wird in vier Subklassen unterteilt IgGi, IgGz, IgGs und IgGs, wobei IgG1 am haufigsten
vorkommt. Die IgG Antikorper erkennen viele Pathogene, wie z.B. Bakterien, Viren und
Pilze. Diese Pathogene werden anschliefend iiber die Aktivierung des
Komplementsystems abgebaut. Der IgGs Antikorper spielt neben dem IgGi-Antikorper
eine Rolle bei der SIT, da dieser Antikdrper wahrscheinlich blockierend wirkt. Die IgG

Antikorper besitzen statt einer weiteren Domaéne die hinge-Region, die das Fab mit dem

Fc-Teil verbindet. Durch diese Region sind die Antikorper wesentlich flexibler (Abb. 7).
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Immunglobuline IgE, IgY und IgGi. Dargestellt sind die humanen
Antikorper-Isotypen IgE und IgGi und der aviane Antikdrper IgY. Die strukturelle Ahnlichkeit zwischen IgE
und IgY ist deutlich zu erkennen. Die komplementaritdtsbestimmende Regionen (CDR) in den variablen
Regionen sind rot (fiir IgE und IgGi) bzw. blau (fiir IgY) markiert. In den einzelnen Antikorper-Konstrukten
wurden ebenfalls die N-Glykosilierungsstellen markiert.
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EINLEITUNG

1.3. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Darstellung und Charakterisierung insektengift-spezifischer
Antikorper-Konstrukte, die Antikorperfragmente wurden durch die Selektion einer
naiven semi-synthetischen humane Phagenbibliothek erhalten. Hierbei sollten fiir die
anschliefende Nutzung in diagnostischen Testsystemen homodimere und
heterotetramere Antikorper-Konstrukte des Isotyps IgE im Vordergrund stehen. Die
generierten  Antikorper-Konstrukte  miissen  ebenfalls die  Fahigkeit zur
Fc-Rezeptorbindung eines nativen IgE Antikorpers besitzen um diese ebenfalls in
weiteren Studien analysieren zu kénnen. Dort sollten sie auf eine mogliche Anwendung
als ,,Standard-Antikorper” in diagnostischen Testsystemen analysiert werden. Ebenfalls
sollte eine aviane wespengift-spezifische Antikorper-Bibliothek generiert werden, diese
durchlduft durch eine Immunisierung einer Affinitatsreifung und konnte somit zu hoch-
affinen Antikorper-Konstrukten fiihren, die Epitop relevant sind. Die Darstellung dieser
Antikorper-Bibliothek sollte iiber unterschiedliche Klonierungstechniken erfolgen. Fiir
die Evaluation dieser Techniken sollte das aviane Immunsystem verwendet werden, da
die Amplifikation der variablen Regionen deutlich einfacher ist als beim humanen
System. Die Evaluation sollte hinsichtlich der Generierung, der erhaltenen Diversitat der
variablen Regionen, der Bibliotheksgrofie und den Erhalt von spezifischen Antikorpern

erfolgen.
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2. Material

2.1. Standards und Enzyme

Standards:
Als  Standards fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ~wurden die
Proteinstandards PageRuler™ Prestained Protein Ladder und PageRuler™ Unstained Protein

Ladder von der Firma Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) verwendet.

Die Standards fiir die Agarose-Gelelektrophorese A-DNA/Eco130I (421-19329 bp),
A-DNA/Eco471 (308-8126 bp) und pUC19 DNA/Mspl (67-501 bp) wurden von der Firma
MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) bezogen.

Enzyme:

Die verwendeten Enzyme wurden von den Firmen New England Biolabs GmbH
(Frankfurt am Main), MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) und Invitrogen GmbH
(Karlsruhe) bezogen.

Enzyme, die Bestandteile von kauflich erworbenen Kits sind, werden hierbei nicht

erwdahnt.

2.2. Chemikalien und Bioreagenzien

Alle Chemikalien, Salze und Bioreagenzien wurden, soweit nicht anders erwahnt, in
analytischer bzw. molekularbiologischer Qualitdt verwendet. Bezogen wurden sie von
den Firmen Merck KGaA (Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Biomol
GmbH (Hamburg), AppliChem GmbH (Darmstadt), PEQLAB Biotechnologie GmbH
(Erlangen), Acros Organics (Geel, Belgien), Thermo Electron GmbH Bioscience
Technologies (Dreieich), Amersham Biosciences Europe GmbH (Freiburg), Bio-Rad
Laboratories GmbH (Miinchen), Sigma, Aldrich, Fluka, (alle: Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen), Novagen (Merck Biosciences GmbH, Schwalbach), Stratagene

Europe (Amsterdam, Niederlande) und Perbio Science Deutschland GmbH (Bonn).
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MATERIAL

2.3. Antikorper

Die verwendeten Antikorper-Konjugate, wurden in|Tab. 2[aufgelistet.

Tab. 2: Verwendete Antikorper-Konjugate.

Antikorper Firma

anti-M13-HRP Invitrogen GmbH, Karlsruhe
anti-mouse-IgG-AP Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
anti-human-IgG-AP Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
anti-goat-IgG-AP Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
anti-human-IgG Jackson Immunresearch, Baltimore USA
anti-human-IgE-AP BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
anti-human-IgE Bioscource, Camarillo CA USA

anti-IgY-AP Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Anti-V5 Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.4. Vektoren

Die verwendeten Vektoren pcDNA3.1+ und pBudCE4.1 zur eukaryotischen Expression
in Mammalia wurden von Invitrogen GmbH (Karlsruhe) bezogen. Der Phagemidvektor
pHen2 wurde von G. Winter, Center of Protein Engineering, MRC (Cambridge, UK) zur
Verfligung gestellt. Der Vektor pucl9T lag bereits im Arbeitskreis vor. Die Vektorkarten

der verwendeten Vektoren sind im Anhang aufgefiihrt.

2.5. Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide stammen von metabion Gesellschaft fiir angewandte
Biotechnologie mbH (Planegg-Martinsried). Die Sequenzen der verwendeten

Oligonukleotide sind im Anhang aufgefiihrt.
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MATERIAL

2.6. Puffer und Lésungen

Pufferlésungen, die Bestandteile eines kéuflich erworbenen Kits sind, wurden in diesem
Kapitel nicht beriicksichtigt. Soweit nicht anders erwahnt, wurden die Puffer und

Losungen bei Raumtemperatur gelagert.

Agarose-Gel-Auftragspuffer (6x): 0.09 % (w/v) Bromphenolblau
0.09 % (w/v) Xylen Cyanol FF
60 % (w/v) Glycerol
60 mM EDTA
Ampicillin-Stocklosung: 20 mg/ml Ampicillin
in 70 % Ehtanol 10sen, steril filtrieren
Lagerung bei -20 °C
AP-Detektionspuffer: 100 mM Tris-HCl, pH 9.5
100 mM MgClz
100 mM NaCl
AP-Detektionslosung;: 13 mM pNPP
(fir AP im ELISA) 15 ml AP-Detektionspuffer, pH 9.5
AP-spezifische Detektionspuffer: 12.5ml AP-Detektionspuffer, pH 9.5
(fir AP im Western Blot) 125 ul BCIP-Stocklosung
125 ul NBT-Stocklosung
APS-Stocklosung: 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat
in ddH20 l6sen
Lagerung bei +4 °C
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MATERIAL

BCIP-Stocklosung;:

Carbonatpuffer:

Chloramphenicol:

Citratpuffer fiir pNAG:

Citratpuffer:

Coomassie-Farbelosung;:

Coomassie-Entfarbelosung;:

HRP-spezifische Detektionslosung;:

(fiir HRP im ELISA)

0.5 % (w/v)

053¢g
042¢g

15 mg/ml
in70 %

100 mM

50 mM

0.1 % (w/v)
1% (v/v)
40 % (v/v)

20 % (v/v)

3.3 mg

15 ml
26 ul

5-Brom-4-chlor-3-
indolylphosphat
in DMF l6sen

Lagerung bei -20 °C

Na2C0s3
NaHCOs
in 50 ml ddH20 1osen

Chloramphenicol
Ehtanol 16sen, steril filtrieren

Lagerung bei -20 °C

Zitronensaure, pH 4.5
in ddH2O 16sen

autoklavieren

Zitronensaure, pH 4.0
in ddH20 16sen

autoklavieren

Coomassie Brilliant Blau R-250
Eisessig

Methanol

Eisessig

ABTS

Citratpuffer, pH 4.0
H:02
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FKS:

Glucose-Stocklosung:

IPTG:

Kanamycin-Stocklosung;:

Losung I:

Losung IIL:

Losung III:

NaAc-Losung:

50 % (w/v)

1M

20 mg/ml

25 mM
50 mM
10 mM

200 mM
1% (w/v)

3M

3M

30 min bei 56 °C
hitzeinaktivieren

in 50 ml Aliquots
Lagerung bei -20 °C

o-D-Glucose (wasserfrei)
in ddH20 18sen,
steril filtrieren

Lagerung in 50 ml Aliquots

IPTG
in ddH20 16sen

Lagerung bei -20 °C

Kanamycin
in ddH20
steril filtrieren

Lagerung bei -20 °C
Tris-HCl, pH 7.9
Glucose

EDTA

NaOH
SDS

Kaliumacetat, pH 5.2

autoklavieren

Natriumacetat, pH 5.2
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MATERIAL

NBT-Stocklosung:

PAGE-Probenpuffer (5x):

reduzierend:

PAGE-Sammelgel-Puffer (4x):

PAGE-Laufpuffer (5x):

PAGE-Trenngel-Puffer (4x):

PBS:

Phenol/Chloroform:

0.1% (w/v)
100 mM

250 mM
40% (w/v)
8% (w/v)
0.004% (w/v)
100 mM

500 mM
0.4% (w/v)

125 mM
96 mM
0.5% (w/v)

1.5M
0.4% (w/v)

100 mM
33 mM
17 mM

50% (v/v)
50% (v/v)

NBT

Tris-HCl, pH 9.5
Lagerung bei -20 °C
Tris-HCl, pH 6.8
Glycerol

SDS
Bromphenolblau

DTT zusatzlich

Tris-HCl, pH 6.8
SDS

Lagerung bei +4 °C

Tris-HCl, pH 8.3
Glycin
SDS

Tris-HCl, pH 8.8
SDS

Lagerung bei +4 °C

NaCl

Na:HPOs
NaH:POs

pH 7.4/8 einstellen,

autoklavieren

Phenol (Tris-gesattigt)

Chloroform
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MATERIAL

PNAG-Losung:

TB-Puffer:

Tetracyclin:

TPBS:

Transferpuffer:

Triton-X-Losung;:

2.74 mg/ml

10 mM
15 mM
250 mM

55 mM

20 mg/ml

0.1% (v/v)

25 mM
19.2 mM

200 ml

01lg
900 ul

PNAG
in Citratpuffer 16sen
aliquotieren in 1 ml

Lagerung bei -20 °C

Hepes

CaClz

KCl

pH 6.7 einstellen mit KOH
autoklavieren

MnClz

steril filtrieren,

bei 4 °C lagern

Tetracyclin
in DMF 16sen

Lagerung bei -20 °C

Tween 20 in PBS

Tris

Glycin

auffiillen

auf 700 ml mit ddH=0
pH 8.3 einstellen
Methanol

auffiillen

auf 1000 ml mit ddH20

Triton-X

Tyrodes-Puffer
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Tyrodes-Puffer (incomplete): 76¢g NaCl
04g KCl
02g CaCl2 x 2H20
02¢g MgCl2 x 6H20
24¢g HEPES
Auffiillen auf 1000 ml,
pH7.4
(complete): lg Glucose
lg BSA
X-Gal: 20 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-

B-D-galactopyranosid
in DMF 16sen

Lagerung bei -20 °C

2.7.  E. coli Bakterienstimme und deren Genotyp

DH5a
F,endAl,gyrA96,thi-1, hsdR17(rk,m«*) supE44, relAl. ®80lacZAM15,A(lacZYA-
argF), U169

HB2151
Nalr thi-1 ara ((lac-proAB(F-proAB+laciq lacZ(M15)))

TB1
araA(lac-proAB), rspL (80, lacZA M 15), hsdR

TG1
supE thi-1A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5(rK-mK-) [F” traD36proABlaclqZAM15]

26



MATERIAL

TOP10
F- mcrA D(mrrhsdRMS-mcrBC) £80lacZDM15 D(lacX74) deoR recAl araD139 D(ara-
leu)7697 galUgalK rpsL endAl nupG

XL1blue
recAl endA1l gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F” proAB lacliZAM15 Tn10 (Tet)]

XL10Gold
TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 end Al supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac
Hte [F" proAB laclqZDM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr]

2.8. Zelllinien und Zellkultur

Humane embryonale Nierenzellen (HEK293) sind Epithelzellen und dienen bei der
rekombinanten Expression in Mammalia als Expressionszelllinie. Die HEK293-Zellen
wurden durch Transformation mit einem Fragment des Adenovirus 5 immortalisiert®.
Die Ratten Basophilen Leukdmie Zellen (RBL-2H3) wurden mit der DNA des humanen
hoch-affinen IgE-Rezeptors (FceRI) transfiziert und werden im folgenden als
RBL-2H3-5X38 Zellen gefiihrt!®.

Invitrogen GmbH (Karlsruhe) lieferte das Gewebekulturmedium MEM, DMEM,
Penicillin G, Streptomycin, Trypsin-EDTA und Zeocin. Das fotale Kilberserum (FKS)
wurde von BIOCHROM AG (Berlin) und die Gewebekulturflaschen von Sarstedt AG &

Co (Niimbrecht) bezogen.

2.9.  Phage Display Bibliothek und Helferphagen

Die humane semisynthetische scFv-Bibliothek Griffin-1 wurde von G. Winter, Center of
Protein Engineering, MRC (Cambridge, UK) zur Verfiigung gestellt, ebenso wie der
Helferphage pKM13 (Riechmann & Winter, 2000). Der Helferphage M13KO7 wurde

kommerziell von Amersham Biosciences Europe GmbH (Freiburg) erworben.
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MATERIAL

2.10. Affinitatsmatrices

Ni-NTA-Agarose wurde von QIAGEN (Hilden) bezogen.

2.11. Medien

LB-Medium:

TYE-Medium:

2YT-Medium:

SOB-Medium:

10 g/l
10 g/l
5g/l

10 g/l
8 g/l
5 g/l
15 g/l

16 g/l
5¢g/1
10 g/1

0.5% (w/v)
2% (w/v)
10 mM

2.5 mM

10 mM

10 mM

Trypton
NacCl
Hefeextrakt

autoklavieren

Trypton

NaCl

Hefeextrakt

Agar

autoklavieren

Zugabe von Antibiotika
nach Abkiihlung auf 50 °C

Trypton
NacCl
Hefeextrakt

autoklavieren

Hefe
Trypton
NaCl
KCl1
MgClz
MgSOs

auoklavieren
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MATERIAL

SOC-Medium: 0.5% (w/v)
2% (w/v)
10 mM

2.5 mM

10 mM

10 mM

20 mM

2.12. Kauflich erworbene Kits

Gene]ET™ Gel Extraction Kit
Gene]ET™ Plasmid Miniprep Kit

Big Dye-Terminator Ready Reaction Kit
StarGate® combinatorial cloning system
Gateway®System

Trifast®

Human IgE ELISA Quantitation Kit

2.13. Gerite

BioPhotometer
Centrifuge Perfect Spin 24
Centrifuge CT15RE

COz-Begasungsinkubator

Gel-Dokumentations-System

GENIOS Multi-Detektions Reader

Hefe

Trypton
NaCl

KCl

MgClz
MgSOs
autoklavieren
Glucose

steril filtrieren

Fermentas GmbH, St. Leon Rot
Fermentas GmbH, St. Leon Rot
Applied Biosystems, Darmstadt

IBA BioTAGnology GmbH, Gottingen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

PeqLAB Biotechnolgie GmbH, Erlangen
Bethyl

Laboratories Inc.,

USA

Eppendorf AG (Hamburg)

PEQLAB Biotechnolgie GmbH (Erlangen)
VWR International GmbH (Darmstadt)
Kendro Laboratory Products GmbH
(Langenselbold)

Intas GmbH (Gottingen)

TECAN Deutschland GmbH (Crailsheim)

Montgomery
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MATERIAL

Heraeus Megafuge 1.0

HERAsafe HS 18 Sicherheitswerkbank

Horizontal-Gelelektrophoresesystem

innova™ 4300 incubator shaker

innova™ 4330, refrigerated incubator
shaker

Lichtmikroskop

Mastercycler gradient

Milli-Q Academic, Laborwasser-System

Minigel-Apparatur-SDS-PAGE

SANYO COz-Inkubator MCO-17Al
Thermocycler primus 25
Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell
Trans-Blot Semi-Dry Transferl

Waagen

Heraeus Sepatech GmbH
(Osterode/Harz)

Kendro Laboratory Products GmbH
(Langenselbold)

PEQLAB Biotechnolgie GmbH (Erlangen)
New Brunswick Scientific GmbH
(Ntirtingen)

New Brunswick Scientific GmbH
(Nirtingen)

Leitz GmbH & Co. KG (Oberkochen)
Eppendorf AG (Hamburg)

Millipore GmbH (Schwalbach)

Hoefer Scientific Instruments

(San Francisco, CA; USA)

SANYO Electric Co., Ltd. (Japan)
PEQLAB Biotechnolgie GmbH (Erlangen)
Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
PEQLAB Biotechnolgie GmbH (Erlangen)

Sartorius AG (Gottingen)
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3. Methoden

3.1. Molekularbiologische Methoden

Die molekularbiologischen Methoden werden alle nach Sambrook!™ in einem
Sicherheitsstufe-1-Labor durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass keine Gefihrdung von
Mensch und Umwelt vorliegt. Das eingesetzte Wasser ist entweder deionisiert oder
hochreines Wasser aus den Filteranlagen PURELAB Plus PL5121 02 (USF, Ransbach,
Baumbach) und Milli-Q Academic (Millipore GmbH, Schwalbach). Bei Bedarf werden
Losungen mittels Einwegspritzen durch Spritzenfilter (0.22 um Porengrofie) steril
filtriert. Die Puffer und Medien werden, wenn nétig, autoklaviert (20 min bei 5 bar,
120 °C). Um Kontaminationen zu vermeiden, wird neben einer Bunsenbrennerflamme
gearbeitet.

Der biochemische Abfall wird autoklaviert und der chemische Abfall gesondert entsorgt.
Eine Auflistung der chemischen Substanzen und deren Entsorgungsweg sind im

Anhang aufgefiihrt

3.1.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wird eine DNA-
Sequenz mit Hilfe von spezifischen Oligonukleotiden kopiert und vervielfaltigt 0210, Die
verwendeten Oligonukleotide besitzen eine bekannte Sequenz und flankieren den zu

amplifizierenden Bereich der DNA, der als Matrize dient.

PCR-Zyklus:
Durch kurzzeitiges Erhitzen der Matrize auf 94 °C wird die DNA denaturiert, d.h. die

Doppelstrange werden getrennt. AnschliefSend wird der Reaktionsansatz schnell auf die
fir die Oligonukleotide spezifische Temperatur abgekiihlt. Bei dieser Temperatur
hybridisieren (Annealing) die beiden Oligonukleotide jeweils an einen Strang. Die Lange
der Oligonukleotide variiert meist zwischen 20 und 30 Nukleotiden. Bei dem dritten

Schritt wird die DNA durch Anwesenheit der freien Desoxyribonukleotidtriphophate
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(dNTPs) synthetisiert (Elongation). Hierbei muss die Losung auf die optimale
Temperatur der DNA-Polymerase gebracht werden. Soweit nicht anders beschrieben,
wird die Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus (Taq) verwendet, deren
optimale Reaktionstemperatur 72°C betrdagt. Die Tag-Polymerase besitzt keine
3’-5" Exonukleaseaktivitdt, weist jedoch eine 5-3" Polymeraseaktivitat auf. Durch Fehlen

der Exonuklease findet keine Korrektur falsch eingebauter Nukleotide statt.

PCR mit Plasmid DNA:

Als Matrize wird Plasmid DNA verwendet und mit Hilfe bestimmter Oligonukleotide

werden spezifische Amplifikate gebildet.

Matrize 1.0 ul

Sense Oligonukleotid x ul (~10 pmol)
Antisense Oligonukleotid x ul (~10 pmol)
dNTP (12.5 mM) 2.0 ul

10x Polymerase Puffer 5.0 ul
Polymerase 1.0 ul

ddH0 ad 50.0 pl

PCR screening:

Um Klone vor einer Sequenzierung auf das richtige Fragment zu iiberpriifen wird ein

Screening durchgefiihrt. Als Matrize dient hier eine Zellsuspension in 2YT-Medium.

Matrize 1.0 ul

Sense Oligonukleotid x ul (~10 pmol)
Antisense Oligonukleotid x pul (~10 pmol)
dNTP (12.5 mM) 1.0 ul

MgCl2 (50 mM) 1.0 ul

10x Polymerase Puffer 25ul
Polymerase 0.5 ul

ddH20 ad 25.0 ul
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Fiir das screening und fiir die PCR mit Plasmid DNA wird das Standard-Programm (Tab.

verwendet.

Hybridisierung-PCR:

Als Matrizen dienen DNA-Strange mit {iberlappenden Bereichen, die verkniipft werden

sollen. Dazu wird ein spezielles Programm gewahlt. Die Daten hierfiir sind in

aufgelistet.

Matrize 1 1.0 ul
Matrize 2 1.0 ul
dNTP (12.5 mM) 2.0 ul
MgClz (50 mM) 2.0 ul
10x Polymerase Puffer 5.0 ul
Polymerase 1.0 ul
ddH0 ad 48.0 ul

Tab. 3

Nach 7 Zyklen wird je 1ul (~10 pmol) Sense Oligonukleotid und 1 ul (~10 pmol)

Antisense Oligonukleotid hinzugegeben und das Programm fortgesetzt.

AccuPrime™ PCR:

Das AccuPrime™ Kit dient zur Amplifikation der variablen Regionen aus der cDNA,

ebenso wie bei der Synthese mdglichst komplexer Fragmente.

Matrize 0.1 pg-20ng
Sense Oligonukleotid x ul (~10 pmol)
Antisense Oligonukleotid x ul (~10 pmol)

AccuPrime™PCR Puffer I (10x) 5.0 ul
Polymerase 1.0 ul
ddH0 ad 50.0 pl

Fiir die AccuPrime™ PCR wird das AccuPrime™-Programm (Tab. 4) verwendet.
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PCR-Programme:

Die PCR-Reaktionen werden in einem PCR-Sprint Thermoblock Thermocycler (Thermo

Eclectron Cooperation, Dreieich) oder in einem Mastercycler gradient (Eppendorf AG,

Hamburg) durchgefiihrt.

Standard:

Tab. 2: PCR-Programm unter Standard-Bedingungen (‘abhingig von den Schmelztemperaturen der

verwendeten Oligonukleotide).

Schritt Temperatur (°C)

Zeit Zyklen
Primar Denaturierung 94 2 min 1
Denaturierung 94 30 sec
Hybridisierung 48-58" 1 min 30
Elongation 72 1 min

10 min 1

terminale Elongation 72

Hybridisierung:

Tab. 3: PCR-Programm unter Hybridisierungs-Bedingungen (‘abhingig von den Schmelz-temperaturen

der verwendeten Oligonukleotide).

Schritt Temperatur (°C)

Zeit Zyklen
Primar Denaturierung 94 2 min 1
Denaturierung 94 30 sec
Hybridisierung 50-58" 1 min 5-7
Elongation 72 1 min
Zugabe der Oligonukleotide
Denaturierung 94 30 sec
Hybridisierung 50-58" 1 min 30
Elongation 72 1 min

10 min 1

terminale Elongation 72
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AccuPrime™:

Tab. 4: PCR-Programm unter AccuPrime™-Bedingungen (‘abhingig von den Schmelz-temperaturen der
verwendeten Oligonukleotide).

Schritt Temperatur (°C)  Zeit Zyklen
Primar Denaturierung 94 15 sec - 2 min 1
Denaturierung 94 15 - 30 sec

Hybridisierung 52-64 1 min 25-35
Elongation 68 1 min

terminale Elongation 68 5 min 1

3.1.2. Sequenzierung: Didesoxymethode nach Sanger

Nach  Sanger'™ werden die vier radioaktiv ~markierten  Desoxyribo-
nukleosidtriphosphate (dNTPs) und ein 2’,3’-Didesoxyanalogon (ddNTP) eines der
Nukleosidtriphosphate (NTPs) zu dem Ansatz gegeben. Dieses Analogon blockiert das
Wachstum der Kette, da ein 3’-Hydroxylende fehlt wund somit keine
Phosphodiesterbindung gekniipft werden kann. Jedes Fragment hat nun ein
Didesoxyanalogon als endstandige Gruppe. Vier verschiedene Sequenzierungsansatze
werden elektrophoretisch getrennt und die Basensequenz mittels Autoradiogramm
abgelesen.

Eine gute Alternative zur radioaktiven Sequenzbestimmung ist die Fluoreszenz-
Detektion. In einem Reaktionsansatz werden vier unterschiedlich fluoreszenzmarkierte
ddNTPs verwendet. Der Ansatz wird nach der PCR-Reaktion elektrophoretisch
getrennt. Die Banden werden an ihrer Fluoreszenz erkannt und aus der Farbabfolge
ergibt sich die Sequenz der Basen.

In diesem Fall wird die Sequenzbestimmung mittels Fluoreszenz durchgefiihrt und die
Losung nach der PCR in ein 1.5 ml Reaktionsgefafs tiberfithrt, 60 ul Ethanol (96%)
hinzugegeben und fiir 20 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und
das Pellet mit 30 pul Ethanol (70%) gewaschen. Der Uberstand wird abgenommen,

verworfen und das Pellet fiir 1 h getrocknet.
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Das Aufnehmen des DNA-Pellets in eine geeignete Menge Puffer, sowie die
Prozessierung der Daten werden im Arbeitskreis Richter am Universitatskrankenhaus
Eppendorf (UKE, Hamburg) unter Verwendung des 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, USA) und Sequencing Analysis 5.1.1-Software (Applied Biosystems, USA)
durchgefiihrt. Die erhaltenen Sequenzdaten werden fiir Homologievergleiche mit den
Datenbanken des National Center for Biotechnology Information und der Datenbank

Ensembl des Sanger Institute und des European Bioinformatics Institute bearbeitet.

Sequenzierungsansatz und Programm:

Big Dye 1.5 ul
Oligonukleotid x ul (~10 pmol)
Puffer 25ul

DNA x ul(~ 150-250 pg/ml)
ddH:0 ad 10.0 pl

Tab. 5: PCR-Programm unter Sequenzierungs-Bedingungen (‘abhingig von den Schmelz-temperaturen
des verwendeten Oligonukleotids).

Schritt Temperatur (°C) Zeit Zyklen
Denaturierung 96 30 sec
Hybridisierung 48 — 65" 15 sec 30
Elongation 60 4 min

3.1.3. Agarosegelelektrophorese

Um DNA-Fragmente trennen und identifizieren zu konnen wird eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Mit dieser konnen Fragmente von bis zu 20.000 bp
untersucht werden.

Zur Herstellung des Agarose-Gels werden 500 mg Agarose mit 50 ml 0.5 x TAE-Puffer
vermischt und aufgekocht. Nach dem Abkiihlen auf ca. 60°C werden 3 pul
Ethidiumbromid (c=100 pg/ml) hinzugegeben und in die GiefSkammer, in die vorher
ein Beladungskamm eingesetzt wird, gefiillt. Nach ca. 30 min wird das ausgehartete Gel
in die Elektrophoresekammer tiberfithrt und mit 0.5 x TAE-Puffer iiberschichtet. Eine

Tasche des Gels wird mit einem entsprechenden DNA-Standard und die anderen mit
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den jeweiligen Proben, die mit 1/5 Volumen 6x Gelbeladungs-Puffer versetzt werden,
befiillt. Es wird anschliefSend eine Spannung zwischen 130 und 140 V fiir 30 bis 40 min
angelegt. Die negativ geladenen DNA-Fragmente wandern hierbei durch die Poren des
Gels und eine Trennung erfolgt nach der Grofle des jeweiligen Molekiils.
Ethidiumbromid lagert sich in die DNA ein und ermoglicht somit Detektion der

Fragmente mit Hilfe von UV-Licht.

3.1.4. Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Extraktion der DNA-Fragmente erfolgt mit dem GeneJET™ Gel Extraction Kit
(Fermentas GmbH, St. Leon Rot). Die gewiinschte DNA-Bande wird aus dem
Agarosegel ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefafs abgewogen um die Menge an
Binding Buffer zu bestimmen es werden pro 0.1 g Gelstiick 0.1 ml Binding Buffer
verwendet. Das Reaktionsgefafl wird in ein 50 - 60 °C warmes Wasserbad gestellt um die
Agarose aufzulosen. Nach ungefdhr 10 min, in dem das Reaktionsgefdfs regelmafig
invertiert wird, wird die Losung auf eine Gene]ET™ purification column gegeben, dieses
wird mit einem 2ml Collection Tube versehen, und zentrifugiert (12000 xg, 1 min,
Raumtemperatur), der Durchlauf wird verworfen und die Sdule 100 ul Binding Buffer
gewaschen, anschlielend wird noch zweimal mit 700 ul komplettierten Wash Buffer
(12000 xg, 1 min, Raumtemperatur), hierbei wird der Puffer je 2 —3 min auf der Séule
inkubiert, gewaschen (12000 xg, 1min, Raumtemperatur), die Durchldufe werden
verworfen. Die Gene]ET™ purification column wird durch ein einmintiitiges zentrifugieren
(12000 xg, 1 min, Raumtemperatur) getrocknet. Es werden 30 pl Elution Buffer auf die
Saule gegeben, dieses wird mit einem neuen 1.5 ml Reaktionsgefafs versehen, und ca. 2 -
3min inkubiert und anschliefend wird die Sdule zentrifugiert (12000 xg, 1 min,

Raumtemperatur). Der Elutionsschritt wird mit weiteren 30 ul Elution Buffer wiederholt.

37



METHODEN

3.1.5. Restriktionsanalyse

Beim Schneiden (Verdau) von Plasmid DNA erkennen Restriktionsendonukleasen
bestimmte Basensequenzen an den beiden Strangen der Doppelhelix und schneiden sie
an diesen spezifischen Stellen.

Wenn das Plasmid an mehr als einer Stelle geschnitten werden soll und die
Restriktionsenzyme unterschiedliche Reaktionsbedingungen haben, wird der
Reaktionsansatz zwischen den Restriktionsanalysen mittels Alkoholprazipitation

gereinigt. Soweit nicht anders erwdhnt, wird der jeweilige Verdau tagsiiber

durchgefiihrt.
Verdau:
Plasmid DNA PCR Produkt
DNA x ul (bis 1 pg) 17 ul
10x Puffer 20l 2.0l
Restriktionsenzym 1l 1l
ddH0 ad 20.0 pl ad 20.0 pl

3.1.6. Dephosphorylierung von geschnittenen Vektoren

Da Vektoren religieren konnen, miissen diese vor der Ligation noch dephosphoryliert
werden. Mit Hilfe der Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP, MBI Fermentas GmbH, St. Leon-
Rot) werden die terminalen Phosphatgruppen des Vektors abgespalten. Hierfiir wird der
Vektor mit 1ul FAP und ca. 3 pul 10x Pufferlésung versetzt und bei 37 °C 30 min

inkubiert. Das Enzym wird durch Hitze (20 min, 65 °C) inaktiviert.
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3.1.7. Ligation

In einem geschnittenen Vektor wird ein DNA-Fragment durch Basenpaarung angelagert
und durch eine DNA-Ligase die Bildung der Phosphodiesterbindung zwischen
Fragment und Vektor katalysiert. Dazu wird je eine freie Phosphatgruppe am 5-Ende
und eine freie OH-Gruppe am 3'-Ende benétigt. Ublicherweise wird ca. die dreifache
Menge an DNA-Fragment fiir einen einfachen Teil Vektor-DNA verwendet.

Die Ligation findet soweit nicht anders erwahnt bei 16 °C {iber Nacht statt.

Ligationsansatz:
DNA-Vektor x pul

DNA-Fragment Xl

10x T4-DNA-Ligasepuffer 20ul
T4-DNA-Ligase 1.0 pl
ddH0 ad 20.0 pl

3.1.8. Isolierung von DNA aus Losungen

DNA kann durch Reinigung aus wassrigen Losungen isoliert werden. Als Erstes wird
eine Tris-gesattigte Phenol-Losung 1:1 mit Chloroform vermischt und gevortext. Diese
Suspension wird 2 min bei 20800 xg zentrifugiert. Die Phasen werden getrennt und die
DNA-Losung mit der gleichen Menge der organischen Phase vermengt und gut
gevortext. Dieses Gemisch wird ebenfalls 2 min bei 20.800 xg zentrifugiert. Die DNA-
haltige wéssrige Phase wird von der Phenol-Chloroform-Phase getrennt und in ein

neues Reaktionsgefaf iiberfiihrt.
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3.1.9. Alkoholprizipitation

Die DNA kann mittels Alkoholprézipitation ebenfalls aus Losungen gewonnen werden.
Zu der Losung werden 3M Natriumacetatlosung (10% der Probenmenge) und die 3fache
Menge an Ethanol (96%) gegeben, 30 min bei —20 °C inkubiert und anschliefsend bei 4 °C
20 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen,

das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 ul ddH20 aufgenommen.

3.1.10. Herstellung kompetenter E. coli

3.1.10.1. fiir Elektroporationen

Fiir die Herstellung kompetenter E. coli Zellen fiir Elektroporationen wird eine 3 ml 2YT-
Kultur mit E. coli Zellen inokuliert und bei 37 °C und 220 rpm iiber Nacht geschiittelt.
Diese werden genutzt um 50 ml 2YT-Medium bei einer ODsoo 0.1 anzuimpfen und bei
Raumtemperatur und 220 rpm bis zu einer ODew von ca. 0.4 kultiviert.

Danach werden die Zellen 20 min auf Eis gestellt und in ein vorgekiihltes 50 ml
PP-Rohrchen iiberfiihrt. Diese wird 15 min bei 2°C und 3000 xg zentrifugiert, die
Uberstinde verworfen und mit 50 ml eiskaltem ddH:0 vorsichtig resuspendiert. Die
Zellen inkubieren 30 min auf Eis um anschliefSfend 15 min bei 2 °C und 3000 xg zu
zentrifugieren. Die Zellen werden dann noch zweimal mit 50 ml ddH:O und unter den
gleichen Zentrifugationsbedingungen zweimal gewaschen. Die Zellsedimente werden in
250 pl eiskaltem ddH20 bzw. um es bei -80 °C zu lagern in 250 pl eiskalter 10%iger
Glycerol-Losung aufgenommen. Die Zellen, die eingefroren werden, werden aliquotiert,
schockgefroren und bei —80 °C gelagert, die anderen werden zur sofortigen Verwendung

auf Eis aufbewahrt.
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3.1.10.2. fiir Hitzeschocktransformationen

Zur Herstellung kompetenter E. coli Zellen fiir die Hitzeschocktransformation werden
3 ml 2YT-Medium mit dem entsprechenden Zellstamm geimpft und bis zu einer leichten
Triibung kultiviert.

200 ml 2YT-Medium werden mit der Vorkultur inokuliert und bei 37 °C und 220 rpm bis
zu einer ODew von ca. 0.8 geschiittelt. Anschlieffend werden sie 10 min auf Eis gestellt
und in 50 ml PP-Roéhrchen iiberfiihrt. Diese werden 10min bei 1°C und einer
Geschwindigkeit von 2500 xg zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das
Pellet in 80 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert, 10 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend bei 2.500xg 10 min zentrifugiert. Nachdem der Uberstand erneut
verworfen wird, werden die Zellen in 20 ml TB-Puffer, der mit DMSO zu einer finalen
Konzentration von 7% versetzt wird, aufgenommen. Die Zellen werden nach einer
10 miniitigen Inkubation auf Eis in 100 ul Aliquots aufgeteilt, entweder zur sofortigen

Verwendung auf Eis gelagert oder schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

3.1.11. Transformation

3.1.11.1. Transformation mittels Elektroporation

Fiir die Transformation mit grofieren Plasmiden ist die Elektroporation besser geeignet
als die Hitzschockmethode, da sie eine hohere Transformationseffizienz aufweist!%,

Es werden 1 ul Ligationsansatz mit 50 ul elektro-kompetenten E. coli Zellen versetzt und
1 min auf Eis inkubiert. Die Zellen werden in eine Elektroporationskiivette mit 1 mm
Elektrodenabstand (VWR, Darmstadt) gegeben und durch einen kurzen elektrischen
Impuls aktiviert (Easyject+, Equibio). Bei einer Impulszeit von 5ms betrdgt die
Spannung 2500 V und der Widerstand 201 Q. AnschlieSend werden 900 pl auf 37 °C
vorgewdrmtes 2YT-Medium hinzugegeben und in ein Rundbodenréhrchen {iberfiihrt.
Die Zellen werden 1 h bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Anschlieflend wird die Probe
5 min bei 720 xg zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in 100 ul 2YT-
Medium resuspendiert.

Der Ansatz wird auf einer TYE-Platte, die mit dem entsprechenden Antibiotikum

versehen wurde, ausgestrichen und iiber Nacht in einem Brutschrank (37 °C) inkubiert.
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3.1.11.2. Transformation mittels Hitzeschockmethode

Bei der chemischen Transformation nach Chung!®, werden Bakterien mit
A-Bakteriophagen und eiskalter CaCl-Losung versetzt und anschlieffend kurzzeitig
erhitzt!?,

Die chemisch-kompetenten E. coli Zellen werden auf Eis aufgetaut und 50 pl in ein
vorgekiihltes Reaktionsgefafs tiberfithrt und mit 10 ul Ligationsansatz vermischt. Nach
einer Inkubationszeit von 30 min auf Eis wird das ReaktionsgefdfS 60 s in ein 42 °C
warmes Wasserbad gestellt und anschliefsend sofort auf Eis gelagert. Dort werden 450 ul
2YT-Medium hinzugeben und bei 220 rpm 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieffend wird
die Probe 5 min bei 720 xg zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in
100 pl 2YT-Medium resuspendiert.

Der Ansatz wird auf einer TYE-Platte, die mit dem entsprechenden Antibiotikum

versehen wurde, ausgestrichen und tiber Nacht in einem Brutschrank (37 °C) inkubiert.

3.1.12. Lagerung von E. coli Zellen

Um die E. coli Zellen linger lagern zu kénnen wird 1 ml einer Uber-Nacht-Kultur in ein
1.5 ml Reaktionsgefaf3 tiberfithrt und mit 300 pl Glycerol (87%) versetzt. Dieses wird

anschlieflend in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

3.1.13. Plasmid-DNA-Extraktion

3.1.13.1. Extraktion durch alkalische Lyse

Die Isolierung von Plasmid DNA wurde nach der Methode der alkalischen Lyse
durchgefiihrt!®s.

3 ml 2YT-Medium, versetzt mit der entsprechenden Menge Antibiotikum, werden mit
einer plasmidtragenden E. coli-Kolonie inokuliert. Die Zellen werden iiber Nacht bei
37 °C und 220 rpm kultiviert. Die gewachsene Kultur wird in ein steriles Reaktionsgefafs
iiberfiihrt und zentrifugiert (5000 xg, 5 min, 25 °C). Der Uberstand wird verworfen und
das Pellet in 100 ul Losung I sorgfaltig resuspendiert. Nach Zugabe von 200 ul frisch

angesetzter Losung Il zur Lyse der Bakterien wird das Reaktionsgefdfs mehrmals
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invertiert und 5 min auf Eis inkubiert. Es folgt zur Proteinprazipitation die Zugabe von
150 pl Losung III sowie mehrmalige Inversion und Inkubation auf Eis fiir 5 min. Nach
einer Zentrifugation (20800 xg, 10 min, 25 °C) wird der Uberstand abgenommen und in
ein neues steriles Reaktionsgefaf iiberfiihrt. Zur Fallung der Plasmid-DNA wird eine
dquivalente Menge an 2-Propanol zupipettiert. Einer Inkubationszeit von 15 min auf Eis
folgt ein Zentrifugationsschritt (20800 xg, 15 min, 4 °C). Der Uberstand wird verworfen,
das Sediment bei Raumtemperatur getrocknet und in der gewiinschten Menge ddH-O

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

3.1.13.2. Extraktion aus kommerziellen Kits

Die Reinigung der DNA wird nach dem GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit
Isolierungsprotokoll der Firma Fermentas GmbH (St. Leon Rot) durchgefiihrt.

Eine 10 ml 2YT-Kultur wird mit den Klonen inokuliert und tiber Nacht bei 37 °C und
220 rpm kultiviert. Am ndchsten Tag wird die Losung in ein 15 ml Reaktionsgefaf3
{iberfithrt und 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und
verworfen.

Das Pellet wird mit 250 pl Resuspension Solution/RNase A resuspendiert und in ein 2 ml
Reaktionsgefafs tiberfithrt. Anschlieffend werden 250 ul Lysis Solution hinzu pipettiert,
vermischt und 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zu dieser Losung werden 350 pl
Neutralization Solution gegeben und fiir 7 min bei 12000 xg zentrifugiert. Nun wird das
Lysat mit Hilfe einer Gene]ET™ Spin Columns gefiltert (12000 xg, 1 min, 25 °C), wobei die
DNA an die Sdulenmatrix bindet. Die Losung wird verworfen und die Sdule wird
zweimal mit 500 ul Wash Solution (12000 xg, 1 min, 25 °C) gewaschen und anschlieffend
durch einminiitiges zentrifugieren bei Maximalgeschwindigkeit getrocknet. Die DNA

wird abschlieffend zweimal mit 30 ul Elution Buffer von der Matrix eluiert.
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3.1.14. Isolierung von mRNA aus der Milz

Die Isolation der mRNA aus der Milz wird mittels pegqGOLD TriFast™ Kit (peqLab
Biotechnologie GmbH, Erlangen) durchgefiihrt. Hierfiir werden 50-100mg des
Gewebes mit 1 ml Trifast™ versetzt und anschlieffend homogenisert. Nach einer 5 min
Inkubation bei RT, das die Dissoziation von Nuklein-Protein-Komplexe unterstiitzt,
werden 0.2ml Chloroform hinzu gegeben, 15s lang invertiert und anschlieffend
3-10 min bei RT inkubiert. Es folgt ein Zentrifugationsschritt bei RT von 5 min bei
12.000 xg, hierbei trennen sich die organische Phase, die Inter-Phase und die wassrige
Phase. Die Phenol-Chloroform Phase und die Inter-Phase beinhaltet die genomische
DNA. Die gesamte mRNA befindet sich in der wassrigen Phase. Diese Phase wird in ein
neues 1.5 ml Reaktionsgefafs iiberfiihrt, 0.5 ml Isopropanol hinzu gegeben und 5 - 15 min
auf Fis inkubiert und anschliefsend zentrifugiert (12000 xg, 10 min, 4 °C). Das Pellet wird
anschliefend zweimal mit 75 %igen Ethanol gewaschen (7500 xg, 8 min, 4 °C) und
getrocknet. Das Pellet wird in 50 ul ddH20O aufgenommen und mit 1 ul RNase Inhibitor

versetzt.

3.1.15. c¢cDNA-Synthese

Reverse Transkriptase, ein Enzym aus Retroviren und RNA-Tumorviren, wird
verwendet, um komplementare DNA (complementary DNA, cDNA) bei Vorgabe von
Ansatzpunkten mit mRNA als Matrize zu synthetisieren. Bei der SuperScript 11l Reversen
Transkriptase handelt es sich um eine Version der Reversen Transkriptase des Moloney-
murinen-Leukdmie-Virus (M-MuLV RT) mit erhohter Thermostabilitat. Es entsteht ein
RNA-DNA-Hybrid, das fiir weitere Anwendungen wie einer Polymerase-Kettenreaktion
zuganglich ist. 5 ug Gesamt-RNA wurden mit 50 uM Oligo-(dT)-Oligonukleotid oder
genspezifisch mit 1 -5 pmol Oligonukleotid und 1 pl ANTP (12.5 mM) versetzt und mit
DEPC-behandeltem ddH:0 auf ein Gesamtvolumen von 10 pl aufgefiillt. Es folgte eine
Inkubation fiir 5 min bei 65 °C und sofort danach eine Lagerung auf Eis fiir 1 min. 2 pl
10 x Reaktionspuffer, 4 ul MgCl>-Losung (25 mM), 2 ul 0.1 M DTT, 1 ul RNase-Inhibitor

und 1 pl SuperScript III wurden hinzugefiigt und fiir 60 min bei 50 — 55 °C inkubiert.
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Durch Erhitzen fiir 5 min auf 85 °C wurde die Reaktion gestoppt. Die cDNA wurde bei -
20 °C gelagert.

3.1.16. Bibliotheksklonierung

Die Darstellung der avianen insektengift-spezifischen Bibliotheken erfolgt hinsichtlich
der Isolierung der peripheren Lymphozyten, der mRNA, cDNA-Synthese etc. nach
etablierten Methoden. Ausgehend von der genspezifisch umgeschriebenen cDNA erfolgt
die PCR unter Verwendung der AccuPrime Tag-Polymerase. Die so entstandenen vu- und

vi-Fragmente dienten als Primaramplifikat der unterschiedlichen Klonierungen.

3.1.16.1. Klonierung mittels StarGate® combinatorial cloning system

Die StarGate® Technologie der Firma IBA (IBA GmbH, Gottingen) ermoglicht ein
einfaches und schnelles Klonieren von mehreren Gen-Sequenzen, so genannten GOI
(gene of intrest), in Donor-Vektoren und anschlieSfendem fusionieren in einen so
genannten Donor-Fusionsvektor. Dieser dient als Ausgangsvektor zur Klonierung in
verschiedene Akzeptorvektoren was das schnelle Klonieren in unterschiedliche
Expressionsvektoren z.B. fiir Insektenzellen, Mammalia oder aber auch zur Expression
von unterschiedlichen E. coli-Konstrukten erleichtert.

Die StarGate® Technologie nutzt fiir die einfache Klonierung unterschiedliche
Restriktionsenzyme des Types 2S5, diese schneiden die DNA eine bestimmte
Nukleotidanzahl nach den Erkennungssequenzen. Da diese Nukleotide nicht
vorgegeben sind konnen dadurch spezifische Uberhinge entstehen, die eine gerichtete
Ligation in die einzelnen Vektoren ermdoglichen. Ebenso wird durch ein Wechsel der
Antibiotikum-Resistenzen gewahrleistet, dass nur die E. coli Kolonien iiberleben, die den
richtigen Vektor tragen. Die Vektorkarten der verwendeten Vektoren sind im Anhang

aufgefiihrt.
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Amplifikation und Anfiigen der Restriktionserkennungssequenzen:

Zur Amplifikation der variablen Regionen der leichten Kette und der schweren Kette
miissen zundchst die Zyklenzahl der PCR und die einzusetzende DNA Menge analysiert
werden, da durch geringere Zyklen die Diversitdt der variablen Regionen erhalten
bleibt. Es werden ebenfalls je 5 ul der Primaramplifikate der variablen Regionen der
leichten und der schweren Kette eingesetzt und durch eine PCR mit 10 Zyklen die
Restriktionsenzymerkennungssequenzen angefiigt. Die so entstanden Amplifikate
werden iiber ein 1%iges Agarosegel gelelektrophoretisch getrennt, die Bande in der
Richtigen Grofie ausgeschnitten und mittels des GeneJET™ Gel Extraction Kit (Fermentas

GmbH, St. Leon Rot) gereinigt.

Donor Reaktion:

Zur Klonierung der variablen Region der schweren Kette, die sich abschliefsend in der 5
Region des Akzeptorvektors befinden soll wird der upstream Vektor pNFUSE-IBA-
LINK2 verwendet, die leichte Kette befindet sich im endgiiltigen Konstrukt downstream,

hierfiir wird der Vektor pCFUSE-IBA1 verwendet.

Donorvektor pNFUSE/pCFUSE 10 pl
v oder vi Fragment (2 ng/ul) 12 pl
StarSolution F1 1.0 ul
StarSolution F2 1.0 ul
StarSolution F3 1.0 ul

Zu dem Fusionsvektor pNFUSE-IBA-LINK2 wird das gereinigte PCR Produkt der vu
bzw. zu dem Fusionsvektor pCFUSE-IBA1 wird das gereinigte PCR Produkt der v
gegeben und die Reaktionen werden mit den StarSolution F1, F2 und F3 versehen, diese
beinhalten neben einem geeigneten Puffer ebenfalls die Ligase und das entsprechende
Restriktionsenzym. Die Reaktion wird 1h bei 30 °C inkubiert anschliefiend wird das

Produkt bei 4 °C iiber Nacht gelagert.
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Am ndchsten Tag werden die kompetenten E. coli Zellen z.B. TB1 oder XL1blue, die ein
blau-weiss-screening ermoglichen, mit den Ligationen transformiert und auf TYE-Amp-

IPTG-X-Gal-Platten ausgestrichen und bei 37 °C {iber Nacht inkubiert.

Fusionsreaktion:

Nachdem erfolgreich die schwere und die leichte Kette in die jeweiligen Vektoren
insertiert wurden, werden die beiden variablen Regionen zu einem scFv fusioniert. Dies

geschieht mit Hilfe des Vektors pENTRY-IBA20.

Fusionvektor 10 pl
pPNFUSE/pCFUSE (2 ng/ul) 12 ul
StarSolution F4 1.0 ul
StarSolution F5 1.0 ul
StarSolution F6 1.0 ul

Zu dem Fusionsvektor pENTRY-IBA20 werden die gereinigten Vektoren pNFUSE-IBA-
vi-LINK2 und pCFUSE-IBA1-vL gegeben und die Reaktion wird mit den StarSolution
F4, F5 und F6 versehen, diese beinhalten neben einem geeigneten Puffer ebenfalls die
Ligase und das entsprechende Restriktionsenzym. Die Reaktion wird 1h bei 30 °C
inkubiert anschlieflend wird das Produkt bei 4 °C iiber Nacht gelagert.

Am ndchsten Tag werden die kompetenten E. coli Zellen z.B. TB1 oder XL1blue, die ein
blau-weiss-screening ermoglichen, mit den Ligationen transformiert und auf TYE-Kan-

IPTG-X-Gal-Platten ausgestrichen und bei 37 °C {iber Nacht inkubiert.
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Transferreaktion:
Nachdem erfolgreich die schwere und die leichte Kette zu einem scFv fusioniert wurden,
mussten diese in den Akzeptorvektor pASG-IBA102-p3 transferiert werden. Dieser

Vektor ermdglicht durch das Genlll die Darstellung einer Phagenbibliothek.

Akzeptorvektor 10 pl
PENTRY-IBA20-scFv (2 ng/ul) 12 ul
StarSolution Al 1.0 ul
StarSolution A2 1.0l
StarSolution A3 1.0 ul

Zu dem Akzeptorvektor pASG-IBA102-p3 wird der gereinigte Vektor pENTRY-IBA20-
scFv gegeben und die Reaktion wird mit den StarSolution Al, A2 und A3 versehen,
diese beinhalten neben einem geeigneten Puffer ebenfalls die Ligase und das
entsprechende Restriktionsenzym. Die Reaktion wird 1h bei 30°C inkubiert
anschlieffend wird das Produkt bei 4 °C {iber Nacht gelagert.

Am ndchsten Tag werden die kompetenten E. coli Zellen z.B. XL1blue, die ein blau-weiss-
screening ermdglichen, mit den Ligationen transformiert und auf TYE-Amp-IPTG-X-Gal-

Platten ausgestrichen und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.

3.1.16.2. Klonierung mittels Gateway™ Technologie

Ausgehend vom Ligationsprodukt der Fusionsreaktion der StarGate® Technologie
erfolgt die Amplifikation und das Anfligen der attB sites mit Hilfe spezifischer
Oligonukleotide. Hierzu wird die DNA mit ihren terminalen Oligonukleotiden
amplifiziert. Die so erhaltene DNA wird nach der Auftrennung iiber ein Agarose-Gel
mittels des Gene]ET™ Gel Extraction Kit (Fermentas GmbH, St. Leon Rot) gereinigt, und
durch Phenol/Chloroform-Extraktion und Alkoholprazipitation konzentriert.
Ortsspezifische Rekombination mittels Gateway™ Technologie

Die Gateway™ Technologie nutzt das Lambda Rekombinationssystem, welches die
Integration des Phagengenoms in das E. coli-Chromosom und den Wechsel zwischen

lytischem und lysogenem Weg erlaubt, um den Transfer heterologer DNA, welche von
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attachment sites flankiert ist, zwischen unterschiedlichen Vektorsystemen zu erlauben'®
10, Fiir die BP-Reaktion wird zundchst das Ziel-Gen mit Oligonukleotiden amplifiziert,
die attB1 bzw. attB2 sites einfithren. Das Amplifikat mittels des Gene]ET™ Gel Extraction

Kit (Fermentas GmbH, St. Leon Rot) gereinigt.

BP Reaktion:
PCR-Produkt mit attB1/attB2 sites x ul (100 fmol)
pDONR x ul (100 fmol entspricht 150 ng)
10x Puftfer 4 ul
BP Clonase Enzym Mix 4 ul
ddH0 ad 20 ul

Der BP-Rekombinationsansatz wird fiir 1h bei 25° C (fiir maximale Effizienz iiber
Nacht) inkubiert. Durch Zugabe von 1 pl Proteinase K und Inkubation fiir 10 min bei
37°C werden die Enzyme des BP Clonase Enzym Mixes verdaut und 2 ul des
Reaktionsansatzes werden fuir die Transformation eines E. coli F-Zellstamms wie TB1,

TOP10 oder DH5a eingesetzt.

LR Reaktion:
pENTR x ul (100 fmol)
pHenDEST x ul (100 fmol entspricht 300 ng)
10x Puffer 4 ul
BP Clonase Enzym Mix 4 ul
ddH:0 ad 20 ul

Der LR-Rekombinationsansatz wird fiir 1h bei 25° C (fiir maximale Effizienz {iiber
Nacht) inkubiert. Durch Zugabe von 1 ul Proteinase K und Inkubation fiir 10 min bei
37°C werden die Enzyme des LR Clonase Enzym Mixes verdaut und 2 ul des
Reaktionsansatzes fiir eine Transformation eines E. coli F-Zellstamms eingesetzt. Fiir
eine Phagenselektion der gewonnenen Expressions-Klone muss die Plasmid DNA

isoliert und anschliefSend E. coli TG1 transformiert werden.
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3.2. Proteinchemische Methoden

3.2.1. Affinititschromatographische Reinigung

3.2.1.1. IMAC (Immobilized metal ion affinity chromatography)

Immobilized metal ion affinity chromatography ist eine Methode zur Reinigung von
rekombinanten Proteinen, die mit einem Polyhistidin-tag versehen sind.

Die Ni-NTA-Matrix wird mit den Uberstanden der Zellkultur beladen und iiber Nacht
auf einem Rollbrett inkubiert. Die Matrix wird einmal mit 30 ml PBS und hinterher mit
10ml PBS, welches mit 20 mM Imidazol versetzt wird, gewaschen. Mit einem
Gradienten zwischen 100 — 300 mM Imidazol wird der Antikérper in 10 Fraktionen je
1 ml von der Sdule eluiert. Die Fraktionen werden mittels SDS-PAGE und Blot tiberpriift.
Durch Waschen mit 2ml 1M NaOH, 20ml H2O0 und 20ml PBS wird die Saule

regeneriert und bei 4 °C in 20 % Ethanol gelagert.

3.2.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die gelelektrophoretische Trennung von Proteinen gehort zu den effektivsten
Trennmethoden. Bei der SDS-PAGE bewirkt die Vorbehandlung der Proteine, dass nur
die Masse bei der Wanderung durch das elektrische Feld von Bedeutung ist. Durch
Zusatz von Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS), einem starken Detergens,
das fast alle nicht-kovalenten Wechselwirkungen in nativen Proteinen zerstort, wird
negative Ladung auf das Protein {ibertragen und maskiert dessen eigene Ladung.
Demzufolge weisen SDS-beladene Proteine beinahe identische Ladung-Masse-
Verhéltnisse bei volliger Entfaltung der Sekundar- und Tertidrstrukturen auf. Dies
bedeutet, dass die Proteine aufgrund der Siebeffekte in der Reihenfolge ihrer molaren
Massen getrennt werden. Kleinere Proteine wandern schneller, wahrend grofle nahe der
Auftragsstelle zu finden sind. Die Mobilitat der Proteine folgt einer logarithmischen
Funktion ihrer Molekulargewichte. Die Scharfe der Banden ist bei der Gelelektrophorese
durch das Probenvolumen begrenzt.

Eine Optimierung des Systems wird durch die diskontinuierliche Polyacrylamid-

Gelelektrophorese nach Laemmli'" erreicht. Sie erzeugt scharfere Banden, bendtigt aber
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zwei Gelsysteme und verschiedene Pufferlosungen. Die pH-Differenz zwischen
Trenngel bzw. Tankpuffer und Sammelgel um zwei Einheiten hat beim Eintritt der

Proteine in das Trenngel eine Fokussierung der Proteine auf eine scharfe Bande zur

Folge. Die Zusammensetzung der Gele Tris-Glycin ist in|Tab. 6|aufgelistet.

Tab. 6: Zusammensetzung der Tris-Glycin Trenngele (je 5 Gele, links) und der 3%igen Sammelgele (je 5

Gele, rechts).

Edukte 7.5%iges Gel Edukte Sammelgel
Acrylamid (30 %ig) 7.5 ml Acrylamid (30 %ig) 1.5 ml
Trenngelpuffer

7.5 ml Sammelgelpuffer (4x)  3.75 ml
(4x)
dH20 15 ml dH20 9.6 ml
10 % APS 150 pl 10 % APS 100 ul
TEMED 10 pl TEMED 10 pl

Zuerst wird das Trenngel in einer Grofse von 9 x 6 cm in einem Multi-Cast-Giefsstand
Modell SE1200 (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg), gegossen. Es wird, um
eine ebene Gelkante zu erhalten, mit 150 pl 2-Propanol tiberschichtet und eine Stunde
zur Polymerisierung bei Raumtemperatur inkubiert. Der Alkohol wird anschliefiend
abgegossen und das Trenngel mit der Sammelgel-Losung tiberschichtet. In diese wird
zur Erzeugung der Probentaschen ein Teflonkamm gesteckt. Nach dem
Auspolymerisieren wird der Kamm entfernt und das Gel mit deionisiertem Wasser
gewaschen, um nicht-polymerisiertes Acrylamid zu entfernen. Die zu analysierenden
Proteinproben werden mit einem Agivalent an Probenpuffer (4x) versetzt und vor dem
Auftragen ca. 5 min im kochenden Wasserbad denaturiert. Zur Reduktion mdglicher
Disulfidbriicken kann dem Probenpuffer Dithiothreitol zugesetzt werden. Die

Elektrophorese erfolgt bei 130-160 V unter Wasserkiihlung in einer mit Tankpuffer

gefiillten Mini-Gel-Elektrophoresekammer Modell SE250 (Amersham Biosciences
Europe GmbH, Freiburg). Zur Molekulargewichtbestimmung der aufgetragenen

Proteine wird ein Grofienstandard aufgetragen.
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3.2.3. Farbung mit Coomassie-Brilliant-Blau

Um die Banden sichtbar zu machen, kann das Trenngel der SDS-Page in eine Coomassie-
Farbelosung gelegt und fiir 20 min unter leichtem Schiitteln inkubiert werden.
Anschlieflend wird das Gel bis zum Auftreten einer deutlichen Farbung der Banden in

die Entfarber-Losung gegeben und in H2O aufbewahrt.

3.2.4. Western-Blot

Die Proteine werden aus dem SDS-Gel durch ein elektrisches Feld auf eine
Nitrocellulose (NC)-Membran transferiert. Diese Membran hat eine hohe
Peptidbindungskapazitat. Der Transfer wird mittels Semidry Blot Methode

durchgefiihrt. Anschlieffend wird der Transfer mittels Immunprinting nachgewiesen.

Semidry Blot:

Es wird ein luftblasenfreies Sandwich aus drei bis vier Lagen Filterpapier, das zuvor in
Transferpuffer getrankt wird, der Membran, dem SDS-Gel und wieder drei bis vier
Lagen Filterpapier gebildet. Dieses Sandwich wird auf die untere Elektrode der Blot-
Einheit gelegt, mit der zweiten Elektrode und dem Deckel wird die Apparatur
geschlossen. Anschlieffend wird eine konstante Stromstarke angelegt, wobei die Dauer
(zwischen 45 und 90 min) der Elektrophorese von der Grofie der zu transferierenden

Proteine abhangig ist.

3.3. Immunologische Methoden

3.3.1. Immunprinting von Proteinen

Nachdem die Proteine vom SDS-Gel mittels Semidry- oder Nass-Blot Methode auf die
Nitrocellulose-Membran tiibertragen wurden, wird die Membran fiir mindestens 30 min
in 4% MPBS bei Raumtemperatur blockiert, einmal mit PBS gewaschen und
anschlieffend iiber Nacht in 2 % MPBS mit Antikorper iiberschichtet und bei 4 °C

geschiittelt.
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Am nachsten Tag wird die Membran ebenfalls je dreimal 5 min mit TPBS und PBS
inkubiert und anschliefiend fiir 60 min mit einem Antikorper, der mit AP konjugiert ist,
inkubiert. Die Membran wird je dreimal 5 min mit TPBS und PBS gewaschen und
anschliefend kurz mit TBS, pH 9.5 &quilibriert. Detektiert wird mit einer Losung
bestehend aus 1.25ml NBT, 125ul BCIP und 11.25ml AP-Detektionspuffer. Die
Entwicklung des Blots findet unter Lichtausschluss bis zu einer deutlichen Farbung statt.

Abschliefsend wird die Membran mit Wasser gewaschen und getrocknet.

3.3.2. ELISA

Die ELISA Analyse dient zur Messung der Affinititen von Antikorpern. Alle
ELISA-Platten wurden bei 405 nm mit einem Mikrotiterplatten-Photometer (GENIOS

Multi-Detektions Reader, TECAN Deutschland GmbH, Crailsheim) vermessen.

3.3.2.1. ELISA Analyse

Es wird eine Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) mit
50 ul (~50 pg/ml) Target pro Vertiefung iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag
werden diese fiir mindestens 1 h mit 3% BSA-PBS, DMEM oder 4% MPBS blockiert. Die
Mikrotiterplatte wird mit PBS gewaschen und mit dem ersten Antikorper 2h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die ELISA-Platte wird je dreimal mit kaltem TPBS und
kaltem PBS gewaschen, anschliefend wird das Antikorper-Konjugat auf die
Mikrotiterplatte aufgetragen. Nach maximal 1h Inkubationszeit wird die
Mikrotiterplatte erneut dreimal mit TPBS und PBS gewaschen. Abhangig vom gelabelten
Antikorper wird entweder die AP-Detektionslosung oder die HRP-Detektionslosung

verwendet und im Photometer vermessen.

3.3.2.2. AviQuant ELISA Analyse

Es wird eine Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) mit
50 pl (~50 pg/ml) AviQuant (Patent: EP 05022582.0, "Chimera of human IgE receptor alpha

chain and constant immunoglobulin domains for the determination of serum IgE") oder dem
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Antikorper-Konstrukt pro Vertiefung iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am néchsten Tag
werden diese fiir mindestens 1 h mit 10% FKS haltigem DMEM oder 4% MPBS blockiert.
Die Mikrotiterplatte wird mit PBS gewaschen und mit AviQuant oder dem Antikorper-
Konstrukt 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Die ELISA-Platte wird je dreimal mit
kaltem TPBS und kaltem PBS gewaschen, anschlieffend wird das sekundare Antikorper-
Konjugat auf die Mikrotiterplatte aufgetragen. Nach maximal 1 h Inkubationszeit wird
die Mikrotiterplatte erneut dreimal mit TPBS und PBS gewaschen. Die Detektion erfolgt
mit einer AP-Detektionslosung oder die HRP-Detektionslosung verwendet und im

Photometer vermessen.

3.3.2.3. ELISA Analyse zur Quantifizierung der Antikérper-Konzentration

Die Quantifizierung erfolgt mit Hilfe des human IgE ELISA quantitation kit der Firma
Bethyl laboratories Inc. (Montgomery, USA). Es wird eine Mikrotiterplatte (Greiner Bio-
One GmbH, Frickenhausen) mit 50 ul (~50 pg/ml) Fanger-Antikorper (A80-108A) pro
Vertiefung fiir 1 h bei Raumtemperatur belegt. Die Mikrotiterplatte wird anschliefiend
dreimal mit der Waschlosung gewaschen und mit 3% BSA-Blockierlosung blockiert.
Nach einer 30 min wird dreimal mit der Waschlosung gewaschen und mit 100 ul der
Standard-Losungen bzw. den zu analysierenden Antikorper-Konstrukten in geeigneten
Verdiinnungen fiir 1h inkubiert. Anschliefend wird fiinfmal mit der Waschlosung
gewaschen und mit 100 pl des sekunddren Anti-human-IgE-HRP-Konjugats (A80-108P)
(~1 ng/ml) 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die ELISA-Platte wird je fiinfmal mit der
Waschlosung gewaschen und die Detektion erfolgt mit der HRP-spezifischen

Detektionslosung und wird iiber mehrere Zyklen im Photometer vermessen.
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3.4. Phage Display Technologie

Die Phage Display Technik ist eine in vitro Methode zur Selektion von Antikorper-
Fragmenten. Die Fragmente werden auf der Oberfliche filamentoser Phagen

prasentiert®4,

3.4.1. Darstellung der M13K07- und der pKM13-Helferphagen

Es werden zwei Arten von Helferphagen verwendet: Zum einen die
M13KO7-Helferphagen, diese konnen sowohl basisch mit Hilfe eines pH-shift als auch
kompetitiv eluiert werden, zum anderen kommen die Helferphagen pKM13 zum
Einsatz, die eine Trypsinspaltstelle besitzen und somit tryptisch eluiert werden konnen.

Logarithmisch wachsende TG1-Zellen wurden bis zu einer ODesw von 0.5 kultiviert und
500 pl hiervon zu einer auf 42 °C temperierten Soft-Agar-Losung gegeben, durchmischt
und auf eine vortemperierte 1YT-Platte, die schon mit 50 pl der jeweiligen Helferphagen
behandelt worden ist, ausgestrichen. Um sicherzustellen, dass die Zellen sich
gleichmafsig auf der Platte verteilen, wird diese unmittelbar nach der Zugabe
geschwenkt. Nachdem die Soft-Agar-Losung ausgehartet ist wird die Platte fiir 16 h bei
37 °C inkubiert. Am nédchsten Tag werden 200 ml 2YT-Kan-Medium mit Bereichen gut
ausgebildeter Plaques inokuliert und fiir maximal 14 h bei 37 °C und 220 rpm kultiviert.
Nach Zentrifugation (2800 xg, 30 min, 4 °C) wird der Uberstand in ein neues 50 ml PP-
Rohrchen tiberfithrt und die Phagen mit 1/6 Volumenanteil PEG/NaCl in einem
Zeitraum von 2 h geféllt und zentrifugiert (2.800 xg, 30 min, 4 °C). Das Pellet wird in
2 ml PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert (10000 xg, 20 min, 4 °C). Dadurch wird
der phagenhaltige Uberstand von zelluldren Restbestandteilen befreit, anschliefend mit
Glycerol versetzt (Endkonzentration der phagenhaltigen Losung betrug 15-30 %),
aliquotiert und bei —20 °C gelagert. Abschlieffend wird der Titer der Stocklosungen

bestimmt.
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3.4.2. Titerbestimmung der M13K07- und der pKM13-Helferphagen

Um die genaue MOI (multiplicy of infection) der Helferphagen M13KO7 und pKM13
bestimmen zu kénnen, muss der Titer der Stocklosung der Helferphagen bekannt sein.
Dafiir wird eine Kultur des Supressorstammes TG1 angesetzt und bei 37 °C und 220 rpm
bis zu einer ODew 0.5 kultiviert. Hiervon werden 200 ul mit je 200 ul einer geeigneten
Verdiinnung der Helferphagen in 2YT-Medium fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Davon
werden 100 ul auf TYE-Kan-Platten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die geeigneten Verdiinnungen liegen iiblicherweise zwischen 10°¢ und 1072, Am
ndchsten Tag werden die Klone ausgezdhlt und der Titer ermittelt. Der Titer liegt

normalerweise zwischen 10'> und 10' cfu/ml (colony forming units).

3.4.3. Wachstum und Replikation von Bibliotheken

Zur Darstellung von Bibliotheken aus der entsprechenden Stock-Kultur wird ein Aliquot
langsam auf Eis aufgetaut und komplett zur Inokulation von 500 ml
2YT-Amp-Glu-Medium eingesetzt. Die Zellen werden bei 37°C und 220 rpm bis zu einer
ODsowo von 0.5 kultiviert. Es werden 50 ml abgenommen und mit einer MOI=20 mit
M13KO7-Helferphagen zur Darstellung von rekombinanten Phagen versetzt und zur
Infektion bei 37°C fiir 30 Minuten inkubiert. Anschliefend werden die Zellen
sedimentiert (2500 xg, 10 min, 4°C) und in 500 ml 2YT-Amp-Kan-Medium resuspendiert.
Die Sekretion der Phagen erfolgt iiber Nacht fiir einen Zeitraum von maximal
16 Stunden bei 30°C und 220 rpm. Nach einem anschliefSenden Zentrifugationsschritt
(2500 xg, 10 min, 4°C) wird der Uberstand in ein steriles Gefaf iiberfithrt, mit 100 ml
PEG/NaCl-Losung versetzt und fiir mindestens 3 Stunden auf Eis geféllt. Nach Ablauf
dieser Fallung wird der Ansatz erneut zentrifugiert (2.500 xg, 30 min, 4°C), der
Uberstand verworfen, das Phagensediment in 40 ml PBS resuspendiert und erneut fiir
90 Minuten mit 1/6 Volumenteil PEG/NaCl-Losung auf Eis prazipitiert. Es wird ein
weiteres Mal zentrifugiert (2500 xg, 30 min, 4°C), der Uberstand verworfen, das Pellet in
2 ml PBS resuspendiert und zelluldre Restbestandteile sedimentiert (10000 xg, 10 min,
4°C). Der phagenhaltige Uberstand wird in ein sauberes Reaktionsgefaf {iberfiihrt und

der Titer der Phagensuspension bestimmt.
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Fiir die Replikation der Bibliotheken wird die 500 ml 2YT-Amp-Glu-Kultur nach
Entnahme der 50 ml zur Darstellung von rekombinanten Phagen iiber einen weiteren
Zeitraum von 3 Stunden bei 37°C und 220 rpm kultiviert und anschlieflend zentrifugiert
(2500 xg, 30 min, 4°C). Der Uberstand wird verworfen, das Zellpellet in 2YT-Medium
aufgenommen, bis zu einer finalen Konzentration von 15-30% mit Glycerol (87%)

supplementiert, zu je 1 ml aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.4.4. Selektion

Panning wird die Anreicherung antigen-spezifischer Phagen genannt. Dieses ist wichtig
fiir die Selektion von scFv-prasentierenden Phagen aus einer bestimmten Bibliothek.

Die Selektion wird auf der Polystyroloberfliche eines Immunordhrchens durchgefiihrt.
Das Rohrchen wird mit rekombinanten Allergen bzw. Wespengift, gelost in 2 ml PBS,
iiber Nacht bei 4 °C auf einem Rollbrett beschichtet. Dieses wird dreimal mit PBS
gewaschen und anschliefend mit einer 3%BSA-Losung 2h bei Raumtemperatur
blockiert und hinterher einmal mit PBS gewaschen. Die Phagen-Losung (102 bis
10" cfu/ml), die anschliefSend in das Immunordhrchen tiberfithrt wird, wird zuvor fiir
30 min mit 4 ml 3%iger BSA-Losung vorinkubiert, um die BSA-bindenden Phagen zu
inhibieren. Nach 30 min auf einem Rollbrett wird das Rohrchen 1% h inkubiert und
anschliefend der Uberstand verworfen. Das Réhrchen wird in der ersten Runde je
20 mal und in den weiteren Runden je 40 mal mit TPBS und PBS gewaschen, um alle
unspezifisch bindenden Phagen zu entfernen. Die Elution erfolgt in der ersten Runde
mit 1 ml 100 mM Triethylamin, das nach 8 min auf dem Rollbrett mit 500 pl 1 M Tris-
HCl, pH?75, vorgelegt in einem 2ml Reaktionsgefafs, neutralisiert wird. Das
Immunordhrchen wird mit 250 ul 1 M Tris-HCl, pH 7.5 nachgespiilt. In den folgenden

Runden die pKM13 Helferphagen verwendet, diese werden tryptisch eluiert.
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3.4.5. Reinfektion

Um die selektierten Phagen erneut in den zelluliren Wirtsorganismus einzubringen,
werden 10 ml TG1-Zellen (ODew 0.5) mit dem Phagen-Eluat infiziert und 30 min bei
37 °C inkubiert. Von der Zell-Losung werden 100 ul fiir eine Titerbestimmung
abgenommen und der Rest zentrifugiert (1900 xg, 10 min, 4 °C). Der Uberstand wird
verworfen, das Pellet in 1ml 2YT-Medium resuspendiert und auf zwei grofien
TYE-Amp-Glu-Platten ausgestrichen. Die Platten werden {iiber Nacht in einem 30 °C

Brutschrank inkubiert.

3.4.6. Titerbestimmung der Selektion

Eine 3 ml TG1-Kultur wird bis zu einer ODsow 0.5 kultiviert. 200 ul Zellen werden mit
200 pl der entsprechenden Phagenverdiinnung vermischt und eine halbe Stunde bei
37 °C inkubiert. 100 pl werden davon auf TYE-Amp-Glu-Platten ausgestrichen und iiber
Nacht bei 37 °C in einem Brutschrank gelagert. Am nachsten Tag werden die Klone

ausgezahlt.

3.4.7. Amplifikation selektierter Phagen

Die grofien TYE-Amp-Glu-Platten reprasentieren die resultierende Subbibliothek der
jeweiligen Runde, die eine deutliche Anreicherung spezifischer Klone aufweisen soll.
Auf eine der Platten werden 4 ml 2YT-Medium gegeben und die Zellen mit Hilfe eines
Zellschabers von der Platte gelost. Diese Suspension wird auf die zweite Platte gegeben
und dort die gleiche Prozedur vollzogen. Die Zellen inkubieren anschlieffend 10 - 30 min
bei Raumtemperatur auf einem Rollbrett. Dies soll das Losen von Zellverbanden und
eine reprasentative Verteilung der Klone gewdhrleisten.

Es werden 100 ml 2YT-Amp-Glu-Medium mit den Zellen inokuliert (ODew 0.1) und bis
zu einer ODew 0.5 bei 37 °C und 220 rpm kultiviert. Das Einstellen auf eine ODesoo von 0.1
erlaubt den TG1-Zellen den F-Pilus auszubilden. Von diesen 100 ml werden 10 ml
abgenommen und mit den jeweiligen Helferphagen infiziert und fiir 30 min im 37 °C

Wasserbad inkubiert. Die Kultur wird bei 1.900 xg und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Der
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Uberstand wird verworfen, in 1 ml 2YT-Medium resuspendiert und in 50 ml 2YT-Amp-
Kan-Medium {iberfiihrt. Die Zellen werden {iiber Nacht bei 30°C und 220 rpm
geschiittelt. Am nichsten Tag wird die Uber-Nacht-Kultur in ein 50 ml PP-Réhrchen
tiberfiihrt und zentrifugiert (2500 xg, 30 min, 4 °C). 40 ml des Uberstandes werden in ein
neues steriles 50 ml PP-Rohrchen tiberfiihrt und mit 8 ml PEG/NaCl-Losung versetzt, auf
Eis fiir 2 h gefillt und bei 3.300 rpm fiir 30 min bei 4 °C pelletiert. Der Uberstand wird
verworfen und das Pellet in 1 ml PBS, pH 7.5 resuspendiert und erneut zentrifugiert
(10000 xg, 10 min, 4 °C). Abschlieffend wird in einer Titerbestimmung die Anzahl der
selektierten Phagen festgestellt.

Mehrere Aliquots der geschabten Zellen werden mit einer entsprechenden Menge 87%
Glycerol versetzt und in Stickstoff schockgefroren. Diese werden anschliefSend bei -80 °C

gelagert.

3.4.8. Titerbestimmung selektierter Phagen

Es werden 200 ul TG1-Zellen (ODewo 0.5) mit 200 ul der jeweiligen Verdiinnungen
versetzt, gut durchmischt und bei 37 °C inkubiert. Nach 30 min werden je 100 ul auf
TYE-Amp-Glu-Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néachsten

Tag werden die resultierenden Klone ausgezahlt und der Titer errechnet.

3.4.9. Polyklonale ELISA Analyse

Fiir die polyklonale ELISA-Analyse wird eine Mikrotiterplatte mit den entsprechenden
rekombinanten Allergenen in den finalen Konzentrationen (50-100 ug/ml) beschichtet
und {iiber Nacht bei 4 °C auf einem Schiittler inkubiert.

Am néachsten Tag wird die Mikrotiterplatte fiir mindestens 1 h mit 3% BSA-PBS oder 4%
MPBS blockiert. Die Mikrotiterplatte wird mit PBS gewaschen und mit den Phagen der
verschiedenen Selektionsrunden in den entsprechenden Verdiinnungen in 1.5% BSA-
PBS oder 2% MPBS 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die ELISA-Platte wird je dreimal
mit kaltem TPBS und kaltem PBS gewaschen, und anschliefend mit dem

phagenspezifischen Antikorper anti-M13-HRP inkubiert. Nach maximal 1h
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Inkubationszeit wird die Mikrotiterplatte dreimal mit TPBS und PBS gewaschen. Die

Detektion erfolgt mit HRP-Detektionslosung.

3.4.10. Monoklonale ELISA Analyse

Fir die monoklonale ELISA-Analyse werden einzelne Klone der verschiedenen
Selektionsrunden bis zu einer ODsw von 0.5 in 4 ml 2YT-Amp-Glu-Medium kultiviert.
Anschlieflend werden die Kulturen mit den Helferphagen (MOI =5) infiziert, bei 37 °C
inkubiert und nach 30 min zentrifugiert (1.900 xg, 10 min, 4 °C). Der Uberstand wird
verworfen und die Pellets in 100 pl 2YT-Medium resuspendiert. Die Klone werden iiber
Nacht bei 30 °C in 2YT-Amp-Kan-Medium bei 220 rpm geschiittelt. Die Kulturen werden
erneut zentrifugiert (4.000 rpm, 30 min 4 °C) und die Phagen aus dem Uberstand mit 1/5
PEG/NaCl 2 h auf Eis gefallt und zentrifugiert (3.300 rpm, 30 min, 4 °C). Der Uberstand
wird verworfen und das Pellet in 200 ul PBS resuspendiert. Die Mikrotiterplatte wird
mit den entsprechenden rekombinanten Allergenen in den finalen Konzentrationen (50-
100 pg/ml) beschichtet und iiber Nacht bei 4 °C auf einem Schiittler inkubiert.

Am nédchsten Tag wird die ELISA-Platte fiir mindestens 1h mit 3% BSA-PBS oder
4% MPBS blockiert. Die Mikrotiterplatte wurde mit PBS gewaschen und mit der
Phagenlosung in den entsprechenden Verdiinnungen in 1.5% BSA-PBS oder 2% MPBS
2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die ELISA-Platte wird je dreimal mit kaltem TPBS
und kaltem PBS gewaschen, und anschlieffend mit dem phagenspezifischen Antikdrper
anti-M13-HRP inkubiert. Nach maximal 1h Inkubationszeit wird die Mikrotiterplatte
erneut dreimal mit TPBS und PBS gewaschen. Die Detektion erfolgt mit HRP-

Detektionslosung.
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3.5. Zellbiologische Methoden

Alle Arbeiten wurden unter einer sterilen Laminarstromungsbank (Sicherheitswerkbank

Typ BSB 6A, Gelaire Flow Laboratories, Opera, Italien) durchgefiihrt.

3.5.1. Expression in Mammalia-Zellen

Bei der Expression rekombinanter eukaryotischer Proteine werden Saugerzellen
gewdhlt, da Probleme bei den posttranslationalen Modifikationen und Prozessierung
minimiert sind. Bei der Expression in Mammalia werden normalerweise COS- oder
CHO-Zellen verwendet, aber auch humane Zelllinien wie HEK293-Zellen, humane
embryonale Nierenzellen, kénnen eingesetzt werden. Diese Zellen kénnen sowohl fiir
die transiente als auch fiir die stabile Expression verwendet werden. Auch konnte fiir
diese Zelllinie bewiesen werden, dafi unter Erhalt der Bindungseigenschaften die
Konversion von  Antikorper-Fragmenten in  vollstindige  Immunglobuline

unterschiedlichen Isotyps moglich ist!12113114115,

3.5.2. Vektorsystem

Fiir eine rekombinante Expression der leichten und schweren Kette von Antikorpern
sollte die Moglichkeit zur Selektion stabiler Transfektanden unter verschiedenen
Resistenzen bestehen, aus diesem Grund wird ein monocistronischer Expressionsvektor
als System gewahlt.

In dieser Arbeit wurden zwei Vektorsysteme zur stabilen Expression in Sdugerzellen
verwendet, der Vektor pcDNA3.1 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) wird durch den CMV-
Promotor reguliert und nutzt ein auf BGH zuriickgehendes Polyadenylierungssignal.
Das andere Vektorsystem ist der pBudCE4.1 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe), der
ebenfalls vom CMV-Promotor reguliert wird, hierbei werden zwei auf BGH
zuriickgehende Polyadenylierungssignale genutzt. Durch das Insert werden die Kozak-

Sequenz "*17 und das Stopcodon eingebaut.
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3.5.3. Transfektion und transiente Expression

Um fremde DNA in Zellen einbringen zu konnen, wird die Technik der Transfektion
verwendet. Mit dieser Methode konnen Proteine in Saugerzellen exprimiert werden. Der
Expressionsvektor pcDNA3.1 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) wird mit dem
entsprechenden Gen durch das Transfektionsreagenz jetPEI (Qbiogene, Heidelberg) in
die Sdugerzellen eingebracht.

Es werden 2 ug der DNA in 50 ul PBS, pH 7.4 aufgenommen und mit einer Losung
bestehend aus 10 pl PEI und 40 pl PBS, pH 7.4 vermischt. Wichtig ist hierbei, dass die
PEI-Losung zu der DNA gegeben wird. Um eine gleichmaflige Vermischung und
Micellenbildung zu gewahrleisten, wird 30 Sekunden gevortext, und die Losung
anschlieffend 30 Minuten inkubiert. Die zu transfizierenden Zellen wurden 24 Stunden
zuvor in einer Gewebekulturplatte mit 6 Vertiefungen ausgesdt und bis zu einer
Konfluenz von 70 bis 90% kultiviert.

Das Medium wird vorsichtig abgenommen und durch 2ml frisches serumbhaltiges
DMEM ersetzt. Das Gemisch aus PEI und DNA wird langsam zu den Zellen gegeben.
Die Zellen werden 3 Tage bei 37°C kultiviert, anschlieffend trypsiniert und in eine 50 ml

(25 cm?)-Gewebekulturflasche tiberfiihrt.

3.5.4. Generierung kontinuierlich exprimierender Zelllinien

Eine Steigerung der Ausbeute der Expression ist durch die Generierung stabil
exprimierender Zellen moglich. Die Zellen der transienten Expression werden unter
Selektionsdruck kultiviert.

Die verwendeten Vektoren pcDNA3.1 und pBudCE4.1 beinhalten eine Zeocin-Resistenz,
dieses wird in einer Konzentration von 100 pg/ml hinzu gegeben.

Die Priasenz der Zielmolekiile im Uberstand wird nach wenigen Wochen verifiziert.
Damit kann eine blofie Resistenz ohne die korrelierende Expression ausgeschlossen

werden.
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3.5.,5. Kultur und Passage von adhdrenten Zellen

3.5.5.1. HEK293-Zellen

In dem Kulturmedium DMEM mit Glucose, 10% (v/v) hitzeinaktiviertem fotalen
Kélberserum, 100 U/ml Penicillin und 100 pug/ml Streptomycin wird die humane
embryonale Nierenzelllinie HEK293 in wassergeséttigter Atmosphére mit 5% CO:2 bei
37 °C kultiviert. Das Wachstum wird mit einem Lichtmikroskop (Leitz GmbH & Co. KG,
Oberkochen) {iiberpriift. Kultiviert werden die Zellen in 250 ml (75 cm?) und 650 ml
(182 cm?) Gewebekulturflaschen aus Polystyrol mit Filter (Sarstedt AG & Co,,
Niimbrecht). Mit Hilfe von Trypsin-EDTA Losung werden die adhdrenten HEK293
Zellen, die zuvor vom Medium befreit worden sind, vom Boden der
Gewebekulturflasche abgelost. Das Trypsin spaltet die Adhédsionsproteine und die
Verbindung zum Boden der Kulturflasche wird durch den Komplexbildner EDTA
abgeschwacht, indem dieser bivalente Ionen wie Calcium und Magnesium bindet. Die
Zugabe von FKS-haltigem Medium zu der Zellsuspension verhindert die zytotoxische
Wirkung von EDTA und die Schadigung der Zellwand durch Trypsin. Durch leichtes
Klopfen wird das Ablosen der Zellen unterstiitzt und die Zellen werden in ein
PP-Rohrchen iiberfithrt. Diese werden zentrifugiert (1.000 xg, 5min, 25°C), der
Uberstand verworfen und das Sediment in frischem 10% FKS-haltigen DMEM
resuspendiert. Hiervon werden geringe Mengen (0.5-1.0 ml) in eine neue mit DMEM

gefiillte Gewebekulturflasche tiberfiihrt.

3.5.5.2. RBL-2H3-5SX38 Zellen

In dem Kulturmedium MEM mit 15% (v/v) hitzeinaktiviertem fotalen Kalberserum,
1% Natriumpyrophosphat, 1%  Natriumglutamat, 100 U/ml  Penicillin ~ und
100 pg/ml Streptomycin wird die Ratten Basophile Leukdmie-Zelllinie RBL-SX38 in
wassergesdttigter Atmosphdre mit 5% CO: bei 37 °C kultiviert. Das Wachstum wird mit
einem Lichtmikroskop (Leitz GmbH & Co. KG, Oberkochen) iiberpriift. Kultiviert
werden die Zellen in 250 ml (75 cm?) und 650 ml (182 cm?) Gewebekulturflaschen aus
Polystyrol mit Filter (Sarstedt AG & Co., Niimbrecht). Mit Hilfe von Trypsin-EDTA

Losung werden die adhdrenten RBL-SX38 Zellen, die zuvor vom Medium befreit und
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zweimal mit PBS, pH 7.4 gewaschen worden sind, vom Boden der Gewebekulturflasche
abgelost. Das Trypsin spaltet die Adhéasionsproteine und die Verbindung zum Boden
der Kulturflasche wird durch den Komplexbildner EDTA abgeschwacht, indem dieser
bivalente Ionen wie Calcium und Magnesium bindet. Die Zugabe von FKS-haltigem
Medium zu der Zellsuspension verhindert die zytotoxische Wirkung von EDTA und die
Schadigung der Zellwand durch Trypsin. Durch leichtes Klopfen wird das Ablosen der
Zellen unterstiitzt und die Zellen werden in ein PP-Rohrchen tiiberfiihrt. Diese werden
zentrifugiert (1000 xg, 5 min, 4 °C), der Uberstand verworfen und das Sediment in
frischem 15% FKS-haltigen MEM resuspendiert. Hiervon werden geringe Mengen
(0.5-1.0 ml) in eine neue mit MEM gefiillte, das mit dem Antibiotikum G418 versetzt

wurde, Gewebekulturflasche tiberfiihrt.

3.5.6. Kryokonservierung und Auftauen von Mammalia-Zellen

Die stabilisierten Zellen werden in eine 650 ml (175 cm?) Gewebekulturflasche umgesetzt
und bis zu einer Konfluenz von 90% kultiviert. Die Zellen werden mit 4 ml Trypsin-
EDTA Losung von der Schalenwand abgelost, in 10 ml DMEM aufgenommen und
10 min bei 4 °C bei 700 xg zentrifugiert. Das Sediment wird in 5 ml Einfriermedium
resuspendiert und zu je 1 ml in Kryorshrchen aliquotiert. Diese werden sofort bei —20 °C
eingefroren und am néchsten Tag bei —80 °C gelagert. Fiir die langere Aufbewahrung
werden sie in einen Tank mit fliissigem Stickstoff tiberfiihrt.

In einem 37 °C Wasserbad kann ein eingefrorenes Kryo-Rohrchen wiederaufgetaut
werden. Die Zellen werden in 10 ml DMEM aufgenommen, zentrifugiert (700 xg, 5 min,
25°C) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 12 ml Antibiotikum-haltigem

Zellmedium resuspendiert und in eine 250 ml (75 cm?) Gewebekulturflasche tiberfiihrt.

3.5.7. B-Hexosaminidase Assay

Das Medium der RBL-5X38 Zellen wird entfernt und die Zellen werden anschliefSlend
zweimal mit PBS, pH 7.4 gewaschen. Danach werden sie mit 2 ml Trypsin-EDTA Losung
von der Schalenwand abgelost, in 10 ml MEM aufgenommen und 5 min bei 4 °C bei

700 xg zentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt und die Zellen in 5ml MEM
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aufgenommen, in einer Neubauer-Zahlkammer gezdhlt und etwa 3 Moi. Zellen pro
250 ml (75 cm?) Gewebekulturflasche ausgesit. Diese werden am nédchsten Tag erneut
von der Schalenwand abgelost, zentrifugiert und 1 mL MEM aufgenommen. Die
Zellzahl wird durch die Neubauer-Zahlkammer bestimmt und auf 5x 10° eingestellt.
200 ul der Zellsuspension pro Vertiefung einer sterilen 96er Mikrotiterplatte werden
anschlieffend ausgesdt und drei bis vier Stunden mit 5% CO: bei 37 °C kultiviert. Der
Uberstand wird entfernt, die Verdiinnungen der Antikérper-Konstrukte in MEM auf die
Zellen gegeben und iiber Nacht bei 37 °C mit 5% CO: kultiviert. Der Uberstand wird
entfernt und die Zellen viermal mit Tyrode’s Puffer gewaschen. Anschlieffend wird zur
Quervernetzung 100 pl Anti-human-IgE Antikorper in Tyrode’s Puffer (c =1 ug/ml) auf
die Zellen gegeben. Es werden nach einer Stunde mit 5% CO:z bei 37 °C 30 ul des
Uberstandes in eine low-bind Mikrotiterplatte iiberfiihrt mit 10 ul pNAG-Losung
versehen, eine Stunde bei 37 °C inkubiert und anschlieffend wird die Reaktion mit 50 ul
Carbonatpuffer gestoppt.

Die Zellen werden erneut viermal mit Tyrode’s Puffer gewaschen und mit
100 ul 0.1 % Triton-X zur kompletten Lyse der Zellen versehen. Es werden nach einer
Stunde mit 5% CO: bei 37 °C 30 ul des Uberstandes in eine low-bind Mikrotiterplatte
uberfithrt mit 10 ul pNAG-Losung versehen, eine Stunde bei 37 °C inkubiert und

anschlieffend wird die Reaktion mit 50 ul Carbonatpuffer gestoppt.
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4.  Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollten wespengift-spezifische scFv-Fragmente, die aus der
semi-synthetischen Phagenbibliothek Griffin-1 selektiert wurden, in homodimere und
heterotetramere Antikorper-Konstrukte iiberfithrt werden. Des Weiteren sollte eine
immune aviane wespengift-spezifische Antikorper-Bibliothek unter Berticksichtigung
unterschiedlicher Klonierungsstrategien hergestellt und gegen das Majorallergen Ves v 5
selektiert werden. Dabei stand die Evaluation verschiedener Klonierungstechniken im

Vordergrund.

4.1. Allergen-spezifische Antikérper-Konstrukte

Ausgehend von scFv-Fragmenten, die durch Selektion der humanen semi-synthetischen
Phagenbibliothek Griffin-1 gegen unterschiedliche Insektengiftallergene gewonnen
wurden und bereits im Arbeitskreis vorlagen, sollten im Rahmen dieser Arbeit bivalente

Antikorper-Konstrukte unterschiedlicher Isotypen dargestellt werden.

4.1.1. Generierung homodimerer, bivalenter Antikérper- Konstrukte

Die insektengift-spezifischen scFv wurden mit Oligonukleotiden, welche spezifische
Restriktionsschnittstellen trugen, amplifiziert und in Vektoren, die zur Expression zur
homodimerer, bivalenter Antikorper-Konstrukte verwendet werden, iiberfiihrt. Dabei
stellen die so erstellten Konstrukte, im Gegensatz zum scFv, Antikorper dar, die zum
einen die bivalente Antigenbindung ermoglichen und zudem {iber den Fc-Bereich
Effektorfunktionen ausiiben konnen (Abb. 8).

Die allergen-spezifischen scFv wurden dafiir mit einem hulgECH24 bzw. hulgGsCr23
Antikorper-Konstrukt fusioniert, in dem die Cmui-Region deletiert ist, wodurch ein
geringeres Molekulargewicht und ein hoheres Expressionsniveau erreicht werden. Die
erhaltenen scFv Antikorper-Konstrukte wurden anschlieffend in verschiedenen
Assay-Systemen auf Bindung der entsprechenden Antigene in Allergenextrakten oder

der rekombinant erzeugten Allergene untersucht und auf ihre Spezifitat hin analysiert.
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Des Weiteren sollten heterotetramere Vollantikorper-Konstrukte generiert und mittels

unterschiedlicher Assay-Systeme analysiert werden.
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Antikorper-Konstrukte der Isotypen IgE und IgG mit den um die
Cum1  jeweils verkiirzten Konstrukten. Die CDR sind rot markiert. Die unterschiedlichen
N-Glykosylierungsstellen der Antikorper Isotypen sind ebenfalls eingezeichnet.

4.1.2. Darstellung der hulgECh:4His und hulgGsCu2-sHis

Antikorper-Konstrukte

Die monovalenten scFv sollten zuerst in die Vektoren, die fiir die Expression
homodimerer, bivalenter Antikérper-Konstrukte verwendet werden, {iberfiihrt werden.
Die Expressionskassette fiir die Klonierung der scFv als hulgECm4His und
hulgGsCr2sHis in den Vektor pcDNA3.1+ ist in Abb. 9 aufgezeigt, ein His-tag am

C-terminus sollte einer spateren Affinitdtschromatographischen Reinigung dienen.

Not | Smil Sgs 1 S{',‘ I
Signalsequenz scFv humane C,,, , Kette

Abb. 9: Schematische Darstellung der Expressionskassette zur Klonierung in den Vektor pcDNA3.1+.

Fiir die Generierung der Antikorper-Konstrukte wird hier exemplarisch die Klonierung

der Anti — Ves v 5 #1 und Anti — Ves v 5 #4 Antikorper-Konstrukte dargestellt.

Hierfiir wurden die scFv Anti—Vesv5#1 und #4 mit den Oligonukleotiden

vH smi QVQLVQ und scFv KLTVLG sgs back, welche die bendtigten Sequenzen fiir die
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Schnittstellen der Enzyme Smil und SgsI trugen, amplifiziert. Anschlieffend wurden
sowohl die Fragmente als auch die Vektoren pcDNA3.1+/hulgECH24His-scFv bzw.
pcDNA3.1+/hulgGsCrzsHis-scFv mit den Restriktionsenzymen Sgs I und Smi I inkubiert
und gereinigt. Nach der Ligation der einzelnen scFv mit den jeweiligen Vektoren
wurden XL1blue-Zellen mit dem Ligationsansatz transformiert, auf TYE-Amp-Platten
ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néachsten Tag wurden Kolonien
mittels PCR mit den spezifischen Oligonukleotiden {iberpriift und die Kolonien iiber
Nacht bei 37 °C und 220 rpm kultiviert.

Die Plasmid DNA der pcDNA3.1+/hulgECu24His-anti—Vesv 5 #1, pcDNA3.1+/
hulgECm24His-anti — Ves v 5 #4,  pcDNA3.1+/hulgGCrz2sHis-anti — Ves v 541  und
pcDNA3.1+/hulgGCr2sHis-anti — Ves v 5 #4 Konstrukte wurden gereinigt und einer

Sequenzanalyse unterworfen.

In [Tab. 7|sind alle klonierten scFv aufgelistet, die Sequenzen der scFv und die der

verwendeten Oligonukleotide zur Amplifikation befinden sich im Anhang.

Tab. 7: Auflistung der insektengift-spezifischen scFv und der dazugehdérigen homodimeren, bivalenten
Antikorper-Konstrukte. Die mit + gekennzeichneten Konstrukte wurden kloniert. Die mit -
gekennzeichneten Konstrukte wurden nicht kloniert.

scFv pcDNA3.1+/hulgEC4His  pcDNA3.1+/hulgGsCrzsHis

Anti — Apim 2 + -

Anti— Apim 3 + +

Anti — Apim 5 + -

Anti—Vesv 3 + -
Anti —Vesv b #1 + +
Anti—Vesvb#4 + +

Nachdem alle Antikorper-Konstrukte durch Sequenzanalysen auf die richtige Insertion

hin {iberpriift wurden, standen diese fiir die Expression in Mammalia zur Verfiigung.

68



ERGEBNISSE

4.1.3. Expression homodimerer, bivalenter allergen-spezifischer scFv

Antikorper-Konstrukte

Die Antikorper-Konstrukte sollten anschlieffend in HEK293-Zellen exprimiert werden.
Hierfiir wurden HEK293-Zellen mit der erhaltenen DNA unter Verwendung von PEI
transfiziert''s. Nach drei Tagen wurde der Kulturiiberstand abgenommen und einer
ELISA Analyse unterzogen. Die Zellen wurden drei Wochen bis zur stabilen Expression
der Zelllinien kultiviert. Nach einer erneuten ELISA Analyse mit Uberstdnden der stabil
transfizierten exprimierenden Zelllinien zur Expression der Antikorper-Konstrukte

wurden die Zellen, deren Antikorper eine deutliche Reaktivitit gegeniiber dem

spezifischen Allergen aufwiesen, weiter kultiviert. In|Abb. 10| sind exemplarisch die

transienten Expressionen der Anti-Ves v 5-IgECu24His #1 und #4 gezeigt.
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g mVesv5
o 10% FKS
E 080
0
E’L 0,70
5 060
=
£ 0,50
B4
4]
0,40
0,30
0,20
0,10
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Anti-Ves v 5-IgEC,,, His #1 Anti-Ves v 5-IgEC,,, His #4

Abb. 10: ELISA Analyse zur Uberpriifung der transienten Expression der Anti - Ves v 5-IgECuz4His #1
und Anti- Ves v5-IgECm4His #4  Antikorper-Konstrukte. Die Mikrotiterplatte wurde mit je
50 ul (c=50 pg/ml) Allergen Vesv5 pro Vertiefung iiber Nacht belegt, mit 10% FKS haltigem DMEM
blockiert und mit 50 pl der Uberstinde der stabilen Expression der Anti — Ves v 5-IgECi24His #1 und Anti —
Ves v 5-IgECm24His #4  Antikorper-Konstrukte inkubiert. Als sekunddrer Antikorper diente das
monoklonale Anti-IgE-AP Konjugat (1:1000 in 10% FKS haltigem DMEM). Die Detektion erfolgte bei
405 nm mittels AP-Detektionsldsung. Als Kontrolle wurde 10% FKS haltiges DMEM verwendet.

In |Abb. 11| und [Abb. 12| sind die Uberpriifungen der stabilen Expressionen der

insektengift-spezifischen IgECn24His und IgGsCr2sHis Antikorper-Konstrukte in einer

ELISA Analyse gezeigt.
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Abb. 11: ELISA Analyse zur Uberpriifung der stabilen Expression der insektengift-spezifischen
Antikorper-Konstrukte im IgECu:4His Format. Die Mikrotiterplatte wurde mit je 50 pl (c =50 ug/ml)
Antigen Apim 2, Apim 3, Apim5, Vesv3 und Vesv5 pro Vertiefung {iber Nacht belegt, mit 10% FKS
haltigem DMEM blockiert und mit 50 ul der Uberstinde der stabilen Expression der insektengift-
spezifischen Antikorper-Konstrukte im IgECm4His Format inkubiert. Als sekundarer Antikorper diente das
monoklonale Anti-human-IgE-AP Konjugat (1 : 1000 in 10% FKS haltigem DMEM). Die Detektion erfolgte
bei 405 nm mittels AP-Detektionslésung. Als Kontrolle wurde 10% FKS haltiges DMEM verwendet.
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Abb. 12: ELISA Analyse zur Uberpriifung der stabilen Expression der insektengift-spezifischen
Antikérper-Konstrukte im IgGiCh:24His Format. Die Mikrotiterplatte wurde mit je 50 pl (c=50 pg/ml)
Antigen Api m 3 und Ves v 5 pro Vertiefung tiber Nacht belegt, mit 10% FKS haltigem DMEM blockiert und
mit 50 ul der Uberstinde der stabilen Expression der insektengift-spezifischen Antikdrper-Konstrukte im
IgGsCr24His Format inkubiert. Als sekundarer Antikorper diente das polyklonale Anti-human-IgG-AP
Konjugat (1:20000 in 10% FKS haltigem DMEM). Die Detektion erfolgte bei 405nm mittels
AP-Detektionslésung. Als Kontrolle wurde 10% FKS haltiges DMEM verwendet.

Da alle Antikorper-Konstrukte eine Reaktivitdt auf ihr Antigen zeigten, wurden die
Uberstinde der exprimierenden Antikorper-Konstrukte gesammelt und die Konstrukte

iiber eine NiNTA-Matrix mittels IMAC gereinigt. Die erhaltenen gereinigten Fraktionen
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wurden auf 7.5%ige SDS-Gele aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Die Proteine
wurden mittels Coomassie Brilliant Blue Farbung und die Antikorper-Konstrukte durch
Immunprinting analysiert. Dazu wurden sie mit Hilfe der Semidry Blot Methode auf eine
Nitrocellulose Membran tibertragen und anschliefiend mit einem Detektions-Antikorper

analysiert.

(B)

N
w
B
w

6 1 2 3 4 5 6 7
- 170 kDa e @D G e WD 170 kDa

~N

Abb. 13: SDS-PAGE Analyse und Immunoblot der in HEK293-Zellen exprimierten und mittels IMAC
gereinigten insektengift-spezifischen IgECn:24His Antikorper-Konstrukte. (A) Das SDS-PAGE-Gel wurde
in Coomassie Brilliant Blau inkubiert und bis zur Sichtbarkeit der Banden entférbt. Bahn 1: PageRuler™
Unstained Protein Ladder, Bahn 2: Anti-Api m 2-IgECm4His, Bahn 3: Anti-Api m 3-IgECz«His, Bahn 4:
Anti-Api m 5-IgECm24His, Bahn 5: Anti-Ves v 3-IgECw24His, Bahn 6: Anti-Ves v 5-IgECm4His #1,
Bahn 7: Anti-Ves v 5-IgEC-4His #4. (B) Die Membran wurde mit 4% MPBS blockiert und anschlieffend mit
dem polyklonalen Anti-human-IgE Antikérper (1 : 20000 in 2% MPBS) tiber Nacht inkubiert. Die Membran
wurde mit dem polyklonalen Anti-goat-IgG-AP Konjugat (1 : 20000 in 2% MPBS) inkubiert. Die Detektion
erfolgte mittels AP-spezifischem Detektionspuffer und NBT/BCIP bis zur Sichtbarkeit der Banden. Bahn 1:
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 2: Anti-Api m 3-IgEC24His, Bahn 3: Anti-Api m 2-IgECr24His, Bahn 4:
Anti-Api m 5-IgECmz24His, Bahn 5: Anti-Ves v 3-IgECiz4His, Bahn 6: Anti-Ves v 5-IgECmz24His #1, Bahn 7:
Anti-Ves v 5-IgECm4His #4.

140 kDa
140 kDa

Abb. 14: SDS-PAGE Analyse und Immunoblot der in HEK293-Zellen exprimierten und mittels IMAC
gereinigten insektengift-spezifischen IgGsCr2sHis Antikorper-Konstrukte. (A) Das SDS-PAGE-Gel wurde
in Coomassie Birilliant Blau inkubiert und anschlieSend bis zur Sichtbarkeit der Banden entfarbt. Bahn 1:
PageRuler™ Unstained Protein Ladder, Bahn 2: Anti-Api m 3-IgGsCrz3His, Bahn 3: Anti-Ves v 5-IgG4Cr23His
#1, Bahn 4: Anti-Ves v 5-IgG4Cr23His #4. (B) Die Membran wurde mit 4% MPBS blockiert und anschlieSend
mit dem polyklonalen Anti-human-IgG-AP Konjugat (1:20000 in 2% MPBS) inkubiert. Die Detektion
erfolgte mittels AP-spezifischem Detektionspuffer und NBT/BCIP bis zur Sichtbarkeit der Banden. Bahn 1:
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Bahn 2: Anti-Api m 3-IgGsCr2sHis, Bahn 3: Anti-Ves v 5-1gGsCrz-3His
#1, Bahn 4: Anti-Ves v 5-IgG4Crr-3His #4.
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Die [Abb. 13| und |Abb. 14| zeigen die gereinigten insektengift-spezifischen

Antikorper-Konstrukte, welche sowohl mittels Coomassie Brilliant Blue Farbung als
auch durch Immunprinting analysiert wurden. Fiir alle gereinigten IgECH24 Antikorper-
Konstrukte konnten Banden in Hohe von 170 kDa und fiir die gereinigten IgGiCrz4
Antikorper-Konstrukte eine Bande in Hohe von 140 kDa detektiert werden. Diese
entsprechen den  glykosylierten  Antikorper-Konstrukten, die  errechneten
Molekulargewichte bei 130 kDa fiir IgECm24-Konstrukte und bei 110 kDa fiir IgGCr2s
Konstrukte liegen.

Das Expressionsniveau der stabil exprimierenden Zelllinien zur Expression der
Antikorper-Konstrukte wurde mittels eines Quantifizierungs-ELISA auf ihre Expression
hin analysiert. Hierbei wurden spezifisch mit einem Fanger-Antikorper (Anti-IgE) die
scFv-IgEC 4 Antikorper-Konstrukte aus dem Uberstand gebunden und anschlieend
mit einem zweiten Anti-IgE Antikorper detektiert. Die Quantifizierung erfolgte anhand
einer Standardreihe, die einem logarithmischen Kurvenfit unterzogen wurde und der

Berechnung der Konzentrationen der Antikorper-Konstrukte diente. Die erhaltenen

Konzentrationen sind in|Tab. 8|aufgelistet.

Tab. 8: Quantitative Bestimmung des Expressionsniveaus der insektengift-spezifischen Antikoérper-
Konstrukte.

scFv hulgECr24His (ug/ml)
Anti— Apim 2 29.0

Anti — Apim 3 0.7

Anti— Apim5 13.0

Anti—Vesv 3 0.2

Anti—Vesv 5 #1 36.0

Anti—Vesvb #4 21.0

Alle Antikorper-Konstrukte wurden im AlaBLOT System auf die Bindung der

Einzelallergene im Bienen- bzw. Wespengiftextrakt hin analysiert (Abb. 15).
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Abb. 15: AlaBLOT Analyse der in HEK293-Zellen exprimierten insektengift-spezifischen IgECH24His
Antikérper-Konstrukte. Die AlaBLOT Streifen wurden mit den Uberstinden der in HEK293-Zellen
exprimierten insektengift-spezifischen IgECw24His Antikorper-Konstrukte bzw. einem Pool aus
Spenderseren inkubiert. Als sekundérer Antikérper diente das monoklonale Anti-IgE-AP Konjugat (1 :1000
in 10% FKS haltigem DMEM). Die Detektion erfolgte mittels AP-spezifischem Detektionspuffer und
NBT/BCIP bis zur Sichtbarkeit der Banden. 1:Pool aus Spenderseren von Bienengiftallergikern (1 :5),
2: Anti-Api m 2-IgECmz24His, 3: Anti-Api m 3-IgECmz24His, 4: Anti-Api m 5-IgECm24His, 5: Anti-Vesv 3
-IgECm24His, 6: Anti-Ves v 5-IgECr24His #1, 7: Anti- Ves v 5-IgECi24His #4, 8: Pool aus Spenderseren von
Wespengiftallergikern (1 : 5).

Hierbei kann man deutlich erkennen, dass alle IgE Antikorper-Konstrukte spezifisch ihr
jeweiliges Antigen im Wespen- bzw. Bienengiftextrakt detektieren.

Ebenfalls wurden die beiden Antikorper-Konstrukte Anti-Ves v 5-IgECr24His #1 und #4
auf ihre Rezeptorbindung hin untersucht. Hierfiir wurden RBL-2H3-5X38 Zellen
verwendet. Hierbei handelt es sich um eine Zelllinie Ratten Basophiler Leukdmiezellen,
die mit der DNA des humanen Rezeptor FceRI transfiziert wurde und diesen auf der
Oberflache tragt. Dieser Rezeptor kann mit humanen IgE Antikdrpern belegt werden.
Durch Quervernetzung der IgE Antikorper iiber ihr spezifisches Antigen oder Anti-IgE
kommt es zur Degranulation der Zelle und somit zur Ausschiittung der pB-
Hexosaminidase. Diese kann durch umsetzen mit einem Substrat anschlieffend

kolorimetrisch vermessen werden.
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(A)
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Abb. 16: B-Hexosaminidase Assay mit den beiden gereinigten Anti-Ves v 5-IgECu24His Antikoérper-
Konstrukte. Es wurden RBL-2H3-SX38 Zellen mit den Antikorper-Konstrukten {iber Nacht bei 37 °C und 5%
CO2 belegt. Am néchsten Tag wurden diese mit humanem Anti-IgE Antikérper (1 : 10000 in Tyrode’s Puffer)
bei 37 °C und 5% CO: inkubiert. Die ausgeschiittete B-Hexosaminidase wurde mit pNAG umgesetzt und
nach 1 h bei 37 °C wurde die Reaktion mit Carbonatpuffer gestoppt. Als Positiv-Kontrolle wurde der BSP-
spezifische Antikorper Anti-BSP2.1.1.-IgECH24His (c = 0.2 pg/ml) verwendet. In weiteren Kontrollen wurden
zum einem die unbehandelten Zellen (nur Zellen) sowie nur der Quervernetzer Anti-human-IgE (Anti-IgE)
vermessen. (A) Anti-Ves v 5-IgECm24His #1, (B) Anti-Ves v 5-IgECr24His #4.
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In Abb. 16 kann man deutlich erkennen, dass beide Konstrukte an die humanen
Fce-Rezeptoren auf der Oberflache binden und durch einen humanen polyklonalen IgE
Antikorper quervernetzt werden konnen, was zu einer Signalweiterleitung und
anschlieffenden Freisetzung von -Hexosaminidase fiihrt. Die Prozentuale Ausschiittung
an  PB-Hexosaminidase  zeigt  ftir  beide  Antikorper-Konstrukte  einen

konzentrationsabhédngigen Verlauf.

4.1.4. Analyse der Antikdrper-Konstrukte in diagnostischen Assay-Systemen

Die erhaltenen Antikorper-Konstrukte wurden weiterhin mittels kommerzieller
Assay-Systeme quantifiziert. Hierfiir wurden die Uberstinde der in HEK293-Zellen
exprimierten Antikorper-Konstrukte in der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Dr.
Markus Ollert an der Technischen Universitit Miinchen in zwei diagnostischen
Systemen, Immulite 2000 und UniCAP 250, analysiert. Da es sich bei den vorliegenden
Antikorpern um IgE-Isotypen handelt, konnen diese in Analogie zu IgE Antikorpern aus
Patientenseren quantifiziert werden. In solchen Systemen konnen neben der
Bestimmung  des  Gesamt-IgE-Spiegels @ auch  die = Konzentration  des
spezifischen-IgE-Spiegels analysiert werden. Um solche Systeme zu Standardisieren
wurden bisher Poolseren verwendet, die nicht immer reproduzierbare Ergebnisse
liefern, da durch neue Chargen moglicherweise Antikorper gegen bestimmte Antigene
geringer im Serum vorhanden sind. Die Antikorper-Konstrukte sollten hier fiir eine

mogliche Anwendbarkeit als so genannter spezifischer Standard analysiert werden.
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Abb. 17: Assay Analyse der in HEK293-Zellen exprimierten insektengift-spezifischen IgECu24His
Antikorper-Konstrukte. Die Uberstinde der stabil exprimierenden Zelllinien zur Expression der
Antikorper-Konstrukte wurden in den Systemen Immulite 2000 und UniCAP 250 in Verdiinnungen von 1 : 2
bis 1:256 (Verdiinnungsfaktor) vermessen. (A) Anti-Api m 3-IgECm24His, (B) Anti-Api m 5-IgECH4His,
(C) Anti-Ves v 5-IgECm24His #1, (D) Anti-Ves v 5-IgECz4His #4.

Hierbei kann man deutlich erkennen, dass alle Antikorper-Konstrukte eher eine geringe
Reaktivitdt gegeniiber den Wespengift- bzw. Bienengiftextrakten aufweisen. Mit dem

verfiigbaren rekombinant erzeugten Allergen Apim3 und dem Anti-Apim 3-

Antikorper konnte eine weitere Analyse durchgefiihrt werden.[Abb. 17|A zeigt deutlich,

dass das Antikorper-Konstrukt eine starke Reaktivitdt gegeniiber dem Bienengiftextrakt
welches im UniCAP 250 System verwendet aufweist. Jedoch wird der Antikorper im
Immulite 2000 System nur ein geringer spezifischer IgE-Spiegel gegeniiber dem

rekombinant erzeugten Allergen und dem Bienengiftextrakt gemessen. Das Antikorper-

Konstrukt Anti-Api m 5-IgECm24His {Abb. 17B) wurde ebenfalls auf Wespengiftextrakt

vermessen, da bereits in ELISA Analysen gezeigt werden konnte, das der Antikorper
sowohl rekombinantes Api m 5 als auch rekombinantes Ves v 3 erkennt. Das Wespengift
wird in der Analyse besser erkannt, was auf eine unterschiedliche Konzentration an

Antigen in den jeweiligen Giftextrakten schliefien lasst.
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4.1.5. Darstellung heterotetramerer Vollantikorper-Konstrukte

Die insektengift-spezifischen scFv Anti — Apim 3, Anti—Vesv 3 und Anti—Vesv 5 #1
sollten des Weiteren als humane Vollantikorper kloniert werden, um diese als
Standardisierungsreagenzien in verschiedenen Assay-Systemen nutzen zu konnen. Bei
den Immulite 2000 und UniCAP 250 Systemen werden Seren allergischer Patienten
untersucht, wofiir die Expression der Vollantikorper-Konstrukte des Isotyps IgE Vorteile
hat, da die Erstellung artifizieller scFv Antikorper-Konstrukte nicht direkt vergleichbar
mit den IgE Antikorpern aus den Spenderseren ist.

Um  sicherzustellen, dass die aus der Selektion erhaltenen scFv als
Vollantikorper-Konstrukte ~ exprimieren,  sollten  sie  zundchst als IgG
Antikorper-Konstrukte kloniert werden, ein His-tag am C-terminus sollte einer spateren
Affinitatschromatographischen Reinigung dienen. Die variablen Regionen der scFv
Antikorperfragmente sollten in den Expressionsvektor pBudCE4.1/IgGiHis eingebracht
werden. Nach erfolgreicher Expression sollte die konstante schwere Kette des Isotyps
IgGi gegen die des Isotyps IgE ausgetauscht werden. In dem Vektor pBudCE4.1 kénnen
die variablen Ketten unabhangig voneinander iiber verschiedene Expressionskassetten

kloniert werden, die von zwei unterschiedlichen Promotoren reguliert werden. Die

schematische Darstellung der Expressionskassetten ist in| Abb. 18|gezeigt.

(A)

Not 1 Smil Xhol S{; |
Signalsequenz lacZ Sequenz humane C,,, ,Kette

(B)

Sal 1 Sda 1 Sgs 1 Xbal
Signalsequenz I Barnase Sequenz humane/aviane ¢,

Abb. 18: Schematische Darstellung der Expressionskassetten zur Klonierung in den Vektor
pBud4.1CE/IgGi-opti. (A) Expressionskassette der schweren Kette. (B) Expressionskassette der leichten
Kette.

Gezeigt ist hier eine Version des Vektors, welcher anstelle der variablen Regionen der
leichten und der schweren Kette die Negativ-Selektionsmarkergene Barnase und lacZ
enthalt. Dies vereinfacht die Analyse der Transformanden, da diese sich eindeutig vom

Ausgangsvektor unterscheiden. Durch das Verwenden der Reagenzien IPTG und X-Gal
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konnen die Kolonien, die im Vektor anstelle der vu das lacZ Gen {(Abb. 18A) tragen, blau

gefarbt werden. Der zweite Selektionsmarker ist die Barnase, die anstelle einer vt in den

Vektor kloniert wurde (Abb. 18B). Die Barnase ist eine extrazellulare RNase aus dem

Bacillus amyloliquefaciens. Diese nur 110 AS grofse RNase wirkt lethal auf E. coli Bakterien
sobald sie exprimiert wird"®. Durch das Einfithren von so genannten Amber Stop
Codons in die Expressionskassette kann die Expression durch die Verwendung von

sogenannten E. coli Supressorstimmen wie z.B. TB1 oder HB2151 verhindert werden.

4.1.5.1. Amplifikation und Klonierung der variablen Region der schweren Kette

Zur Amplifikation der variablen Regionen der schweren Kette der scFv Fragmente
Anti - Apim 3, Anti — Ves v 3 und Anti - Ves v 5 #1 wurden die Oligonukleotide vH smi
QVQLVQ bzw. vH smi EVQLV und PLA9 vh xho back, welche die benétigten Sequenzen
fiir die Schnittstellen der Enzyme Smil und Xho I trugen, verwendet. Die vi wurden
amplifiziert. AnschlieSfend wurden der Vektor pBudCE4.1/hulgGi-opti sowie die
Amplifikate mit den Restriktionsenzymen Smi I und Xho I inkubiert und gereinigt. Die
jeweiligen vu Fragmente wurden mit dem Vektor ligiert, TB1-Zellen mit den
Ligationsansédtzen transformiert, auf TYE-Zeo-IPTG-X-Gal-Platten ausgestrichen und
iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Verwendung von IPTG und X-Gal gewahrleistet die
blau Farbung der Klone, die noch das lacZ Gen beinhalten. Am néachsten Tag wurden
fiinf weifle Kolonien mittels PCR mit den spezifischen Oligonukleotiden iiberpriift und
die Kolonien iiber Nacht bei 37 °C und 220 rpm kultiviert.

Die Plasmid DNA der pBudCE4.1/hulgGi-anti — Api m 3 vi, pBudCE4.1/hulgGi-anti -
Vesv3vua und pBudCE4.1/hulgGi-anti—Vesv 5 #1vu Konstrukte wurde einer
Sequenzanalyse unterworfen.

Nachdem alle Antikorper-Konstrukte durch Sequenzanalysen auf die richtige Insertion
der vu hin iberpriift worden waren, standen diese fiir die Klonierung der variablen

Region der leichten Kette zur Verfiigung.
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4.1.5.2. Amplifikation und Klonierung der variablen Region der leichten Kette

Die variablen Regionen der leichten Kette der scFv Fragmente Anti—Apim3,
Anti-Vesv3 und Anti-Vesv5#1 wurden mit Hilfe der Oligonukleotide
oL Sda QTVVTQ bzw. VL2/7-sbf for und vL KLTVLG sgs Kappa back, welche die benotigten
Sequenzen fiir die Schnittstellen der Enzyme Sdal und SgsI trugen, amplifiziert.
Anschliefend wurden die Vektoren pBudCE4.1/hulgGi-anti—Apim 3 vs, anti-
Ves v 3 vh, anti—Ves v 5 #1 vi und die Fragmente mit den Restriktionsenzymen Sda I
und SgsI inkubiert und gereinigt. Die jeweiligen vi. Fragmente wurden mit dem
jeweiligen Vektor ligiert, XL1blue-Zellen mit den Ligationsansdtzen transformiert, auf
TYE-Zeo-Platten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag
wurden je fiinf Kolonien mittels PCR mit den spezifischen Oligonukleotiden {iberpriift
und die Kolonien tiber Nacht bei 37 °C und 220 rpm kultiviert.

Die Plasmid DNA der pBudCE4.1/hulgGiHis-Anti — Api m 3, pBudCE4.1/hulgGiHis-
Anti—-Vesv3 und pBudCE4.1/hulgGiHis-Anti—Vesv 5#1 Antikorper-Konstrukte
wurden einer Sequenzanalyse unterworfen.

Nachdem alle Antikorper-Konstrukte durch Sequenzanalysen auf die richtige Insertion
der variablen Region der leichten Kette hin tiberpriift worden waren, standen diese fiir

die Expression in HEK293-Zellen zur Verfiigung.

4.1.6. Expression heterotetramerer Antikorper-Konstrukte

Die Antikorper-Konstrukte sollten anschlieffend in HEK293-Zellen exprimiert werden.
Hierfiir wurden HEK293-Zellen mit der erhaltenen DNA unter Verwendung von PEI
transfiziert'’®. Nach drei Tagen wurde der Kulturiiberstand abgenommen und eine

ELISA Analyse durchgefithrt. Die Zellen wurden drei Wochen bis zur stabilen

Expression der Zelllinien kultiviert. Nach einer erneuten ELISA Analyse {Abb. 19) mit

Uberstanden der stabil transfizierten exprimierenden Zelllinien zur Expression der
Antikorper-Konstrukte wurden die Zellen, deren Antikorper eine deutliche Reaktivitat

gegeniiber dem spezifischen Allergen aufwiesen, weiter kultiviert.
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Abb. 19: ELISA Analyse zur Uberpriifung der stabilen Expression der Anti- Apim 3-IgG:His,
Anti - Ves v 3-IgGiHis und Anti - Ves v 5-IgGiHis #1 Antikérper-Konstrukte. Die Mikrotiterplatte wurde
mit je 50 pl (c =50 pg/ml) Allergen Api m 3, Ves v 3 und Ves v 5 pro Vertiefung iiber Nacht belegt, mit 10%
FKS haltigem DMEM blockiert und mit 50 ul der Uberstinde der stabilen Expression der
insektengift-spezifischen Antikorper-Konstrukte im IgGiHis Format inkubiert. Als sekunddrer Antikorper
diente das humane polyklonale Anti-human-IgG-AP Konjugat (1 : 20000 in 10% FKS haltigem DMEM). Die
Detektion erfolgte bei 405 nm mittels AP-Detektionslosung. Als Kontrolle wurde 10% FKS haltiges DMEM
verwendet.

AnschlieBend wurden die Uberstande der exprimierenden Antikdrper-Konstrukte
gesammelt und die Konstrukte iiber eine NiNTA-Matrix mittels IMAC gereinigt. Die
erhaltenen gereinigten Fraktionen wurden auf 7.5%ige SDS-Gele aufgetragen und
elektrophoretisch getrennt. Die gereinigten Antikorper-Konstrukte wurden sowohl
mittels Coomassie Brilliant Blue Farbung als auch durch Immunprinting analysiert. Die
Antikorper-Konstrukte wurden mit Hilfe der Semidry Blot Methode auf eine
Nitrocellulose Membran iibertragen und anschlieffend mit einem Detektions-Antikorper

gefarbt.
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Abb. 20: SDS-PAGE Analyse und Immunoblot der in HEK293-Zellen exprimierten und mittels IMAC
gereinigten Anti - Api m 3-IgGiHis, Anti- Vesv 3-IgGiHis und Anti- Ves v 5-IgGiHis #1 Antikérper-
Konstrukte. (A) Das SDS-PAGE-Gel wurde in Coomassie Birilliant Blau inkubiert und anschlieffend bis zur
Sichtbarkeit der Banden entfarbt. Bahn 1: Anti-Ves v 5-IgGiHis #1, Bahn 2: PageRuler™ Unstained Protein
Ladder, Bahn 3: Anti-Ves v 3-IgGiHis, Bahn 4: Anti-Api m 3-IgGiHis #4. (B) Die Membran wurde mit 4%
MPBS blockiert und anschliefend mit dem polyklonalen Anti-human-IgG-AP Konjugat (1:20000 in
2% MPBS) inkubiert. Die Detektion erfolgte mittels AP-spezifischem Detektionspuffer und NBT/BCIP bis
zur Sichtbarkeit der Banden. Bahn1l: Anti-Vesv5-IgGiHis #1, Bahn 2: Anti-Ves v 3-IgGiHis,
Bahn 3: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Bahn 4: Anti-Api m 3-IgGiHis #4.

Zusammenfassend sind in |Abb. 20| die gereinigten Fraktionen der Expressionen der

Anti - Api m 3-IgGiHis, Anti - Ves v 3-IgGiHis und Anti - Ves v 5 #1-IgGiHis
Antikorper-Konstrukte — gezeigt. Die  Antikorper-Konstrukte konnten  mittels
Immunprinting jeweils als Banden in Hohe von >200 kDa, 160 kDa und 120 kDa bestatigt
werden, das aparente Laufverhalten zum einen ldsst auf wunterschiedliche
Glykosilierungsgrade der Antikorper-Konstrukte schlieffen zum anderen scheinen die
gereinigten Antikorper-Konstrukte zu degradieren, da das errechnete Molekulargewicht
eines IgG Antikorper-Konstrukt bei 144 kDa liegt.

Anschlieffend wurde die IgG schwere Kette der entstanden Vollantikdrper-Konstrukte
zu einer IgE schweren Kette ausgetauscht und exprimiert, jedoch wurde fiir keine der

erfolgreich klonierten Antikorper-Konstrukte eine Expression gezeigt.
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4.2. Klonierung chimarer IgGE Antikorper-Konstrukte

Die erfolgreiche Darstellung und Expression verschiedener scFv Konstrukte als
verkiirzte Antikorper-Konstrukte konnte zwar gezeigt werden, jedoch ist die
Darstellung als Vollantikorper-Konstrukt dadurch nicht immer gewahrleistet. Ein
Nachteil der homodimeren, bivalenten scFv Antikorper-Konstrukte ist, dass die
Antikorper-Konstrukte zu Aggregation neigen und dadurch moglicherweise die
Ergebnisse verfalscht werden. Ebenfalls wire die Nutzung von Vollantikorpern in den
diagnostischen Assay-Systemen von Vorteil, da sie strukturell den natiirlichen IgE
entsprechen. Da die durch die Selektion mit der scFv Phagenbibliothek Griffin-1
erhaltenen insektengift-spezifischen scFv nicht als IgE Vollantikorper-Konstrukte
exprimiert werden konnten, sollte ein chimares Antikorper-Konstrukt erzeugt werden.
Die mogliche Anwendung der generierten Antikorper-Konstrukte in diagnostischen
Assay-Systemen ist hierbei entscheidend, da die Verwendung als ,Standard” den
gleichen Detektionsantikorper (Anti-IgE) benétigt. Ebenfalls sollten die Grundsatzlichen
Eigenschaften des IgE Antikorpers, wie z.B. die Rezeptorbindung erhalten bleiben.

Zur Darstellung eines chimaren Antikorper-Konstruktes standen verschiedene Isotypen
der Immunglobuline zur Verfiigung. Moglich waren die Darstellung von humanen
IgAE, IgME und IgGE Antikorper-Konstrukten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Expression der chimdren Konstrukte IgGE angestrebt, da fiir die dargestellten IgG
Antikorper-Konstrukte eine Expression gezeigt werden konnte. Dies beweist, dass die
Paarung der ersten Domane der schweren Kette der konstanten Region mit der leichten
Kette der konstanten Region generell funktionell ist und exprimiert. Die Expression der
Domaénen zwei bis vier des Isotyps IgE konnte durch die verkiirzten Konstrukte gezeigt
werden'” und die Expression der Doménen Cus+ wurde erfolgreich beschrieben'?.
Ebenfalls wurde die Erfolgreiche Expression der konstanten Doménen Cri und Cri2 des
Isotyp G von Feige et. al.'2 beschrieben. Die Zusammenstellung von Cu Domaénen der
beiden Isotypen IgE und IgG der beiden Antikdrper-Konstrukte ist in Abb. 21 gezeigt.
Bei dem Konstrukt IgGEl sollte die IgECu1 Region gegen die IgGiCrininge Region

ausgetauscht werden. In Konstrukt IgGE2 wurden die ersten beiden Doménen des IgE
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Antikorpers gegen die des IgGi ausgetauscht und sind als Expressionkassetten der

schweren Ketten in Abb. 22 gezeigt.

o —e Asn265
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Abb. 21: Schematische Darstellung chimirer Vollantikérper-Konstrukte IgGE1 und IgGE2. Die
konstanten Regionen der schweren Ketten des Isotyps G sind blau, die des Isotyps E griin dargestellt. Die
variablen Bereiche und die leichte Kette sind in grau, die CDR sind in rot dargestellt. Die unterschiedlichen
N-Glykosylierungsstellen der Antikorper Isotypen sind ebenfalls eingezeichnet.

(A)

Smil

(B)

Smil

|

Vi

Xho 1
- e o 11777

Xho 1
I IECCol [Thige |

Sfi 1

BEC2 | REGI | RECA |

Sfi 1
BoCZ]  REC3 | TRECA |

Abb. 22: Schematische Darstellung der Expressionskassetten der schweren Ketten der IgGE1 und IgGE2-
Konstrukte. (A) IgGE1-Konstrukt: Hybridisierung der Cm und hinge Region des IgGi mit den Crz4
Domanen des IgE. (B) IgGE2-Konstrukt: Hybridisierung der Cui2 Doméane des IgGi mit den Chs4+ Doménen

des IgE.

42.1. Generierung chimirer IgGE1 und IgGE2 Antikorper-Konstrukte

Die schwere Kette IgGChininge wurde mit den Oligonukleotiden IgG Xho for und IgG CH1

hinge back, die schwere Kette IgGiCri2 mit den Oligonukleotiden IgG Xho for und IgG1

CH2back amplifiziert. Die Banden wiesen eine erwartete Grofle von ca. 350 bp (IgGiCru-

ninge) und ca. 700 bp (IgGiCru-2) auf.
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Die schwere Kette IgECH24 wurde mit den Oligonukleotiden IgE CH2 for und IQE sfi 5x
his rev, die schwere Kette IgECrs4 mit den Oligonukleotiden IgE CH3 for und IgE sfi 5x his

rev amplifiziert. Die Banden wiesen eine erwartete Grofie von ca. 950 bp (IgECH24) und

ca. 700 bp (IgECws4) auf. In|Abb. 23A sind die Amplifikate der einzelnen Ketten auf

einem analytischen 1.5% Agarosegel gezeigt.

(A) 1 2 3 4 5 (B) 1 2

(68 ]

— 1000 bp — e - 1400 bp
S — 700 bp

350 bp

Abb. 23: Gelelektrophoretische Analyse der PCR zur Amplifikation der schweren Ketten der Isotypen G
und E und der generierten IgGE1 und IgGE2 schweren Ketten. Die Analyse erfolgte auf einem
analytischen 1.5%igen Agarosegel mittels Ethidiumbromidfarbung. (A) Bahn 1: Marker 16 A-DNA/Ec0130]I,
Bahn 2: IgGiCmi2 , Bahn 3: IgGiChining, Bahn 4: IgECH24, Bahn 5:IgECwHs4, (B) Bahn 1: Marker 16
A-DNA/Ec01301, Bahn 2: IgGE1, Bahn 3: IgGE2..

Nun sollten die schweren Ketten der IgE und IgG: Regionen hybridisiert werden. Bei
einer Hybridisierungsreaktion miissen die Amplifikate in einem Verhiltnis von 1:1

eingesetzt werden. Hierfiir wurden die gereinigten Amplifikate auf ein

1.5%iges Agarosegel aufgetragen und gelektrophoretisch getrennt {Abb. 23).

Fiir die Hybridisierungsreaktion des IgGE1 Antikorper-Konstruktes wurden als Edukte
IgGiCrithinge und IgECH24 dquivalent eingesetzt und nach fiinf Zyklen wurden die
Oligonukleotide I¢G Xho for und IQE sfi 5x his rev hinzugegeben, eine PCR unter
Standardbedingungen durchgefiihrt.

Fiir die Hybridisierungsreaktion des IgGE2 Antikorper-Konstruktes wurden als Edukte
IgGiCri2 und IgECrs4 ebenfalls dquivalent eingesetzt und nach fiinf Zyklen wurden die

Oligonukleotide IgG Xho for und IgE sfi 5x his rev hinzugegeben und eine PCR unter

Standardbedingungen durchgefiihrt. In |[Abb. 23B sind die Amplifikate der

Hybridisierungsprodukte IgGE1 und IgGE2 gezeigt.

AnschliefSend sollten die schweren Ketten IgGE1 und IgGE2 in den Expressionsvektor
pBudCE4.1 eingebracht werden. Hierfiir wurde der Vektor
pBudCE4.1/IgGi-Anti - Ves v 5 #1 verwendet. Da HEK293-Zellen schon mit diesem
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Vektor transfiziert wurden und die stabil exprimierenden Zelllinien, erfolgreich den
Antikorper exprimierten.

Der Vektor pBudCE4.1/IgGiHis-Anti — Ves v 5 #1 und die Fragmente IgGE1His und
IgGE2His wurden mit den Restriktionsenzymen Sfi I und Xho I inkubiert. Die jeweiligen
Fragmente wurden mit dem Vektor ligiert, XL1blue-Zellen wurden mit den
Ligationsansétzen transformiert, auf TYE-Zeo-Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei
37 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurden jeweils fiinf Kolonien von den Platten mittels
PCR und den Oligonukleotiden IgE 688 for und IgE 1169 b {iberpriift und die Kolonien
iiber Nacht bei 37°C und 220rpm kultiviert. Die Plasmid DNA der
pBudCE4.1/IgGE1His-Anti - Vesv5#1 und pBudCE4.1/IgGE2His-Anti — Ves v 5 #1
Antikorper-Konstrukte wurden einer Sequenzanalyse unterworfen. Nachdem die
Antikorper-Konstrukte durch Sequenzanalysen auf die richtige Insertion der schweren
Ketten IgGE1 und IgGE2 hin iiberpriift wurden, standen diese fiir die Expression in

Mammalia zur Verfiigung.

4.2.2. Expression des Anti — Ves v 5-IgGE1His #1 und des

Anti - Ves v 5-IgGE2His #1 Antikérper-Konstruktes
Die Antikorper-Konstrukte sollten anschlieflend in HEK293-Zellen exprimiert werden.
Hierfiir wurden HEK293 -Zellen mit der erhaltenen DNA unter Verwendung von PEI

transfiziert''®. Nach drei Tagen wurde der Kulturiiberstand abgenommen und eine

ELISA Analyse durchgefiihrt. Die Zellen wurden drei Wochen bis zur stabilen

Expression der Zelllinien kultiviert. Nach einer erneuten ELISA Analyse (Abb. 24) mit

Uberstianden der stabil transfizierten exprimierenden Zelllinien zur Expression der
Antikorper-Konstrukte wurden die Zellen, deren Antikorper eine deutliche Reaktivitat

gegeniiber dem spezifischen Allergen aufwiesen, weiter kultiviert.
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Abb. 24: ELISA Analyse zur Uberpriifung der stabilen Expression der Anti - Ves v 5-IgGE1His #1 und
Anti - Ves v 5-IgGE2His #1 Antikérper-Konstrukte. Die Mikrotiterplatte wurde mit je 50 pl (c =50 pg/ml)
Allergen Ves v 5 iiber Nacht belegt, mit 10% FKS haltigem DMEM blockiert und mit 50 ul der Uberstinde
der stabilen Expression der insektengift-spezifischen Antikorper-Konstrukte der Isotypen IgGE1 und IgGE2
inkubiert. (A) Als sekundarer Antikorper diente das polyklonale Anti-human-IgG-AP Konjugat (1 : 20000 in
10% FKS haltigem DMEM). Die Detektion erfolgte bei 405 nm mittels AP-Detektionslosung. (B) Als
sekundarer Antikorper diente der polyklonale Anti-human-IgE Antikorper (1 : 20000 in 10% FKS haltigem
DMEM) und dieser wurde anschliefiend mit dem polyklonaen Anti-goat-IgG-AP Konjugat (1 : 20000 in 10%
FKS haltigem DMEM) inkubiert. Die Detektion erfolgte bei 405 nm mittels AP-Detektionslosung. Als
Kontrolle wurde in beiden Fallen 10% FKS haltiges DMEM verwendet.

Fiir das IgGE2-Antikorper-Konstrukt konnte mit dem humanen polyklonalen Anti-IgG-
AP Antikorper-Konjugat eine erfolgreiche Expression nachgewiesen werden. Das IgGE1
Antikorper-Konstrukt konnte leider weder mit einem polyklonalen Anti-human-IgG
noch mit einem Anti-human-IgE detektiert werden. Anschliefend wurde das Anti-
Ves v 5-IgGE2His Antikorper-Konstrukt auf Rezeptorbindung hin untersucht. Hierfiir
stand die FceRlo Domdne des IgE Rezeptors (AviQuant), der mit dem IgY-Fc-Teil
fusioniert wurde und im Arbeitskreis bereits vorlag, zur Verfiigung. Das Anti-Ves v 5-
IgGE2His Antikorper-Konstrukt wurde fiir diese Analyse angereichert und durch

Dialyse die storenden Bestandteile des Uberstandes entfernt.
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Abb. 25: ELISA Analyse zur Uberpriifung der IgE Rezeptorbindung des in HEK293-Zellen exprimierten
Anti — Ves v 5-IgGE2His Antikorper-Konstruktes. (A) Die Mikrotiterplatte wurde mit je 50 pl (c =50 pg/ml)
AviQuant-IgY pro Vertiefung iiber Nacht belegt, mit 10% FKS haltigem DMEM blockiert und mit 50 pl der
Uberstiande der stabilen Expression der insektengift-spezifischen Antikorper-Konstrukte inkubiert. Als
sekundéarer Antikorper diente das polyklonale Anti-human-IgG-AP Konjugat (1 : 20000 in 10% FKS haltigem
DMEM). Die Detektion erfolgte bei 405 nm mittels AP-Detektionslosung. Als Kontrolle wurde 10% FKS
haltiges DMEM verwendet. (B) Die Mikrotiterplatte wurde mit je 50 pul (c=50 pg/ml) Anti-
Ves v 5-IgGE2His (GE2) bzw. AviQuant-IgY pro Vertiefung {iber Nacht belegt und mit 5% MPBS blockiert.
Anschlieffend wurden 50 ul AviQuant-IgY bzw. 5% MPBS (-) inkubiert. Als Detektionsantikorper diente das
polyklonale Anti-IgY-AP Konjugat (IgY) (1 :5000 in 2% MPBS). Die Detektion erfolgte bei 405 nm mittels
AP-Detektionslosung. Als Kontrolle wurde 10% FKS haltiges DMEM verwendet.

In Abb. 25 kann eine deutliche Reaktivitit des Anti-Ves v 5-IgGE2His
Antikorper-Konstruktes gezeigt werden, wodurch die Expression des IgECHz4+ Doméanen
der schweren Kette nachgewiesen werden konnte. Die Expression des intakten IgGE2
Antikorper-Konstruktes und die Bindung der Fc Domédnen des IgE Isotyps an den
Rezeptor konnte hiermit gezeigt werden. Dies bedeutet, dass neben der Expression der
IgE Domanen ebenfalls eine korrekte Faltung und somit eine funktionelle Bindung

bestatigt werden konnte.
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4.3. Darstellung einer avianen immunen Antikorper-Bibliothek
unter Beriicksichtung unterschiedlicher
Klonierungsstrategien

Zur Erstellung einer immunen wespengift-spezifischen Antikorper-Bibliothek wurde
das aviane Immunsystem genutzt. Dieses hat den Vorteil, dass man durch ein
Oligonukleotid-Paar alle variablen Regionen der schweren Kette und durch ein weiteres
das vollstandige Repertoire an variablen Regionen der leichten Kette amplifizieren kann.
Ebenfalls ist die Uberpriifung der Immunisierung vereinfacht, da hierbei kein Serum
vom Tier entnommen werden muss, sondern die im Huhn entstehenden Antikorper aus

den Eiern leicht zu isolieren sind.

4.3.1. Analyse der Immunisierungen

Zur Erstellung einer avianen Antikorper-Bibliothek wurde ein Huhn von der Firma
Eurogentec S.A. (Seraing, Belgien) mit Venomil® Wespengift (Bencard Allergie GmbH,
Miichen) immunisiert. Die Immunisierung erfolgte in drei Schritten, wobei nach jedem
Immunisierungsschritt die Eier gesammelt wurden. Nach der finalen Immunisierung
wurde das Huhn P005 getotet und die Milz enthommen. Die polyklonalen IgY
Antikorper wurden aus den Eigelben mittels (NHi)2SOs-Féllung erhalten und

anschliefend auf ihre Reaktivitit gegeniiber Wespengiftallergenen hin analysiert.

(AlaBLOT, DPC Biermann, Bad Nauheim) {Abb. 26).
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Vesv 3 =

Ves v 2a/b, Ves v 4 -

Vesv 1

Vesv 5

Abb. 26: AlaBLOT Analyse zur Uberpriifung der Inmunsierung des Huhnes P005 mit Wespengift. Die
AlaBLOT Streifen wurde mit den polyklonalen IgY-P005 in 2% MPBS bzw. einem Pool aus Spenderseren 2%
MPBS inkubiert. Als sekundérer Antikorper diente das polyklonale Anti-IgY-AP Antikérper-Konjugat
(1:2000 in 2% MPBS) zur Detektion der polyklonalen IgY und fiir den AlaBLOT mit den Spenderseren
wurde ein monoklonales Anti-human-IgE-AP Konjugat (1:1000 in 2% MPBS) verwendet. Die Detektion
erfolgte mittels AP-spezifischem Detektionspuffer und NBT/BCIP. 1: Pool aus Spenderseren von
Wespengiftallergikern (1:5), 2:IgY-P005 nach dem zweiten Immunisierungsschritt (1 :100), 3: IgY-P005
nach dem zweiten Immunisierungsschritt (1 :1000), 4: IgY-P005 nach dem dritten Immunisierungsschritt
(1:1000), 5: IgY-P005 nach dem dritten Immunisierungsschritt (1 : 5000).

Bei dem Vergleich des AlaBLOT Streifens, der mit Spenderseren von
Wespengiftallergikern inkubiert wurde und den Streifen den polyklonalen IgY
Antikorper aus den unterschiedlichen Immunisierungsschritten kann man deutlich
erkennen, dass jeweils eine Bande in Hohe der Allergene Vesv 1, Vesv 2a, Vesv 2b,
Ves v 3, Vesv4 und Ves v 5 detektiert wird. Um die erhaltenen polyklonalen IgY auch
auf Bindung nativ gefalteter Allergen zu tiberpriifen, wurden diese in einer ELISA

Analyse untersucht. Hierfiir wurden die in unserer Arbeitsgruppe vorliegenden,

rekombinant erzeugten Wespengiftallergene verwendet (Abb. 27). Als Kontrolle dienten

polyklonale IgY, die aus einem Ei des Huhns P005 vor der Immunisierung stammten.
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Abb. 27: ELISA Analyse zur Uberpriifung der Inmunsierung (I.) des Huhnes P005 mit Wespengift. Die
Mikrotiterplatte wurde mit je 20 ul (c=30 ug/ml) Allergen Vesv 1, Vesv2a, Vesv2b, Vesv3, Vesv5,
Wespengift, Lysozym und Bienengift {iber Nacht belegt, mit 4% MPBS blockiert und mit 20 pl der
polyklonalen IgY-P005 (nach I.) (c=1 ug/ml) in 2% MPBS bzw. der polyklonalen IgY-P005 (vor L), aus dem
nicht immunisierten Ei (c=1pg/ml) in 2% MPBS inkubiert. Als sekundérer Antikérper diente das
polyklonale Anti-IgY-AP Konjugat (1:2000 in 2% MPBS). Die Detektion erfolgte bei 405 nm mittels
AP-Detektionslésung. Als Kontrolle wurde 4% MPBS verwendet.

In der ELISA Analyse ist deutlich zu erkennen, dass nach der Immunisierung mit dem
Wespengift eine deutliche Anreicherung spezifischer Antikorper gegen die einzelnen
Allergene Vesv1l, Vesv3 und Vesv5 aus dem Wespengift erfolgte. Als
Kontroll-Antigene wurden sowohl Lysozym als auch Bienengift von Latoxan (Valence,
Frankreich) verwendet, welche nicht von den polyklonalen IgY-P005 erkannt wurden. Es
konnte somit eine spezifische Antikorper-Antwort des Huhns auf Wespengift und
einzelne Allergene nachgewiesen werden, wodurch eine erfolgreiche Immunisierung

bestatigt werden konnte.

4.3.2. Darstellung der variablen Ketten

Zur Gewinnung der variablen Regionen der leichten und schweren Ketten und

anschliefender Klonierung in den Phagemidvektor die Milz des Huhns P005
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entnommen und die RNA isoliert und genspezifisch, mit den Oligonukleotiden Genspez
vH fiir v und IgYlc back ftiir vi, und oligo(dT) Oligonukleotiden in cDNA umgeschrieben.
Die variablen Regionen der schweren Kette wurden anschliefend mit den

Oligonukleotiden chicken vh for und chicken vh back, die variablen Regionen der leichten

Kette mit den Oligonukleotiden chicken vl for und chicken vl back amplifiziert (Abb. 28

und gereinigt. Durch die Amplifikation der GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase), einem Enzym der Glycolyse, welches ubiquitar vorkommt, wurde die
Generierung der cDNA (oligo (dT) umgeschrieben) iiberpriift. Das Gen wurde mit
spezifischen Oligonukleotiden, Chgapdhfor und Chgapdhback, amplifiziert. Hierbei konnte

eine erfolgreiche cDNA-Synthese bestatigt werden.

400 bp
e |
1 ‘ — 350 bp

Abb. 28: Gelelektrophoretische Analyse der Amplifikation der leichten und schweren variablen
Regionen. Die Analyse erfolgte auf einem analytischen 1.5%igen Agarosegel mittels
Ethidiumbromidfarbung. Bahn 1: Marker 23 pUC19 DNA/Mspl, Bahn 2: P005 v#, Bahn 3: POO5vL.

Nach Erhalt der variablen Regionen wurden unterschiedliche Mdglichkeiten zur
Darstellung einer scFv-Bibliothek verfolgt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die

Optionen der Klonierung mittels der StarGate® combinatorial cloning Technologie und

des Gateway™ Systems untersucht (Abb. 29). Diese Techniken sind durch ihre

Klonierungsstrategien (homologe Rekombination und Restriktion/Ligation) und anhand
der entstehenden Uberhinge ziemlich unterschiedlich. Dadurch kann gut evaluiert
werden welche Strategie schnell zu einer hohen Diversitdt bzw. grofSen Bibliothek fiihrt.
Bei der StarGate® Technologie erfolgt die Klonierung tiber Restriktion und Ligation in
einem Schritt. Die Gateway™ Technologie ist eine Klonierungstechnik, in der scFv mittels
Rekombination in den Destinationsvektor eingefiihrt werden. Da diese Technik einen
scFv fiir die Klonierung in den Phagenmidvektor benttigt wurde die Moglichkeit 2 erst

nach der Fusionsreaktion der StarGate® Technologie verfolgt.
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cDNA
v,-~Amplifikation v,-Amplifikation
- ch v, for und ch v,, back - ch v, for und ch v, back
- 30 Zyklen - 30 Zyklen

StarGate System
- v, in pNFUSE Vektor
- v, in pCFUSE Vektor

- Fusionsreaktion

Maoglichkeit 1 Moglichkeit 2
-StarGate System - Gateway System
- Restriktion und Ligation - Rekombination

Abb. 29: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Klonierungsmoglichkeiten der avianen
wespengift-spezifischen Antikorper-Bibliothek. Die Gateway™ Technologie konnte erst nach Fusion der
variablen Regionen mittels der StarGate® Technologie angewendet werden.

4.3.3. Klonierung der variablen Regionen mittels der StarGate®

combinatorial cloning Technologie

Die  Klonierungen der einzelnen  variablen Regionen  sollten  mittels
StarGate® combinatorial cloning Technologie in einen Phagemidvektor durchgefiihrt
werden. Hierfiir sollten die einzelnen variablen Regionen der leichten und der schweren
Kette erst amplifiziert und anschlieffend mit den ndtigen Erkennungssequenzen fiir das
Typ 2S Restriktionsenzym versehen werden. Diese Art von Enzymen schneidet DNA
Strange eine gewisse Nukleotidanzahl nach bzw. vor den Erkennungssequenzen. Dies
ermoglicht das Einfiigen spezifischer Uberhinge, welche anschlieSend die gerichtete
Ligation in die jeweiligen Vektoren erlauben. Die Uberhédnge unterstiitzen weiterhin die
gerichtete Fusion der variablen Regionen in den Vektor pENTRY-IBA20. Abschliefsend

wird der fusionierte scFv in den Phagemidvektor, der neben einem Streptavidin-fag

ebenfalls einen His-tag trdgt, transferiert (Abb. 30). Durch das Vorliegen
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unterschiedlicher Resistenzgene in den verschiedenen Vektoren erfolgt nach der

Transformation die Selektion der gewiinschten, mit den variablen Regionen versehenen,

Zielvektoren.
cDNA
v,-Amplifikation v.-Amplifikation
E Vi a Vi
I lacZ linkll Amp I lacZ 1 Amp
pNFUSE-IBA-link2 pCFUSE-IBA
I Vil skl Amp 1 Vi 1 Amp
pNFUSE-IBA-P005v,-link2 pCFUSE-IBA-P005v,
\i-’usinnsrcaktinn 1 lacZ | Kan
pENTRY-IBA20
BV, Wlink2| Vi Kan
pENTRY-IBA20-P005scFv
Transferreaktion licZ NEENECES  Amp
pASG-IBA102-p3
L J
B V.| V | His- und Strep-tag Gen3  Amp
pASG-IBA102-p3-P005scFv

Abb. 30: Schematische Darstellung der StarGate®-Klonierung der avianen wespengift-spezifischen
Antikorper-Bibliothek. Nach der Amplifikation der variablen Regionen der leichten (vi) bzw. der schweren
(vi) Kette werden die gereinigten PCR Produkte in die jeweiligen Vektoren pCFUSE-IBA bzw.
pNFUSE-IBA-1ink2 kloniert. AnschlieSend werden vi und vs in einer Fusionsreaktion miteinander zu einem
scFv fusioniert und in den Vektor pENTRY-IBA20 iiberfiihrt. Abschlieffend wird der gesamte scFv in den
Destinationsvektor pASG-IBA102-p3 transferiert. Die unterschiedlichen Erkennungssequenzen der Typ 2S
Restriktionsenzyme sind in verschiedenen Farben dargestellt und flankieren die Bereiche des lacZ-Gens
bzw. der v und vi Fragmente.

4.3.3.1. Generierung des Vektors pNFUSE-IBA-P005vu-link2

Zur Amplifikation der variablen Regionen der schweren Kette des mit Wespengift
immunisierten Huhns P005 wurden die Oligonukleotide SG-CHIVH for und
SG-CHIVH back, welche die bendtigten Sequenzen fiir die Schnittstellen des Typ 2S
Enzyms trugen, verwendet. Die Fragmente wurden amplifiziert und gereinigt. Die
Konzentration der gereinigten vu Fragmente wurde anschliefSend densitometrisch auf

einem 1%igen Agarosegel mittels Quantity one® (Bio-Rad laboratories GmbH, Miinchen)
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auf 55.7ng/ul bestimmt. Die gereinigten Fragmente wurden in einer finalen
Konzentration von 1 ng/ul fiir die Reaktion eingesetzt und fiir 1 h bei 30 °C inkubiert.
Die Reaktion wurde tiiber Nacht bei 4 °C gelagert und am ndchsten Tag mittels
Alkoholprazipitation gefallt. TOP10-Zellen wurden mit dem Ansatz transformiert, auf
TYE-Amp-Platten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Kolonien ausgezahlt, wobei die Grofie der Subbibliothek
4.24 x10° Transformanden betrug. Anschliefend wurden zehn Kolonien mit den
Oligonukleotiden chicken vh for und chicken vh back mittels PCR {iberprift. Da alle
analysierten Klone eine Bande in der erwarteten Grofie aufwiesen, wurden die Kolonien
von den Platten geschabt und eine 100 ml 2YT-Amp-Kultur mit der Zellsuspension der
Subbibliothek bis zu einer ODsoonm von 0.1 inokuliert. Aus 10 ml der 100 ml Kultur wurde
die Plasmid DNA gereinigt und anschliefend eine Konzentration von 12 ng/ul
bestimmt. Somit stand der Vektor pNFUSE-IBA-P005vu-link2 fiir die Fusionsreaktion

zur Verfligung.

4.3.3.2. Generierung des Vektors pCFUSE-IBA1-P005vL

Zur Amplifikation der variablen Regionen der leichten Kette des mit Wespengift
immunisierten Huhnes P005 wurden die Oligonukleotide SG-CHIVL for und
SG-CHIVL back, welche die benotigten Sequenzen fiir die Schnittstellen des Typ 2S
Enzyms trugen, verwendet. Die Fragmente amplifiziert und gereinigt. Die
Konzentration der gereinigten v. Fragmente wurde anschlieflend densitometrisch auf
einem 1%igen Agarosegel mittels Quantity one® (Bio-Rad laboratories GmbH, Miinchen)
auf 23.3ng/ul bestimmt. Die gereinigten Fragmente wurden in einer finalen
Konzentration von 1 ng/ul fiir die Reaktion eingesetzt und fiir 1 h bei 30 °C inkubiert.
Die Reaktion wurde tiber Nacht bei 4 °C gelagert und am nachsten Tag mittels
Alkoholprazipitation gefallt. TOP10-Zellen wurden mit dem Ansatz transformiert, auf
TYE-Amp-Platten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Kolonien ausgezahlt, wobei die Grofie der Subbibliothek
1.8 x10° Transformanden betrug. Zehn Kolonien wurden mittels PCR und den
Oligonukleotiden chicken vl for und chicken vl back tberpriift. Alle analysierten Klone

trugen eine aviane vi. Die Kolonien wurden von den Platten geschabt und eine 100 ml
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2YT-Amp-Kultur mit der Zellsuspension der Subbibliothek bis zu einer ODesoonm von 0.1
inokuliert. Von 10ml der 100 ml Kultur wurde die Plasmid DNA gereinigt und
anschlieffend eine Konzentration von 24 ng/ul bestimmt. Der Vektor pCFUSE-IBA1-

PO05vL stand somit fiir die Fusionsreaktion zur Verfiigung.

4.3.3.3. Fusionreaktion unter Verwendung des Vektors pENTRY-IBA20

Nachdem die Vektoren pNFUSE-IBA-PO05vu-link2 und pCFUSE-IBA1-PO05vL
amplifiziert, gereinigt und die Konzentrationen von 12 ng/ul fiir den Vektor pNFUSE-
IBA-PO05vh-link2 und von 24 ng/ul fiir den Vektor pCFUSE-IBA1-PO05vL bestimmt
wurden, konnten die beiden variablen Regionen fusioniert werden. Hierfiir wurden
beide Vektoren in der nachsten Reaktion in einer finalen Konzentration von 1 ng/ul
eingesetzt und fiir 1 h bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde tiber Nacht bei 4 °C
gelagert, am nachsten Tag wurden XL10Gold-Zellen mit dem Ansatz transformiert, auf
TYE-Kan-Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die Klone wurden ausgezdhlt, die Grofse der Subbibliothek betrug bei 2 x10°
Transformanden. Zehn Kolonien wurden mit den Oligonukleotiden chicken vh for und
chicken vl back mittels PCR tiiberpriift. Alle analysierten Kolonien zeigten in eine Bande in
der erwarteten Hohe. Drei positive Kolonien kultiviert, die Plasmid DNA wurde
gereinigt und einer Sequenzanalyse unterworfen. Alle sequenzierten Kolonien trugen
unterschiedliche aviane scFv.

Die Kolonien wurden von den Platten geschabt und eine 100 ml 2YT-Kan-Kultur mit der
Zellsuspension der Subbibliothek bis zu einer ODesoonm von 0.1 inokuliert. Aus 10 ml der
100 ml Kultur wurde die Plasmid DNA gereinigt und anschliefsend die Konzentration
bestimmt. Der Fusionsvektor pENTRY-IBA20-PO05scFv stand somit fiir die

Transferreaktion in den Destinationsvektor zur Verfiigung.

4.3.3.4. Transferreaktion in den Vektor pASG-IBA102-p3

Nachdem der Vektor pENTRY-IBA-20-P005scFv amplifiziert, gereinigt und eine
Konzentration von 303 ng/ul bestimmt wurde, wurden die erhaltenen scFv in den

finalen Vektor pASG-IBA102-p3 transferiert. Dieser Vektor beinhaltet zusatzlich das

95



ERGEBNISSE

Genlll und kann somit fiir eine anschlieSfende Expression des scFv auf der Oberflache
eines M13 Bakteriophagen verwendet werden. Hierfiir wurde der Vektor
pENTRY-IBA20-P005scFv in einer finalen Konzentration von 1ng/ul in der
Transferreaktion eingesetzt, die Reaktion fiir 1 h bei 30 °C inkubiert und tiber Nacht bei
4 °C gelagert. Am nachsten Tag wurden F-pilus tragende XL10Gold-Zellen mit dem
Ansatz transformiert, auf TYE-Amp-Platten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C
inkubiert.

Die Kolonien wurden ausgezihlt, die Grofie der Subbibliothek betrug dabei 1 x 10°
Transformanden. Es wurden zehn Kolonien mittels PCR und den Oligonukleotiden
chicken vh for und chicken vl back tiberpriift. Neun von zehn analysierten Kolonien zeigten

eine Bande in der erwarteten Hohe. Fiinf positive Kolonien wurden kultiviert, die

Plasmid DNA gereinigt und einer Sequenzanalyse unterworfen (Abb. 31).
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(A)

Klenl
Klon2
Klon3
Klon4
Klon5

Klonl
Klon2
Klon3
Klon5
Klon4

Klonl
Klon2
Klon3
Klon4
Klon5

(B)

Klonl
Klon2
Klon3
Klon4
Klonb5

Klonl
Klon2
Klon3
Klon4
Klon5

*h ok khkhkk ok ok ok hkhkkkhxk .*‘k****t* tt:t.*:* t****tyt*t*:** r_. * t.

2 _ ] CDR3
YAPAVKGRATISRDNGQSTVRLOQLNNLRAEDTATYFCAKIAVSS----WCG---5GS---] 110
YGAAVKGRATISRDNGQSTVRLOLNNLRAEDTATYYCAKSAG--—---- YCSGVSSRCSY-| 113
YGSAVKGRATISRDNGQSTVRLQLNNLRAEDTGIYYCAKNAGGNGTSAACTFFYPSCPYT| 120
YGAAVKGRATISRDNGOQSTVRLOLNNLRAEDTATYYCAKSAG--=-=-=-~- YCSGVSSRCSY-| 113

GSAVDGRATISRDNGQSTVRLQLNNLRAEDTGTYYCAKTTGNG----YCGW--SGCTRF| 114
#-.i4(.**ii**ii’ii*iak**l***wi**w*‘ #:*i* H *
CDR3

CDR1 CDR2

MAVTLDESGGGLQTPGGALSLVCKASGFTLSSYDMEWVRQAPGKGLEFVASISNTGTETS| 60
MAVTLDESGGGLQTPGGGLSLVCKASGFTISNYDMGWVRQAPGKGLEFVARINSGGSYTN| 60
MAVTLDESGGGLQTPGGALSLVCKASGFTFSSYEMQWVRQAPGKGLEYVASISSGGSYTG| 60
MAVTLDESGGGLQTPGRALSLVCKASRFTFSSYDMAWVRQAPGKGLEYVAGIGNTGRYTG| 60
MAVTLDESGGGLQTPGGGLSLVCKASGFTISNY DMGWVRQAPGKGLEFVARINSGGSYTN| 60

GSEIDAWGHGTEVIV 125
AGTIDAWGXGTEVIV 128
GTIDAWGHGTEVIV 135
GGNIDAWGHGTEVIV 129
AGTIDAWGHGTEVIV 128

kok ik ok ok kok ok ok ok

CDR1 CDR2
MALTQPSSVSANPGETVKITCISGGDSS-YYGWHQQKSPGSALVTVIYDNTKRPSNIPSRF 59
MALTQPSSVCANLGGTVEITC|SGGSG--SYGWYQEKSPGSAPVTLIYGNTNRPSDIPSRF 58
MALTQPSSVSANPGETVKITCSGGGSSSYYGWYQQKSPGSAPVTVIYGNTNRPSNIPSRF 60
MALTQPSSVSANPG KIACISGGSSGYGYGWYRQKSPGSTPVTVIYANDKRPSDIPSRF 60
MALTQPSSVSANLGGTVEITCSGGSG--SYGWYQEKSPGSAPVTLIYGNTNRPSDIPSRF 58
******k**.** * 1*:#:****.‘ ***:::*** *: *::** * :***:* * 1k *

CDR3
KSGSTGTLTITGVQAEDEAVYFCGNGDSSAGYVGIIGAGTTLTVLGG 109
ASVSTGTLTITGVRAEDEAVYYCGSYDSG---VGIFGAGTTLTVLGG 105
KS
A

w
9]

GSTNTLTITGVRAEDEAVYFCGAYDSST-YAAIFGAGTTLTVLGG 109
\SGSTGTLTITGVRADDEAVYFCGSRDIS---ADIFGAGTTLTVLGG 107
ASVSTGTLTITGVRAEDEAVYYCGSYDSG---VGIFGAGTTLTVLGG 105
*

khk dkokdkkkokdk ok o kkhkk oklk Ko gk ok ok gk Kok ok ok ok

Abb. 31: Sequenz-Analyse der variablen Regionen der pASG-IBA102-P005scFv-p3 Klone. (A) der
schweren Kette, (B) der leichten Kette. Die erhaltenen Sequenzen der Klone 1 -5 wurden einem Alignment
unterzogen und die CDR sind umrahmt.

Nachdem festgestellt wurde, dass alle sequenzierten Kolonien unterschiedliche aviane

scFv trugen, wurden die Kolonien von den Platten geschabt und konnten so als

Ausgangsbibliothek fiir eine Selektion eingesetzt werden.

4.3.4.

Darstellung einer avianen Antikérper-Bibliothek mit Hilfe der

Gateway™ Technologie

Eine aviane Antikorper-Bibliothek kann entweder durch Restriktion und anschliefSender

Ligation, oder aber auch durch eine homologe Rekombination mit Hilfe der

Gateway™ Technologie dargestellt werden'® 119, Neben der klassischen Klonierung iiber
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Restriktion und Ligation sollte in einem weiteren System die Moglichkeit der Klonierung
einer scFv Bibliothek durch homologe Rekombination evaluiert werden. Hierfiir wurde
die Gateway™ Technologie, die auf dem Rekombinationssystem des lambda
Bakteriophagens aus E. coli basiert, verwendet. Fiir den Lebenszyklus eines lambda
Bakteriophagen gibt es zwei Moglichkeiten, einmal den lytischen Zyklus, der zur
Zerstorung der Wirtszelle fiihrt und den lysogenen Zyklus, bei dem die orts-spezifische
Integration des Phagen-Genoms in das Genom der Wirtszelle stattfindet. Durch die
Replikation der Wirtszelle wird beim lysogenen Zyklus ebenfalls die DNA des Phagens
vermehrt, zur Freisetzung entfernt der Phage anschlieflend seine genetischen
Informationen aus dem Genom der Wirtszelle was zur lyse der Zelle fiihrt. Dieser
Mechanismus der orts-spezifischen Integration von genetischem Material kann auch fiir
die Klonierung genutzt werden, wobei spezifische Sequenzen (attachment sites) von 25 bp
an das zu klonierende Gen angefiligt werden. Diese flankierenden Bereiche entsprechen
den sites im Bakteriophagen und werden bei den folgenden Reaktionen spezifisch
gebunden, geschnitten und wieder kovalent verkniipft. Um die beiden Zyklen des
Bakteriophagen nutzen zu konnen werden spezifische Enzyme verwendet. Durch
Einsatz der A-Integrase (Int) aus dem E. coli integration host factor (IHF) wird der lysogene
Zyklus nachgeahmt. Dies ist Bestandteil des BP Clonase Enzym Mixes. Der entstandene
Entry-Vektor wird in einer weiteren Reaktion mit einem so genannten LR Clonase
Enzym Mix, der eine A-Int, IHF und A-Excisionase (Xis) beinhaltet, versetzt. Die Vektoren,
die fiir die beiden Reaktionen verwendet werden, beinhalten das ccdB-Gen. Dieses Gen
gilt als , Selbstmord-Gen”, da es mit der E. coli Gyrase interagiert, diese inhibiert'? und
somit zur Lyse der Zelle fiihrt. Ein grundlegender Mechanismus der Gateway™
Technologie basiert auf dem toxischen ccdB-Gen und seinem Antidot, dem ccdA-Gen.
Der Destinationsvektor pHEN2-Dest-ccdB-CAT3.1 beinhaltet neben dem bereits

erwdhnten ccdB-Gen ebenfalls eine Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT) Kassette

um die Insertion der scFv-Fragmente zu ermdglichen (Abb. 32). Dieser Vektor lag im

Arbeitskreis bereits vor?.
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attB1 attB2
L scFv 4

PCR Produkt

attP1 attP2
ccdB Kan

Donor-Vektor

BP Reaktion

attlL1 attlL2?

attR1 attR2

1 scFv | Kar + ccdB Amp

Entry-Vektor Nebenprodukt
> » > .
atiR1 — attR2 — LR Reaktion
Destinations-Vektor
attB1 attB2 attP1 attP2
CRp Amp + ccdB Kan
Expressions-Vektor Nebenprodukt

Abb. 32: Schematische Darstellung der homologen Rekombination der avianen wespengift-spezifischen
Antikorper-Bibliothek mit Hilfe der Gateway™ Technologie. Nachdem die flanierenden Bereiche
(attachment sites, att) mittels einer PCR angefiigt wurden, wurde das Produkt mittels BP Reaktion in den
Entry-Vektor tiberfiihrt. Anschlieflend wird der scFv mittels LR Reaktion in den Expressionsvektor kloniert.
Die unterschiedlichen attachment sites der einzelnen Reaktionen sind in verschiedenen Farben dargestellt
und flankieren die Bereiche des ccdB-Gens bzw. der scFv-Fragmente. Die Abkiirzungen B, P, L und R
basieren auf dem Rekombinationssystem des Lambda Bakteriophagens aus E. coli.

4.3.4.1. Amplifikation und Anfiigen der attB sites des P005scFv

Zur Amplifikation und Anfiigen der attB Sites der P005scFv wurden von der
Fusionsreaktion pENTRY-IBA20-P005scFv 0.2 ul entnommen, da diese den
vollstandigen scFv beinhaltet, und mit den Oligonukleotiden Ch vH attB1 for und
Ch vL attB2 back, welche die benétigten Sequenzen fiir attB sites trugen amplifiziert und
gereinigt. Die Konzentration des Amplifikates wurde sowohl mittels eines
NanoDrop ND-1000 Gerédtes als auch densitometrisch auf einem 1%igen Agarosegel
mittels Quantity one® (Bio-Rad laboratories GmbH, Miinchen) bestimmt. Die avianen

scFv standen somit fiir die BP Reaktion zur Verfligung.

4.3.4.2. BP Reaktion zur Generierung des Entry-Vektors

Nun sollte das scFv Fragment in den Donorvektor pDONR™201 mittels homologer
Rekombination eingebracht werden. Hierfiir wurde die Konzentration des Amplifikates

bestimmt, welche bei 11 ng/ul lag. AnschlieBend wurde, wie im Methodenteil
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beschrieben, die BP Reaktion durchgefiihrt. Es wurden TOP10 Zellen mit der Reaktion
transformiert, auf TYE-Kan-Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Am nachsten Tag wurden die Klone ausgezahlt, die Grofie der Subbibliothek betrug
2.7x10° Transformanden. Zehn Kolonien wurden mittels PCR wund den
Oligonukleotiden chicken vh for und chicken vl back tberpriift. Sieben von zehn
analysierten Kolonien zeigten eine Bande in der erwarteten Hohe. Zwei positive
Kolonien wurden {iiber Nacht bei 37 °C und 220 rpm kultiviert, die Plasmid DNA
gereinigt und einer Sequenzanalyse unterworfen. Die sequenzierten Kolonien trugen
unterschiedliche aviane scFv.

Die Kolonien wurden von den Platten geschabt und eine 100 ml 2YT-Kan-Kultur mit der
Zellsuspension der Subbibliothek bis zu einer ODeoonm von 0.1 inokuliert. Aus 10 ml der
100 ml Kultur wurde die Plasmid DNA gereinigt und anschlieffend die Konzentration
bestimmt. Der Entry-Vektor pDonor-PO05scFv stand somit fiir die LR Reaktion zur

Verfligung.

4.3.4.3. LR Reaktion zur Generierung des Expressions-Vektors

Nachdem die Sequenzanalyse auf eine erfolgreiche Insertion der avianen scFv in den
Donorvektor pPDONR™201 hinwies, sollten die scFv Fragmente durch die LR Reaktion
in den Destinationsvektor tiberfiihrt werden.

Die LR Reaktion wurde, wie im Methodenteil beschrieben, mit der LR Clonase I
durchgefiihrt. Es wurden TOP10 Zellen mit der LR Reaktion transformiert, die Zellen
auf TYE-Amp-Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am ndchsten Tag wurden die Kolonien ausgezdhlt, die Grofle der Bibliothek betrug
2x10° Transformanden. Es wurden zehn Kolonien mittels PCR und den
Oligonukleotiden chicken vh for und chicken vl back tiberpriift. Alle analysierten Kolonien
zeigten eine Bande in der erwarteten Hohe. Die Kolonien wurden von den Platten
geschabt und eine 100 ml 2YT-Amp-Kultur mit der Zellsuspension der Subbibliothek bis
zu einer ODesoonm von 0.1 inokuliert. Aus 10 ml der 100 ml Kultur wurde die Plasmid
DNA gereinigt und anschlieffend die Konzentration bestimmt. Der Destinationsvektor
pPHEN-Dest-P005scFv stand somit fiir die Transformation in F-pilus tragende

Zellstimme zur Verfiigung.
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Es wurden TG1 Zellen, die durch ihren F-pilus die Fahigkeit besitzen von Phagen
infiziert werden zu konnen, mit dem Vektor transformiert, auf TYE-Amp-Platten
ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néachsten Tag wurden die
Kolonien ausgezahlt, die Grofie der Bibliothek betrug dabei 5 x 10° Transformanden. Es
wurden zehn Kolonien mittels PCR und den Oligonukleotiden Imb3 for und fdseq back
uiberpriift. Sechs von zehn Kolonien zeigten eine Bande in der erwarteten Hohe. Fiinf

positive Kolonien wurden iiber Nacht bei 37 °C und 220 rpm kultiviert, die Plasmid

DNA gereinigt und alle fiinf Klone einer Sequenzanalyse unterworfen {Abb. 33).

(A) CDR1 CDR2
GW1 TSLYKKAGSAVTLDESGGGLQTPGGTLSLVCKASGFDFSSYDMHWVRQAPGKGLEWVAGI| 60
GW2 TSLYKKAGSAVTLDESGGGLQTPGGALSLVCKASGFDFSSYEMOWVRQAPGKGLKWVAGTI| 60
GW3 TSLYKKAGS*VTLDESGGGLQTPGGTLSLVCKASGFDFSSYGMAWVRQAPGKGLEFVATT| 60
GW4 TSLYKKAGSA*TLDESGGGLQTPGGALSLVCKASGFTFSSFNMFWVRQAPGKGLEYVGQT 0
GW5S TSLYKKAGSAVTLDESGGGLOTPGGALSLTCKASGFTFSSFYMEF-VRQTPGKGLEWVADI| 59

-k‘k*-k*-k-k******************:**‘kl'k'k-k**-k -k-k'k: * ***:**-}c**::*. *

CDR2 CDR3
GW1 QCIGGYTYYGPAVKGRATISRDNGQSTLRLOQLNNLRAEDTGTYFCAKAYGGYG-CGWSSH| 119
GW2 YSDGSGIRYGSAVQGRATISRDNGQRTVRLQLNNLRAEDTGIYYCAKGAGSGAGCVVGWC| 120
GW3 NRDAGWTGYGAAVKGRATISRDNGQSTVRLQLNNLRAEDTGSYYCARSTRGHTSGGTWHI| 120
GW4 TKDGAGTEYGAAVKGRATISRDNGQSTVRLHLNNLRAEDTGTYFCAKSAGSCP----RPC| 116
GW5 GSSGSWTEYGAAVKGRATISRDNGQSTLRLQLNNLRAEDTGTYYCAKGAYS——--——- SWT| 113

- **‘**:*********** t:**:********** x-:**:

CDR3
GW1 TSALIDTWGHGTEVIV 135
GW2 SAGEIDA*GHGTEVIV 136
GW3 DAGSLDAWGHGTEVIV 136
GW4 GGDYIDAWGHGTEVIV 132
GW5 TAEDIDAWGHGTEVIV 129

:*:******k**
(B)
CDR1 CDR2

GW1 MALTQPSSVSANPGETVKITCSGGGN-YGGSYYYGWYQQKSPGSAPVTVIYENTGRPSNI| 59
GW2 MALTQPSSVSANPGETVKITCSGGSGSYGSYYYYGWYQQOKSPGSAPVTLIYDNTNRPSNI| 60
GW3 MALTQPSSVXANPGETVKITCSGGT----SGYAYGWYQQOKSPGSAPVTVIYDNTNRPSDI| 56
GW4 MALTQPSSVSANPGGTVEITCSGSSG——-———- YYGWHQQOKSPGSALVTVIYNNDQRPSNI| 54
GW5 MALTQPSSVSANPGETVKITCSGGS—----GSIYYGWYQOKSPGSAPVTLIYYNTNRPSNI| 56

% k %k k ok ok ok ok ok %* % k% **:*****‘ r**:***:’**** **:** * A'\r*:*

CDR2 CDR3

GW1 PSRFSGSTSGSTTTLTITGVQAEDEAVYFCGDWDSSSNAG-IFGAGTTLTVLGPSFLVQS 118
GW2 PSRFSGSLSGSTNTLTITGVQVEDEAIYFCGSYEDSISGV-VFGAGTTLTVLGPSFLVQS 119
GW3 PSRFSGSASGSTATLTITGVQADDEAVYFCGSRDSSYVG--IFGAGTTLTVLGPSFLVQS 114
GwW4 PSRFSGSRSGSTATLTITGVQAEDEAVYFCGGWNDTYADVTIFGAGTTLTVLGPSFLVQS 114
GW5 PSRFSGSKSGSTATLTITGVQADDEAVYYCGSADSSS----IFGAGTTLTVLGPSFLVQS 112

khkfekdkkdk hokkk khkkokkhdkk o kkhk ok o KKk o= & ok kok Kk ok ko ok ok ko ok ok Kk kok ok

Abb. 33: Sequenz-Analyse variablen Regionen der pHEN-Dest-P005scFv Klone. (A) der schweren Kette,
(B) der leichten Kette. Die erhaltenen Sequenzen der Klone (GW) 1 - 5 wurden einem Alignment unterzogen
um die unterschiedlichen CDR besser vergleichen zu konnen. Die frameshifts wurden mit einem * in der
Aminosauresequenz und sind dadurch in einem Leserahmen dargestellt.
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Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei den sequenzierten Kolonien um
unterschiedliche aviane scFv handelt. Drei scFv wiesen jedoch einen frameshift auf. Die
eigentliche Bibliotheksgrofie entspricht eher der Topl0-Transformation, also 2 x 10° da
nur ca. 60% der aktuellen Bibliothek einen avianen scFv tragen. Die Kolonien wurden
anschlieffend von den Platten geschabt und konnten so als Bibliothek fiir eine Selektion

eingesetzt werden.

4.3.5. Selektion

Die erhaltenen Bibliotheken ,StarGate®”-P005scFv und ,, Gateway™*-P005scFv sollten
nun als Kontrolle gegen das im Wespengift in hoher Konzentration vorkommende
Majorallergen Ves v 5 selektiert werden.

Die Selektion erfolgte in mehreren Runden. Die Superinfektion wurde mit
unterschiedlichen Helferphagen durchgefiihrt, die unterschiedliche Elutionswege
ermoglichen. In der ersten Selektionsrunde wurden M13KO7-Phagen eingesetzt, die
mittels pH-shift entweder basisch oder sauer eluiert werden konnen. Somit wird
gewahrleistet, dass in der 1. Runde auch Phagen, die nur eine schwache Bindung zu der
Zielstruktur aufweisen, fiir weitere Selektionsrunden erhalten werden. Um die Spezifitat
zu erhohen konnen wurde in den weiteren Selektionsrunden pKM13-Phagen verwendet,

die eine Trypsin-Spaltstelle aufweisen und tryptisch eluiert werden konnen.

4.3.6. pASG-P005scFv Bibliothek gegen Ves v 5

Fir die Selektion der ,StarGate®“-Bibliothek gegen Vesv5 wurde in allen drei
Selektionsrunden rekombinant exprimiertes Ves v 5 eingesetzt.

Es wurde iiber Nacht in ein Immunorohrchen 1ml rekombinantes Vesv5
(c=100 pug/ml) gegeben und bei 4 °C auf einem Rollbrett inkubiert. In der ersten Runde
wurde mit den Helferphagen M13KO7 superinfiziert. Die rekombinanten Phagen
wurden mittels pH-shift basisch eluiert. In der zweiten und dritten Seletionsrunde
wurden die erhaltenen Amplifikationen mit den Helferphagen pKM13 infiziert und
spezifisch tryptisch eluiert. Hierfiir wurde 1ml Trypsin-EDTA-Losung in das

Immunorchrchen gegeben, und das Trypsin nach 15 min bei Raumtemperatur mit 1 ml
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FKS haltigem DMEM inhibiert wurde. Nach den drei Selektionsrunden wurden die
erhaltenen Phagen jeder Runde mittels polyklonaler ELISA Analyse untersucht. Es

konnte jedoch keine Anreicherung spezifisch-bindender Phagen erreicht werden.

4.3.7. pHEN-Dest-P005scFv Bibliothek gegen Ves v 5

Fir die Selektion der , Gateway™“-Bibliothek gegen Vesv 5 ebenfalls rekombinant
exprimiertes Ves v 5 eingesetzt.

Es wurden {iber Nacht in ein Immunoréhrchen 1ml rekombinantes Vesv5
(c=100 ug/ml) gegeben und bei 4 °C auf einem Rollbrett inkubiert. In der ersten Runde
wurde mit den Helferphagen M13KO7 superinfiziert. Die rekombinanten Phagen
wurden unspezifisch mittels pH-shift basisch eluiert. In der zweiten und dritten
Seletionsrunde wurden die erhaltenen Zellen mit den Helferphagen pKM13
superinfiziert und spezifisch tryptisch eluiert. Hierfiir wurde 1ml Trypsin-EDTA-
Losung in das Immunorchrchen gegeben, und das Trypsin nach 15min bei
Raumtemperatur mit 1 ml FKS haltigem DMEM inhibiert wurde. Nach den drei

Selektionsrunden wurden die erhaltenen Phagen jeder Runde mittels polyklonaler

ELISA Analyse untersucht (Abb. 34).

m Vesv5
1,80 MPBS
1,60
— 1,40
g
0 1,20
[=]
=
= 1,00
E 0,80
&= 0,60
0,40
0,20
0,00
0. Runde 1. Runde 2. Runde 3. Runde

Abb. 34: ELISA Analyse der polyklonalen Phagen der Selektion gegen Ves v 5. Die Mikrotiterplatte wurde
mit je 50 pl (c =50 pg/ml) Allergen Ves v 5 pro Vertiefung {iber Nacht belegt, mit 4% MPBS blockiert und mit
50 pl der polyklonalen Phagen der unterschiedlichen Selektionsrunden in einer 1:2 Verdiinnung in 2%
MPBS inkubiert. Als sekundérer Antikorper diente das polyklonale Anti-M13-HRP Konjugat (1 : 2000 in 2%
MPBS). Die Detektion erfolgte bei 405 nm mittels HRP-Detektionslésung. Als Kontrolle wurde 4% MPBS
verwendet.
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Das polyklonale Phagengemisch aus der zweiten und dritten Selektionsrunde zeigte eine
starke Anreicherung von Phagen mit spezifischer Reaktivitat gegeniiber Ves v 5. Da die
Analyse der zweiten Selektionsrunde auf monoklonaler Phagenebene kein Ergebnis
zeigte wurde aus diesem Grund anschliefiend die dritte Selektionsrunde auf Ebene der
monoklonalen Phagen in einer ELISA Analyse untersucht. Die Reaktivititen der

monoklonalen Phagen der dritten Selektionsrunde sind in Abb. 35 gezeigt.

m Vesv 5
0,70 Lysozyn
MPBS
0,60
— 0,50
2
< 040
2
£ 030
=
s3]
0,20
0,10
Klon 1 Klon 2 Klon 3 Klon4 Klon5 3. Runde

Abb. 35: ELISA Analyse der monoklonalen Phagen der dritten Selektionsrunde. Die Mikrotiterplatte
wurde mit je 50 pl (c=50 pg/ml) Allergen Ves v5 und Lysozym pro Vertiefung tiber Nacht belegt, mit
4% MPBS blockiert und mit 50 pul der monoklonalen Phagenklone in einer 1:2 Verdiinnung in 2% MPBS
inkubiert. Als sekundarer Antikorper diente das polyklonale Anti-M13-HRP Konjugat (1:2000 in
2% MPBS). Die Detektion erfolgte bei 405 nm mittels HRP-Dektektionslosung. Als Kontrolle wurde
4% MPBS verwendet, als Positiv-Kontrolle wurden die Phagen der 3. Selektionsrunde verwendet.

Der Phagenklon #2 der dritten Selektionsrunde zeigte eine deutliche Reaktivitat
gegeniiber Ves v 5. Die E. coli Zellen des Klons #2 wurden {iiber Nacht bei 37 °C und

220 rpm kultiviert, die Plasmid DNA gereinigt und einer Sequenzanalyse unterworfen.

Die Sequenz des Klons #2 ist in| Abb. 36|gezeigt.
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(A)
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Abb. 36: Sequenzanalyse des Klons pHEN-Dest-Ves v 5#2. Die CDR sind farbig markiert. Die CDR1 sind
rot, die CDR2 sind griin und die die CDR3 sind grau umrahmt. (A) aviane variable Region der schweren
Kette (vn), (B) aviane variable Region der leichten Kette (vi).

Die Sequenzierung dieses spezifischen Anti-Ves v 5 Antikorperfragmentes zeigte, dass
es sich um einen neuen scFv handelt und mit keinem bis dahin sequenzierten
Bibliotheksklon tibereinstimmt. Dies ist ein weiteres Indiz, dass die klonierte Bibliothek
iiber eine gewisse Diversitit verfiigt. Der erhaltene Phagenklon steht nun zur

Uberfiihrung in unterschiedliche Antikérper-Konstrukte zur Verfiigung.

Durch die erfolgreiche Selektion konnte gezeigt werden, dass die entstande
, Gateway™*-Bibliothek funktionell ist und nun fiir weitere Selektionen gegen andere

Antigene wie z.B. Ves v 1 aus dem Wespengift zur Verfiigung steht.
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5. Diskussion

Die Verwendung synthetischer Antikorper-Konstrukte in der Diagnostik bietet enorme
Vorteile, da Giftextrakte unterschiedlicher Praparationen unterschiedliche Antigen-
konzentrationen aufweisen. Durch die Verwendung synthetischer Antikorper-
Konstrukte als Standards konnte somit, in jedem Test analysiert werden ob das jeweilige
Antigen in ausreichender Menge vorhanden ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
insektengift-spezifische scFv, die aus Selektionen mit der semi-synthetische scFv
Phagenbibliothek Griffin-1 stammten, in homodimere, bivalente und heterotetramere
Antikorper-Konstrukte der Isotypen G und E iiberfiihrt. Diese allergen-spezifischen
Antikorper-Konstrukte wurden anschlieffend in den diagnostischen Assay-Systemen
Immulite 2000 und UniCAP 250 analysiert. Hierfiir sollten Vollantikorper-Konstrukte
generiert werden, die dem nativen IgE Antikorper aus Spenderseren entsprechen. Auf
Grund der fehlenden Expression der selektierten scFv als IgE Vollantikdrper wurde ein
neues chiméres Antikorper-Konstrukt dargestellt. Da eine erfolgreiche Expression der
generierten IgG Vollantikorper bereits bestdtigt worden war, wurden die chiméren
Konstrukte aus einer Kombination schwerer Ketten der Isotypen G und E generiert. Die
Antikorper-Konstrukte wurden in verschiedenen Assay-Methoden analysiert.

Um weitere spezifische Antikorper-Konstrukte zu erhalten, sollte eine aviane immune
Antikorper-Bibliothek generiert werden. Die Darstellung einer wespengift-spezifischen
Antikorper-Bibliothek bietet den Vorteil, dass durch Immunisierung bereits relevante
Antikorper im Huhn produziert wurden, die moglicherweise fiir eine Epitop
Charakterisierung Allergie relevanter Allergene interessant waren. Es wurden zwei
Antikorper-Bibliotheken aus dem Immunrepertoire eines mit Wespengift immunisierten
Huhns durch wunterschiedliche Klonierungstechniken generiert. Diese wurden
abschlieBend zur Uberpriifung ihrer Funktionalitit zur Selektion gegen das

Majorallergen Ves v 5 eingesetzt.
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5.1. Allergen-spezifische Antikdrper-Konstrukte

Die Giftextrakte der Honigbiene und der Gemeinen Wespe beinhalten neben den bereits
bekannten Allergenen viele weitere Komponenten, wie z.B. Melittin (in der Biene) und
Mastoparan (in der Wespe), die durch ihre hohe Konzentrationen im Extrakt die
Diagnostik erschweren. Einige Allergene sind auch unterreprasentiert im Giftextrakt,
wie zum Beispiel das Bienengiftallergen Apim 10, welches von mehr als 50% der
Bienengiftallergiker erkannt wird, jedoch in den Giftextrakten nicht vorhanden ist. Eine
unterschiedliche Praparation der Giftextrakte, die in unterschiedlichen Konzentrationen
der Antigene resultiert, ist eine der Hauptursachen fiir die Schwierigkeiten in der
Diagnostik von Spenderseren. Hier wiirden antigen-spezifische Antikorper-Konstrukte
den Vorteil bieten, dass in jedem Assay die Extrakt-Praparation analysiert werden
konnte.

Da in unserer Arbeitsgruppe die Einzelallergene rekombinant exprimiert vorlagen
wurde eine Selektion mit der semi-synthetischen Phagenbibliothek Griffin-1 gegen die
Allergene durchgefiihrt. Die durch die Phage Display Technologie gewonnen
insektengift-spezifischen Antikorper-Fragemente Apim2, Apim3, Apim5, Vesv3
und Ves v 5 zeigen durch ihre Monovalenz eine geringere funktionelle Affinitdt und eine
Detektion nicht moglich ist. Durch die Fusion dieser scFv mit dem Fc-Teil eines
Immunglobulins und anschlieflender Expression konnen diese in verschiedenen ELISA

Systemen analysiert werden.

5.1.1. Darstellung homodimerer, bivalenter und heterotetramerer

Antikorper-Konstrukte

Die selektierten insektengift-spezifischen scFv ~ Fragmente sollten  mittels
unterschiedlicher Assay-Systeme evaluiert werden. Da die Analyse monovalenter scFv
Fragmente duflerst schwierig und eine Detektion nicht mdoglich ist, wurden die
Fragmente mit den Fc-Fragment der Antikorper'?, der mit einem Histidin-tag versehen
wurde, fusioniert. Dadurch wurde eine Detektion mit einem Fc-spezifischen Antikorper
ermoglicht. Durch die Deletion der Cui-Region der Konstrukte konnte bereits ein

erhohtes Expressionsniveau erzielt werden. Grund hierfiir ist das geringere
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Molekulargewicht, welches zu einer erhchten Expressions- und Sekretionseffizienz
fiihrt.

Die Reinigungen der Konstrukte sind im Rahmen dieser Arbeit {iber den His-tag erfolgt,
da diese mittels Nickel-NTA Matrix weitaus schonender verlaufen als Reinigungen tiber
Matrices, die spezifisch fiir die leichten Ketten (Kappa-Matrix oder Protein L) oder den
Fc-Teil des Antikorper-Konstruktes sind, wie z.B. Protein A oder Protein G. In allen
anderen Reinigungen werden die Antikdrper mittels pH-shift von der Matrix eluiert und
dies kann Antikorper-Konstrukte in ihrer Faltung beeinflussen bzw. in ihrer Reaktivitat
beeintrachtigen.

Fiir die Nutzung der selektierten scFv in den diagnostischen Systemen Immulite 2000
und UniCAP 250 wurde ein homodimeres, bivalentes Molekiil als scFv Antikorper-
Konstrukt im IgECr24 Format dargestellt'!?. Die Expression der insektengift-
spezifischen Antikorper-Konstrukte wurden in der leicht zu kultivierenden
embryonalen Zelllinie HEK293 durchgefiihrt. Hierfiir wurde die Zelllinie mit der DNA
transfiziert und die Etablierung von stabil exprimierenden Zelllinien angestrebt.
Ebenfalls wurden die insektengift-spezifischen Antikorper-Fragmente Apim 3,
Vesv5#1 und Vesv5#4 als IgGiCms Antikorper-Konstrukte generiert'”. Die
erfolgreich exprimierten IgGs«Cr2sHis Antikorper-Konstrukte konnen nun in den Assay-
Systemen als blockierende Antikorper Verwendung finden.

Die artifiziellen scFv Antikorper-Konstrukte stellen mit ihrer deletierten Cm Region
Konstukte dar, die zwar mit Hilfe von Antikorpern detektiert werden konnen, jedoch im
Vergleich zu Vollantikorpern eine deutliche geringere Flexibilitit in ihrer
Antigenbindung aufweisen. Aus diesem Grund wurde die Expression vollstandiger
Immunglobuline in den Formaten IgGi und IgE angestrebt. Da die Expression von
Antikorpern des Isotyps G deutlich effektiver ist, wurde zuerst die Generierung von IgG
Antikorper-Konstrukten fiir ausgewdhlte insektengift-spezifische scFv durchgefiihrt.
Hierbei wurden die scFv Apim3, Vesv3 und Vesv5#l als heterotetramere
Antikorper-Konstrukte Anti-Api m 3-IgGiHis, Anti-Ves v 3-IgGiHis und Anti-Ves v 5-
IgGiHis dargestellt. Die Expression als IgG Antikorper-Konstrukt konnte erfolgreich
nachgewiesen werden, jedoch nach dem Austausch der schweren Kette zum Isotyp E

konnte bei keinem der Konstrukte eine Expression gezeigt werden.
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5.1.2. Charakterisierung homodimerer, bivalenter und heterotetramerer

Antikoérper-Konstrukte

Die Funktionalitit und Reaktivitdt der sekretierten Antikorper-Konstrukte wurde in
einer ELISA Analyse mittels rekombinant erzeugter Allergene {iberpriift. Um
sicherzustellen, dass die generierten und exprimierten Antikorper-Konstrukte ebenfalls
die nativen Allergene in den Giftextrakten erkennen, wurden die Konstrukte im
AlaBLOT System untersucht. Hierbei konnte fiir alle generierten Antikorper-Konstrukte
gezeigt werden, dass eine Detektion des spezifischen Allergens aus Extrakt moglich ist.
Jedoch ist eine Detektion im AlaBLOT System nur ein Hinweis darauf, ob die allergen-
spezifischen Antikorper-Konstrukte die nativ gefalteten Allergene erkennen, da die
Allergenextrakte auf den Membranstreifen denaturiert vorliegen. Um festzustellen, ob
die synthetischen Antikdrper-Konstrukte die nativen Allergene genauso gut binden wie
die rekombinant erzeugten Allergene wurden die Konstrukte Anti-Api m 3-IgECr24His,
Anti-Api m 5-IgECu24His, Anti-Ves v 5-IgECH24His #1 und Anti-Ves v 5-IgECrH24His #4 in
den Assay-Systemen Immulite 2000 und UniCap 250 vermessen. Hierbei zeigten die
Antikorper-Konstrukte mit den Bienen- bzw. Wespengiftextrakten unterschiedliche
Reaktivitaten, was in unterschiedlichen IgE-Spiegeln resultiert.

Der Einsatz der analysierten Antikorper-Konstrukte zeigte, dass die unterschiedlichen
Assay-Systeme nicht miteinander vergleichbar sind'?'?, obwohl definierte Losungen an
Antikorper-Konstrukten analoge spezifische IgE-Spiegel in beiden Assay-Systemen
aufweisen. Grund fiir die teilweise sehr unterschiedlichen spezifischen IgE-Spiegel
konnen die verschiedenen Pradparationen der Allergenextrakte sein, in denen manche
Allergene aufgrund unzureichender Extraktionsmethoden unterreprasentiert sind. Am
Beispiel des Anti-Api m 5-IgECH24His Antikorper-Konstrukts, das ebenfalls das
homologe Allergen Vesv 3 erkennt, kann dies sehr deutlich gezeigt werden. Dieses
Konstrukt wurde neben der Analyse mit Bienengiftextrakt ebenfalls mit
Wespengiftextrakt im Immulite 2000 System vermessen. Der Wert des spezifischen IgE-
Spiegels ist bei der Messung mit dem Wespengift hoher als bei der mit dem Bienengift,
woraus geschlossen werden konnte, dass beide Allergene in unterschiedlichen

Konzentrationen in den jeweiligen Giftextrakten vorliegen. Hierbei muss davon
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ausgegangen werden, dass die Affinitaten des Anti-Api m 5 Antikorper-Konstruktes zu
den Proteinen Api m 5 und Ves v 3 vergleichbar sind.

Ein weiteres interessantes Beispiel fiir unterschiedliche IgE-Spiegel ist die Analyse des
Anti-Api m 3-IgECm24His Antikorper-Konstrukts. Bei diesem Konstrukt ist vor allem der
Vergleich beider Assay-Systeme untereinander interessant. Bei Analyse mit Bienengift ist
der spezifische IgE-Spiegel von 16 kU/L im Immulite 2000 System, dies entspricht Klasse
III. Die Werte des spezifischen IgE liegen jedoch, nach einem UniCAP 250 Assay, bei
105 kU/L, was einer Klasse VI entsprechen wiirde. Die Untersuchung des Antikorper-
Konstrukts mit rekombinant erzeugtem Einzelallergen im UniCAP 250 System zeigt
einen identischen spezifischen IgE-Spiegel.

Eine weitere Ursache fiir geringe IgE-Spiegel kann die Immobilisierung des Allergens
auf den jeweiligen Oberflichen sein. Eine Moglichkeit zur Immobilisierung ist das
Biotinylieren des Allergens und anschliefSender Inkubation auf Streptavidinoberflachen.
Jedoch konnen dadurch bestimmte Epitope auf der Allergenoberflache verdeckt bzw.
zerstort werden.

Die bisher generierten Antikorper-Konstrukte im IgECm24His Format, die unter
Verwendung von Sdugerzelliiberstand vermessen wurden, sollten des Weiteren alle in
gereinigter Form in den diagnostischen Assay-Systemen Immulite 2000 und UniCAP 250
mit ihren Einzelallergenen auf ihre Reaktivitat hin iiberpriift werden.

Um zu Analysieren, ob die beiden Antikorper-Konstrukte Anti-Ves v 5-IgECm4His #1
und Anti-Ves v 5-IgECm:4His #4 ebenfalls fiir einen Einsatz in einem Basophilen
Aktivierungstest geeignet sind, wurden diese ebenfalls im B-Hexosaminiase Assay
vermessen. Bei diesem Assay werden humanisierte Ratten Basophilen Leukamie Zelllinie
RBL-2H3-5X38 verwendet. Die Quervernetzung der einzelnen Antikorper-Konstrukte
mit einem polyklonalen Anti-IgE Antikorper konnte erfolgreich gezeigt werden. Jedoch
konnte bisher keine erfolgreiche Quervernetzung beider Antikorper-Konstrukte mit
rekombinant erzeugtem Allergen Ves v 5 bzw. Wespengift gezeigt werden. Hierfiir gibt
es mehrere mogliche Ursachen die Antikorper-Konstrukte konnen &dhnliche Epitope
erkennen oder aber die Epitope liegen sterisch so ungilinstig, dass die verkiirzten
Konstrukte nicht durch das Antigen quervernetzen. Die Affinitat der Antikorper-

Konstrukte spielt fiir den f-Hexosaminidase Assay ebenfalls eine Rolle, da mindestens
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einer der Antikorper-Konstrukte hoch-affin sein muss. Hierfiir sollten weitere Anti-
Ves v 5 scFv als Antikorper-Konstrukte generiert und exprimiert werden.

Um zu Analysieren, ob die Antikorper-Konstrukte wirklich unterschiedliche Epitope
erkennen, wurde ein Sandwich-ELISA durchgefiihrt, jedoch konnte hierbei kein Ergebnis
erzielt werden, da der Assay durch unspezifische Bindung des Detektions-Antikorpers
gestort wurde.

Die artifiziellen Konstrukte kénnen ebenfalls der Grund sein, da die gereinigten
Antikorper-Konstrukte moglicherweise einen Cluster bilden und dadurch nicht mit dem
Detektions-Antikorper iiberpriift werden konnen. Um dies zu umgehen sollten diese
nicht zu stark konzentriert werden. Ebenfalls neigen die generierten, exprimierten,
gereinigten Antikorper-Konstrukte durch Einfrieren zu Aggregationsbildung und fallen
beim Auftauen aus. Dies konnte umgangen werden indem man die Konstrukte mit
Proteaseinhibitoren bei 4 °C lagert, jedoch konnten so die Konstrukte im Kiihlschrank
auch nur begrenzt gelagert, da diese trotz Inhibitoren degradiert werden. Die Lagerung
von Antikorper-Konstrukten konnten verbessert werden, indem man zu den bereits
gereinigten Konstrukten BSA gibt um die Aggregationsbildung zu inhibieren.

Fiir alle generierten Antikorper-Konstrukten wére eine Bindungsstudie von Vorteil um
die Affinitdten zu analysieren. Hierbei konnten die hoch-affinen bindenden Antikoper-
Konstrukte herausgefiltert werden, welche als Standard in Assay-Systemen Verwendung

finden konnten.

5.2. Darstellung chimarer IgGE Antikorper-Konstrukte

Die erfolgreiche Darstellung und Expression der insektengift-spezifischen scFv als
verkiirzte Antikorper-Konstrukte konnte zwar gezeigt werden, jedoch ist die
Expressionsfahigkeit in Form von Vollantikorper-Konstrukten dadurch nicht immer
gewahrleistet.

In unserer Arbeitsgruppe konnten bereits unterschiedliche variable Regionen aus
Hybridomazellen gewonnen, als Vollantikorper als Isotyp E generiert und zur

Expression gebracht werden. Jedoch konnte bisher keiner der generierten humanen IgE
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Vollantikérper aus Antikorper-Fragmenten, die durch Selektion aus der
Phagenbibliothek Griffin-1 erhalten wurden, nicht exprimiert werden.

Ein Grund hierfiir konnte sein, dass diese Fragmente bestimmte Aminosduren in den
variablen Regionen besitzen, die dazu fiihren, dass die generierten Antikorper nicht
korrekt gefaltet werden. Durch die unvollstandige Faltung wird das Konstrukt im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) zuriickgehalten und somit nicht zur Expression
gebracht werden. Da die meisten Griffin Antikorper-Fragmente als verkiirzte
IgE-Konstrukte sehr gut exprimieren, ist moglicherweise die erste Doméne der schweren
Kette oder die leichte Kette fiir die nicht korrekt gefalteten Konstrukte verantwortlich.
Um dies besser evaluieren zu konnen, standen verschiedene Isotyp-Kombinationen der
Immunglobuline zur Verfligung. Die mogliche Anwendung der generierten Antikorper-
Konstrukte in diagnostischen Assay-Systemen ist hierbei entscheidend, da die
Verwendung als Standardreagenz den gleichen Detektionsantikorper (Anti-IgE)
bendtigt. Ebenfalls sollten die grundsatzlichen Figenschaften des IgE Antikorpers, wie
z.B. die Rezeptorbindung erhalten bleiben. Moglich waren die Darstellungen von
humanen chiméren Konstrukten aus Kombinationen der Antikorperisotypen IgE bzw.
IgA, IgM bw. IgG. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression der chiméren
Konstrukte IgGE angestrebt, da fiir die dargestellten IgG Antikorper-Konstrukte eine
Expression gezeigt werden konnte. Dies zeigt, dass die Paarung der ersten Doméne der
schweren Kette der konstanten Region mit der leichten Kette der konstanten Region des
Isotyps G generell funktionell ist.

Die generierten IgGE Antikorper-Konstrukte sollten, durch die konstanten Regionen des
Isotyps G, ein erhohtes Expressionsniveau aufweisen und durch die konstanten
Regionen des Isotyps E sollten sie mit einem Anti-IgE Antikorper detektiert werden und
zudem die Fahigkeit besitzen an den Fce-Rezeptor zu binden.

In den Konstrukten wurde darauf geachtet, dass die Aminosdure Prolin in der Position
32 konserviert ist, da es eine grofse Rolle bei der korrekten Faltung der IgGCru-inge Region
spielt. Diese Domaéne ist in den unterschiedlichen IgG Antikorper Isotypen und in
verschiedenen Spezies konserviert'?. Falls jedoch die Cu1 Domaéne nicht korrekt gefaltet

ist, wird das komplette Antikorper-Konstrukt im Endoplasmatischen Retikulum (ER)

112



DISKUSSION

durch das Chaperon BiP zuriickgehalten, da BiP mit hoher Spezifitit an die ungefaltete
Cm Domaéne'?? bindet, was bereits in vivo'® und in vitro'? gezeigt werden konnte.

Fiir das erste Konstrukt IgGE1 wurde eine Kombination aus der ersten Doméne und
hinge Region des IgG und aus den Doméanen Cr4 des IgE gewdhlt. Die hinge-Region
wurde eingefiigt um die Flexibilitit zu erhohen. Allerdings konnte bisher fiir dieses
Antikorper-Konstrukt keine Expression gezeigt werden. Da nur die Doméne IgGCri-hing,
die fiir die Detektion mit dem polyklonalen Anti-human-IgG-AP ausreichen muss,
konnte diese nicht fiir einen Nachweis der Expression ausreichen. Die Detektion der IgE
schweren Ketten Cr24-Region ist ebenfalls dufSerst schwierig, da der polyklonale humane
Anti-IgE Antikorper mit einem Anti-goat-IgG-AP Antikorper detektiert wird und dieser
unspezifisch bindet. Unter Verwendung des monoklonalen Anti-human-IgE-AP
Antikorpers konnte ebenfalls keine Expression gezeigt werden, obwohl dieses
Antikorper-Konjugat die verkiirzten IgE Antikorper-Konstrukte durchaus erkennt. Dies
deutet darauf hin, dass keine Expression stattfindet.

Ein Grund hierfiir konnte die zusatzliche hinge-Region sein, denn die zusitzlichen
Aminosauren, konnten zu Problemen bei der korrekten Faltung des
Antikorper-Konstrukts fithren.

Die Regionen der letzten beiden Domidnen des IgE Antikorpers wurden bereits
erfolgreich von Wurzburg et.al.1* exprimiert, nach diesen Angaben und durch Analyse
der Aminosaresequenz wurde das IgGE2 Antikorper-Konstrukt generiert. Es wurde ein
Ubergang von IgG zu IgE gewihlt. der nach Ende der IgGCh: bzw. vor Beginn der
IgECHs Doméne in der Nahe eines Prolin-Restes lag. Prolin ist fast nie in Helices oder
Faltblattern vorzufinden und somit ist die Wahrscheinlichkeit nicht sehr hoch das eine
Sekundarstruktur zerstort wird!2131:132,

Das IgGE2 Antikorper-Konstrukt konnte zwar in ELISA Analysen mittels polyklonalem
Anti-human-IgG-AP Antikorper nachgewiesen werden, jedoch konnte es nicht mit
einem polyklonalen Anti-IgE Antikorper detektiert werden, da hierbei ebenfalls die
unspezifische Bindung des Detektionsantikorpers die Analyse storte. Allerdings konnte
fir das IgGE2 Antikorper-Konstrukt eine erfolgreiche Rezeptorbindung mittels
AviQuant-Analyse nachgewiesen werden. Einmal konnte das Konstrukt mit Anti-

human-IgG-AP detektiert werden ebenfalls konnte nach einer Dialyse und Inkubation
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auf einer Mikrotiterplatte und durch AviQuant und Anti-IgY-AP detektiert werden.
Beide Resultate lassen auf eine Bindung der IgECuss+ Doméne an den verkiirzten
Rezeptor schliefien. In Studien wurde bereits gezeigt, das die Doméne IgECHs ausreicht,
um an den FceRI in micromolarer Affinitdt!33134 zu binden!21135136137.138 ynd die Domaéne
Crus nicht direkt an der Bindung des IgE-Fc Teils an den Rezeptor beteiligt ist, jedoch zur
Orientierung der Cus Domaéne zur korrekten Bindung an den Rezeptor beitragt!s2. Ein
Aspekt ist jedoch, dass durch das Fehlen der Doméne Cr: die Stabilitdt des Antikorper-
Rezeptor Komplexes geringer ist, als in einem verkiirzten Konstrukt!3132139140141, Djes ist
tir die Anwendung der Antikorper-Konstrukte als ,Standard” in diagnostischen Assays,
wie UniCAP 250 und Immulite 2000 nicht von belang, da hierbei nur die Detektion eine
Rolle spielt. Jedoch wire dies bei Basophilen Aktivierungstests zu berticksichtigen.

Das Generieren von neuen IgGE Antikorper-Konstrukten wire hier interessant, z.B. ein
Konstrukt welches aus den Domanen IgGiCru-ninge und den Doménen IgECHs4 besteht. Da
diese beiden Domiénen des Isotyos E eine strukturelle Ahnlichkeit zu den IgGiCrzs
Regionen aufweisen'? ebenfalls sollte ein [gGE1 Konstrukt ohne hinge Region angedacht
werden. Um jedoch die Probleme der IgE Antikorper-Expression zu analysieren, sollten
mehr Konstrukte generiert werden, die Riickschliisse auf die Faltung liefern. Neben
unterschiedlichen =~ Kombinationen der schweren Ketten konnten ebenfalls
Punktmutationen in die erste Doméane der schweren Kette des IgE Antikorpers
eingebracht werden.

Die Generierung des IgGE2 Antikorper-Konstrukts ist ein moglicher Losungsweg fiir
eine erfolgreiche Nutzung der synthetischen Antikorper-Konstrukte in diagnostischen

Assay-Systemen.

5.3. Aviane immune Antikorper-Bibliotheken

Neben den bereits bekannten Allergenen beinhaltet Wespengiftextrakt viele weitere
Komponenten, wodurch die Diagnostik und Therapie erschwert wird. Eine Ursache sind
die unterschiedlichen Praparationen der Giftextrakte, welche neben in unterschiedlichen
Allergenkonzentrationen resultieren konnen'#, so sind z.B. einige Allergene gar nicht in

den aufgearbeiteten Praparaten reprasentiert. Um dies zu umgehen konnten Tiere mit
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den rekombinanten Allergenen immunisiert werden und polyklonalen Antikorper
konnten zur Analyse verwendet werden. Jedoch wiirden diese Antikorper nicht als IgE
Antikorper detektiert werden konnen und somit zu moglichen Fehlerquellen bei der
Durchfiihrung der Assay-Systeme fithren. Durch die Verwendung monoklonaler
allergen-spezifischer Antikorper-Konstrukte konnte dieses Problem umgangen werden.
Dadurch kann gewdihrleistet werden, dass die einzelnen Allergene in den Assay-
Systemen in ausreichender Konzentration prasentiert sind.

Monoklonale Antikorper konnen auf unterschiedlichste Wege generiert werden, wobei
die effektivste Methode die Phage Display Technologie??? ist. Diese bietet gegeniiber der
Hybridomtechnologie viele Vorteile, unter anderem ist dieses System weniger zeit- und
kostenintensiv. Es wurden bereits Antikorper-Fragmente aus der humanen semi-
synthetischen Phagenbibliothek Griffin-1 gewonnen. Jedoch haben die, aus
synthetischen Bibliotheken limitierter Diversitat, erhaltenen Antikorper-Fragmente
oftmals eine geringere Affinitit, als Fragmente die aus einer immunen Bibliothek
gewonnen wurden?.. Ein weiterer Aspekt zur Generierung einer immunen Bibliothek
ist, dass bisher aus der Bibliothek Griffin-1 noch keine Fragmente gegen das
Majorallergen Ves v 1 erhalten wurden.

Immune Antikorper-Bibliotheken konnten bereits aus unterschiedlichen Organismen
generiert werden, z.B. aus Mensch®*, Maus*552, Huhn%55%5%575, Kaninchen® und
Kamel®. In dieser Arbeit wurde auf das aviane Immunrepertoire zuriickgegriffen, da die
Amplifikation der variablen Regionen der leichten und der schweren Kette mit jeweils
nur einem Oligonukleotid-Paar vereinfacht ist. In B-Zellen®* werden die Antikorper
produziert, in deren vu-Lokus® sind ein V- und ein J-Segment zur Generierung der
leichten®” und schweren Kette®%, sowie 16 D-Segmente vorhanden. Sichergestellt wird
die hohe Diversitat jedoch ebenfalls von so genannten V(D)-Pseudogene® 2. Dies beruht
auf dem Mechanismus der somatischen Genkonversion. Als Ausgangsmaterial fiir die
Amplifikationen der variablen Regionen dienten die B-Zellen aus der Milz, da diese dort
in hoher Konzentration vorliegen. Das im Milzgewebe vorliegende B-Zell-Repertoire hat
bereits eine Affinitatsreifung durchlaufen und beinhaltet somit die Informationen fiir

viele antigen-spezifische Antikorper 7.
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Da bereits viele Bibliotheken durch Klonierung zuvor hybridisierter scFv 56579143144
dargestellt und auch die Klonierung der variablen Regionen in zwei Schritten®% in den
Phagemidvektor gezeigt werden konnte, sollten in dieser Arbeit vor allem neue
Klonierungstechniken zum Erhalt einer immunen Bibliothek evaluiert werden, um
moglichst schnell eine Bibliothek geeigneter Grofle zu erhalten. Eine immune Bibliothek
kann durch kombinatorische Systeme, wie das StarGate® System, welche auf den
Standardtechniken der Restriktion und Ligation basiert, dargestellt werden. Hierbei
werden die aus der RNA gewonnenen Ausgangsamplifikate der variablen Regionen
tiber mehrere Reaktionen in den Destinationsvektor kloniert. Die zweite Technik die
verwendet wurde ist die Gateway™ Technologie, welche auf dem Mechanismus der
homologen Rekombination beruht und bereits vollstindige scFv benotigt, die
anschliefSend in den Destinationsvektor kloniert werden. Das, im Rahmen dieser Arbeit,
angewandte Gateway™ System*#® ist nicht die einzige Technologie, die auf dem Prinzip
der homologen Rekombination basiert. Ein weiteres System ist z.B. das Cre/loxP System,

welches vor allem in Pflanzen- und Saugertierzellsystemen Verwendung findet'®.

5.3.1. Immunisierung eines Huhns mit Wespengift und Analyse der

isolierten polyklonalen IgY

Die Immunisierung mit Wespengiftextrakt stellt eine Herausforderung an das
Immunsystem des Huhns dar, da der Extrakt neben den Allergenen Ves v 1, Ves v 2a/b,
Ves v 3, Vesv4 und Ves v5 weitere Proteine wie vasoaktive Amine und Mastoparan
beinhaltet. Die Verwendung von Giftextrakt, aus der Biene oder Wespe, anstelle von
gereinigten Proteinen fordert den avianen Organismus, da der Extrakt neben
immunstimulatorischen Molekiilen ebenfalls toxische Proteine enthélt. Dadurch wird im
Fall des Toxins einerseits die Immunantwort gestort, jedoch wird andererseits die
Antwort durch die immunstimulatorischen Proteine enorm verstdarkt. Dies konnte
dazufiihren, dass eine spezifische Immunantwort gegeniiber den im Wespengift
enthaltenen immunogenen Molekiilen entsteht und dadurch spezifische und Allergie

relevantere Antikorper gebildet werden.
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Allerdings kann der Pool aus unterschiedlichen , Antigenen” in den Giftextrakten dazu
fiihren, dass nicht jedes dieser Antigene eine Immunreaktion auslost®*. Dies wurde
bereits von Chiliza et. al. 2008 beschrieben'#, die zwei Hiihner mit den gleichen
Antigenen, einer Mixtur aus parasitdiren und viralen Pathogenen immunisierten. Die
polyklonalen IgY der beiden Hiihner wurden anschlieffend in einer ELISA Analyse
untersucht und verglichen. Hierbei wurde festgestellt, dass die Hiihner unterschiedliche
Immunantworten gegeben hatten. Ein Grund hierfiir kann die Antigen-Prasentation im
Huhn selbst sein, da der aviane MHC Komplex wesentlich kleiner und kompakter als
der humane ist. Dieser Komplex weifst daher auch eine wesentlich geringere Variabilitat
aufl4,

Nachdem das Huhn P005 mit Wespengift nach herkdmmlichem Protokoll immunisiert
wurde, wurden die IgY isoliert und auf unterschiedlichen Wespengiftextrakt und
rekombinant erzeugten Wespengiftallergenen mittels ELISA Analyse untersucht. Hierbei
wurden als Kontrolle das Hiihner-Lysozym und Bienengiftextrakt verwendet. Die
Spezifitat der isolierten IgY-Antikorper konnte deutlich fiir Ves v 1, Vesv 3 und Ves v 5
gezeigt werden, das Antigen Vesv2a und seine inaktive Variante Ves v 2b wurden
jedoch nicht erkannt. Ein moglicher Grund konnte sein, dass dieses Allergen nicht
immunogen auf den avianen Organismus wirkt'#, sondern nur ein humaner Oganismus
eine Immunantwort gibt. Die polyklonalen IgY wurden ebenfalls im AlaBLOT System
auf Wespengiftextrakt untersucht. Hierbei konnten Banden in Hoéhe der Antigene
Vesv1l Vesv2a Vesv2b, Vesv3, Vesv4d und Vesv5 detektiert werden, weitere
Banden, die detektiert wurden, sind ebenfalls in dem AlaBlot Streifen, welcher mit
Poolseren von Wespengiftallergikern inkubiert wurde, sichtbar, dies deutet auf mogliche
weitere Antigene bzw. gebildete Antikorper hin. Das Banden in Héhe von Ves v 2a und
Ves v 2b im ALABIlot System detektiert wurden deutet darauf hin, das die isolierten IgY
moglicherweise weitere Allergene erkennen, die auf einer dhnlichen Hohe liegen.

Zur Analyse des Giftextraktes konnten schon die polyklonalen IgY Antikorper
verwendet werden und, unter Verwendung eines IgE Antikorper-Konstrukts, das
anstelle eines scFv einen Teil des avianen Rezeptors CHIR (chicken immunglobuline-like

recpetors) tragt, in Assay-Systemen eingesetzt werden. Hierbei wiirden sich allerdings die
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Schritte, die zu einer Detektion fithren, unterscheiden zu der Detektion der IgE aus
Spenderseren, dadurch konnen weitere Fehlerquellen entstehen.
Dies ist ein weiterer Grund monoklonale allergen-spezifische Antikorper-Konstrukte,

durch Antikorper-Bibliotheken, zu generieren.

5.3.2. Stargate® Bibliothek

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das StarGate® combinatorial cloning System zur
Darstellung einer immunen Bibliothek erstmalig verwendet. Dieses System bietet den
Vorteil, dass durch klonieren der einzelnen variablen Regionen in die jeweiligen
Vektoren und anschlieffender Fusion, moglichst schnell und effizient vollstandige scFv
erhalten werden. Dabei wiirden keine Fragmente durch Hybridisierungen mittels PCR
verloren gehen.

Die Verwendung der StarGate® Technologie zur Klonierung einer Bibliothek sollte
moglichst effizient verlaufen. Dies konnte bei den ersten Reaktionen gezeigt werden.
Hierbei wurden Subbibliotheksgrofien im Bereich von 1 -5 x 10¢ Transformanden (vs:
4.24 x 10° und vi: 1.8 x 109, 1 x 10°/ug DNA) erhalten.

Durch die erhaltenen Groflen der Subbibliotheken konnte eine Grofie der Fusions-
Subbibliothek von mindestens >1 x 10° erwartet werden. Rein statistisch gesehen konnte
die Bibliothek eine Grofie von bis zu 10%? ergeben, da theoretisch jede vu mit jeder vi
durch zu einem scFv fusioniert. Es sollte jedoch bedacht werden, dass die eingesetzte
Menge Fusionsvektor auch nur 4x10® Teilchen/ul betrdagt. Bei dem -eingesetzten
Volumen von 10 pl kann also nur eine Bibliotheksgrofie von maximal 4 x 10° erwartet
werden.

Jedoch konnte bei der Transformation der Fusionsreaktion nur eine Bibliotheksgrofie
von 2 x 105 (bei 5 x 10°/ug DNA) erhalten werden. Grund hierfiir konnte die Effizienz der
komplexen Reaktion sein, da hier drei unterschiedliche Vektoren verwendet wurden,
um den Zielvektor, der den avianen scFv beinhaltete, zu generieren. Diese Reaktion fand
in einem Schritt statt, wodurch die ungeschnittenen Vektoren pNFUSE, pCFUSE und der

Ausgangsfusionsvektor die Transformationseffizienz herabsetzen konnten.
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In der anschliefenden Transferreaktion wurde der erhaltene scFv in den
Phagemidvektor {iiberfithrt. Diese Reaktion sollte sehr effizient sein, da von einer
dhnlichen Kombination der Reaktion ausgegangen werden konnte wie die Generierung
der pNFUSE- und pCFUSE-Vektoren. Durch eine vorherige Analyse hitte theoretisch
nach Transformation des Ansatzes mit Zellen, die {iber eine hohe
Transformationseffizienz verfiigen, eine Bibliothekgrofie im Bereich von 7 x 10° ergeben
miissen. Die finale Bibliotheksgroffe betrug jedoch 1x105 Transformanden
(bei 5 x 10°/ug DNA). Da ein Klon der Bibliothek keinen avianen scFv trug, muss die
eigentliche Bibliotheksgrofie kleiner als 1x10° betrachtet werden und ist somit
moglicherweise zu klein fiir eine erfolgreiche Selektion. Jedoch sollte evaluiert werden,
ob die Verwendung einzelner Reaktionen zur Generierung einer Bibliothek ausreichen
wiirden.

Im Allgemeinen konnten storende Faktoren in jeder Reaktion sein, wie z.B. die Ligase,
die Pufferlosung oder das Enzym, welche die Effizienz der Transformation herabsetzen
konnten.

Durch die anschlieflende Selektion gegen das Majorallergen Ves v 5 konnte kein Ves v 5-
spezifisches Antikorper-Fragment erhalten werden und keine Anreicherung spezifischer
Phagen in den Selektionsrunden erzielt werden. Ein moglicher Grund waére, dass keiner
der generierten scFv spezifisch Ves v 5 erkennt.

Die erhaltene Bibliotheksgrofie ist moglicherweise zu klein um fiir eine erfolgreiche
Selektion eingesetzt werden zu konnen. Durch Steigerung der Bibliotheksgrofse konnten
nach anschliefender Selektion antigen-spezifische Antikorperfragmente erhalten
werden. Diese Steigerung der Bibliotheksgrofie konnte erreicht werden, indem die DNA
durch Dialyse oder Fillung gereinigt wird. Ebenfalls konnten Zellen mit einem mit einer

hoheren Transformationseffizienz zu einer grofieren Bibliothek fiihren.

5.3.3. Gateway™ Bibliothek

Fiir die Darstellung einer avianen Bibliothek mittels Gateway™ Technologie werden
bereits vollstindige scFv benotigt. Da eine Hybridisierung der variablen Regionen

mittels PCR zu einer Verringerung der Diversitat® fiihrt, wurden die fusionierten scFv
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aus der StarGate® Technologie fiir die Amplifikation und das Anfiigen der attachment
sites verwendet. Deswegen konnte bei einer Bibliotheksgrofie von 1 x 10° von moglichst
vielen unterschiedlichen scFv ausgegangen, jedoch keine wesentlich grofiere Bibliothek
erwartet werden. Es wurden 1 x 10® Molekiile fiir eine PCR verwendet. Die scFv wurden
amplifiziert und anschlieffend die gereinigten scFv in der BP Reaktion eingesetzt. Nach
der Reaktion waren nur etwa 70% der erhaltenen Vektoren funktionell, jedoch konnte
davon ausgegangen werden, dass die Vektoren, die keinen avianen scFv trugen, in der
weiteren LR Reaktion nicht mit umgesetzt wurden, da diesen die attachment sites fehlten.
Die erhaltene Subbibliotheksgrofse von 2.7 x 10¢ (bei 1 x 10°/pug DNA) ist deutlich kleiner,
befindet sich aber immer noch im Bereich von 1 x 10°.

Die anschliefende LR Reaktion ergab erneut eine Bibliotheksgrofie von 2 x10°
(bei 1 x 10°/ug DNA) in denen alle analysierten Kolonien ein Insert trugen. Abschliefsend
wurden noch in F-pilus tragende Zellen mit der erhaltenen Bibliothek retransformiert
(3 x 10%/ug DNA) um diese anschlieffend mit Helferphagen superinfizieren zu konnen.
Hierbei ergab sich mit 5 x 10° eine héhere Anzahl an Transformanden, jedoch scheinen
die E.coli Zellen wahrend dieses Schritts Teile des Vektors wieder aus ihrem Genom zu
entfernen, da hier nicht mehr alle tiberpriiften Kolonien einen avianen scFv beinhalteten.
Ebenfalls ergab die Sequenzierungsanalyse, dass drei der fiinf Klone einen frameshift in
den flankierenden Bereichen der CDR hatten. Zwei dieser frameshift wurden
wahrscheinlich durch die Oligonukleotide wéahrend der Amplifikation des scFv
eingefiligt. Dies ist auf fehlerhafte Oligonukleotide zuriickzufiihren, die nicht mittels
HPLC gereinigt wurden. Der dritte frameshiftist wahrscheinlich wahrend der
Primaramplifikation entstanden und kann auf einen Fehler der verwendeten Polymerase
zuriickgefiihrt werden, da er sich im mittleren Bereich der variablen Region der
schweren Kette befindet.

Nach der Selektion der Bibliothek gegen das Majorallergen Vesv5 konnte der
Phagenklon Anti-Vesv 5 #2 erhalten werden. Dieser scFv wurde aus monoklonalen
Phagen der dritten Selektionsrunde gewonnen, jedoch konnte, nach Analyse der zweiten
Selektionsrunde, die ebenfalls eine hohe Anreicherung spezifisch bindender

polyklonaler Phagen zeigte, kein spezifisch bindender Phagenklon isoliert werden.
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Die generierte und funktionelle Gateway™ Bibliothek kann zur Selektion gegen weitere
Allergene wie Ves v 1 bzw. Ves v 3 sowie gegen das komplette Wespengift eingesetzt
werden. Eine weitere Moglichkeit ware die Selektion gegen das im Bienengift homologe
Protein Api m 5, um kreuzreaktive Antikorper-Konstrukte zu erhalten.

Eine initiale Selektion mit drei Selektionsrunden gegen Ves v 3 fiihrte bisher zu keinem
Ergebnis. Griinde hierfiir konnte sein das kein Ves v 3-spezifischer scFv in der Bibliothek
vorhanden ist oder das der wahrend der Immunisierung eingesetzte Giftextrakt eine
unzureichende Konzentration des Allergens Vesv 3 aufwies. Neben diesen
Moglichkeiten konnten die bereits erwdhnten Faktoren, die dazu fiihren, dass die Zellen
die genetischen Informationen des scFv aus ihrem Genom entfernt, Ursache fiir die
ergebnislose Selektion sein.

Das Anti-Ves v 5 #2 Fragment steht nun zur Klonierung in Antikdrper-Konstrukte zur
Verfligung, wobei hier die Expression des avianen scFv als Vollantikorper im
IgE-Format interessant ist. Der aviane Vesv 5-spezifische Antikorper konnte
anschlieffend mit denen aus der Griffin-1 erhaltenen Antikorper-Fragmenten Anti-
Vesv5 #1 wund #4 durch ELISA Analysen, B-Hexosaminidase Assay und
Bindungsstudien verglichen werden. Moglicherweise erkennt dieser ein anderes Epitop
und kann dadurch in Basophilen Assays mit den bereits generierten Anti-Vesv 5
Antikorper-Konstrukten zu einer Degranulation der Zellen fiihren.

Die Verwendung der Gateway™ Technologie zur Darstellung einer Bibliothek ist generell
funktionell, d.h. das Prinzip der Rekombination scheint fiir den Ansatz einer

Bibliotheksklonierung anwendbar zu sein.

5.3.4. StarGate® vs. Gateway®

Die Darstellung immuner avianer Antikorper-Bibliotheken wurde bereits von vielen
Arbeitsgruppen beschrieben. Hierbei wurden in den haufigsten Fallen {iber
Hybridisierungen die scFv in den Phagemidvektor kloniert. Die Einzelklonierung der
variablen Regionen in einen Phagemidvektor hat jedoch den Vorteil, dass keine scFv
durch Hybridisierungen verloren gehen®. Jedoch konnen hierbei unvollstindige

Phagemidvektoren entstehen, die nur eine aviane variable Region beinhalten. Ebenfalls
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ist ein Nachteil bei der Einzelklonierung, dass die Finale Transformation zum Erhalt
einer Bibliothek sehr effizient verlaufen muss.

Die Darstellung avianer Antikorper-Bibliotheken mit Hilfe der Techniken StarGate® und
Gateway™ soll eine Klonierung ermoglichen, die moglichst effizient eine Bibliothek in
kurzer Zeit erstellt.

Die StarGate® Technologie ist eine duferst effiziente Methode, um moglichst schnell
einzelne Gene in Expressionsvektoren zu klonieren. Die Verwendung dieser Technik fiir
eine Generierung einer gesamten Bibliothek ist schwierig. Hierbei muss beachtet
werden, dass jede Transformation moglichst effizient verlauft. Ebenfalls sollte bedacht
werden, dass jeder Ausgangsvektor ein moglicher Storfaktor fiir die
Transformationseffizienz ist, da dieser ebenfalls transformiert wird. Ebenfalls werden
vermutlich nicht alle variablen Regionen miteinander kombiniert, da der Fusionsvektor
nur in einer begrenzten Konzentration (~4 x 10% Teilchen/ul) in der Reaktion vorhanden
ist.

Um das Problem der nicht effizient verlaufenden Transferreaktion zu umgehen, konnte
man nach der Fusionsreaktion die erhaltenen scFv amplifizieren und mittels klassischer
Klonierungstechniken in den Phagemidvektor pHEN?2 tiberfiihren.

Die Darstellung einer Bibliothek mittels der Gateway™ Technologie scheint hier
einfacher und effizienter zu verlaufen. Jedoch werden dafiir bereits vollstindige scFv
benotigt, die durch eine Standard Hybridisierung mit den bereits genannten Nachteilen
entstehen konnten. Hier kann eine Kombination der StarGate®- mit der Gateway™
Technologie, wie in dieser Arbeit gezeigt, einige Vorteile bieten. Bei der Klonierung der
einzelnen variablen Regionen und der anschlieflenden Fusion zu einem scFv besteht die
Moglichkeit die Hybridisierungen der scFv zu umgehen und dadurch wahrscheinlich
eine hohere Diversitdt zu erhalten. Nach der Amplifikation der scFv konnen diese durch
die anschlieSfenden Gateway™ Reaktionen in den Phagemidvektor kloniert werden, da
diese Bibliothek bei den finalen Reaktionsschritten eine deutlich hohere
Transformationseffizienz aufwies als die finale Transformation der StarGate® Bibliothek.
Die Anwendung der StarGate® Technologie in Kombination mit der Gateway™ Methode
zur Generierung humaner, immuner Bibliotheken ist sehr interessant. Nach der

Generierung der einzelnen vu und vi Regionen mit unterschiedlichen Oligonukleotiden
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miissen diese anschlieffend hybridisiert werden, da eine Einzelklonierung der variablen
Regionen in den Phagemidvektor hier nicht mdglich ist. Eine Hybridisierung aller
variablen Regionen ist dufSerst aufwendig. Daher konnten hier die Reaktionen der
StarGate® Technologie bis zur Generierung des Fusionsvektors durchgefiihrt werden, da
diese sehr effizient verlaufen. Unter Einsatz mehrerer Fusionsreaktionen konnten
dadurch schnell, jedoch nicht unbedingt kostengiinstig, ein Gemisch aus vollstindigen
scFv generiert werden. AnschliefSfend wiirden die erhaltenen scFv wieder amplifiziert
werden und stiinden somit zur Klonierung mittels Gateway™ Technologie zur
Verfligung. Dies wiirde schneller und kostengiinstiger zu der gewiinschten Bibliothek
fiihren, jedoch sollten hier grofiere Bibliotheken generiert werden, um moglichst viele

spezifische Antikorper-Fragmente zu erhalten.

5.4. Ausblick

Synthetische = Antikorper-Konstrukte konnen als humane Referenzseren in
diagnostischen Assay-Systemen eingesetzt werden, um die Reproduzierbarkeit sowie die
Vergleichbarkeit unterschiedlicher Methoden zu gewaihrleisten. Hierfiir ware es u.a.
denkbar, den Proteingehalt ausgewdhlter Allergene unter Verwendung
unterschiedlichen Antikorper-Konstrukte zu quantifizieren. Dabei muss jedoch die
Zugénglichkeit der entsprechenden Epitope auch nach chemischer Modifikation fiir eine
Immobilisierung der Allergene gewahrleistet sein. Weiterhin wére eine Verwendung
synthetischer ~ Antikorper-Konstrukte als  Standardreagenz  in  Basophilen-
Aktivierungstest denkbar. Mehrere allergen-spezifische Antikorper, die unterschiedliche
Epitope erkennen, wiirden hier durch Zugabe des spezifischen Allergens zu einer
Quervernetzung des IgE Rezeptors und somit zur Degranulation der Zelle fiihren.

Parallel hierzu konnte die Verfiigbarkeit der Allergene und somit die Qualitdt von
Extrakten, die fiir eine SIT verwendet werden, in bislang nicht realisierbarer Art und
Weise kontrolliert werden. Hierdurch konnten Therapien optimiert und somit
Patienten, deren Therapieversagen auf eine Unterreprasentation einiger Allergene

zuruckzufihren ist, effektiver behandelt werden.
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Die Generierung chimdrer IgGE Antikorper-Konstrukte bietet die Moglichkeit,
Informationen tiiber die Faltung der IgE Antikorper zu erhalten. Solche Ansitze und
entsprechende Verfeinerungen der chimdren Konstrukte konnten grundlegende
immunologische Fragen beantworten bzw. aufwerfen, denn sollten Antikorper, die als
IgG produziert werden, nach einem Klassenwechsel zu IgE in vivo nicht exprimieren,
lief3e sich die Diversitat der humanen IgE Antikorper als weitaus geringer postulieren als
bislang vermutet.

Die Anwendung innovativer Klonierungstechniken wie StarGate® und Gateway™ hat
das Potential zu einer schnellen und effizienten Generierung immuner Bibliotheken.
Diese Technik ist vor allem im Hinblick auf die Darstellung humaner
Spenderbibliotheken einsetzbar, die ein Arbeiten unter Verwendung geringster
Probenmengen erfordert. Ebenso sinnvoll ist der Einsatz solcher Techniken bei Prasenz
diverser Famiien variabler Regionen oder bei hohem Probenaufkommen. Eine
Isolierung  humaner allergen-spezifischer Antikorper in groflerem Mafie mufd
mittelfristig Aufschluss iiber die Grofle und Funktionalitdt des IgE-Transkriptoms geben
und kann dariiber hinaus die Analyse der Antigen-Antikorper-Interaktionen auf

molekularer Ebene.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insektengift-spezifische scFv genutzt, die durch
Selektion der semi-synthetischen Phagen Bibliothek Griffin-1 gegen Antigene aus den
Giftextrakten der Honigbiene und der Gemeinen Wespe erhalten wurden, um humane
Antikorper-Konstrukte durch Fusion der scFv mit IgFc Regionen der Isotypen E bzw. G
darzustellen. Die Charakterisierung der synthetischen IgE Antikorper erfolgte mittels
ELISA und AlaBLOT Analysen gegen das jeweilige rekombinante Allergen oder
gesamten Giftextrakt. Weiterhin wurden die allergen-spezifischen IgE-Reaktivitaten
unter Verwendung der Laborautomaten Immulite 2000 und UniCAP 250 bestimmt.
Dabei wird eine mogliche Nutzung dieser Reagenzien als Referenzserum in der
Allergiediagnostik anvisiert. Zwei Antikorper-Konstrukte mit Spezifitat fiir Vesv 5
wurden zudem mit Hilfe einer humanisierten rodenten Basophilenzelllinie (RBL-2H3-
SX38) auf ihre Bindung an den hoch-affinen IgE Rezeptor FceR I hin untersucht werden.
Unter Verwendung eines Anti-IgE Antikorpers konnte die Rezeptordimerisierung und
die Induktion zur Degranulation gezeigt werden. Diese Analysen lassen den Schlufs zu,
dass es prinzipiell moglich ware, die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten IgE
Antikorper-Konstrukte auch in Basophilen-Aktivierungstests als Standardseren
einzusetzen. Dariiber hinaus wurden die allergen-spezifischen scFv aus der Griffin-1
Bibliothek durch Fusion der yi-Doméanen Cni und Chz mit den e-Domanen Cus und Cra
zu einem chimdren IgGE2 Vollantikorper-Konstrukt assembliert. Auf diese Weise
konnten sie einer Detektion mit Anti-IgE Antikérpern und eine Rezeptorbindung an den
humanen FceRI zuganglich gemacht werden. Die erfolgreiche Generierung und
Expression dieses chiméren IgGE2 Antikorper-Konstrukts konnte gezeigt werden, die
Funktionalitat wurde weiterhin durch Bindung an das rekombinante Allergen sowie die
extrazellulare Domane des FceRlo (AviQuant) in ELISA Analysen bestatigt.

Des Weiteren wurde durch Kombination der zwei Klonierungstechniken StarGate®
combinatorial cloning und Gateway™ erstmalig eine aviane, immune Bibliothek generiert,

aus deren Selektion aviane Antikorperfragmente erhalten wurden.
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7. Abstract

In context of this work scFv were isolated from a semi synthetic library Griffin-1 that are
specific for honeybee and common wasp venom allergens. Subsequently, these scFv
were reconverted and produced as human antibody constructs by fusing the scFv with
the human IgFc regions of the isotypes E and G. The characterization of generated
synthetic IgE antibodies was perfomed by ELISA and AlaBLOT analyses with respect to
their antigen binding specificity. Additionally, the constructs were evaluated in
automated laboratory analyzers Immulite 2000 and UniCAP 250. These constructs may
be used as standard reagents in diagnostic applications.

Two indiviual Ves v 5-specific antibody constructs were analyzed regarding their ability
to bind to the human high affinity Receptor FceRI. Therefore, the humanized rat
basophilic cell line RBL-2H3-SX38 was used. To crosslink the receptors an anti-IgE
antibody was selected leading to the degranulation of the cells. This confirms that it
would be possible to use these antibody constructs as standard sera in basophil
activation assays.

Furthermore, the allergen-specific scFv derived from the Griffin-1 library were fused
with the yi-domains Ci and Cuz2 and the e-domains Cus and Crs to generate chimeric
IgGE2 full antibody construct. This enables the detection with an anti-IgE antibody as
well as receptor binding to the human FceRI. The chimeric IgGE2 antibody construct was
successfully expressed in HEK293 cells. The functionality could be confirmed by ELISA
using the recombinant allergen and the extracellular part of FceRla (AviQuant) as
antigens.

For the first time the combination of two cloning techniques StarGate® combinatorial
cloning and Gateway™ were used to generate an avian immune library. Out of this

library an additional Ves v 5-specific scFv was obtained.
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9.  Anhang

9.1. Oligonukleotide

Alle im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide wurden von metabion

Gesellschaft fiir angewandte Biotechnologie mbH (Planegg-Martinsried) synthetisiert.

Universelle Sequenzier-Oligonukleotide

LMB3 CAGGAAACAGCTATGAC

Fd-seq GAATTTTCTGTATGAGG

T7 promotor for TAATACGACTCACTATAGGG
BGH back TAGAAGGCACAGTCGAGG

M13 universal GTAAAACGACGGCCAGTGCCAA
M13 reverse CAGGAAACAGCTATGACCATGA

EFla TCAAGCCTCAGACAGTGGTTC

Oligonukleotide zur Generierung der avianen cDNA

GSP vh gcggacgaagcggacaacaggeag
IgY Ic back ccccagtggeactattagea
oligodT24 tttttttttttttttttttttttt

Oligonukleotide zur Uberpriifung der avianen cDNA

chgapdhfor atttggcecgtattggecgec
chgapdhback CAGCAGCCTTCACTACCCTC

Oligonukleotide zur Amplifikation der avianen variablen Regionen

Chicken Vh for GCCGTGACGTTGGACGAGTCCGGG
Chicken Vh back GGAGGAGACGATGACTTCGGTCC
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Chicken VI for
Chicken VI back

GCGCTGACTCAGCCGTCCTCGGTG
ACCTAGGACGGTCAGGGTTGTCCC

Oligonukleotide zur Amplifikation und Analyse der StarGate® Technologie

SG-CHIVHfor

SG-CHIVHback

SG-CHIVLfor

SG-CHIVLback

ch scFv IBA20 for

ch scFv IBA20 back

PENTRY-IBA20 seq for
pENTRY-IBA20 seq rev

pASG44for
chvH-pASG_for
ch vL-pASG_rev

GATTAGCGTCTCC'AATGGCCGTGACGTTGGACGAGT
CCGG*G
GATTAGCGTCTCCTCCCG GAGGAAACGATGACTTCG
GTCC*C

GATTAGCGTCTCC'AATGGCGCTGACTCAGCCGTCCT
CGGCT*G
GATTAGCGTCTCCTCCC'ACCTAGGACGGTCAGGGTT
GTCC*C

GATCGTCTCCAATGGCCGTGACG
GATCTCCTCCCACCTAGGACGGT

GGGTITATTGTCTCATGAGCG
CCCCTGATTCTGTGGATAACCG

GAGTTATITTACCACTCCCTATC
GATCCGTCTCCAATGGCCGTGACGTTGGACGAGTCC
GATCCGTCTCCTCCCACCTAGGACGGTCAGGGT

Oligonukleotide zur Amplifikation und Analyse der Gateway™ Technologie

Ch vH attB1 for

Ch vL attB2 neu back

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCCGT
GACGTTGGACGAGTCCGGG
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAGGA
CGGTCAGGGTTGTCCC
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Oligonukleotide zur Generierung von IgEcu24 und IgGsCr2-3 Antikérper-Konstrukten

vH Smi QVQLVQ

vH Smi EVQLV

scFv KLTVLG Sgs

GATCATTTAAATGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGT
GCAG
GATCATITAAATGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTGGT
GG

GATCGGCGCGCCACCTAGGACGGTCAGCTTG

Oligonukleotide zur Generierung von Vollantikérper-Konstrukten

vH Smi QVQLVQ

vH Smi EVQLV

PLA9 vH Xho back
vL Sda QTVVTQ for

VL2/7-sbf for

vL KLTVLG Sgs kappa back

GATCATTTAAATGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGT
GCAG
GATCATTITAAATGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTGGT
GG

GATCCTCGAGACGGTGACCAGGGT
GATCCCTGCAGGGTGCCAGATGTCAGACTGTGGTGA
CTCAGG
GATCCCTGCAGGGTGCCAGATGTCTTCAGTCTGTGCT
GACTCAGCCAC

GATCGGCGCGCCCACAGTITCGACCTAGGACGGTCAG
CITG

Oligonukleotide zur Generierung der chimiren IgGE Vollantikérper-Konstrukte

IgG xho for
IgG CH1hinge back
IgG1 CH2 back

IgE CH2 for
IgE CH3 for
IgE Sfi 5xHis rev

GATCCTCGAGCGCCTCCACCAAGGGCCC
CACGGTTGGGCACGGTGGGCATG
CGGGTTGGACCCTTTGGCTITTGGAGATGG

CACCGTGCCCAACCGTGAAGATCTTACAGTCG
GCCAAAGGGTCCAACCCGAGAGGGGTG

GATCGGCCCAGCCGGCCTCAATGGTGGTGATGGT
GTTTACCGGGATTITACAGACACCG
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9.2. Sequenzdaten

9.2.1. Verwendete Sequenzen

Die CDR der variablen Region der schweren Kette sind fett und kursiv, die CDR der

variablen Region der leichten Ketten sind fett dargstellt.

Anti-Api m 2 Klon 9

caggtgcagctggtgcagtctgcagcagaggtgaaaaagcccggggagtctctgaagatce 60
O v L V.o S A A E V K K P G E S L K I
tcctgtaagggttctggatacagttttaccagctactggatcggectgggtgecgecagatyg 120
s ¢ K G s 6 Y s§S FT S Y W I G W V R QO M
cccgggaaagggctggagtggatggggatcatctatcctggtgactctgataccagatac 180
P G K 6 L £EwWM G I I Y P G D S D T R Y
agcccgtcecttccaaggccaggtcaccatctcagecgacaagtceccatcagecaccgectac 240
s Pp §S F Q G o Vv T I S A D K sS I s T A Y
ctgcagtggagcagcctgaaggcctcggacacggeccgtgtattactgtgcaagactgtat 300
L ¢ w s s L K A S D T A V Y Y C A R L Y
tttggtacgtttgactattggggccaaggtaccctggtcaccgtctcgagtggtggagge 360
F 6 T F D Y W G Q G T L VvV T V S S G G G
ggttcaggcggaggtggctctggcggtagtgcacttcagtctgtgectgactcagceccaccce 420
G s G 6 6 G s GGG SsS AL ©Q s VvV L T Q P P
tcagcgtctgggacccccgggcagagggtcaccatctcettgttectggaagcagectceccaac 480
S A S GG T P G Q RV T I S C S GG S S S N
atcggaagtaatactgtaaactggtaccagcagctcccaggaacggcccccaaactecte 540
I G S N T V N W Y O Q L P G T A P K L L
atcnatagtaataatcagcggccctcaggggtccctgaccgattctectggectccaagtcet 600
I X S N N Q R P S GV P DR F S G S K S
Ggcacctcagcctccecctggeccatcagtgggectccagtctgaggatgaggectgattattac 660
G T s A s L A I S G L Q S E D E A D Y Y
tgtgcagcatgggatgacagcctgcagcgtgtattcggecggagggaccaagctgaccgtce 720
C A A WDID S9L Q RV F G G G T K L T V
cta 723
L
Anti-Apim 3
gaggtgcagctggtggagtctgggggaggtgtggtacggcctggggggtccctgagacte 60
E VL VE S G G G V V R P G G S L R L
tcctgtgcagectcectggattcacctttgatgattatggcatgagectgggtccgecaagcet 120
s ¢C A A S G F T F D D Y G M S W V R QO A
ccagggaaggggctggagtgggtctctggtattaattggaatggtggtagcacaggttat 180
P 6 K 6 L £E WV S G I N W NG G S T G Y
gcagactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactcccectgtat 240
A D §S vV K G R F T I S R DN A K N S L Y
ctgcaaatgaacagtctgagagccgaggacacggccgtgtattactgtgcaagaaagctyg 300
L 9 M N S L R A E D T A V Y Y C A R K L
ttgcctcttcattggggccaaggtaccctggtcaccgtctecgagtggtggaggeggttca 360
L P L H W G Q G T L Vv T VvV S s G G G G S
ggcggaggtggctctggcggtagtgcacttcagactgtggtgactcaggagccatcgtte 420
G 6 6 6 s GGG s A L O TV V T Q E P S F
tcagtgtcccecctggagggacagtcacactcacttgtggecttgagectctggectcagtetcet 480

s vs p G G T Vv T L T C G L S S G s V s
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actagttactaccctagctggtaccagcagaccccaggccaggctccacgcacgctecate
T S Y Y P S w Y QO ¢ T P G Q A P R T L I

tacagcacaaacactcgctcttctggggtcecctgatecgettectectggectecatecttggg
y s T N T R S S G vV P D R F S G S I L G

aacaaagctgccctcaccatcacgggggcccaggcagatgatgaatctgattattactgt
N K A A L T I T G A O A D D E S D Y Y C

gtgctgtatatgggtagtggctttgtattcggcggagggaccaagctgaccgtecta

v L Y M G S G F V F G G G T K L T V L

Anti-Api m 5

gaggtgcagctggtggagtctgggggaggcttggtcaagcctggagggtccecctgagacte
E VL VvV E S G 6 GG L VvV K P G G S L R L

tcctgtgcagectctggattcaccttcagtgactactacatgagectggatccgecaggcet
s C A A S GG F T F S DY Y M S W I R Q A
ccagggaaggggctggagtgggtttcatacattagtagtagtggtagtaccatatactac
P GG K 6 L EW VS Yy I s s s G S T I Y Y
gcagactctgtgaagggccgattcaccatctccagggacaacgccaagaactcactgtat
A D S V K G R F T I S R DN A K N S L Y
ctgcaaatgaacagcctgagagccgaggacacggccgtgtattactgtgcaagacatggg
L Qg M N S L R A E DT AV Y Y C A R H G
gcgggtgcttggggccnaggtaccctggtcaccgtctcgagtggtggaggecggttcagge
A G A W G X 6T L VTV S s G G G G S G
ggaggtggctctggcggtagtgcacttcagtctgtgttgacgcageccgeccctcagtgtet
G G G s GGG s A L Q S VvV L T ¢ P P S V S
ggggccccagggcagagggtcaccatctectgecactgggagcagectccaacattggggeg
G A P G Q RV T I S C T G S S S NI G A
ggttatgttgtacattggtaccagcagcttccaggaacagcccccaaactcecctcatcectat
G Y v v H W Y Q ¢ L P G T A P K L L I Y
ggtaacagcaatcggccctcaggggtccctgaccaattctectggectccaagtctggecacce
G N S N R P S GV P D Q F S G S K s G T
tcagcctccecctggceccatcactggactccagtctgaggatgaggctgattattactgecaaa
S A S L A I T GG L Q s E D E A D Y Y C K
gcatgggataacagcctggtattcggcggagggaccaagctgaccgtcecta

A W DN S L V F G G G T K L T V L

Anti-Ves v 3

taggtgcagctggtggagtctgggggaggcttggtacagcctggcaggtccctgagacte
- VvV Q L v E $S 6 G 66 L VvV 0 P G R S L R L
tcctgtgcagcectctggattcacctttgatgattatgccatgcactgggtccggcaaget
s C A A S G F T F D D Y A M HW V R Q A
ccagggaagggcctggagtgggtctcaggtattagttggaatagtggtagcataggctat
P G K 6 L £EW VS G I s W DN S G S I G Y
gcggactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgccaagaactcectgtat
A D S V K G R F T I S R DN A K N S L Y
ctgcaaatgaacagtctgagagctgaggacacggccgtgtattactgtgcaagaatgagt
L o M N S L R A E DT AV Y Y C A R M s
ccgcagttgtttgactattggggccaaggtaccctggtcaccgtctecgagtggtggagge
P Q L F D Y W G QQ G T L v T VvV S S G G G
ggttcaggcggaggtggctctggcggtagtgcacttcagtctgtgctgactcageccaccce
G s G G G GG s G GG s AL Q s VvV L T o P P
tcagcgtctgggacccccgggcagagggtcaccatctettgttectggaagcagetccaac
s A S G T P G Q RV T I S C S GG S S S N
atcggaagtaattatgtatactggtaccagcagctcccaggaacggcccccaaactecte
I G S N Y VY W Y Q Q L P G T A P K L L
atctataggaataatcagcggccctcaggggtccctgaccgattctctggectccaagtcet
I Y R NN Q R P S G V P DR F S G S K S

540

600

660

717

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

711

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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ggcacctcagcctccecctggceccatcagtgggecteccggteccgaggatgaggctgattattac
G T s A s L A I S G L R S E D E A D Y Y
tgtgcagcatgggatgacagcctggtattcggcggagggaccaagctgaccgtcecta
CcC A A WDID S LV F G G G T K L T V L

Anti-Ves v 5 Klon 1

caggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctggggectcagtgaaggtce
Q V. L. v Qg s G A E V K K P G A S V K V
tcctgcaaggcttctggttacacctttaccagectatggtatcagectgggtgcgacaggcec
s ¢C K A S 6 YT F T S Y G I 8§ W V R Q A
cctggacaagggcttgagtggatgggatggatcagcgcttacaatggtaacacaaactat
P G 9 G L £EWMGW I S A Y N G N T N Y
gcacagaagctccagggcagagtcaccatgaccacagacacatccacgagcacagcctac
A Q K L ¢Q G R VT M T TID T s T s T A Y
atggagctgaggagcctgagatctgacgacacggccgtgtattactgtgcaagaggtgceg
M E L R S L R S D D T A V Y Y C A R G A
gggttttctcattggggccaaggtaccctggtcaccgtctcgagtggtggaggecggttca
G F §$S H W G 9 G T L v T VvV S s G G G G 8
ggcggaggtggctctggcggtagtgcactttcttctgagectgactcaggaccctgetgtyg
G GGG s GGG s AL S S E L T O D P AV
tctgtggccttgggacagacagtcecnggatcacatgccaaggagacagcctcagaagcetat
S VvV AL G Q T Vv X I T C Q@ G D S L R S Y
tatgcaagctggtaccagcagaagccaggacaggcccctgtacttgtcatctatggtaaa
Y A S W Y Q Q K P G Q A P V L V I Y G K
aacaaccggccctcagggatcccagaccgattcectectggetccagectcaggaaacacagcet
N N R P S G I P DR F S G S S S G N T A
tccttgaccatcactggggctcaggcggaagatgaggctgactattactgtaactceccecgg
s L T I T G A Q A E D E A D Y Y C N S R
gacagcagtggtacggtattcggcggagggaccaagctgaccgtccta
D s s G TV F G G G T K L T V L

Anti-Ves v 5 Klon 4

caggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagcctggggecctcagtgaaggtt
Q v L. v ¢ s G A E V K K P G A S V K V
tcctgcaaggcecttctggatacaccttcactagectatgctatgecattgggtgecgecaggcece
s ¢C K A S 6 Y T F T S Y A M HW V R Q A
cccggacaaaggcttgagtggatgggatggatcaacgctggcaatggtaacacaaaatat
P G 9 R L E W M G W I N A G NG N T UK Y
tcacagaagttccagggcagagtcaccattaccagggacacatccgcgagcacagcttac
s ¢ K F Q G R V T I T R D T s A S T A Y
atggagctgagcagcctgagatctgaagacacggccgtgtattactgtgcaagacgtacg
M E L S S L R S E D T A V Y Y C A R R T
ttgaataatgaggcgtattattggggccaaggtaccctggtcaccgtctcgagtggtgga
L N N E A Y Y W G O G T L VvV T V S S G G
ggcggttcaggcggaggtggctctggcggtagtgcacttcagtctgtgetgactcageca
G G s G GG G6G s 66 s AL Q s VvV L T o P
ccctcagcgtctgggacccccgggcagagggtcaccatctettgttectggaagcagetcece
P s A S G T P G Q R V T I s C S G s S s
aacatcggaagtaattatgtatactggtaccagcagctcccaggaacggcccccaaacte
N I G S N Y V Y W Y Q 0 L P G T A P K L
ctcatctataggaataatcagcggccctcaggggtccctgaccgattctectggcectccaag
L I ¥ R NN Q R P S G V P D R F S G S K
tctggcacctcagcctceccecctggceccatcagtgggcteccggteccgaggatgaggctgattat
s G T s A S L A I s G L R S E D E A D Y
tactgtgcagcatgggatgacagcctgctggtattcggcggagggaccaagctgaccgtce
Yy ¢ A A WDID S 9L L V F G G G T K L T V

660

717

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

708

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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9.2.2. Sequenzen der chimiren schweren Ketten IgGE1 und IgGE2

Der Ubergang zwischen der IgG und der IgE schweren Kette ist in den Sequenzen

unterstrichen.

IgGE1 schwere Kette

tccaccaagggcccatcggtcttceccececctggcaccctecteccaagagcacctectggggge 60
s T K 6 p S V F P L A P S S K S T S G G
acagcggccctgggctgecctggtcaaggactacttcececcgaaccggtgacggtgtegtgg 120
T A A L G C L VvV K D Y FF P E P V T V S W
aactcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttceccecggetgtectacagtectcagga 180
N S G A L T S G V H T F P A V L Q S S G
ctctactccctcagcagecgtggtgaccgtgcecctceccagcagcttgggcacccagacctac 240
L vy s . s s v v T Vv P S S S L G T O T Y
atctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaa 300
I ¢ N V N H K P $S N T K V D K R V E P K
tcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccaaccgtgaagatcttacagtecgtcece 360
s ¢ b K T H T C P P C P T V K I L O S S
tgcgacggcggcgggcacttcecceccceccgaccatccagetectgtgectegtetetgggtac 420
c b G GG H F P P T I Q L L C L V S G Y
accccagggactatcaacatcacctggctggaggacgggcaggtcatggacgtggacttyg 480
T p G T I N I T W L E D G Q VvV M D V D L
tccaccgcctctaccacgcaggagggtgagectggectccacacaaagcgagctcaccecte 540
s T A S T T ¢ E G E L A s T O S E L T L
agccagaagcactggctgtcagaccgcacctacacctgccaggtcacctatcaaggtcac 600
S Q K H w L S DR T Y T C Q V T Y Q G H
acctttgaggacagcaccaagaagtgtgcagattccaacccgagaggggtgagcgectac 660
T ¥ E D S T K K ¢C A D S N P R G V S A Y
ctaagccggcccagcccgttecgacctgttcateccgcaagtecgeccacgatcacctgtetyg 720
L S R P S P F DL F I R K S P T I T C L
gtggtggacctggcacccagcaaggggaccgtgaacctgacctggtcccgggeccagtggg 780
v v D L A P S K G T V N L T W S R A S G
aagcctgtgaaccactccaccagaaaggaggagaagcagcgcaatggcacgttaaccgtce 840
K p V N H s T R K E E K O R N G T L T V
acgtccaccctgccggtgggcacccgagactggatcgagggggagacctaccagtgcagg 900
T s T L P V G T R D W I E G E T Y Q C R
gtgacccacccccacctgceccagggecctcatgcggtceccacgaccaagaccagcggcccg 960
v T H P H L P R A L M R S T T K T S G P
cgtgctgccccggaagtctatgegtttgecgacgeccggagtggecggggagecgggacaag 1020
R A A P E VY A F A T P E W P G S R D K
cgcaccctcgcecctgcectgatccagaacttcatgecctgaggacatctecggtgcagtggetg 1080
R T L. A C L I Q N F M P E D I S V Q W L
cacaacgaggtgcagctcccggacgcccggcacagcacgacgcageccccgcaagaccaag 1140
H N E V 0 L P D A R H S T T QQ P R K T K
ggctccggcttcttecgtcttcageccgectggaggtgaccagggccgaatgggagcagaaa 1200
G s G F F VF S R L E V T R A E W E Q K
gatgagttcatctgccgtgcagtccatgaggcagcgagcccctcacagaccgtceccagcecga 1260
b E ¥F I C R A V H E A A S P S Q T V QO R
gcggtgtctgtaaatcccggtaaa 1284

AV S V N P G K
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IgGE2 schwere Kette

tccaccaagggcccatcggtcttcceccecctggcaccctectceccaagagcacctetgggggce
s T K 6 p S VF P L A P S S K S T S G G
acagcggccctgggctgecctggtcaaggactacttcececcgaaccggtgacggtgtegtgg
T A A L G C L VvV K DY FF P E P V T V S W
aactcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttecececggetgtectacagtecctcagga
N S G A L T S G V H T F P A V L Q S S G
ctctactccctcagcagecgtggtgaccgtgcecctceccagcagcttgggcacccagacctac
rLr vy s . s s v v T™ Vv P S S S L G T O T Y
atctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaa
I ¢ N V N H K P 88 N T K V D K R V E P K
tcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactecctggggggaccg
s ¢ b K T™H T C P P C P A P E L L G G P
tcagtcttcctcttceccecccaaaacccaaggacaccecctcecatgatcecteccggaccectgag
s v ¥ L F P P K P K D T L M I S R T P E
gtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtac
v T ¢ v Vv v DV S H E D P E V K F N W Y
gtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagce
v D G v E vV H N A K T K P R E E Q Y N S
acgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggectgaatggcaaggag
T Y R VvV v S v L T v L H Q D W L N G K E
tacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagecccccatcgagaaaaccatctceccaaa
Yy K ¢ K vs N K A L P A P I E K T I S K
gccaaagggtccaacccgagaggggtgagcgcctacctaageccggcecccageccgttegac
A K G S N P R GV S A Y L S R P S P F D
ctgttcatccgcaagtcgcccacgatcacctgtctggtggtggacctggcacccagcaag
L ¥ I R K s p T I T C L VvV vV D L A P S K
gggaccgtgaacctgacctggtcccgggccagtgggaagecctgtgaaccactccaccaga
G T vN L T W S R A S G K P V N H S T R
aaggaggagaagcagcgcaatggcacgttaaccgtcacgtccaccctgceccggtgggcacc
K E E K ¢ R N G T L T V T S T L P V G T
cgagactggatcgagggggagacctaccagtgcagggtgacccacccccacctgeccagg
R D w I E G E T Y 0 ¢C R V T H P H L P R
gccctcatgcggtccacgaccaagaccagcggcecccgcegtgetgecccggaagtectatgeg
A L M R S T T K T S G P R A A P E V Y A
tttgcgacgccggagtggccggggagccgggacaagcgcaccctegectgectgatecag
F A T P E W P G S R D K R T L A C L I O
aacttcatgcctgaggacatctcggtgcagtggctgcacaacgaggtgcagctcccggac
N F M P E D I S V Q W L H N E V Q L P D
gcccggcacagcacgacgcagccccgcaagaccaagggcecteecggettettegtettcage
AR H S T T Q P R K T K G s G F F V F S
cgcctggaggtgaccagggccgaatgggagcagaaagatgagttcatctgecgtgecagte
R L £ v T R A E W E QQ K D E F I C R A V
catgaggcagcgagcccctcacagaccgtccagcgagecggtgtectgtaaatceccggtaaa
H E A A S P S Q T V Q R A V S V N P G K

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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9.2.3. Bibliothekssequenzen

9.2.3.1. Bibliothekssequenzen aus der Gateway™ Bibliothek

Die frameshift der Klone GW 2-4 wurden mit einem * in der Nukleotidsequenz markiert,
und sowohl in dieser als auch in der Aminosduresequenz grau unterlegt. Die CDR der
variablen Region der schweren Kette sind fett und kursiv, die CDR der variablen Region

der leichten Ketten sind fett hervorgehoben.

GW1
acaagtttgtacaaaaaagcaggctccgccgtgacgttggacgagtccgggggecggecte 60
T s L ¥ K K A G S A v T L D E S G G G L
cagacgcccggaggaacgctcagecctcecgtcectgcaaggecteccgggtttgacttcagecage 120
c T p G G T L s L vV ¢C K A S G F D F S8 S
tacgacatgcactgggtgcgacaggcgcctggcaaggggctggaatgggtecgetggtatt 180
Y p M H WV R Q A P G K G L E W V A G I
cagtgtattggcggttacacatactacgggccggcggtgaagggeccgtgceccaccatcteg 240
Q ¢ I 6 G Y T Y Y G P A V K G R A T I S
agggacaacgggcagagcactctgaggctgcaactgaacaacctcagggctgaggacacc 300
R D N G 0O s T L R L 0 L N N L R A E D T
ggcacctacttctgcgccaaagcttatggtggttatggttgtggttggagtagtcatact 360
G T ¥y F C A K A Y G GY G €C G W S S H T
tctgctctaatcgacacatggggccacgggaccgaagtcatcgttteccteccgggagegge 420
s AL I D T WG H G T E V I V s S G S G
ggttctggtggcggtggcagcggtggcggtggectcaatggecgectgactcagecgtecteg 480
G s G G GG s 6 6666 66 s MAL T O P S S
gtgtcagcaaacccaggagaaaccgtcaagatcacctgctccgggggtggcaactatggt 540
v s A N P G E T V K I T C S G G G N Y G
ggaagttactattatggctggtaccagcagaagtctcctggcagtgcccctgtcactgtg 600
G S ¥y ¥y ¥ 6 W Y Q0 0 K s P G S A P V T V
atctatgaaaacaccggtagaccctcgaacatcccttcacgattcectececggttccacatcet 660
I Y EN T G R P S NI P S R F S G S T S
ggctccacaaccacattaaccatcactggggtccaagccgaggacgaggctgtctattte 720
G s T T T L T I T G V Q A E D E A V Y F
tgtggtgactgggacagcagcagtaatgctggtatatttggggccgggacaaccctgacce 780
c G b w?bD S S S NAGTIF GA G T T L T
gtcctaggacccagctttcttgtacaaagtggt 813

v L G P S F L V Q S G

GW 2
acaagtttgtacaaaaaagcaggctccgceccgtgacgttggacgagtccgggggcecggecte 60
T s L ¥ K K A G S A v T L D E S G G G L
cagacgcccggaggagcgctcagcectecgtcectgcaaggectecggatttgacttcagecagt 120
Q T P G G AL S L VvV C K A S GG F D F s s
tatgagatgcagtgggtgcgacaggcccccggcaaagggttgaagtgggtecgegggtatt 180
Y EM Q W V R Q0 A P G K G L K W V A G I
tacagtgatggaagtggcataagatacgggtcagcggtgcagggccgcgccaccattteg 240
Y s b 6 s 6 I R Y G 8§ A Vv Q G R A T I S
agggacaatgggcagaggacagtgaggctgcagctgaacaacctcagggctgaggacacc 300
R D N G O R TV R L 0 L N NL R A E D T
ggcatctactactgcgccaaaggtgctggtagtggtgctggttgtgttgttggttggtgt 360

G I Yy Yy ¢C A K G A G S G A G C VvV GG w_CC
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tctgctggtgagatcgacgcatflgggtcacgggaccgaagtcatcgtttecteccgggagce
S A G E I D A G H G T E VvV I VvV S S G S
ggcggttctggtggcggtggcagcggtggcggtggctcaatggecgectgactcagecgtece
G G s G G GG GG S G 66 66 66 s M AL T Q P S
tcggtgtcagcaaacccaggagaaaccgtcaagatcacctgctceccgggggtagtggcagce
s v SsS A N P G E T V K I T C S8 G G s G s
tatggaagttattactattatggctggtaccagcagaagtctcctggcagtgeccectgte
Y 6 s ¥ ¥ ¥ ¥Y G W Y Q Q K s P G S A P V
actctgatctatgacaacaccaacagaccctcgaacatcccttcacgattcteccggttece
T L I Y D N T N R P S N I P S R F S G S
ctatccggctccacaaacacattaaccatcactggggtccaagtcgaggacgaggctatce
L s G s T N T L T I T G V Q V E D E A I
tatttctgtgggagctacgaagacagcattagtggtgttgtatttggggccgggacaacc
Yy ¥ ¢C G S ¥ E D 8§ T §s GV VvV F G A G T T
ctgaccgtcctaggacccagctttcttgtacaaagtggt

L T v L G P S F L V Q S G

GW3

T s L Y K K A G S v T L D E S G G G L
cagacgcccggaggaacgctcagcecctcegtctgcaaggectecgggtttgacttcagecagt
c T p G G T L s L vV ¢C K A S G F D F S8 S
tatggcatggcctgggtgcgacaggcgcccggcaaagggctggagttecgtecgecaactatt
Y 6 M A W V R Q AP G K G L E F V A T I
aacagggatgctggttggacaggctacggggcggcggtgaagggccgtgceccaccatcecteg
N R D A G W T G Y G A AV K G R A T I S
agggacaacgggcagagcacagtgaggctgcagctgaacaacctcagggctgaggacacc
R DN G Q S TV R L Q9 L N N L R A E D T
ggctcctactactgcgccagatctactcggggtcatactagtggtggtacttggcatatt
G S Yy Yy C AR S TR G HT S G G T W H I
gatgctggtagcctcgacgcatggggccacgggaccgaagtcatecgtttecteccgggage
b A G S L D A W G H G T E V I V S S G 8
ggcggttctggtggcggtggcagcggtggecggtggctcaatggecgectgactcagecgtcece
G G s G GG GG s 6 66 66 66 s MAL T O P S
tcggtgtnngcaaacccaggagaaaccgtcaagatcacctgctceccgggggtaccagtgge
s v X A N P G E T V K I T C S GG G T S G
tatgcttatggctggtaccagcagaagtctcctggcagtgecccctgtcactgtgatectat
Y A Y G W Y Q Q K s P G S A P V T V I Y
gacaacaccaacagaccctcggacatcceccttcacgattcectececggtteccgecatcececggetece
D N TN RU®P S DI P S R F s G sS A S G S
acagccacattaaccatcactggggtccaagccgacgacgaggctgtctatttectgtggg
T A T L T I T G VvV Q A D D E A V Y F C G
agcagggacagcagctatgttggtatatttggggccgggacaaccctgaccgtcectagga
S R DS SsS YV G I F G A G T T L T V L G
cccagctttcttgtacaaagtggt
P S F L V Q S G

acaagtttgtacaaaaaagcaggctccglcgtgacgttggacgagtccgggggcggcctc

GW 4

T s L Y K K A G S A T L D E S G G G L
cagacgcccggaggagcgctcagcectegtcectgcaaggectecggettcaccttcageage
Q T P G G AL S L VvV C K A S GG F T F S S
ttcaacatgttctgggtgcgacaggcgcccggcaaggggctggaatacgtcggtcaaatt
F N M F W V R 0 A P G K G L E Y V G Q@ I
accaaggatggtgctggcacagaatatggggcggcggtgaagggccgtgceccaccatcteg
T K D G A G T E Y G A A Vv K G R A T I S

acaagtttgtacaaaaaagcaggctccgccligacgttggacgagtccgggggcggcctc

420

480

540

600

660

720

780

816

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

804

60

120

180

240
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agggacaacgggcagagcacagtgaggctgcacctgaacaacctcagggctgaggacacc
R D N G 0O sS TV R L HL N NTL R A E D T
ggcacctacttctgcgccaaaagtgctggtagttgtcctagaccttgtggtggtgattac
G T Yy F C A K § A G 8§ C P R P C G G D Y
atcgacgcatggggccatgggaccgaagtcatcgtttceccteccgggageggeggttectggt
I D A W G H G T E V I VvV s S8 G S G G S G
ggcggtggcagcggtggcggtggctcaatggecgctgactcageccgteccteggtgtcagea
G G G s 6 GG GG s M AL T Q P S S V S A
aacccaggaggaaccgtcgagatcacctgctccgggagtagtggctactatggctggcecac
N P G G T V E I T C S8 GG S s G Y Y G W H
cagcagaagtctcctggcagtgcccttgtcactgtgatctataacaacgaccagagaccc
9 K s Pp G S A L VvV T V I Y NND Q R P
tcgaacatcccttcacgattctececggtteccagatccggecteccacggeccacattgaccatce
s N I P S R F S G S R S G s T A T L T I
actggggtccaagccgaggacgaggctgtctatttctgtggtggctggaacgacacttat
T G VvV Q A E D E AV Y F C G G W NDTT Y
gctgatgttactatttttggggccgggacaaccctgaccgtectaggacccagetttett
A DV TTI F G A G T T L TV L G P S F L

gtacaaagtggt
vV Q0 S G
GW 5

acaagtttgtacaaaaaagcaggctccgccgtgacgttggacgagtccgggggecggectce
T s L ¥ K K A G S A v T L D E S G G G L
cagacgcccggaggagcgctcagcecctcacctgcaaggcectecgggttcaccttcagcage
o T p G G A L S L T C KA S G F T F s S
ttctacatgttctaggtgcgacagacacccggcaaggggctcgaatgggtcgectgatatt
F Y M F - V R 0 T P G K G L E W Vv A D I
ggcagcagtggtagttggacagagtatggggcggcggtgaagggccgtgccaccatcteg
G S §S G S W T E Y G A AV K G R A T I S
agggacaacgggcagagcacactgaggctgcagctgaacaacctcagggctgaggacacc
R D N G Q s$S T L R L 9 L N N L R A E D T
ggcacctactactgcgccaagggcgcttattctagttggactactgctgaagatatcgac
G T Yy ¥ ¢C A K 6 A Y §S S W T T A E D I D
gcatggggccacgggaccgaagtcatcgttteccteccgggagecggeggttectggtggeggt
A W G H G T E VI Vs S GG S G G S G G G
ggcagcggtggcggtggctcaatggcgctgactcagececgtectecggtgtcagcaaaccecg
G s G G GG GG s M AL T Q P S S V S A N P
ggagaaaccgtcaagatcacctgctccgggggtagtggcagcatctactatggectggtac
G E T Vv K I T C 8 G G S G S I Y Y G W Y
cagcagaagtctcctggcagtgcccecctgtcactctgatctattacaacaccaacagacce
Q Q K s P G S A P V T L I Y ¥ NTN R P
tcgaacatcccttcacgattctccggttccaaateccggctceccacageccacattaaccate
s N I P S R F s G S K S G s T A T L T I
actggggtccaagccgacgacgaggctgtctattactgtgggagtgcagacagcagcagt
T G vV ¢ A D D E A V Y Y C G S A D S S s
atatttggggccgggacaaccctgaccgtcctaggacccagectttecttgtacaaagtggt
I ¥ G A G T T L TV L G P S F L V Q S G

300

360

420

480

540

600

660

720

780

792

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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9.2.3.2. Bibliothekssequenzen aus der StarGate® Bibliothek

Die CDR der variablen Region der schweren Kette sind fett und kursiv, die CDR der

variablen Region der leichten Ketten sind fett hervorgehoben.

Klon 1
atggccgtgacgttggacgagtccgggggcggcecctccagacgecccggaggagegctcecage 60
M A V T L D E S G GGG G L o T P G G A L S
ctcgtctgcaaggcctccgggttcaccttaagcagttacgacatgttctgggtgegecag 120
L v C K A S 6 F T L S S Y DM F W V R O
gctccaggcaaggggctggaattcgtcgcaagtattagcaatactggtactgagacatca 180
AP G K G L EF VA § I S NT G T E T S
tacgcgccggcggtgaagggccgtgccaccatctcgagggacaacgggcagagcacagtyg 240
Y A P AV K G R A T I sS R D NG Q S T V
aggctgcagctgaacaacctcagggctgaggacaccgccacctacttctgegeccaaaatt 300
R L. ¢ L N N L R A E D T A T Y F C A K I
gctgttagtagttggtgcggtagtggtagtggtagtgaaatcgacgcatggggccacggg 360
A VvV §$ s w C G §S G §S G S E I DA W G H G
accgaagtcatcgtttcctccgggagecggeggttectggtggeggtggcageggtggeggt 420
T B v I v s S G S G G S G G G G s G G G
ggctcaatggcgctgactcagccgtcecteggtgtcagcaaacccaggagaaaccgtcaag 480
G s M A L T Q P S S V S A N P G E T V K
atcacctgctccgggggtgacagcagctactatggctggcaccagcagaagtctecctgge 540
I T ¢ 8 6 G DS s Y Y G W H Q O K S P G
agtgcccttgtcactgtgatctatgacaacaccaagagaccctcgaacatccattcacga 600
S AL v T Vv I Y D NTI KU RP S N I P S R
ttctccggttccaaatccggectccacgggcacattaaccatcactggggtccaagecgag 660
F S G s K s 6 s T GG T L T I T G V Q A E
gacgaggctgtctatttctgtgggaatggagacagcagtgctggttatgttggtataatt 720
D E AV Y F C G NGD S s A G Y V G I I
ggggccgggacaaccctgaccgtcecctaggtggg 753

G A G T T L T V L G G

Klon 2
atggccgtgacgttggacgagtccgggggcggcctccagacgcccggaggagggcectcage 60
M A V T L D E S G G G L 0 T P G G G L S
ctcgtctgcaaggcctccgggttcaccatcagcaattacgacatgggttgggtgecgacag 120
L v C K A S 6 F T I 8§ NY D MG W V R Q
gcgcccggcaaggggctggagttcgtcgeccagaattaacagtggtggtagttacacaaac 180
AP G K G L E F V A R I NS G G S Y TN
tacggggcggcggtgaagggccgtgccaccatctcgagggacaacgggcagagcacagtyg 240
Y 6 A AV K G R A T I S R DNG Q S T V
aggctgcagctgaacaacctcagggctgaggacaccgccacctactactgcgccaaaagt 300
R L. ¢ L N N L R A E D T A T Y Y C A K S
gctggttattgtagtggtgtttctagtcggtgttecttatgectggtaccatcgacgcatgg 360
A G Y CcC §s G v S S R C S Y A G T I D A W
ggccacgggaccgaagtcatcgtttccteccgggagecggeggttectggtggeggtggecage 420
G H G T E VvV I Vv S S GG S GG GG s G G G G S
ggtggcggtggctcaatggcgctgactcagccgtecctecggtgtgtgcaaacctgggagga 480
G G GG s M A L T Q P S S V C A N L G G
accgtcgagatcacctgctccgggggtagtggcagctatggectggtaccaggagaagtca 540
T v E I T C 8 G G S G S ¥ G W Y QQ E K S
cctggcagtgcccctgtcactctgatctatggtaataccaacagaccctcggacatcecect 600
P G S A PV T L I Y G N T NR P S D I P
tcacgattctccggttccgcatctgtctccacgggcacattgaccatcactggggtecga 660

Ss R F s G s A s VvV s T G T L T I T G V R
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gccgaggacgaggctgtctattactgtgggagctacgacagcggtgttggtatatttggg
A E D E AV Y Y C G S ¥ D S GV G I F G
gccgggacaaccctgaccgtcecctaggtggg
A GG T T L T VvV L G G

Klon 3

atggccgtgacgttggacgagtccgggggcggcecctccagacgecccggaggagecgctcecage
M A V T L D E S G G G L o T P G G A L S
ctcgtctgcaaggcctccggecttcaccttcagcagttatgagatgcagtgggtgegecag
L v C K A S 6 F T F S S Y E M Q W V R O
gcgcccggcaaggggctggaatacgtcgcgagtattagcagtggtggtagttacacagge
A P G K G L E Y V A § I 8§ 8 G G 8 Y T G
tacgggtcggcggtgaagggccgtgccaccatctcgagggacaacgggcagagcacagtyg
Y 6 s A v K G R A T I sS R DN G Q S T V
aggctgcagctgaacaacctcagggctgaggacaccggcatctactactgcgccaaaaat
R L. 0 L N N L R A E D T G I Y Y C A K N
gctggtggtaacggtacttctgctgcctgcacctttttctateccttectgeeccttatact
A G G N G T S A A CT VF F Y P S CUP YT
tctggtactatcgacgcatggggccacgggaccgaagtcatcgttteccteccgggagegge
s 6 T I D AW G HG T E V I V S S G S G
ggttctggtggcggtggcagcggtggcggtggectcaatggecgectgactcagecgtecteg
G s G G GG s 6 66 66 66 s MAL T O P S S
gtgtcagcaaacccaggagaaaccgtcaagatcacctgctccgggggtggcagcagcagce
v s A N P G E T V K I T C S G G G s S s
tactatggctggtaccagcagaagtctcctggcagtgececececcgtcactgtgatctatggt
Y Yy 6 w ¥y 0 0 K S P G S A P V T V I Y G
aacaccaacagaccctcgaacatcccttcacgattcteccggttccaaatctggectceccaca
N T N R P S N I P S R F S G S K S G s T
aacacattaaccatcactggggtccgagccgaggacgaggctgtctatttectgtggtgece
N T L. T I T G V R A E D E A V Y F C G A
tacgacagcagcacttatgctgctatatttggggccgggacaaccctgaccgtectaggt
Y b s s T ¥y A A I F G A G T T L T V L G

ggg
G

Klon 4

atggccgtgacgttggacgagtccgggggcggcctccagacgcccggaagagcecgectcage
M A V T L. D E S GG G GG L @ T P G R A L S
ctcgtctgcaaggcctccaggttcaccttcagcagttacgacatggecctgggtgecgacag
L v C K A S R F T F 8§ §8S Y D M A W V R QO
gcgcccggcaaggggctggaatacgtcecgetggtattggcaacactggtagatacacaggce
AP G K G L E Y V A 6 I G NT G R Y T G
tacgggtcggcggtggatggccgtgccaccatctcgagggacaacgggcagagtacagtyg
Y 6 s A v D G R A T I S R DN G Q S T V
aggctgcagctgaacaacctcagggctgaggacaccggcacctactactgecgccaaaact
R L 0 L N N L R A E D T G T Y Y C A K T
actggtaatggttactgtggttggagtggttgtactagattcggtggtaatatcgacgca
T 6 N G Y C G W S G C T R F G G N I D A
tggggccacgggaccgaagtcatcgttteccteccgggageggeggttetggtggeggtgge
W G H G T E Vv I VvV s S G S G G S G G G G
agcggtggcggtggctcaatggcgctgactcagceccecgtcecteggtgtecggecgaacccagga
s 6 6 G G s M AL T QP s S V S A N P G
gaaaccgtcaagatcgcctgctccgggggtagcagtggctatggttatggectggtatcgg
E T v K I A C 8 G G 8 8§ G Y G Y G W Y R
cagaagtctcctggcagtacccctgtcactgtgatctatgccaacgacaagagacccteg
Q K s p G s T pPp VvV T V I Y A N D K R P S

720

750

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

783

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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gacatcccttcacgattctcecggtteccgecateccggectceccacgggcacattaaccatcact 660
D I Pp S R F s G S A S G sS T GG T L T I T
ggggtccgagccgacgacgaggctgtctatttctgtgggagcagagacatcagtgctgat 720
G vV R A D D E AV Y F C G S R D I s A D
atatttggggccgggacaaccctgaccgtcctaggtggg 759

I ¥ G A G T T L T V L G G

Klon 5
atggccgtgacgttggacgagtccgggggcggcecctccagacgecccggaggagggctcecage 60
M A V T L D E S G G G L 0 T P G G G L S
ctcgtctgcaaggcecctceccgggttcaccatcagcaattacgacatgggttgggtgcgacag 120
L v C K A S 6 F T I 8§88 NY D M G W V R Q
gcgcccggcaaggggctggagttcecgtcgeccagaattaacagtggtggtagttacacaaac 180
AP G K G L E F V A R I N S G G S Y T N
tacggggcggcggtgaagggccgtgccaccatctcgagggacaacgggcagagcacagtg 240
Y 6 A AV K G R AT I S R DNG OQ S T V
aggctgcagctgaacaacctcagggctgaggacaccgccacctactactgcgccaaaagt 300
R L ¢ L N N L R A E D T A T Y Y C A K S
gctggttattgtagtggtgtttctagtcggtgttcecttatgctggtaccatcgacgcatgg 360
A G Y C §S G VvV S S R C S Y A G T I D A W
ggccacgggaccgaagtcatcgtttceccteccgggagecggeggttectggtggeggtggecagce 420
G H G T E V I Vv S S GG S GG GG S G G G G S
ggtggcggtggctcaatggcgctgactcagccgtectecggtgtcagcaaacctgggagga 480
G G GG s M AL T Q P S S VS A N L G G
accgtcgagatcacctgctccgggggtagtggcagctatggectggtaccaggagaagtca 540
T v E I T C 8§ G G s G S Y G W Y QO E K S
cctggcagtgcccecctgtcactctgatctatggtaataccaacagaccctcggacatceccecct 600
P G S A PV T L I ¥ G N T NR P S D I P
tcacgattctccggttccgcatctgtctccacgggcacattgaccatcactggggtccga 660
S R F s G s A s VvV s T GG T L T I T G V R
gccgaggacgaggctgtctattactgtgggagctacgacagcggtgttggtatatttggg 720
A E D E A V Y Y C G S ¥ D S G V G I F G
gccgggacaaccctgaccgtecctaggtggg 750

A G T T L T VvV L G G

9.2.4. Selektierter scFv Anti-Ves v 5 #2 (aus der Gateway® Bibliothek)

Die CDR der variablen Region der schweren Kette sind fett und kursiv, die CDR der

variablen Region der leichten Ketten sind fett hervorgehoben.

acaagtttgtacaaaaaagcaggctccgccgtgacgttggacgagtccgggggecggectce 60
T s L ¥ K K A G S A v T L D E S G G G L
cagacaccgaaaggagggctcagcctcgtctgecgaggceccteccgggttcaccttcaatagt 120
Q T p K 6 G L s L v C E A 8§ G F T F N S
tacgacatgatgtgggtgcgacaggcgcccggcaaggggctggagttegtegetggtatt 180
Y b M M W V R Q A P G K G L E F V A G I
agcaatgacggcagtgacacaggatatggggcggcggtgaagggccgtgccaccatcteg 240
S N D G §S DT G Y G A AV K G R A T I s
agggacaacggtcagagcacagtgagactgcagctgaacgacctcagggctgaggacgcc 300
R DN G O S T V R L Q L N D L R A E D A
ggcacctactactgcgccagagatcacggcacttgtggttattattgggattctggctgce 360
G T vy ¥ ¢C A R D HG T C G Y Y WD S G C
atcgacgcatggggccacgggaccgaagtcatcecgttteccteccgggagecggeggttectggt 420

I b A W G H G T EV I V S s G S G G S G
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ggcggtggcagcggtggcggtggctcaatggecgctgactcageccgtecteggtgtcageg
G G G s GG G666 s M AL T Q P S S V S A
aacccgggagaaaccgtcgagatcacctgctccgggggcagecgctactacagctggecac
N P G E T V E I T C S G G S R Y Y S W H
cagcagaagtcacctggcagtgcccctgtcactgtgatctatgctaacaccaacagaccce
O 0 K s P G s A P V T V I ¥ A NT N R P
tcaaacatcccttcacgattctceccggttcectgecatccggectccacaggcacattaaccate
s N I P S R F S G S A S G s T G T L T I
actggggtccgaggcgaggacgaggctgtctattactgtgggagtgcagacagcagecact
T G VvV R G E D E AV Y Y C G S A D s S T
aatgctacatttggggccgggacaaccctgaccgtcctaggacccagcectttcecttgtacaa
N A T F G A G T T L T V L G P S F L V O
agtggt
SG

9.3. Vektorkarten

Nachfolgend sind alle Vektorkarten der in dieser Arbeit verwendetenVektoren
dargestellt. Die Vektoren pBudCE4.1/Zeo und pCDNA3.1/Zeo dienten der Expression in
HEK293-Zellen, die Vektoren pDONR™21 (C) und pHEN2 (D) dienten zur Klonierung
der Gateway™ Bibliothek und die VektorenpNFUSE-IBA-link2 (E), pCFUSE-IBA (F),
pENTRY-IBA20 (G), pASG-IBA102-p3 (H) in die StarGate® Bibliothek. Beide

Klonierungssysteme wurden in E.coli exprimiert

480

540

600

660

720

780

786

pcDNA3.1/Zeo
5.0 kb
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9.4. Entsorgung

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden entsprechend ihren R- und S-
Satzen gehandhabt wund nach der Verordnung {ber gefdhrliche Stoffe
(Gefahrgutverordnung) entsorgt.

Organische halogenfreie und halogenhaltige Losungsmittel wurden getrennt in
gekennzeichnete Behalter tiberfiihrt. Kontaminierte Betriebsmittel wurden in dafiir
vorgesehenen Behiltern gesammelt. Ethidiumbromid-Abfélle wurden in gesondert
gekennzeichnete Behalter entsorgt.

Die Arbeit mit humanen Zellen war auf Zellkultur-Laboratorien beschrankt. S1-
kontaminierter Abfall wurde vor der Entsorgung in einem Autoklav durch
wassergesattigten, unter Druck (5bar) stehenden Dampf 20 Minuten bei 120°C

hitzesterilisiert.

9.5. Gefahrstoffe und Sicherheitsdaten

Folgende Reagenzien und Losungsmittel waren mit Gefahrenhinweisen und Sicherheits-

ratschlagen nach §6 der Gefahrstoffverordnung versehen:

Verbindung Gefahren- R-Sétze S-Satze
symbol

ABTS Xi 36/37/38 26-36

Acetonitril F, Xn 11-20/21/22-36 16-36/37

Acrylamid T 45-46-20/21-25-36/38- 53-45

43-48/23/24/25-62

Ammoniumpersulfat O, Xn 8-22-36/37/38-42/43 22-24-26-37
Ampicillin Xn 36/37/38-42/43 22-26-36/37
BCIP - - 22-24/25
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22 36/37
Dimethylsulfoxid Xi 36/38 26
Dithiothreitol Xi 36/37/38 36/37/39-22

154



ANHANG

EDTA-Dinatriumsalz-
Dihydrat

Eisessig

Ethanol
Ethidiumbromid
Imidazol
Kanamycinsulfat
Methanol
Natronlauge
Ni-NTA-Agarose
NBT

Phenol (Tris-gesattigt)
2-Propanol

Salzsaure, konz.

SDS

TEMED

TNBS

Trichloressigsaure

Triethylamin

Tris

Wasserstoffperoxid 30%

Xylen Cyanol FF

Zitronensaure

Xn

T+

F, Xi

Xn
CF

C N

F,C

Xi

C

Xi
Xi

22

10-35

11
22-26-36/37/38-40
22-34

61
11-23/24/25-39/23/24/25
35

10-22-40-42/43
20/21-33

24/25-34

11-36-67

34-37

22-36/38
11-20/22-34
1-25-34-43
35-50/53

11-20/21/22-35

36/38
34
36
36

23.2-26-45

7-16
26-28.2-36/37-45
22-26-36/37/39-45
26-36/37-39-45
7-16-36/37-45
26-37/39-45
13-26-36-46

22-45

28.6-45
7-16-24/25-26
26-36/37/39-45
22-24/25
16-26-36/37/39-45
26-36/37/39-45
26-36/37/39-45-60-
61
3-16-26-29-36/37/39-
45

3-28-36/39-45

24

24/25
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9.6. Gefahrensymbole

E
C
F+
T+
Xi

explosionsgefahrlich O brandférdernd
atzend F leichtentziindlich
hochentziindlich T giftig

sehr giftig Xn gesundheitsschadlich
reizend N umweltgefahrlich

9.7. Gefahrenhinweise und Sicherheitsratschlige

Aufgelistet sind hier die Gefahrenhinweise und Sicherheitsratschlédge fiir die Stoffe, die

in dieser Arbeit verwendet wurden.

R-Sitze (Hinweise auf besondere Gefahren)

R1
R8
R10
R11
R20
R21
R 22
R23
R24
R25
R 26
R33
R 34
R 35
R 36
R 37
R 38
R 39
R 40
R 42
R 43
R 45
R 46
R 48
R 50
R 53
R61
R 62
R 67

in trockenem Zustand explosionsgefahrlich

Feuergefahr bei Beriihrung mit brennbaren Stoffen
entzlindlich

leichtentziindlich

gesundheitsschadlich beim Einatmen

gesundheitsschadlich bei Beriihrung mit der Haut
gesundheitsschadlich beim Verschlucken

giftig beim Einatmen

giftig bei Beriihrung mit der Haut

giftig beim Verschlucken

sehr giftig beim Einatmen

Gefahr kumulativer Wirkungen

verursacht Verdtzungen

verursacht schwere Verdtzungen

reizt die Augen

reizt die Atmungsorgane

reizt die Haut

ernste Gefahr irreversiblen Schadens

Verdacht auf krebserzeugende Wirkung

Sensibilisierung durch Einatmen moglich

Sensibilisierung durch Hautkontakt moglich

kann Krebs erzeugen

kann vererbbare Schaden verursachen

Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition
sehr giftig fiir Wasserorganismen

kann in Gewassern langerfristig schadliche Wirkungen haben
kann das Kind im Mutterleib schadigen

kann moglicherweise die Fortpflanzungsfahigkeit beeintrachtigen
Dampfe konnen Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen
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Kombination der R-Sitze

R 20/21

R 20/22
R 20/21/22

R 23/24/25
R 24/25
R 36/38

R 36/37/38
R 39/23/24/25

R 42/43
R 48/20/22

R 48/23/24/25

Gesundheitsschadlich beim Einatmen und bei Beriihrung
mit der Haut

Gesundheitsschadlich beim Einatmen und Verschlucken
Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und
Beriihrung mit der Haut

Giftig beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit
der Haut

Giftig bei Beriihrung mit der Haut und beim Verschlucken
Reizt die Augen und die Haut

Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut

Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch
Einatmen, Beriihrung mit der Haut und durch
Verschlucken

Sensibilisierung durch Einatmen und Hautkontakt moglich
Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschaden
bei langerer Exposition durch Einatmen und durch
Verschlucken

Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer
Exposition durch Einatmen, Berithrung mit der Haut und
durch Verschlucken

S-Sitze (Sicherheitsratschldge)

S3
S7
S9
S13

S16
S22
S23.2
S24
S25
S 26

S 28

5282
S28.6

S29
S33
S 36
S 37
S39

kiihl aufbewahren

Behalter dicht geschlossen halten

Behailter an einem gut beliifteten Ort aufbewahren

von Nahrungsmitteln, Getranken und Futtermitteln
fernhalten

von Ziindquellen fernhalten — Nicht rauchen

Staub nicht einatmen

Dampf nicht einatmen

Beriihrung mit der Haut vermeiden

Beriihrung mit den Augen vermeiden

Bei Beriihrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser
abspiilen und Arzt konsultieren

Bei Berithrung mit der Haut sofort abwaschen mit
viel....(vom Hersteller anzugeben)

Wasser und Seife

Polyethylenglycol 400 und anschliefsend Reinigung mit viel
Wasser

Nicht in die Kanalisation gelangen lassen

Mafinahmen gegen elektrostatische Aufladungen treffen
Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen
Geeignete Schutzhandschuhe tragen
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen
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S 46

S 53

S 60

Se6l

Bei Verschlucken sofort drztlichen Rat einholen und

Verpackung oder Etikett vorzeigen

Exposition vermeiden — vor Gebrauch besondere Anweisungen
einholen — nur fiir den berufsmafligen Verwender

Dieser Stoff und/oder sein Behalter sind als gefahrlicher Abfall zu
entsorgen

Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen
einholen/Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen

Kombination der S-Satze

S 24/25
S 36/37

S 36/37/39

S 36/39

S 37/39

Beriihrung mit den Augen und der Haut vermeiden

Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung
tragen

Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe, Schutzkleidung und
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen

Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung und Schutzbrille/
Gesichtsschutz tragen

Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und

Schutzbrille/ Gesichtsschutz tragen
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