Analytische Chemie

Herstellung rekombinanter Antikorperfragmente fur die
Immun-PCR und Aufklarung der Primarstruktur der

Maltosephosphorylase aus Lactobacillus brevis

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Naturwissenschaften im Fachbereich Chemie und Pharmazie
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Westfalischen Wilhelms-Universitat Miunster

vorgelegt von
Shiela Srivastav

aus Viersen

2007



Dekan: Prof. Dr. E. Hahn

Erster Gutachter: Prof. Dr. K. Cammann

Zweiter Gutachter: Prof. Dr. K.-H. Klempnauer

Tag der mundlichen Prufungen: 23.02.2007, 28.02.2007, 09.03.2007
Tag der Promotion: 09.03.2007



Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis i

1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS ......ooiiitiieecteeeeeee ettt ene e e 1
2 ZUSAMMENFASSUNG ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e s snnsseraaeeeeeeeaanes 3
3 EINLEITUNG ...t e et e e e e e e e et e e e e e e e e s n s sneeeeaeeeeeannsnsnneees 6
TRt N 0111 o= 6
3.1.1  Funktion und Struktur von AntikGrpern ..., 6

3.1.2 Rekombinante Antikérperfragmente...........cccooiiii 8

3.2 IMMUN-PCR ...ttt e e e e e e st e e e e e e e e e e e eeaeas 11
3.3 PCR-ELISA L. ettt e e e e e e e e e r s 13
3.4 HUmMANES H-FABP ... 16
3.5 Tumormarker Carcinoembryonales Antigen (CEA)..........ccccciiii 17
3.6 MaltoSEPNOSPNOIYIASE ..o e e e e eeeeaes 19

4 ZIELE DER ARBEIT ..ottt ettt et e e e e e et a e e e e e e e s nnnneeeeeeeeeeennns 22
5 EXPERIMENTELLER TEIL ...uutiiiiiiieii ettt ee e e e e e e e e e e e e e e e anns 23
5.1 Gerate und Materialien ..o 23

o0t O B € 1= T (S 23

512 Materali@n ... 25

5.1.3 Wasseraufbereitung..............ueeiiiiiiiiiiiii e 32

514 KURUMEAIEN ... 32

5.1.5 Standardpuffer ... 33

5.2 Molekularbiologische Arbeitsmethoden.............cccooiiiiiiiiie, 34
5.2.1 Allgemeine Methoden .............oooiiiiiiiiiiii e 34

5.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)..........ccuveeiiiiiiiiiiiiii s 34

5.2.1.2 DNA-EIeKtrophOrese. ......ccooeiiiiiiiiiciee e 35

5.2.1.3 Restriktion von DNA durch Restriktionsendonukleasen ............... 36

5.2.1.4 Reinigung von DNA aus Agarosegelen ........ccccceeevvvvvieeeiieiinneeennn. 36

5.2.1.5 Reinigung von DNA durch Filterblattdialyse ............ccccccvvveeenenn.n. 37

5.2.1.6  Klonierung von DNA-Fragmenten .........cccccccveeiiiii e 37

5.2.1.7 Transformationstechniken .........ccccccoiiiiiiiiiiiiii e 38

5.2.1.8 Stammhaltung von Bakterienkulturen............cccccccevviiiiiiriiinnnnnnee. 40

5.2.1.9 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. COli.........ccccceevveeiiiiiiiiinannnnnn, 40

5.2.1.10 Photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit.....40

5.2.1.11 DoppelstrangsequeNnZierung.........cccoeeeeeeeeeiieee i, 41

5.2.1.12 Elektronische Verarbeitung von Sequenzdaten ........................... 42

5.2.1.13 Sondenherstellung durch Biotinylierung von DNA........................ 42



Inhaltsverzeichnis ii
5.2.1.14 Southern BIot-AnalySe...........uviiiiiiiiiiiiie e 43
5.2.1.15 Sicherheitsbestimmungen ............cccooiiiiiiiii e 44

5.2.2 Spezielle Methoden: rekombinante AntiKOrper .........cccceeeeeeiiiiiieeiieceeeeeeeeee, 44
5.2.2.1 Isolierung von RNA aus Hybridomzellen ...............ccccoeeiiiinnnnns 44
5.2.2.2 Reverse Transkription und cDNA-Synthese.........ccccccvvvvvvverenennee. 45
5.2.2.3 PCR zur Amplifikation von V- und V -Sequenzen....................... 45
5.2.2.4 Modifikation des Expressionsvektors pASK84-D1,3 zur

T e (0 To [ U] 470 ] o 47
5.2.2.5 Splice Overlap Extension (SOE)-PCR zur Amplifikation von

SCF-Fragmenten ........ccoo o 48
5.2.2.6 PCR zur Amplifikation von scF, -Fusions-Fragmenten................. 49
5.2.2.7 Modifikation des Expressionsvektors pASK84-D1,3 zur

SCF -PTOAUKLION ... 50
5.2.2.8 Anzucht und Expression rekombinanter Antikdrperfragmente .....51

5.2.3 Spezielle Methoden: Kern-Streptavidin ..o, 51
5.2.3.1 Isolierung genomischer DNA aus Streptomyces avidinii .............. 51
5.2.3.2 PCR zur Amplifikation von Kern-Streptavidin-Sequenzen

(CSAV) ittt 52
5.2.3.3 Erzeugung eines pET3c abgeleiteten Expressionsvektors zur

CSav-Produktion ...........coovviiiiiiiii e 53
5.2.3.4 Anzucht und Expression des rekombinanten

Kern-Streptaviding (CSav) ... 53

5.2.4 Spezielle Methoden: PCR-ELISA ..., 54
5.24.1 PCR zur Reamplifikation von PCR-ELISA-Proben....................... 54
5.2.4.2 Reverse HybridiSierung .........coooeeeiuiioiiiiiieiceccis e e e 55

5.2.5 Spezielle Methoden: Maltosephosphorylase ...........cccooeeiiiiiiiiiiiiiiieeciee e, 56
5.2.5.1  Anzucht und morphologische Charakterisierung von

Lactobacillus BreVis ...............uuueeeuueuueiiiiiiiiiiiieiiieeiieeineiieeeneeeeneennes 56
5.2.5.2 Isolierung genomischer DNA aus Lactobacillus brevis................. 56
5.2.5.3 PCR zur Sequenzanalyse des Maltosephosphorylase-Gens
(22T oL TP 57
5.3 Proteinchemische Arbeitsmethoden ... 59

5.3.1 Allgemeine MethOoden .............oooiiiiiiiiiii e 59
5.3.1.1  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese ............ccccooeiii. 59
5.3.1.2 Western-Blot...........oooiiii 59
5.3.1.3  MALDI-TOF .ottt a e e 60



Inhaltsverzeichnis iii
5.3.2 Spezielle Methoden: rekombinante Antikbrperfragmente................cccooueeee. 61
5.3.2.1 Periplasmatische Isolierung von Antikdrperfragmenten ............... 61
5.3.2.2 ELISA zur Detektion rekombinanter
Fap-IT1-Antikdrperfragmente............cccooee 62
5.3.2.3 ELISA zur Detektion rekombinanter
Fap-Lysozym-Antikérperfragmente..............ccce, 62
5.3.2.4  ELISA zur Detektion rekombinanter
scF~IT1-Antikdrperfragmente..............uvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieinnans 63
5.3.3 Spezielle Methoden: Kern-Streptavidin ..........cccoooiiiiiiiiiiiiiii e, 63
5.3.3.1  Aufarbeitung und Renaturierung des rekombinanten
Kern-Streptavidins (CSav).........c.ccc 63
5.3.3.2 Detektion funktionellen, rekombnianten Kern-Streptavidins
(02571 SO PRSRRRR 63
6 ERGEBNISSE ...ttt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e areaaaeeaaans 65
6.1 Klonierung und heterologe Expression rekombinanter Antikérperfragmente........... 65

6.1.1

Rekombinante Antikérperfragmente aus Tumor-Hybridoma der

monoklonalen Antikdrper IT-1 3B8/E6 und IT-1 3B8 gegen humanes

6.1

6.1

6.1

6.1

6.1

6.1

6.1

1.3

1.4

1.5

1.6

A7

1.8

1.9

......................................................................................................... 65
Isolierung von RNA und Amplifikation von IT-1 3B/E6 V- und
RV T=T o (L= 0 V= o 65
Analyse des parentalen Klons IT-1 3B8 zur Verifizierung der
IT-1 3B8/E6 Vi-und V| -SeqUENZEN .......cooeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 69
Aminosauresequenzen der V- und V -Regionen des
MAK IT=1 BB8/EB......coiiiiiiiiiieiiieee et 71
Konstruktion des Vektors pASKIT1 zur heterologen Expression
rekombinanter IT-1 Fa-Fragmente.........cccceeeeiiiiiieeeiicc e 73
Isolierung und Detektion rekombinanter 1T-1
Antikérperfragmente aus dem Periplasma ................................... 75
Etablierung eines ELISA-Verfahrens zur Detektion
rekombinanter IT-1 Antikorperfragmente.....................ccol 77
Detektion rekombinanter Anti-Lysozym-F,-Fragmente als
interne Kontrolle ...........oooo i 82
Expressionsanalyse rekombinanter Anti-Lysozym-
Fap-Fragmente ... 85

Splice Overlap Extension (SOE)-PCR zur Amplifikation von

SCF -Fragmenten ..........oeeeii e 88



Inhaltsverzeichnis iv

6.2

6.3

6.4

6.1.1.10 Klonierung des Vektors pASKscFvIT1 zur heterologen

Expression rekombinanter IT1 scF,-Fragmente ..................c........ 91
6.1.1.11 Detektion rekombinanter IT1 scF,-Fragmente..................ccoou.. 93
6.1.2 Charakterisierung der monoklonalen Antikdrper CEA2-4.4 und
CEA3-55.4 gegen carcinoembryonales Antigen.................cccccc, 97
6.1.2.1 Isolierung von RNA und Amplifikation von CEA3-55.4 und
CEA2-4.4-Vy- und -V - SEQUENZEN ......ccooeiiiieieieiiee 97
Klonierung und heterologe Expression von Kern-Streptavidin (CSav) in E. coli....102
6.2.1 Klonierung des Expressionsvektors pETCS ..............ccoeii 103
6.2.2 Expression und Aufreinigung von Kern-Streptavidin (CSav)..................... 107
6.2.3 Funktioneller Nachweis von Kern-Streptavidin (CSav)............ccccceeeeeeenn. 108

Optimierung eines PCR-ELISA-Verfahrens zur Detektion von Reporter-DNA aus

der IMMUN-PCR et e e e e e e eeaeeeas 110

Bestimmung der Nukleotidsequenz der Maltosephosphorylase aus

J= Vo (0] o Xz Lo LU ES R o =2 116

6.4.1 Auswahl der Oligonukleotide zur Amplifikation des 3'-Terminus des
Maltosephosphorylase-Gens (mapA) durch taxonomische
HOMOIOGIEVErgIEIChE .......cooiiii e 116

6.4.2 Auswahl der Oligonukleotide zur Amplifikation des 3'-Terminus des
Maltosephosphorylase-Gens (mapA) durch Réntgenstrukturanalysen ...... 122

6.4.3 Bestimmung der molekularen Masse der Maltosephosphorylase von

Lactobacillus brevis durch MALDI-TOF .......cooovviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 131

A T 1S S0 15 1] [ PP PPEPPP 133
7.1 Klonierung und heterologe Expression rekombinanter Antikérperfragmente.......... 133
7.2 Klonierung und heterologe Expression von Kern-Streptavidin (CSav) in E.coli ..... 141

7.3

7.4

Optimierung eines PCR-ELISA-Verfahrens zur Detektion von Reporter-DNA aus
der IMMUN-PCR et e e e e e eaeeeas 142
Bestimmung der Nukleotidsequenz der Maltosephosphorylase aus

LACIODACHIUS DIOVIS ...t e e e et e e e e e eeeaen 143

8 LITERATURVERZEICHNIS ... 148



1 Abkirzungsverzeichnis 1

1 Abkurzungsverzeichnis

Ak Antikorper

bp Basenpaar

B-PGM B-Phosphoglucomutase

Bio Biotin

BSA Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumin)

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl: desoxyribonucleic acid)

CDR complementarity determining regions

CEA Carcinoembryonales Antigen (engl.: carcinoembryonic antigen)

Da Dalton

DEPC Diethylpyrocarbonat

Dig Digoxigenin

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

DTT Dithiothreit

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA enzymgekoppelter Immunassay (engl.. enzyme linked immunosorbent
assay)

Fab Antikérperfragment bestehend aus Vi, Cy1, V|, C. (engl.: fragment antigen
binding)

Fy Antikorperfragment bestehend aus Vu, V| (engl.: fragment antigen binding)

FPLC Schnellauflésende Flissigkeitschromatographie (engl.: fast performance
liquid chromatography)

H-FABP Herz-Fettsaurebindungsprotein (engl: heart fatty acid binding protein)

ICB Institut fir Chemo- und Biosensorik

IMAC Affinitatschromatographie  an  immobilisierten  Metallionen  (engl.:
immobilised metalion affinity chromatography)

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

Kb Kilobasen

LB-Medium Nahrmittel nach Luria und Bertani

MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation-Time-of Flight

mapA Maltosephosphorylase-Gen

MCS Multi Cloning Site

MP Maltosephosphorylase

Ni-NTA Ni#*-Nitrilotriessigsaure

oD optische Dichte

ORF offener Leserahmen (engl.: open reading frame)
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PAGE
PCR
PGM
pNPP
POD
RIA
RNA
rom
RT

scF,

SDS
SOE-PCR
ssDNA
Tris
ULISA

Vi

Vi

Polyacrylamidgelelektrophorese

Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)
Phosphoglucomutase

p-Nitrophenylphosphat

Peroxidase

Radioimmunoassay

Ribonukleinsaure (engl: ribonucleic acid)

Umdrehungen pro Minute (engl: rounds per minute)

Raumtemperatur

Antikorper-Fragment, bestehend aus Vy und V., die Uber einen
Polypeptidlinker miteinander verknipft sind (engl.: single chain fragment
variable)

Natriumlaurylsulfat (engl.: sodium dodecyl sulfate)

Splice overlap PCR

einzelstrangig (engl.: single strand)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Ultra sensitive multianalyte immunoassay based on DNA sensor

variable Region der schweren Kette

variable Region der leichten Kette
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2 Zusammenfassung

Immunoassays werden heutzutage vielfach zur Detektion von Biomolekilen in der
medizinischen Diagnostik, der Umwelt- und Nahrungsmittelanalytik eingesetzt. Insbesondere
im klinischen Bereich ist ein stetig anwachsendes Interesse an der Verwendung ultra-
sensitiver und gleichzeitig spezifischer Immunoassays zu verzeichnen. Diese Anforderungen
werden durch die Immun-PCR-Methode erflllt, bei der anstelle eines Enzyms ein Reporter-
DNA-Fragment an den Detektor-Antikérper gebunden wird. Durch die Kopplung des ELISA-
Verfahrens mit der in vitro-Amplifikation der an den Antikérper gebundenen Reporter-DNA
kann das Amplifikat anschlie®end durch DNA-Nachweismethoden, wie z.B. PCR-ELISA
detektiert werden.

Im Rahmen des von der EU geférderten Projektes BE 97-428 Ultra-sensitive Multianalyte
Immunoassay based on DNA-Sensor (ULISA) wurden monoklonale Antikdrper gegen
humanes H-FABP (heart-fatty acid binding protein) und CEA (carcinoembryonales Antigen)
untersucht. Zur Charakterisierung der Antikdrper wurde in der vorliegenden Arbeit die
Primarstruktur der Antigenbindungsregionen aufgeklart und rekombinante
Antikoérperfragmente funktionell exprimiert. Zu diesem Zweck wurden aus monoklonalen
Antikérpern der Hybridomzelllinien IT1-3B8/E6 (gegen humanes H-FABP) und CEA 2-4.4
und CEA 3-55.4 die codierenden Bereiche revers transkribiert, die variablen Domanen der
schweren (Vy) und leichten (V) Ketten amplifiziert und sequenziert.

Die variablen Regionen des monoklonalen anti-H-FABP-Antikdrpers IT1 wurden zur
funktionellen Expression rekombinanter F,,-Antikdrperfragmente im Periplasma von
Escherichia coli in den Expressionsvektor pASK84 kloniert. Dieser beinhaltet bereits die
konstanten Regionen der schweren und leichten Kette im korrekten Leserahmen und
erleichtert durch die Kopplung eines His-Tags an die konstante Region der schweren Kette
die Aufreinigung des F,,-Fragmentes durch immobilisierte Metall-Affinitadtschromatographie
(IMAC). Funktionelle F,,-Fragmente wurden mittels eines adaptierten ELISA-Verfahrens
detektiert. Da die Ausbeute rekombinanten Proteins gering war und keine direkte
Vergleichsmdglichkeit zu den monoklonalen Antikdrpern bot, wurde das Expressions- und
Aufreinigungsverfahren Uberprift. Dazu wurde der Literatur-beschriebene Expressionsvektor
pASK84 D-1,3 zur Expression eines anti-Lysozym-F,,-Fragmentes eingesetzt. Durch
erfolgreiche Expression und Aufreinigung wurden methodische Verfahrensfehler
ausgeschlossen. Offenbar bedingen sequenzspezifische Faltungsprobleme, bzw. der Codon-
Gebrauch die geringe Ausbeute rekombinanter F,-Fragmente. Zur Absicherung der V- und
V|-Sequenzen des F.,-Fragmentes IT1 3B8/E6 wurde der parentale Hybridomzellklon IT1

3B8 zur Validierung herangezogen. Dabei wies einer der untersuchten Amplifikate eine hohe
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Homologie zu einem kirzlich beschriebenen, nicht-produktiven Vy-Gen auf, welches durch
Austausch einer Region entsteht, die stromaufwarts eines daflir charakteristischen
Heptanukleotid-Motivs lokalisiert ist.

Zur Herstellung rekombinanter single chain Antikérperfragmente (scF,) des mAK IT1 3B8/E6
wurden die Amplifikate der variablen Regionen zur overlap-PCR eingesetzt. Dabei war zu
beobachten, dass die Amplifikation des Linkerpeptid-Bereiches einer hohen Mutationsrate
unterliegt. Zur Expression in Escherichia coli wurde das korrekt amplifizierte scF,-Fragment
in den pET20b-Vektor kloniert. Aufgrund der massiven Bildung von Einschlukérpern blieb
ein Nachweis funktionellen Proteins, sowie eine Detektion via His-Tag versagt. Aus diesem
Grund wurde das pASK-Expressions- und Aufreinigungsverfahren auch zur Herstellung von
scF,-Fragmenten angepasst. Neben dem zur IMAC erforderlichen His-Tag bietet der neue
Vektor pASKscFvIT1 durch die Fusion eines c-myc-Tags mit dem scF,-Fragment eine
weitere Detektionsmoglichkeit. Er schafft ferner die Voraussetzungen zum Einzelaustausch
von Vu- und V -Fragmenten, wodurch das Problem einer wiederholten, mutationsanfalligen
overlap-PCR des Linkerpeptid-Bereiches zur Generation eines scF,-Fragmentes geldst wird.
Zudem ermdglicht der Klonierungs- und Expressionsvektor pASKscFvIT1 die Insertion eines
weiteren Gens. Hier sollte die Insertion des Kern-Streptavidin-Gens zur optionalen
Expression eines scF,-Streptavidin-Fusionsproteins vorbereitet werden. Funktionelles Kern-
Streptavidin wurde nach Amplifikation und Klonierung in den pET3c-Vektor cytosolisch in
Escherichia coli exprimiert und renaturiert.

Weiterer Bestandteil des ULISA-Projektes war die Optimierung und der Vergleich
verschiedener DNA-Nachweismethoden zur Detektion der in vitro-Amplifikate der Reporter-
DNA aus der Immun-PCR. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zu diesem Zweck ein PCR-
ELISA-Verfahren optimiert. Die reverse Hybridisierung bietet eine sensitive
Nachweismoglichkeit, die in einem Zeitraum von 5 min, bei 37°C (Hybridisierungsoptimum
50°C), bei einer Sondenkonzentration von 0,4 pmol/well die sichere ldentifizierung von 5
ng/well des PCR-Produktes zulasst. Die Spezifitit konnte durch Ausschluss von

Kreuzreaktivitdten mit weiteren getesteten Sonden bestatigt werden.

Disaccharidphosphorylasen finden  Anwendungsmaglichkeiten in verschiedenen
quantitativen Analytikverfahren. Sie katalysieren unter Verbrauch von ortho-Phosphat die
Spaltung glykosidischer Bindungen, woraus die Bildung von Glucose-1-phosphat und eines
Monosaccharids resultieren. In unserer Arbeitsgruppe war auf dieser Grundlage ein
sensitiver Nachweis von ortho-Phosphat fur die Umweltanalytik entwickelt worden. Die zu
dieser Enzymklasse gehérenden Maltosephosphorylasen zeichnen sich durch ihre hohe
Substratspezifitdt aus. Im Rahmen eines Projektes zur Entwicklung eines 3-Enzym-

Biosensorsystems ist der Einsatz der Maltosephosphorylase aus Lactobacillus brevis von
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zentraler Bedeutung. Fur das Verstandnis des molekularen Mechanismus der Katalyse ist es
wichtig, die rdumliche Struktur des Enzyms aufzuklaren. Erst durch Kenntnis der
Primarstruktur wird eine Interpretation rontgenkristallographischer Strukturdaten ermdglicht.
Proteinchemische Analysen und Homologievergleiche mit Maltosephosphorylasen
taxonomisch nah verwandter Mikroorganismen fihrten zur Auswahl von Primern, durch
welche zunachst die sequenzielle Amplifikation von ca. 72% des Maltosephosphorylase-
Gens erzielt wurde. Im Rahmen dieser Arbeit war es maoglich, zwei bisher unaufgeklarte,
Uberlappende DNA-Fragmente des codierenden Bereiches der Maltosephosphorylase zu
amplifizieren und nach Klonierung eine Nukleotidsequenz zu ermitteln, die ca. 98,5% des
nativen Maltosephosphorylase-Gens umfasst. Die Aufklarung des 3‘-Terminus durch inverse
PCR konnte im Rahmen der Arbeit aus Zeitgriinden nicht mehr erfolgen. Durch MALDI-TOF
konnte die molekulare Masse genau bestimmt werden. Daraus lie3 sich ableiten, dass sich
weitere 10-12 Aminosauren am C-Terminus der Maltosephosphorylase befinden. Somit
konnten die rontgenkristallographischen Untersuchungen interpretiert und die Tertiarstruktur

der Maltosephosphorylase von Lactobacillus brevis bestimmt werden.
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3 Einleitung

3.1 Antikorper

3.1.1  Funktion und Struktur von Antikérpern

Das Immunsystem (lat.: immunis = frei, verschont, unberlihrt) dient dem Schutz des
Organismus vor eindringenden, schadlichen Substanzen. Antikérper oder Immunglobuline
sind l6sliche Glykoproteine, die bei der humoralen Immunantwort Fremdstoffe erkennen und
binden. Wenn ein kérperfremdes Molekil durch seine Bindung eine Immunantwort auslost,
so nennt man dieses im physiologischen Zusammenhang Immunogen. Bindet das
korperfremde Makromolekil gezielt an einen Antikdrper, so bezeichnet man es als Antigen.
Der Antikorper erkennt nur eine definierte Stelle des Antigens, die antigene Determinante
oder das Epitop. Die spezifische Antigenbindungsstelle des Antikérpers nennt man Paratop.
Die Affinitat beschreibt die Bindungsstarke einer einzelnen Kontakistelle. Die
Wechselwirkungen mehrerer, unabhangiger Bindungstellen zwischen Antikdrpern und
Antigenen wird als Aviditat bezeichnet.

Die Sezernierung der Antikorper erfolgt aus einer Klasse weilRer Blutzellen, d.h. zu
Effektorzellen differenzierten B-Lymphozyten, den Plasmazellen. Diese treten im Blut sowie
in der extrazelluldren Gewebefllissigkeit auf (Stryer et al. 2003, Dubel et al. 2004). Bei
Saugetieren unterscheidet man finf verschiedene Immunglobulinklassen (Isotypen) (Kuby,
1997), die sich hinsichtlich ihrer Funktion, GroRe, Aminosdurezusammensetzung (Roitt et al.,
1991) und ihrer Serumkonzentration unterscheiden. Das Immunglobulin M (IgM) wird oftmals
zuerst gebildet und indiziert die akute Infektionsphase. Das IgM zeichnet sich durch seine
Pentamer-Struktur und damit durch eine hohe Anzahl an Bindungsstellen aus. Die jeweiligen
Anteile sind durch Joining-Peptide miteinander verbunden. Immunglobulin A (IgA) ist vor
allem in den Sekreten der Bronchien, des Darms, des Urogenitaltraktes so wie im Speichel
und in den Tranen lokalisiert und dient der Erkennung der Antigene von Viren und Bakterien.
In der Nahe der Brustwarzen wird das IgA ebenfalls sezerniert und dient dem Schutz des
Neugeborenen vor Pathogenen. Beim Kontakt mit Parasiten stimuliert das Immunglobulin E
(IgE) die Mastzellen zur Histamin-Freisetzung, welches die Kontraktion der glatten
Muskulatur, die Erweiterung der Gefalte und Schleimsekretion zur Folge hat. Das IgE nimmt
allerdings auch eine Schilisselfunktion bei allergischen Reaktionen ein. Die Funktion von
Immunglobulin D (IgD) ist noch nicht aufgeklart. Die héchste Konzentration im Serum weist

das Immunglobulin G (IgG) auf.
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Zur strukturellen Aufklarung des IgG wurde von Porter 1959 erstmals ein begrenzter,
proteolytischer Verdau durchgefiihrt. Nach Spaltung mit Papain wird der Antikdrper in drei
Fragmente gespalten. Zwei der Fragmente binden das Antigen und werden daher als Fy-
Fragmente bezeichnet. Das dritte Fragment kristallisiert bereitwillig und wird somit F.-
Fragment genannt. Dieser Teil erfillt eine Effektorfunktion, indem durch die Auslésung einer
Komplementkaskade die Lyse oder Phagozytose der Zielzellen ausgelést wird (Stryer et al.
2003, Dubel et al. 2004). Oberhalb des F.-Fragmentes befindet sich eine Gelenkregion
(Hinge Region). Diese ermoglicht dynamische Bindungen separater Molekiile desselben
Antigens durch die Fj-Fragmente (Searle et al., 1995). Das IgG besteht aus multiplen
Polypeptidketten, zwei identischen, leichten Ketten (25 kDa) und zwei identischen schweren
Ketten (50 kDa) (Edelman und Poulik, 1961, Porter, 1962), die Uber kovalente
Disulfidbriicken verbunden sind. Bei den leichten Ketten werden die Typen kappa (k) und
lambda (A) unterschieden. Die Immunglobulin-lsotypen bestimmen die Nomenklatur der
schweren Ketten, die in a, y, 8, ¢ und p differenziert werden (Clark, 1995). Systematische,
interne Homologien der Aminosauresequenzen lassen den Schluss zu, dass leichte und
schwere Ketten sich aus unterschiedlichen Domanen zusammensetzen (Edelman, 1970).
Man unterscheidet variable Domanen (V-Regionen), die in der Aminosaureabfolge stark
voneinander abweichen. Die V-Region ist bei allen Immunglobulinen N-terminal lokalisiert
(Poljak et al., 1973, Kabat et al., 1977, Kabat, 1978). Jede leichte Kette weist jeweils eine
variable V| -region auf, jede schwere Kette eine Vy-Region. An diese schlieflen sich
konstante Regionen (C-Regionen) an. Die leichten Ketten besitzen eine C-Region (C,), die
schweren Ketten drei C-Regionen (Cy1, Cy2, Cx3) (Deisenhofer et al., 1976). Bei der
Immunglobulinfaltung nehmen alle zwdlf Domanen eine B-Faltblattstruktur ein. In den V-
Regionen bilden die Framework-Regionen (FR1-FR3) die charakteristische Struktur, aus der
drei exponierte Schleifen, die hypervariablen Regionen (CDRs, complementary determining
regions) ragen (Wu und Kabat, 1970, Wu und Kabat, 1971). Die dreidimensionale Struktur
des Immunglobulins G wurde durch Harris et al. (1992) beschrieben und ist schematisch in

Abbildung 3.1 gezeigt.
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Abb. 3.1 Schematische Darstellung des IgG-Antikdrpers (Schmengler, 2000, nach
Breitling und Duibel, 1997)

CDR = complementarity determining region; FR = framework region; H = hinge region.

3.1.2 Rekombinante Antikorperfragmente

Durch die selektiven Bindungseigenschaften von Antikérpern sind diese in verschiedensten
technischen Applikationen von Bedeutung und werden in der Grundlagenforschung, in der
Diagnostik und der medizinischen Therapeutik eingesetzt. Bei der Antikérperproduktion wird
zwischen monoklonalen und polyklonalen Antikdrpern unterschieden. Nach Immunisierung
von Saugetieren werden polyklonale Antikorper aus dem Serum gewonnen. Monoklonale
Antikdrper weisen eine homogene Bindungsspezifitat auf und konnen gezielter eingesetzt
werden (Huse, 1992). Sie werden durch die Hybridom-Zell-Technik (Kohler und Milstein,
1975) gewonnen. Durch die Fusion einer antikdrperproduzierenden B-Zell-Population mit
Myelomzellen wird eine Zellproliferation erreicht, die monoklonale Antikdérper in groRReren
Mengen verfugbar macht (Neuberger, 1983, Oi et al., 1983, Ochi et al., 1983). Die Hybridom-
Zell-Technik ist jedoch auch Limitierungen ausgesetzt, da sie einer aufwendigen Technologie

bedarf. Anfangliche Versuche ganze Antikdrper in Mikroorganismen, wie Bakterien (Better
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und Horwitz, 1989) und Hefen zu produzieren, erwiesen sich als schwierig, da die korrekte
Proteinfaltung, Ausbildung der Disulfidbrickenbindungen und die heteromere Assoziation
schwerer und leichter Ketten erreicht werden musste (Cabilly et al., 1984, Boss et al., 1984,
Wood et al., 1985). Beim therapeutischen Einsatz monoklonaler Antikdrper beinhaltet der
konstante Teil noch murine Proteinbestandteile, was zu AbstoRungsreaktionen durch das
Immunsystem fihren kann. Unter Verwendung molekularbiologischer Verfahren, kann die
konstante Region durch die von humanen Antikérpern ersetzt werden (Jones et al., 1986,
Riechmann et al., 1988, Verhoeyen et al., 1988, Queen et al., 1989, Shalaby et al., 1992,
Tempest et al., 1991, Co et al., 1991, Maeda et al., 1991, Kettleborough et al., 1991). Die
Produktion humanisierter Antikérper erfolgt in Hamster-Ovarial-Zellkulturen. Sie ist sehr
aufwendig und wesentlich teurer, als die Produktion speziell designter Antikorperfragmente
in Mikroorganismen (Dubel et al., 2004). Die Expression kleinerer Antikdrperfragmente flhrt
zudem zu einer wesentlich hoheren Anzahl korrekt gefalteter Molekile. Fir die Expression
rekombinanter Antikdrperfragmente wurden lymphoide Sadugetierzellen (Neuberger et al.,
1984, Schnee et al., 1987, Sharon et al., 1984, Liu et al., 1987, Morrison, 1985, Sun et al.,
1987, Boulianne et al., 1984, Morrison et al., 1984), Tabakpflanzen (Hiatt et al., 1989) und
mit Baculovirus infizierte Insektenzellen (Hasemann und Capra, 1990) eingesetzt.

F.o-Fragmente kénnen biochemisch durch proteolytischen Verdau hergestellt werden. Sie
besitzen die gleichen Bindungseigenschaften wie intakte Antikérper, und durch die konstante
Region wird das Molekil stabilisiert. Die Herstellung rekombinanter F,,-Fragmente wurde
Anfang der 90er Jahre etabliert und erdffnet viele Modifikationsmadglichkeiten und somit auch
eine Optimierung der Einsatzmdglichkeiten (Better et al., 1988, Bird und Walker, 1991,
Anand et al., 1991, Cattani et al., 1995, Clark et al., 1997, Hudson et al., 1998). Zur
Expression von Fa-Fragmenten in E. coli werden die Gensequenzen fur die Vy- und V-
Fragmente in einen geeigneten Vektor kloniert. Denn flr die korrekte Faltung des
Antikoérperfragmentes muss dieses vom stark reduzierenden Zytoplasma der Zelle in den
oxidierenden periplasmatischen Raum zwischen innerer und aufierer Bakterienmembran
transportiert werden. Der Transport wird durch ein N-terminal des F,,-Fragmentes
lokalisiertes Leader-Peptid (z.B. pelB, phoA oder ompA) ermdglicht (Carter et al., 1992,
Skerra und Pluckthun, 1988, Skerra, 1993, Skerra, 1994, Somerville et al., 1994).

Eine weitere, rekombinante DNA-Technik wird zur Produktion von single chain-Fragmenten
(scFy) eingesetzt. Die Vu- und V -Ketten sind dabei Uber einen Polypeptidlinker miteinander
verknipft. Es wurde eine Vielzahl an Linkern designed (Takkinen et al., 1991, Pantoliano et
al., 1991, Tang et al., 1996, Turner et al., 1997, Robinson und Sauer, 1998, Hennecke et al.,
1998). Der gebrauchlichste Linker ist ein flexibles (Gly,Ser); Dekapentapeptid (Huston et al.,
1988, Nicholls et al., 1993, Alfthan et al., 1995). Eine schematische Darstellung der
rekombinanten Antikdrperfragmente zeigt die Abbildung 3.2. Um die Aviditat der scF,-
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Fragmente zu steigern, werden Dimere oder diabodies (Dall'Acqua und Carter, 1998),
Trimere (triabodies) (Atwell et al., 1999) und auch tetravalente tetrabodies (LeGall et al.,
1999) generiert.

, vV, vy,
Cp Cu1
COOH .
Polypeptidlinker — i
Hisg
scF -Fragment F_,-Fragment

Abb. 3.2 Schematische Darstellung von rekombinanten scF,- und F,,-Fragmenten
(Schmengler, 2000, nach Breitling und Dibel, 1997)

Das scF,-Fragment besitzt einen N- oder C-terminalen Histidin-Tag.

Es wurde auch der Einsatz von F,-Fragmenten, bei denen Vy- und V| -Fragmente Uber
Disulfidbriicken verknlpft sind, beschrieben (Almog et al., 1998, Jager und Plickthun, 1999).
Eine bemerkenswerte Entdeckung war, dass bei kamelartigen Spezies, wie Kamelen,
Lamas, Alpacas aber auch Haien, Antikérper produziert werden, die nur eine einzelne, hoch-
affine Vy-Kette beinhalten. Die Antigenbindung erfolgt nur durch die drei CDR-Schleifen
(Decanniere et al., 1999). Vermutlich stellt dabei die GroRe der Schleife die kritische
Komponente dar, die durch eine Disulfidbriicke in Form einer intramolekularen Schleife
stabilisiert wird. Eine erste Adaptation erfolgte durch die Produktion einer humanisierten V-
ahnlichen Domane (Nuttall et al., 1999). Um die Aufreinigungsméglichkeiten rekombinanter
Antikérperfragmente zu optimieren, kénnen chimare Proteine exprimiert werden. Weit
verbreitet ist die Fusion von F,,, F, oder scF,-Fragmenten mit einem Poly-Histidin-Schwanz
(Molloy et al., 1995). Weiterhin wurde das Peptid c-myc (Evan et al., 1985) oder octa-Peptid
FLAG Sequenzen (Hopp et al.,, 1988) zur Detektion und Aufreinigung rekombinanter
Antikdrperfragmente eingesetzt. Fir diverse diagnostische oder therapeutische
Applikationen werden diese Moleklle auch mit Antikérpern, Enzymen oder anderen Peptid-
Liganden verknipft. Die Kopplung von Antikdrperfragmenten mit Avidin oder Streptavidin
bietet auf Grund der hochaffinen Bindung biotinylierter Agentien viele Einsatzmdglichkeiten.
Um diese Produkte herzustellen, werden chemische Verfahren und auch

Rekombinationstechniken zur Expression der Fusionsproteine in bakteriellen Systemen
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eingesetzt (Sano et al., 1992, Dibel et al., 1995, Kipriyanov et al., 1995, Kipriyanov et al.,
1996, Kipriyanov et al., 1997, Pearce et al., 1997, Li et al., 1999).

3.2 Immun-PCR

In der Erforschung molekularer Hintergriinde von Krankheiten bedarf es Techniken, die den
Nachweis von Marker-Molekllen erméglichen. Es werden Methoden entwickelt, die hohe
Sensitivitat mit schnellen, robusten und kosteneffizienten Verfahren kombiniert und sowohl in
der Grundlagenforschung, als auch in der Routinediagnostik einsetzbar sind (Niemeyer et
al., 2005). Eine der am weitest verbreiteten Techniken zur sensitiven Detektion biologischer
und klinisch signifikanter Marker ist die Immunanalytik (Diamandis et al., 1996).
Unterschiedlichste immunchemische Methoden wie Radioimmunassays (RIA) (Julesz, 1976),
flow injection Immunanalytik (FIIA), fiberoptische Immunsensoren (Schobel et al., 2000),
optische Immunsensoren (Rabbany et al., 1994) oder amperometrische Immunsensoren
(Ivnitski und Rishpon, 1996, Meusel et al., 1995, O'Daly et al., 1992, Yao und Rechnitz,
1988) sind etabliert. Von besonderer Bedeutung sind die Enzyme-linked immunosorbent
assays (ELISA) (Engvall und Perlman, 1971), die, aulder den medizinischen Applikationen,
Anwendung in der Umwelt-, sowie in der Lebensmittelanalytik finden (Hennion und Barcelo,
1998, Harris, 1999, Gonzalez-Martinez et al., 1999, Martlbauer, et al., 1994, Jenks et al.,
1997). Um die Nachweisempfindlichkeit zu steigern, werden fluoreszierende Substrate und
Lumineszenzfarbstoffe eingesetzt (Gudgin et al., 1995). Dennoch wird das Verfahren durch
die Signalamplifikation limitiert (Niemeyer und Blohm, 1996). Die Polymerase-Kettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR) (Mullis et al., 1986) ermdglicht eine nahezu exponentielle
Amplifikation von Nukleinsduren, wodurch sehr kleine Mengen einer Ziel-DNA durch
einfache Labormethoden detektiert und quantifiziert werden kénnen (Saiki et al., 1985).

Die Immun-PCR kombiniert die Vielseitigkeit des ELISA-Verfahrens mit der Effizienz und
Sensitivitdt der PCR (Sano et al., 1992, Baumler et al., 1997, Case et al., 1997 ) (Abb. 3.3).
Die Nachweisgrenze wird, im Vergleich zum ELISA-Verfahren, um ein 100-10000-faches
verbessert (Niemeyer et al., 2005), weswegen das Immun-PCR-Verfahren fiir die extrem
sensitive Detektion diverser Antigene eingesetzt wird (Sanna et al., 1995, Kakizaki et al.,
1996).
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Abb. 3.3 Schematischer Vergleich von ELISA-Formates und Immun-PCR
(Niemeyer et al., 2005)

Beim ELISA erfolgt die enzymatische Umsetzung eines Substrates zu einem
detektierbaren Produkt. Bei der Immun-PCR (IPCR) wird ein Antikorper-DNA-Konjugat
eingesetzt. Nach Amplifikation des DNA-Markers, wird das PCR-Produkt quantifiziert.
Capture antibody = Fanger-Antikdrper; Ag = Antigen; Detection antibody = Detektor-
Antikdrper.

In der Arbeit von Sano et al. (1992) wird zur Immun-PCR ein rekombinantes Fusionsprotein
aus Protein A und Streptavidin als Linker zwischen Detektor-Antikdrper und DNA-Marker
eingesetzt. Protein A ist ein Membranbestandteil von Staphylococcus aureus und bindet
selektiv an die F.-Region des eingesetzten IgG-Detektor-Antikdrpers. Streptavidin ist ein
Proteintetramer (60 kDa), welches von Streptomyces avidinii produziert wird. Es bindet bis
zu vier Biotin-Molekille mit einer extrem hohen Affinitat und Spezifitat
(Dissoziationskonstante Ky ~ 10'15M) (Chaiet und Wolf, 1964, Green, 1975, Wilchek und
Bayer, 1989, Weber et al., 1989). Das chimare Protein A-Streptavidin-Fusionsprodukt wird in
zahlreichen Immun-PCR-Verfahren als Linker eingesetzt (Quijada et al., 1997, Ke und
Warner, 2000, McElhinny et al., 1998, McElhinny et al., 2000, Ren et al., 2001). Der
Detektor-Antikdrper, der Linker und die Marker DNA werden in einem stdchiometrischen
Verhaltnis gemischt. Dieses Format kann daher nicht in einem Sandwich-Format (Abb. 3.3),
sondern nur bei direkten Immun-PCR-Assays angewendet werden, bei denen das Antigen
nicht durch einen Fanger-Antikdrper prasentiert wird.

Ruzicka et al. (1993) verwendete einen Ansatz, bei dem in situ biotinylierte, doppelstrangige
DNA und ein biotinylierter Detektor-Antikérper Uber Avidin gekoppelt wurden. Die
Reproduzierbarkeit und damit die Qualitdt des in situ-Verfahrens ist nicht optimal (Sano,

1993) und durch die erforderlichen, sukzessiven Inkubationsschritte sehr langwierig
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(Crowther, 1995). Trotzdem war es die meist verwendete Methode (Zhou et al., 1993, Maia
et al., 1995, Mweene et al., 1996, Niemeyer et al., 1997, Chang und Huang, 1997, Ren et al.,
2000).

Alternativ kann die DNA vorab direkt, kovalent an den Antikérper gebunden werden (Sperl et
al., 1995, Hendrickson et al., 1995, McKie et al., 2002, Sims et al., 2000, Wu et al., 2001,
McKie et al., 2002 (2), Henterich et al., 2003). Die Antikorper werden jedoch oftmals durch
die Bedingungen der chemischen Kopplung und der chromatografischen Aufreinigung in
Mitleidenschaft gezogen. Ungekoppelte DNA oder Antikérper fliihren auch zur Reduktion der
Signalintensitdt des Immun-PCR-Assays (Niemeyer et al., 2005). Die Herstellung
rekombinanter Antikorper oder Antikorperfragmente, die als Fusionsproteine exprimiert
werden kénnen, erdffnen eine unbegrenzte Fille an Kombinationsmaoglichkeiten. So wurden
single chain-Antikérper (scF,) mit Kernstreptavidin als Fusionsprotein exprimiert (Dlbel et al.,
1994, Spooner et al., 1994, Pearce et al., 1997). Zusatzlich kénnen diese zur Multiplex-
Detektion verschiedener Antigene eingesetzt werden (Burbulis et al.,, 2005, Takeda et al.,
2004, Lovrinovic et al., 2003, Joerger et al., 1995). Die kompetitive Co-Amplifikation eines
DNA-Markers fungiert als interner Standard und steigert somit die Sensitivitat und Prazision
der Immun-PCR (Adler et al., 2003).

3.3 PCR-ELISA

Zu den fundamentalen Kriterien eines neuen diagnostischen Testsystems gehoéren die
Vertrauenswirdigkeit der Ergebnisse und die hohe Spezifitit und Sensitivitdt des
Nachweises. Weiterhin muss eine einfache Handhabung der Methode gewahrleistet und das
Verfahren muss kostenglinstig sein, um den neuen Test in der Routinediagnostik zu
etablieren. Die verwendeten Substanzen dirfen zudem weder fur den Anwender, noch fur
die Umwelt eine Gefahr darstellen (Powell, 1987). Das PCR-Verfahren ist eine weit
verbreitete Methode zur schnellen, sensitiven und spezifischen Detektion infektioser
Agentien. Die Verlasslichkeit der Methode wurde in vielen Studien in der Forschung und in
der Routinediagnostik eingesetzt (Van Belkum und Niesters, 1995). Die Detektion der PCR-
Produkte erfolgt konventionell durch  Agarose-Gelelektrophorese, gefolgt von
Ethidiumbromid-Farbung und stellt eine schnelle und einfache Methode zur Visualisierung
groBer Amplikonmengen dar. Kleine Mengen amplifizierter DNA kénnen jedoch oftmals gar
nicht oder nur mit sehr schwachem Signal nachgewiesen werden, da die Sensitivitat der
Farbung mit Ethidiumbromid nicht ausreicht (Lichtinghagen et al., 1994, Shawar et al, 1993).
Eine weitere Anforderung stellt die korrekte Amplifikation dar. Haufig treten unspezifische
PCR-Nebenprodukte auf (O'Callaghan et al., 1994). Die korrekten PCR-Produkte kénnen
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durch Hybridisierungsverfahren wie Southern Blot oder Dot Blot selektiert werden. Allerdings
sind diese Methoden sehr zeitaufwendig und es kann nur eine sehr begrenzte Probenanzahl
untersucht werden (Canepari et al.,1994, Lehman et al., 1995, Xia et al., 1995, Roymans et
al., 1996). Die DNA-Chip-Technologie bietet die Mdglichkeit gleichzeitig eine Vielzahl von
DNA-Sequenzen in komplexen Nukleinsauregemischen zu identifizieren. Dabei werden
Sonden in einem geordneten Raster (array) in hoher Dichte auf einem DNA-Chip
immobilisiert und werden daher auch als DNA-Mikroarrays bezeichnet (Flotho, 2005). Es
wurden Arrays mit {iber 250000 Sonden oder 10000 unterschiedliche cDNAs pro cm?
produziert (Lipschutz et al., 1999). Der Auftrag der Oligonukleotide erfolgt durch
lichtgesteuerte chemische Synthesen, die durch lichtgesteuerte Mikrofabrikationstechniken
durchgefiihrt werden (Stryer, 2003). Eine weitere Moglichkeit ist der Einsatz von High-Speed
Robotern, durch die DNA-Sonden auf silanisierte Oberflachen aufgebracht werden. Die
Sonden werden kovalent an reaktive Amine, Aldehyde oder Epoxidgruppen gebunden
(Lettieri, 2006). Ein groRes Einsatzgebiet ist die molekulare Toxikologie. Nachdem Zellen
oder Gewebe toxischen Substanzen ausgesetzt wurden, wird die Genexpression analysiert.
Dabei wird mRNA revers transkribiert und die resultierende fluoreszenzmarkierte cDNA im
DNA-Array hybridisiert. Die hybridisierten Moleklle kdénnen anschlieRend fluorometrisch
detektiert werden (DeRisi et al., 1996, Lashkari et al., 1997, Schena et al., 1995). Uber
spezielle Bioinformatik-Software und Datenbankanalyse werden die Rohdaten ausgewertet.
Auf diese Weise kénnen Induktion und Repression der Genexpression, die Relevanz von
Molektlen in biochemischen Stoffwechselvorgangen und auch "genetische Signaturen" tGber
SNPs (single nucleotide polymorphisms) untersucht werden (Lettieri, 2006).

Neben der parallelen Detektion zahlreicher ~ Sequenzen in komplexen
Nukleinsauregemischen bietet das PCR-ELISA-Verfahren flr definierte Fragestellungen die
immunoenzymatische Bestimmung ganz spezifischer PCR-Produkte und die einfache
Analyse der Ergebnisse mittels eines ELISA-Readers. Dies ermoglicht eine parallele
Detektion mit hohem Durchsatz und die Quantifizierung von PCR-Produkten (Cho et al.,
1995, Jonas et al, 1995, Vekris et al, 1995, Brunnert, 1997). Ein groller
Anwendungsbereich des PCR-ELISA-Verfahrens findet sich in der Humanmedizin
(Sakrauski et al., 1994, Andréoletti et al., 1996, Scott et al., 1997). Die Methode ist bei der
Krebsvorsorge bedeutsam. Sie wird zur Diagnose des Humanen Papilloma Virus (HPV)
eingesetzt (Venturoli et al., 1998, Adams et al., 1996), welches eine entscheidende Rolle bei
der Entstehung von Gebarmutterhalskrebs, der zweithaufigsten Krebsart bei Frauen spielt.
Weitere Einsatzgebiete sind die Phytopathologie (Schonfelder et al., 1996, Weeks et al.,
1996, Muatasa et al., 1996, Poggi Pollini et al., 1997) und die Lebensmittelanalytik (Baez et
al., 1995, Gutierrez et al., 1996, Brunnert et al., 2001). Die standardisierte Durchflihrung

erfolgt nach zwei Assay-Formaten.
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Abb. 3.4 Schematische Darstellung des PCR-ELISA-Verfahrens (Brunnert, 2002)

Nach Immobilisierung der biotinylierten Nukleinsaure an eine Streptavidin-beschichtete
Mikrotiterplatte erfolgt ein Denaturierungsschritt und die anschlielsende Hybridisierung mit
einer komplementaren, Dig-markierten Nukleinsdure. Letztere kann durch ein
entsprechendes anti-Dig-Antikdrper-Konjugat enzymatisch nachgewiesen werden.

Im ersten Format wird eine biotinylierte Sonde in Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatten
irreversibel immobilisiert. Die PCR erfolgt unter Verwendung eines Digoxigenin-markierten
Primers. Nach thermischer oder alkalischer Denaturierung des PCR-Produktes kann dieses
mit der komplementaren Sonde hybridisieren und z.B. durch einen enzymmarkierten anti-
Dig-Antikérper nachgewiesen werden (Keller et al., 1990, Lahijani et al., 1998, Scheu et al.,
1999, Soumet et al.,, 1995). Das zweite Format sieht die Amplifikation unter Verwendung
eines biotinylierten Primers vor, so dass das PCR-Produkt direkt Gber die Bindung an
Streptavidin immobilisiert werden kann. Nach alkalischer Denaturierung erfolgt die
Hybridisierung mit einer z.B. Dig-markierten Sonde (Inouye und Hondo, 1990, Siebert und
Larrick, 1992, Guenthner und Hart, 1998, Alard et al., 1993, Gautheret et al., 1996, Berg et
al., 1996, Dufour et al., 1999). Anstelle des Einsatzes eines markierten Primers werden zur
PCR auch Fluoreszein-markierte Nukleotide (Landgraf et al., 1991) oder Antikdrper gegen
doppelstrangige DNA eingesetzt, die das Hybridierungsereignis identifizieren (Ritzler und
Atwegg, 1996, Gilligan et al., 2000, Beyer et al., 1999, Grimm et al., 1989, Callens und De
Clerq, 1999, Coutney et al., 1999). Der Nachweis durch Chemilumineszenz flihrt zu einer
weiteren Signalverstarkung (Baez et al., 1996). Im Vergleich zur Analyse der PCR-Produkte
durch Ethidiumbromid-Farbung und Southern-Hybridisierung, ist das PCR-Verfahren
sensitiver und schneller in der Anwendung (Chinsangaram et al., 1993, Sabbatini et al.,
1993, Yang et al., 1993).
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34 Humanes H-FABP

Die drei haufigsten Todesursachen in Deutschland sind Erkrankungen des Herz-
Kreislaufsystems. Die zweithaufigste Todesursache bei Mannern wie Frauen ist der akute
Myokardinfarkt (Statistisches Bundesamt, Wiesbaden 2006). Die Entwicklung schneller
Testsysteme zur Frihdiagnose eines akuten Myokardinfarktes ist daher von groRlem
Interesse. Bei einem akuten, schweren Herzinfarkt werden die Herzmuskelzellen irreversibel
geschadigt. Dabei kommt es zum Austritt intrazellularer Proteine, wie z.B. Creatinkinase oder
Myoglobin in den extrazellularen Raum und schliefdlich in den Blutstrom (Schreiber, 1999).
Die Herzmuskelnekrose wird anhand einer Konzentrationserhohung kardialer Proteine im
Plasma detektiert (Sheffold et al., 1994, Mair et al., 1997).

Ein neu vorgeschlagener cytoplasmatischer Marker flir Zellschadigungen ist das Protein H-
FABP (fatty acid binding protein), das als Transporter hydrophober Fettsduren in der Zelle
dient (Borchers und Spener, 1994). Es gelangt auf Grund seiner geringen Molekularmasse
schnell in das lymphatische System und kann daher bereits 1,5-3 h nach einem akuten
Myokardinfarkt nachgewiesen werden (Glatz et al., 1993, Glatz et al., 1994, Tanaka et al.,
1991). Die Ausscheidung des Proteins tber die Nieren erfolgt innerhalb von 12-24 h, so dass
sich H-FABP auch zur Erkennung von Reinfarkten eignet (Schreiber, 1999). Im humanen
Blutplasma, Serum und Urin kann H-FABP als Herzinfarktmarker durch ELISA-Verfahren
nachgewiesen werden (Ohkaru et al., 1995, Kleine et al., 1992, Wodzig et al., 1997). Fir die
Detektion von H-FABP im Blutplasma wurden Immunsensoren, basierend auf dem Einsatz
von monoklonalen anti-H-FABP-Antikérpern entwickelt (Siegmann-Thoss et al., 1996,
Schreiber et al., 1997). Fur die Entwicklung neuer immunologischer Diagnoseverfahren
wurde die Herstellung rekombinanter Antikorperfragmente gegen H-FABP am Institut fir

Chemo- und Biosensorik im Rahmen eines Projektes untersucht.
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3.5 Tumormarker Carcinoembryonales Antigen (CEA)

Als Tumormarker definiert man alle nachweisbaren oder messbaren Substanzen, die auf
einen Tumor hinweisen oder zur Charakterisierung oder Detektion seiner Ausbreitung
beitragen. Sie kbénnen auch in nicht-invasiver Weise bei pathologischem Ergebnis eine
vermutete Diagnose bestatigen, ein héheres Stadium oder eine Metastasierung signalisieren
oder auf ein Rezidiv hinweisen. Zirkulierende oder humorale Tumormarker werden in oder
auf Tumorzellen oder in ihrer Umgebung gebildet und finden sich im Serum, in
Flissigkeitsansammlungen der freien Bauchhohle (Aszites) oder in Ausscheidungen des
Brutfells (Pleuraexsudat). Die Konzentration von Tumormarkern Kkorreliert mit der
Tumormasse, der Tumorausbreitung und ist primar von der Tumor-Blutversorgung abhangig.
Konzentrationszunahmen ohne Korrelation zur Tumormasse kbénnen aus katabolen
Stérungen oder aus Freisetzungen nach Operationen, Radio- oder Chemotherapien
resultieren. Das wichtigste Einsatzgebiet von Tumormarkern ist die Therapie- und
Verlaufskontrolle nach Operationen, Radio-, Chemo- oder Hormontherapien (Lammerz und
Stieber, 2004). Ein erkrankungsfreies Intervall kann durch die Beziehung zwischen
pratherapeutischem Ausgangswert und Rezidivrisiko ermittelt werden.

Fir den Tumormarker CEA (carcinoembryonic antigen, carcinoembryonales Antigen) ist
diese Relation beim kolorektalen Karzinom (Duffy et al., 2003, Reiter et al., 1997),
Magenkarzinom (Reiter et al., 1996) und Lungenkarzinom (Lamerz und Stieber, 2004)
eingehend untersucht worden. Der Ausgangsbasiswert von CEA ist essentiell zur
Abschatzung der Prognose (EGTM, 1999, Fleisher et al., 2002). Der CEA-Spiegel ist beim
Kolon-/Rektumkarzinom bis zu 80% erhdht. Spiegelerhdhungen werden auch beim Magen-
(45%), Bronchial- (71%) und metastasierenden Mammakarzinom (54%) beobachtet. Benigne
Erkrankungen von Darm, Pankreas, Leber und Lunge flihren zu Spiegelerhéhungen von bis
zu 25%, was die Spezifitdat des Markers vermindern kann (Nakane et al., 1994). Vor allem die
Nachsorge anhand von CEA-Kontrollen erhéht den Gesamt-Uberlebensvorteil von fiinf
Jahren nach kolorektalen Operationen (Jeffery et al., 2004, Rosen et al., 1998, Northover,
1986). Die primare Rolle des Tumormarkers CEA zur Prognose von Rezidiven und als
Verlaufskontrolle einer Therapie wurde von der American Society of Clinical Oncology
(ASCO) anerkannt (Duffy et al., 2003).

Gold und Freedman (1965) und Von Kleist et al. (1972) entdeckten unabhangig voneinander
das carcinoembryonale Antigen CEA in entodermalen Tumoren und im fetalen
Gastrointestinaltrakt (Fletcher, 1986). Neben dem normalen und neoplastischen
Darmepithelien, tritt CEA in der Lunge, Leber, Brust und anderen Geweben in Erscheinung
(Thompson und Zimmermann, 1988, Cournoyer et al., 1988, Thompson et al., 1993). Die

Expression korreliert mit der Differenzierung und Architektur von normalen und
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neoplastischen Epithelien (Thomas et al., 1990). Die humane CEA Genfamilie codiert flr das
klassische CEA (180 kDa), BGP (biliary glycoprotein, 160 kDa), NCA-95 (nonspecific
crossreacting antigens, 95 kDa) und NCA-90 (90 kDa) (Thompson und Zimmermann, 1988,
Thompson et al., 1991, Beauchemin et al., 1989). Diese unterschiedlich gespleissten
Varianten differieren bezlglich ihrer GroRe, Anzahl der Immunglobulin-Domanen,
posttranslationalen Modifikationen, Membranbindungsstellen und Glykosylierung (Thompson
et al., 1991). CEA Glykoproteine sind Bestandteile der Immunglobulin-Superfamilie, die eine
Schlisselrolle bei der Zelladhasion und Zell-Oberflachenerkennung spielen (Katz et al.,
1991). Sie besitzen homo- und heterophile Zell-Adhasionsfunktionen (Zhou et al., 1990,
Rojas et al., 1990, Turbide et al., 1991, Oikawa et al., 1989, Benchimol et al., 1989). Die
Proteine weisen einen Glykosyl-phosphatidyl-inositol-Rest auf und beeinflussen
wahrscheinlich Sekretionsmechanismen.

Die Freisetzung von CEA wird mdglicherweise durch die Hydrolyse von Phospholipasen
kontrolliert (Thompson et al., 1991). Im Darm wurde die spezifische Bindung von CEA an
Bakterien beobachtet, was auf eine putative Funktion als Kolonisierungsfaktor der
mikrobiellen Flora hinweist (Sauter et al., 1993, Leusch et al., 1991, Sauter et al., 1991).
Anti-CEA-Antikérper kénnen zur Radioimmunanalytik und zur Radiotherapie CEA-
assoziierter Krebsarten eingesetzt werden (Abdul-Nabi et al., 1987). Zu diesem Zweck
wurden diverse, chimare monoklonale anti-CEA-Antikdrper produziert (Beidler et al., 1988,
Hardmann et al., 1989, Neumaier et al., 1990, Koga et al., 1990). Antikérperfragmente haben
gegenlber vollstandigen Antikdrpern Vorteile im Bezug auf bildgebende Verfahren in vivo,
Targeting von Medikamenten, Toxinen und Radioisotopen und die Entfernung toxischer
Radioimmunkonjugate aus dem Blutkreislauf (Huston et al., 1993). Die beschriebenen
Vorzige der kleineren Antikérpermolekile begrinden sich auf die bessere
Gewebepenetration, der schnelleren Ausscheidung aus dem Serum und der geringeren
Retentionszeit im normalen Gewebe (Whitlow, 1990). Die Entwicklung bakteriell exprimierter
anti-CEA-scF,-, F.,- und diabody-Fragmente wurde beschrieben (Ayala et al., 1992, Duenas
et al.,, 1994, Abraham et al., 1995, Chester et al., 1994). Als Expressionssystem eignet sich
jedoch auch die Hefe Pichia pastoris (Freyre et al., 2000).
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3.6 Maltosephosphorylase

Die intrazellulare Mobilisierung von Kohlehydraten zur Energiegewinnung wird durch
Phosphorylasen ermdglicht, die zur Gruppe der ortho-Phosphatglycosyltransferasen
gehoren. Sie katalysieren die Phosphorolyse, bei der die glycosidische Bindung von Poly-
oder Disacchariden unter Verwendung von ortho-Phosphat gespalten wird. Ein Teil der
Energie der glykosidischen Bindung bleibt im freigesetzten Glucose-Phosphat-Ester erhalten
(Klein  und Helmreich, 1985). Phosphorylasen unterscheiden sich anhand ihrer
Substratspezifitdt, Kinetik und Abhangigkeit von Cofaktoren (Firnges, 1997). Die a-
Glucanophosphorylasen katalysieren die sequentielle, phosphorolytische Spaltung «-1,4-
glycosidischer Bindungen unter Bildung von Glucose-1-phosphat. Sie katalysieren zudem die
Synthese von Polysacchariden ausgehend von Glucose-1-phosphat (Palm et al., 1990).
Jede Enzymuntereinheit weist kovalent gebundenes Pyridoxal-5'-phosphat auf, welches als
Saurekatalysator fungiert (Feldmann et al., 1978, Klein et al., 1981).
Disaccharidphosphorylasen unterscheiden sich durch unterschiedliche stereochemische
Katalyse. Ein Leitenzym ist die Saccharosephosphorylase, die unter Verbrauch von ortho-
Phosphat die Umsetzung von Saccharose zu D-Fructose und o-Glucose-1-phosphat
katalysiert. Zu den Disaccharidphosphorylasen gehoért eine Untergruppe, die eine
Phosphorolyse katalysiert, bei der die Konfiguration am anomeren C-Atom einer
glycosidischen Bindung umgekehrt wird. Durch eine Konfigurationsinversion am
Reaktionszentrum erfolgt eine Substitutionsreaktion zweiter Ordnung (Mieyal und Abeles,
1972). Die bekanntesten Vertreter sind Cellobiose Phosphorylase, Laminaribose
Phosphorylase, Trehalose Phosphorylase und Maltose Phosphorylase. Letztere ist u.a. in
zahlreichen Mikroorganismen, wie Nesseira meningitidis (Fitting und Doudoroff, 1952),
Nesseira perflava (Selinger und Schramm, 1961), Bacillus sp. RK-1 (Inoue et al., 2002,
Inoue et al., 2001) Bacillus stearothermophilus SK-1, (Inoue et al., 2002 (2)), Lactococcus
lactis (Nilsson und Radstréom, 2001, Andersson et al., 2002), Bacillus subtilis (Tangney et al.,
1992), nicht spezifizierten Lactobacilli aus Bier (Wood und Rainbow, 1961), Lactobacillus
sanfrancisciensis (Ehrmann et al., 1998) und Lactobacillus brevis (Kamogawa et al., 1973)
identifiziert und beschrieben worden.

Die Maltosephosphorylase wird fir verschiedene Applikationen genutzt. Fir die Diagnose
von Pankreatitis kann die Aktivitdt der a-Amylase durch Umsetzung der freigesetzten
Maltose durch Maltosephosphorylase in Gegenwart anderer Oligo- und Disaccharide
detektiert werden (Kamogawa et al., 1974, Gauhl und Seidel, 1977, Poudrier und Oyen et al.,
1991). Maltosephosphorylase wird in Kombination mit Trehalosephosphorylase zur
Trehalosesynthese eingesetzt (Murao et al., 1985). Die Phosphatsensorik spielt eine

wichtige Rolle in der Umweltanalytik. Die Maltosephosphorylase wird dabei als
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Schlusselenzym verwendet. Die Entwicklung eines 4-Wege-Enzymsensors gelang erstmals
Conrath et al., 1995, basierend auf einem Patent von Warsinke und Grindig (1992). Zur
Bestimmung von ortho-Phosphat wurde ein Einwegenzymsensor entwickelt, durch den
proportional gebildetes Wasserstoffperoxid amperometrisch bestimmt wird (HUiwel et al.,
1996, Hiwel, 1998).
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Abb. 3.5 Schematische Darstellung des 3-Wege Einwegsensors zur Bestimmung von
ortho-Phosphat (nach Huwel, 1998).

MAP = Maltosephosphorylase; MUT = Mutarotase; GOD = Glucoseoxidase.

Die optimale Aktivitat erreicht die Maltosephosphorylase aus Lactobacillus brevis bei 36°C
und einem pH-Wert von 6,5 (Huwel et al., 1997). Das Enzym zeichnet sich durch eine hohe
Substratspezifitdt aus (Doudoroff, 1961), wobei Phosphat jedoch durch Arsenat ersetzt
werden kann (Kamogawa et al., 1974). Unter Verwendung von B-D-Glucose-1-fluorid wird
die reversible Reaktion in Richtung Maltosesynthese verlagert (Tsumuraya et al., 1990). Die
Maltosephosphorylase katalysiert die Phosphorolyse von Maltose zu a-D-Glucose und B-D-
Glucose-1-phosphat (Fitting und Doudoroff, 1952, Mieyal und Abeles, 1972). Der putative
Reaktionsmechanismus beinhaltet, dass der glycosidische Sauerstoff der Maltose von einer
Carboxylgruppe im aktiven Zentrum des Enzyms protoniert wird. Auf der
gegeniiberliegenden Seite der Maltosephosphorylase fungiert eine Carboxylgruppe als Base
und deprotoniert das angreifende Phosphat. Dabei bildet die axiale Hydroxylgruppe eine
essentielle Wasserstoffbriickenbindung aus. Die Phosphorolyse der Maltose erfolgt im

anschliessend konzertierten Prozess (Tsumuraya et al., 1990).
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HO,\ /OH
+ 2\
O/ OH
phosphate
D-glucose .
beta-D-glucose 1-phosphate
Abb. 3.6 Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus der

Maltosephosphorylase (nach Tsumuraya, 1990)

Fur die Aufklarung der molekularen Prozesse wahrend der Katalyse ist die Identifizierung der
raumlichen  Struktur der  Maltosephosphorylase essentiell.  Zur Interpretation
rontenkristallographischer Analysen des Enzyms bedarf es zwingend der Kenntnis der
Primarstruktur. Erste Analysen der Aminosauresequenz der Maltosephosphorylase aus
Lactobacillus brevis erfolgten durch Irmer (1996). Unter Bericksichtigung des Codon-
Gebrauches von Lactobacillus brevis, konnten erste Primer zur Sequenzanalyse von Teilen
des Maltosephosphorylase-Gens ausgewahlt werden, was zur ldentifizierung von ca. 72%
des Genlocus fiihrte (Firnges, 1997).
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4 Ziele der Arbeit

Im Rahmen des EU-Projektes (CT97-0502) Ultra-sensitive Multianalyte Immunoassay based
on DNA-Sensor (ULISA) sollte mit sechs Kooperationspartnern ein ultrasensitives Immun-
PCR-Verfahren etabliert werden. Dabei handelt es sich um die Kombination eines ELISA-
Verfahrens mit der in vitro-Amplifikation eines an den Detektor-Antikérper gebundenen DNA-
Fragmentes.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der antigenbindenden Regionen
der eingesetzten, monoklonalen Modellantikérper gegen H-FABP (heart-fatty acid binding
protein) und CEA (carcinoembryonales Antigen, carcinoembryonic antigen) und die
Expression funktioneller, rekombinanter F,,- und scF,-Antikdrperfragmente fir die Immun-
PCR. Ein wichtiger Aspekt fir das Verfahren ist die Anbindung der Marker-DNA an den
Detektor-Antikorper. Neben einer direkten, chemischen Kopplung bot sich die Verknipfung
Uber das Streptavidin-Biotin-System an. In dieser Arbeit sollte die Eignung von Protein
engineering fur die Erzeugung dieser neuartigen, rekombinanten Antikérper-DNA-Fusion flr
die Immun-PCR untersucht werden. Dazu sollten in einem ersten Schritt die Expression
funktionellen, rekombinanten Kern-Streptavidins erreicht und die genetische Fusion eines
scF,~Antikérperfragmentes mit Kern-Streptavidin ermoéglicht werden. Zur einfachen und
sensitiven Detektion der in der Immun-PCR amplifizierten Marker-DNA sollte in dieser Arbeit
zudem ein PCR-ELISA-Verfahren optimiert werden, welches im Rahmen des Projektes

routinemalfig eingesetzt werden sollte.

Im Rahmen eines weiteren Projektes am Institut fir Chemo- und Biosensorik in Minster
stellte die Maltosephosphorylase aus Lactobacillus brevis das Schlisselenzym fir die
Entwicklung eines 3-Enzym-Biosensorsystems zur Detektion von ortho-Phosphat dar. Die
Analyse der Nukleotidsequenz und damit der Primarstruktur ist fur die Ermittlung der
Tertiarstruktur und letztendlich fir die Aufklarung des katalytischen Mechanismus der
Matosephosphorylase essentiell. Aufbauend auf den Arbeiten von Irmer (1996) und Firnges
(1997) sollte in dieser Arbeit, unter Verwendung von Homologievergleichen mit taxonomisch
nah verwandten Mikroorganismen, eine groRere, bislang unbekannte 3'-terminale Region
des Maltosephosphorylase-Gens bestimmt werden und die komplette, konsolidierte Sequenz
den kooperierenden Kristallographen zur Aufklarung der Tertiarstruktur zur Verfigung

gestellt werden.



5 Experimenteller Teil

23

5 Experimenteller Teil
5.1 Gerate und Materialien
51.1 Gerite

Dialyse

Dialyseplattchen

Dialyseschlauch, Ausschlussgrenze 10 kDa

Elektrophorese

Constant Power Supply 2297 Macrodrive S
Elektrophoresis-Power Supply-EPS 600
Gelkammer fiir Agarosegele

Minigel Twin-Kammer

Power Supply PPS 200-1D

Standard Power Pack P25

Western Blot Apparatur

FPLC und Saulenmaterialien

BioPilot-System
HiLoad System, Steuereinheit GP 10,
UV-Detektor UVicord Sll, Pumpe P-50,

Kollektor Frac-100, Einkanal Schreiber REC102

10/10 Leersaule
Ni-NTA-Agarose

Variperm Dialysesaule

Nukleinsaure-Blotting

Hybridisierungsofen
Hybridisierungsrohren
Nylon-Membran
Whatman-Papier GB002

Millipore (Eschborn)
Medicell (London, GB)

LKB Bromma (Freiburg im Breisgau)
Pharmacia (Freiburg im Breisgau)
MWG-Biotech GmbH (Ebersberg)
Biometra (Gottingen)

MWG-Biotech GmbH (Ebersberg)
Biometra (Gottingen)

Werkstatt des Organisch-Chemischen
Instituts, WWU Munster

Pharmacia (Freiburg im Breisgau)

Pharmacia (Freiburg im Breisgau)
Pharmacia (Freiburg im Breisgau)
Qiagen (Hilden)

bitop-Gesellschaft fiir biologische

Optimierung mbH (Witten)

Biometra (Gottingen)
Biometra (Goéttingen)
Qiagen (Hilden)

Schleicher und Schuell (Dassel)
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Turboblott-Apparatur

MALDI

VISION 2000

Pulsed Nitrogen Laser

pH Messgerit

Einstabmesskette U 402-M3-S7/60
Knick-Serie pH-Meter 763 Multi Calmatic

Pipetten

Research Pipette, Mehrkanal-Pipette, Multipette

Polymerasekettenreaktion

Hybaid Thermoblock
GeneAmp 5700

Schiittler und Inkubatoren

Blockthermostat BT200

Schittelinkubator Certomat R mit Inkubations-
haube Certomat H

Thermomixer 5437
Trockenbrutschrank

Vortex Genie Mixer

Photometer

Photometer Lambda 11/Bio
ELISA Reader MR5000

Schleicher und Schuell (Dassel)

Finnigan MAT (Bremen)
LS| (Newton, USA)

Metteler (Toledo, USA)
Knick (Berlin)

Eppendorf (Hamburg)

MWG-Biotech (Ebersberg)
Perkin Elmer (Weiterstadt)

Kleinfeld (Gherden)

Braun (Melsungen)

Eppendorf (Hamburg)

WTB Binder Labortechnik (Tuttlingen)
Bender & Holbein (Zirich, CH)

Perkin Elmer (Weiterstadt)
Dynatech (Denkendorf)
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Waagen

Oberschalen Waage, Analysenwaage

Zentrifugen

Tischzentrifuge 5415 C
Laborzentrifuge 2K15

Kuhlzentrifuge Beckmann Modell J2-MI mit den

Rotoren JA-10 und JA-14

Minizentrifuge

Sonstige Gerite

Bioklav 25
ELISA Waschvorrichtung, 8-fach parallel

Sterilgard Sicherheitswerkbank
Ultraschallquelle
Ultrathurax T25

Varioklav 500

Wasseraufbereitung Seralpur Pro 90 CN

51.2 Materialien

allgemeine Materialien

Essigsaure

Tris
Natriumdodecylsulfat
Glycin

Glycerin 87%
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Kaliumhydroxid
Natriumhydroxid
Kaliumacetat

Magnesiumchlorid

Sartorius (Gottingen)

Eppendorf (Hamburg)

Sigma (Deisenhofen)

Beckmann (Mdnchen)
National Labnet (Woodbridge, UK)

KSG (Olching)

Werkstatt des Organisch-Chemischen
Instituts der Universitat Minster

Baker Company (Sanford, ME, USA)
Dr. Hieschler, Faust (KéIn)

IKA Labortechnik
(Staufen im Breisgau)

H + P Labortechnik
(Oberschleissheim)

Seral (Ransbach-Baumbach)

Fluka (Neu-Ulm)
Sigma (Deisenhofen
Sigma (Deisenhofen

Sigma (Deisenhofen

( )
( )
( )
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Fluka (Neu-Ulm)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
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Ethanol
Dithiothreit

Elektrophorese

Acrylamid/Bisacrylamid Losung
Agarose (ultra pure)
Ammoniumperoxodisulfat
Borsaure

Bromphenolblau

Dithiothreit
Ethylendiamintetraacetat
Ethidiumbromid

Harnstoff

Natriumcarbonat

ServaBlue R250
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Xylenxylanol

GroRenmarker

A-Marker, A-DNA, EcoRI/Hind 11l geschnitten
pUC19-Marker, Msp | geschnitten
DNA-Marker A-Mix Il A.-DNA, Hind Ill geschnitten

Molekulargewichtsmarker LMW
100 bp-Leiter
pBR 328 Mix |, pBR 328, Hinf 1/Bgl | geschnitten

FPLC

Betain (wasserfrei)

Diaminobiotin
Dikaliumhydrogenphosphat-Dodecahydrat
Imidazol

3-Indolessigsaure

Kaliumchlorid

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)
Fluka (Neu-Ulm)
Sigma (Deisenhofen)
MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Fluka (Neu-Ulm)
Serva (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Appligene (Heidelberg)

MBI (Fermentas)
Molekularbiologisches und
biochemisches Labor Dr. Bartling
(Bielefeld)

Pharmacia (Freiburg im Breisgau)
Genecraft (Munster)
Molekularbiologisches und
biochemisches Labor Dr. Bartling
(Bielefeld)

Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
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Natriumazid
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat

Saccharose

Aufkonzentrierung von Proteinen

Aufkonzentrierungsréhrchen 2 und 10 mi

Proteinblotting

Nitrocellulosemembran

Blottingpapiere GB002

Methanol

Tween 20

4-Chlor-1-naphthol

bovines Serum Albumin
Wasserstoffperoxid

Schwefelsaure
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP)
Nitroblau-tetrazoliumchlorid (NBT)
anti-Maus-lgG (F ,,-spezifisch)
Peroxidase-Konjugat
Ni**-Nitrilotriessigsaure-

alkalische Phosphatase-Konjugat (Ni-NTA-AP)

schwarze Tinte

Nukleinsaureblotting

N-Lauroylsarcosin

Blocking Reagenz
Streptavidin-alkalische Phosphatase-
Konjugat

Tween 80

BCIP

NBT

Bakterien und Vektoren

E. coli BL21 (DE3) pLysS
E. coli DH 5.

Sigma (Deisenhofen)
Fluka (Neu-Ulm)

Sigma (Deisenhofen)

Eppendorf (Hamburg)

Schleicher Schuell (Dassel)
Schleicher Schuell (Dassel)
Fluka (Ulm)

Fluka (Ulm)

Sigma (Deisenhofen

Sigma (Deisenhofen
Sigma (Deisenhofen

)
( )
( )
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)

( )

Sigma (Deisenhofen
Sigma (Deisenhofen)

Qiagen (Hilden)

Pelikan (Hannover)

Sigma (Deisenhofen)

Roche Applied Science (Mannheim)

Roche Applied Science (Mannheim)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Novagen (Madison, WI, USA)
Clontech (Heidelberg)
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E. coli JM 83

E. coli XL 10 gold

Lactobacillus brevis Nr. 20556
Streptomyces avidinii Nr. 40526

pET3c, pET20b
pGEM-T Easy
pCR Script (Amp, Cam)

Kulturmedien

Agar

Ampicillin

Chloramphenicol
Rubidiumchlorid
Calciumchlorid
Manganchlorid
3-Morpholino-1-propansulfonsaure
Caseinhydrolysat
Hefeextrakt
Isopropyl-p-D-thiogalactosid
5-Chlor-4-brom-3-indolyl-p-D-galactopyranosid
Natriumdihydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
Fleischextrakt

Glucose

Tween 80
Dikaliumhydrogenphosphat
Diammoniumcitrat
Magnesiumsulfat
Mangansulfat

Malzextrakt

Calciumcarbonat

Gram-Bestimmung

Kristallviolett
Ammoniumoxalat

Kaliumjodid

Prof. Dr. A. Skerra (Darmstadt)
Stratagene (Heidelberg)
DSMZ (Braunschweig)

DSMZ (Braunschweig)

Novagen (Madison, WI, USA)
Promega (Mannheim)

Stratagene (Heidelberg)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

~ o~ o~ o~ o~ o~

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)

MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Invitrogen (Karlsruhe)

Sigma (Deisenhofen

Sigma (Deisenhofen

Sigma

Deisenhofen

)

)

Deisenhofen)
Sigma )
)

(
(
(
Sigma (Deisenhofen

Sigma (Deisenhofen)
Invitrogen (Karlsruhe)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Fluka (Neu-Ulm)
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Jod

DNA-Isolierung

Easypure Gel Extraction Kit
Jet Quick Kit

GFX Micro Plasmid Kit

High Pure Plasmid Isolation Kit
Nucleobond Kit
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
Phenol

Isopropanol

RNAse A

Lysozym
Ethylendiamintetraacetat
Proteinase K

E.Z.N.A. Bacterial DNA Kit

RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Diethylpyrocarbonat

peqGold RNA Pure

Oligotex mRNA Kit

Reverse Transkriptase Superscript I
First-Strand cDNA Synthesis Kit

Fluka (Neu-Ulm)

Biozym (Hessisch Oldendorf)
Genomed (Bad Oeynhausen)
Pharmacia (Freiburg im Breisgau)
Roche Applied Science (Mannheim)
Clontech (Heidelberg)

Sigma (Deisenhofen)

Fluka (Neu-Ulm)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Roche Applied Science (Mannheim)
Sigma (Deisenhofen)

Roth (Karsruhe)

peq lab (Erlangen)

Sigma (Deisenhofen)
peq lab (Erlangen)
Qiagen (Hilden)
Invitrogen (Karlsruhe)

Pharmacia (Freiburg im Breisgau)
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Polymerasekettenreaktion

Primer

Biotherm Taq-Polymerase
Nukleotid-Mix

Neotherm Tag-Polymerase
bio-11-dUTP
Pfu-Polymerase

Pfx-Polymerase

DNA-Sequenzierung

Big Dye Sequencing Kit

Speedvac Alpha RVC

Kihlfalle Alpha 2-4

Vakuumpumpe (High Vacuum Pump)
Gelfiltrationskartusche

Enzyme

Restriktionsenzyme

T4-DNA-Ligase

ELISA

4-Chlor-1-naphthol

goat-anti-mouse-anti-IgG (F,-spezifisch)

Peroxidase-Konjugat
rabbit-anti-mouse-anti-lgG alkalische
Phosphatase-Konjugat
c-myc-Antikorper

bovines Serum Albumin

Rotiblock

Polystyrol Mikrotiterplatten, F96 MaxiSorb

2-Methyl-4-chlorphenoxyessigsaure

Sigma (Deisenhofen), Invitrogen (Karls-

ruhe), Geneset (Paris, F)
Genecraft (Munster)
Genecraft (Minster)
Genecraft (Minster)
Genecraft (Munster)
Perkin Elmer (Weiterstadt)

Invitrogen (Karlsruhe)

Perkin Elmer (Weiterstadt)
Christ (Osterrode)

Christ (Osterrode)
Edwards (Sussex, UK)
MoBiTech (Gottingen)

Roche Applied Science (Mannheim),
New England Biolabs (Schwalbach,
Taunus), Stratagene (Heidelberg)
Roche Applied Science (Mannheim),
New England Biolabs (Schwalbach,
Taunus), Stratagene (Heidelberg),

Genecraft (Mlnster)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Dakopats (Hamburg)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Nunc (Wiesbaden)

Laboratory of the Government Chemist
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ortho-Phenyldiamin

Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatten

para-Nitrophenylphosphat
Dinatriumethylendiamintetraacetat
Triton X-100

Ficoll 400

Polyvinylpyrrolidon

Tween 20

Blocking Reagenz

Hering Sperma DNA

Anti Dig F,,-Fragment alkalische
Phosphatase-Konjugat
Zinkchlorid

Streptavidin

Biotin-Meerettichperoxidase-Konjugat

MALDI

Eichlésung Carboanhydrase
Eichlésung BSA

Eichlédsung monoklonale Antikorper
ZipTip Kit
2-Hydroxy-5-methoxybenzoesaure

6-Azathiothymin

(Teddington Middlesex, UK)

Sigma (Deisenhofen)

Steffens (Eberingen)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Fluka (Neu-UIm)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Fluka (Neu-Ulm)

Roche Applied Science (Mannheim)

Sigma (Deisenhofen)

Roche Applied Science (Mannheim)
Sigma (Deisenhofen)
IBA (Gottingen)

Invitrogen (Karlsruhe)

Finnigan MAT (Bremen)
Finnigan MAT (Bremen)
Finnigan MAT (Bremen)
Millipore (Eschborn)
Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
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5.1.3 Wasseraufbereitung

Zur Herstellung von Ldsungen, Medien und Reaktionsansatzen wurde Aqua bidest.
verwendet (Wasseraufbereitung Seralpur Pro 90 CN, Seral (Ransbach-Baumbach)).

Beim Einsatz von RNA wurden die Lésungen und Reaktionsansatze mit H,O angesetzt, das
mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt wurde. Dazu wurde 1 | HO mit 100 yl DEPC @.N.

inkubiert und das DEPC anschlielRend durch Autoklavieren inaktiviert.

51.4 Kulturmedien

LB-Medium (Luria Bertani)

Caseinhydrolysat 10¢
Hefeextrakt 59
NacCl 5g
A. bidest ad 1000 ml
pH 7,5

Zur Herstellung von LB-Festmedium wurden 1,5 % Agar (w/v) zugesetzt.

GYM-Medium

Glucose 49

Hefeextrakt 49

Malzextrakt 10g

CaCOg; 29

H,O ad 1000 ml

pH 7,2 mit KOH eingestellt

Zur Herstellung von LB-Festmedium wurden 1,5 % Agar (w/v) zugesetzt.

DSMZ-Medium 11

Glucose 20g
Hefeextrakt 59
Fleischextrakt 10g
Caseinhydrolysat 10g
K;HPO, 29

Na-Acetat 5g
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(NH,).-Citrat 29
MgSOQO, x 7 H,O 0,29
MnSO, x H,O 0,05¢
H,O ad 1000 ml
pH 6,2-6,5

Zur Herstellung von LB-Festmedium wurden 1,5 % Agar (w/v) zugesetzt.

5.1.5 Standardpuffer

TBE-Puffer

Tris 45 mM
Borsaure 45 mM
EDTA 2 mM
pH 8,0
TBS-Puffer

Tris 50 mM
NaCl 15 mM
pH 7,5
PBS-Puffer

NaCl 137 mM
KCI 2,86 mM
Na,HPO, 7,99 mM
KH,PO, 1,47 mM
pH 7,5-7,4
TE-Puffer

Tris 10 mM
EDTA 1 mM
pH 8,0

5.1.6 Stammlésungen

Ampicillin

50 mg/ml; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C; Arbeitskonzentration: 50 ug/mli
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Kanamycin

30 mg/ml; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C; Arbeitskonzentration: 30 ug/mli

Chloramphenicol

25 mg/ml; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C; Arbeitskonzentration: 25 ug/mli

Ethidiumbromid

50 mg/ml in TBE-Puffer; sterilfiltriert; Lagerung bei -20°C; Arbeitskonzentration: 50 ug/ml

5.2 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

5.2.1 Allgemeine Methoden

5.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR; engl.: polymerase chain reaction) ermdglicht die in
vitro-Amplifikation von DNA. Fur die Durchfiihrung benétigt man zwei Oligonukleotide
(Primer), die antiparallel an die komplementaren DNA-Einzelstrange binden. Die zu
amplifizierende DNA wird zunachst hitzedenaturiert. Durch diesen Schritt werden eventuell
vorliegende Sekundarstrukturen der Primer- und Template-DNA aufgelost, da diese die
spezifische Bindung der Primer inhibieren kdnnen. Nach Abkihlung auf eine spezifische
Temperatur binden die im Uberschuss zugegebenen Primer an die entstandene
einzelstrangige DNA.

Die Hybridisierungstemperatur (T) der Primer 4Rt sich naherungsweise nach folgender

Formel berechnen (ltakura et al., 1984):

T =4°C x GC-Paar + 2°C x AT-Paar - 5°C

Die Elongation der DNA-Strange, ausgehend vom 3’-Ende der Primer, wird durch eine
hitzestabile, Mg?*-abhdngige DNA-Polymerase katalysiert. Eingesetzt wurden Tag-
Polymerasen aus Thermus aquaticus und Pfu-Polymerasen aus Pyrococcus furiosus
(Lundberg et al., 1991). Die Pfu-Polymerase verflgt Gber eine 3’ - 5’-Exonuklease-Aktivitat,

wodurch die Fehlerrate durch den Einbau falscher Nukleotide reduziert werden kann.
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Eingesetzte Pfx-Polymerasen bilden einen Pfu-Antikbrper-Komplex, welcher sich erst bei
Uberschreitung der Hybridisierungstemperatur 16st und somit die Synthese unspezifischer
PCR-Produkte sowie den Verdau des 5'-Terminus unterbindet. Zum Abschluss des PCR-
Programms erfolgt die Elongation unvollstdndiger PCR-Produkte.

Standard-PCR-Ansatze enthielten je 200 uM dNTPs, je 0,4 uM Primer, 1,5 mM Mgz‘”'lonen,
0,5 U DNA-Polymerase sowie den zugehoérigen DNA-Polymerase-Puffer in H,0.

5.2.1.2 DNA-Elektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermdglicht eine Auftrennung von DNA-Molekilen nach ihrer
Grolie. Durch die negative Ladung des Zucker-Phosphat-Rickgrats wandern DNA-Molekiile
im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. Die elektrophoretische
Wanderungsgeschwindigkeit verhalt sich, in einem bestimmten GréRenbereich, umgekehrt
proportional zum dekadischen Logarithmus der Anzahl der Basenpaare (Helling et al., 1974).
Die Trenneigenschaft der Agarosegele ist abhangig von der Porengrofe des Gels und lasst
sich durch eine Variation der Agarosekonzentration verandern. Je nach Verwendungszweck
werden 0,6 - 2 %ige Gele eingesetzt, die eine gute Auftrennung von DNA-Molekilen im
Bereich von 0,1 - 20 kb erlauben (Sambrook et al., 1989).

Zur Herstellung der Agarosegele wurden 0,7 - 2 % Agarose (w/v) durch Aufkochen in TBE-
Puffer gelést und die Agaroselésung auf spezielle, in Elektrophorese-Kammern platzierte
Geltrager gegossen. Zur Erzeugung von Probentaschen wurden im Abstand von 0,5 - 1,5
mm Uber dem Trager senkrecht aufgesetzte Kamme plaziert. Nach Erstarren der Gele
wurden diese mit TBE-Puffer Uberschichtet.

Die DNA-Proben wurden 10 %ig mit Gelladepuffer (Saccharose 40 % (w/v), Bromphenolblau
0,25 % (w/v), Xylenxylanol 0,25 % (w/v), EDTA 20 mM, pH 8,0) versetzt und in die
Probentaschen pipettiert. Die im Gelladepuffer enthaltene Saccharose erhéht die Dichte der
DNA-Proben, wodurch das Absinken der Proben in die Probentaschen erleichtert wurde. Die
zugesetzten Farbstoffe Bromphenolblau und Xylenxylanol erméglichten es, den Verlauf der
Gelelektrophorese zu kontrollieren.

Die Agarose-Gelelektrophorese eignet sich zur Auftrennung von DNA-Fragmenten zwischen
21 kbp und 80 bp. Zur Auftrennung kleinerer Fragmente bietet sich die Verwendung von
Polyacrylamidgelen (8-12 % Acrylamid/Bisacrylamid-Gemisch (C= 2,7 %), 0,2 % N,N,N',N'-
Tetramethylethylendiamin, 0,08 %  Ammoniumperoxosulfat) in  einer PAGE
(polyacrylamid gel electrophoresis) an. Die Elektrophoresen erfolgten bei Spannungen
zwischen 20 und 120 Volt.
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Zur Visualisierung der DNA wurde das Gel nach der Elektrophorese in einer Ethidiumbromid-
Lésung (50 pg/ml) inkubiert und anschliefend auf einem Transilluminator betrachtet.
Ethidiumbromid ist ein Farbstoff, dessen planare Struktur eine Interkalation zwischen
benachbarten Basenpaaren doppelstrangiger Nukleinsduren ermdglicht. Bei Anregung von
Ethidiumbromid-DNA-Komplexen mit UV-Licht geeigneter Wellenlange (302 nm) zeigen
diese eine charakteristische, rétlich-orange Fluoreszenz. Die Fluoreszenzintensitat verhalt
sich proportional zur Nukleinsauremenge im Gel.

Zur Ermittlung der GréfRRe unbekannter DNA-Fragmente werden diese mit den Banden von

Molekulargewichtsstandards verglichen oder anhand von Eichgeraden bestimmt.

5.2.1.3 Restriktion von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen koénnen in drei Klassen unterteilt werden. Klasse-lI-
Restriktionsendonukleasen wurden zur sequenzspezifischen Spaltung von DNA eingesetzt.
Diese Enzyme katalysieren die Hydrolyse spezifischer, meist palindromischer
Erkennungssequenzen. Alle Klasse-ll-Restriktionsendonukleasen bendtigen Mg?*  als
Cofaktor. Je nach Restriktionsenzym erfolgt die Spaltung versetzt, wobei 5- oder 3'-
Uberstehende Einzelstrangenden (klebrige Enden oder sticky ends) entstehen, oder die
Spaltung erfolgt in der Mitte der Erkennungsstelle, so dass glatte Enden (blunt ends)
entstehen.

Die Restriktionen erfolgten nach Protokollen der Hersteller der eingesetzten Endonukleasen.
Bei Doppelrestriktionen wurde gemaf der Puffersystem-Tabellen der Firmen Roche Applied
Science und New England Biolabs ein kompatibler Puffer verwendet oder sequenzielle
Restriktionen nach Filterblattdialyse durchgefiihrt. Die Restriktionsansatze wurden in der

Regel 60-90 min bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur inkubiert.
5.2.1.4 Reinigung von DNA aus Agarosegelen

DNA-Restriktionsfragmente und PCR-Produkte wurden, unter Verwendung von
Gelextraktions-Kits (Jet Quick oder Easy Pure), nach einer Agarose-Gelelektrophorese (Kap.
5.2.1.2) aus einem 1% igen Agarosegel isoliert und auf diese Weise aufgereinigt. Nach
Konzentrationsabschatzung aus einem Polyacrylamid- oder einem Agarosegel wurde im
praparativen Agarosegel oft eine groRere Menge der zu isolierenden Nukleinsaure
aufgetragen, um die Ausbeute des Isolats zu steigern. Die DNA-Fragmente wurden, nach
Auftrennung im Agarosegel und Anfarben des Gels mit Ethidiumbromid, so kurz wie moglich

durch UV-Licht lokalisiert und die entsprechenden Gelareale mit einem Skalpell
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ausgeschnitten. Um eine saubere Excision zu ermdglichen, wurden benachbarte Spuren

freigelassen. Die isolierte Agarose wurde vor der Aufreinigung gewogen.

5.2.1.5 Reinigung von DNA durch Filterblattdialyse

Wenn bei Restriktion (Kap. 5.2.1.3) mit verschiedenen Enzymen die Kompatibilitdt der
einzusetzenden Puffer nicht gegeben war und die Restriktionsschritte sequenziell
durchgefiihrt werden mussten, wurde die DNA-L6sung durch eine Filterblattdialyse von
stérenden niedermolekularen Substanzen befreit.

Ein Celluloseester-Filter mit einem Porendurchmesser von 0,025 pym (Millipore) wurde mit
der glanzenden Seite nach oben auf die Oberflache eines mit H,O geflillten Becherglases
gelegt. Die DNA-Probe wurde auf das Filterblattchen aufgebracht und nach einer Dialysezeit

von 10-30 min wieder abpipettiert.

5.2.1.6 Klonierung von DNA-Fragmenten

Die Ausbildung von Phosphodiesterbindungen zwischen 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphatenden
doppelstrangiger DNA-Molekule wird durch DNA-Ligasen katalysiert.

Unter Verwendung von Tag-Polymerasen entstehen PCR-Produkte mit 3'-terminalen,
Uberhangenden Adenosinresten. Der linearisierte Vektor pGEM-T Easy (Promega) bot durch
seine 3'-Thymidin-Uberhéange die Méglichkeit zur Hybridisierung mit dem Tag-PCR-Produkt
und zur erleichterten Ligation nach Herstellerangaben.

Wurde Pfu-Polymerase oder Pfx-Polymerase zur PCR eingesetzt, entstehen blunt end -
Produkte. Sollten diese Produkte in den pGEM-T Easy Vektor ligiert werden, wurden die
Adenosin-Uberhénge durch Zugabe von 2,5 U Tag-Polymerase nach Beendigung der Pfu-,

bzw. Pfx-PCR zum Ansatz und 20 minutiger Inkubation bei 72°C synthetisiert.

Fur eine effiziente blunt end-Ligation eines Pfu- oder Pfx-PCR- Produktes wurde der Vektor
pCR  Script (Stratagene) eingesetzt. Der Vektor enthalt eine  blunt-end
Restriktionsschnittstelle fur Srfl und wird im Ligationsschritt, in Anwesenheit des zu
inserierenden DNA-Fragmentes, standig linearisiert. Da durch die Insertion die Sr-

Schnittstelle in der Regel nicht wiederhergestellt wird, ergibt sich so eine effiziente Ligation.

Zur Ligation von Restriktionsfragmenten (Kap. 5.2.1.3) wurde die ATP-abhangige DNA-

Ligase des Bakteriophagen T4 eingesetzt. Je nach Ligationserfolg wurden von der Ligase 1-
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400 U/Ansatz eingesetzt. Um den Anteil unerwiinschter Nebenprodukte, wie z. B. Religate
des Vektors zu reduzieren, sollte das molare Verhaltnis von Vektor- und Insert-DNA

zugunsten des Inserts verschoben sein (1 : 5).

Die einzusetzenden Mengen wurden nach folgender Formel berechnet:

(rG Insert x mA Insert)
(rG Insert x mA Insert + mA Vektor)

X Mbna

Menge Insert =

rG relative Grofe
mA molarer Anteil

Mpna Gesamtmenge an DNA im Ligationsansatz

Die Konzentration der Insert-DNA wurde nach Gelelektrophorese und Vergleich mit dem
verwendeten Marker abgeschatzt. Gegebenenfalls erfolgte eine Aufreinigung des Inserts aus

dem Agarosegel.

Zur thermischen Auftrennung der DNA-Enden wurde die zu ligierende DNA fur 5 min bei
65°C inkubiert und anschlieltend auf Eis gelagert. Abhangig von der eingesetzten Ligase und
entsprechenden Herstellerangaben wurden die Ligationsansatze 1-16 h bei Temperaturen

zwischen 4-16°C inkubiert.

5.2.1.7 Transformationstechniken

Unter Transformation versteht man in der Gentechnik im allgemeinen die Ubertragung
gereinigter, auch rekombinanter DNA auf Bakterien oder hohere Zellen (Winnacker, 1990).
Viele Bakterienarten kdnnen DNA mit geringer Effizienz aus dem Medium aufnehmen. Durch
eine chemische oder physikalische Vorbehandlung kann die Transformationseffizienz der

Zellen gesteigert werden. Man spricht dabei von der Herstellung kompetenter Zellen.

Zur Herstellung dauerkompetenter E. coli DH5a oder E. coli XL10 Gold nach der RbCI-
Methode (Hanahan et al., 1985) wurden 10 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie einer LB-
Agar-Stammplatte inokuliert und Uber Nacht inkubiert (180 rpm, 37°C). E. coli XL10 Gold
ermdglicht, auf Grund des episomalen TN10-Transposons, den Einsatz eines Kanamycin-
Selektionsmediums. Mit 2,5 ml dieser Ubernacht-Vorkultur wurden 250 ml LB-Medium, das
mit 20 mM MgSO, versetzt war, beimpft (200 rpm, 37°C). Erreichte die Hauptkultur eine
ODeggo von 0,4 - 0,6 wurden die Zellen geerntet (5 min, 4500 x g, 4°C). Das Pellet wurde in
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100 ml eiskaltem TFB1-Puffer (10 mM CaCl;, 50 mM MnCl,, 100 mM RbCl, 15 % (w/v)
Glycerol, 30 mM KAc, pH 5,8; eingestellt mit 1 M Essigsaure) resuspendiert und nach
Inkubation (5 min, 4°C) erneut zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte die Aufnahme des Pellets
in 10 ml TFB2-Puffer (10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCI, Glycerol, 15 % (w/v), pH 6,
5, eingestellt mit 1 M KOH) und eine Inkubation (15 - 60 min) auf Eis. Die kompetenten
Zellen wurden zu je 50 pl aliquotiert, in einem Trockeneis/Ethanol-Gemisch schockgefroren
und bei -80°C gelagert.

Nach der CaCl,-Methode (Cohen et al., 1972; Mandel und Higa, 1970) wurden 50 ml LB-
Medium 3 %ig mit der Vorkultur angeimpft und bis zu einer OD s546,m von 0,7 geschiittelt (200
rpm, 37°C). Nach Zellernte (7 min, 3800 x g, 4°C) wurde das Pellet in 5 ml eiskalter CaCl,-
Lésung (100 mM) resuspendiert. Der Ansatz wurde auf Eis inkubiert (30 min) und erneut
zentrifugiert (7 min, 3800 x g, 4°C). Nach Aufnahme der Zellen in 0,6 - 1 ml eisgekulhlter
CaCl,-Lésung (100 mM) wurden die kompetenten Zellen in 50-200 pl-Aliquots direkt zur

Transformation eingesetzt.

Zur Transformation wurden 200 pl, auf Eis aufgetaute, kompetente Zellen jeweils mit 0,5 -
7,5 pl des Ligationsansatzes oder 0,5 - 2 pg der zu transformierenden Plasmid-DNA
vermischt. Die Ansatze wurden fiir 30 min auf Eis gelagert und anschlielend fiir 45 s einer
Inkubation bei 42°C (Hitzeschock) unterzogen (Rodriguez und Tait, 1983). Zur Regeneration
der Zellen wurden den Ansatzen je 500 pl LB-Medium zugesetzt und anschlieRend ohne
Selektionsdruck inkubiert (90 min, 37°C, 180 rpm). Aliquots von 50 pl bzw. 200 pul der
Transformationsansatze wurden abschlieRend auf Selektivplatten ausplattiert und Uber
Nacht bei 37°C kultiviert. Die Detektion positiver Klone erfolgte Uber Blau-Weil3-Selektion
(Sambrook et al., 1989). Das F'-episomale [R-Galaktosidase-Gen von E. coli ist im lac-
Operon (Jacob und Monod, 1961) lokalisiert. Die zur Transformation eingesetzten E. coli-
Wirte wiesen eine N-terminale Deletion des lacZ-Gens auf (laczAM15), welches fir das o-
Peptid der R-Galaktosidase codiert. Die verwendeten Vektorsysteme ermdglichten eine o-
Komplementierung (/acZ') und somit die funktionelle Expression der 3-Galaktosidase. Das
lac-Operon unterliegt der Kontrolle des lac-Promotors/Operators. Das lacl-Gen codiert fur ein
Repressor-Protein, welches die Operator-Region besetzt. IPTG bindet als Induktor das Lacl-
Protein und 16st so den Repressor-Operator-Komplex und ermdéglicht die Transkription des
Operons. Durch DNA-Insertion in die MCS des Vektors disruptiert das /lacZ'-Gen. Religiert
der Vektor ohne Insertion des DNA-Fragmentes, wird die 3-Galaktosidase exprimiert und
setzt das Substrat X-Gal zu einem blauen Farbstoff um. Bei Ligationserfolg bleiben die Klone
weilk. Bei Verwendung von Vektoren pCRScript oder pGEM-T Easy wurde das Medium mit
Ampicillin, X-Gal (0,002 %) und IPTG (40 uM) supplementiert. Im Falle des pCRC Script
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wurde statt Ampicillin  Chloramphenicol eingesetzt. Als Kontrolle diente ein
Transformationsansatz mit einer definierten Menge ungeschnittener Plasmid-DNA

(Positivkontrolle).

5.2.1.8 Stammbhaltung von Bakterienkulturen

Zur Stammbhaltung von Bakterien wurden Vereinzelungsausstriche auf Nahrbdden
hergestellt. Bakterien aus Einzelkolonien eines Transformationsansatzes wurden unter
Selektionsdruck ausplattiert. Die Agarplatten werden nach Anzucht der Mikroorganismen mit
Parafilm verschlossen und bei 4°C verwahrt. Es empfiehlt sich eine wochenweise
Uberimpfung auf frische Nahrmedien. Zur Kryokonservierung von Bakterienkulturen wird ein

Aliquot einer Flussigkultur 30 %ig mit 87 %igem Glycerin versetzt und bei - 80°C gelagert.

5.2.1.9 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmidare und genomische DNA differieren bezuglich ihrer Konformation und weisen
dadurch ein unterschiedliches Renaturierungsvermégen auf, was bei dieser Methode
ausgenutzt wird. Bei der Praparation kann die kleinere, Uberspiralisierte Plasmid-DNA nach
alkalischer Denaturierung und anschliefender Neutralisierung wieder renaturieren und in
Lésung gehen. Die hochmolekulare, genomische DNA ist nicht Uberspiralisiert und wird
irreversibel denaturiert und ausgefallt. Die genomische DNA, sowie prazipitierte Zelltrimmer
und Proteine, kénnen durch Zentrifugation beseitigt werden. Die im Uberstand verbleibende
Plasmid-DNA wird anschliefsend gereinigt und aufkonzentriert.

Fur Plasmidisolierungen wurden der ,GFX Micro Plasmid Prep Kit“ der Fima Pharmacia, der
,High Pure Plasmid Isolation Kit* der Fima Roche Applied Science oder der ,Nucleobond Kit"
der Firma Clontech nach jeweiligen Herstellerangaben verwendet. Die isolierte Plasmid-DNA
wurde in Tris-Puffer aufgenommen und bei 4°C bis -70°C gelagert. Auf den Zusatz von
EDTA wurde verzichtet, um nachfolgende Mg?*-abhangige Enzymreaktionen nicht zu

behindern.

5.2.1.10 Photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit

Die photometrische Bestimmung der genauen Konzentration einer Nukleinsaure-Probe

erfolgte durch Messung der Absorption bei 260 nm in einer Quarzkivette (Schichtdicke:
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1 cm). Da die Messwerte durch Verunreinigungen mit Proteinen verfalscht werden kdnnen,
deren Absorptionsmaxium bei 280 nm liegt, wurde die Reinheit der Nukleinsaure-Probe aus
dem Quotienten der Extinktionswerte bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Das Verhaltnis liegt
bei einer reinen DNA-Probe zwischen 1,8 und 2,0. Ist die Reinheit einer Probe gewahrleistet,
entspricht eine optische Dichte von 1, gemessen bei 260 nm, einer Konzentration von

50 pg/ml doppelstrangiger DNA und einer Konzentration von 40 pg/ml flir RNA.

Die Konzentration einer Nukleinsdure-Probe ergab sich nach dem Lambert Beer'schen

Gesetz:

¢ (ug/ml) = (Azeo - As10) X € X VF

c Konzentration der Nukleinsaure-Probe
Azso Absorption bei 260 nm
A3z Absorption bei 320 nm

5 massenbezogener Extinktionskoeffizient

(fir DNA = 50 ml/(ug x cm), fiir RNA = 40 ml/(ug x cm))
VF  Verdlinnungsfaktor

Der bei As10 gemessene Wert entspricht der Grundabsorption.

5.2.1.11 Doppelstrangsequenzierung

Die Identifizierung plasmidarer DNA-Sequenzen erfolgte nach dem Kettenabbruchverfahren
(Sanger et al., 1977). Es handelt sich um ein zyklisches Amplifikationsverfahren (vgl. Kap.
5.2.1.1), bei dem es durch Einbau zugesetzter 2', 3'-Didesoxyanalogons (ddNTPs) zum
Kettenabbruch kommt.

Die Sequenzierreaktion wurde mit dem ,Big Dye Sequencing Kit* der Firma Perkin Elmer
durchgefuhrt. Dieser beinhaltet neben Puffern, dNTPs und Thermosequenase vier
verschiedene Fluorophor-markierte Didesoxynukleotide. Zum ,Big Dye Mix* (4 pl) wurden
Plasmid-DNA (500 ng) und Sequenzierprimer (7,5 pmol) gegeben und mit H,O auf ein
Endvolumen von 20 ul aufgefillt. Das Amplifikations-Programm lautete wie folgt:
Denaturierung, 94°C flr 30 s; Hybridisierung, 43-50°C fir 15 s; Elongation 60°C flir 4 min; 25
Zyklen. Nach Abschluss der Reaktion wurde der Ansatz, unter Verwendung von
Gelfiltrationskartuschen (0,7 ml) der Firma MoBiTech, nach Herstellerangaben aufgereinigt,

in der SpeedVac-Anlage getrocknet und abschlieRend in Formamid-Lésung aufgenommen.
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Die Auftrennung der ssDNA-Fragmente durch Kapillarelektrophorese und die Detektion

erfolgten mittels des ABI Prism 310 der Firma Perkin Elmer.

5.2.1.12 Elektronische Verarbeitung von Sequenzdaten

Die durch die Sequenzanalyse generierten Elektropherogramme wurden mit Hilfe des
Programmes ,Chromas* (Version 1.45, Technelysium Pty Ltd.,
http://www.technelysium.com.au/chromas.html) ausgewertet. Zur Analyse von Nukleotid- und
Aminosauresequenzen und fir Homologievergleiche wurden das Programmpaket und die
Datenbanken des HUSAR (Heidelberg Unix Sequence Analysis Recources, Version 4.0,
DKFZ Heidelberg), ,Clustal X Multiple Sequence Alignment Program® (Version 1.8, The
National Center for Biotechnology Information, NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov) oder
L,BLAST*  (http://www.ncbi.nim.nih.gov) verwendet. Fur Homologievergleiche von
Antikbrpersequenzen  wurde die ,Kabat-Datenbank® (Kabat et al, 1987;
http://immuno.bme.nwu.edu) herangezogen. Zur Charakterisierung und Auswahl von
Primern und Sonden wurden die Programme ,Primer Calculator® (Williamstone Enterprises,
http://www.williamstone.com) und ,Primer3“ (http://www-genome.wi.mit.edu) eingesetzt.
Virtuelle Klonierungen und Restriktionen konnten mit Hilfe des Programms ,Clone Manager
5.03" durchgefiihrt werden und entsprechende Plasmide durch das Programm ,Enhance®

(Scientific & Educational Software) dargestellt werden.

5.2.1.13 Sondenherstellung durch Biotinylierung von DNA

Bei diesem PCR-Verfahren (Kap. 5.2.1.1) wurden mit einem biotinylierten Linker fusionierte
dUTPs zur Synthese eines PCR-Amplikons eingesetzt. Der Anteil der bio-11-dUTPs am
dNTP-Mix betrug 20 %. Die PCR erfolgte unter Verwendung von 0,5 U Neotherm-Tagq-
Polymerase der Firma Gencraft (Minster). Die Sonde wurde bis zur Verwendung im
Nukleinsaure-Blot (5.2.1.14) bei -20°C gelagert.
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5.2.1.14 Southern Blot-Analyse

Spezifische  DNA-Sequenzen  kdénnen  durch  Hybridisierung mit  markierten
Nukleinsauremolekiilen (Sonden) nachgewiesen werden. Eine direkte Hybridisierung von
Nukleinsauren im Agarosegel fluhrt zu starken unspezifischen Hintergrundhybridisierungen
(Brown, 1993). Mittels eines Southern-Blots (Southern, 1975) wird DNA aus einem

Agarosegel zunachst auf eine Nylonmembran transferiert.

Nach Fixierung der DNA auf der Membran wurde diese mit einer sequenzspezifischen,
markierten Sonde hybridisiert. Der Nachweis des DNA-Sonden-Hybrids wurde mittels eines
Antikoérperkonjugats gefiuihrt. Der Detektion liegt eine Farbreaktion zugrunde, bei der ein an
den Antikorper gebundenes Enzym ein spezifisches Substrat unter Prazipitation eines
Farbstoffes umsetzt.

Nach der Gelelektrophorese (Kap. 5.2.1.2) wurde das Agarosegel mit 0,1 M HCI
Uberschichtet und die DNA fur 10 min depuriniert. Die dabei entstehenden Strangbriche in
der DNA erleichtern den Transfer der DNA-Fragmente auf die Membran. Das Gel wurde
anschlieRend fur je 30 min in Denaturierungspuffer (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH) und
Neutralisierungspuffer (2 M NaCl, 1 M Tris/HCI, pH 5,5) inkubiert. Zwischen den einzelnen
Schritten wurde das Gel in H,O gewaschen.

Fir den Transfer wurde die Turboblott-Apparatur (Schleicher und Schuell, Dassel) mit
saugfahigem Zellstoff und drei Lagen GB002-Papier prapariert. Eine vierte Lage Whatman-
Papier wurde vor Auflage fir 10 min in SSC-Puffer (20 x, 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH
7,0) inkubiert. Eine Nylon-Membran (Qiagen) wurde luftblasenfrei auf dem Papier platziert
und das vorbehandelte Agarosegel und drei weitere Lagen GBO002-Papier auf diesem
aufgelegt. Nach Aufflillen des Turboblotters mit SSPE-Puffer (20 x) wird eine Papierbriicke
aus Whatman-Papier Uber den Blotaufbau gelegt und die Enden in das Pufferreservoir
getaucht.

Nach vierstiindigem Kapillartransfer der DNA auf die Nylonmembran wurde diese zur
Fixierung fir finf Minuten mit UV-Licht bestrahlt (302 nm). Die Membran wurde
anschliellend entweder in Folie eingeschweil3t oder direkt flir die Hybridisierungsreaktion
eingesetzt und bei 4°C gelagert. Dazu wurde sie in einer Hybridisierungsréhre platziert und
mit 30 ml Hybridisierungslésung (5 x SSC, 0,02 % (w/v) SDS, 0,1 % (w/v) N-Lauroylsarcosin,
1% (w/v) Blocking Reagenz, zu lésen bei 70°C) fir eine Stunde bei 60°C im
Hybridisierungsofen inkubiert. Wahrendessen wurden 20 yl des Sondenamplifikats 10 min
bei 95°C denaturiert, anschliefend fur 5 bis 10 min auf Eis gelagert und in 25 ml

Hybridisierungslosung  aufgenommen. Nach  der  Prdhybridisierung  wird die
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Sondensuspension gegen die Hybridisierungsldsung ausgetauscht. Die anschliellende
Hybridisierung erfolgte tber Nacht bei 60-68°C.

Die Nylonmembran wurde nach der Hybridisierung zunachst zweimal fur 5 min bei
Raumtemperatur mit Waschpuffer | (2 x SSC mit 0,1 % (w/v) SDS) und anschlief3end
zweimal fur 15 min bei 60-68°C mit Waschpuffer Il (SSC 0,1 x, SDS 0,1 % (w/v)) gewaschen.
Die Immundetektion orientierte sich an den Angaben des NBT-BCIP-Protokolls der Firma
Roche Applied Science. Die Membran wurde fir 40 min bei Raumtemperatur mit Immuno-
Blocking-Lésung (TBS-Puffer mit 0,5 % (w/v) Blocking Reagenz, zu lésen bei 70°C)
behandelt, daraufthin dreimal fiir je 10 min in 30 ml TBS-Puffer gewaschen und anschlielend
fur 60 min in Streptavidin-AP-Lésung (5 pl Streptavidin-AP-Konjugat in 10 ml TBS-Tween
(0,1 % (w/v) Tween 80)) inkubiert. Das Streptavidin-Konjugat wurde durch dreimaliges
Waschen der Membran mit je 30 ml TBS-Tween entfernt und die Membran zur Farbreaktion
aus der Hybridisierungsrohre in eine Schale Uberfiihrt. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe
von 10 ml NBT/BCIP-Lésung (200 yl NBT/BCIP-Stammldsung in NBT/BCIP-Puffer mit 0,1 M
Tris, 0,05M MgCl,, 0,1 M NaCl, pH 7,5) initiiert und durch Zugabe von Stopp-Lésung (2 M
H2.SO4 in 1:1000-Verdinnung) beendet.

5.2.1.15 Sicherheitsbestimmungen

Alle gentechnischen Arbeiten wurden gemal dem ,Gesetz zur Regelung von Fragen der
Gentechnik® (Gentechnikgesetz) vom 1. Juli 1990 unter Berlcksichtigung der in § 7, Absatz
1 aufgeflihrten Sicherheitsmallinahmen durchgefiihrt. Die Anmeldung der Arbeiten erfolgte

gemal § 8, Absatz 1 und § 11 des Gentechnikgesetzes.

5.2.2 Spezielle Methoden: rekombinante Antikorper

5.2.2.1 Isolierung von RNA aus Hybridomzellen

Aus verschiedenen Hybridomzellinien (Kohler und Milstein, 1975) wurde Gesamt-RNA der
monoklonalen  Antikérper IT-1  3B8, IT-1 3B8/E6 gegen humanes Herz-
Fettsaurebindungsprotein und CEA 2-4.4, CEA 3-55.4 gegen carcinoembryonales Antigen
isoliert. Die Hybridomzellen wurden von der Gruppe Immuntechnik des ICB Mdlnster in einer
Spinner-Kultur unter Verwendung von RPMI 1640-Fertigmedium, dem 10 % FCS (fetal calf

serum, 10 % (v/v)) zugesetzt wurde zur Verfugung gestellit.
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Zur Isolierung mit dem peqGold RNA Pure-Kit der Firma peqLab wurden 8 x 10° bis 1 x 10’
Zellen eingesetzt. Bei diesem Verfahren wird zur Denaturierung der Proteine, unter geringem
RNA-Verdau, Guanidiniumisothiocyanat eingesetzt und die RNA anschliefend durch eine
Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt (Chomczynski und Sacchi, 1987). Die RNA-
Konzentration wurde photometrisch ermittelt.

Fur die anschlieRende Isolierung von mRNA aus Gesamt-RNA wurde das Oligotex mRNA
Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben verwendet. Diesen zufolge werden 1-3 %
mRNA aus der eingesetzten Gesamt-RNA gewonnen. Die Lagerung der isolierten Gesamt-
RNA und der mRNA erfolgte bei -80°C.

5.2.2.2 Reverse Transkription und cDNA-Synthese

Die reverse Transkription und cDNA-Synthese von Gesamt-RNA und mRNA wurde mittels
der reversen Transkriptase Superscript Il der Firma Invitrogen nach Herstellerangaben
durchgeflhrt. Zur Reaktion wurde der Primer Oligo (dT)s21s -Not | aus dem First-Strand
cDNA Synthesis Kit der Firma Pharmacia verwendet. Zunachst erfolgte eine Prainkubation
des Ansatzes, bestehend aus 0,5 ug Oligo (dT)q24s -Not I-Primer, 1-5 ug Gesamt-RNA oder
50-500 ng mRNA, 5 x First Strand-Puffer, 0,1M DTT und 2,5 mM dNTPs, fur 2 min bei 42°C.
AnschlieRend wurden 300 U Superscript II-RT zugegeben und die cDNA-Synthese flr
50 min bei 42°C durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch Hitze (15 min, 72°C) gestoppt. Die
cDNA wurde entweder sofort zu weiteren PCR-Reaktionen eingesetzt oder bei -80°C

gelagert.

5.2.2.3 PCR zur Amplifikation von V- und V|, -Sequenzen

Zur Amplifizierung (vgl. Kap. 5.2.1.1) der Vy- und V| -Sequenzen monoklonaler Antikorper,
ausgehend von revers transkribierter cDNA, wurden nach Literaturangaben (Orlandi et al.,
1989, Clackson et al., 1991, Schmengler, 2000) Primer ausgewahlt, die mit konservierten
Sequenzbereichen dieser funktionellen Regionen hybridisieren. Diese wurden entweder in

ihrer Originalsequenz verwendet oder es wurden modifizierte Primer von ihnen abgeleitet.
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Tab. 5.1: Primer zur Amplifikation von V- und V. -Sequenzen

Schnittstellenregionen der Primer sind unterstrichen. Modifikationen sind kursiv
gekennzeichet.

Bezeichnung Sequenz (5" —» 3’) I(_nat;]ge Schnittstelle

5'-VH1BACK"® aggtsmarctgcagsagtcwgg 22 Pstl

5'-V4BASPEZ b.3)  aggtccagctgcagcagtcagg 22 Pstl

5'-VuNsil b, d) aggtsmaratgcatsagtcwgg 22 Nsil

3-VH1FOR® tgaggagacggtgaccgtggtcccttggeccccag 34 BstEll
g gacggtgaccgtggtcccttggccccagacatcga

3-BstEIl Y 48 BstEll

agtaccgataaccatc

5'-VK2BACK® gacattgagctcacccagtctcca 24 Sacl

3-V4FOR 9 ccgttttatctcgagettggtecc 24 Xhol

s = g/c, m=a/c, r =a/g, w=a/t

3 Schmengler, 2000, ® Orlandi et al., 1989, © Clackson et al., 1991, ¥ diese Arbeit

Zur PCR wurden je Ansatz 10 nmol dNTP-Mix, je 25 pmol eines 5'-, bzw. 3'-Primers, 2 pl
cDNA aus mRNA und 5 pl Gesamt-RNA, 1,25 U Pfu-Polymerase und 5 pl des 10 x Pfu-
Polymerase-Reaktionspuffers eingesetzt. Das Endvolumen eines Reaktionsansatzes betrug
50 pl.
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Nach Herstellerangaben des ,Mouse ScF, Module/Recombinant Phage Antibody SystemKit*

(Pharmacia) wurde folgendes PCR-Programm abgeleitet:

Initiale Denaturierung 94 °C 2 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Hybridisierung 50 °C 2 min 30 Zyklen
Elongation 72°C 2 min
terminale Elongation 72 °C 10 min

Der Erfolg der Amplifikationen wurde mittels Gelelektrophorese Uberprift. Zur weiteren
Charakterisierung der PCR-Produkte wurden diese in pGEM-T Easy- oder pCRScript-
Vektoren kloniert (Kap. 5.2.1.5). Nach Transformation in E. coli DH5a oder E. coli XL10 Gold
(Kap. 5.2.1.7) wurden die Plasmide Restriktionsanalysen unterzogen (Kap. 5.2.1.3) und
anschlielend sequenziert (Kap. 5.2.1.11).

5.2.2.4 Modifikation des Expressionsvektors pASK84-D1,3 zur F,,-Produktion

Zur periplasmatischen Expression rekombinanter Fj,-Fragmente wurden die amplifizierten
und charakterisierten Vy- und V -Fragmente in den Expressionsvektor pASK84-D1,3 (Skerra,
1994) gerichtet kloniert. Der Vektor pASK84-D1,3 beinhaltet die variablen Regionen des anti-
Lysozym-Antikorpers D1,3, welche durch Restriktionen (Kap. 5.2.1.3, Kap. 5.2.1.5)
sukzessive durch Vy- und V| -Fragmente der hier interessierenden Antikérper ausgetauscht
wurden. Im ersten Schritt wurden durch BstEll- und Pstl-Restriktionen des Vektors pASK-
D1,3 das D1,3-Vy-Fragment isoliert und der linearisierte Restvektor Uber ein praparatives
Agarosegel aufgereinigt (Kap. 5.2.1.4). Nach der Aufreinigung wurde die Konzentration des
Fragmentes nach Agarose-Gelelektrophorese abgeschatzt. Zwischenklonierte V-Fragmente
anderer Antikorper (s. Kap. 5.2.2.3), welche die gleichen oder kompatible
Restriktionsschnittstellen aufwiesen, wurden auf gleiche Weise vom Restvektor abgetrennt
und zur Ligation (Kap. 5.2.1.6) mit dem linearisierten Expressions-Restvektor mit einem
Vektor/Insert-Verhaltnis von 1:3 eingesetzt. Die Ligation erfolgte mit Hilfe von T4-DNA-
Ligase bei 14°C uber Nacht. Nach Charakterisierung des Zwischenproduktes durch
Restriktionsanalysen und Sequenzierung (Kap. 5.1.2.11) wurde im zweiten Schritt zur
Substitution der V -Fragmente in gleicher Weise verfahren, wie beim Austausch der Vy-
Fragmente. Zur Isolierung der V -Fragmente wurden die Restriktionsenzyme Sacl und Xhol

eingesetzt. Das Klonierungs-Endprodukt wurde nach Transformation in E. coli DH5a. oder E.
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coli XL10 (Kap. 5.2.1.7), sowie per Restriktions- und Sequenzanalysen (Kap. 5.2.1.3, Kap.
5.2.1.11) Uberpruft.

5.2.2.5 Splice Overlap Extension (SOE)-PCR zur Amplifikation von scF,-Fragmenten

Mit Hilfe der SOE-PCR (Horton et al., 1990, Lefebvre et al., 1995) wurden Vy- und V-
Fragmente Uber eine Linker-Sequenz (93 bp), deren Termini komplementar zum 3'-Ende des
Vu- Fragmentes, bzw. zum 5'-Ende des V|- Fragmentes sind, miteinander verknlpft (Deng et
al., 2003, Cheng et al, 2003). Dabei wird ein Linker-Primer-Mix des ,Mouse ScF,
Module/Recombinant Phage Antibody System Kits* (Pharmacia, 1992) eingesetzt, der flir ein
(GlysSer)s-Motiv codiert.

Bezeichnung Sequenz (5" —» 3’) I(_nat;]ge Schnittstelle
5'-Linker-Primer  ggcaccacggtcaccgtctcctca 24 BstEll
3'- Linker-Primer tggagactgagtgagctcgatgtc 24 Sacl

Far die Aufflllreaktionen wurden &quimolare Mengen an geleluierter V- und V| -DNA, nach
Abschatzung durch Agarose-Gelelektrophorese, eingesetzt. Fir einen 50 pl-Reaktionsansatz
wurden 3pl des Linker-Primer-Mix und 2,5 U Biotherm Taqg-Polymerase verwendet. Nach

Herstellerangaben wurde folgendes PCR-Programm durchgefuhrt:

Denaturierung 94 °C 1 min
o _ _ 20 Zyklen
Hybridisierung und Elongation 63 °C 4 min

Die scF,-Fragmente wurden in einer weiteren PCR vervielfaltigt. Durch den Gebrauch des
RS-Primer-Mix des ,Mouse scF, Module/Recombinant Phage Antibody System Kits*
(Pharmacia) wurden gleichzeitig durch den 5'-Primer eine Sfil- und durch den 3'-Primer eine
Notl-Schnittstelle generiert. Dies wurde zur gerichteten Klonierung des scF,-Fragmentes in
ein pET-Expressionssystem genutzt. Je 1ul der Auffiillreaktionen, so wie je 2 ul des RS-

Primer-Mix und 2,5 U Biotherm Tag-Polymerase wurden zur Amplifikation eingesetzt.
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Die Reaktion erfolgte nach folgendem PCR-Protokoll:

Denaturierung 94 °C 2 min
Hybridisierung 50 °C 2 min 30 Zyklen
Elongation 72 °C 2 min

Die Amplikons wurden anschliefiend gelelektrophoretisch durch Zwischenklonierungen in
pGEMT easy- oder pCRScript-Vektoren (Kap. 5.2.1.5), sowie Restriktions- und
Sequenzanalysen (Kap. 5.2.1.3, Kap. 5.2.1.11), nach Transformation von E. coli DH5a. oder
E. coli XL10 (Kap. 5.2.1.7) Uberprift.

5.2.2.6 PCR zur Amplifikation von scF, -Fusions-Fragmenten

Ausgehend von einem scF,-Fragment (vgl. Kap. 5.2.2.4) wurde der Linker-, sowie der V-
Bereich erneut amplifiziert. Durch die verwendeten Primer wurden sowohl ein His-Tag, als
auch ein c-myc-Tag und diverse Restriktionsschnittstellen generiert, welche die Excision
dieser Tags, die Insertion eines CSav-Tags und die gerichtete Klonierung des Linker- und

des V| -Bereiches eines scF,-Fragmentes in den Expressionsvektor pASK84 ermdglichten.

Tab. 5.2: Primer zur Amplifizierung von scF,-Fusions-Fragmenten

Schnittstellenregionen der Primer sind unterstrichen. Fir den c-myc-Tag
codierende Regionen sind fett, die des His-Tags ist fett kursiv gedruckt, das
inserierte Stop-Codon ist kursiv markiert .

Bezeichnung Sequenz (5’ — 3) I(_rz‘at?ge Schnittstelle

5'-BstElIRev ggccaagggaccacggtcaccgte 24 BstEll
ttctgagatgagtttttgtteggagatctccatgge Bglll Ncol

3'-Mega1 60
ccgttttatctecgagettggtece Xhol

ttaagctttcaatgatgatgatgatgatggtcgace

3'-Mega2 Hindlll Sall

agatcctcttctgagatgagtttttg

Da ein einzelner 3'-Primer, welcher alle Attribute beinhaltet, auf Grund seiner Lange eine
effiziente Amplifizierung beeintrachtigen konnte, wurde eine Zwei-Stufen-PCR durchgeflhrt,
bei der zunachst der 3'-Primer Mega1 mit dem 5'-Primer BstElIRev eingesetzt und das
Amplikon als Matritze flr eine anschlieBende PCR mit der Primerkombination 5'-

BstElIRev/3'-Mega2 verwendet wurde. Weiterhin enthielten die Reaktionsansatze, bei einem
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25 pl Endvolumen, 5 nmol dNTP-Mix, je 12,5 pmol der 5'-, bzw. 3'-Primer, 0,63 U Pfu-
Polymerase und entsprechende Mengen des 10 x Pfu-Polymerase-Puffers. Das PCR-
Programm entsprach dem zur Amplifikation von Vy- und V. -Fragmenten (Kap. 5.2.2.3), als
Hybridisierungstemperatur wurde 55°C gewahlt.

Zur weiteren Charakterisierung der PCR-Produkte wurden diese in pGEMT Easy-Vektoren
kloniert (Kap. 5.2.1.5), die Plasmide nach Transformation von E. coli DH5a isoliert (Kap.
5.2.1.9) und sequenziert (Kap. 5.2.1.11).

5.2.2.7 Modifikation des Expressionsvektors pASK84-D1,3 zur scF,-Produktion

Die Verwendung eines pET-Expressionssystems zur scF,-Produktion erfordert die
Renaturierung des Proteins aus Einschlusskorpern. Daher wurde durch die Modifikation des
Vektors pASKIT1 (Kap. 6.1.1.4) ein Expressionsvektor konstruiert, welcher die Mdglichkeit
zur periplasmatischen Expression von IT1- scF,-Fragmenten bietet. Die Detektion des scF,-
Fragmentes kann durch den His-Tag oder den c-myc-Tag erfolgen. Restriktionsschnittstellen
gewahrleisten die Excision dieser Tags und die Insertion eines CSav-Tags zur Aufreinigung
des Antikérperfragmentes. Der Vektor pASKIT1 wurde mittels BstEll/Hindlll-Restriktionen
(Kap. 5.2.1.3) von den Cy;-, V- und C_4-Sequenzen befreit und der linearisierte Restvektor
Uber ein praparatives Agarosegel aufgereinigt (Kap. 5.2.1.4). Der Vektor pGsclT1 (Kap.
6.1.1.5) diente als Matritze zur Amplifikation von scF,-Fusions-Fragmenten (Kap. 5.2.2.5).
Das entstandene Linker-V -Tag-Produkt wurde, nach einer Zwischenklonierung in pGEM-T
Easy (pGMegIT1, Kap. 6.1.1.6) und Uberpriifung durch Restriktions- und Sequenzanalyse,
ebenfalls mit BstEll und Hindlll geschnitten und somit zur Ligation mit dem pASKIT1-
Fragment prapariert. Das Ligationsprodukt pASKscFvIT1 wurde nach Transformation in E.
coli DH5a charakterisiert (Kap. 5.2.1.7).

Die SOE-PCR (Kap. 5.2.2.4) weist im Linkerbereich eine hohe Mutationsanfalligkeit auf (s.
Kap. 6.1.1.3). Wird die fir den pASKscFvIT1 beschriebene Klonierungsstrategie auf die
Modifikation des Vektors pASK84-D1,3 appliziert, bietet sie, ausgehend von einem korrekt
amplifizierten, inserierten scF,-Fragment, nun die Mdglichkeit des beliebigen Austausches
von Vy- und V| -Fragmenten weiterer Antikérper, ohne dass es weiterer Amplifikationen des
Linkerbereiches bedarf. Im Falle des pASKscFvIT1 ist ein weiterer Austausch des V-
Fragmentes durch Pstl/BstEll-Restriktionen nicht mdglich, da die Pstl-Schnittstelle im Vektor

zerstort wurde.
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5.2.2.8 Anzucht und Expression rekombinanter Antikérperfragmente

Die Anzucht und Expression rekombinanter Antikdrperfragmente mittels des
Expressionsvektors pASK84 erfolgte nach Literaturangaben (Skerra, 1994). Zur
periplasmatischen Expression wurde E. coli JM83 (Yanisch-Perron et al., 1985) mit den
entsprechenden Vektoren transformiert. Die Vorbereitung der Expression erfolgte durch
Vorkultur in 30 ml LB-Ampicillin-Medium im 100 ml Schikanekolben, die tGber Nacht bei 180
rpm und 37°C geschittelt wurde. Zur Hauptkultur wurden sechs 1 I|-Schikanekolben mit
einem Gesamtvolumen von zwei Litern LB-Ampicillin-Medium beschickt. Die Inkubation
erfolgte bei 220 rpm und 22°C bis zu einer OD s550nm von 0,6 bis 0,8. Zu diesem Zeitpunkt
wurde die Expression durch Zugabe von 0,5 mM IPTG (finale Konzentration) induziert und
die Zellen weiter kultiviert. Die Bakterienernte erfolgte nach 3 h Inkubation durch
Zentrifugation (15 min, 2740 x g, 4°C) und vorsichtigem Abdekantieren des Uberstandes. Bis

zur weiteren Verarbeitung wurden die Zellpellets bei -20°C gelagert.

5.2.3 Spezielle Methoden: Kern-Streptavidin

5.2.3.1 Isolierung genomischer DNA aus Streptomyces avidinii

Zur Anzucht von Streptomyces avidini DSMZ Nr. 40526 wurden zwei DSMZ-
Stammkulturblatichen in je einem 100 ml-Schikanekolben mit jeweils 50 ml GYM-Medium
Uber Nacht bei 180 rpm und 28°C kultiviert. Von der Zellenfeuchtmasse wurden 2 g nach
Zellernte (10 min, 3800 x g, 4°C) durch Zugabe von 20 ml Lyse-Puffer (50 mM Tris, 20 mM
EDTA, pH 8,0) und 100 mg Lysozym resuspendiert und fir 25 min bei 37°C protoplastiert.
Nach Zugabe von 2 ml SDS-Lésung (10 % (w/v)) und 100 ul Proteinase-K-L&sung (10 mg/mi
in Lyse-Puffer) wurden die Protoplasten fur 30 min bei 70°C im Wasserbad lysiert, bis die
Zellsuspension klar und viskos war. Das Lysat wurde auf Eis abgekuhlt und mit 5 ml
Neutralisierungspuffer (5 M Kaliumacetat) versetzt und nach vorsichtigem Invertieren des
Reaktionsgefales flr weitere 15 min auf Eis inkubiert. Die prazipitierten Zellbestandteile
wurden abzentrifugiert (10 min, 3800 x g, 4°C), der die genomische DNA enthaltende
Uberstand zu je 350 ul in 1,5-ml-ReaktionsgefalRen aliquotiert und mit einem Volumen
eiskaltem Isopropanol (-20°C) versetzt. Durch vorsichtiges Schwenken wurde die
genomische DNA in Form eines weil3en Flockens prazipitiert und durch Zentrifugation (10
min, 4000 x g) sedimentiert. Das DNA-Pellet wurde in 600 pl TE-Puffer aufgenommen, mit 2
Ml RNase-Losung (20 mg/ml (w/v)) versetzt und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die wassrige
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Nukleinsaure-Lésung wurde durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion (Chomczynski und
Sacchi, 1987) von Proteinen, Polysacchariden und SDS befreit. Sie wurde dazu in 1,5-ml-
Reaktionsgefallen mit je einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
vermischt. Die wassrige Phase wurde anschlieBend durch 5-minltige Zentrifugation bei
12000 x g von der organischen Phase getrennt und ohne die Interphase in ein neues 1,5-ml-
Reaktionsgefal Uberflhrt. Der Ansatz wurde erneut mit dem
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch extrahiert. Um anschlielend Phenolreste aus
der wassrigen Phase zu entfernen, wurde der Ansatz zweimal mit je einem Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol ausgeschittelt und 5 min bei 12000 x g zentrifugiert. Die in der
wassrigen Phase befindliche DNA wurde einer Alkoholprazipitation unterzogen und mit
einem Volumen Isopropanol nach erneuter Zentrifugation (30 min, 4000 x g, 4°C) als
weillicher Flocken gefallt. Die DNA wurde in 20 pl TE-Puffer Gberfluhrt und Uber Nacht bei
37°C gelost. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

5.2.3.2 PCR zur Amplifikation von Kern-Streptavidin-Sequenzen (CSav)

Zur Amplifizierung (vgl. Kap. 5.2.1.1) der Kern-Streptavidin-Sequenz (CSav) (Sano, 1995),
ausgehend von genomischer DNA, wurden nach Literaturangaben Primer ausgewahlt. Um
eine Klonierung in den Expressionsvektor pET3c (Novagen) zu ermdglichen, enthielten die

Primer Restriktionsschnittstellen Ndel und BamHl.
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Tab. 5.3: Primer zur Amplifizierung von CSav-Sequenzen

Schnittstellenregionen der Primer sind unterstrichen. Das inserierte Stopp-Codon
ist kursiv markiert .

Bezeichnung Sequenz (5’ — 3) I(_rz‘at?ge Schnittstelle
5'-Strep5 aacatatgggcatcaccggcacctggta 28 Ndel
3'-Strep3 ttggatccctacaccttggtgaaggtggtgtcegt 34 BamHI

Fur die Reaktionsansatze mit einem Endvolumen von 25 ul wurden 5 nmol dNTP-Mix, je
12,5 pmol der 5'-, bzw. 3'-Primer, 0,63 U Pfu-Polymerase und entsprechende Mengen des
Pfu-Polymerase-Puffers eingesetzt. Das PCR-Programm entspricht dem zur Amplifikation
von V- und V -Fragmenten (Kap. 5.2.2.3), mit einer Hybridisierungstemperatur von 58°C.
Der Erfolg der Amplifikationen wurde mittels Gelelektrophorese Uberpriift. Zur Uberprifung
der PCR-Produkte wurden diese in pGEMT Easy-Vektoren kloniert (Kap. 5.2.1.5) und nach
Transformation in E. coli DH5a (Kap. 5.2.1.7) sequenziert (Kap. 5.2.1.11).

5.2.3.3 Erzeugung eines pET3c abgeleiteten Expressionsvektors zur CSav-Produktion

Zur cytosolischen Expression rekombinanten Kern-Streptavidins (CSav) wurden amplifizierte
und charakterisierte CSav-Fragmente gerichtet in den Expressionsvektor pET 3c (Novagen)
kloniert. Das zu inserierende Fragment wurde nach Restriktion (Kap. 5.2.1.3) des Vektors
pGCSav mit Ndel und BamHI Uber ein praparatives Agarosegel aufgereinigt (Kap. 5.2.1.4).
Der Vektor pET 3c wurde durch eine ebensolche Restriktion linearisiert und zur Ligation
(Kap. 5.2.1.6) mit dem restringierten CSav-Fragment eingesetzt. Das Konstrukt pETCSav
wurde nach Transformation in E. coli DH5a. (Kap. 5.2.1.7) isoliert und per Restriktions- und

Sequenzanalysen (Kap. 5.2.1.3, Kap. 5.2.1.11) Uberpruft.

5.2.3.4 Anzucht und Expression des rekombinanten Kern-Streptavidins (CSav)

Zur cytosolischen Expression des rekombinanten CSav wurde in E. coli BL21 (DE3) pLysS
mit dem Vektor pETCS transformiert. Die Anzucht und Expression erfolgte zunachst in
100 ml-Schikanekolben, welche mit 30 ml LB-Ampicillin-Chloramphenicol-Medium versetzt
waren, nachfolgend wurde 1 | Medium 2 %ig mit einer frischen Ubernacht-Kultur beimpft. Die

Kulturen wurden bei 180 rpm und 37°C bis zu einer OD s550nm von 0,6 inkubiert und die
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Expression durch Zugabe von 0,4 mM IPTG induziert. Nach 3-stlindiger Inkubation wurden
die Zellen durch Zentrifugation (15 min, 3800 x g, bzw. 15000 x g, 4°C) geerntet und bis zur

weiteren Verarbeitung bei -70°C gelagert.

5.2.4 Spezielle Methoden: PCR-ELISA

5.2.4.1 PCR zur Reamplifikation von PCR-ELISA-Proben

Die beim PCR-ELISA-Verfahren verwendeten Marker-DNAs Label 1 und Label 2 wurden im
Rahmen des EU-Projektes ULISA von der Firma Pharmagen (Madrid, Spanien) in pGEMT-
Vektoren (Promega) kloniert und freundlicherweise in dieser Form zur Entwicklung eines
PCR-ELISA erhalten. Zur Detektion des Amplifikats im PCR-ELISA wurde ein Dig-markierter

5'-Primer eingesetzt.

Tab. 5.4: Marker-DNA zur Optimierung des PCR-ELISA-Verfahrens

Die Primer-Regionen sind kursiv markiert .

: : , Lange
Bezeichnung  Sequenz (5" — 3') (nt)g
tagattggactcggcagcacgacgataccacgtttacgatagccaagtt
Label 1 46
ccttcecg
tagattggactcggcagcacgtttacgcagttacgacgatagccaagtt
Label 2 46

ccttcecg

Fur die Reaktionsansatze mit einem Endvolumen von 25 ul wurden 5 nmol dNTP-Mix, je
12,5 pmol der 5'-, bzw. 3'-Primer, 1,25 U Tag-Polymerase und 2,5 ul des 10 x des Tag-

Polymerase-Puffers eingesetzt.
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Das PCR-Programm wurde ebenfalls von der Firma Pharmagen vorgegeben:

Initiale Denaturierung 95 °C 1 min
Denaturierung 94 °C 30 sec
Hybridisierung 50 °C 30 sec 30 Zyklen
Elongation 72 °C 30 sec
terminale Elongation 72 °C 4 min

Der Erfolg der Amplifikationen wurde mittels Gelelektrophorese Uberprift.

5.2.4.2 Reverse Hybridisierung

Fir das PCR-ELISA-Verfahren wurden die Kavitdten Streptavidin beschichteter
Mikrotiterstrips (Steffens) mit je 4 pmol biotinylierter Sonde in 100 pl Bindepuffer (10 mM
Tris, 100 mM NaCl, 1 mM Nay,EDTA, pH 7,5, 0,15 % (w/v)Triton X-100) beschickt und die
Sonde fir 2 h bei Raumtemperatur immobilisiert. Zur alkalischen Denaturierung des PCR-
Produktes wurden 25 ul des Amplikons mit 25 pl Denaturierungspuffer (125 mM NaOH, 20
mM Na,EDTA) vermischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen wurde
die Sondensuspension durch je 100 ul Hybridisierungspuffer (2,5 x SSC (375 mM NaCl,
37,5 mM Natriumcitrat), 2 x Denhardt's Reagenz (je 0,4 g/l Ficoll 400, Polyvinylpyrrolidon,
BSA), 1 x Tris-EDTA (10 mM Tris, 1 mM Na,EDTA) ersetzt und 10 ul des denaturierten PCR-
Produktes zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte bei 50°C fiir 30-60 min. Zur Entfernung
nicht gebundener Amplikons wurden die Strips durch Ausschitten der Lésung und
Ausklopfen (ber mehrere Lagen Zellstoff entleert und viermal fiir je 1 min bei 50°C mit
Waschpuffer 1 (0,1 x SSC, 2 x Denhardt's Reagenz, 1 x Tris-EDTA) inkubiert. Die
Immundetektion des Amplifikats erfolgte durch Zugabe von 100 pl Anti-Dig-F,,-Fragmenten
in Waschpuffer 2 (100 mM Tris, 150 mM NacCl, pH 7,5, 0,05 % (w/v) Tween20, 0,5 % (w/v)
Blocking Reagenz zu lésen bei 70°C, 100 mg/l Hering Sperma-DNA) in einer Verdiinnung
von 1:3000 und wurde fir 30 min bei 37°C durchgefiihrt. Es folgten vier Waschschritte mit
Waschpuffer 2 (1 min, RT). Zum colorimetrischen Nachweis des Anti-Dig-F.,-Fragmentes,
wurden je 200 yl pNPP-L6sung (pNPP 1 mg/ml in Reaktionspuffer (Glycin 100 mM, MgCl,
1 mM, ZnCl; 1 mM, pH 10,4) eingesetzt und flir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Detektion
erfolgte bei OD 4g5nm im ELISA-Reader.
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5.2.5 Spezielle Methoden: Maltosephosphorylase

5.2.5.1 Anzucht und morphologische Charakterisierung von Lactobacillus brevis

Zwei 100 ml-Schikanekolben mit jeweils 100 ml DSMZ-Medium 11 wurden mit je einem
Lactobacillus brevis DSMZ Nr. 20556-Stammkulturblattchen inokuliert und Uber Nacht bei
180 rpm und 30°C kultiviert.

Zur morphologischen Identifizierung von Lactobacillus brevis und Differenzierung von E. coli
wurde Uberpruft, ob die Zellen Gram-positiv sind. Bei der Gram-Farbung wurde die
Eigenschaft ausgenutzt, dass Kristallviolett mit Jod Lacke bildet, die nicht mit Ethanol aus
dem 40-schichtigen Mureinnetz der Zellwand Gram-positiver Bakterien entfernt werden
kénnen. Zur Gram-Farbung (Gram, 1884) wurden Lactobacilli und E. coli (Kontrolle) auf
einen Objekttrager aufgetropft und Uber offener Flamme hitzefixiert. Der Objekttréger wurde
fur eine Minute in Oxalat-Gentianaviolettldésung (Ammoniumoxalat 0,8g in 80 ml H,0O,
Gentianaviolett (Kristallviolett) 2g in 20ml 96 %igem Ethanol; beide Ldsungen gut
vermischen) getaucht und kurz mit H,O abgespluilt. Danach wurde der Objekttrager flr eine
Minute in Lugol'sche Lésung getaucht (KJ 0,3 g, J> 0,17g in 50 ml Aqua bidest.) und
abschlielend zur Zelldifferenzierung in 96 %iges Ethanol getaucht. Im Lichtmikroskop
erschienen die Gram-positiven Zellen dunkelviolett, die Gram-negativen Zellen hellblau.

Beim KOH-Schnelltest wurde ein Tropfen KOH-L6sung (3 %ig) zu je einem Tropfen der zu
testenden Bakterienkultur (Lactobacillus brevis, E. coli) gegeben. Mit einer Impfése wurde
gepruft, ob durch eine Zell-Lysis und damit Freisetzung der DNA, die Viskositat der Ansatze
erhoht wurde. Die Zellwand Gram-positiver Bakterien wurde nicht lysiert, die Viskositat

wurde nicht erhoht.

5.2.5.2 lIsolierung genomischer DNA aus Lactobacillus brevis

Zur Isolierung genomischer DNA aus Lactobacillus brevis wurde der ,E.Z.N.A. Bacterial
DNA-Kit* der Fima peqlab nach Herstellerangaben eingesetzt. Aus einer .N.-Kultur wurden
3 ml zur Aufarbeitung verwendet. Der Zellverdau und die Lyse erfolgten unter Zugabe von
Lysozym, BTL-Puffer und Proteinase K. Nach anschlieBendem RNase-Verdau wurde die
Nukleinsaureldésung mit BDL und EtOH versetzt und auf eine HiBind-Zentrifugensaule
gegeben. Von dieser wurde die DNA, nach zwei Waschschritten, mit Tris-Puffer eluiert. Die
isolierte genomische DNA wurde in Tris-Puffer (10 mM, pH 7,5) aufgenommen und bei 4°C
bis -70°C gelagert.
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5.2.5.3 PCR zur Sequenzanalyse des Maltosephosphorylase-Gens (mapA)

von Lactobacillus brevis

Zur Aufklarung der Primarstruktur des Maltosephosphorylase-Gens (mapA) von
Lactobacillus brevis wurde der Genlocus sequenziell amplifiziert. Die Primerauswahl erfolgte
nach Homologievergleichen bereits bekannter Bereiche des mapA-Gens (Firnges, 1997) mit
den Nukleotidsequenzen der Maltosephosphorylase-Loci von Lactobacillus sanfrancisciensis
(Accession Nr. AJ224340), Lactococcus lactis (Accession Nr. AF039082) und Bacillus
subtilis (Accession Nr. Z94043). Ferner wurden zur Primerauswahl rontgenkristallografische
Untersuchungen zur Aufklarung der Primarstuktur auf Aminosaureebene (Egloff et al. 2001)
herangezogen. Eine weitere Zugangsmoglichkeit zu unbekannten Sequenzregionen bietet
die inverse PCR. Die Methode basiert auf der Ligation linearer Restriktionsfragmente und der
Amplifikation mit Primern, die spezifisch flr bekannte Regionen sind und sich von diesen
nach aulen orientieren. So koénnen Produkte erhalten werden, in denen bekannte
Sequenzen unbekannte Sequenzbereiche einrahmen.

Um die Expression rekombinanter Maltosephosphorylase zu ermdglichen, wurde ein 2,2 kb-
grolles mapA-Fragment amplifiziert, welches gerichtet in pET15b- oder pET3d-Vektoren

kloniert werden kann.
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Tab. 5.5: Primer zur Amplifizierung von mapA-Sequenzen

Schnittstellenregionen der Primer sind unterstrichen. Das inserierte Stopp-Codon
ist kursiv markiert.

Bezeichnung Sequenz (5’ — 3) I(_rz;ét?ge Schnittstelle
5'-MPFOR2 caagacattgtcgatcgg 18
3'-MPREV1 agccaggcacccgtcattgamgtgatrtg 29
5'-MPFOR3 aattgtattcacggacggcacg 22
5-K-FOR aacgtaattacgcatact 18
3'-TERM2 nacrtydatngtyaanggytcncc 24

aactcgaggccatggggaagcgtattttcgaagttce

5'-MAPARECFOR 66 Xhol Ncol
aaccttggaacgtaattacgcatacttttg

3'-TERMREC ttggatccctaaacgtcgattgttaaagget 31 BstEll
3'-TERMREC2 ttggatccctanacrtydatngtyaanggytcnce 35 BstEll
5-IMPEXFOR cccaagacgtggacaagcta 20
3'-IMPEXREV tggagggaatcgccactat 19
5-IMPINFOR tccgtgatcgactgattgaa 20
3'-IMPINREV gcatccccatgtagccatta 20

m = alc, r =alg, n = alt/g/c, y =t/c, d = t/g/a

Fur die Reaktionsansatze mit einem Endvolumen von 25 ul wurden 5 nmol dNTP-Mix, je
12,5 pmol der 5'-, bzw. 3'-Primer, 0,63 U Taqg-Polymerase und entsprechende Mengen des

Taqg-Polymerase-Puffers eingesetzt.
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In Abhangigkeit von der Lange der Primer und der GroRe der eingesetzten Matritze, wurden

folgende PCR-Programmme gewahilt:

Initiale Denaturierung 94-95 °C 2-3 min

Denaturierung 94-95 °C 30-60 sec

Hybridisierung 50-55 °C 30-120 sec 35 Zyklen
Elongation 72 °C 2 min

terminale Elongation 72°C 10 min

Der Erfolg der Amplifikationen wurde mittels Gelelektrophorese tberprift.

5.3 Proteinchemische Arbeitsmethoden

5.3.1 Allgemeine Methoden

5.3.1.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde mit einem diskontinuierlichen
Polyacrylamidgel in einem Tris-Glycin-Puffersystem nach Lammli (1970) durchgefuhrt. Die
Sammelgel-Lésung wurde 10%ig mit Glycerin versetzt, um eine Durchmischung mit der
Uberschichteten Trenngel-Lésung wahrend der Polymerisation zu verhindern. Durch
Dithiothreit (DTT) im Probenpuffer wurden reduzierende Bedingungen eingestellt. Die
Proteinfixierung erfolgte in sauer-ethanolischer Losung. Zur Visualisierung wurde eine
Farbung mittels Comassie-Brilliant-Blau R250 durchgefihrt (Borchers, 1987).

5.3.1.2 Western-Blot

Proteine, die durch SDS-PAGE (Kap. 5.3.1.1) aufgetrennt wurden, konnten durch das
Western-Blot-Verfahren immunchemisch nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck erfolgte
ein Elektro-Transfer (100 mA pro 50 cm?, 30 min) auf eine Nitrocellulosemembran (0,2 ym
Porengrofe) mit einem Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, pH 8,5, 20% Methanol)

nach Towbin et. al (1979). Nach dem Transfer wurde die Markerspur abgeschnitten und die
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verbliebene Membran in TBS-BSA (3% BSA) geblockt (1-12 h, 37°C). Die Membran wurde
anschlief3end dreimal in TBS-Tween (TBS mit 0,05 % (w/v) Tween20) gewaschen.

Zur Immundekoration wurden Antikérper-Peroxidase-Konjugate (Verdiinnung 1:3000 in TBS
mit 0,05 % (w/v) Tween20, 0,5 % (w/v) BSA) eingesetzt und fir 1 h unter leichter Rotation
mit der Membran inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit TBS-Tween (TBS mit 0,05
% Tween20) wurden zur Farbreaktion 12 mg 4-Chlor-1-Naphtol in 4 ml Methanol geldst, mit
16 ml TBS-Lésung aufgefiillt und die Reaktion, unmittelbar vor Uberschichtung der
Membran, durch Zugabe von 12 ul H,O, gestartet. Die Inkubation erfolgte unter leichter
Rotation (1 h, RT) und wurde durch Waschen mit H,O beendet.

Fur die Detektion von His-tag Proteinen wurde Ni-NTA-AP-Konjugat der Firma Qiagen nach
Herstellerangaben eingesetzt und die Farbreaktion unter Verwendung von NBT-BCIP
durchgeflihrt.

Die abgetrennte Markerspur wurde einer Farbung mit Indian Ink (Holtzhauser, 1997)
unterzogen. Zu diesem Zweck wurde die Membran viermal mit TBS-Tween (TBS mit 0,3 %
(w/v) Tween20) gewaschen und anschlieRend Uber Nacht in einer TBS-Tween-Lésung mit 1
% Essigsaure und 0,1 % schwarzer Tinte inkubiert. Nach dem Farbevorgang wurde die
Membran zweimal in TBS-Tween gewaschen (TBS mit 0,3 % (w/v) Tween20) und

luftgetrocknet.

5.3.1.3 MALDI-TOF

Zur Matrix-unterstitzten Laser Desorption/lonisierungs-Massenspektrometrie (MALDI-TOF)
wurden die Protein-Proben mit verschiedenen kristallisierenden Matrizes versetzt, welche
durch Laserimpulse angeregt wurden. Durch den Ubertrag der Energieanregung auf die
Proteinmolekiile erfolgte deren lonisierung und Desorption. In einem elektrischen Feld
wurden die ein- bis dreifach geladenen Kationen beschleunigt und deren Flugzeit detektiert,
welche sich direkt proportional zum Quotienten aus Masse und Ladung (M,/z) verhielt. Zur
Minimierung des Signal-Rausch-Verhaltnisses wurden 100 einzelne Spektren aufsummiert.
Vor einer Messung wurde das Gerat mit Carboanhydrase, BSA und einem monoklonalen
Referenz-Antikorper kalibriert.

Zur Bestimmung der Molekularmasse der Maltosephosphorylase aus Lactobacillus brevis,
wurde aufgereinigtes Protein (Hiuwel, 1998), in einer Konzentration von 12,4 mg/ml
(178,6 U/ml) in Citratpuffer (10 mM Citrat, pH 6,5) freundlicherweise von Hermann vom
Bruch (ICB, Minster) zur Verflgung gestellt. Von dieser Probenlésung wurden 4 ul mit dem

LZip Tip-Kit“ der Firma Millipore nach Herstellerangaben aufgereinigt. Je 1 yl des Praparates
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wurden mit 1,5 ul der Matrizes 6-Azathiothymin mit 0,1 % Trifluoressigsaure (6-ATT) oder 2-
Hydroxy-5-methoxybenzoesaure (DHBS) auf den Probentrager aufgebracht.
Die Messungen wurden freundlicherweise von Frau Dr. Horneffer am Institut fur

Medizinische Physik der Westfalischen Wilhelms-Universitat Munster durchgefuhrt.

5.3.2 Spezielle Methoden: rekombinante Antikérperfragmente

5.3.2.1 Periplasmatische Isolierung von Antikérperfragmenten

Nach Anzucht und Expression rekombinanter Antikdrperfragmente (Kap. 5.2.2.8), erfolgte
ihre Isolierung aus dem Periplasma von E. coli JM83. Die geernteten und tiefgefrorenen
Zellpellets einer 2 I-Kultur wurden aufgetaut und anschlielend in 20 ml Resuspensionspuffer
(0,5 M Saccharose, 5 mM EDTA, 100 mM Tris, pH 8,0) aufgenommen und fir 30 min auf Eis
inkubiert. Die Spharoblastensuspension wurde zentrifugiert (15 min, 2740 x g, 4°C) und der
Uberstand als periplasmatische Fraktion gegen 2 | Chromatographiepuffer (0,5 M Glycin, 50
mM H,NaPQ,, pH 7,5) dialysiert (i.N., 4°C). Nachfolgend wurde das Periplasma steriffiltriert.
Zur Vorbereitung der Isolierung rekombinanter Antikérperfragmente aus dem
periplasmatischen Uberstand wurden 5 ml Ni-NTA-Agarose zunéachst regeneriert. Zu diesem
Zweck wurde die Agarose auf eine Fritte, welche auf einer Absaugglasflasche platziert war,
gegeben und sukzessive mit 20 ml Harnstoff (6 M), EDTA (50 mM) und NiCl, (10 mg/ml)
aufgerihrt und abgesaugt. Zwischen den einzelnen Schritten wurde die Agarose mit H,O
gewaschen. AnschlieRend wurde die Agarose drei- bis viermal mit je 60 ml Ni-NTA-
Waschpuffer (50 mM NaH,PO,4, 150 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0) behandelt.

Um eine moglichst effiziente Anbindung der His-tag fusionierten AntikGrperfragmente an die
Ni-NTA-Agarose zu gewahrleisten, wurde diese fur 1 h mit dem periplasmatischen
Uberstand gerlhrt. Zur fraktionierten Aufreinigung der rekombinanten Antikorperfragmente
wurde die beladene Agarose in eine HiLoad 10/10-S&ule (Pharmacia) geflllt und an eine
FPLC-Anlage angeschlossen. Bei einer Flussrate von 1 ml/min wurde das Saulenmaterial
gewaschen, bis bei 280 nm ein konstant niedriger Wert detektiert wurde. Die Elution
rekombinanter Antikérperfragmente erfolgte dann mittels eines Stufengradienten des
Imidazolpuffers (50 mM NaH,PO,4, 150 mM NaCl, 300 mM Imidazol, pH 8,0, Flussrate 0,2
ml/min). Um die Absorption des Imidazols bei 280 nm auszublenden, wurden die Fraktionen

mit Hilfe einer Kapillarsaule (biotop) gegen PBS dialysiert.
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5.3.2.2 ELISA zur Detektion rekombinanter F,,-IT1-Antikérperfragmente

Zur Detektion von periplasmatisch isolierten Fa,-1T1-Antikbrperfragmenten wurden die
einzelnen Fraktionen der Ni-NTA-Chromatographie mittels dieses ELISA-Formates auf das
Vorhandensein von Antikérperfragmenten untersucht.

Alle Inkubationsschritte wurden in einem Volumen von 200 ul/Kavitat in F96 MaxiSorb
Polystyrol-Mikrotiterplatten (Nunc) durchgefiihrt. Nach jedem Reaktionsschritt wurden die
Kavitaten dreimalig mit je 300 pl/Kavitdt PBS-Tween (PBS mit 0,05 % (w/v) Tween20)
gewaschen.

Die Antigenbindung von humanem H-FABP wurde in einer Konzentration von 50 ug/ml in
PBS-Puffer (1h, RT) unter Schitteln durchgefiihrt. Die Absattigung freier Bindungsstellen
erfolgte durch PBS-BSA (PBS mit 0,5 % (w/v) BSA) fir 1h bei 37°C. AnschlieRend wurden
die Proben und als Standard der monoklonale Antikérper 67D3 (50 ul/well) in PBS-Tween
(PBS mit 0,05 % (w/v) Tween20) zugegeben (1h, RT, schitteln). Zur Detektion der Proben
wurde goat-anti-mouse-anti-F,,-Peroxidase-Konjugat (Sigma) in einer Verdinnung von
1:3000 in PBS-Tween-BSA (PBS mit 0,05 % (w/v) Tween 20, 0,5 % (w/v) BSA) eingesetzt.
Der Peroxidase-Nachweis erfolgte in Detektionspuffer (0,1 M Citrat, 0,2 M Na,PO,, pH, 5,0)
mit 1 mg/ml OPD nach Zugabe von 0,05 % H,O, zum Reaktionsstart. Nach Abstoppen der
Reaktion mit 2M H,SO, wurde die Mikrotiterplatte im ELISA-Reader bei OD 490 nm

ausgelesen.

5.3.2.3 ELISA zur Detektion rekombinanter F,,-Lysozym-Antikorperfragmente

Das ELISA-Protokoll zur Detektion rekombinanter Fa,-Lysozym-Antikérperfragmente
entspricht weitgehend dem des ELISAs zur Identifizierung rekombinanter Fg,-IT1-
Antikorperfragmente (Kap. 5.3.2.2).

Huhnereiweil-Lysozym (Roche Applied Science) wurde als Antigen in einer Konzentration
von 2,5 ug/ml gebunden. Im ersten Blockschritt wurde Rotiblock (Roth) in 10-facher
Verdiinnung in PBS-Puffer (1 h, RT) inkubiert. AnschlieRend wurde mit PBS-BSA (PBS mit 1
% (w/v) BSA) fur 1h bei 37°C geblockt. Zur Detektion der Proben wurde goat-anti-mouse-
anti-F,,-Peroxidase-Konjugat (Sigma) und alternativ rabbit-anti-mouse-anti-lgG-alkalische
Phosphatase-Konjugat (Dakopats) verwendet. Der Nachweis des letztgenannten

Detektionsantikérper-Konjugats erfolgte durch pNPP (Kap. 5.2.4.2) bei OD 405nm-
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5.3.2.4 ELISA zur Detektion rekombinanter scF,-IT1-Antikérperfragmente

Der Assay zur Detektion periplasmatisch isolierter scF,-IT1-Antikdrperfragmente entspricht in
der Durchfihrung dem ELISA zur ldentifizierung von F,,-IT1-Antikérperfragmenten (Kap.
5.3.2.2).

Als Antigen wurde humanes H-FABP in einer Konzentration von 50 pg/ml in den Kavitaten
immobilisiert. Die mit dem c-myc-Tag fusionierten scF,-Fragmente wurden mittels eines
c-myc-Antikérpers (Sigma) erkannt. Zur Detektion der c-myc-Antikorper wurde goat-anti-

mouse-anti-F 5,-Peroxidase-Konjugat (Sigma) eingesetzt.

5.3.3 Spezielle Methoden: Kern-Streptavidin

5.3.3.1 Aufarbeitung und Renaturierung des rekombinanten Kern-Streptavidins
(CSav)

Fur eine erste Aufarbeitung wurden die mit pETCS transformierten, geernteten E. coli BL21
(DE3) pLysS-Bakterien einer 30 ml-Anzucht in 1,5 ml Puffer A (50 mM Tris, 20 mM EDTA,
pH 8,0, 10 mM DTT ) resuspendiert. Nach 30-minUtiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen
durch Ultraschall aufgeschlossen (3 x 20 sec, 80 % Intensitat, 0,5 sec Ultraschalltakt, 0°C).
Die Zelldebris inklusive der Einschlusskdrper wurden nach Zentrifugation (30 min, 12000 x g,
4°C) in 1 ml Puffer A gewaschen und abschlielend in Puffer B ( 50 mM Tris, pH 8,0, 2 M

Urea) resuspendiert.

Zur Isolierung des Kern-Streptavidins aus E. coli BL21 (DE3) pLysS/pETCS wurde eine 1 |-
Anzucht aufgearbeitet. Die Zellen wurden nach der Ernte in 20 ml Resuspensionspuffer (50
mM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0, Triton X-100 0,1%) aufgenommen und zentrifugiert (10 min,
12000 x g, 4°C). Nach Aufschluss (3 x 20 sec, 80% Intensitat, 0,5 sec Ultraschalltakt, 0°C)
wurden die Einschlusskérper dreimal im Resuspensionspuffer gewaschen und in 5 ml 6 M
GuHCI aufgenommen. Es folgte eine Dialyse gegen 2 | 6 M GuHCI (i.N., 4°C) und zur
Renaturierung eine Dialyse gegen PBS-Puffer (U.N., 4°C).

5.3.3.2 Detektion funktionellen, rekombinanten Kern-Streptavidins (CSav)

Zur Detektion rekombinanten Kern-Streptavidins wurden die renaturierten Proteinfraktionen

verwendet.



5 Experimenteller Teil 64

Alle Inkubationsschritte wurden in einem Volumen von 100 ul/Kavitat in F96 MaxiSorb
Polystyrol-Mikrotiterplatten (Nunc) durchgefiihrt. Nach jedem Reaktionsschritt wurden die
Kavitaten dreimalig mit je 300 pl/Kavitdt PBS-Tween (PBS mit 0,1 % (w/v) Tween20)
gewaschen.

Die Bindung von kommerziellem Streptavidin in einer Konzentration von 5 ug/ml in PBS-
Puffer erfolgte fiir 2 h bei RT. Die Absattigung freier Bindungsstellen erfolgte durch PBS-BSA
(PBS mit 0,5 % (w/v) BSA) fur 3 h bei Raumtemperatur. Mit PBS-Tween-BSA (PBS mit 0,05
% (w/v) Tween20, 0,5 % (w/v) BSA) wurden verschiedene Verdinnungen, bzw.
Konzentrationen des rekombinant produzierten Streptavidins, sowie des kommerziellen
Streptavidins als Standard hergestellt. 10 yl der Verdiinnungsansatze wurden jeweils mit 100
Ml Biotin-HRP in einer Verdiinnung von 1:30000 vorinkubiert (1h, RT). AnschlieRend wurden
100 ul der Prainkubate in die praparierte Mikrotiterplatte Gberfihrt (30 min, RT). Der
Peroxidase-Nachweis erfolgte in Detektionspuffer (0,1 M Citrat, 0,2 M Na,PO,, pH, 5,0) mit
1 mg/ml OPD nach Zugabe von 0,05 % H,O, zum Reaktionsstart. Nach Abstoppen der
Reaktion mit 2M H,SO, wurde die Mikrotiterplatte im ELISA-Reader bei OD4g0 nmy ausgelesen.
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6 Ergebnisse

6.1 Klonierung und heterologe Expression rekombinanter

Antikorperfragmente

Im Rahmen des ULISA-EU-Projektes (CT97-0502), das dieser Arbeit zugrunde liegt, wurden
funktionelle, rekombinante F,,-Fragmente und scF,-Fragmente hergestellt. Durch die
Analyse der Nukleotid- und Aminosauresequenzen wurden auf molekularer Ebene
Schlisselinformationen zur Charakterisierung der im Projekt verwendeten, monoklonalen

Antikdrper gesichert.

6.1.1 Rekombinante Antikérperfragmente aus Tumor-Hybridoma der monoklonalen
Antikorper IT-1 3B8/E6 und IT-1 3B8 gegen humanes H-FABP

Ein Ziel des ULISA-EU-Projektes (CT97-0502) war die Entwicklung rekombinanter
Antikorperfragmente gegen humanes H-FABP. In der medizinischen Diagnostik dient
humanes H-FABP als Markerprotein, das nach einem akuten Herzinfarkt im Serum
nachgewiesen werden kann (Schreiber et al., 1998). Der monoklonale Antikérper IT-1 gegen
humanes H-FABP wurde von Hybridomzellen produziert, aus denen nach RNA-Isolierung,
reverser Transkription und PCR die variablen Regionen amplifiziert wurden. Diese wurden

zur Herstellung rekombinanter F,,- und scF,-Fragmente eingesetzt.

6.1.1.1 lIsolierung von RNA und Amplifikation von IT-1 3B/E6 V- und V -Sequenzen

Mittels des peqGold RNA Pure-Kit der Firma peqlLab und anschlieRender Phenol-
Chloroform-Extraktion nach Chomczynski und Sacchi (1987), wurde aus 8 x 10° Tumor-
Hybridomzellen die Gesamt-RNA der monoklonalen Antikorper IT-1 3B8/E6 gegen H-FABP
isoliert. Die Konzentration der Gesamt RNA der mAK IT-1 3B/E6 wurde photometrisch (UV-
Spektrum von 220 bis 320 nm) bestimmt und betrug 2,5 mg/ml. Der Quotient der
Extinktionswerte bei 260 nm und 280 nm betrug 1,82 und entsprach damit den Erwartungen
fur nicht durch Proteine verunreinigte DNA. Mit dem Oligotex mMRNA Kit der Firma zur
Isolierung von mRNA aus Gesamt-RNA des mAK IT-1 3B/E6 wurde aus 30 pl Gesamt-RNA-

Lésung eine Konzentration zwischen 25 und 75 ng/ul erzielt.
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Zur cDNA-Synthese wurden 5 ug Gesamt-RNA eingesetzt. Nach Herstellerangaben betragt
die mRNA-Ausbeute 1-3% der zur Isolierung eingesetzten Gesamt-RNA. Zur reversen
Transkription wurden zwischen 178,6 ng und 534,4 ng mRNA verwendet.

Die Vy- und V_-Sequenzen der monoklonalen Antikérper, ausgehend von revers
transkribierter cDNA, wurden mit Hilfe von Primern amplifiziert, welche mit den konservierten
Framework-Regionen 1 und 4 der variablen Antikérperregionen hybridisieren (Orlandi et al.,
1989, Clackson et al., 1991, Leung et al., 1993). Die Vervielfaltigung der Vy-Sequenz des
mAK IT-1 3B8/E6 wurde mittels der Primer 5'-V4BASPEZ und 3'-VH1FOR erreicht. Zur PCR
der V.-Region wurde die Primerkombination 5-VK2BACK und 3'-Vx4FOR gewahlt (Kap.
5.2.2.3, Tab. 5.1) (Abb. 6.1).

bp
1000 —

400 —
300 —
200 —

Vi Vi

Abb. 6.1 Amplifikation von V- und V| -Regionen des mAK IT-1 3B8/E6

Agarosegel (1,5 %); Als Matrizen wurde revers transkribierte cDNA aus mRNA (Spur 1,
6), so wie Gesamt-RNA (Spur 2, 7) eingesetzt. Die Wasserkontrolle der RT-PCR wurde
zusatzlich mitgefuhrt (Spuren 3, 8). Die Wasserkontrolle der PCR wurde in den Spuren 4
und 9 aufgetragen. Marker: 100 bp-Leiter.

Die PCR verlief spezifisch, da weder die Wasserkontrolle der RT-PCR noch die der PCR zu
Amplifikaten fuhrten. Die GroRe der Vy-Amplifikate von erwarteten 351 bp und die der V.-
Produkte von 336 bp wurde durch die Gelelektrophorese bestatigt. Die PCR-Produkte
wurden zur weiteren Analyse Uber eine TA-Klonierung in den Vektor pPGEM-T Easy kloniert.

Das Vy-Fragment sollte durch eine Pstl-/BstEll-Restriktion, welche durch den Einsatz der
Primer 5'-Vy:BASPEZ und 3'-V4FOR ermdglicht wurde, aus dem Vektor pGVHIT1A isoliert
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werden. Die Pstl-/BstEll-Restriktion diente der gerichteten Klonierung des Vy-Fragmentes in
den Expressionsvektor pASK 84 (Skerra, 1994). Jedoch ergab die gelelektrophoretische
Uberprifung der Restriktion, dass das Vy-Fragment unerwarteterweise mindestens zwei
interne Pstl- oder BstEll-Restriktionsschnittstellen aufwies, da statt eines erwarteten
Fragments drei Fragmente zu sehen waren (Abb. 6.2 C, links). Die anschliefende
Sequenzierung des Vektors pGVHIT1A bestatigte das Vorhandensein zweier interner Pstl-
Restriktionsschnittstellen (Positionen 212, 272), sowie zusatzlich eine interne BstEll-
Restriktionsschnittstelle (Position 298) in der Nahe des 3'-Terminus (Abb. 6.2 A, siehe auch
Abb. 6.5 A). Die PCR unter Verwendung des Primers 5-VH1BACK (Kap. 5.2.2.3, Tab. 5.1)
ergab ebenfalls die Amplifikation dieser Produkte, wie die Zwischenklonierung in den
resultierenden Vektor pGVHIT1A ergab (vgl. Abb. 6.2 C, links).

Aufgrund der Komplementaritat der Schnittstellen Pstl und Nsil wurde der Primer 5-VyNsil
(Kap. 5.2.2.3, Tab. 5.1) entworfen und zur Amplifikation eingesetzt. Die interne BstElIl-
Schnittstelle befand sich relativ nahe am 3'-Terminus des Vy-Fragmentes. Durch Auswahl
des entsprechend verlangerten Primers 3'-BstEll (Kap. 5.2.2.3, Tab. 5.1), der an Position
298 eine stille Mutation durch einen C—T-Austausch einfihrte, wurde die interne
Schnittstelle entfernt. Nach Klonierung des PCR-Produktes konnte das vollstandige Vu-
Fragment (Abb. 6.2B rechts) durch Nsil/BstEll-Doppelrestriktion aus dem Vektor pGVHNsi

isoliert werden.
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Vu
I
Wiy , : e
A) Pst | Pst | Pst | BstE Il BstEIl
Bsl
B)
Nsi l BstE Il
Pstl|/ BstE |l Nsil | BstE Il
C) - :
bp bp
501 1000
242
190
400
300
67

Abb. 6.2 Amplifikation der Vy-Region des mAK IT-1 3B8/E6 mittels verschiedener
Primerkombinationen

A, Schematische Darstellung der Restriktionsschnittstellen des Vy-Amplifikats unter
Verwendung der Primer-Kombinationen 5'-V BASPEZ/3'-VH1FOR und 5'-VH1BACK/3'-
VH1FOR. B, Schematische Darstellung der modifizierten Primer 5'-VyNsil und 3'-BstEll.
C, Agarosegele (1,5 %); links: Pstl/BstEll Doppelrestriktion des Vektors pGVHIT1A (Klon
1 und 2). Marker: pUC 19 DNA/Mspl (Hpall); rechts: Nsil/BstEll Doppelrestriktion des
Vektors pGVHNSsi. Marker: 100 bp-Leiter.

Mittels seiner Sacl-/Xhol-Restriktionsschnittstellen, die durch die verwendeten Primer 5'-
VBACK und 3'-V¢4FOR (Kap. 5.2.2.3, Tab. 5.1) generiert wurden, konnte das V,-Fragment
aus dem Sicherungsvektor isoliet und durch Agarosegelelektrophorese charakterisiert
werden. Eine Sequenzanalyse des pGVLIT1 bestatigte die Amplifikation des gewlinschten
Fragmentes. An Nukleotidposition 66 befand sich eine Pstl-Restriktionsschnittstelle. Nach

Translation konnten die CDR-Regionen identifiziert werden (Abb. 6.5).
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6.1.1.2 Analyse des parentalen Klons IT-1 3B8 zur Verifizierung der IT-1 3B8/E6 V-

und V|, -Sequenzen

Aus der Hybridomzelllinie des parentalen Antikérperklons IT-1 3B8, welcher gegen humanes
H-FABP gerichtet ist, ging die Tochterzelllinie IT-1 3B8/E6 hervor. Zur Bestatigung der 1T-1
3B8/E6 Vy- und V -Sequenzen wurden auch die entsprechenden funktionellen Regionen des
parentalen Hybridomzellklons IT1-3B8 untersucht. Nach Isolierung von 2,8 mg/ml Gesamt-
RNA aus 8 x 10° Zellen wurde der Quotient der Extinktionswerte bei 260 nm und 280 nm von
1,76 ermittelt. Die revers transkribierte cDNA wurde anschlieRend ebenfalls zur PCR mit den
Primerkombinationen 5-VH1BASPEZ und 3'-VH1FOR zur Amplifikation des Vy-Bereiches
und 5-VK2BACK und 3-V4FOR zur Vervielfaltigung der V| -Sequenz eingesetzt (Kap.
5.2.2.3, Tab. 5.1). Zur Restriktions- und Sequenzanalyse wurden die Amplikons in den
Vektor pCRScript Cam kloniert. Das Restriktionsmuster von vier klonierten V| -Fragmenten
entsprach dem des untersuchten Tochterklons IT-1 3B/E6 und konnte durch Sequenzierung
in allen Fallen bestatigt werden (Daten nicht gezeigt). Nach Pstl/BstEll-Restriktion von
insgesamt acht Klonen pCRCVH3B8K1- pCRCVH3B8K8, welche die IT1 3B8-Vy-Regionen
enthielten, zeigte lediglich das Plasmid von Klon 1 nicht das erwartete Muster der IT 3B8/E6-
Vy-Sequenz (Abb. 6.3).

501 —
404 —
331 —
242 —
190 —

111/110 —|
67 —

34,34—
26 _|

Abb. 6.3 Restriktion der Vy-Regionen des mAK IT-1 3B8

PAGE (11 %); Pstl/BstEIll Doppelrestriktion des Vektors pPCRCVH3B8K1 (Spur 1), so wie
des Vektors pPCRCVH3B8KS8 (Spur 3). Marker: pUC 19 DNA/Mspl (Hpall).

Eine Sequenzanalyse der Plasmide Klon 1 und Klon 8 ergab fiir den Klon pCRCVH3B8KS,
dass dessen Vy-Region identisch mit der des mAK IT1 3B8/E6 ist. Die Sequenz des
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pCRCVH3B8K1 konnte durch Homologievergleiche als Vy-Fragment identifiziert werden.
Allerdings ist es eindeutig nicht identisch mit dem Vy-Fragment der Tochterzelllinie (Abb.
6.4). Es kann jedoch einem rearrangierten, nicht-produktiven Vy-Gen zugeordnet werden
(Genbank-Eintrag M26981, M18308). In unmittelbarer Nahe eines stark konservierten
Heptanukleotid-Motivs (5'-TACTGTG-3') wurde ein Segment des Genortes am 3'-Terminus
der V| -Region durch ein stromaufwarts lokalisiertes Fragment eines Keimbahn-Gens ersetzt
(Kleinfield et al. 1989, Lawler et al. 1987).

b8vhkl aggtccagctgcagcagtcaggacctggcctagtgcagccctcacagagectgtccatcac
b8vhk8 aggtccagctgcagcagtcaggggctgaactggcaagacctggggcctcagtgaagatgtc
khkkhkhkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkhkhAkhkhkkhkkhkhkx * k) * k% * % * % *
b8vhkl ctgcacagtctctggtttctcattaactagctatggtgtacagtgggttcgccagtctcc
b8vhk8 ctgcaaggcttctggctacacctttactagctacacgatgcactgggtaaaacagaggcc
* kK kk * kkhkk kkk Kk k Kk kk kAkkkkhkkkk *x Ak kAkKkk %k * Kk k * %
b8vhkl aggaaagggtctggagtggctggga---gtgatatggagtggtggaagcacagactataa
b8vhk8 tggacagggtctggaatggattggctacattaatcctagcagtggttatactagttacac
*khkk kkhkkkkhkkhkkkkhkk kkkx Kk kK * % * % * kK % * % * k%  *x
b8vhkl tgcagctttcatatccagactgagcatcagcaaggacaattccaagacccaagttttett
b8vhk8 tcagaagttcaaggacaaggccacattgactgcagacaattcctccagcacagecctacat
* * kK x * % * * ok * ok kkkkk kK * ok * % * k%
b8vhkl taaaatgaacagtctgcaaggtaatgacacagccatataatactgtgccagaaaggg--g
b8vhk8 gcaactgagcagcctgacatctgaggactctgcagtctattactgtgtacgagatggtta
*k Kkkhkk kkhkk Kkk*k * * kX kk*k Kk k% * Ak kkkkkkxk *k k k%
b8vhkl cgattacgacgactactggggccaagggaccacggtcaccgtctcecctca
b8vhk8 ccggtacttcgatgtctggggccaagggaccacggtcaccgtctcecctca
*— * kK * k k khkkAkhkhkk Ak khkkhkhkhkkhkhAhkhkkhAkhkhkkhkhkhkkhkkAkhrhkkhkkrhkhkkxkx*k

Abb. 6.4 Vergleich der Vy-Nukleotidsequenzen der Klone pCRCVH3B8K1 und
pCRCVH3B8K8 des mAK IT-1 3B8

Homologe Bereiche sind durch Asteriske gekennzeichet. Das Heptanukleotid-Motiv ist
fett hervorgehoben. Die Restriktionsschnittstellen fir Pstl und BstEll sind unterstrichen.
Die Primer 5'-V4,BASPEZ und 3'-VH1FOR sind kursiv dargestellt.
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6.1.1.3 Aminosauresequenzen der Vy- und V. -Regionen des mAK IT-1 3B8/E6

Nachdem die Vy- und V -Nukleotidsequenzen des mAK IT13B8/E6 nun vorlagen, wurde zu

deren Translation das HUSAR-Programmpaket eingesetzt (Abb. 6.5).

A)
caggtccagctgcagcagtcaggggctgaactggcaagacctggggcctcagtgaagatg 60
o v.o L 9 ¢ S G A E L A R P G A S V K M 20
tcctgcaaggcttctggcectacacctttactagectacacgatgcactgggtaaaacagagg 120
s ¢C K A S G ¥ T F T S Y T M H W V K Q R 40
CDR-H1
cctggacagggtctggaatggattggctacattaatcctagcagtggttatactagttac 180
P G 9 G L EwW I G ¥ I N P S S G Y T S Y 60
actcagaagttcaaggacaaggccacattgactgcagacaattcctccagcacagcctac 240
T ¢ K F K D K A T L T A D N S S S T A Y 80
CDR-H2
atgcaactgagcagcctgacatctgaggactctgcagtctattactgtgtacgagatggt 300
M ¢ L s s L T S E D S A V Y Y CcC VvV R D G 100
taccggtacttcgatgtctggggccaagggaccacggtcaccgtctcctca 351
Y R Y F D VW G Q G T T v T VvV S S 117
CDR-H3
B)

gacattgagctcacccagtctccagcttcectttggectgtgtctctagggcagagggeccace 60
b I £ L T @ s P A S L A V S L G Q R A T 20
atatcctgcagagccagtgaaagtgttgatagttatggcaatagttttatgcactggtac 120
I s ¢ R A s E S VvV D s Y G N S F M HW Y 40

CDR-L1 CDR.L2

cagcagaaaccaggacagccacccaaactcctcatctatcttgecatccaacctagaatet 180
Q ¢ K P G Q P P K L L I ¥ L A S N L E S 60
ggggtccctgccaggttcagtggcagtgggtctaggacagacttcaccctcaccattgat 240
G v P A R F S G s G S R T D F T L T I D 80

CDR-L3

cctgtggaggctgatgatgetgcaacctattactgtcagcaaaataatgaggatecgtac 300
P VvV E A D D A A T Y Y C/Q Q N N E D P Y 100

acgttcggaggggggaccaagctcgagataaaacgg 336
T F G G G T K L E I K R 112

Abb. 6.5 Nukleinsdure- und Aminosauresequenzen der V- und V| -Region des
mAK IT-1 3B8/E6

A, Vy-Nukleinsdure- und  Aminosauresequenz. B, V.-Nukleinsaure- und
Aminosauresequenz. CDRs nach Kabat (1987) sind grau nach Chothia (1997) fett
markiert. Restriktionsschnittstellen Pstl/BstEll (Vy) (Primer generiert, intern) und
Sacl/Xhol (V) sind unterstrichen. Die Primer 5-VyBASPEZ, 3'-VH1FOR, 5-VK2BACK
und 3'-Vk4FOR sind kursiv dargestellt.
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Nach Kabat (1987) konnten die hypervariablen Regionen (CDRs, complementarity
determining regions) gemaf exakt definierter Aminosaureabfolgen zugeordnet werden. Eine
Zuordnung der CDRs ist auch nach Chothia (Chothia et al., 1992, Al-Lazikani et al., 1997),
AbM (Oxford Molekular's AbM antibody modelling software, http://www.accelrys.com) oder
der Contact Definition mdglich, die auf der Analyse komplexer Kristallstrukturen basiert
(MacCallum et al., 1996). Die CDR-H1 startet nach Kabat-Definition um Aminosaureposition
26, beginnt immer vier Aminosauren nach einem Cystein, endet vor einem Tryptophan,
typischerweise mit der Abfolge Tryptophan-Valin. Nach Chothia-Definition ist die Region um
vier Aminosauren verkurzt. Nach Ende des CDR-H1 startet in einem Abstand von 15
Aminosauren und immer nach dem Motiv Leucin-Glutaminsaure-Tryptophan-Isoleucin-Glycin
die CDR-H2-Region, die vor Lysin-Arginin-Threonin endet. Nach AbM und Chothia endet
CDR-H2 sieben Aminosauren friher. In einem Abstand von 33 weiteren Aminosauren
beginnt CDR-H3 immer zwei Aminosauren nach einem Cystein und hoért vor dem Motiv
Tryptophan-Glycin-X-Glycin auf.

Die hypervariable Region CDR-L1 beginnt immer nach einem Cystein und schlie3t vor dem
Motiv Tryptophan-Tyrosin-Glutamin ab. Die CDR-L2 beginnt immer 16 Aminosauren nach
CDR-L1 und ist grundsatzlich sieben Aminosduren lang. Die CDR-L3 beginnt immer 33
Aminosduren nach CDR-L2, nach einem Cystein. Nach dieser Domane setzt sich die
variable Region stets mit Phenylalanin-Glycin-X-Glycin fort. Die so charakterisierten
Aminosauresequenzen konnten eindeutig Immunglobulinen zugeordnet werden und zeigten,
wie fir einen neuen, monoklonalen Antikdrper erwartet, keine véllige Ubereinstimmung mit
bereits bekannten, in der Kabat-Datenbank eingetragenen Sequenzen. Die
Nukleotidsequenz der Vy-Region wies eine 97%ige Identitat zu Maus 1gG Vy-Doméanen auf
(KADBID 001970). Dabei handelt es sich um das Keimbahn Ig Gen H30 der Untergruppe V
(H) Il (Schiff et al., 1985). Auf Aminosaureebene ist die V-Region des mAK IT1 3B8/E6 zu
90% identisch mit dem Kabat-Datenbankeintrag KADBID 002005, der dem Igh-6-Protein der
Subfamilie IGv aus der Maus entspricht. Die Mitglieder der Mausfamilie sind Komponenten
von Immunglobulinen und T-Zell-Rezeptoren (Strausberg et al., 2002). Die Sequenzidentitat
der V| -Nukleotidsequenz mit der variablen Region von Maus IgG kappa leichten Ketten vom
Plasmazytom PC3741, welche eine Rolle bei der Immunantwort auf Influenza hemaglutinin
eine Rolle spielt (KADBID 005960, Clarke et al., 1985), so wie die der Aminosauresequenz
zum Kabat-Eintrag KADBID 005985, betrugen 96%. Dem Kabat-Datenbankeintrag KADBID
005985 entspricht zu 99 % die kappa leichte Kette der V-lll-Region ABPC 22/PC 9245
(McKean et al., 1978).
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6.1.1.4 Konstruktion des Vektors pASKIT1 zur heterologen Expression rekombinanter

IT-1 Fp-Fragmente

Zur heterologen Expression rekombinanter Fj,-Fragmente wurde der urspriinglich vom
Expressionsvektor pASK84 (Skerra, 1994) abgeleitete Vektor pASK-D1,3 modifiziert. Dabei
wurden die dort enthaltenen Vy- und V| -Regionen des anti-Lysozym-Antikérpers D1,3
sukzessiv durch die Vy- und V| -Fragmente des mAKk IT-1 3B8/E6 ersetzt. Zunachst wurde
der Vektor pASK-D1,3 durch BstEll- und Pstl-Restriktionen vom D1,3-V-Fragment befreit.
Das zu klonierende  IT-1 Vy-Fragment  wurde  unter Verwendung  der
Restriktionsendonukleasen Nsil- und BstEll aus dem Sicherungsvektor pGVHIT1
herausgeschnitten. Der linearisierte Expressionsvektor, sowie das zu inserierende 1T-1 VH-
Fragment wurden nach Aufreinigung Uber ein praparatives Agarosegel ligiert. Durch die
Ligation der komplementaren Restriktionsschnittstellen Pstl und Nsil wurde die
Erkennungssequenz beider Schnittstellen eliminiert. E. coli DH5a wurde mit dem
Ligationsprodukt pASKVHIT1 transformiert. Nach Charakterisierung des erhaltenen
Zwischenproduktes pASKVHIT1 durch Restriktions- und Sequenzanalyse erfolgte eine
Excision des D1,3-Vy-Fragments mittels Sacl/Xhol-Restriktion. Der Vektor pGVLIT1 wurde
ebenfalls einer solchen Doppelrestriktion unterzogen, um das IT-1 V -Fragment zu
gewinnen. Die zu ligierenden Fragmente wurden wieder Uber ein praparatives Agarosegel
aufgereinigt. Nach erfolgreicher Ligation wurde E. coli DH5a. mit dem endglltigen
Expressionskonstrukt pASKIT1 transformiert. In Abb. 6.6 ist das Klonierungsschema

dargestellt.
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Abb. 6.6 Schema zur Konstruktion des Expressionsvektors pASKIT1

Ausgehend vom Vektor pASK84 wurde durch gerichtete Klonierung der Vy- und V-
Fragmente der Expressionsvektor pASKIT1 hergestellt.

Der Vektor pASKIT1 wurde zur Charakterisierung restringiert. Stromabwarts des V-
Fragmentes befindet sich eine Xbal-Restriktionsschnittstelle. Da das einklonierte 1T-1 V-
Fragment zwei und das IT-1 V| -Fragment eine charakteristische, interne Pstl-Schnittstelle
besitzen, sollten aus einer Xbal/Pstl-Doppelrestriktion Fragmente der Groflen 4288 bp, 554
bp, 299 bp und 60 bp resultieren. Nach Analyse der Restriktion durch Gelelektrophorese
konnte dies gezeigt werden (Abb. 6.7). Nach Bestatigung des Klonierungserfolges durch
Sequenzierung wurde der Vektor pASKIT1 zur periplasmatischen Expression in E. coli JM83

(Yanisch-Perron et al., 1985) transformiert.
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Abb. 6.7 Restriktionsanalyse des Expressionsvektors pASKIT1

Agarosegel (1,5 %); Marker: 100 bp-Leiter. Xbal/Pstl-Restriktionen des Vektors pASKIT1,
Klone 5-7 (Spuren 2-4). Marker: A-Marker, (A-DNA/EcoRI/Hind IlI).

6.1.1.5 Isolierung und Detektion rekombinanter IT-1 Antikorperfragmente aus dem

Periplasma

Die Anzucht und Isolierung rekombinanter F,,-Fragmente erfolgte nach einem Protokoll von
Skerra (1994). Zwei Liter LB-Ampicillin-Medium wurden mit dem Stamm E. coli
JM83/pASKIT1 inokuliert und die Produktion der Antikérperfragmente durch Zugabe von
0,5mM IPTG induziert. Nach Zellernte wurden 6-8g Biofeuchtmasse mittels
Resuspensionspuffers aufgeschlossen und der periplasmatische Uberstand durch
Zentrifugation von den Spharoplasten getrennt. Um vor der Aufreinigung der rekombinanten
Antikoérperfragmente den Saccharoseanteil aus dem Resuspensionspuffer zu verringern und
das Periplasma zu praequilibrieren, wurde die L6sung gegen Chromatographiepuffer

dialysiert und steriffiltriert.

Die His-tag fusionierten IT1 Fj-Fragmente wurden durch Chromatographie an Ni-NTA-
Agarose isoliert. Mittels FPLC erfolgte eine fraktionierte Elution mit UV-Detektion der
rekombinanten Proteine (Abb. 6.8). Die Elutionsmittel fir die rekombinanten F. ,-Fragmente

wurde Imidazol verwendet. Da das Imidazol eine erhéhte Absorption bei 280 nm



6 Ergebnisse 76

verursachte, wurde dieses vor der UV-Detektion unter Verwendung der Variperm-

Dialysesaule (bitop) aus den Fraktionen entfernt.
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Abb. 6.8 Affinitdtschromatographie rekombinanter IT-1 Fo,-Fragmente

Detektion rekombinanter IT-1 F,-Fragmente bei OD g0,m. Die Elution erfolgte durch
einen Imidazol-Gradienten von Ni-NTA-Agarose. Fraktionen, von denen angenommen
wurde, dass sie Antikorperfragmente enthalten, sind mit einem schwarzen Balken
gekennzeichnet. Saule: NAP-10, Flussrate: 1 ml/min.
Das Chromatogramm zeigte in den Fraktionen 20-25 eine erhdhte Absorption bei 280 nm. In
diesen Fraktionen konnten rekombinante Antikérperfragmente enthalten sein, da dieser Peak
in Testlaufen ohne rekombinante F,,-Fragmente mit His-tag nicht beobachtet wurde. Dies

wurde in einem funktionellen Test Uberpruift.
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6.1.1.6 Etablierung eines ELISA-Verfahrens zur Detektion rekombinanter IT-1

Antikorperfragmente

Zur Identifizierung funktionell exprimierter F.,-Fragmente wurde ein ELISA (Format 1)
entwickelt, bei dem die Erkennung von direkt immobilisiertem H-FABP durch den mAK IT-1
ausgenutzt wurde. Um die Spezifitat dieses Assays zu Uberprifen, wurde zunachst der
biotinylierte, monoklonale Antikérper IT-1 (IT-1bio) getestet, indem neben H-FABP auch
intestinales (1)-FABP als Negativkontrolle eingesetzt wurde (Abb. 6.9). Die Antigene wurden
direkt an die Mikrotiterplatte gebunden und die Detektion erfolgte durch Streptavidin-

Peroxidase-Konjugat.

A) OPD
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IT-1 bio
H-FAB
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—eo—|-FABP
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o] ¥ .'
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Abb. 6.9 Spezifitat des mAK IT-1bio (Format I)

A, Schematische Darstellung des ELISA-Formates | zur Detektion von H-FABP durch den
mMAK IT-1bio. B, Antigen: H-FABP bzw., I-FABP (25 pg/ml); Detektion: Sav-POD-Konjugat
(1:5000).
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Wie erwartet reagiert das Antigen H-FABP am starksten mit dem Antikorper IT-1. Das nahe
verwandte |-FABP zeigte nur eine geringe Bindung.

Um die Spezifitdt der Reaktion zu erhdhen und weniger Antigen einsetzen zu kénnen, wurde
daraufhin ein  Sandwich-ELISA-Format (Format 1l) getestet, bei welchem die
Antigenprasentation durch einen polyklonalen rabbit-anti-mouse-H-FABP-Antikdrper erfolgte
(Abb. 6.10). Dieser bildete den unteren Teil des Sandwich und wurde mit 100 ng/ml H-FABP
beladen. Um Kreuzreaktivitaten zu erkennen, wurde in der Kontrolle kein Antigen prasentiert.
Zur Uberprifung der Funktionalitat dieses Formates wurde IT-1bio in variabler Konzentration

verwendet (Abb. 6.10 A) und durch Streptavidin-Peroxidase-Konjugat detektiert.
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Abb. 6.10 Sandwich-ELISA (Format Il)

A, Schematische Darstellung des ELISA-Formates Il zur Detektion von H-FABP durch
den mAK IT1bio. B, Fangerantikérper: rabbit-anti-mouse-anti-H-FABP (2,5 pg/ml);
Antigen: H-FABP (100 ng/ml); Detektion: Sav-POD-Konjugat (1:5000).
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Die Gegenuberstellung der Anséatze in An- und Abwesenheit des Antigens (Abb. 6.10 B)
zeigte, dass der Antikorper IT-1bio unspezifisch an den polyklonalen Prasentationsantikdrper

bindet. Die Signalstarke wurde durch Zugabe des Antigens H-FABP nicht signifikant erhoht.

Im eigentlichen Assay (Format Ill) wurden die IT-1 Fp-enthaltenden Fraktionen 16-23 der
Aufreinigung aus dem Periplasma (s. Abb. 6.8) in 1:2 Verdlinnung getestet (Abb. 6.11 B).

Die Detektion der IT-1 F,-Fragmente erfolgte mittels goat-anti-mouse-anti-F ,,-Peroxidase-

Konjugat.
OPD
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-antl-fi- Ak Extinktion
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rabbit-anti-
mouse-anti-H-FABP-AkK
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1.0 1 rabbit-Ak ohne H-FABP
0,8
B) E 06-
2
Dﬂ'
@) 0,4 1
0,2
0,0 . . . . . . . g
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IT-1 F_ -Fragment (Fraktion)

Abb. 6.11 Sandwich-ELISA (Format III)

A, Schematische Darstellung des ELISA-Formates Ill zur Detektion von H-FABP durch
rekombinante IT1-F,,-Fragmente. B, Fangerantikérper: rabbit-anti-mouse-anti-H-FABP
(2,5 pg/ml);  Antigen: H-FABP (100 ng/ml); Detektion: goat-anti-mouse-anti-F -
Peroxidase-Konjugat (1:3000).
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Im Assay-Format Il ist in Gegenwart des Antigens eine schwache, aber deutliche
zusatzliche Bindung des mAK goat-anti-mouse-anti-F,,-Peroxidase-Konjugat an das
rekombinante Antikérperfragment zu erkennen (Abb. 6.11 B). Offensichtlich zeigt dieser
monoklonale Antikorper eine gréoRere Tendenz an den polyklonalen Antikorper zu binden, als
der monoklonale Antikérper IT1-bio (s. Abb. 6.10 B). Das Sandwich-ELISA-Format eignet

sich dennoch bedingt zur Detektion IT1-F,,-haltiger Fraktionen.

Aufgrund dieser unspezifischen Bindung (s. ELISA-Format Il und Ill) wurde das weniger
komplexe ELISA-Format | gewahlt. Mit Hilfe des mAK IT-1bio wurde abgeschatzt, in welcher
Konzentration das Antigen H-FABP an die Mikrotiterplatte gebunden werden muss, um eine

maoglichst hohe Empfindlichkeit fiir den Detektorantikorper zu erzielen (Abb. 6.12).
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Abb. 6.12 ELISA zur Konzentrationsabschatzung des einzusetzenden Antigens H-FABP

Auswertung des ELISAs zur Konzentrationsabschatzung des zu bindenden H-FABPs.
Detektorantikorper: 1T1bio (2,5 pg/ml); Detektion durch Streptavidin-Peroxidase-Konjugat
(1:5000).

Bei einer H-FABP-Konzentration von 50 ug/ml fir die direkte Bindung des Antigens an die

Kavitaten der Mikrotiterplatten resultierte ein Signal ausreichender Starke.

In Anlehnung an den ELISA (Format |, Abb. 6.9 A) wurde das ELISA-Format IV zur Detektion
IT-1 Fap-enthaltender Fraktionen eingesetzt (Abb. 6.13 A). Die nach der Aufreinigung durch

Ni-NTA-Agarose gewonnenen Fraktionen wurden in 1:2 Verdinnung analysiert.
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Abb. 6.13 ELISA zur Identifizierung IT1 Fap-enthaltender Fraktionen (Format V)

A, Schematische Darstellung des ELISA-Formates zur Detektion IT1 Fg,-enthaltender
Fraktionen. B, Antigen: H-FABP (50 ug/ml); Detektion durch goat-anti-mouse-anti-F,,-
Peroxidase-Konjugat (1:3000).

Der ELISA (Format IV) zur Identifizierung F.,-enthaltender Fraktionen zeigte, dass jetzt bei
Prasentation des Analyten H-FABP ein deutlicher Peak bei den Fraktionen 20-27 zu
beobachten war. Die Fraktionen aulerhalb dieses Peaks wiesen dagegen nur geringe
Signale auf, die denen des Hintergrundes, bestimmt in Abwesenheit von H-FABP,
entsprachen. Im Chromatogramm war der Proteinpeak in den Fraktionen 20-25 vorlaufig den
rekombinanten F,,-Fragmenten zugeordnet worden. Dies wurde somit groRtenteils durch das
Ergebnis des ELISA bestatigt.
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6.1.1.7 Detektion rekombinanter Anti-Lysozym-F,,-Fragmente als interne Kontrolle

Da die Ausbeute funktionell exprimierter, rekombinanter IT-1 F,,-Fragmente gering war,
wurde das gewahlte pASK84-Expressionssystem Uberprift. Zu diesem Zweck wurde der E.
coli JM83 mit dem Expressionsvektor pASK-D-1,3 transformiert. Analog zum IT-1 Fg-
Fragment wurden unter Einsatz von FPLC und Verwendung von Ni-NTA-Agarose Anti-

Lysozym-F,,-Fragmente aus dem Periplasma fraktioniert aufgereinigt. (Abb. 6.14).
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Abb. 6.14 Chromatogramm der Aufreinigung rekombinanter Anti-Lysozym-F ,,-Fragmente

Detektion rekombinanter Anti-Lysozym-F,,-Fragmente bei OD ,g5,m. Die Elution erfolgt
durch einen Imidazol-Gradienten von Ni-NTA-Agarose. Die Fraktionen, welche
moglicherweise die Antikérperfragmente enthalten, sind mit einem schwarzen Balken
gekennzeichnet. Saule: NAP-10, Flussrate: 1 ml/min.

Im Vergleich zu der Aufreinigung der rekombinanten IT1 F,,-Fragmente (Abb. 6.8), zeigt das
Chromatogramm einen deutlich starker ausgepragten Peak.

Zur ldentifizierung derjenigen Fraktionen, welche Anti-Lysozym-F,,-Fragmente enthielten,
wurde das ELISA-Format IV gewahilt. Als Antigen wurde Huhnereiweis-Lysozym

immobilisiert und die chromatografisch detektierten Fj-Fraktionen in 1:2 Verdinnung

eingesetzt (Abb. 6.15).
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Abb. 6.15 ELISA zur Identifizierung Anti-Lysozym-F ,,-enthaltender Fraktionen (Format V)

Antigen: Lysozym (2,5 ug/ml); Detektion durch goat-anti-mouse-anti-F,,-Peroxidase-
Konjugat (1:3000).

Der ELISA (Format IV) zur Identifizierung Anti-Lysozym-F.,-enthaltender Fraktionen zeigte,
dass bei der gewahlten Verdinnung der Fraktionen 20-32 eine sehr hohe Extinktion zu
beobachten war. Der im Chromatogramm beobachtete Proteinpeak der Fraktionen 20-26
(Abb. 6.14) erzielt somit in der Tat vergleichsweise hohe Konzentrationen Anti-Lysozym-F .
Offensichtlich war die Konzentration der eingesetzten rekombinanten Antikérperfragmente so

hoch, dass der Detektionsbereich des ELISAs tiberschritten wurde.

Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, aufkonzentriert und in 1:100-facher
Verdinnung im ELISA getestet. Das Antigen Lysozym wurde in unterschiedlichen

Konzentrationen immobilisiert (Abb. 6.16).
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Abb. 6.16 ELISA zur Identifizierung von Anti-Lysozym-F,-Fragmenten

Auswertung des ELISAs nach Format IV (Abb. 6.13); Antigen: Lysozym aus
Huhnereiweil3; Detektionsantikbrper:  Aufkonzentriertes  Anti-Lysozym-F ,,-Fragment
(1:100); Durchfluss der Aufreinigung mittels Ni-NTA; Detektion durch anti-mouse-anti-F -
AP-Konjugat (1:3000).

Der ELISA zeigte, dass der Einsatz des pASK84-Expressionssystems eine gute Expression
und der His-Tag eine effiziente Aufreinigung von F ,-Fragmenten erméglichte. Im Durchfluss
der Ni-NTA-Saule wurde nur eine sehr geringe Menge an funktionellem Anti-Lysozym-F .-
Fragment detektiert, was darauf hinweist, dass der liberwiegende Anteil der His-tag-Proteine
an das Saulenmaterial gebunden wurde. Dies demonstriert die hohe Bindungskapazitat der
ebenfalls zur Aufreinigung von IT1 F,,-Fragmenten eingesetzten Ni-NTA-Agarose. Das
ELISA-Format IV eignete sich zur Abschatzung des an die Mikrotiterplatte zu bindenden
Lysozyms. FUr weitere Assays wurden 2,5 ug/ml Lysozym eingesetzt. Das Format bot auch
die Moglichkeit einer relativen Quantifizierung des aufgereinigten, funktionellen Anti-

Lysozym-F,,-Fragmentes.

Da auch in einer 100-fachen Verdinnung ein sehr hohes Signal im ELISA zu beobachten
war, wurden in einem weiteren ELISA weitere Verdlinnungen des rekombinanten Anti-

Lysozym-F,,-Fragmentes eingesetzt (Abb. 6.17).
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Abb. 6.17 ELISA zur Detektion von Anti-Lysozym-F,,-Fragmenten unterschiedlicher
Verdiinnungen

Auswertung des ELISAs nach Format IV (Abb. 6.13); Antigen: Lysozym aus
Hdhnereiwei? (2,5 pg/ml); Detektionsantikorper: Aufkonzentriertes Anti-Lysozym-F -
Fragment; Durchfluss der Aufreinigung mittels Ni-NTA; Detektion durch anti-mouse-anti-
Fab-AP-Konjugat (1:3000).

Das aufkonzentrierte Anti-Lysozym-F,,-Fragment war bis zu einer Verdinnung von 1:640 im
ELISA gut zu detektieren. Die Expression und die anschlieenden Aufreinigungs- und
Aufkonzentrierungsschritte fuhrten somit zur Isolierung einer gré3eren Menge rekombinanter

Antikdrperfragmente.

6.1.1.8 Expressionsanalyse rekombinanter Anti-Lysozym-F,,-Fragmente

Die Expression der Antikdrperfragmente unterliegt der Transkriptionskontrolle durch den
IPTG-induzierbaren lacUV5-Promotor/Operator. Die Signalsequenzen omp A und pho A
vermitteln daher die simultane Translokation der Vy- und V| -Fragmente ins Periplasma, wo
die Synthese zum funktionellen Protein erfolgt. Um die Induzierbarkeit der Transkription, die
Effizienz des Transports und die der Synthese im Periplasma zu Uberprifen, wurde eine
Anzucht mit und ohne Zugabe von IPTG durchgefiihrt. Die nach Abtrennung des Periplasma
erhaltene Spharoblastensuspension wurde zudem durch Ultraschall homogenisiert und auf
ihren Gehalt an anti-Lysozym-F.,-Fragmenten untersucht. Die induzierten und nicht-
induzierten Fraktionen wurden im ELISA getestet (Abb. 6.18).
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Abb. 6.18 ELISA zur Identifizierung von Anti-Lysozym-F,,-Fragmenten in verschiedenen
Zellkompartimenten, mit und ohne Induktion durch IPTG

Auswertung des ELISAs. Antigen: Lysozym aus Huihnereiweil3; Detektionsantikorper:
Anti-Lysozym-F ,,-Fragment (1:4) aus Periplasma und Spharoblastensuspension. Die
Zellernte erfolgte nach 3-stlindiger Anzucht mit und ohne Zugabe von IPTG (0,5 mM).
Detektion durch anti-mouse-anti-F ,,-AP-Konjugat (1:3000).

Aus dem Test ging hervor, dass der Expressionsvektor pASK84 in der Tat der induzierbaren
Transkriptionskontrolle durch das gewahlte Promotor/Operator-System unterlag. Jedoch
erfolgte die Ausbildung der Disulfidbriicken-Bindung und die korrekte Faltung der
Tertiarstrukturen nicht ausschliellich nach Transport der Komponenten in den
periplasmatischen Raum. Die Aufarbeitung der Spharoblastensuspension ergab eine relativ

hohe Menge an funktionellen Anti-Lysozym-F.,-Fragmenten.

Eine Analyse der aufkonzentrierten Anti-Lysozym-F,,-Fragmente im SDS-Gel bestatigte die
effiziente Aufreinigung der Antikdrperfragmente aus dem Periplasma. Die rekombinanten
Antikorperfragmente konnten sauber isoliert und aufgereinigt werden und resultierten in
Banden erwarteter Gré3en. Die unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetragenen Anti-
Lysozym-F,,-Fragmente bandierten bei ca. 40 kDa (Abb 6.19, Spur 3, 4). Unter
reduzierenden Bedingungen wurde die Disulfid-Briickenbindung und damit die dimere Form
der Fop-Fragmente aufgeldst und Vy-/Cy- und V -/C-Fragmente des Antikérperfragmentes
wurden getrennt voneinander, bei ca. 20-25 kDa detektiert (Abb 6.19, Spur 7, 8). Im
Saulendurchfluss (Abb 6.19, Spuren 1, 5) konnten, auch nach Aufkonzentrierung (Abb 6.19,
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Spur 2, 6), weder unter nicht-reduzierenden (Abb 6.19, Spur 1, 2), noch unter reduzierenden

(Abb 6.19, Spur 5, 6) Bedingungen rekombinante Antikdperfragmente erkannt werden.
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Abb. 6.19 SDS-PAGE zur Identifizierung von Anti-Lysozym-F.,-Fragmenten

SDS-PAGE (11 %). Saulendurchfluss, nicht-reduzierende Bedingungen (Spur 1);
Saulendurchfluss  aufkonzentriert, nicht-reduzierende  Bedingungen (Spur 2),
aufkonzentrierte  Fraktionen rekombinanten Anti-Lysozym-F,,-Fragmentes, nicht-
reduzierende Bedingungen (Spur 3); Fraktionen rekombinanten Anti-Lysozym-F -
Fragmentes vor Aufkonzentrierung, nicht-reduzierende Bedingungen (Spur 4);
Saulendurchfluss, reduzierende Bedingungen (Spur 5); Sdulendurchfluss aufkonzentriert,
reduzierende Bedingungen (Spur 6); aufkonzentrierte Fraktionen rekombinanten Anti-
Lysozym-F,,-Fragmentes, = reduzierende  Bedingungen (Spur 7); Fraktionen
rekombinanten Anti-Lysozym-F,,-Fragmentes vor Aufkonzentrierung, reduzierende
Bedingungen (Spur 8). Marker: LMW.

Die IT1 F.-Fragmente lieRen sich, auch nach Aufkonzentrierung der positiv getesteten
Fraktionen, per SDS-Gelelektrophorese und konventioneller Farbung nicht nachweisen (Abb.
6.20, Spur 7). Die Western-Blot-Analyse bot neben dem ELISA, eine weitere Mdglichkeit,
rekombinante Fj-Fragmente zu detektieren. Es wurden das Periplasma, die
Sphéaroblastensuspension mit und ohne Induktion durch IPTG und die vereinigten Fgp-
Fragmente-enthaltenden Fraktionen vor und nach Aufkonzentrierung getestet. Auf Grund der
hdéheren Empfindlichkeit des Western-Blots konnte so auch die relative Menge der

exprimierten IT1 F,-Fragmente mit der der Anti-Lysozym-F,,-Fragmente verglichen werden.
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Abb. 6.20 SDS-PAGE und Western-Blot zum Vergleich von Anti-Lysozym- und IT1 Fp-
Fragmenten

links: SDS-PAGE (11%), nicht-reduzierende Bedingungen; Marker: LMW. rechts:
Western-Blot auf Nitrocellulose; Detektion mit Anti-F,,-Ak-POD-Konjugat (1:3000).
Aufkonzentrierte Fraktionen rekombinanten Anti-Lysozym-F,,-Fragmentes; (Spur 1, 8);
Periplasma, nicht induziert (Spur 2, 9); Sphéaroblastensuspension, nicht induziert (Spur 3,
10); Sphéaroblastensuspension, induziert (Spur 4, 11); vereinigte Fraktionen
rekombinanten IT1 F ,-Fragmentes (Spur 5, 12); vereinigte Fraktionen rekombinanten IT1
Fa-Fragmentes, 1. Aufkonzentrierung (Spur 6, 13); vereinigte Fraktionen rekombinanten
IT1 Fa-Fragmentes, 2. Aufkonzentrierung (Spur 7, 14).

Durch Diffusion des reduzierenden Probenpuffers des LMW-Markers erfolgte eine teilweise
Dissoziation des benachbart aufgetragenen Anti-Lysozym-F,,-Fragmentes (Abb. 6.20, Spur
1, 8). Die zweifach aufkonzentrierten IT1 F,,-Fragmente lieRBen sich durch Western-Blot-
Analyse visualisieren. Der Vergleich der Anti-Lysozym-F,,-Fragmente mit den IT1 Fgp-

Fragmenten zeigte, dass Erstere mit deutlich groRerer Intensitat nachzuweisen waren.

6.1.1.9 Splice Overlap Extension (SOE)-PCR zur Amplifikation von scF,-Fragmenten

Die heterologe Expression von scF,-Fragmenten in E. coli bot eine weitere Option zur
Herstellung rekombinanter Antikérperfragmente. Zur Amplifikation von scF,-Fragmenten
wurden Vy- und V| -Fragmente des mAk IT13B8/E6 Uber eine Linker-Sequenz (93 bp)
(Pharmacia , 1992), deren Termini komplementar zum 3'-Ende des Vy- Fragmentes, bzw.
zum 5'-Ende des V| - Fragmentes sind, mittels SOE-PCR miteinander verknipft (Abb. 6.21
A). Dabei wird ein Linker-Primer-Mix des ,Mouse ScFv Module/Recombinant Phage Antibody
System Kits“ (Pharmacia, 1992) eingesetzt, der fiir ein (Gly,Ser);-Motiv codiert. Nach einer
Auffillreaktion erfolgte eine Vervielfaltigung des scFv-Fragmentes. Der verwendete RS-
Primer-Mix des ,Mouse ScF, Module/Recombinant Phage Antibody System Kits*

(Pharmacia) flhrte zur Insertion einer Ncol-Schnittstelle durch den 5'-Primer und einer Notl-
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Schnittstelle durch den 3'-Primer. Diese sollten zur gerichteten Klonierung des scF,-
Fragmentes in ein pET-Expressionssystem genutzt werden (Abb. 6.21 B), das eine pelB
Leadersequenz fir die Sekretion ins Periplasma und einen His-Tag flr eine vereinfachte

Aufreinigung bereitstellt.

A)

\ Vi

bp bp
/]_’ Linker o~
Ncoll -
AN et
— 1000
‘ L 947
— 831
Nco l Not |
| scFv — 400 564
— 300
7 11—
(GlysSer);

B
) NOt;!_: Ncol

B ool

T7 Term T7 Pro

f1ori

pET20b
3716 bp
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Abb. 6.21 SOE-PCR zur Amplifikation von scF,-Fragmenten

A, Schematische Darstellung der Fusion von Vy- und V -Fragment mittels eines DNA-
Linkers und der Insertion der Restriktionsschnittstellen Ncol und Notl durch
entsprechende Primer. Agarosegele (1,5 %); links: Vy-Fragment des mAK IT13B8/E6
(Spur 1), Vi-Fragment des mAK IT13B8/E6 (Spur 2). Marker: 100 bp-Leiter; rechts: scF,-
Amplifikat des mAK IT13B8/E6 (Spur 3). Marker: A-Marker, (A-DNA/EcoRI/Hind Ill). B,
pET20b-Vektor zur Expression von scF,-Fragmenten.
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Das nach SOE-PCR erhaltene Amplikon wurde zunachst zur weiteren Charakterisierung in
den Vektor pGEM-T Easy kloniert. Das Linkerpeptid des scF,-Fragmentes kodiert bei
korrekter Amplifikation flir eine definierte Aminosaure-Sequenz, bei der ein Motiv aus vier
Glycinen, gefolgt von einem Serin, dreimal wiederholt wird. Durch sukzessive Sequenzierung
von vier positiven Klonen wurden verschiedene Mutationen 5'-terminal im Linker-Bereich der
scFv-Fragmente detektiert (Abb. 6.22). Der Klon pGsc22 wies in der Linker-Region einen
g—t-Austausch auf, wodurch statt des zweiten Glycins ein Valin kodiert wurde (Abb. 6.22 A).
Die Untersuchung des Klons pGsc10 ergab, dass durch eine fehlerhafte Amplifikation ein
Aminosaure-Austausch erfolgte. Als Konsequenz wurde das erste Glycin des Linker-
Bereiches durch ein Asparagin ersetzt. Ein a—g-Austausch ergab anstelle des dritten
Glycins ein Serin (Abb. 6.22 B). Im Klon pGsc55 wurde ein t—g-Austausch identifiziert,
welcher zu einem Cystein statt des ersten Glycins des Peptid-Linkers flhrte (Abb. 6.22 C).

tggggccaagggaccacggtcaccgtctcecctcaggtgtaggecgggtcaggecggaggtgge 60 Ao
w G o G T T Vv T Vv S 8 66 vV G G s G G G G 20
tctggcggtggcggatcggacattgagctcactcagtctcca 102
s 6 G G G s Db I E L T Q S P 34

tggggccaagggaccacggtcaccgtctcectcaaatggaageggttcaggeggaggtgge 60
w G o G T T Vv T v s S N G sS G s G G G G 20

tctggcggtggcggatctgacattgagctcacccagtctcca 102 B)
S s D I E L T Q S P 34

tggggccaagggaccacggtcaccgtctcecctcatgtggaggecggttcaggecggaggtgge 60
w G o G T T Vv T Vv s s € GG GG G s G G G G 20

tctggcggtggecggttecggacattgagctcacccagtcectceca 102
s G G G G s DI E L T Q S P 34 C)

tggggccaagggaccacggtcaccgtctcecctcagggggaggcggttcaggecggaggtgge 60
w G o G T T Vv T Vv S 8 6 G GG G s G G G G 20

tctggcggtggcggatcggacattgagctcactcagtcectceca 102
s 6 G G G s DI E L T Q S P 34 D)

Abb. 6.22 Nukleinsaure- und abgeleitete Aminosauresequenzen der scF,-Linker-Region
nach SOE-PCR

Nukleinsaure- und Aminosauresequenz der scF,-Linker-Region der Klone: A, pGsc22; B,
pGsc10; C, pGsch5; D, pGsclT1K12. Die Aminosauresequenzen der Peptid-Linker sind
grau markiert und die Aminosaure und Nukleinsaure-Mutationen sind fett hervorgehoben.
Die Primer 3-Vy FOR und 5-Vx BACK sind kursiv dargestellt und die
Restriktionsschnittstellen BstEll (V) und Sacl (V) sind unterstrichen.

SchlieBlich konnte jedoch ein scF,-Fragment ohne Mutation im Klon 12 (Vektor pGsclT1K12)
identifiziert werden (Abb. 6.22 D). Das korrekt amplifizierte scF,-DNA-Fragment wurde durch
eine Noftl/Ncol-Restriktion aus dem Sicherungsvektor pGEM-T Easy gewonnen und nach
Aufreinigung aus einem praparativen Agarosegel in den Expressionsvektor pET20b kloniert

(vgl. Abb. 6.21) Beide Vektoren wurden durch Restriktions- und Sequenzanalysen Uberpriift.
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6.1.1.10 Klonierung des Vektors pASKscFvIT1 zur heterologen Expression

rekombinanter IT1 scF,-Fragmente

In Kapitel 6.1.1.7 wurde geschildert, dass die SOE-PCR zur Amplifikation von scF,-
Fragmenten im Linkerbereich, aulerst mutationsanfallig ist. Alternativ zur SOE-PCR wurde
der Vektor pASKIT1 (Kap. 6.1.1.4) weiter modifiziert, um eine vereinfachte Konstruktion

rekombinanter IT1 scF,-Fragmente zur spateren, heterologen Expression zu ermdglichen.

NeOlpst

BstEIl
Vy -Sacl

scF,-Linker
Vi

o

pGscIT1 N

3793 bp

BstEl Sacl Xhol Bglll Sall
Ncol HindllI

Amp

Linker VL c-myc His
5'-BstElIRev 3-Mega2 pASKscFvIT1
> Amp 4558 bp

lagl®

lagl®

- pASKIT1 | . ,v & Vi g Pst
P 5189bp ompA [ Xbal ’ v B
Vi ;..r"' Pstl 11 Xhol Pstl
& Pstl | Neol
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Yol Hindlll

HindIll pol PSS

Abb. 6.23 Konstruktion des scF,-Fusions-Fragmentes

Schematische Darstellung des scF,-Fusions-Fragmentes im Vektor pASK84. Ausgehend
von einem scF,-Fragment wurden der Linker und das Vy-Fragment reamplifiziert. Durch
die verwendeten Primer wurden ein His-Tag und ein c-myc-Tag generiert. Durch diverse
Restriktionsschnittstellen wird die Excision dieser Tags, die Insertion eines CSav-Tags
und der Austausch von Vy; und V| -Fragmenten erméglicht.

Durch die Modifikation des Vektors pASKIT1 (Kap. 6.1.1.4) wurde zudem ein
Expressionsvektor konstruiert, welcher die Mdglichkeit zur periplasmatischen Expression von
IT1 scF,-Fragmenten bietet.

Nach Restriktion mit den Endonukleasen BstEll und Hindlll wurden zunachst die Cu4-, V.-
und C_4-Regionen von dem Vektor pASKIT1 abgetrennt und der linearisierte Restvektor tber

ein praparatives Agarosegel aufgereinigt. Der Vektor pGsclT1 Klon 12, der keine Mutation in
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der Linkerregion aufwies, wurde als Matrize zur Amplifikation des scF,-Fusions-Fragmentes
eingesetzt (Kap. 5.2.2.6). In einer Zwei-Stufen-PCR wurde zunéchst der 3'-Primer Mega1 mit
dem 5'-Primer BstElIRev verwendet und das PCR-Produkt fir eine anschlieRende PCR mit
der Primerkombination 5'-BstEIIRev/3'-Mega2 eingesetzt. Das entstandene Linker-V -Tag-
Produkt wurde, nach einer Zwischenklonierung in pGEM-T Easy, durch Restriktions- und
Sequenzanalyse (Daten nicht gezeigt) Gberprift und zur weiteren Charakterisierung,
ebenfalls mit BstEll und Hindlll geschnitten und nach Aufreinigung Uber ein praparatives
Agarosegel mit dem pASKIT1-Restvektor ligiert (Abb. 6.23). Die erfolgreiche Konstruktion
des resultierenden Vektors pASKscFvIT1 wurde durch eine Restriktions- (Abb. 6.24) und

Sequenzanalyse bestatigt.

190 —
147 —

110/111 ~]
67 —
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Abb. 6.24 Restriktionsanalyse des Expressionsvektors pASKscFvIT1

PAGE (10 %). Restriktionen des Vektors pASKscFvIT1: BstEll/Hindlll-Restriktion (Spur 2)
Xbal/BstEll-Restriktion (Spur 3), Pstl-Restriktion (Spur 4). Marker: pUC 19 DNA/Mspl
(Hpall).

Die BstEll/Hindlll-Doppelrestriktion des Expressionsvektors pASKscFvIT1 ergab wie erwartet
ein 468 bp V| -enthaltendes Fragment (Abb. 6.24, Spur 2), die Xbal/BstEll-Restriktion ein
422 bp grolRes Vy-enthaltendes Fragment (Abb. 6.24, Spur 3). Wurde der Vektor mit der
Endonuklease Pstl geschnitten, entstanden 4309 bp, 189 bp und 60 bp groflie
Restriktionsfragmente, von denen die beiden kleineren Fragmente im Agarosegel (Abb. 6.24,
Spur 4) detektiert wurden. Zur periplasmatischen Expression wurde E. coli JM83 (Yanisch-
Perron et al., 1985) als Wirt gewahlt.

Die Konstruktion des Vektors pASKscFvIT1 bietet die Moglichkeit zur Aufreinigung von scFv-
Fragmenten anstelle der zuvor verwendeten (Kap. 6.1.1.4) Fa-Fragmenten aus dem

Periplasma. Die Detektion des rekombinanten Proteins kann durch einen der beiden
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fusionierten His- und c-myc-Tags erfolgen. Durch die zusatzliche Bereitstellung der
Restriktionsschnittstellen Bgl/ll und Ncol wird die Insertion von CSav eréffnet und so die fur
das EU-Projekt erwogene Moglichkeit zur Verknlpfung des Antikérperfragmentes mit
biotinylierter DNA.

6.1.1.11 Detektion rekombinanter IT1 scF,-Fragmente

Mittels SOE-PCR wurden scF,-Fragmente des mAk IT1 3B8/E6 amplifiziert (Kap. 6.1.1.9).
Nach Identifizierung eines korrekt vervielfaltigten Produktes wurde das IT1 scF,-Fragment
aus dem Vektor pGscIT1 in den Expressionsvektor pET20b kloniert. Die Familie der pET-
Vektoren wurde fiir die Klonierung und Expression von Proteinen entwickelt. pET-Vektoren
unterstehen der Kontrolle eines starken T7-Promotors (Studier et al., 1990). Die heterologe
Expression des Proteins erfolgt durch die Induktion mit IPTG. Die T7-RNA-Polymerase ist in
das Genom des Wirtes E. coli BL21(DE3) pLysS integriert. Der schwache ¢$3.8-Promotor des
Plasmids pLysS sorgt flr die Hintergrundexpression des bifunktionalen T7-Lysozyms. Das
Enzym inhibiert die T7-RNA-Polymerase, damit die Expression nur nach Induktion stattfindet.
Zudem wird die Mureinwand des Wirtsbakteriums verdaut, wodurch die Akkumulation
zytotoxischer Proteine unterbunden wird. Nach cytosolischer Expression wird das Protein
aus Einschlusskorpern renaturiert. Durch die pelB-Leadersequenz, die die Translokation des
Proteins ins Periplasma ermdglicht, weisen die im Cytosol verbliebenen scF,-Fragmente eine
etwas groRere Masse auf, als die l6slichen Proteine im Periplasma, deren Leadersequenz
zuvor abgespalten wird. Zur Detektion rekombinanter IT1 scF,-Fragmente im Cytosol,
wurden pelletierte Zellen einer 100 ml-Kultur aufgeschlossen. Dabei wurden Zellen eines mit
IPTG induzierten, so wie die eines nicht-induzierten Ansatzes aufgearbeitet. Die Fraktionen
wurden durch SDS-PAGE auf das Vorhandensein von IT1 scF, untersucht (Abb. 6.25).
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Abb. 6.25 SDS-PAGE zur Detektion von cytosolischen IT1 scF,-Fragmenten

SDS-PAGE (11%); Spharoblasten, nicht-induziert (Spur 1); Uberstand, nicht-induziert
(Spur 2); Spharoblasten, induziert (Spur 3); Uberstand, induziert (Spur 4); Uberstand,
induziert, reduzierende Bedingungen (Spur 5). Marker: LMW.

Die Spharoblastensuspension des induzierten Ansatzes (Abb. 6.25, Spur 3) wies eine Bande
auf, die der erwarteten Grolie des scF,-Fragmentes (ca. 25 kDa) entsprechen kénnte. In den
Uberstdnden war, unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen, keine
entsprechende Bande nachzuweisen. Das pET 20-System erforderte hier die Renaturierung
des Proteins aus Einschlusskorpern und die Prozessierung der Leadersequenz pelB und
erwies sich fir die Expression von scF,-Fragmenten als ungeeignet und wurde daher nicht

weiter verfolgt, bzw. optimiert.

Um eine funktionelle, periplasmatische Expression von IT1 scF,-Fragmenten zu ermdglichen,
wurde der, auf der Basis des Vektors pASKIT1 konstruierte Vektor pASKscFvIT1 (Kap.
6.1.1.10) eingesetzt. Dieser erlaubte dann die Detektion des scF,-Fragmentes sowohl durch

den His-Tag als auch den c-myc-Tag.

Aus einer zwei-Liter-Anzucht des Stammes E. coli JM83/pASKscFVIT1 wurde das
Periplasma aufgearbeitet und die His-Tag fusionierten, rekombinanten IT1 scF,-Fragmente
wurden unter Verwendung von Ni-NTA-Agarose isoliert und mittels FPLC fraktioniert eluiert.

Die Detektion der rekombinanten Proteine in den aufgefangenen Fraktionen erfolgte durch
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ELISA (Abb. 6.26). unter Verwendung eines Anti-c-myc-Antikdrpers. Der Nachweis des Anti-

c-myc-Antikorpers erfolgte durch goat-anti-mouse-anti-F,-Peroxidase-Konjugat.

A) OPD
Goat-anti-mouse @
-anti-Fab-Ak
Extinktion
bei 490 nm
Anti-c-myc-Ak
IT1-scF,
H-FABP «— Analyt
14
B)

OD 490 nm

Wt

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T1
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Fraktion

0,0

Abb. 6.26 ELISA zur Identifizierung IT1 scF,-enthaltender Fraktionen

A, Schematische Darstellung des ELISA-Formates zur Detektion IT1 scF,-enthaltender
Fraktionen. B, Auswertung des ELISAs nach Format A; Antigen: H-FABP (50 ug/ml);
Fanger: IT1 scF,-Fragment (1:2); Detektion durch goat-anti-mouse-anti-F,-Peroxidase-

Konjugat (1:3000).

Im Chromatogramm konnte in den Fraktionen 18-23 bei 280 nm eine hohere Extinktion
gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Durch ELISA wurde der grote Anteil c-myc-Tag
enthaltender IT1 scF,-Fragmente in den Fraktionen 16-23 nachgewiesen. Der Peak im

Chromatogramm konnte somit dem rekombinanten scF,-Fragment zugeordnet werden.
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Im SDS-PAGE konnten die IT1 scF,-Fragmente in der Spharoblastensuspension sowie im
periplasmatischen Uberstand auf Grund der geringen Konzentration nicht anhand einer
distinkten Bande erkannt werden. Eine weitere, sensitivere ldentifizierungsmadglichkeit, die
auch schon bei der Expression rekombinanter IT1 F-Fragmente und anti-Lysozym-F -
Fragmente erfolgreich eingesetzt wurde, bot die Western-Blot-Analyse (Abb. 6.27). Die
Detektion erfolgte hier durch Ni-NTA-alkalische-Phosphatase-Konjugat, mit dessen Hilfe His-

Tag-Proteine analog zu Immunoblots detektiert werden kdnnen.

kD g - % &
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67
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Abb. 6.27 Western-Blot zur Identifizierung von IT1 scF,-Fragmenten

Western-Blot auf Nitrocellulose; Spharoblasten, nicht-induziert (Spur 1); Uberstand, nicht-
induziert (Spur 2); Spharoblasten, induziert (Spur 3); Uberstand, induziert (Spur 4);
Detektion mit Ni-NTA-AP-Konjugat.

Anhand dieses Western-Blots konnten die His-Tag-fusionierten scF,-Fragmente detektiert
werden. Das intensivste Signal ergab sich nach Aufarbeitung der Spharoblasten und der
periplasmatischen Fraktion des induzierten Ansatzes, allerdings wurde auch ohne Induktion
mit IPTG eine gewisse basale Aktivitdt des Promotors beobachtet. Auch bei Verwendung
des pASK-basierten Expressionssystems fiir scF,, das einen deutlich schwacheren Promotor
als das pET-System aufweist, reichte die intrazellulare Konzentration an scF,-Fragmenten

aus, um im Cytosol wahrscheinlich die Aggregation zu EinschluBkérpern zu favorisieren.
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6.1.2 Charakterisierung der monoklonalen Antikérper CEA2-4.4 und CEA3-55.4

gegen carcinoembryonales Antigen

Im Rahmen des ULISA-EU-Projektes wurden zwei weitere monoklonale Antikorper, die
gegen den Tumormarker carcinoembryonales Antigen (CEA) gerichtet waren, charakterisiert.
CEA st ein tumorassoziiertes Antigen, das zur klinischen Diagnostik einer Vielzahl von
Erkrankungen eingesetzt wird. Die monoklonalen IgG1-Antikorper CEA2-4.4 und CEA3-55.4
finden vielfaltige Anwendungsmaglichkeiten in biologischen Assays, da sie simultan an CEA

binden und somit unterschiedliche Epitope besetzen.

6.1.2.1 Isolierung von RNA und Amplifikation von CEA3-55.4 und CEA2-4.4 V- und -

V.- Sequenzen

Aus jeweils 1 x 10" Tumor-Hybridomzellen wurde Gesamt-RNA der monoklonalen Antikérper
CEA2-4.4 und CEAS3-55.4 gegen carcinoembryonales Antigen (CEA) isoliert. Die RNA-
Konzentrationen des mAK CEA2-4.4 betrug 2,7 mg/ml und die des mAK CEA3-55.4 2,5
mg/ml. Die Quotienten der Extinktionswerte bei 260 nm und 280 nm betrugen fur CEA2-4.4
1,87 und fir CEA3-55.4 1,88. Die RNA-Praparationen waren somit nicht durch Proteine
verunreinigt. Zur reversen Transkription wurden 5 ug Gesamt-RNA eingesetzt.

Zur Amplifikation der V- und V -Sequenzen wurden wiederum die Primer verwendet, welche
mit den konservierten Framework-Regionen 1 und 4 der variablen AntikGrperregionen
hybridisieren (Kap. 6.1.1.1) und sich bei der Klonierung der variablen Regionen des IT1
monoklonalen Antikérpers bewahrt haben. Durch den Einsatz der Primer 5-VH1BACK und
3'-VH1FOR wurde die Vy-Sequenz vervielfaltigt. Die V -Region wurde unter Verwendung der
Primerkombination 5'-VK2BACK und 3'-Vx4FOR amplifiziert. Die Uberpriifung der PCR-
Produkte durch Agarose-Gelelektrophorese (Abb. 6.28) bestatigte die Vervielfaltigung der V-

und der Vy-Fragmente und zeigte die erwarteten GréRen von 336 bp bzw. 351 bp.
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Abb. 6.28 Amplifikation von V- und V| -Regionen der mAK CEA2-4.4 und CEA3-55.4

Agarosegel (1,5 %); Als Matrizen wurde revers transkribierte cDNA aus mRNA
eingesetzt. Vu-Fragment CEA2-4.4, Hybridisierungstemperatur 52°C (Spur 1); V.-
Fragment CEA2-4.4, Hybridisierungstemperatur 50°C (Spur 2); V| -Fragment CEA3-55.4,
Hybridisierungstemperatur 50°C (Spur 3); Vy-Fragment CEA3-554,
Hybridisierungstemperatur 50°C (Spur 4). Marker: 100 bp-Leiter.

Die Bande des CEA2-4.4-V-Amplikons erschien im Gel schwacher als die Amplifikate der
Ubrigen Antikorper-Fragmente (Spur 1). Da einige PCR-Nebenprodukte die PCR-Ansatze
verunreinigten, wurden die Produkte gewlinschter Grof3en aus dem Agarose-Gel isoliert und
aufgereinigt. Nach einer weiteren gelelektrophoretischen Uberpriifung der gereinigten
Produkte (Daten nicht gezeigt) wurden die V- und V| -Fragmente jeweils tber TA-Klonierung
in den Vektor pGEMT Easy kloniert. Die resultierenden Sicherungsvektoren pGCEA2VH,
pGCEA2VL, pGCEA3VH und pGCEA3VL wurden zunachst durch Restriktionsanalyse und
anschliel’ende Agarose-Gelelektrophorese untersucht. Die Generierung der
Restriktionsschnittstellen, Sacl und Xhol durch die Verwendung der Primer 5-VK2BACK und
3'-Vk4FOR zur Amplifizierung der V -Fragmente von CEAZ2-4.4 und CEA3-55.4 wurde so
bestatigt. Durch  Sacl-/Xhol-Restriktionen  wurden die V. -Fragmente aus den
Sicherungsvektoren isoliert (Abb. 6.31 Spuren 2, 3). Da sich auch in der MCS (multicloning
site) des Vektors eine Sacl-Schnittstelle befindet, wurden ferner 56 bp gro3e Fragmente
sichtbar. So konnte festgestellt werden, dass die V -PCR-Produkte in 5'-3'-Richtung in den
Vektor inseriert waren. Die Vy-Region des mAK CEA 3-55.4 weist die durch die Primer 5'-
VH1BACK und 3'-VH1FOR inserierten Schnittstellen Pstl und BstEll auf. Das Vy-Fragment

des mAK CEA3-55.4 wurde nach Restriktion mit diesen Restriktionsenzymen aus dem
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Vektor pGCEA3VH geschnitten (Abb. 6.31, Spur 4). Durch die Insertion des Fragmentes in
5'-3'-Richtung ergibt sich zusatzlich ein 37 bp grol’es Fragment, da die MCS des Vektors
eine Pstl-Schnittstelle beinhaltet. Die weitere Charakterisierung der variablen Regionen
erfolgte durch Sequenzierung. Die Nukleotidsequenzen der Vy-Region von CEA3 und der V, -
Regionen von CEA2-4.4 und CEA3-55.4 sind in Abb. 6.29 dokumentiert.

CEA3-55.4- Vy
aggtcaagctgcaggagtctggaggaggctggtacaggcctgggggttctatgagacttc 60
tcctgtgcaacttctgggttcaccttcagtgattactacatagectgggtectgeccagcecat 120
ccaggaaaggcacttgagtggttgggttttattagaacaaagctaatggttacacaacag 180
agttcagtgcatctgtgacgggtcggttcaccatctctagagataattcccaaagcatcce 240
tctatcttcaaatgaacaccctgagagctgaggacagtgccacttattactgtgcaagag 300
ataggggaatacggtactactttgactactggggccaagggaccacggtcaccgtctcect 360
ca 362
CEA3-55-V,
gacattgagctcacccagtctccagcaatcctgtctgcatctccaggggagagggtcaca 60
atgacttgcagggccaactcacgtgtaacttacatgcactggtaccagcagaagccagga 120
tcctcececcccaaaccctggatttatgceccacatccaacctggettetggagtececectgetege 180
ttcagtggcagtgggtctgggacctcttactctctcacaatcagcagagtggaggctgaa 240
gatgctgccacttattactgccagcagtggagtagtaacccacccacgttecggtgectggg 300
accaagctcgagataaaacgg 321
CEA2-4-V,
gacattgagctcacccagtctccagcttccttagectgtatctctggggcagagggecacce 60
atctcatgcagggccagcaaaagtgtcagtgcatctggctatagttatatgcacttggta 120
ccaacagaaaccaggtacagccacccaaactcecctcatctatecttgecatccaacctagaat 180
ctggggtccctgccaggttcagtgggcagtgggtctgggacagacttcaccctcaacate 240
catcctgtggaggaggaggatgctgcacctattactgtcagcacagtatgggagecttceg 300
cttacgttcggtgctgggaccaagctcgagataaaacgg 339

Abb. 6.29 Nukleinsauresequenzen der V- und V -Regionen der mAK CEA2-4.4 und
CEA3-55.4

Restriktionsschnittstellen Pstl/BstEll (Vy) und Sacl/Xhol (V\) sind unterstrichen. Primer 5'-
VH1BACK, 3'-VH1FOR, 5'-VK2BACK und 3'-V4FOR sind kursiv dargestellt.

Eine Restriktion des Vektors pGCEA2VH mit Pstl und BstEll resultierte in einem sich
unterscheidenden Restriktionsmuster (Abb. 6.31, Spur 6), welches sich jedoch auch von
dem des Vektors pGVHIT1 (Abb. 6.31, Spur 7) unterschied. Im Vy-Fragment des mAK
CEA2-4.4 wurden in der Restriktionsanalyse zudem, wie beim IT1-Vy-Fragment, aufser dem
Restvektor zusatzliche Fragmente erhalten, was auf interne Pstl-Restriktionsschnittstellen
hinwies. Zur Verdeutlichung, dass es sich beim V-Fragment des mAK CEA2-4 .4 tatsachlich
um das gesuchte Vy-Fragment handelt, wurde diese Sequenz mit der des Vy-Fragmentes
des mAK IT-1 3B/EG6 verglichen (Abb. 6.30).
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PstI

CEA2Vy:aggtccagctgcaggagtctggggcagagcttgtgaggtcaggggecctcagtcaagttgtectg 64

Frerrerrererer reer reeerrerer o re b rrrrrrrrrrr rer rrrrrnd
IT-1Vy:aggtccagctgcagcagtcaggggctgaactggcaagacctggggcctcagtgaagatgtecctg 64

CEA2Vy:cacagcttctggcttcaacattaaagactactatatgcactgggtgaagcagaggcctga 124
L e rr et b [ FEETEEEEErr tr rrrr e
IT-1Vy:caaggcttctggctacacctttactagectacacgatgcactgggtaaaacagaggcctgg 124
CEA2Vy:acagggcctggagtggattggatggattgatcctgagaatggtgatactgaatatgeccce 184
CEETEr terer rrrerrre ottt Ll e 1
IT-1Vy:acagggtctggaatggattggctacattaatcctagcagtggttatactagttacactca 184
PstI PstI
CEA2Vy:gaacctccagggcaaggccactatgactgcagacacatcctccaacacagectacctgea 244
N R e R R
IT-1Vy:gaagttcaaggacaaggccacattgactgcagacaattcctccagcacagecctacatgcea 244
CEA2Vy:gctcagcagcctgacatctgaggacactgcecgtctattactgtaatgtaaggggectttac 304
Lot rrrerrrrerrrrrrrer e rerr trrrrr el I I
IT-1Vy:actgagcagcctgacatctgaggactctgcagtctattactg tgtacgag 294
Pstl
CEA2Vy:tacggctaccgtctactttgactactggggccaagggaccacggtca 351
L rrrer rrrrr FETTEEET Rt ettt e
IT-1Vy: atggttaccg gtacttcgatgtctggggccaagggaccacggtcaccgtctcctca 350
BstEII BstEII

Abb. 6.30 Vergleich der Vy-Nukleotidsequenzen der Klone pGVHIT1 des mAK IT13B8/E6
und pGCEA2VH des mAK IT-1 3B8

Restriktionsschnittstellen Pstl/BstEll (Vi) sind unterstrichen.

Der Sequenzvergleich zeigte, dass sich die Sequenzen eindeutig beziglich ihrer
Nukleotidabfolge und der Position der Restriktionsschnittstellen unterschieden (Abb. 6.30).
Die Sequenzen der Vy-Regionen waren zu 78% identisch. Eine der beiden internen Pstl-
Schnittstellen lag bei beiden Vy-Fragmenten an identischer Position, die andere war beim
CEA2-4.4-Vy um 31 nt zum 5'-Ende verschoben (Abb. 6.31). Eine interne BstEIl-
Schnittstelle, wie im Falle des IT1-Vy-Fragmentes, wurde beim CEA2-4.4-Vy-Fragment nicht
gefunden.

Die Strategie, die zur Amplifikation und Klonierung des IT1-Vy-Fragmentes verfolgt wurde
(Kap. 6.1.1.4), wurde auf das CEA2-Vy-Fragment Ubertragen. Durch eine Nsil/BstEIl-
Restriktion wird die Umklonierung in einen mit Pstl/BstEll geotffneten pASK-Vektor, und
damit die periplasmatische Expression eines CEA-Fa-Fragmentes, ermoglicht. Die
Restriktionsschnittstellen Nsil und Pstl weisen kompatible Nukleotidiberhange auf, jedoch
wird die Erkennungssequenz der Restriktionsschnittstellen nach erfolgreicher Klonierung
zerstort. Zu diesem Zweck wurde unter Verwendung des Primers 5'-VyNsil ein PCR-Produkt
mit einer Nsil-Restriktionsschnittstelle generiert und resultierte in einem Fragment erwarteter
Grofe (350 bp). Das Amplifikat wurde in den Sicherungsvektor pGEMT Easy kloniert und der
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so generierte Vektor pGCEA2VHN durch Restriktions- (Abb. 6.31, Spur 5) und

Sequenzanalyse bestatigt .

bp

501 __
489—
404—
3317
242—
190—
147 —
111

67 —

34 —
26 —

Abb. 6.31 Restriktionsanalyse der Plasmide pGCEA2VH, pGCEA2VL, pGCEA3VH,
pGCEA3VL und pGVHIT1

PAGE (10 %); Marker: pUC 19 DNA/Mspl (Hpall); Sacl/Xhol-Restriktionen der Vektoren
pGCEA3VL (Spur 1) und pGCEA2VL (Spur 2). Pstl/BstEll-Restriktion des Vektors
pGCEA3VH (Spur 3); Nsil/BstEll-Restriktion des Vektors pGCEA2VHN (Spur 4);
Pstl/BstEll-Restriktion der Vektoren pGCEA2VH (Spur 5) und pGVHIT1 (Spur 6).

Die variablen Regionen der mAK CEA2-4.4 und CEA3-55.4 sollten im Rahmen des EU-
Projektes auch in Form von scF,-Fragmenten zur Verfiigung gestellt werden. Aquivalent zur
Herstellung der scF,-Fragmente des Modell-Antikdrpers mAk IT13B8/E6 (Kap. 6.1.1.9),
wurden die Vy- und V -Fragmente Uber eine (Gly,Ser)s;-Linker-Sequenz mittels SOE-PCR
miteinander verkniipft (Abb. 6.32).
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bp

— 900
— 800
— 700

Abb. 6.32 SOE-PCR zur Amplifikation von CEA-scF,-Fragmenten

Agarosegel (1%). scF,-Amplifikat des mAK CEA2-4.4 (Spur 1). scF,~-Amplifikat des mAK
CEA3-55.4 (Spur 2). Die Wasserkontrolle der PCR wurde in Spur 3 aufgetragen. Marker:
100 bp-Leiter.

Da die Modellantikérper CEA2-4.4 und CEA3-55.4 in der Immun-PCR nicht weiter verwendet
wurden, wurde die Expression rekombinanter Anti-CEA-Antikérperfragmente im Rahmen

dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.

6.2 Klonierung und heterologe Expression von Kern-Streptavidin (CSav) in

E. coli

Ziel des ULISA-EU-Projektes (CT97-0502) war die Etablierung eines Immun-PCR-
Verfahrens, in dem optional rekombinante Antikdrperfragmente eingesetzt werden konnten.
Zur Erhoéhung der Signalintensitat kann ein biotinylierter DNA-Marker an den
Detektorantikérper gekoppelt werden. Zu diesem Zweck wurde im Rahmen dieser Arbeit
funktionelles, rekombinantes Kern-Streptavidin exprimiert und auf seine Funktionalitat

getestet.
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6.2.1  Klonierung des Expressionsvektors pETCS

Zur Herstellung von scF,-Fragmenten wurde der Vektor pASKscFvIT1 konstruiert (Kap.
6.1.1.10). Die Modglichkeit, ein rekombinantes scF,-Streptavidin-Fusionsprotein zu
exprimieren, bietet die Insertion eines Kern-Streptavidin-Gens stromabwarts des scF,-Gens.
Nach Anzucht von Streptomyces avidinii wurden die gram-positiven Zellen unter
Verwendung von Proteinase K und SDS lysiert und die DNA mittels einer Kaliumacetat-
Lésung und eiskaltem Ethanol gefallt. Durch anschlieRende Phenol-Chloroform-Extraktion
nach Chomczynski und Sacchi (1987) wurde die DNA aufgereinigt (Kap. 5.2.3.1).
Photometrisch wurde die Konzentration in einer Hohe von 0,105 ug/ml bestimmt und eine
Verunreinigung des Isolats durch Proteine konnte ausgeschlossen werden. Im Agarosegel
konnte eine einzelne, hochmolekulare Bande detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Aus der 159 Aminosauren umfassenden, nativen Region wurde zur Produktion
rekombinanten Streptavidins eine Kernsequenz von 118 Aminosauren (CSav) nach Sano
(1995) ausgewahlt (Abb. 6.33).

Zur Amplifikation des CSav wurden die Primer 5'-Strep5 und 3'-Strep3 eingesetzt, die die
Restriktionsschnittstellen Ndel und BamHI beinhalten, um eine spatere Klonierung in den

Expressionsvektor pET 3c (Novagen) zu erméglichen.
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atgcgcaagatcgtcgttgcagceccatcgecgtttecctgaccacggtctecgattacggec

s A S A D P S K D S K A Q V 5 A A E A G

atcaccggcacctggtacaaccagctcggctcgaccttcatecgtgacecgegggegecgac
I T 6 T w ¥ N OQOQ L G S T F I V T A G A D

ggcgccctgaccggaacctacgagtcggecgtecggcaacgeccgagagecgetacgtectg
G A L T GG T Y E S A V G N A E S R Y V L

accggtcgttacgacagcgccccggeccaccgacggcageggcaccgeeccteggttggacg
T G R Y b S A P A T D G S G T A L G W T

gtggcctggaagaataactaccgcaacgcccactccgecgaccacgtggagcggeccagtac
vV A W K N N Y R N A H S A T T W S G Q Y

gtcggcggcgeccgaggcgaggatcaacacccagtggetgetgacctececggcaccaccgag
v 6 G A E AR I NTOQWL L T S G T T E

gccaacgcctggaagtccacgctggtecggeccacgacaccttcaccaaggtgaagccgtcce
AN A W K S T L V G H DT F T K V K P S

gccgectceccatcgacgecggcgaagaaggccggcgtcaacaacggcaacccgetcecgacgec
A A S I D A A K KA AGV N NG N P L D A

gttcagcagtag
v o o -

60
20

120
40

180
60

240
80

300
100

360
120

420
140

480
160

540
180

552
183

Abb. 6.33 Nukleinsdure- und Aminosauresequenzen Kern-Streptavidin-Region von

Streptomyces avidinii

Die Kern-Streptavidin-Region nach Sano (CSav) ist fett hervorgehoben. Das Startcodon

ist kursiv dargestellt, das Signalpeptid ist gepunktet unterlegt

Primerbindungsstellen unterstrichen.

und die



6 Ergebnisse 105

bp

— 1000

— 400
— 300

Abb. 6.34 Amplifikation der Kern-Streptavidin-Region (CSav) aus Streptomyces avidinii

Agarosegel (1,5 %); Als Matrize wurde genomische DNA aus Streptomyces avidinii
eingesetzt. Hybridisierungstemperatur 55°C (Spur 1), Hybridisierungstemperatur 58°C
(Spur 2) Hybridisierungstemperatur 61°C (Spur 3). Marker: 100 bp-Leiter.

Gemal den Erwartungen wurden CSav-Amplifikate von 362 bp erhalten (Abb. 6.34). Die
PCR-Produkte wurden zur weiteren Sequenzanalyse Uber eine TA-Klonierung in den Vektor
pGEM-T Easy kloniert und die korrekte Nukleotidsequenz konnte identifiziert werden (Daten
nicht gezeigt). Der resultierende Vektor pGCS wurde mit den Enzymen Ndel und BamHI
geschnitten. Nach agarosegelelektrophoretischer Trennung der Restriktionsfragmente wurde
das CSav-Fragment aus dem Gel aufgereinigt und gerichtet in den Vektor pET3c kloniert
(Abb. 6.35).

Xmalll
Ndel

pETCS
4964 bps

pGCS _}

3393 bps

“Xmalll
pBR3220ri

Abb. 6.35 Schema zur Konstruktion des Expressionsvektors pETCS

Ausgehend vom Vektor pGCS wurde durch gerichtete Klonierung des CSav-Fragmentes
der Expressionsvektor pETCS hergestellt.
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Das Ligationsprodukt pETCS wurde in den Stamm E. coli DH5a transformiert und zur
Charakterisierung aus diesem reisoliert. Die Konstruktionen des Ausgangsvektors pGCS
sowie die des resultierenden Expressionsvektors pETCS wurden durch Restriktionsanalyse

(Abb. 6.36) und Sequenzanalyse bestatigt.

bp

1000
— 900
— 800
— 700

Abb. 6.36 Restriktionsanalyse der Plasmide pGCS und pETCS

Agarosegel (1,5 %); AlwNI-Restriktionen des Vektors pGCS, Klon 3 (Spur 1) und Klon 5
(Spur 2). Xmalll-Restriktionen des Vektors pETCS, Klone 1-6 (Spuren 3, ff.); 100 bp-
Leiter.

Den Erwartungen entsprechend ergab die Restriktion des Vektors pGCS mit AIwNI bei
Insertion des CSav-Fragmentes in 5'-3'-Richtung ein 2433 bp und ein 960 bp groRes
Fragment (Abb. 6.36, Spur 1). Bei Insertion des CSav-Fragmentes in 3'-5'-Orientierung
resultieren Fragmente der GroRen 2235bp und 1158 bp (Abb. 6.36, Spur 2). Alle
untersuchten Klone des modifizierten Expressionsvektors pETCS wiesen nach Xmalll-
Restriktion die erwarteten 4203bp und 761 bp groRen Banden auf (Abb. 6.36, Spur 3ff.). Die
Klone 1-3 wurden zur Expression in den Stamm E. coli BL21(DE3)pLysS transformiert.
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6.2.2 Expression und Aufreinigung von Kern-Streptavidin (CSav)

Zur Produktion rekombinanten Kern-Streptavidins wurden die Stamme E. coli
BL21(DE3)pLysS/pETCS der Klone 1-3 zunachst in 30 ml-Anzuchten Kkultiviert. Die
Expression eines Ansatzes des Klon 1 wurde mit IPTG induziert, ein weiterer Ansatz
desselben Klons wurde nicht induziert und als Kontrollansatz aufgearbeitet. Wie im Kapitel
6.1.1.11 beschrieben, wird das rekombinante Protein nach cytosolischer Expression aus

Einschlusskorpern aufgereinigt

kDa

— 20

> — 14

Abb. 6.37 SDS-PAGE zur Uberpriifung der Kern-Streptavidin (CSav)-Klone

SDS-PAGE (11%); Sphéaroblasten, induziert, Klon 1 (Spur 1); Spharoblasten, induziert,
Klon 2 (Spur 2); Spharoblasten, induziert, Klon 3 (Spur 3); Spharoblasten, nicht-induziert,
Klon 1 (Spur 4); Spharoblasten. Marker: LMW.

Spharoblastenfraktionen wurden im SDS-PAGE uberprift (Abb. 6.37) und wurden vor dem
Gel-Auftrag fur 5 min bei 102°C aufgekocht. Das rekombinante, monomere Kern-Streptavidin
hat eine berechnete Masse von 14 kDa. In den Spharoblastensuspensionen aller induzierten
Ansatze konnte im SDS-PAGE je eine Bande der erwarteten GréRe nachgewiesen werden.
Im nicht-induzierten Ansatz des Klon 1 konnte keine prominente Bande bei 14 kDa

nachgewiesen werden.

Der Klon 1 des Stammes E. coli BL21(DE3)pLysS/pETCS wurde fur eine 1 |-Anzucht
ausgewahlt. Nach Aufreinigung des Proteins aus den Einschlusskérpern und Renaturierung
des Kern-Streptavidins (Kap. 5.3.3.1) wurde die Expression im SDS-PAGE Uberprift. Eine
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Protein-Probe wurde vor Auftrag auf das Gel aufgekocht, eine Probe wurde keiner
Hitzebehandlung unterzogen (Abb. 6.38).

kDa 1 2
67 —
43 —
14 —

Abb. 6.38 SDS-PAGE zur Detektion von rekombinantem Kern-Streptavidin (CSav)

SDS-PAGE (11%); Kern-Streptavidin nicht aufgekocht (Spur 1); Kern-Streptavidin
aufgekocht (Spur 2). Marker: LMW.

Das rekombinante Kern-Streptavidin wird aus der Renaturierung als Tetramer mit einer
molekularen Masse von 56 kDa erhalten. Dies ist ein deutlicher Hinweis fur eine funktionelle
Faltung der renaturierten Einschlusskdrper. Nach Hitzedenaturierung des isolierten,
rekombinanten Proteins konnte im SDS-Gel die monomere Form mit einer Masse von 14
kDa detektiert werden.

6.2.3  Funktioneller Nachweis von Kern-Streptavidin (CSav)

Nach Aufreinigung des Kern-Streptavidins aus der 1 I-Anzucht, wurde in 5 ml des
Renaturierungsansatzes ein Gesamtproteingehalt von 49,5 mg photometrisch bestimmt. Fir
die Detektion funktionell gefalteten Kern-Streptavidins wurde die Bindungskapazitat fir Biotin
genutzt. Zu diesem Zweck erfolgte eine Prainkubation des rekombinanten CSav mit einem
Biotin-HRP-Konjugat. Nach Reaktion wurde der Ansatz auf eine mit kommerziellem
Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatte aufgebracht. Das noch freie Bio-HRP-Konjugat wird

an die Mikrotiterplatte gebunden und durch eine enzymatische Farbreaktion nachgewiesen.
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Die Zellen wurden nach der Ernte resuspendiert und per Ultraschall aufgeschlossen. Danach
wurden die Einschlusskorper im Resuspensionspuffer gewaschen. Der Pellet-Uberstand des
ersten Waschschrittes wurde ebenfalls im ELISA Uberprift. Als Standard wurde

kommerzielles Streptavidin bekannter Konzentration eingesetzt (Abb. 6.39).

A) B)

OPD
@ k> 0.
Extinktion bei ]

0,2

(RecSav) OD 490 nm " .
\

0,14

fes

00 ——rr—— T ———
1E-3 0,01 0.1 1

IBA-SAv (ug/ml)
C)
0,6 —
0.5 1 T i
T i
[
0,4 -
: I
8 0,34
<
[a)
(o]
0,2 1
0,14
0,0 t t t t t t t t {
1:5 110  1:20  1:50  1:100  1:200 - 1110  1:50
Renaturiertes CSav Uberstand

Abb. 6.39 Detektion und Konzentrationsbestimmung funktionellen, rekombinanten CSav

A, Schematische Darstellung des Tests zur Detektion funktionellen CSav. B, Kalibration
mit kommerziellem Sav; C, Detektion durch Bio-HRP-Konjugat (1:30000) und
Konzentrationsbestimmung.

Die Streptavidinkonzentration verhalt sich umgekehrt proportional zur detektierten optischen

Dichte. Durch die Kalibration mit kommerziellem Streptavidin konnte eine gut detektierbare
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Menge funktionellen, rekombinanten Kern-Streptavidins nachgewiesen werden. Der grofte
Anteil funktionellen Proteins wird in Form von Einschlusskdrpern akkumuliert. Im Uberstand

sind nur geringe Mengen funktionellen Kern-Streptavidins zu identifizieren.

6.3 Optimierung eines PCR-ELISA-Verfahrens zur Detektion von Reporter-
DNA aus der Immun-PCR

In der anschliefenden Immun-PCR wird die ELISA-typische Detektion eines Antigens durch
Antikérper mit einer DNA-Amplifikation gekoppelt. Die exponentielle Vervielfaltigung der DNA
bietet in der PCR eine enorme Signalverstarkung und damit eine hoch sensitive
Nachweismoglichkeit. Die Detektion der in der Immun-PCR entstandenen PCR-Produkte
sollten im vorliegenden EU-Projekt durch PCR-ELISA erfolgen. Beim PCR-ELISA-Verfahren
wird eine DNA-Hybridisierung mit der ELISA-Technik kombiniert. Das hier gewahlte PCR-
ELISA-Verfahren beruht auf einer reversen Hybridisierung (Abb. 6.40).

A)

Denaturierung

[\ "D 0,125 M NaOH \ L1-for-Dig

Hybridisierung

Bindung
der Sonde
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B)

Immundetektion Farbreaktion
Anti-Dig-AP-Konjugat

pNPP

Extinktion bei
OD 405 nm

Abb. 6.40 Reverse Hybridisierung

Schematische Darstellung der reversen Hybridisierung (PCR-ELISA). A, Immobilisierung
der biotinylierten Fangsonde, Hybridisierung mit Dig-markiertem PCR-Produkt.
B, Immundetektion mit Anti-Dig-F,,-Fragmenten.

Zu diesem Zweck wurde eine biotinylierte Sonde immobilisiert und mit dem Dig-markierten
Amplikon nach alkalischer Denaturierung hybridisiert. Die Immundetektion erfolgte durch den
Einsatz von Anti-Dig-F.,-Fragmenten, die mit alkalischer Phosphatase gekoppelt waren und
daher durch eine Farbreaktion mit pNPP nachgewiesen werden konnten.

Im Vorfeld der Optimierungsarbeiten wurde die Marker-DNA vom Projektpartner Pharmagen
(Madrid, Spanien) in pGEMT-Vektoren zur Verfiigung gestellt. Die Marker-Regionen Label 1
und Label 2 wurden amplifiziert, um zur Etablierung des PCR-ELISA-Verfahrens eine
ausreichende Menge an PCR-Produkten zur Verfugung zu haben. Dabei wurde ein Dig-
markierter Primer verwendet. Die Uberpriifung der Amplifikation sowie die Abschatzung der

Konzentration erfolgte Uber Agarose-Gelelektrophorese.
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Zunachst wurde untersucht, wie hoch die einzusetzende Menge an PCR-Produkt ist, um eine

sichere Detektion zu gewahrleisten (Abb. 6.41).

0,54

0,4-

0,31

0,24

OD 405 nm

0,14

0,04

0 2 4 6 8 10
PCR-Produkt L1 (ng/Kavitat)

Abb. 6.41 PCR-ELISA zur Abschatzung der einzusetzenden Menge an PCR-Produkt

Auswertung des PCR-ELISAs zur Mengenabschatzung des nachzuweisenden PCR-
Produktes L1; cCsonde :0,2 pmol/Kavitdt; Hybridisierungstemperatur:  37°C;
Hybridisierungszeit: 45 min.

Fur die folgenden Optimierungsschritte wurden 5 ng des nachzuweisenden PCR-Produktes
pro Kavitat gewahlt, da beim Einsatz dieser Menge eine sichere Detektion gewahrleistet
wurde.

Als weiterer Parameter wurde untersucht, welche Sondenkonzentration ein optimales PCR-
ELISA-Ergebnis liefert. Ferner wurde getestet, ob Kreuzreaktivitaten zwischen der Sonde fiir
das PCR-Produkt L1 und weiteren PCR-Produkten erkennbar sind. Daher wurden zur
Hybridisierung auch das PCR-Produkt L2 und der interne Standard, welche bei der Immun-
PCR Verwendung finden, verwendet. Alle getesteten Amplifikate wurden mit 0 ng und 5
ng/Kavitat eingesetzt (Abb. 6.42).
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Abb. 6.42 PCR-ELISA zur Abschatzung der einzusetzenden Sondenkonzentration

Auswertung des PCR-ELISAs zur  Abschéatzung der  einzusetzenden
Sondenkonzentration. PCR-Produkt L1: 0 bzw. 5 ng/Kavitat; PCR-Produkt L2: 0 bzw. 5
ng/Kavitat; interner Standard S: 0 bzw. 5 ng/Kavitdt Hybridisierungstemperatur: 50°C;
Hybridisierungszeit: 35 min.

Das Ergebnis zeigte, dass keine unspezifischen Hybridisierungsreaktionen zwischen der
Sonde fir das PCR-Produkt L1 und weiteren PCR-Produkten auftraten. Bei Erhéhung der
Sondenkonzentration konnte ein linearer Anstieg verzeichnet werden, beim Einsatz von
4 pmol der Sonde L1 war jedoch bereits eine Sattigung zu beobachten. Es wurde vermutet,

dass die Bindung biotinylierter DNA, sterisch oder elektrostatisch behindert wurde.



6 Ergebnisse 114

Die optimale Hybridisierungszeit wurde ebenfalls untersucht. Zu diesem Zweck kamen
4 pmol der Sonde L1 und 5 ng des PCR-Produktes pro Kavitat zum Einsatz (Abb. 6.43).
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Hybridisierungszeit (min)

Abb. 6.43 PCR-ELISA zur Abschatzung der einzusetzenden Hybridisierungszeit

Auswertung des PCR-ELISAs zur Abschatzung der einzusetzenden Hybridisierungszeit.
PCR-Produkt L1: 5 ng/Kavitat; Hybridisierungstemperatur: 50°C; Sondenkonzentration: 4
pmol/Kavitat.

Bereits eine Hybridisierungszeit des alkalisch denaturierten PCR-Produktes von nur 5 min
resultiert in einer photometrisch gut auswertbaren Farbreaktion und damit in einer sicheren
Detektion des PCR-Produktes.

Auch dieses Ergebnis wurde bei der Optimierung eines weiteren Parameters, der

Hybridisierungstemperatur, beriicksichtigt (Abb. 6.44).
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Abb. 6.44 PCR-ELISA zur Abschatzung der einzusetzenden Hybridisierungstemperatur

Auswertung des PCR-ELISAs zur Abschatzung der einzusetzenden
Hybridisierungstemperatur. PCR-Produkt L1: 5 ng/Kavitat; Hybridisierungszeit: 5 min;
Sondenkonzentration: 4 pmol/Kavitat.

Die maximale Signalstarke wurde bei einer Hybridisierungstemperatur von 50°C erreicht. Da
bei 60°C die Signalstarke wieder abnimmt, ist zu vermuten, dass bei dieser Temperatur
bereits wieder eine Dissoziation der hybridisierten DNA erfolgt. Um das Verfahren zu
vereinfachen, wurde die Hybridisierungs- sowie die Waschlésung im Kryostaten auf die
entsprechenden Temperaturen praequilibriert. Um den Temperaturabfall wahrend der
Hybridisierungszeit von 5 min zu minimieren, wurde die Mikrotiterplatte auf einem
Styroporblock platziert.

Der so optimierte PCR-ELISA wurde im Rahmen des EU-Projektes ULISA routinemaRig zur

Detektion der Immun-PCR-Produkte eingesetzt.
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6.4 Bestimmung der Nukleotidsequenz der Maltosephosphorylase aus

Lactobacillus brevis

Die Detektion von Phosphaten findet in zahlreichen Bereichen der medizinischen Diagnostik
und auch in der Umweltanalytik Anwendung. Im Institut fir Chemo- und Biosensorik wurde
ein Einwegenzymsensor zur Bestimmung von ortho-Phosphat in Oberflachengewassern
entwickelt. Schllsselenzym des Sensors ist das Enzym Maltosephosphorylase. Die
Primarstruktur der Maltosephosphorylase wurde in dieser Arbeit fast vollstdndig aufgeklart.
Diese Sequenzinformationen trugen dazu bei, die Tertidrstruktur der Maltosephosphorylase
von Lactobacillus brevis aufzuklaren.

Um eine ausreichende Menge genomischer DNA zur Sequenzanalyse zur Verfugung zu
stellen, wurde Lactobacillus brevis DSMZ Nr. 20556 in DSMZ-Kulturmedium Nr. 11
angezogen. Der Nachweis des Gram-positiven Bakterienstammes erfolgte durch Gram-
Farbung und KOH-Test. Unter Verwendung des ,E.Z.N.A. Bacterial DNA-Kit* der Firma
peqglab wurden 14,74 ug genomischer DNA isoliert, die als Matritze zur PCR eingesetzt

wurde.

6.4.1  Auswabhl der Oligonukleotide zur Amplifikation des 3'-Terminus des
Maltosephosphorylase-Gens (mapA) durch taxonomische

Homologievergleiche

Im Rahmen der Diplomarbeit von Firnges (1997) konnten 1638 bp der
Maltosephosphorylase-Nukleotidsequenz identifiziert werden. Die erste Primerkombination
fur die Amplifikation stromabwarts liegender mapA-Genbereiche bestand aus dem 5'-Primer
MPFOR2 und den 3'-Primern MPREV1 und MPREV2. Der 5'-Primer entspricht der mapA-
Sequenz in Position 1603-1620 bp am 3'-Ende der bereits durch Firnges aufgeklarten
Sequenz. Zur Auswahl der 3'-Primers wurden Homologievergleiche der gram-positiven und
zur Ordnung Bacillales zugehodrigen Arten Bacillus subtilis, Lactococcus lactis und
Lactobacillus sanfrancisciensis durchgefihrt. Alle Bakterienstdmme besitzen einen Genlocus
fur das Maltosephosphorylase-Gen und weisen am 3'-Terminus der mapA-Region einen
stark konservierten Bereich auf. Dieser Sequenzabschnitt variiert in den drei Organismen in
wenigen Nukleotidpositionen. Das Design des Primers erfolgte vor allem gemafR der
konservierten Sequenz des gattungsgleichen Lactobacillus sanfrancisciensis. Der erste 3'-
Primer MPREV1 ist unter Bericksichtigung der Nukleotidvariationen vierfach "gewobbelt"
(Tab. 6.1)
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Tab. 6.1: Taxonomische Homologievergleiche der 3'-Termini der mapA-Gene

Die divergierenden Bereiche sind fett markiert. y = c/t; k = g/t

Organismus Protein Nukleotidsequenz (5" — 3’)

Lactobacillus sanfrancisciensis ~ mapA  cacatcacgtcaatgacgggtgectgget

Lactococcus lactis MP catatcacttcaatgacaggttegtggtt
Bacillus subtilis YvdM catattacttcaatgacgggtacgtggcet
3-MPREV1 (3' N 5’) cayatcacktcaatgacgggtgcctggct

Zudem ist der Genbereich der Maltosephosphorylase operonahnlich organisiert.
Stromabwarts wird das Maltosephosphorylase-Gen (mapA) bei Lactococcus lactis und
Lactobacillus sanfrancisciensis von einem Phosphoglucomutase-Gen (pgmA) flankiert. Auch
Bacillus subtilis besitzt eine pgmA-Sequenz. Jedoch befindet sich zwischen dieser und der
mapA-Sequenz ein ca. 1 kb grolRer Genbereich, der flr das Protein Oligo-1,6-Glucosidase
codiert. Aufgrund dieser Annahmen ergaben Homologievergleiche eine Konsensus-Sequenz
(Tab. 6.2).

Tab. 6.2: Taxonomische Homologievergleiche der flankierenden Bereiche des
mapA-Gens auf Aminosaureebene

Die Ubereinstimmenden Bereiche sind fett markiert.

Organismus Protein Sequenz

Lactobacillus sanfrancisciensis ~ PgmA MTKFSEIKGFAFDLDGVITDTAKFHTQAWH

Lactococcus lactis R-Pgm FKAVLFDLDGITDTAE
Bacillus subtilis YvdM MKAVIFDLDGVITDTAEYHFLA
Konsensus-Sequenz FDLDGVITDTA

Aus dieser Konsensus-Sequenz wurde der Primer 3'-MPREV2 abgeleitet. Da der genetische

Code degeneriert ist, resultierte ein 432-fach "gewobbelter" Primer (Tab. 6.3).
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Tab. 6.3 Taxonomische Homologievergleiche der flankierenden Bereiche des
mapA-Gens auf Nukleotidebene

Die divergierenden Bereiche sind fett markiert. y = c/t; r = g/a; h = a/c/t; v = alg/c;

Organismus Protein Nukleotidsequenz (5" —» 3’)
Konsensus-Sequenz F DLDGVTITT DT A
Lactobacillus sanfrancisciensis PgmA tttgacttggatggegteatcacggacaceget
Lactococcus lactis B_Pgm tttgatttagatggtgtaattacagatacegca
Bacillus subtilis YvdM tttgatttagacggagtgataacagatactgct
3-MPREV2 (3’ - 5') tttgayttrgatgghgtvathacrgayacecgc

Anhand der Homologievergleiche der verwandten Organismen, liel3 sich ein erstes Modell fiir

die mapA-Region von Lactobacillus brevis erstellen (Abb.6.45):

pGgmA

——
MPFOR2 ~ MPREV1 MPREV2

Abb. 6.45 Modell zur Organisation der mapA-Region von Lactobacillus brevis.

Schematische Darstellung der mapA-Genregion von Lactobacillus brevis. Die vermuteten
Positionen der ausgewahlten Primer sind durch Pfeile dargestellt.

Die Schmelztemperaturen betragen fir den Primer 5-MPFOR2 46,3°C, flir den Primer 3'-
MPREV1 65,3°C und fiir den Primer 3'-MPREV2 62,6°C. Fir die PCRs wurden daher die
Hybridisierungstemperaturen 50°C, 55°C und 60°C gewahlt. Die PCR-Produkte wurden
mittels Agarosegelelektrophorese und PAGE Uberpriift. Die Amplifikation unter Verwendung
der Primerkombination 5-MPFOR2 und 3-MPREV2 ergab eine Vielzahl von PCR-
Produkten, die sich nicht differenzieren liessen. Bei der Primerkombination 5'-MPFOR2 und
3'-MPREV1 und einer Hybridisierungtemperatur von 50°C (Ansatz LQ3) wurde nach
Agarosegelelektrophorese eine prominente Bande bei ca. 450 bp detektiert (Abb. 6.46). Zur
Charakterisierung des Amplifikats wurde dieses aus dem Gel aufgereinigt, das gereinigte

Fragment Uberprift und in den Vektor pPGEM-T Easy kloniert.
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Abb. 6.46 Uberpriifung des PCR-Produktes LQ3 vor und nach Aufreinigung

Agarosegel (1,5 %); links: PCR-Produkte der Primerkombination 5-MPFOR2, 3'-
MPREV1. Marker: A-Marker. rechts: Aufreinigung des ca. 450 bp grolRen PCR-Produktes
LQ3. Marker: pBR328 Mixl.

Nach Sequenzierung des resultierenden Vektors pGLQ3 konnte die exakte GroRe der
klonierten Sequenz von 440 bp identifiziert werden. Aus dem anschlieRenden
Homologievergleich  ergab  sich eine  80%ige  Ubereinstimmung  mit  der
Maltosephosphorylase-Sequenz von Lactobacillus sanfrancisciensis. In der Arbeit von Irmer
(1996) wurde nach Spaltung der Maltosephosphorylase mit der Endoproteinase Lys-C und
anschlieftender, proteinchemischer Analyse, die Aminosaure-Sequenz des Peptids LysC3
aufgeklart. Dieser Proteinabschnitt konnte im PCR-Produkt LQ3 identifiziert werden. Somit
erstreckte sich der bekannte Bereich der Nukleotidsequenz des mapA-Gens von
Lactobacillus brevis Uber 2043 bp (Abb. 6.47).
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Abb. 6.47 Nukleotidsequenz des mapA-Gens nach Sequzenzierung des Amplifikats LQ3

Die Primerbindungsstellen 5-MPFOR2,

und 3-MPREV1

sind unterstrichen.

Der

Uberlappende 5'-Bereich mit der bekannten Sequenz ist kursiv dargestellt. Das Peptid

LysC3 ist grau unterlegt.
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6.4.2 Auswabhl der Oligonukleotide zur Amplifikation des 3'-Terminus des

Maltosephosphorylase-Gens (mapA) von Rontgenstrukturanalysen

Im Rahmen einer Kooperation mit unserer Arbeitsgruppe wurde die Struktur der
Maltosephosphorylase von Lactobacillus brevis rontgenkristallographisch untersucht. Aus
dieser Analyse konnte eine putative, C-terminale Aminosaurenabfolge ermittelt werden (von
Tillbeurgh, personliche Mitteilung). Homologievergleiche  der  vorhergesagten
Aminosauresequenz mit den C-Termini der mapA-Sequenzen von Bacillus subtilis,
Lactococcus lactis und Lactobacillus sanfrancisciensis ergaben die groRte Ubereinstimmung
mit L. brevis. Auch die Lange der terminalen Sequenz von L. brevis ist der von L.

sanfancisciensis am ahnlichsten (Tab. 6.4).

Tab. 6.4: Homologievergleiche der C-terminalen Aminosauresequenz der

Maltosephosphorylase

Die Aminosauresequenz von Lactobacillus brevis wurde aus rontgenkristallographischen
Daten vorgeschlagen.

Organismus C-terminale Aminosauresequenz
Bacillus subtilis LVKGEPLHMNVYEEPVVLQGRCGRTPNG
Lactobacillus lactis LLRGQALSLYIYAETVGLSDSYITKTR
Lactobacillus sanfrancisciensis LLSGEPLTIDLAGEKLTLEA
Lactobacillus brevis LLSGE/QPLTIN/DV?G?KV?L??

Das Ergebnis der Roéntgenkristallographie wurde zum Primerdesign genutzt. Allerdings
wurden die letzten zwdlf Aminosduren nur unsicher oder nicht identifiziert und nicht fir die
Primerauswahl beriicksichtigt. Da der genetische Code degeneriert ist, wurde der stark
degenerierte Primer 3'-TERM2 ausgewahlt (Abb. 6.48).
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G- E/Q - P L - T - I - - D - -V
5'-ggn g(a/g) ccn tt(a/g) acn at(a/c/t) (a/g)a(c/t) gtn-3'
3'-ccn c(t/c) ggn aa(t/c) tgn ta(t/g/g) (t/c)t(g/a) can-5"

Abb. 6.48 Design des Primers 3'-TERM2

Nach réntgenkristallographischer Untersuchung abgeleitete Aminosauresequenz des C-
Terminus der Maltosephosphorylase von Lactobacillus brevis. Die korrespondierende
Nukleinsduresequenz ist unter der Aminosauresequenz abgebildet.

Die neu gewonnene Sequenzinformation aus der Amplifikation mit der Primerkombination 5'-
MPFOR2 und 3'-MPREV1 (Kap. 6.4.1) wurde genutzt, um einen Primer auszuwahlen, der
mit dem 3'-Terminus des identifizierten 440 bp-Bereichs hybridisierende Primer 5'-MPFOR3
wurde in einer PCR-Reaktion mit dem 3'-Primer TERM2 eingesetzt (Abb. 6.49).

MPFOR3
_>

TERM2

Abb. 6.49 Modell zur Amplifikation des 3'-Terminus der mapA-Region von
Lactobacillus brevis.

Schematische Darstellung des 3'-Terminus des mapA-Gens von Lactobacillus brevis. Die
vermuteten Positionen der ausgewahlten Primer sind durch Pfeile dargestellt.

Der Primer 5'-MPFOR3 ist im mapA-Gen in Position 1945 bp-1966 bp lokalisiert. Ubertragen
auf das Maltosephosphorylase-Gen von Lactobacillus sanfrancisciensis, wuirde bei einer
PCR-Reaktion unter Verwendung ahnlich lokalisierter Primer ein 276 bp groRes Amplifikat
resultieren. Zur Amplifikation wurden zwei Isolate genomischer DNA aus Lactobacillus brevis
verwendet. Die Hybridisierungstemperaturen wurden zwischen 50°C und 60°C gewahlt. Die

Reaktionsprodukte wurden durch Agarosegelelektrophorese tberprift (Abb. 6.50).
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Abb. 6.50 Uberpriifung des PCR-Produktes 179 vor und nach Aufreinigung

Agarosegel (1 %); Marker: 100 bp-Leiter; PCR-Produkt 176 der Primerkombination 5'-
MPFOR3/3'-TERM2, Template LBD5 (L. brevis, genom. DNA), Hybridisierungstemperatur
55°C (Spur 1). PCR-Produkt 177, Hybridisierungstemperatur 60°C (Spur 2). PCR-Produkt
178, Template DNAIII (L. brevis, genom. DNA), Hybridisierungstemperatur 50°C (Spur 3).
PCR-Produkt 179, Template DNAIII (L. brevis, genom. DNA), Hybridisierungstemperatur
55°C (Spur 4).

Der Einsatz beider DNA-Isolate, mit der Primerkombination 5-MPFOR3/3'-TERM2, flhrte bei
den Hybridisierungstemperaturen 50°C und 55°C (Spuren 1, 3, 4) zu erfolgreichen
Amplifikationen. Bei einer Hybridisierungstemperatur von 55°C (Spuren 1, 4) wurde die
Produktanzahl im Vergleich zur Reaktion bei 50°C reduziert. In allen Ansatzen zwischen
50°C-55°C wurden im Agarosegel je eine Bande bei ca. 300 bp detektiert. Ansatz 179 (Spur
4) wies in der erwarteten Laufhdhe die prominenteste Bande auf. Das PCR-Produkt wurde
aus dem Gel isoliert und zur Charakterisierung in den Vektor pGEM-T Easy kloniert und
sequenziert. Homologievergleiche zwischen dem Amplifikat 179 und der mapA-Sequenz von
Lactobacillus sanfrancisciensis ergaben eine Ubereinstimmung von 70 %. Insgesamt

konnten somit 2230 bp der mapA-Sequenz entschlisselt werden (Abb. 6.51).
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TERM2 /TERMREC2
2201 tcagtggaga gcctttaaca atcgacgtt
L S G E P L T I D V
S V E s L - Q S T
T Q9 W R A F N N R R

Abb. 6.51 Nukleotidsequenz des mapA-Gens nach Sequzenzierung des Amplifikats 179

Die Primerbindungsstellen 5-MPFOR3, 3'-TERM2 5'-K-FOR, 5-MAPARECFOR und 3'-
TERMREC2 (s.u.) sind unterstrichen.

Die erhaltene Sequenzinformation kann optional fir die Generierung rekombinanter
Maltosephosphorylase zur Verwendung in verschiedenen Anwendungsbereichen genutzt
werden. Durch den Einsatz der Primerkombination 5-K-FOR/3'-TERM2 konnte ein 2,2 kb
groltes Fragment amplifiziert werden. Nach Klonierung in den Vektor pGEM-T Easy wurde
die Insertion des Amplifikats in das resultierende Plasmid pG99K9 (Abb. 6.52) durch
Restriktions- und Sequenzanalyse bestatigt. Dieses Fragment kann fiir eine weitere
Amplifikation mit den Primern 5-MAPARECFOR/3'-TERMREC oder 5-MAPARECFOR/3'-
TERMREC2 genutzt werden um, nach gerichteter Insertion in die Expressionsvektoren
pET15b- oder pET3d rekombinante Maltosephosphorylase zu exprimieren. Optional kénnte
ein chimares Protein unter Verwendung der bekannten mapA-Sequenz von Lactobacillus
brevis, erganzt durch den 3'-Terminus des mapA-Gens von Lactobacillus sanfrancisciensis

generiert werden.

EcoRI
|, Pstl

Smal,

Hindlll_

mapA

pG99K9
5247 bps

Xmnl..

xmnl~

EcoRl'/
Ncol

Abb. 6.52 Schematische Darstellung des 2,2 kb mapA-Sequenz enthaltenden
Plasmids pG99KO9.
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Um den 3'-Terminus des mapA-Gens weiter aufzuklaren, wurden Primer fir inverse PCR-
Reaktionen ausgewahlt. Bei diesem Verfahren wird genomische DNA restringiert und mittels
einer Sonde Fragmente detektiert, die die aufzuklarende mapA-Sequenz beinhalten. Zu
diesem Zweck wurde Biotin-11-dUTP in einer PCR mit den Primern 5-MPFOR2 und 3'-
MPREV1 eingesetzt, um eine Sonde entsprechend des 440 bp-mapA-Fragmentes zu
generieren. Die Uberpriifung der Biotinylierung des PCR-Produktes erfolgte (ber einen
Southern-Dot-Blot (Abb. 6.53).

O G| *+) () ()

1:2 1:4 1:16 1:32
Verdiinnungen Sonde 9

Abb. 6.53 Uberpriifung der Sonde 9

Southern-Dot-Blot auf Nylonmembran. Negativkontrolle: pUC19-DNA, 50 ng (),
Positivkontrollen biotinylierte PCR-Produkte J1-5 (+). Verdiinnungen der Sonde 9.

Der Nachweis der biotinylierten Sonde erfolgte Uber die Bindung eines Streptavidin-
alkalische Phosphatase-Konjugates. Durch NBT/BCIP wurde ein violetter Farbstoff auf der
Membran prazipitiert. Auf diese Weise konnten noch 8 ng der Sonde 9 (Verdinnung 1:32)
nachgewiesen werden.

Um die Hybridisierungreaktion der generierten Sonde 9 mit der Zielsequenz des mapA-Gens
zu Uberprifen, wurde das Plasmid pGLQ3 Klon 4 ungeschnitten, sowie nach verschiedenen
Restriktionen in einem Southern-Blot eingesetzt. Das Plasmid wurde zuvor zur Reisolierung
des 440bp-mapA-Fragmentes mit EcoRI geschnitten und durch Restriktion mit Bglll
linearisiert. Zudem wurden 10 ug genomischer DNA aus Lactobacillus brevis mit Hindlll, Bglll
und EcoRl restringiert (Abb. 6.54).
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1 2 345 6
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| 5148+4973
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[~ 3530

| 2027
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— 1584

— 1375

— 564

Abb. 6.54 Southern-Blot zur Identifizierung des mapA-Gens

Southern-Blot auf Nylonmembran; links: pGLQ3K4 ungeschnitten (Spur 1);
pGLQ3K4/EcoRI (Spur 2); pGLQ3K4/Bglll (Spur 3); L. brevis genom. DNA/Hindlll (Spur
4); L. brevis genom. DNA/Bglll (Spur 5); L. brevis genom. DNA/EcoRlI (Spur 6). rechts:
Agarosegel (1%); Marker: 100 bp-Leiter, A-Marker; pGLQ3K4/EcoRIl (Spur 1);
pGLQ3K4/Bglll (Spur 2); pGLQ3K4 ungeschnitten (Spur 3); L. brevis genom. DNA/EcoRI
(Spur 4).

Um die Restriktionsmuster im Blot identifizieren zu koénnen, wurden einige der
Restriktionsansatze zum Vergleich im Agarosegel aufgetragen. Die Zielsequenzen aus dem
Plasmid pGLQ4K4 wiesen im Southern-Blot die prominentesten Banden auf und konnten
durch den Einsatz der Sonde 9 detektiert werden (Spuren 1-3). Im HindlllI-Restriktionsansatz
genomischer DNA aus Lactobacillus brevis ist in einem ca. 1,5 kb gro3en Fragment eine
schwache Bande zu erkennen (s. Pfeil, Spur 4). Nach Restriktion mit EcoRI zeigt sich im Blot
eine ca. 5 kb groRe Bande, welche wahrscheinlich die mapA-Sequenz beinhaltet (s. Pfeil,
Spur 6).

Bei der inversen PCR wird nach Restriktion genomischer DNA das Fragment, welches die
mapA-Sequenz beinhaltet durch Southern Blot identifiziert. Nach Isolierung und Aufreinigung
des Restriktionsfragmentes aus dem Agarosegel wirde dieses ligiert und durch eine
Restriktion mit BstEll wieder gedffnet. Die BstEll-Restriktionsschnittstelle ist im mapA-Gen
bei 1221 bp lokalisiert. Somit befande sich die mapA-Sequenz an den Enden des BstEll-
Fragmentes und die Randbereiche des zu analysierenden mapA-Gens innerhalb des
Fragmentes (siehe Abb. 6.55). In einer anschlielenden PCR-Reaktion kénnte der ligierte 5'-

/3'-terminale Bereich des mapA-Gens amplifiziert werden. Fur diese Amplifikationen wurden
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die Primer 5-IMPEXFOR und 3'-IMPEXREV ausgewahlt. Die Verifizierung der Amplifikation
bietet eine nested-PCR mit den Primern 5'-IMPINFOR und 3'-IMPINREV.

BstEll BstEll

IMPEXFOR IMPINFOR  S-/o-Terminus \\ioiNREV  IMPEXREV
> N <« <«

Abb. 6.55 Modell zur inversen PCR der mapA-Region von Lactobacillus brevis.

Schematische Darstellung des mapA-Gens von Lactobacillus brevis nach Ligation und
anschliessender Restriktion mit BstEll. Die Positionen der ausgewahlten Primer sind
durch Pfeile dargestellt.

Um die Hybridisierung der Primer fir die inverse PCR mit der mapA-Zielsequenz zu
Uberprifen, wurde das Plasmid pG99K9 als Positivkontrolle, in verschiedenen

Verdiinnungen, in einer PCR eingesetzt (Abb. 6.56).

12 3 4 5 6 7 8

bp

— 21226

| 5148+4973
— 4268
[~ 3530

2027
1904
— 1584

— 1375

Abb. 6.56 PCR zur Uberpriifung der Positivkontrolle bei inverser PCR

Agarosegel (1 %); Marker: A-Marker; PCR-Produkte der Primerkombination 5'-
IMPEXFOR/3'-IMPEXREV (Spuren 1, 2), Primerkombination 5-IMPINFOR/3'-IMPINREV
(Spuren 3, 4), Primerkombination 5-IMPINFOR/3'-IMPEXREV (Spuren 5, 6),
Primerkombination 5'-IMPEXFOR/3'-IMPINREV (Spuren 8, 9).

Unter Verwendung der Primer wurde der 5'- und 3'-terminale Bereich der inserierten mapA-
Sequenz, sowie der Vektorbereich des pGEMT-Easy amplifiziert. Daraus resultierten, je
nach Primerkombination, PCR-Produkte zwischen 3246 bp und 3169 bp, 5-IMPEXFOR/3'-
IMPEXREYV 3246 bp, 5-IMPINFOR/3'-IMPINREV 3169 bp, 5'-IMPINFOR/3'-IMPEXREV 3209
bp, 5'-IMPEXFOR/3'-IMPEXREV 3246 bp, 5-IMPEXFOR/3'-IMPINREV 3206 bp.
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Die inverse PCR unter Verwendung von mit EcoRlI, bzw. Hindlll restringierter, genomischer

DNA aus Lactobacillus brevis, konnte aus Zeitgriinden nicht mehr umgesetzt werden.

6.4.3 Bestimmung der molekularen Masse der Maltosephosphorylase von
Lactobacillus brevis durch MALDI-TOF

Um zu Uberprifen, ob die bekannte Sequenz der Maltosephosphorylase aus Lactobacillus
brevis das nahezu gesamte Gen abdeckt oder ob im mapA-Genlocus stromabwarts noch
grolkere, unbekannte Bereiche zu erwarten sind, musste die Molekularmasse genau
bestimmt werden.

Die Bestimmung der Molekularmasse der Maltosephosphorylase aus Lactobacillus brevis
erfolgte durch Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisierungs-Massenspektrometrie
(MALDI-TOF). Fur die Untersuchung wurden 49,6 ug des gereinigten Proteins mit dem ,Zip
Tip-Kit“ aufgearbeitet. Je 1pl des Praparats, sowie 1yl der unaufgereinigten Proteinprobe,
wurden anschliessend zur Kristallisierung mit 6-ATT (6-Azathiothymin, 0,1 %
Trifluoressigsadure) oder DHBS (2-Hydroxy-5-methoxybenzoesdure) versetzt und in drei
separaten Tropfen auf einem Probentrdger platziert. Durch Lasereinwirkung wurden die
kristallinen Proteinproben ionisiert. Nach Desorption der Kationen wurde die Flugzeit im
elektrischen Feld spektrometrisch bestimmt. Aus dem Verhaltnis von Masse und Ladung der
eingesetzten Maltosephosphorylase konnte anhand der Kalibrierung mit Carboanhydrase,
BSA und monoklonalem Antikorper bekannter Molekularmassen, auf die Masse der
Maltosephosphorylase geschlossen werden.

Zur Optimierung des Verhaltnisses Signal-Rauschen wurden zunachst je 50 Spektren
aufsummiert. Das Molekulargewicht des Maltosephosphorylase-Monomers, versetzt mit 6-
ATT, betrug bei der Messung im Mittel 86290 Da. Die mit DHBS vorbereiteten Proben
resultierten in einer Masse von 86112 Da. In einem weiteren Durchgang wurden 60 Spektren
addiert wobei die Molekularmasse zwischen 86245 Da (in 6-ATT) und 85974 Da (in DHBS)
variierte. Abschlielend wurden flinfmal je 100 Spektren einer Maltosephosphorylase-Probe
in DHBS aufaddiert (Abb. 6.57).
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Abb. 6.57 Bestimmung des Molekulargewichtes der Maltosephosphorylase von
Lactobacillus brevis durch MALDI-TOF

Gereinigte Maltosephosphorylase aus Lactobacillus brevis. Matrix: DHBS, 100 Spektren

aufsummiert.

Das Molekulargewicht der aufgereinigten Maltosephosphorylase betrug nach Auswertung

der Spektren 86166 Da. Durch die Sequenzanalysen konnten 2230 nt des mapA-Genlocus

aufgeklart werden. Das errechnete Molekulargewicht betragt 84911,41 Da. Die Analyse der

Maltosephosphorylase durch MALDI-Massenspektroskopie ergab, dass das gemessene

Molekulargewicht bei 86 kDa liegt. Somit betragt die errechnete Grolle des mapA-Gens

2254-2260 bp. Aus den Daten der Rontgenstrukturanalyse und dem Vergleich zum mapA-

Gen von Lactobacillus sanfrancisciensis werden noch 12 Aminosauren, bzw. 36 nt am 3'-

Terminus vermutet. Die massenspektrometrisch ermittelte GroRe entsprach somit den

Erwartunge

n.
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7 Diskussion

71 Klonierung und heterologe Expression rekombinanter

Antikorperfragmente

Im Rahmen des EU-Projektes (CT97-0502) Ultra-sensitive Multianalyte Immunoassay based
on DNA-Sensor (ULISA) wurden monoklonale Antikérper als  spezifische
Erkennungselemente zur Etablierung einer ultrasensitiven Immun-PCR-Methode verwendet.
In der vorliegenden Arbeit wurden die eingesetzten Modellantikbrper gegen humanes H-
FABP (heart-fatty acid binding protein) und CEA (carcinoembryonales Antigen,
carcinoembryonic antigen) durch die Analyse der antigenbindenden Regionen
charakterisiert. Zu diesem Zweck wurden die Nukleotidsequenz und die Aminosaureabfolge
der Vy- und V| -Fragmente aufgeklart. Durch die Klonierung funktioneller, rekombinanter
Antikoérperfragmente, die optional als Fusionsproteine exprimiert werden kénnen, bieten sich
Einsatzmdglichkeiten, sowohl fur die Optimierung der Immun-PCR-Methode, als auch flr
weitere Anwendungsbereiche.

Ausgehend von Antikérper-produzierenden Tumor-Hybridoma der Zelllinie [IT1-3B8/ES6,
wurde die Gesamt-RNA der monklonalen Antikérper gegen H-FABP isoliert. Der Einsatz des
peqGold RNA Pure Kit der Firma peglLab mit anschlielender Phenol-Chloroform-Extraktion
(Chomczynski und Sacchi, 1987) resultierte in der effizienten Aufreinigung eines sauberen
RNA Ausgangsmaterials. Dies war die Voraussetzung, um in einem weiteren Schritt eine
ausreichende Menge an mRNA zu isolieren und zur reversen Transkription und cDNA-
Synthese zur Verfligung zu stellen. Die konservierten Framework-Regionen 1 und 4 der
variablen Antikérperregionen V- und V| wurden als Primerbindungsstellen ausgewahlt, um
die entsprechenden Regionen zu amplifizieren. Die in der Literatur beschriebenen Primer 5'-
Vu1 BASPEZ und 3'-Vy FOR (Orlandi et al., 1989, Clackson et al., 1991, Leung et al., 1993)
wurden erfolgreich zur PCR der Vy-Sequenz des Antikérpers IT-1 eingesetzt und flhrten zur
Synthese eines spezifischen PCR-Produktes. Dabei wurde unabhangig vom Einsatz von
Gesamt-RNA oder mRNA ein gleich gutes Ergebnis erzielt. Die Amplifikation der IT1-V -
Region gelang unter Verwendung der Primerkombination 5'-Vy BACK und 3'-Vk4 FOR, die
nach den gleichen Literaturangaben gewahlt wurden, wie die Primer zur Vy-Amplifikation.

Fur die Amplifikation variabler Regionen, die zur Klonierung und Expression von
Antikorperfragmenten  eingesetzt werden, mussen Amplifikationsfehler, die zu
Basenaustausch  fuhren, vermieden werden. Andernfalls koénnen fehlerhafte

Aminosaureabfolgen entstehen, die die Funktionalitdit des exprimierten Proteins
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beeintrachtigen. Um eine korrekte Amplifikation zu gewahrleisten, wurde zur PCR eine proof
reading DNA-Polymerase eingesetzt. Die Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus besitzt
eine 3'-5'-Exonukleaseaktivitat. Dadurch wird in der PCR wahrend der Synthese eine
geringere Fehlerrate erreicht, als unter Verwendung der Tag-Polymerase.

Nach Sequenzanalyse und Homologievergleich der erhaltenen Sequenzen konnten diese als
erstmals beschriebene Vy- und V| -Fragmente bestatigt werden. Zur Produktion
rekombinanter IT1 F,,-Fragmente bedurfte es der Klonierung der untersuchten Vy- und V-
Fragmente in einen Expressionsvektor. Ein bewahrter Expressionsvektor ist der pASK 84
(Skerra, 1994), der die periplasmatische Expression rekombinanter F,,-Fragmente
ermoglicht. Durch die Verwendung der Primer wurden im IT1-V_ -Fragment die
Restriktionsschnittstellen Sacl und Xhol inseriert, welche eine gerichtete Insertion des
Fragmentes in den Expressionvektor gewahrleisten. Die amplifizierte V4-Region sollte durch
eine sukzessive Pstl/BstEll-Restriktion zur Umklonierung in den Vektor pASK 84 vorbereitet
werden. Daher beinhalteten die zur PCR verwendeten Primer 5'-V,BASPEZ eine Pstl- und
3'-VH1FOR eine BstEIll- Schnittstelle. Nachdem das Vp-Amplifikat mit dem Enzym Pstl
geschnitten wurde, ergab die elektrophoretische Uberpriifung der Restriktion unerwarteter-
weise, dass das IT1-Vy-Fragment zwei interne Pstl-Restriktionsstellen aufweist. Um einen
Amplifikationsfehler auszuschlieBen, wurde die PCR unter Verwendung des Primers 5'-
VH1BACK wiederholt. Der degenerierte 5'-Primer beinhaltete ebenfalls eine Pstl-
Restriktionsschnittstelle. Die anschlieliende Restriktionsanalyse mit Pstl, die nachfolgende
Sequenzanalyse und der Homologievergleich der PCR-Produkte bestatigten die
Amplifikation identischer IT1-Vy-Fragmente. Die Sequenzierung beider Vy-Amplifikate zeigte
zudem, dass sich in der Nahe des 3'-Terminus eine interne BstEll-Restriktionsschnittstelle
befand. Um trotzdem die heterologe Expression eines rekombinanten IT1 F,-Fragmentes zu
erreichen, wurde der Primer 5-VNsil designt und fir eine weitere PCR eingesetzt. Die
Restriktionsschnittstellen BstEIll und Nsil sind komplementar und erméglichten die gerichtete
Klonierung des Vy-Fragmentes in den Expressionsvektor pASK 84. Zudem wurde zur
Amplifikation der Vy-Region der 3'-Primer 3'-BstEll verwendet, der durch eine Verlangerung
die stromaufwarts lokalisierte, interne BstEll-Schnittstelle eliminiert. Durch diese
MalBnahmen konnte dann in der Tat ein Vy-Fragment enthaltendes Plasmid gewonnen
werden, das die Klonierung des geplanten Expressionsvektors erlaubte (s.u.).

Die Ausgangsbasis zur Charakterisierung der antigenbindenden Domé&nen und zur
Herstellung der rekombinanten Antikérperfragmente des monoklonalen anti-H-FABP-
Antikdrpers IT1 bildete die Tumor-Hybridom-Zelllinie 1T1-3B8/E6. Um zum einen die
ermittelten Sequenzen der V- und V| -Bereiche zu bestatigen und zum anderen der Gruppe
Zellkulturtechnik Informationen Uber die erfolgte Subklonierung bereitzustellen, wurden die

variablen Regionen der parentalen Zelllinie IT1-3B8 amplifiziert, um die Nukleotidabfolgen zu
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vergleichen. Fur die PCR wurden ebenfalls die Primer 5'-V4,BASPEZ und 3'-VH1FOR fir die
Vervielfaltigung des Vu-Fragmentes und 5'-VkK2BACK und 3'-VK4FOR flur die des V-
Fragmentes verwendet. Die Untersuchung von vier V -Plasmidklonen die ausgehend von
der parentalen Zelllinie erhalten wurden, ergab nach Restriktionsanalysen und Ermittlung
der Nukleotidsequenz, dass diese mit den V|, -Fragmenten der Zelllinie IT1 3B8/E6
Ubereinstimmen. Die Pstl/BstEll-Restriktion von acht Vy-Plasmidklonen, ausgehend von der
Zelllinie IT1  3B8, resultierte in sieben Ubereinstimmungen des erwarteten
Restriktionsmusters. Diese entsprachen denen der Vy-Fragmente des untersuchten Tochter-
Antikorperklons IT1 3B8/E6. Exemplarisch wurde eines dieser Amplifikate sequenziert und
die Identitat mit dem Tochterklon auch auf diese Weise belegt. Ein kloniertes PCR-Produkt
des Elternklons wies nicht das erwartete Restriktionsmuster auf. Nach Sequenzanalyse
dieser Amplifikate zeigten sich Homologien zu einem rearrangierten, nicht-produktiven Vy-
Gen auf (Genbank-Eintrage M26981, M18308).

Die frGhen Stadien der B-Zell Differenzierung zeichnen sich durch eine Reihe von
Rekombinationsereignissen in den schweren und leichten Immunglobulinketten aus
(Tonegawa, 1983, Yancopoulos et al., 1986). Diese sind fur die Generierung der V- und V, -
Regionen aus Gensegmenten der Keimbahn essentiell (Kleinfield et al., 1986). Bestimmt
wird die Diversitat der Vy-Region durch drei verschiedene genetische Mechanismen - den
evolutionaren Anstieg der Anzahl der V-, D- und J-Keimbahn-Segmente, die somatische
Rekombination zwischen V-, D- und J-Segmenten und das Auftreten somatischer
Punktmutationen (Honjo, 1983, Tonegawa, 1983, Honjo und Habu, 1985). Die
Rekombinationen der Vy-codierenden Region wird durch eine charakteristische
Nukleotidsequenz vermittelt, welche aus einem hochkonservierten Heptamer (5'-TACTGTG-
3') besteht und nahe des 3'-Terminus lokalisiert ist (Early et al., 1982, Bothwell et al., 1981,
Crews et al., 1981, Givol et al., 1981, Kaartinen et al., 1981, Loh et al., 1983, Near et al.,
1984, Sims et al., 1982, Kaartinen et al., 1983, Early et al., 1980). Im untersuchten V-
Fragment des parentalen IT1-Klons sowie in den Vy-Regionen des Tochterklons und des
monoklonalen Antikérpers CEA3-55.4 wurde das hochkonservierte Nukleotidheptamer im
letzten Drittel des Vu-Genbereiches identifiziert. Das Signal-Heptamer findet sich auch in
vielen Dy-Segmenten (Kurosawa und Tonegawa, 1982). Zudem beinhaltet diese Region
einen nicht-konservierten Spacer von 12 bp oder 23 bp und ein A-T-reiches Nanomer
(Bernard et al., 1978, Sakano et al., 1979, Sakano et al., 1980, Kleinfield et al., 1989). Die
Formation der gesamten Vuy-Kette erfolgt durch zwei aufeinanderfolgende
Rekombinationsereignisse. Das D- und das Jy-Segment bilden ein DJu-Intermediat, gefolgt
von einer Addition des Vp-Segments (Alt et al, 1984, Early et al, 1980). Die
rekombinatorischen Verbindungen (junctions) zwischen VyD-Segment und DJu-Segment

bleiben entsprechend der Sequenzvariabilitat erhalten oder werden deletiert (Alt et al., 1982,
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Sakano et al., 1981). Zudem wurde eine neue Klasse an rekombinatorischen Ereignissen im
Genlocus der schweren Kette beobachtet (Kleinfield et al.,1986, Reth et al.,1986). Diese
Rekombinationen resultieren im Austausch der meisten oder aller kodierenden Sequenzen
der schweren Kette durch die stromaufwarts lokalisierten Keimbahn-Gensegmente. Es wird
vermutet, dass der randomisierte Gebrauch des Vy-Repertoires und der Ersatz von Vy-
Genen flir die groRRe Diversitat wahrend der B-Zell-Ontogenese verantwortlich ist
(Yancopoulos et al., 1984). Die V4-Gene werden auch bei Adulten fortwahrend in den Pra-B-
Zellen des Knochenmarks rearrangiert. Die Rekombinationsfrequenz ist bei fetalen B-Zellen
hoher als im Knochenmark, da sich mehr von ihnen in einem synchronen
Entwicklungsstadium befinden (Lawler et al., 1987). Das Auftreten verschiedener V-
Sequenzen aus einem Zellkulturklon ist hypothetisch auf die B-Zell-Vereinzelung wahrend
der Zellkultur zurtiickzufihren. Durch PCR und Sequenzanalyse konnte in dieser Arbeit ein
spezifischer Nachweis erfolgen.

Die CDR-Regionen (complementarity determining regions) weisen mehr Mutationen
(Nukleotidaustausche) auf, die zum Austausch von Aminosaduren fihren, wohingegen in den
Framework-Regionen mehr stille Mutationen zu beobachten sind (Kodaira et al., 1986). Die
Hypervariabilitdt der CDR-H3-Region ist dabei auf die Rekombination der V-, D- und J-
Segmente zuruckzufuhren. Die Diversitdt von CDR-H1 und CDR-H2 hangt von der
Variabilitdt des  V-Segmentes und somatischen Mutationen nach den
Rekombinationsereignissen ab (Early, et al., 1980, Sakano et al., 1980, Kim et al., 1981,
Kataoka et al., 1981). Die Nukleotidsequenzen der Vy- und V -Regionen des anti-HFABP-
Antikérpers IT1 3B8/E6 wurden translatiert. Die CDRs konnten nach Kabat et al. (1987) und
Chothia (Chothia et al., 1992, Al-Lazikani et al., 1997) zugeordnet werden. Die Bereiche, die
nach Kabat CDR-H1 und CDR-H1 zugeordnet werden, sind dabei langer, als die nach
Chothia definierten Bereiche. Die ldentifizierung der CDRs konnte auch nach Oxford
molecular's AbM antibody modelling software und nach der contact definition (MacCallum et
al., 1996) erfolgen. Ein Vergleich der Aminosauresequenzen mit den Eintragen der Kabat-
Datenbank (Kabat et al., 1987) ergab, dass die IT1-Vy-Region auf Nukleotidebene zu 97%
mit einer murinen IgG Vy-Region Ubereinstimmt (KABID 001970). Die Aminosauresequenz
der IT1-Vy-Region entspricht zu 90% dem Eintrag KABID 002005. Die IT1-V -Sequenz ist zu
96% identisch mit der murinen k-Region eines IgG-Molekils (KABID 005960) und dem
Eintrag KABID 005985. Dies ist ein Beispiel, dass die endglltige Spezifitdt eines
monoklonalen Antikérpers durch Kombinationen der V-Regionen bestimmt wird, die alle im
Detail groke Ahnlichkeiten zu anderen Antikrpern aufweisen. Dies ist auch die Grundlage
fur die Selektion neuer, rekombinanter Antikdrper Uber Phage Display aus einem relativ

begrenzten Repertoire von V- und V| -Sequenzen.
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Zur heterologen Expression des IT1 F,-Fragmentes wurden die charakterisierten Vy- und
V-Regionen gerichtet in den Expressionsvektor pASK 84 kloniert. Die Konstruktion des
resultierenden Vektors pASKIT1 wurde durch Restriktions- und Sequenzanalysen Uberpruift.
Zur periplasmatischen Produktion der F.,-Fragmente wurde der Stamm E. coli JM83
(Yanisch-Perron et al., 1985) ausgewahlt. Nach einem Protokoll von Skerra (1994) erfolgte
die Isolierung der periplasmatischen Fraktion. Die Aufreinigung der rekombinanten F,,-
Fragemente erfolgte chromatographisch unter Verwendung von Ni-NTA-Agarose. Die
erwarteten Proteinfraktionen konnten im Rahmen der FPLC detektiert werden. Die Spezifitat
der H-FABP-Erkennung wurde anhand eines ELISAs unter Verwendung von biotinylierten,
monoklonalen Detektorantikbrpern Uberprift und mit der Bindung an I-FABP verglichen.
Durch Antigenprasentation mittels eines Fangerantikérpers soll gemeinhin die Sensitivitat
und Spezifitat der Reaktion erhoht werden. Allerdings beeintrachtigte der Einsatz des rabbit-
anti-mouse-anti-H-FABP-Fangerantikorpers die Selektivitat dieses H-FABP-Sandwich-
ELISAs betrachtlich, da die monoklonalen IT1-Antikérper unspezifisch an die
Kanninchenantikérper binden. Der Einsatz rekombinanter IT1 F,,-Fragmente resultierte zwar
in einer eindeutigen, aber dennoch nur geringfigigen Erhdhung der Signalstarke unter
Verwendung des Antigens H-FABP. Das fihrte zu dem Schluss, dass offensichtlich die
antigenbindenden Regionen des Antikérpers IT1 auch den rabbit-anti-mouse-anti-H-FABP-
Antikérper erkennen. Aus diesem Grund wurde auf die Antigenprasentation zur Detektion
des Fa-Antikérpers verzichtet. Mit Hilfe eines alternativ etablierten Assays, in dem das
Antigen H-FABP direkt auf der Mikrotiterplatte prasentiert wirde, konnten in den
proteinenthaltenden Fraktionen der Metall-Chelat-Chromatographie funktionelle 1T1 Fgp-
Fragmente nachgewiesen werden.

Um die Durchfiihrung der angewendeten Methoden =zu Uberprifen und somit
Verfahrensfehler auszuschlieRen, wurde der unmodifizierte Expressionsvektor pASK-D-1,4
zur Produktion von Anti-Lysozym-F,,-Fragmenten eingesetzt. Dabei wurden alle Ablaufe
genau der Anzucht, Isolierung und Detektion der IT1 F,-Fragmente entsprechend
durchgefiihrt. Insbesondere konnte die korrekte Funktion der auch bei der Reinigung der IT1
F.o-Fragmente genutzten Ni-NTA-Sdule demonstriert werden. Nach chromatographischer
Aufreinigung des isolierten Periplasmas wurde eine deutlich héhere Extinktion bei 280 nm
als nach Aufreinigung des IT1-Expressionsproduktes detektiert. Diese Beobachtung wies
bereits auf eine groflere Menge an rekombinanten Antikérperfragmenten hin. Im ELISA
wurde Huhnereiweis-Lysozym als Antigen eingesetzt. In den eluierten Fraktionen hoher
Proteinkonzentration konnten funktionelle Anti-Lysozym-F.,-Fragmente sehr deutlich
nachgewiesen werden. Um die Effizienz der Bindung des Histidin-gekoppelten Fgp-
Fragmentes an die Ni-NTA-Agarose zu Uberprifen, wurde im Vergleich zu den eluierten

Fraktionen der Durchfluss im ELISA getestet. In Letzterem lieRen sich rekombinante Anti-
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Lysozym-F.,-Fragmente kaum nachweisen. Daraus |asst sich ableiten, dass auch bei hoher
Expressionsrate eine starke Bindung der rekombinanten Antikérperfragmente an die Ni-NTA-
Agarose erfolgt und durch die anschlieRende Elution eine effiziente Aufreinigung der
Proteine erfolgt.

Der Vektor pASK 84 bietet eine kontrollierte Expression durch IPTG-Induktion des
lacUVPromotors/Operators. Daher wurden Anzuchten mit und ohne Induktion der Expression
durch IPTG untersucht. Die Resultate zeigten, dass die Transkription der Induktionskontrolle
unterlag. Ein weiterer, kritischer Schritt ist zudem die simultane Translokation der Vy- und V|-
Fragmente ins Periplasma von E. coli JM83, wo unter Ausbildung der
Disulfidbriickenbindung die Synthese der F,,-Fragmente erfolgt. Zu diesem Zweck wurde der
periplasmatische Uberstand sowie die Spharoblastensuspension auf das Vorhandensein
rekombinanter F,,-Fragmente untersucht. In der Spharoblastensuspension konnten diese
durch ELISA sehr deutlich nachgewiesen werden. Es ist zu vermuten, dass ein kleiner Teil
I6slichen Proteins im Cytoplasma verbleibt. Dort kdbnnen unter reduzierenden Bedingungen
keine Disulfidbricken und somit ein funktionelles Fj,-Fragment ausgebildet werden.
Eventuell kann durch die Aufarbeitung der Zellen eine Oxidation durch Luftsauerstoff
erfolgen. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die Spharoblastensuspension durch
periplasmatische Reste verunreinigt wurde. Somit kdnnte eine Schwache des gewahlten
Expressionssystems oder aber des Aufarbeitungsschemas vorliegen. Der Nachweis von IT1
F.o-Fragmenten Uber SDS-Gelelektrophorese ist nicht gelungen. Das Protein konnte in
einem Western-Blot nur anhand einer sehr schwachen Bande detektiert werden. Im
Gegensatz dazu konnten Anti-Lysozym-F,,-Fragmente sowohl im SDS-Gel als auch im
Western-Blot deutlich nachgewiesen werden. Zusammenfassend kann belegt werden, dass
der verwendete Vektor fiir die Expression rekombinanter F,,-Fragmente geeignet ist und
dass auch beziglich der Aufreinigung der Antikorperfragmente keine Verfahrensfehler
vorlagen. Geringere Expressionsraten unter Verwendung des pASK-Expressionssystems
nach Skerra (1994) wurden auch bei der Produktion rekombinanter Anti-2,4-D-F -
Fragmente beobachtet (Schmengler, 2000). Ursache fir die Minderung der Expressionsrate
konnte die eventuelle Zytotoxizitat der exprimierten, rekombinanten Antikorperfragmente fiir
Escherichia coli sein. Ein weiterer Aspekt kann der divergierende Codon-Gebrauch von E.
coli darstellen (Skerra und Plickthun, 1991, Humphreys, 1996). Die Akkumulation des
rekombinanten Proteins in periplasmatischen Einschlusskoérpern koénnte ebenfalls dazu
fuhren, dass nur eine geringe Menge an Antikbrperfragmenten zu detektieren war
(Kipriyanov et al., 1995).

scF,-Fragmente haben den Vorteil, dass die beiden Dimerisierungsdoméanen bereits auf
einer Polypeptidkette vorliegen. Rekombinante IT1 scF,-Fragmente sollten Uber splice

overlap extension (SOE)-PCR (Chen, et al., 2002) generiert werden. Dabei wurden die V,-
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und Vy-Fragmente Uber eine Linkerregion (Huston, et al., 1988, Bird, et al, 1988)
miteinander verknipft. Der Aufflillreaktion schloss sich eine Amplifikation des kompletten
scF,-Fragmentes an. Die SOE-PCR-Produkte wurden in den Vektor pGEMT Easy kloniert
und zur Uberprifung der inserierten scF,-Fragmente sequenziert. In drei von vier
untersuchten Klonen wurde eine Mutation im Linker-DNA-Bereich nachgewiesen. Die
Produktion rekombinanter IT1 scF,-Fragmente erfolgte unter Verwendung des Vektors
pET20b. Dieser beinhaltet eine pelB-Leadersequenz durch welche die Translokation des
Proteins Uber die innere Membran und somit die periplasmatische Expression ermdglicht
wird. Die Expressionskontrolle erfolgt hier durch einen starken T7-Promotor und die
Induktion durch IPTG (Studier, et al, 1990). Die heterolog exprimierten Proteine
akkumulieren in diesem Fall im Cytosol in Form von EinschlufRkérpern. Die eigentlich
gewlinschte Sekretion ins Periplasma war vernachlassigbar wie durch SDS-
Gelelektrophorese gezeigt werden konnte.

Der Transport von scF,-Fragmenten in den periplasmatischen Raum via Sekretions-Signal-
Sequenzen wurde bereits beschrieben (Movva et al., 1980, Lei et al., 1987). Da die
Renaturierung cytosolischer Einschlusskorper ein sehr aufwandiges Verfahren erfordert
(Martineau, et al., 1998, Sanchez et al., 1999) und in diesem Fall die pelB-Leadersequenz
noch entfernt werden misste wurde ein anderes Verfahren zur periplasmatischen
Expression von scF,-Fragmenten gewahlt. Fir die Produktion rekombinanter IT1 scF,-
Fragmente, wurde der Vektor pASKIT1, welcher flr die periplasmatische Expression
rekombinanter IT1 F,-Fragmente eingesetzt wurde, modifiziert. Das korrekt amplifizierte 1T1
scF,-Fragment wurde als Matrize verwendet, um ein Fusions-Fragment zu generieren,
welches aus der Linker-Region, dem V| -Fragment, einem c-myc-Tag (Evan et al., 1985) und
einem His-Tag bestand. Das im Vektor vorhandene V,-Fragment wurde durch das neu
generierte Modul ausgetauscht. Damit wurde der Vektor pASKscFvIT1 generiert, der auch in
spateren Anwendungen durch simplen Austausch der Vy- und V,-Fragemente die
Expression von scF,-Fragmenten ermdglicht, ohne dass es der mutationsanfalligen SOE-
PCR zur Generierung der Linker-Region bedarf. Das Fusionsprotein ermdglicht durch den
His-tag die Aufreinigung des rekombinanten scF,-Fragmentes Uber Ni-NTA-Agarose. Die
Erkennung durch Western-Blot-Analyse kann z.B. durch Ni-NTA-AP erfolgen. Der inserierte
c-myc-Tag ermoglicht zusatzlich die Detektion des Antikérperfragmentes durch einen Anti-c-
myc-Antikdrper im ELISA. Beide Tags wurden, wie in der Literatur beschrieben, zur
Aufreinigung und Detektion des generierten scF,-Fragmentes eingesetzt (vergl. Ward, et al.,
1989, Lilley, et al., 1994, Malby, et al., 1993) und auch in dieser Arbeit erfolgreich verwendet.
Im  Western-Blot wurde das intensivste  Signal nach  Aufarbeitung  der
Sphéaroblastensuspension detektiert, was analog zur Expression der IT1 F -Fragmente

darauf hinweist, dass die Translokation Uber die innere Bakterienmembran nicht vollstandig
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erfolgt und ein Rest l6slichen Proteins im Cytoplasma verbleibt oder dass die
Sphéaroblastensuspension durch das Aufreinigungsverfahren durch die periplasmatische
Fraktion verunreinigt wurde.

Im Rahmen des ULISA-EU-Projektes wurden zur Immun-PCR die monoklonalen 1gG1-
Antikérper CEA2-4.4 und CEA3-55.4 eingesetzt. Diese wurden in der Zellkulturgruppe des
Instituts fir Chemo- und Biosensorik in Kultur gehalten und zu Testzwecken produziert und
im ELISA eingesetzt (Yunis, 2001). Sie sind gegen das carcinoembryonale Antigen
(carcinoembryonic antigen, CEA) gerichtet, dessen Diagnostik eine grofle Relevanz besitzt,
da auf diesem Wege eine Vielzahl an Erkrankungen detektiert werden kann (Lammerz und
Stieber, 2004). Zur Charakterisierung der mAK CEA2-4.4 und CEA3-55.4 wurden die
antigenbindenden Regionen analysiert. Entsprechend des Protokolls, welches zur Isolierung
von Gesamt-RNA des mAK IT1 verwendet wurde, gelang die Isolierung der RNA der beiden
CEA-Antikoérper. Nach reverser Transkription wurde die gewonnene cDNA zur Amplifikation
der Vy- und V -Regionen mittels der Primer 5-VH1BACK und 3'-VH1FOR, bzw. 5-VK2BACK
und 3'-V¢4FOR eingesetzt. Die Analyse der Amplifikate der CEA3-55.4-V-, CEA3-55.4-V, -,
CEA2-4.4-Vy-, CEA2-4.4-V -Fragmente erfolgte durch Agarosegelelektrophorese und
Restriktionen. Bei der Restriktionsanalyse des CEA2-4.4-V,-Gens wurden wiederum interne
Pstl-Schnittstellen erkannt. Um auszuschlielRen, dass versehentlich die cDNA des mAK IT1
zur PCR eingesesetzt wurde oder Kontaminationen zu einer Fehlamplifikation fuhrten,
wurden die Vy-Fragmente einem Homologievergleich unterzogen. Die Nukleotidsequenzen
sind lediglich zu 78% identisch und nur eine der Pstl-Schnittstellen ist an der gleichen Stelle
lokalisiert. Die Sequenz stellt also ein authentisches CEA-Vy-Fragment dar. Eine interne
BstEIll-Schnittstelle weist das Vy-Fragment des mAK CEA2-4.4 nicht auf. Um optional Fp-
Fragmente der Antikérper CEA2-4.4 und CEA3-55.4 zu generieren, die Uber das pASK-
Expressionssystem produziert werden kénnen, wurde zur Reamplifikation der CEA2-4.4-V/ .-
Region der 5'-Primer 5'-VHNsil erfolgreich eingesetzt. Zur Generierung von CEA-scFv-
Fragmenten wurde die SOE-PCR durchgefiihrt, durch welche jedoch keine sauberen
Amplifikate erhalten werden konnten. Die Konstruktion des Expressionsvektors
pASKscFvIT1 bietet jedoch die Moglichkeit, unter Verwendung der generierten CEA-Vy- und
CEA-V -Fragmente ein funktionelles scF,-Fragment fir verschiedenste Applikationen
herzustellen. Im Rahmen des Projektes wurde nicht weiter mit den monoklonalen
Antikorpern CEA2-4.4 und CEA3-55.4 gearbeitet und daher wurde dieser Ansatz nicht weiter
verfolgt.
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7.2 Klonierung und heterologe Expression von Kern-Streptavidin (CSAV) in

E.coli

Streptavidin ist ein natirlich auftretendes, tetrameres Protein (ca. 60 kDa), welches von
Streptomyces avidinii produziert wird (Chaiet und Wolf, 1964) und eine hochaffine Bindung
zu Biotin eingeht (Dubel, et al., 1995). Diese Eigenschaft wird in zahlreichen biologischen
und analytischen Systemen genutzt (Sano und Cantor, 1991, Sano, et al., 1992). Die Fusion
von Antikérperfragmenten mit Streptavidin wird zur Modellierung diagnostisch und
therapeutisch einsetzbarer Molekule verwendet (Pearce, et al., 1997) und wird in ELISAs
(Schmidt und Skerra, 1993), Western Blots (Tsiotis ef al, 1995) oder in der
Elektronenmikroskopie (Kleymann et al., 1995) eingesetzt. Die Trunkierung des nativen
Streptavidins verandert nicht signifikant die Biotin-Bindungseigenschaften, jedoch wird die
Bindung biotinylierter Makromolekule durch die Entfernung der terminalen Aminosduren
verbessert (Sano, et al.,, 1995). Die lineare Fusion von scF,-Fragmenten mit Kern-
Streptavidin und Expression in E. coli wurde bereits beschrieben (Kipriyanov et al., 1995,
Kipriyanov et al., 1996). Durch die Klonierung in Phase wird die chemische Kopplung von
biologisch aktiven Antikdrperfragmenten und Streptavidin Uberflissig. Es wurde jedoch
oftmals nur eine geringe Ausbeute des Fusionsproteins erhalten, da der Uberwiegende Anteil
des exprimierten Produktes in Form von Einschlusskorpern aggregierte (Pearce, et al.,
1997). Fir die Klonierung und Expression rekombinanten Streptavidins wurde der Vektor
pASK60-Strep beschrieben. Dieser eignet sich zur periplasmatischen Sekretion des
Genproduktes und beinhaltet eine Kassette zur N-Terminalen Insertion eines
korrespondierenden Struktur-Gens zum Streptavidin (Schmidt und Skerra, 1993). Die
Méglichkeit zur heterologen, periplasmatischen Expression rekombinanter scF,-Streptavidin-
Fusionsproteine bietet die Verwendung des Vektors pASKscFvIT1. Dieser erlaubt durch
bereits vorhandene Restriktionsschnittstellen die Insertion von Kern-Streptavidin-Sequenzen.
Nach Isolierung genomischer DNA aus Streptomyces avidinii wurde im Rahmen dieser
Arbeit die von Sano et al. (1995) beschriebene Kernsequenz amplifiziert, nach
Sequenzanalyse in den Expressionsvektor pET3c kloniert. AnschlieRend wurde das Kern-
Streptavidin durch die spezifische Bindung an ein Biotin-HRP-Konjugat im ELISA auf seine
Funktionalitat Gberprift. Der Einsatz von Vektoren des pET-Systems zur Expression
rekombinanten Kern-Streptavidins flihrt zu hohen Proteinausbeuten (Thompson und Weber,
1993). Das rekombinante Kern-Streptavidin-Protein fiel hier als Einschlusskorper an und
nach Renaturierung und Faltung konnte die erwartete Grolke des tetrameren sowie des
monomeren Proteins nach Hitzedenaturierung, durch SDS-Gelelektrophorese sicher erkannt
werden. Der Nachweis, dass die Transkription der Kontrolle von IPTG unterstand, wurde

dadurch bestatigt, dass in einer nicht-induzierten Anzucht kein Protein entsprechender
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Grolie detektiert werden konnte. Bei Trennung der Zellkompartimente in Spharoblasten und
I6sliche Fraktion, wurde im Wasch-Uberstand der Sphéaroblastensuspension ebenfalls eine
geringe Menge funktionellen Streptavidins nachgewiesen, was zu dem Schluss fiihrte, dass
keine ausschliellliche Akkumulation des rekombinanten Proteins in Einschlusskérpern
stattfand.

7.3 Optimierung eines PCR-ELISA-Verfahrens zur Detektion von Reporter-
DNA aus der Inmun-PCR

Ziel des ULISA-EU-Projektes war die Etablierung eines Immun-PCR-Verfahrens. Zur
Detektion der dabei anfallenden PCR-Produkte wurde ein PCR-ELISA-Verfahren optimiert.
Auf diese Weise kann mit hohem Durchsatz ein sensitiver Nachweis der Amplifikate erfolgen.
Das Assay-Format nutzt die hohe Bindungsaffinitat zwischen Streptavidin und Biotin aus. Bei
der reversen Hybridisierung wurde eine Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte mit einer
biotinylierten Sonde beschickt und mit einem Dig-markierten, alkalisch denaturierten PCR-
Produkt hybridisiert. Durch die Optimierungsarbeiten konnte dem Projekt ein sensitives
Nachweisverfahren bereitgestellt werden, das den Einsatz von nur 5 ng des PCR-Produktes
erfordert, um ein gut erkennbares Signal zu erhalten. Im Vergleich dazu kénnen in der
Agarosegelelektrophorese oder PAGE nur ca. 30-100 ng DNA sicher detektiert werden. Das
PCR-ELISA-Verfahren steigert die Sensitivitdit des Nachweises um ein Vielfaches. Bei
Verwendung von 4 pmol der korrespondierenden Sonde pro Kavitat wurde eine Sattigung
detektiert. Moglicherweise wurde die Bindung der biotinylierten Sonden-DNA an die
Streptavidin-beschichtete Oberflache im Vergleich zu freiem Biotin sterisch oder
elektrostatisch behindert. Allerdings resultierte der Einsatz der Sonde in einer Konzentration
von 4 pmol/well in einer sehr gut detektierbaren Extinktion.

Das Temperaturoptimum der Hybridisierung belief sich auf 50°C. Das Optimum ist vermutlich
durch die positive Temperaturabhangigkeit der Hybridisierungsreaktion und vermutlich auch
der Diffusionsgeschwindigkeit und damit dem Transport an die feste Phase gekennzeichnet
(Flotho, 2005). Oberhalb von 60°C kam es vermutlich zur Dissoziation des
Nukleinsdurehybrids, da ab dieser Temperatur ein Abfall der Signalstarke beobachtet
werden konnte. Hier ist bereits die Schmelztemperatur der hybridisierten Sonde
Uberschritten (Tm = 49°C). Bei 37°C wurden noch ca. 50% des Signals detektiert und flihrten
ebenfalls noch zu einem gut auswertbaren Ergebnis. Die Handhabung des Assays wurde
durch die Praequilibrierung von Hybridisierungs- und Waschlésungen vereinfacht. Die
Spezifitat der Reaktion konnte durch den Einsatz einer Reihe von weiteren PCR-Produkten

verifiziert werden, die keinerlei Hybridisierungsreaktion mit der eingesetzten Sonde erkennen
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lieBen. Mit einer Hybridisierungszeit von nur funf Minuten bot das gewahlte Verfahren nicht
nur ein spezifisches und sensitives Mittel zur Detektion der Immun-PCR-Produkte, sondern

es zeichnete sich auch durch die Schnelligkeit der Hybridisierungsreaktion aus.

7.4 Bestimmung der Nukleotidsequenz der Maltosephosphorylase aus

Lactobacillus brevis

Maltosephosphorylase wird in der Biotechnologie auf Grund seiner hohen Substratspezifitat
fur die Detektion von Maltose in Gegenwart anderer Oligosaccharide (Kamogawa et al.,
1974, Shirokane et al., 2000) und die Bestimmung der Amylaseaktivitat eingesetzt (Poudrier
und Oyen, 1991). Maltosephosphorylase wird auch fiur die Synthese von Trehalose aus
Maltose enzymatisch mit Trehalose Phosphorylase gekoppelt (Murao et al., 1985, Yoshida et
al., 1995). Fir diesen Zucker gibt es eine Vielzahl von Anwendungen, wie z.B.
SuRungsmittel, als Stabilisator fir getrocknete oder gefrorene Lebensmittel (Totsuka et al.,
1994), Kosmetika (Hata et al., 1992) und Pharmazeutika (Kato et al., 1989, Fujita et al.,
1990). Die  Maltosephosphorylase stellt zudem das  Schlisselenzym  fir
Phosphatbiosensoren (Hiwel et al.,1997) dar.

Die reversible Phosphorolyse von Maltose in B-D-Glucose-1-phosphat und a-D-Glucose in
Gegenwart von ortho-Phosphat erfolgt unter Konfigurationsinversion des C-Atoms, welches
an der glycosidischen Bindung beteiligt ist (Fitting und Doudoroff, 1952, Hiwel et al., 1997,
Tsumuraya et al., 1990, Wood und Rainbow, 1961). Dabei induziert die Substratanbindung
hypothetisch eine Konformationsanderung der Maltosephosphorylase und stabilisiert so den
Ubergangszustand (Koshland und Neet, 1968, Tsumuraya et al.,1990). Die Aufklarung des
tatsachlichen, katalytischen Mechanismus erforderte die Analyse der Tertiarstruktur des
Enzyms, die durch rontgenkristallographische Untersuchungen in Kooperation unseres
Instituts fur Chemo- und Biosensorik und dem Arbeitskreis von Prof. H. v. Tillbeurgh
(Marseille) erfolgte (Egloff et al., 2001). Zur korrekten Interpretation dieser Daten bedurfte es
der Kenntnis der Primarstruktur, wozu durch diese Arbeit entscheidend beigetragen wurde.

In den Arbeiten von Irmer (1996) und Firnges (1997) wurden erste Untersuchungen zur
Aminosauresequenz auf Proteinebene zur Bestimmung des N-Terminus der
Maltosephosphorylase von Lactobacillus brevis vorgenommen. Basierend auf dem Codon-
Gebrauch von Lactobacillus brevis entwickelte Firnges (1997) Primer und entschlisselte auf
diese Weise 1638 bp des Maltosephosphorylase-Gens. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden zur Aufklarung der restlichen Nukleotidsequenz Primer mit Hilfe von taxonomischen
Homologievergleichen  generiert. Die  Struktur und die Eigenschaften der

Maltosephosphorylase wurde von einigen Gram-positiven Mikroorganismen der Ordnung
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Bacillales beschrieben. Die Maltosephosphorylase-Sequenz (MPase) von Bacillus sp. RK-1
umfasst beispielsweise 2655 bp. Das Enzym hat dabei eine theoretische Grofle von 88,460
kDa (Inoue et al., 2002), welche durch SDS-PAGE belegt wurde. Die Maltosephosphorylase
von Lactococcus lactis wurde ebenfalls durch SDS-Gelelektrophorese als monomeres
Enzym, allerdings mit einer deutlich geringeren Masse von 75 kDa bestimmt. Die ersten N-
terminalen Aminosduren weisen signifikante Ubereinstimmungen mit den ersten 20
Aminosauren der Maltosephosphorylase von Lactobacillus brevis und den entsprechenden
Aminosaurensequenzen von Lactobacillus sanfrancisciensis (Ehrmann und Vogel, 1998),
Bacillus sp. (Genbank-Eintrag E17377) und Nesseira meningitidis (Genbank-Eintrag
AAF40830) auf. Der interne Bereich der Aminosauresequenz von Lactococcus lactis ist
einem trunkierten ORF (open reading frame, offener Leserahmen) der Lactococcus lactis
Subspezies cremosis MG 1363 (Genbank-Eintrag AF03982) sehr ahnlich. Letzterer zeigt
eine Homologie von 69% zur Maltosephosphorylase von Lactobacillus sanfrancisciensis
(Nilsson und Radstrém 2001).

Die Maltose wird durch ein ATP-abhangiges Permease-System in Lactococcus lactis
transportiert (Law et al., 1995). Intrazellular wird die Maltose durch die phosphatabhangige
Maltosephosphorylase (MP) und B-Phosphoglucomutase (B-PGM) a-D-Glucose und B-D-
Glucose-1-phosphat degradiert (Qian et al., 1994). Die kodierenden Gene fur MP und B-
PGM sind dort in zwei verschiedenen Operons lokalisiert (Nilsson und Radstrom 2001) und
unterstehen beide der Repression von Kohlenstoff-Kataboliten (Qian et al., 1997). Bei
Lactobacillus sanfrancisciensis DSM20451 sind die Gene flir Maltosephosphorylase (mapA)
und Phosphoglucomutase (pgmA) in einem Abstand von nur einem Nukleotid in einem
Operon organisiert. MapA kodiert dort fir ein Polypeptid mit 754 Aminosauren und einer
kalkulierten Masse von 85,723 kDa (Ehrmann und Vogel, 1998). Die Aminosduresequenz
von pgmA weist eine 41 %ige Ubereinstimmung mit der Phosphoglucomutase (PgmB,
EMBLZ70730) von Lactococcus lactis und eine 42 %ige Ubereinstimmung mit YvdM von
Bacillus subtilis (EBMLO06993) auf (Qian et al., 1997). Die Nukleotidsequenz der mapA-
Sequenz von Lactobacillus sanfrancisciensis weist eine signifikante Homologie zum yvdK-
Gen von Bacillus subtilis (EMBLO06993) auf, welches in einem Operon lokalisiert ist, &hnlich
den ORFs von Maltose-bindenden Proteinen, Maltosepermease und anderen Kohlenhydrat-
degradierenden Enzymen (Ehrmann und Vogel, 1998).

Lactobacillus sanfrancisciensis, Lactococcus lactis und Bacillus subtilis weisen am 3'-
terminalen Ende des Maltosephosphorylase-Gens einen stark konservierten Bereich auf.
Auf dieser Grundlage wurde der Primer 3'-MPREV1 zur Amplifizierung des ungeklarten
mapA-Bereiches von Lactobacillus brevis ausgewahlt. Zudem wurde eine Konsensus-
Sequenz der Genloci PgmA aus Lactobacillus sanfrancisciensis, B-PGM aus Lactococcus

lactis und YvdM aus Bacillus subtilis ermittelt und zum Design des Primers 3'-MPREV2
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verwendet. Die Einsatz des Primers 3'-MPREV2 fihrte jedoch nicht zur Detektion einer
distinkten Bande bei der Uberpriifung der PCR-Produkte durch Agarose-Gelelektrophorese.
Es blieb unklar, ob Lactobacillus brevis eine andere Operonstruktur aufweist oder ob der
Einsatz des stark degenerierten Primers fir die PCR-Reaktion ungeeignet war. Unter
Verwendung des Primers 3'-MPREV1, in Kombination mit dem Primer 5-MPFOR2, welcher
in der bereits bekannten mapA-Sequenz lokalisiert ist, wurde ein 440 bp groRes Amplifikat
erhalten. Dieses wies eine 80 %ige Nukleinsdure-Sequenzhomologie zum
Maltosephosphorylase-Gen von Lactobacillus sanfrancisciensis auf. Somit waren 2043 bp
des mapA-Gens von Lactobacillus brevis bekannt. Die Roéntgenkristallstruktur der
Maltosephosphorylase, komplexiert mit dem Kosubstrat Phosphat, wurde in der Zwischenzeit
mit einer Aufldsung von 2,15 A ermittelt (Egloff et al., 2001). Die putative, C-terminale
Aminosaureabfolge wurde zur Generierung des 3'-TERM2 verwendet. Innerhalb des zuvor
identifizierten 440 bp groflen Amplifikats wurde als Gegenstiick der 5'-Primer MPFOR3
designt. Eine PCR mit ahnlich lokalisierten Primern unter Verwendung von Lactobacillus
sanfrancisciensis hatte ein Produkt von 276 bp ergeben. Der Einsatz genomischer
Lactobacillus brevis-DNA resultierte in der Synthese eines 187 bp grolen PCR-Produktes
mit einer Homologie von 70 % zur mapA-Sequenz von Lactobacillus sanfrancisciensis. Damit
wurden insgesamt 2230 bp des Maltosephosphorylase-Gens von Lactobacillus brevis
identifiziert. Die erhaltene Information wurde genutzt, um ein zusammenhangendes 2,2 kb
groles mapA-Fragment zu amplifizieren, welches die Option erdffnet, ein rekombinantes
Maltosephosphorylase-Protein fir verschiedenste Anwendungen zu exprimieren.

Die rontgenkristallographischen Untersuchungen lieken vermuten, dass sich am C-Terminus
noch weitere 12 Aminosduren befinden und somit noch 36 bp der Nukleotidsequenz
aufzuklaren waren. Eine Mdglichkeit zur Analyse bietet die Inverse PCR. Dabei wird ein
Restriktionsfragment mit der aufzuklarenden Region zirkularisiert und in einer PCR die
Primer so lokalisiert, dass die Extension tber den bekannten Bereich hinaus erfolgt, so dass
die flankierenden Bereiche des Gens amplifiziert werden (Silver, 1991). Diese Methode
wurde zunachst verwendet, um integrierte Retroviren (Silver und Keerikatte, 1989),
bakterielle Insertionselemente (Ochman et al., 1988), Segmente des Malaria-Gens (Triglia et
al., 1988) und chromosomale DNA von Hefen (Ochman et al., 1990) zu untersuchen. Die zu
amplifizierenden Fragmente sollten eine Grélke von 200-3000 bp aufweisen, damit eine
Zirkularisierung gewahrleistet werden kann (Shore et al., 1981). Fur eine Anwendung zur
Analyse des Maltosephosphorylase-Gens von Lactobacillus brevis musste genomische DNA
restringiert werden. Zur Identifizierung eines genomischen Restriktionsfragmentes in einem
Southern-Blot, welches die flankierenden Regionen des mapA-Gens enthalt, wurde eine
biotinylierte Sonde generiert, deren Spezifitdt mittels Dot-Blot nachgewiesen wurde. Die

bekannte mapA-Sequenz beinhaltet keine interne EcoRI-Restriktionsschnittstelle. Im
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Southern-Blot wurde ein ca. 5 kb-groBes Restriktionsfragment detektiert. Allerdings war
dieses nur als schwache Bande auf der Membran zu erkennen. Zur Uberpriifung des
Produktes aus der inversen PCR wurden Primer flr eine nested-PCR gewahit. Die
Hybridisierung der Primer, sowohl fir die inverse PCR, als auch fir die nested PCR mit der
mapA-Sequenz, wurde durch den Einsatz einer Positivkontrolle bestatigt. Als Positivkontrolle
fungierte das Plasmid mit dem inserierten, bekannten 2,2 kb grolRen mapA-Bereich. Die
Optimierung der inversen PCR unter Verwendung genomischer DNA aus Lactobacillus
brevis, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr erfolgen.

Um die Vermutung, resultierend aus der Rontgenstrukturanalyse zu bestatigen, dass am C-
Terminus lediglich weitere 12 Aminosauren lokalisiert sind, wurde die genaue molekulare
Masse der Maltosephosphorylase aus Lactobacillus brevis via Matrix-unterstitzter Laser
Desorption/lonisierungs-Massenspektrometrie (MALDI-TOF) ermittelt. Die berechnete,
molekulare Masse des hier bestimmten 2230 bp groRen mapA-Bereiches betrug 84911,41
Da. Aus insgesamt 500 aufaddierten Spektren liel3 sich eine mittlere Masse von 86,166 kDa
errechnen. Im Rulckschluss auf die Nukleotidsequenz des mapA-Gens betrug diese
zwischen 2254 bp und 2260 bp. Die Sequenz der genomischen DNA aus Lactobacillus
brevis Stamm ATCC 367 (American Type Culture Collection) wurde kurzlich aufgeklart
(Genbankeintrag NC 008497.1; Makarova et al., 2006). Die Nukleotidsequenz dieses mapA-
Gens aus diesem Stamm umfasst demnach 2268 bp. Bei einem Homologievergleich auf
Nukleinséureebene ergibt sich eine Ubereinstimmung von nur 96 %. Die
Aminosauresequenz ist dagegen zu 99 % identisch mit der in dieser Arbeit ermittelten
Sequenz. Mit 756 Aminosdauren ist die tatsachliche GroRe der Maltosephosphorylase aus
Lactobacillus brevis ATCC 367 um 13 Aminosauren grofder als die in dieser Arbeit ermittelte
Sequenz. Die Diskrepanz von 1 % auf Aminosdureebene bedeutet, dass ca. 7-8
Aminosauren nicht Ubereinstimmen. Dies unterstreicht die Annahme, dass es sich nicht um
dieselben Proteine handelt. Die Divergenzen bezlglich der Homologie sind wahrscheinlich
auf die unterschiedlichen Quellen der jeweiligen Bakterienstdamme zurickzuflhren. Der in
dieser Arbeit analysierte Stamm tragt die Bezeichnung DSMZ 20556 (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen, Heidelberg). Nach Sohier et al. (1999) wurde der
Stamm aus griinen Oliven isoliert und entspricht dem Stamm ATCC 8287.

Durch die Identifizierung der Primarstruktur anhand dieser Arbeit und den Arbeiten von Irmer
(1996) und Firnges (1997) lieRen sich die Daten der Réntgenkristallstruktur erst
interpretieren und die Tertiarstruktur der Maltosephosphorylase aus Lactobacillus brevis
aufklaren. Mit diesen Ergebnissen gelang unserem Team erstmalig eine Strukturanalyse
einer Disaccharidphosphorylase (Egloff et al., 2001). Sie starkten die Hypothese, dass die
Maltosephosphorylase als Dimer vorliegt. Die Struktur besteht demnach aus einem N-

terminalen -sandwich, einem helikalen Linker, einer katalytischen (o/a)s barrel Domane und
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einem C-terminalen p-Faltblatt. Die (a/a)s barrel Doméane wies unerwarteterweise eine hohe
strukturelle und funktionelle Analogie zur katalytischen Domane der Glucoamylase von
Aspergillus awamori auf. Diese Beobachtungen fihrten zu der starken Annahme, dass sich
die Maltosephosphorylase aus der Glucoamylase entwickelt hat, bzw. dass sich beide
Enzyme aus einem gemeinsamen Vorlaufer entwickelt haben. Die Maltosephosphorylase hat
vermutlich eine Carboxylgruppe aus der Glucoamylase fir die saure Katalyse konserviert
und hat die katalytische Base, charakteristisch flr die Glucosidase, verloren. Stattdessen
sind an dieser Stelle mehrere, phosphatbindende Schleifen zu finden. Die relativ kurze
Distanz zwischen der sauren, katalytischen Gruppe und dem gebundenen ortho-Phosphat
deuten auf einen Mechanismus hin, bei dem das Phosphat die glycosidische Bindung
nukleophil angreift. Dabei erfolgt eine Inversion der Konfiguration am anomeren C-Atom. Bei
der beschriebenen, reversiblen Phosphorolyse von Maltose bedarf es keiner weiteren
Cofaktoren. Dies ist Grund zur Annahme, dass der katalytische Mechanismus sich stark von
dem der Glycanphosphorylasen, wie z.B. der Muskel-Glycogenphosphorylase und der
verwandten, bakteriellen Maltosedextrinphosporylase unterscheidet. Diese Divergenzen und
die fehlende Sequenzhomologie zu den Glycogenphosphorylasen lieRen den Schiul} zu,
dass die Maltosephosphorylasen eine eigene Enzymfamilie bilden. Hinsichtlich der
Strukturdaten von Egloff et al. (2001) wurde die Aminosauresequenz der
Maltosephosphorylase von Bacillus sp. RK-1 mit der von Lactobacillus brevis verglichen. Die
Bereiche der hypothetisch katalytischen Saure und der phosphatbindenden Regionen

stimmten dabei véllig Gberein (Inoue et al., 2002).
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