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Multiples Myelom Einleitung

1 Einleitung

In der vorliegenden Arbeit wird die Etablierung und Generierung von Antikorper-
Phagenbanken aus cDNA eines Multiplen Myelom Patienten vorgestellt. Dieses System
ermdglicht die Expression von einem Immunglobulin-Repertoires auf Bakteriophagen und
dem damit verbundenen Antikorper-Targeting von Tumoren. Hierbei kénnen die Epitope
identifiziert und analysiert und das Bindungsverhalten von tumorassozierten Antigenen
des Multiplen Myeloms untersucht werden. Als langfristiges Ziel wird der Einsatz
tumorspezifischer Antikorper in der Therapie dieser Erkrankung angestrebt. Das Multiple
Myelom ist eine maligen Erkrankung des Krochenmarks, die bis heute noch nicht heilbar
ist. Diese Krebserkrankung wird mit Medikamenten, Chemotherapien und
Knochenmarktransplantation behandelt.

Diese Bachelor-Thesis reprasentiert die Generierung von Antikdrper-Phagenbanken aus
dem Antikorperrepertoire eines Myelompatienten, was die Grundlage fur die Isolierung
von therapeutischen Antikdrpern gegen das Multiple Myelom bildet.

1.1 Multiples Myelom

Das Muitiple Myelom (MM), auch Plasmozytom genannt, ist eine maligne
Krebserkrankung des Knochenmarks, welche etwa 10% aller hamatologischen
Neoplasien ausmacht [Kyle und Rajkumar, 2004; Kyle und Rajkumar, 2008].
Charakteristische Merkmale sind: die Akkumulation von Plasmazellen im Knochenmark,
sowie der Nachweis von einem monoklonalen Protein im Serum und Urin [Kyle und
Rajkumar, 2004]. Das Multiple Myelom ist eine Alterskrankheit und tritt nur selten vor dem
40. Lebensjahr auf. Diagnostiziert wird die Krankheit meist zwischen dem 63. und 70.

Lebensjahr [Harousseau et al., 2008].

1.2 Antikérper

Antikoper, auch Immunglobuline (lg) genannt, sind globuldre Proteine, welche an
Antigenen, korperfremde  Strukturen, binden kodnnen und im Wirbeltierserum

vorkommen.Es gibt fiinf verschiedene Klassen, welche von Plasmazellen synthetisiert




Antikorper Einleitung

werden, die als a-, y-, &-, &- und
p-Ketten bezeichnet werden und
in folgende Antikdrperklassen
eingeteilt werden: IgG, IgM, IgA,
IgD und IgE [Rehm und Letzel,
2010]. Antikorper weisen eine
,Y“-Form auf und bestehen aus
zwei identischen leichten Ketten
(light chain, LC) wund zwei
identischen  schweren Ketten
(heavy chain, HC), welche durch
Disulfidbindungen kovalent, aber

auch durch nicht kovalente Krafte
Abbildung 1: Schematische Darstellung eines IgG-
Antikdrpers. Die Abbildung stellt ein 1gG-Antikdrper mit seinen
[Schroeder und Cavacini, 2010]_ funktionellen Doméanen dar. Die schwere Kette (heavy chain, HC)
. . . besteht aus der variablen Vy-Region und drei konstanten (Cul,
Die 25 kDa groBen identischen Cuh2 und Cx3) Domaénen. Die leichte Kette (light chain, LC) besteht
leichten Ketten [Janeway und aus einer variablen (V.) und einer konstanten (C.) Doméne. Die
variablen Doméanen der schweren und der leichten Kette binden
Travers, 2008] weisen zwei das Epitop des Antigens und besitzen durch die CDR-Regionen
(hier: tirkis) eine ausgesprochen hohe Variabilitat. Die Sequenzen
der verschiedenen konstanten Regionen variieren zwischen den
und A genannt werden. Die verschieden Hauptklassen, sind aber innerhalb einer Klasse sehr
ahnlich. Die hellblauen Verbindungen reprasentieren die
schweren Ketten, 50-70 kDa ausgebildeten Disulfidbriicken im Molekl. Im Ig-Molekdil sind zwei
groB, sind tber Disulfidbindungen funktionelle Bereiche zu unterscheiden, das Antigen bindende Teil
(Fab-Fragment) und der Fc-Teil, welche enzymatisch durch
miteinander verbunden. Die LC Ppapain (gepunktete Linie) gespalen werden kénnen. In der hinge-
Region (hier: lila) sind die Ketten uber Disulfidbriicken miteinander
verbunden. Bild: (Latypov et al., 2012)

miteinander  verbunden  sind

verschieden Arten auf, welche k

und HC bestehen jeweils aus
einer konstanten (C) und einer
variablen Region (V), welche mit den Indizes H (heavy) und L (light) gekennzeichnet sind.
Antikérper kdnnen durch das Enzym Papain drei verschiedene Teile gespalten werden.
Somit entstehen zwei Fab-Fragmente und ein Fc-Fragment (Abbildung 1). Das Fab-
Fragment (Fragmentantigen binding), bestehend aus variablen und konstanten Teilen der
schweren und leichten Kette, besitzt die Fahigkeit zur Antigenbindung. Diese spezifische
Antigenbindungsstelle wird als Complementary Determining Region (CDR) bezeichnet.
Das Fc-Fragment (fragment cristalline), welches sich unterhalb der hinge-Region befindet,
besteht aus den Cy2- und Cy3-Regionen der schweren Kette und dient der
Antigenerkennung.

Die in dieser Arbeit verwendeten Klassen sind IgG und IgM: Immunglobuline M (IgM),

werden als erste Immunglobuline von Plasmazellen synthetisiert und besitzt eine
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Bildung von Antikérpern Einleitung

Molekilmasse von 900 kDa.

Immunglobuline G (IgG), sind Antikoper der Antikorperklasse G und weisen eine
Molekilmasse von 150 kDa auf und sind die am haufigsten vorkommenden
Antikorperklasse (ca. 80 %) [Brehnme und Meimcke, 1998]. Das IgG ist ein Monomer und
besitzt, wie das IgM, die Fahigkeit der Agglutination.

1.3 Bildung von Antikérpern

B-Lymphozyten, auch B-Zellen genannt, sind in der Lage Antikérper zu synthetisieren,
wenn sie durch Antigene, kdrperfremde Stoffe, aktiviert werden. Nach dem ersten Kontakt
mit den Antigenen, kénnen sich die B-Zellen zu Gedachtniszellen oder antikdrper-
produzierenden Plasmazellen differenzieren. Plasmazellen sezernieren eine groRe Menge
Antikoérper, wahrend Gedachtnis-B-Lymphozyten selbst keine Antikdrper produzieren
kénnen. B-Zellen kbénnen auf ihrer Membranoberflache Immunglobuline ausbilden, den B-
Zell-Rezeptor. Dieser Rezeptor ist in der Lage korperfremde Antigene nach dem
Schlussel-Schloss-Prinzip zu binden. Wie bereits erwdhnt bestehen Antikorper aus zwei
identischen LC und zwei identischen HC.

Der menschliche Organismus ist in der Lage, mehr als 10" unterschiedliche
Antikorpermolekiile zu sezernieren, welche durch Rekombination zustande kommt. Diese
Umlagerung bezeichnet man als somatische Rekombination oder V(D)J-Rekombination.
Die V(D)J-Rekombination sorgt dafir, dass eine moglichst hohe Variabilitét von
Antikorpern erzeugt wird. Hierbei werden unterschiedliche DNA-Bereiche der Gene fur die
leichten und schweren Ketten der Antikbrper zuféllig miteinander kombiniert, was zu einer
hohen Diversitat fihrt. Um die Affinitdt nach dem Kotakt zum Antigen zu erhéhen, kommt
es zu Punktmutationen in den variablen Regionen. Diesen Prozess bezeichnet man als
somatische Hypermutation [Raul Mostoslavsky et al., 2004]. Die variablen Regionen eines
Antikdrpers werden von mehreren Gensegmenten codiert. Die variablen Regionen der
schweren Kette (V4y) werden codiert von den Segmenten V (variable segment), D
(diversity segment) und J (joining segment). Die variablen Regionen der LC (V) werden
von den Segmenten J und V codiert. Das V-Segment wird durch 95 bis 101 Aminosauren
codiert. Durch die Kombination der variablen Regionen der schweren und leichten Kette
entsteht eine Vielzahl von Antikérpern. Diese Diversitat der Immunglobuline macht man
sich bei der Generierung der Phagen-Bibliotheken zunutze. Das AntikOrperrepertoire
sowie weitere nicht-nattrliche Kombinationen aus schwerer und leichter Kette werden auf

filamentdésen Phagen prasentiert. Aus solch einer Bibliothek kdnnen dann mittels Phage-
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Die Phage-Display Technologie Einleitung

Display geeingente Binder gegen Targets zu isolieren werden.

1.4 Die Phage-Display Technologie

Die Phage-Display Technologie [Smith, 1985] wurde zu Beginn der 90er Jahre entwickelt,
um Antikdrper als Alternative zur Hybridomtechnologie [Koehler und Milstein, 1975] zu
gewinnen. Die Phage-Display Technologie basiert auf der Prasentation von Proteinen,
Peptiden oder Antikdpern auf filamentésen Bakteriohagen.

Die ca. 860 nm langen und 6 nm

dicken stadbchenférmigen
Bakteriophagen gehéren zu den
Viren. Fur die Generierung von
Antikérper-Phagenbanken werden
haufig M13-Bakterionphagen
(Abbildung 2) verwendet. M13-
Phagen sind gut charakterisiert
[Hag et al., 2012] und in der Lage

Abbildung 2:Schematischer Aufbau des  M13-Phagen.
gram-negative Bakterien, wie E. M13-Phagen sind filamentse Phagen und besitzen im inneren
die einzelstrangige, zirkulare DNA (single stranded DNA,
ssDNA), welche von einer Proteinhille, dem pVill,
(Fertilitatsplasmid) zu infizieren. Flr umschlossen ist. Die Proteine pVIl und plX sind an einer

. . . . Phageseite lokalisiert. Die Proteine plll und pVI sind an der
die Infektion ist das Protein plll gegenuberliegenden Phagenseite lokalisiert. Der Phage hat
notwendig [Winter et al., 1994]. eine Lange von ca.860 nm und einen Durchmesser von 6 nm.

Bild: variierte Darstellung [Kierny et al., 2012]

coli, uber deren F-Pilus

Die Proteine oder Teilsticke von

Proteinen werden durch die single stranded DNA (ssDNA) [Zhou et al., 2009] des
Phagemids, welche sich innerhalb des Phagens befindet, codiert. Hierbei konnen DNA-
Sequenzen in das Phagemid ligiert werden und anschliel3end exprimiert der Phage das
Fusionsprotein und baut es in seine Hille ein. Diese generierten Antikorper-
Phagenbanken ermdglichen die Identifizierung und Charakterisierung von Epitopen, aber
auch die Selektion von immunisierten Antikérpern, welche Anwendung in der Diagnostik

und Therapeutik finden.

1.5 Ziel der Arbeit und Zusammenfassung der strategischen
Vorgehensweise

Die Generierung der Antikorper-Phagenbanken [Shui et al.,, 2009] erfolgte in zwei

4
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Ziel der Arbeit und Zusammenfassung der Einleitung
strategischen Vorgehensweise

aufeinanderfolgenden Klonierungsschritten. Zunachst wurden Antikdrper-produzierende
B-Zellen, aus dem Blut eines Myelompatienten, isoliert. Hieraus wurde wiederum die
MRNA isoliert und mit der enzymatischen reversen Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Dann erfolgte die Amplifikation der antikdrpercodierenden cDNA mit Hilfe
der Polymerase-Kettenreaktion. Fir jede Bank wurden klassenspezifische Primerpools
verwendet, um ein moglichst grol3es Antikbrperrepertoire zu erhalten. Die entstandenen
Amplifikate wurden anschlieBend um die Restriktionsschnittstellen elongiert. Die
Abbildung 3 stellt die schematische Amplifizierungsstrategie der schweren Kette zur

Generierung der Antiképer-Phagenbank dar.

2. und 3. ) ;
Cap-Region konstante Region ée';iuo?]sgéﬁ% vanab&sSegmn
COMNA schwere | (CHZ und CH3) | l
Kette (HC) [ | I
cOMA sthwere | | |
Kette (HC) I | 3 |
Meal- Hinge- Miul-
Schnittstelle Region Schnittstelle
-
PCR-Podukt I } |
_
Meal- Hinge ol lul-
Schnittstelle Region Schnittstelle
PCR-Podukt Il - | |

Abbildung 3:Schematische Darstellung der Amplifizierungsstrategie der schweren Kette (HC) zur Generierung
einer Antikérper-Phagenbank. Im ersten Schritt wird die Cyl- und Vy-Region aus der cDNA des Myelompatienten
mit den Primern herausamplifiziert. Im darauf folgenden Schritt wird das PCR-Produkt um die Schnittstellen Ncol und
Mlul elongiert. Die Pfeile markieren die Position der jeweiligen Primer. Bild: (Friederike Braig, 2012) (Schroeder und

Cavacini, 2010)




Ziel der Arbeit und Zusammenfassung der Einleitung
strategischen Vorgehensweise

Die Abbildung 4 stellt die schematische Amplifizierungsstrategie der leichten Kette zur
Generierung der Antikbper-Phagenbank dar.

Cap-Region Rl;nr;?na?énla_} vanab{l\igegmn
cOMA leichte d |
Kette (L) | |
Sall- Mhel-
Schnittstella Schnittstella
-
PCR-Paduk | I | |
—_—
Sall- thel-
Schnittstelle Schnittstelle
PCR-Poduk I | | |

| I I

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Amplifizierungsstrategie der leichten Kette (LC) zur
Generierung einer Antikérper-Phagenbank. Im ersten Schritt wird die C.- und V_-Region aus der cDNA
des Myelompatienten mit den Primern herausamplifiziert. Im darauf folgenden Schritt wird das PCR-Produkt
um die Schnittstellen Sall und Nhel elongiert. Die Pfeile markieren die Position der jeweiligen Primer.
Bild: (Friederike Braig, 2012; Schroeder und Cavacini, 2010)

Um eine Antikdrper-Phagenbank zu generieren, kloniert man die Cyl1- und Vy4-Regionen
der schweren Kette und darauf die V.- und C -Regionen der leichten Kette K in ein
passenden Vektor [Baskar et al., 2009, Wu et al., 2001]. Die Ligationsansatze werden
mittels Elektroporation in geeignete E. coli-Stamme transformiert und anschliel3end auf
Agarplatten ausplattiert. Im ersten Klonierungsschritt wurden die antikdrpertragenden
Plasmide mit der schweren Kette in den E.coli-Stamm DB3.1 (ccdB-resistent)
transformiert. Im zweiten Schritt wurden die Plasmide mit der schweren und leichten
Kette in den E.coli-Stamm DH10B (ccdB-sensitiv) transformiert. Die Produktion der
Antikbper-Phagenbank erfolgte in E.coli TGl Zellen, da diese das fur die
Helferphageninfektion bendtigte F’-Plasmid enthalten. Anschlie@end wurden die

Antikodrper-Phagen in PEG/NaCl reversibel geféllt und aufgereinigt.




Laborgerate

Materialien

Die Antikorpervielfalt des Patienten wird in Form der Fab-Fragmente auf der Oberflache

der filamentésen M13-Phagen reprasentiert.

Germline
V-gene segments

L

E "
(W1
Gene assembiy FCR S
in vitro VL

VH (or VHCH1) VL (or VLCL)

Gene Assembiy and
cloning or Stepwise cloning

Human B-cells from naive
or immune donors

Immune, Naive
or Synthetic
Antibody Library
of Human antibody
fragments

Abbildung 5: Schematische Darstellung zur Konstruktion einer Antikérper-Phagenbank. Antikdrper-
produzierende Zellen werden aus dem Blut isoliert. Hieraus wird die mRNA isoliert und mit der enzymatischen
reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die antikdrpercodierende cDNA wird mittels PCR amplifiziert
und um die Restriktionsschnittstellen elongiert. Die Amplifikate (hier: Cy1- und Vy-Region der HC und die V.-
und C-Regionen der LC) werden sequenziell in der Vektor (hier: pFB-Fab) ligiert und in E. coli-Stdmme (hier:
DB3.1, DH10B) transformiert. Die Antikdrper-tragenden Vektoren werden in E. coli TG1 transformiert und,
nach hyperinfektion durch Helferphagen, produziert. Die entstandenen filamentdsen Phagen prasentieren die
Antikorper-Fragmente (hier: Fab-Fragment) auf ihrer Oberflache.

Bild: [Hoogenboom et al., 1998]

2 Materialien

2.1 Laborgerate

Tabelle 1: Verwendete Gerate

Gerat

Hersteller

Biophotometer

Brutschrank Heraeus® Function Line
Concentrator 5301

Gelkammer DNA Sub

Geldokumentationssystem

Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Thermo Scientific, Rochester, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Germany
Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,

Germany




Verbrauchsmaterialien

Materialien

Incubator Shaker Series innova®40

Kryo-Einfrierbox
Laborbench Microflow
Mastercycler Gradient
MicroPulser Elektroporator

Mikrowelle Express

Préazisionswaage Pioneer™

Schittelinkubator Certomat® 1S

Spectrophotometer NanoDrop ND-100

SpeedVac® Plus SC110A
System fir Reinstwasser

Universal Vacuum System Plus UVS400A

Vortexer Reax 2000
Wasserbad
Zentrifuge Eppendorf 5417R

New Brunswick Scientific, Ayrshire, USA

Thermo Scientific, Rochester, USA

Nalge Nunc International, New York, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Germany

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Germany

Sharp Electronics GmbH, Hamburg,
Deutschland

Ohaus, New York, USA

B. Braun Biotech International GmbH,

Melsungen, Germany

Germany

Thermo Scientific, Rochester, USA
membraPure, Berlin, Germany
Thermo Scientific, Rochester, USA
Heidolph, Schwabach, Germany
GFL, Burgwedel, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Germany

2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Materialen

Hersteller

Cell Scraper 25 cm
Bioshere Fil. Tip 10 farblos
Bioshere Fil. Tip 200 farblos
Bioshere Fil. Tip 1000 blau
Kryoréhrchen
Kulturréhrchen

Gene Pulser® Cuvette, 0.1 cm
Petrischalen 30 x 30 cm
Pipetten 5 ml

Pipetten 10 ml

Pipetten 25 ml

Safe-Lock Tubes 0,2 ml
Safe-Lock Tubes, 0,5 ml
Safe-Lock Tubes ,1,5 ml

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Germany
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Germany
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Germany
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Germany
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Germany
Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Germany
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Germany
Falcon, Franklin Lakes, USA

Falcon, Franklin Lakes, USA

Falcon, Franklin Lakes, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Eppendorf AG, Hamburg, Germany

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,



Materialien

Save-Lock Tubes, 2 ml
Zentrifugenréhrchen 15 ml

Zentrifugenréhrchen 50 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany

2.3 Chemikalien, Puffer und Losungen

Alle Chemikalien, Puffer und Ldsungen wurden vor Gebrauch autoklaviert oder steril

filtriert.

2.3.1 Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Ampicillin sodium salt
Bacto™ Agar

Bacto™ Tryptone

Bacto™ Yeast Extract, Technical
Biocoll Separatin Sotution
D(+)-Glucose
D(+)-Saccharose
Essigsaure 99-100 %
Ethanol absolut reinst
Ethanol vergallt 270 %
Ethidiumbromid
Flussigstickstoff

Glycerol

Kaliumchlorid

Trizma base
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Natriumchlorid
Natronlauge 2 mol/l
2-Propanol
Polyethylenglycol 8000
UltarPure™ Agarose

Xylencyanol

AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany

Becton, Dickinsin and Company, Sparks, USA
Becton, Dickinsin and Company, Sparks, USA
Becton, Dickinsin and Company, Sparks, USA
Bichrom AG, Berlin, Germany

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany
J.T. Baker, Deventer, Netherlands

Th. Geyer GmbH und Co. KG, Renningen, Germany
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany
Invitrogen, Carlsbad, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany
Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany
Invitrogen, Carlsbad, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany




Chemikalien, Puffer und Losungen Materialien

2.3.2 Puffer fir Agarosegele und Zusatze

Tabelle 4: Puffer fur Agarosegele und Zuséatze

Puffer und Lésung Zusammensetzung
Agarose 10-20 g/l (in 1x TAE)
6x DNA Loading Dye 25 mg Bromphenolblau

25 mg Xylencyanol
4 g D(+)-Saccharose
Auffillen auf 10 ml mit ddH,O

50x TAE 24,2 g/l Trizma base
100 ml 0,5 M EDTA pH-Wert 8,0
57, 10 ml Essigsaure
Auffillen auf 1 | mit ddH,0,
Arbeitskonzentration 1x

10x PBS 80 g/l NaCl
2 g/l KCL,
14,4 g/l Na,HPO,,
2,4 g/l KH,POy,
pH-Wert 7,4, Auffullen auf 1 | mit
ddH,O und autoklavieren
Arbeitskonzentration 1x

20 % PEG/2,5 M NaCl 200 g/l PEG 8000
233,8 g/l NaCl
Auffillen auf 1 | mit ddH,O

und autoklavieren

2.3.3 Stocklésungen

Tabelle 5: Verwendete Stocklésungen

Chemikalie Konzentration

Ampicillin Stocklésung 150 g/l
Arbeitskonzentration 1:1000,

steril filtriert
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Materialien

Kanamycin Stocklésung 50 mg/ml,
Arbeitskonzentration 1:1000

steril filtriert

Tretrazyklin Stockldsung 5 mg/ml,
Arbeitskonzentration 1:250

Ethidiumbromid Stocklésung 10 mg/ml,
Arbeitskonzentration 1:10000

Glucosestocklésung Stocklésung 1 M, steril filtriert
Glucoselésung 40 %, steril filtriert
MgCl,-Lésung Stocklosung 1 M, steril filtriert

2.4 Molekularbiologische Materialien

2.4.1 Bakterienstamme

Fur die Bakterienkultivierung wurden ausschlie3lich Escherichia coli-Stamme verwendet.

Tabelle 6: Verwendete Bakterienstamme

Bakterien Genotyp Hersteller

E. coli DB3.1, F- gyrA462 endAl gIinVv44 A(srl- Invitrogen, Carlsbad,
Elektroporationkompetente recA) mcrB mrr hsdS20(rg’, mg) USA

Zellen aral4 galk2 lacY1 proA2

rpsL20(Sm") xyl5 Aleu mtl1

E. coli DH10B, T1 Phage F mcrA A(mrr-hsd RMS-mcrBC)
Resistant Cells, ®80dlacZAM15 AlacX74 endAl
Elektrokompetente Zellen recAl deoR A(ara, leu)7697

araD139 galU galK nupG rpsL A’

E. coli TG1, SupE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-
Elektroporationkompetente hsdSM)5(rk my") [F’ traD36 proAB

Invitrogen, Carlsbad,
USA

Stratagene, La Jolla,
USA

11



Molekularbiologische Materialien Materialien

Zellen laclZAM15]
E. coli K12 ER2738 F proA+B+ laclq NEB, Ipswich, UK
_(lacz)M15

zzf::Tn10(TetR)/ fhuA2
glinV _(lac-proAB) thi-1
_(hsdS-mcrB)5

2.4.2 Bakteriophagen
Tabelle 7: Bakteriophagen

Bakteriophage Hersteller Information

Helferphage M13K07 NEB, Ipswich, UK Infektion von Bakterien

2.4.3 Medien fur die Kultivierung der Bakterien

Alle Kultivierungsmedien wurden vor der Benutzung autoklaviert. Alle hitzesensiblen
Zusétze (Glucose, MgCl,, Antibiotika) wurden steril filtriert und zu dem autoklavierten
Medium gegeben.

Tabelle 8: Medienzusammensetzung

Ldsung Zusammensetzung

LB-Medium 10 g/l Bacto™ Tryptone
5 g/l Bacto™ Yeast Extract
10 g/l NaCl
Auffullen mit ddH,O

LB-Agar 10 g/l Bacto™ Tryptone
5 g/l Bacto™ Yeast Extract
10 g/l NaCl
15 g/l Bacto™ Agar
Auffillen mit ddH,O
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2 X YT Medium

SOB-Medium

SOC-Medium

Phagen-Top-Agar

2x YT-Agar

16 g/l Bacto™ Tryptone

10 g/l Bacto™ Yeast Extract

5 g/l NaCl

Auffillen mit ddH,O und pH-Wert auf 7,0

einstellen

20 g/l Bacto™ Tryptone

5 g/l Bacto™ Yeast Extract

500 mg/l NaCl

186 mg/l KCI

Auffiillen mit ddH,O und mit 20 %iger NaOH-
Losung auf pH-Wert 7,0 einstellen

48,5 ml SOB Medium
1 ml 1 M Glucoselésung
500 pl 1 M MgCl,-Losung

10 g/l Bacto™ Agar

5 g/l NaCl

10 g/l Bacto™ Tryptone
Auffullen mit ddH,O

16 g/l Bacto™ Tryptone

10 g/l Bacto™ Yeast Extract
15 g/l A Bacto™ Agar

5 g/l NaCl

Auffillen mit ddH,O

2.4.4 Plasmide

Fur die Hauptklonierungsschritte wurde ausschlief3lich das Plasmid pFB-Fab eingesetzt.

Der Vektor pUC18 diente als Kontroll-Plasmid, um die Transformationseffizienz zu

ermitteln.
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Tabelle 9: Verwendete Plasmide

Plasmide Hersteller
pFB-Fab Friederike Braig (M. Sc.)
puUC18 Thermo Scientific, Rochester, USA

166..195 lac

200...222 LacO

BEZ. 27T cocdB

Arnp R A442 3401

pFB-FAB - G045 nt

+

1940, 8163 glll

Abbildung 6: Das Plasmid pFB-Fab. Das Plasmid besteht aus 6045 Basenpaaren. Das Plasmid verfligt Giber ein
AmpR-Gen, welches ihm eine Ampicillinresistenz verleiht. Dieses Gen dient als Selektionsmechanismus. Die zwei
ccdB-Gene sind sogenannte "Suizid-Gene® und dienen als zusétzliches Selektionssystem. ORI (Origin of
Replication) ist der Replikationsursprung. Das LacO (Lac Operon) dient zur kontrollierten Induktion der
Expression. Die Schnittstellen fir die Restriktionsnucleasen kommen nur einmal auf dem Plasmid vor. Ihre
Positionen sind als Nukleotidnummern eingetragen. Die Sequenz des Vektors befindet sich im Anhang.

2.45 Primer

Alle Primer wurden von der Firma Metabion International AG synthetisiert. Die Primer
wurden auf eine Arbeitskonzentration von 10 pmol/ml mit ddH,O verdinnt.
2.4.5.1 Primer far die Amplifizierung ohne Schnittstellen

Alle eingesetzten sequenzspezifischen Primerpaare fiur die Amplifizierung ohne

Schnittstellen waren so konstruiert, dass deren Schmelztemperatur nahezu identisch war.

14
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Tabelle 10: Verwendete Primer fir die Amplifizierung ohne Schnittstellen

Oligoname Oligosequenz 5°-3° Schmelztemperatur
[°C]
VK_pool-fw
VK2N1-fw AGATGCTGTGTGAMCCAGCCT 60,1
VK2N2-fw TCCCTCCAAGTTCACATCCTGAG 58,3
VK1_fw GACATCCRGDTGACCCAAGTCTCC 60,7
VK246_fw GATATTGTGMTGACBCAGWCTCC 55,5
VK3_fw GAAARRGTRWTGACRCAGTCTCC 55,6
VK5_fw GAAACGACACTCACGCAGTCTC 58
CG_pool-fw
CG_VH1_fw CGCAGGTCCAGCTKGTRCAGTCTGG 65,3
CG_VH157_fw CGCAGGTGCAGCTGGTGSARTCTGG 66,9
CG_VH2_fw CGCAGRTCACCTTGAAGGAGTCTG 60,3
CG_VH3 CGGAGGTGCAGCTGKTGGAGWCY 64,6
CG_VH4 fw CGCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCSG 68,2
CG_VH4-DP63_fw CGCAGGTGCAGCTACAGCAGTGGG 66,2
CG_VH6_fw CGCAGGTACAGCTGCAGCAGTCA 63,8
CG_VH3N_fw CGTCAACACAACGGTTCCCAGTTA 59,4
FB_IgK_rv ACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCTT 59,9
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2.4.5.2 Primer fur die Amplifizierung mit Schnittstellen

Alle eingesetzten sequenzspezifischen Primerpaare fur die Amplifizierung mit

Schnittstellen waren so konstruiert, dass deren Schmelztemperatur nahezu identisch ist.

Tabelle 11: Verwendete Primer fur die Amplifizierung mit Schnittstellen

Oligoname Oligosequenz 5‘-3¢ Schmelz-
temperatur
[°C]

Vk_pool_Sall-fw

VK2N1_Sall_fw CAAAGTCGACAGATGCTGTGTGAMCCAGCCTC 65,5

VK2N2_Sall_fw CAAAGTCGACTCCCTCCAAGTTCACATCCTGAG 63,8

VK1_Sall_fw CAAAGTCGACGACATCCRGDTGACCCAGTCTCC 66,3

VK246_Sall_fw CAAAGTCGACGATATTGTGMTGACBCAGWCTCC 62,8

VK3_Sall_fw CAAAGTCGACGAAATTGTRWTGACRCAGTCTCC 61,9

VK5_Sall_fw CAAAGTCGACGAAACGACACTCACGCAGTCTC 64,5

CG_pool_Ncol-fw

CG_VH1_Ncol CATGCCATGGCGCAGGTCCAGCTKGTRCAGTCTG 70,9
G

CG_VH157_Ncol @ CATGCCATGGCGCAGGTGCAGCTGGTGSARTCTG 72
G

CG_VH2_Ncol CATGCCATGGCGCAGRTCACCTTGAAGGAGTCTG 67,8

CG_VH3_Ncol CATGCCATGGCGGAGGTGCAGCTGKTGGAGWCY 70,9

CG_VH4_Ncol CATGCCATGGCGCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCS 73
G

CG_VH4- CATGCCATGGCGCAGGTGCAGCTACAGCAGTGG 71,7

DP63_Ncol G

16



Molekularbiologische Materialien Materialien

CG_VH6_Ncol CATGCCATGGCGCAGGTACAGCTGCAGCAGTCA 70,4

CG_VH3N_Ncol CATGCCATGGCGTCAACACAACGGTTCCCAGTTA 67,3

IlgG_hinge_2-rev  ACAGCTTTTGGGCTCAACTBTCTTGTCCACCTTGG 68,6
TGTTGC

IlgG_hinge_2 Mlu GATCGACGCGTACAGCTTTTGGGCTCAACT 65,1

[-rev

HC_Ncol- CGAGACCTCATGCCATGGCG 61

elongated_fw

FB_IgK_Nhel_rev CGCTAGCTAGCACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCT 66,9
T

FB_IgL_Nhel_rev CGCTAGCTAGCTGAACATTCYGTAGGGGCMACTG 66,4

FB_IgM_CH1_Mlu GATCGACGCGTTGGAAGAGGCACGTTCTTTTCTT 65,6

|_rev TG

2.4.5.3 Sequenzierungsprimer

Tabelle 12: Verwendete Sequenzierungsprimer

Oligoname Oligosequenz 5-3¢ Schmelztemperatur
[°C]

-96 glll Seq.rv.  CCCTCATAGTTAGCGTAACG 52,5

LMB3-fw CAGGAAAAACAGCTATGAC 48,5
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2.4.6 Enzyme, korrespondierende Puffer und Losungen

2.4.6.1 Restriktionsenzyme, Puffer und Lésungen

Tabelle 13: Verwendete Restriktionsenzyme, Puffer und Lésungen

Enzym Sequenz 5-3¢ Enzymaktivitat Hersteller
Restriktionsenzyme

Nhel GCTAGC 10.000 U/ml NEB, Ipswich, UK
Mlul ACGCGT 10.000 U/ml NEB, Ipswich, UK
Sall-HF™ GTCGAC 20.000 U/ml NEB, Ipswich, UK
Ncol-HF™ CCATGG 20.000 U/ml NEB, Ipswich, UK
Reaktionspuffer und

Ldsungen

NEBuffer 3 10x NEB, Ipswich, UK
NEBuffer 4 10x NEB, Ipswich, UK
BSA 100x NEB, Ipswich, UK

2.4.6.2 Sonstige Enzyme und Puffer

Tabelle 14: Sonstige Enzyme und Puffer

Enzym Konzentration Hersteller

Ligase

T4 DNA Ligase 100 U/ml NEB, Ipswich, UK

Phosphatase

FastAP Thermosensitive Alkaline 1 U/ul Thermo Scientific, Rochester, USA
Phosphatase

Polymerase

Phusion Hot Start Il High-Fidelity 2 U/l Thermo Scientific, Rochester, USA
DNA Polymerase

Reaktionspuffer und Losungen

Phusion HF Buffer 5x Thermo Scientific, Rochester, USA
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Phusion GC Buffer 5x Thermo Scientific, Rochester, USA
DMSO 100 % Thermo Scientific, Rochester, USA
FastAP Buffer 10x Thermo Scientific, Rochester, USA
T4 DNA Ligase Reaction Buffer 10x NEB, Ipswich, UK

2.5 Kit-Systeme

Tabelle 15: Verwendete Kits

Kit Hersteller

QIAGEN Plasmid Maxi Kit (25)
HiYield Plasmid Mini Kit

PCR clean-up Gel extraction
RNeasy® Mini Kit
QlAshredder™

Omniscript®RT Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Germany
Sud-Laborbedarf GmbH, Gauting, Germany
Macherey Nagel, Diren, Germany

Qiagen GmbH, Hilden, Germany

Qiagen GmbH, Hilden, Germany

Qiagen GmbH, Hilden, Germany

2.6 DNA Marker
Tabelle 16: DNA Marker

DNA-Marker

Hersteller

Quick-Load 100 bp DNA Ladder

Quick-Load 1 kb DNA Ladder

NEB, Ipswich, UK
NEB, Ipswich, UK

2.7 Software

Tabelle 17: Verwendete Software

Software

Hersteller

Microsoft Word

Microsoft Excel

Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

Die  molekularbiologischen  Standardmethoden, wie Polymerase-Kettenreaktion,
Restriktionsverdau, Ligation,  Agarose-Gelelektrophorese, DNA-Extraktion aus
Agarosegelen, Plasmid-Praparation etc. wurden nach etablierten Protokollen
durchgefihrt.

3.1.1 Isolierung von RNA aus PBMC's

Die mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC's) wurden zuvor mittels
Ficollgradienten separiert und wahlweise bei -80 °C oder -180 °C gelagert. Fur die
Isolierung der Ribonukleinsaure (RNA) wurden 7x10° Zellen 2 min im 37 °C temperierten
Wasserbad aufgetaut und anschlieend mit 6 ml RPMI-Medium versetzt und 10 min bei
1500 rpm zentrifugiert. Dann erfolgte die RNA-Isolierung mit Hilfe des RNeasy Kits und
der Qiashredder-Saulen, welches in Kombination verwendet wurde. Die
Aufreinigungsschritte erfolgten nach Angaben des Herstellerprotokolls.

3.1.2 Synthese von cDNA

Die komplementare DNA (cDNA) wurde mit dem Enzym Reverse Transkriptase des
Omniscript RT-Kits aus der zuvor isolierten RNA synthetisiert. Es wurde das vom

Hersteller mitgelieferte Protokoll verwendet.

3.1.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient zur in vitro Amplifizierung von DNA-
Fragmenten [Mullis et al., 1986]. Die hier eingesetzten Primer wurden so gewahlt, dass
das zu entstehende Amplifikat an seinen Enden definierte Sequenzabfolgen besitzt,
welche bei der Klonierung von grol3er Bedeutung sind. Grundlegend beruhen die PCR-
Reaktionen auf drei aufeinanderfolgenden Reaktionsschritte, die zyklisch wiederholt
werden. Im ersten Schritt wird die zu amplifizierende DNA denaturiert. Hierbei wird der
DNA-Doppelstrang durch thermische Einwirkung in seinen Einzelstrang zerlegt. Im
zweiten Schritt lagern sich die sequenz-spezifischen Primer an den ihnen

komplementaren DNA-Strang an (Annealing). Durch die Zugabe von hitzestabiler DNA-
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Polymerase wird der komplementare Strang im dritten Schritt von ungebundenen
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP‘s) verlangert (Elongation). Der zyklische Ablauf
von Schmelzen, Anlagerung und Verlangerung kann beliebig oft wiederholt werden bis die
nétige DNA-Menge synthetisiert ist, jedoch wurden maximal 30 Zyklen verwendet. Zudem
wurden alle Primerpaare so konstruiert, dass deren Schmelztemperatur nahezu identisch

war.

3.1.3.1 Amplifizierung der schweren Kette (HC) IgG und IgM

Die Antikbperfragmente der HC 1gG wurden in zwei aufeinanderfolgenden PCR-Ansétzen
amplifiziert und elongiert. Die Antikdperfragmente der HC IgM wurden in einem einzigen
PCR-Ansatz amplifiziert und elongiert. Als primares Template diente cDNA eines
Myelompatienten. Die PCR wurde nach dem aufgefiihrten Schema pipettiert und
anschliel3end im Mastercycler Gradient von Eppendorf amplifiziert.

In der ersten PCR wurde die zu amplifizierende schwere Kette IgG einseitig um eine

Schnittstelle Ncol elongiert. An der anderen Seite wurde die Hingeregion elongiert.

Tabelle 18: Amplifizierung der schweren Kette mit einer Schnittstellen

PCR-Ansatz: HC IgG 50 pl
H.O 32 pl
5x GC-Buffer 10 pl
DMSO 1

dNTPs 1l

CG_pool_Ncol-fw 2,5ul
IgG_hinge_2-rev 2,5ul
cDNA 0,5 ul

Phusion Hot Start Il High-Fidelity 0,5 ul

Tabelle 19: PCR-Programm zur Amplifizierung der schweren Kette IgG mit einer Schnittstellen

PCR-Programm: HC IgG mit einer
Schnittstelle

1. 98 °C 30 sec
2 98 °C 10 sec
3. 62,3 °C 30 sec
4 72 °C 22 sec
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5. goto 2, 2x

6. 98 °C 10 sec
7. 77 °C 30 sec
8. 72 °C 22 sec
9. Go to 6, 26X

10. 72 °C 10 min
11. 4°C hold

Analog zur Amplifikation der schweren Kette 1gG wurde die schwere Kette IgM
amplifiziert. Als Template diente die cDNA eines Myelompatienten. Die Primer waren
FB IgM_CH1 Mlul_rev und CG_pool Ncol-fw. Das PCR-Programm war analog dem
PCR-Programm zur Amplifizierung der schweren Kette IgG mit einer Schnittstelle. Die
Annealingtemperatur betrug im ersten Schritt 65,3 °C und wurde zweimal wiederholt. Im
zweiten Schritt betrug die Annealingtemperatur 69,1 °C und wurde 26x zyklisch

wiederholt.

Im Anschluss an jede PCR erfolgte eine Aufreinigung der Amplifikate Uber ein 1%iges
Agarosegel mit einer Ethidiumbromidkonzentration von 1:10000. Die entsprechende
Bande wurde mittels Skalpell ausgeschnitten und mit dem PCR clean-up Gel extraction
Kit von Macherey & Nagel aufgereinigt. Es wurde das vom Hersteller empfohlene
KProtokoll verwendet.

In der darauf folgenden PCR wurden die amplifizierten schweren Ketten IgG einseitig um
einen Uberhang verlangert, welche keine weitere Schnittstelle enthielt. Die Hingeregion
wurde um die Schnitstelle Mlul elongiert. Der PCR-Ansatz wurde analog zu Tabelle 18
hergestellt. Als Template diente das zuvor aufgetrennte PCR-Produkt aus dem ersten
Amplifikationsschritt. Die Primer waren HC_Ncol-elongated fw und IgG_hinge 2 Mlul-
rev. Das PCR-Programm war analog dem PCR-Programm zur Amplifizierung der
schweren Kette IgG mit einer Schnittstelle. Die Annealingtemperatur betrug im ersten
Schritt 55 °C und wurde zweimal wiederholt. Im zweiten Schritt betrug die

Annealingtemperatur 66,5 °C und wurde sechsmal wiederholt.

3.1.3.2 Amplifizierung der leichten Kette (LC) k

Die Antikoperfragmente der LC k werden in zwei aufeinanderfolgenden PCR-Ansétzen

amplifiziert und elongiert. Als priméres Template diente die cDNA eines Myelompatienten,
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im Folgenden gekennzeichnet mit MM047. Die PCR wurde nach dem aufgefiihrten

Schema pipettiert und anschlieRend im Mastercycler Gradient von Eppendorf amplifiziert.

Tabelle 20: Amplifizierung der leichten Kette k ohne Schnittstellen

PCR-Ansatz: LCk ohne SS 50 ul
H.O 33 ul
5x HF-Buffer 10 pl
dNTPs 1

VK_pool-fw 2,5ul
FB_IgK _rv 2,5 pl
cDNA MM047 0,5ul

Phusion Hot Start Il High-Fidelity 0,5 ul

Tabelle 21: PCR-Programm zur Amplifizierung der leichten Kette k ohne Schnittstellen

PCR-Programm: LCk ohne Schnittstellen

1. Denaturierung 98 °C 30 sec
2.  Denaturierung 98 °C 10 sec
3. Annealing 58 °C 30 sec
4.  Elongation 72 °C 22 sec
5.  Anzahl der Wiederholungen go to 2, 2x

6. Denaturierung 98 °C 10 sec
7. Annealing 67,7 °C 30 sec
8.  Elongation 72 °C 22 sec
9.  Anzahl der Wiederholungen Go to 6, 26x

10. Final Extension 72 °C 10 min
11. Lagerung 4°C hold

Nach der Inkubationszeit im PCR-Cycler wurden die PCR-Produkte entnommen und in
einem Agarosegel anhand ihrer GrofRe aufgetrennt. Die entsprechende Bande wurde
mittels Skalpell ausgeschnitten und mit dem PCR clean-up Gel extraction Kit von
Macherey & Nagel aufgereinigt. Es wurde das vom Hersteller empfohlene Protokoll

verwendet.

In der darauf folgenden PCR wurden die amplifizierten LCk-Fragmente beidseitig um
Uberhange verlangert, die jeweils eine spezifische Restriktionsschnittstelle trugen. Der

PCR-Ansatz wurde analog zu Tabelle 20 hergestellt. Als Template diente das zuvor
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aufgetrennte PCR-Produkt aus dem ersten Amplifikationsschritt. Die Primer waren
VK_pool_Sall-fw und FB_IgK_Nhel_rev.

Das PCR-Programm war analog zu dem PCR-Programm zur Amplifizierung der leichten
Kette k ohne Schnittstellen. Die Annealingtemperatur betrug 67,6 °C. Die Schritte 2-5

wurden ausgelassen und Schritte 6-8 insgesamt 15-mal wiederholt.

Im Anschluss an jede PCR erfolgte eine Aufreinigung der Amplifikate Uber ein 1%iges
Agarosegel mit einer Ethidiumbromidkonzentration von 1:10000. Die entsprechende
Bande wurde mittels Skalpell ausgeschnitten und mit dem PCR clean-up Gel extraction
Kit von Macherey & Nagel aufgereinigt. Es wurde das vom Hersteller empfohlene

Protokoll verwendet.

3.1.3.3 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR diente zur ldentifizierung der gepickten Kolonien. Der jeweilige Klon
wurde mit einer sterilen Pipettenspitze aufgenommen und in 30 pl sterilem Wasser

resuspendiert und 2 pl als Template eingesetzt.

Die PCR fir die HC IgG und der LCk wurden nach folgendem Schema pipettiert und

anschliel3end im Mastercycler Gradient von Eppendorf amplifiziert.

Tabelle 22: Reaktionsansatz zur Amplifizierung Tabelle 23: Reaktionsansatz zur Amplifizierung
der HC IgG der LCk

PCR-Ansatz: HC IgG 20 pl PCR-Ansatz: LC k 20 i
H,O 11 H,O 11,4
5x GC-Buffer 4 5x HF-Buffer 4
dNTPs 0,4 dNTPs 0,4
DMSO 0,4 VK_pool_Sall-fw 1
CG_pool_Ncol-rev 1 FB IgK_Nhel_rev
IgG_hinge_2-rev 1 Aspirierter Klon 2
Aspirierter Klon 2 Phusion 0,2
Phusion 0,2
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Tabelle 24: PCR-Programm zur Amplifizierung der HC IgG und der LCk

PCR-Programm: HC IgG und LCk

1 98 °C 30 sec
2 98 °C 10 sec
3 66,5 °C 30 sec
4 72°C 22 sec
5 go to 2, 29x

6 72 °C 10 min
7 4°C hold

Im Anschluss an die PCR erfolgte die Analyse in einem 1 %igem Agarosegel mit einer
Ethidiumbromidkonzentration von 1:10000.

Die erfolgreiche Klonierung der HC IgM wurde analog zur Kolonie-PCR der HC I1gG
durchgefihrt. Die  verwendeten Primer waren CG_pool_Ncol-fw  und
FB_IgM_CH1_Mlul_rev. Die Annealingtemperatur betrug 69,1°C.

3.1.4 Restriktionsverdau

Der Vektor pFB-Fab und die Inserts der HC wurden mit den Restriktionsendonukleasen
Nhel und Mlul verdaut. Fur den zweiten Klonierungsschritt wurde der Vektor pFB-Fab mit
bereits enthaltener HC IgG oder HC IgM sowie das LCk-Insert mit den
Restriktionsendonukleasen Sall-HF™ und Nhel-HF™ 4,5 h bei 37 °C verdaut. Alle
Restriktionsansatze wurden fur 4,5 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die

Restriktionsenzyme 20 min bei 65 °C inaktiviert.

Tabelle 25: Restriktionsverdau des Vektors Tabelle 26: Restriktionsverdau der DNA-
pFB-Fab Fragmente

Komponenten Ansatz Komponenten Ansatz

Vektor 20 pg Insert 10 ug

Ncol 20U Ncol 10U

Miul 20U Miul 10U

Buffer 3 1x Buffer 3 1x

BSA 1x BSA 1x
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Tabelle 27: Restriktionsverdau des Vektor mit

der klonierten HC Tabelle 28: Restriktionsverdau der LCk
Komponenten Ansatz Komponenten Ansatz

Vektor 20 ug Insert 10 pg

Sall HF™ 20U Sall HF™ 20U

Nhel HF™ 20U Nhel HF™ 20U

Buffer 4 1x Buffer 4 1x

BSA 1x BSA 1x

Die Auftrennung des verdauten Vektors und der Antikérper-Inserts erfolgte Uber eine

Agarosegelelektrophorese mit anschlieRender Gelaufreinigung.

3.1.5 Dephosphorylierung von DNA

Der verdaute Vektor wurde anschlieBend mit einer thermosensitiven alkalischen
Phosphatase dephosphoryliert, um einer mdglichen Religation des Vektors
entgegenzuwirken. Mit einem unit Phosphatase wird ein ug DNA dephosphoryliert.
Zunéachst wurde der Ansatz 10 min bei 37 °C und abschlieRend fir 5 min bei 75 °C

inkubiert, um die Reaktion zu inaktivieren.

3.1.5.1 Aufreinigung von DNA-Fragmenten mittels Agarosegel-
Elektrophorese

Die DNA-Fragmente wurden mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.
Die Agarose-Gelelektrophorese dient als molekularbiologische Standardmethode fir die
Trennung, Reinigung, ldentifizierung von linearen DNA-Fragmenten, aber auch
superhelikaler Plasmid-DNA. Hierbei wandert die negativ geladene DNA durch ein
elektrisches Feld und wird ihrer Gro3e nach aufgetrennt. Mit Hilfe der Variationen der
Agarosenkonzentrationen konnen 0,1-60 kb grofe DNA-Fragmente der Grol3e nach
aufgetrennt werden. Die Gelelektrophorese ist eine qualitative, aber auch als quantitative
Analysemethode.

Es wurden ausschlief3lich 1 %ige Agarosegele in 1x TAE-Puffer verwendet. Die Detektion
der aufgetrennten DNA erfolgte mittels UV-Licht, indem die Gele zuvor mit einer
Ethidiumbromidkonzentration von 1:10000 gefarbt wurden. Diese Agarosekonzentration
ist zur Auftrennung und ldentifizierung von DNA-Molekilen im Bereich von 250-12000 bp
geeignet. Als Standard diente ein 100 bp Marker und 1 kb Marker.
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3.1.5.2 Aufreinigung von Restriktionsansatzen mittels Agarosegel-
Elektrophorese

Amplifizierte DNA-Fragmente und verdaute Reaktionsansatze wurden Uber ein 1%iges
Agarosegel ihrer GroRe nach aufgetrennt. Die entsprechende Bande wurde mit einem
sterilen Skalpell ausgeschnitten und mit dem PCR clean-up Gel extraction Kit von
Macherey & Nagel aufgereinigt. Es wurde das vom Hersteller empfohlene Protokoll

verwendet.

3.1.5.3 Aufreinigung einer Bakterienkultur tber Minipraparation

Bei Plasmiden handelt es sich um extrachromosomale, ringformige DNA-Molekile mit
einer GroRe von 3-20 kb, welche neben der chromosomalen DNA in Bakterien
vorkommen. Die Plasmide koénnen, z.B. Uber Resistenzgene gegeniber Antibiotika,
Bakterien Uberlebensvorteile bieten. Dies wird bei Klonierungen als Selektionsmarker
ausgenutzt.

Fur die Praparation der Plasmid-DNA diente ein Plasmid Mini Kit der Firma HiYield. Zuvor
wurde der jeweilige Klon gepickt und in 4 ml LB-Medium mit Glucose und Ampicillin Gber
Nacht bei 37 °C und 225 rpm im Schuttelinkubator kultiviert. Anschlieend wurde nach

dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll gearbeitet.

3.1.5.4 Aufreinigung einer Bakterienkultur Gber Maxipréaparation

Fur die Extraktion des transformierten Plasmids aus E. coli im grol3eren Mal3stab diente

das Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen.

Fir die Praparation wurden 400 ml LB-Medium mit 20 ml 40 %iger Glucose versetzt. Da
das Plasmid uber eine Ampicillinresistenz verfligt, wurde das Medium mit Ampicillin
versetzt, welches der Selektion diente.

Die Kolonien, die auf einer (30x30) cm? Petrischale angeziichtet wuchsen, wurden
abgeschabt und 1 h bei 37 °C schittelnd kultiviert. Die Praparation erfolgte nach dem
Protokoll des Herstellers.

Die extrahierte DNA wurde in 1 ml ddH,O resuspendiert.
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3.1.5.5 Aufreinigung von DNA mittels Ethanolprézipitation

Die Ethanolprazipitation dient zur Aufreinigung von Ligationsansatzen. Dazu wurde der
Ansatz mit 3 M Natriumacetat (10 % des Ligationsausgangsvolumen, pH-Wert 5,8) und
mit Reinstethanol (250 % des Ligationsausgangsvolumen) versetzt. Durch die Zugabe
dieser Komponenten féllt die DNA in wassriger Losung aus. Um den Vorgang zu
beschleunigen, wurden die Proben mit Hilfe von Flussigstickstoff tiefgefroren und
anschlieBend fur 10 min bei 12000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig dekantiert und verworfen. Das entstandene DNA-Pellet wurde mit 70%igem
Ethanol gewaschen, tiefgefroren und wie zuvor zentrifugiert. Die extrahierte DNA wurde
luftgetrocknet und in 20 pl ddH,O resuspendiert.

3.1.6 Die Ligation

DNA-Ligasen sind Enzyme, die DNA-Fragmente enzymatisch und unter ATP-Verbrauch
verknupfen, indem eine Phosphodiesterbindung zwischen einer freien 5 -Phosphatgruppe
des einen Fragments und einer freien 3"-Hydroxylgruppe des anderen Fragments
geknipft wird [Lehman et al., 1974].

Der Vektor und die Antikorper-Inserts wurden in einem Verhaltnis von 1:3 in Bezug auf
deren Molaritat eingesetzt. Das Massenverhaltnis von Vektor zu Antikdrper-Insert der

Ligationen entsprach 1000 ng:400 ng.

Tabelle 29: Ligationsansatz

Komponenten Ansatz

Insert 400 ng

Vektor 1000 pg

10x T4 Ligase 1,33 pl/ 20ul Ansatz

T4 Ligase Reaction Buffer 1x

H,O Auffullen bis Endvolumen

Zuvor wurden H,0O, Insert und Vektor 2 min bei 65 °C inkubiert, um eventuelle
angelagerte kohasive Enden zu schmelzen. Anschliel3end wurde der Reaktionsansatz mit
der 10x T4 Ligase und dem T4 Ligase Reaction Buffer vervollstédndigt und 16 h bei 16 °C
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die DNA mittels Ethanolprazipitation

aufgereinigt.
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3.1.7 Die Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurden 350 ng Vektor mit dem jeweiligen Primer zur Firma SeglLab,

Gottingen geschickt. Die Sequenzierung der jeweiligen Proben erfolgte von beiden Seiten.

3.1.8 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte mittels photometrischer Messung bei
einer Absorption bei 260 nm und 280 nm. Proteine besitzen ein Absorptionsmaximum bei
280 nm, aufgrund der Absorption der aromatischen Aminoséurereste. Das
Absorptionsmaximum der Nukleinsauren liegt bei 260 nm.

ODg2eonm = 1,0 doppelstrangiger DNA entsprechen etwa 50 pug DNA / ml
OD2eonm = 1,0 einzelstrangiger DNA entsprechen etwa 33 ug DNA / ml
OD2eonm = 1,0 einzelstrangiger RNA entsprechen etwa 40 ug RNA / ml

Der Quotient der jeweiligen Absorptionsmaxima gibt an, welche Reinheit das Plasmid
aufweist. 70-95 % reine DNA-LOsung sollte einen ODaggpgo-Wert von 1,8 bis 2,0

aufweisen.

3.2 Mikrobiologische Methoden

Die mikrobiologischen Standardmethoden, wie Kultivierung und Lagerung von Bakterien,
sowie die Transformation in E. coli-Stamme, erfolgte nach etablierten

Standardprotokollen.

3.2.1 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Escherichia coli, ein Stabchenbakterium, welches zur Gruppe der Enterobacteriaceae
gehort, ist einer der am haufigsten verwendeten Organismus zur Herstellung
rekombinater Proteine. Optimale Wachtumsbedingungen des Bakteriums sind 37 °C und
ein neutrales Milieu.

Die Bakterienstimme wurden bei 37 °C in LB-Medium schuttelnd kultiviert.

Die hier verwendeten Plasmide verfiigen uber ein AmpR-Gen, welches den Bakterien
eine Ampicillinresistenz verleiht. Dieses Gen dient als Selektionsmechanismus gegeniber

Bakterien ohne Plasmid.
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Kurzfristig wurden Bakterien, die auf Agarplatten mit Antibiotikazuséatzen kultiviert wurden,
bei 4 °C gelagert. Fur eine langfristige Lagerung von Bakterien wurden 30%ige Glycerol-

Stocks hergestellt und bei -80 °C gelagert.

3.2.2 Herstellung von elektrokompetenten Zellen

Fur eine effiziente Transformation werden elektrokompetenten Zellen bevorzugt.
Am ersten Tag wurde der Bakterienstamm auf einer Agarplatte ohne Zusatze mittels
Dreidsenausstrich ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am zweiten Tag
wurde eine Kolonie von der Platte gepickt und in 125 ml SOB-Medium fir 16-18 h bei
37 °C und 250 rpm schuttelnd kultiviert. Dies diente als Inokulum fir die Hauptkulturen.
Am dritten Tag wurde 1| SOB-Medium mit der Ubernachtkultur im Verhaltnis 1:1000
inokuliert. Bis zu einem OD-Wert von 0,7-0,8 wurde die Kultur bei 37 °C und 250 rpm
schittelnd kultiviert. Anschlie3end wurden die Bakterien 15 min auf Eis inkubiert und 10
min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mit 1 | eiskalten
Wasser gewaschen, wie zuvor zentrifugiert, erneut in 0,5 | 10%igem Glycerol
resuspendiert und zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pipette entfernt.
Das Pellet wurde in 1-2,5 ml eiskaltem 10%igem Glycerol resupendiert, sodass ein
Endvolumen von 3-4 ml entstand. AnschlieRend wurden 50 pl Aliquots angefertigt und bei

-80 °C gelagert.

3.2.3 Transformation in Bakterien mittels Elektroporation

Die Transformation erfolgte sequenziell in drei verschiedene Bakterienstamme. Fir die
beiden Hauptklonierungsschritte wurden die E. coli-Stamme DB3.1 (ccdB-resistent) und
DH10B (ccdB-sensitiv) verwendet. Fir die Produktion der Antikdperphagenbank wurden
E.coli TG1 Zellen verwendet, da diese das fir die Phageninfektion bendtigte F’-Plasmid
enthalten.

Die Transformation der Plasmide in Bakterien erfolgte mittels Elektroporation [Neumann
et al.,, 1982], da diese deutlich effektiver ist als Hitzeschockmethoden. Hierbei wird ein
elektrischer Impuls bei 1,8 kV, 200 Q und 25 pF durch ein sich entladener Kondensator
erzeugt, welcher kurzzeitig Bruchstellen in den Bakterienmembranen hervorruft und
zirkularer Fremd-DNA ungehindert Zutritt verschafft. Erfolgreiche Elektroporationen

wurden dann erwarten, wenn die Zeitkonstante zwischen 4,8 und 5,2 ms lag.
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Fur die Transformation wurden jeweils 100 ng Vektor in ein Mikroreaktionsgefal® vorgelegt
und die elektrokompetenten Zellen auf Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden 100 ng DNA
und 50 pl elektrokompetente Zellen vermischt, in eine vorgekihlte Genepulser-Kivette
Uberfiihrt und sofort einem elektrischen Impuls ausgesetzt. AnschlieBend wurde der
Ansatz umgehend mit 950 ul 37 °C temperierten SOC-Medium supplementiert ,in ein
Kulturréhrchen Uberfohrt und far 1 h bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurden 100 ul der Zellen auf LB-Agar ausplattiert und tber Nacht bei 37
°C kultiviert [Dower et al., 1988].

3.2.4 Bestimmung der Transformationseffizienz

Um die Transformationseffizienz zu testen, wurde pUC18 Kontroll-Plasmid eingesetzt.

Berechnung der Transformationseffizienz:

CFU _Acry +1"10°Pg + V1 )
Hg X rg vp VY

Mit:

Fv= Verdinnungsfaktor
Vt=Transformationsvolumen

Vp= ausplattiertes Volumen

Acru= Anzahl der Kolonien auf der Kontrollplatte

x= Konzentration der transformierten pUC18 Kontroll-DNA

3.3 Préparation von Bakteriophagen

3.3.1 Herstellung von Helferphagen M13KO07

M13KO07 sind Helferphagen, die in der Lage sind E. coli Bakterien, die Fab-Fragmente
tragen, zu infizieren und somit Bakteriophagen zu synthetisieren. Die Bakteriophagen
exprimieren die Fab-Fragmente anschliel3end auf ihrer Oberflache [Russel et al., 1986].
Zunéchst wurde eine 1:10 M13KO07-Helferphagen-Verdiinnungsreihe (10*-10™) in PBS
hergestellt. 4 ml des 43 °C temperierten Phagen-Top-Agar wurden mit 200 pl der
Bakterienkultur E. coli TGl (ODgy-Wert 0,5-0,7) und 100 pl der zuvor verdinnten

Helferphagen (10°-10™) in einen Kulturréhrchen vermischt und sofort auf eine 2x YT-
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Agarplatte ausplattiert. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C kultiviert. 4 ml 2x YT-
Medium + Kanamycin wurden mit einem gepickten Plaque inokuliert und 3-4 h bei 37 °C
schittelnd kultiviert. Mit 1 ml dieses Vorkultur wurden 50 ml 2x YT-Medium + Kanamycin
angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C kultiviert. Die Ubernachtkultur wurde am néchsten
Tag fir 30 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Zentrifugenréhrchen dekantiert und das entstandene Bakterienpellet verworfen. Die im
Uberstand befindlichen Helferphagen wurden mittels PEG/NaCl auf Eis fiir 1 h geféllt. Die
gefallten Phagen wurden wie zuvor zentrifugiert. Die pelletierten Phagen wurden fir 5-15
min luftgetrocknet und anschlieend in 500 pl PBS resuspendiert.

3.3.2 Préparation der Antikdrper-Phagenbank

Nach der Transformation des Antikdrpersequenzen-enthaltenden Plasmids in E. coli TG1
und der Kultivierung auf LB-Agar mit Glucose und Ampicillin GUber Nacht bei 37 °C im
Brutschrank wurden die Kolonien von den Agarplatten abgeschabt und in 400 ml LB-
Medium mit Ampicillin 1 h schiittelnd kultiviert. Die Bakterienkultur wurde anschlieRend fur
15 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 8 ml 30%igem Glycerol
resuspendiert und in 1 ml-Aliquots bei — 80 °C weggefroren.

Mit 200 pl eines Glycerolstocks wurde zuvor temperiertes 2 YT-Medium (mit Ampicillin)
inokuliert und bis zu einem ODgy-Wert von 0,5-0,7 bei 37 °C kultiviert. Die Kultur wurde in
4 x 50 ml Falcons uberfiihrt, mit 2,5x10*? M13K07 Helferphagen infiziert und im 37 °C
temperierten Wasserbad 30 min inkubiert. Die zuvor infizierte Kultur wurde 15 min bei
Raumtemperatur und 4000 rpm zentrifugiert, das Pellet in 200 ml 2x YT-Medium mit
Ampicillin, Kanamycin und 0,1 %iger Glucose resuspendiert und tiber Nacht bei 30 °C und
180 rpm inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde bei 4000 rpm fiir 30 min zentrifugiert und
das Pellet verworfen. 42,5 ml des klaren Uberstandes wurden zu 7,5 ml PEG/NaCl
gegeben, invertiert und fur mindestens 1 h auf Eis geféllt. AnschlieRend erfolgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt unter gleichen Bedingungen, wie der Vorherige. Der
Uberstand wurde dekantiert, das weiRe Phagenpellet 5-10 min getrocknet, in 500 pl PBS
resuspendiert und in ein Mikroreaktionsgefaf3 tberfihrt.

3.3.3 Titration von Helferphagen

Um den Titer der Helferphagen M13K07 zu ermitteln wurden je 100 pul einer 1:10 M13KO07-
Verdiinnungsreihe (10 bis 10*) in PBS vorbereitet. Nur die Verdiinnungen 10 bis 10™**
wurden anschlielend mit 100 pl E. coli TG1 (ODgg-Wert 0,5 bis 0,7) inokuliert und bei
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Raumtemperatur 30 min inkubiert. 2 x 10 ul der infizierten E. coli TG1 wurden fir eine
Doppelbestimmung als Tropfen auf 2x YT-Agar + Kanamycin + Glucose gegeben. Die
Platten wurden tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am nachsten Tag konnten die gewachsenen Kolonien ausgezahlt werden und der Titer

ermittelt werden.
T =CFUVF 2)

Mit:

CFU = Anzahl der gezéahlten Bakterienkolonien
V = Volumen
F = Verdiinnungsfaktor

4 Ergebnisse

4.1 Amplifikation der Inserts

Die Amplifikate der HC (IgG, IgM) und LC k wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt

und anschlieRend aufgereinigt.

a) Insert HC IgG b) Insert LC Kk
100 bp
~— S Marker
100
bp
1517
1000
700
500/51

300
100

Abbildung 7: Agarosegelelektrophorese der Amplifikate LC k und HC 1gG. a) Aufgetrennte Amplifikate
der HC IgG. Pro Spur wurden 20 pl aufgetragen. b) Das Amplifikat der LC k. Pro Spur wurden 15 pl
aufgetragen. Es wurde ein 100 bp DNA-Marker verwendet.

In der Abbildung 7 sind die PCR-Produkte der LC k und der HC IgG ihrer Grof3e nach
aufgetrennt. Die 700 bp grof3en Amplifikate wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten
und mittels Kit aufgereinigt. AnschlieRend erfolgte eine Konzentrationsmessung, um die
genauen Massen der Inserts zu ermitteln. Waren die synthetisierten Inserts zu gering

konzentriert, dann erfolgte darauf aufbauend ein weiterer Amplifikationsschritt des
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jeweiligen Inserts.

4.2 Restriktionsverdau der Vektoren und Inserts

Der verdaute und dephosphorilierte Vektor wurde mittels Gelelektrophorese aufgetrennt
und anschlieBend aufgereinigt. Der Grundvektor pFB-Fab wurde mit den

Restriktionsenzymen Mlul und Ncol verdaut.

100 bp verdauter Vektor 1kb unverdauter
Marker A Marker  Vektor
— —~
bp
<€—— 10000
bp <4—— 6000
<4—— 3000
<4— 2000
1517 —p <4—— 1500
1200 —p
<4—— 1000
700 —»
500/517 —» <4+——500
400 —»
300 —»
200 >
100 —p

Abbildung 8: Agarosegelelektrophorese des Vektorverdaus von
pFB-Fab. Es wurden 20 pg Vektor mit den Enzymen Miul und Ncol
verdaut. Pro Spur wurden 20 pl Probe aufgetragen. Die flinfte Spur
zeigt den unverdauten Vektor in den drei Konformationen. Als Standard
diente ein 100 bp und 1 kb DNA-Marker.

Die Abbildung 8 zeigt den verdauten Grundvektor pFB-Fab nach der Auftrennung mittels
Gelelktrophorese. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich der verdaute und der unverdaute
Vektor voneinander unterscheiden. Der unverdaute Vektor weist das typische
Bandenmuster auf. Die starkste Bande des unverdauten Vektors liegt bei 3 kb. Hierbei
handelt es sich um die supercoiled Form des Plasmides. Auf der H6he von ca. 10 kb
befindet sich die entspannt zirkulare Form des Vektors. Bei einer Bandenstarke gréf3er 10
kb befindet sich die linearisierte Form des Vektors, welche entsteht, wenn der Vektor an
einer Stelle aufgebrochen ist.

In den Spuren 1-4 lauft der verdaute Vektor auf einer Hohe von ca. 5,3 kb. Auf einer Hohe
ca. 700 bp ist die herausgeschnittene ccdB-Kasette zu erkennen. Der verdaute Vektor

wurde mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und mittels Kit aufgereinigt.
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Die simultan verdauten Antikdrper-Inserts wurden mittels Agarosegelelektrophorese
analysiert und aufgetrennt. Aufgrund minimalster Gré3enunterschiede der verdauten und
unverdauten Antikorper-Inserts, konnten gelelektrophoretisch keine Unterschiede

analysiert werden, weshalb auf eine unverdaute Vergleichsprobe verzichtet wurde.

verdautes HC IgG-Insert verdautes LCk-Insert

M AL M A
e A\

bp

1517 —p

700 —»

500/517 >

Abbildung 9: Verdautes HC IgG-Insert und LCk-Insert. Als Stardard
diente ein 100 bp DNA-Marker.

Die Abbildung 9 zeigt das verdaute HC IgG-Insert und das LCk-Insert nach der
Auftrennung mittels Gelelektrophorese. Die verdauten Inserts wurden mit einem sterilen

Skalpell ausgeschnitten und mittels Kit aufgereinigt.

In der folgenden Tabelle 30 sind die erhaltenen Endkonzentrationen nach dem
Restriktionsverdau und der Aufreinigung Uber ein Agarosegel und Affinitatssaule

dargestellt.

Tabelle 30: Endkonzentrationen nach dem Restriktionsverdau

Restriktionsverdau cinng/ul  Elutionsvolumen in pl m in ng

pFB-Fab 44,8 100 4480
LCk 12 100 1200
HC 1gG 8,5 60 510
HC IgM 16,6 50 830
pFB-Fabyc g6 38,6 100 3860
pFB-Fabyc igum 34 100 3400
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4.3 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR diente zur Analyse der Klonierung. Als Primer wurden die
Amplifizierungsprimer des jeweiligen Antikorper-Fragments verwendet. Da die LC k sowie
die Variable und erste konstante Region der HC IgG und IgM jeweils ca. 700 bp lang sind,

wurde in der Kolonie-PCR eine Bande auf eben dieser Hohe erwartet.

Exemplarisch dargestellt sind die Agarosegelbilder (Abbildung 10) der Kolonie-PCR nach
der Klonierung der LC k (C., V\) in den Vektor pFB-Fab, der bereits die HC 1gG (Vu, Chl)
enthielt. Weitere Kolonie-PCR-Bilder der tbrigen Klonierungsschritte sind im Anhang
enthalten (A.2 Kolonie-PCR).

a)

Gepickte Bakterienkolonien mit der LCk
M — M

bp

1517 —»

1000 —p
700 —»
500 —»

100 —»

b)

Gepickte Bakterienkolonien mit der HC I1gG
A —

bp

Abbildung 10: Kolonie-PCR der klonierten Antikdrperinserts HC IgG und
LCk von MM047 nach dem 2. Klonierungsschritt. Jede Spur (1-10) enthalt
20pl des PCR-Produkts einer separaten Kolonie-PCR. Klone in beiden Gelen
mit der gleichen Nummer gehen auf denselben Klon zuriick. a) 10 Kolonie-
PCR-Produkte der LC k, b) 10 Kolonie-PCR-Produkte der HC 1gG. Es wurde
ein 100 bp DNA-Marker verwendet.

Die Generierungen der Antikdrper-Phagenbanken erfolgte in zwei Klonierungsschritten,

welche einem speziellen Selektionsmechanismus unterlag. Diese spezielle und effektive
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Klonierungsstrategie beruht auf einem ,Suizid-Gene* (Selbstmordgen), dem ccdB-Gen,
welches das Plasmid tragt. Das ccdB-Gen, dessen Genprodukt, ein Zytotoxin, interferiert
mit DNA-Gyrase von E. coli-Zellen [Bernard et al., 1993]. In jedem Klonierungsschritt
wurde das ccdB-Gen durch das Antikdrper-Fragment substituiert. Nach einer
erfolgreichen Klonierung beider Antikorperfragmente bildeten nur die Bakterien mit
Plasmiden ohne ccdB-Gen oder mit spezieller Resistenz eine Kolonie, da sich selektiv nur
diese Bakterien vermehren konnten [Bernard et al.,, 1994]. Zunachst wurden die
verdauten Amplifikate der HC IgG (Vy, Cpl) in den verdauten Grundvektor pFB-Fab ligiert
und anschliel3end Uber Elektroporation in E. coli DB3.1 transformiert. E. coli DB3.1 ist ein
ccdB-resistenter Stamm, welcher das gyrA462-Gen besitzt und somit Uber eine Resistenz
verfigt [Bernard et al., 1994]. Die entstandenen Klone wurden Kkultiviert und deren
Plasmide isoliert. Die LC k-Inserts (C,, V) und der Vektor pFB-Fabyc.qc Wurden mit den
Enzymen Nhel-HF™ und Sall-HF™ verdaut. AnschlieRend konnte die Ligation und die
Transformation in E. coli DH10B erfolgen. E. coli DH10B ist ein ccdB-sensitiver
Bakterienstamm, welcher keine Klone bildet, wenn das aufgenommene Plasmid ein
aktives ccdB-Gen auf dem Plasmid besitzt. Die entstandenen Kolonien wurden mittels

Kolonie-PCR analysiert.

Die Ergebnisse der jeweiligen Kolonie-PCR, nach jedem Klonierungsschritt, sind in der
Tabelle 31 zusammengefasst.

Tabelle 31: Ergebnisse der Kolonie-PCR

1. Klonierungsschritt 2. Klonierungsschritt

pFB-Fab ycigs+ ok 10/10 positive Klone HC IgG 10/10 positive Klone HC IgG
10/10 positive Klone LC k

PFB-Fab yc igm + Lk 10/10 positive Klone HC IgM 10/10 positive Klone HC IgM
10/10 positive Klone LC k

4.4 Sequenzierung der Klone

Zur Uberpriifung des positiven Kolonie-PCR-Ergebnisses, wurden die Antikorper-
Sequenzen einiger Klone sequenziert. Die im Folgenden angegebenen Sequenzen
stammen beide aus derselben Bakterienkolonie. Die Sequenzen wurden mit Hilfe
verschiedener Programme simultan untersucht und sind den Tabelle 32 und 33 in der

Nukleotidform dargestellt.
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Tabelle 32: Ergebnis der Sequenzierung der HC IgG

MMO047#Klon1/1 Sequenz 5‘-3°

GCAATTTTGATGAGCCAGTTGAAATTCTGGGAACTGCCTTTTGGTTGTGTGCCCTGCT
TGAATAAATTTTTTATCCCCAGAGAGGGCCAAAGTTCCAGTGGAAAGGTGGATAACG
GCCTTCCAATCGGGTAATTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAG
CACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACA
AAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGC
TTCAACAGGGGAGAGTGTGCTAGCTAACTGAGTAAAAGCTTGCATGCAAATTCTATTT
CAAGGAGACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATT
ACTCGCGGCCCAGCCGG CGCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGA
CTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCTCAGCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATC
AACAATGATAATTACCTCTGGAGCTGGATCCGCCAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGA
GTGGATTGGGTACATCTCTTACAGTGGGAGCGCCTACTACAACCCGTCCCTCGAGA
GTCCAGTTACCATATCAATTGACACGTCTAAGAACCAGTTCTCCCTGAGGCTGAGCT
CTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAGAGAAGTAATAGCAACAT
CTGATACGGATGCTTTTGATATTTGGGGCCAAGGGACAATAGTCACCGTCTCTTCAG
CCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCC
GAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGA
CGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTC
CTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGACCTCCAGCAA
CTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TGGACAAGACAGTTGAGCCCAAAAGCTGT CATCACCACCATCACCACTAGG
GATCCAAAGATATCAGAGCTGAAACTGTGAAAGTTGTTAGCAAAACCTCATACAGAAA
ATTCATTACAACGTCGAAGCGCATGCAAAAA

Wie bereits beschrieben ist in blau das klonierte ca. 700 bp Fragment zu erkennen.
Orangemarkierte Abschnitte definieren hier die vorhandenen Restriktionsschnittstellen
Mlul und Ncol. Mit den Schnittstellen umfasst das klonierte Fragment 692 Nukleotide.

Tabelle 33: Ergebnis der Sequenzieung der LC k

MMO047#Klonl1l/2 Sequenz 5¢-3¢

TTTTCCACTAGAGAGTCTAGTGAACAAGCACTATTGCACTGGCACTCTTACCGTTACT
GTTTACCCCTGTGACAAAGGCG GATATTGTGCTGACCCAGACTCCAGCCAC
CCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTG
TTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCA

38



Analyse der Sequenzen Ergebnisse

TCTATGATGCATCCAACAGGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGG
TCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTT
TATTACTGTCAGCAGCGTAGCAACTCCCTCACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGA
GATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGA
GGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGA
GTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACG
CTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAG
GGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT TAACT
GAGTAAAAGCTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAATACCTAT
TGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCGCAG
GTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTCCCT
CAGCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAACAATGATAATTACCTCTGGAGCTGGAT
CCGCCAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCTCTTACAGTGGGG
AGCGCCTACTACAACCCGTCCCTCGAGAGTCCAGTTACCATATCAATTGACACGTCT
AAGAAACCAGTTCTCCCTGAAGGCTGAACTCTTGTGACTGCCCGCGGACACCGGCC
CGTAATATTACTGGTGCGAGAAGAAGTAATAAGCAACATTCTGAAAACGGAATGCTTT
TTGAATTTTTGGGGGCCAAAGGGACAAATAAGTCACCCGTTCTCTTTCAAGCCTCCC
ACCAAAGGGGCCCATTCGGGTCTTTCCCCCTTGGGCCGCCCTTGTTTCCAGGGAGG
CACCT

In blau ist das klonierte ca. 700 bp Fragment zu erkennen. Orangemarkierte Abschnitte
definieren die vorhandenen Restriktionsschnittstellen Sall und Nhel. Die Vektorsequenz
ist schwarz coloriert. Mit den Schnittstellen umfasst das klonierte Fragment insgesamt 651
Nukleotide.

4.5 Analyse der Sequenzen

Mittels des Programms IMGT/V-QUEST konnten die erhaltenen Sequenzen, welche sich
in dem Plasmid befinden, identifiziert werden. Hierbei wurden die erhaltenen Sequenzen
mit bereits bekannten Daten verglichen. Die Nukleotid-Sequenz von MM047#1/1 ergab
mit einer Identitat von 94,83 %, dass es sich um ein Immunglobulin der heavy chain 1gG
mit der variablen Regionen 4-31 handelt. Die Nukleotid-Sequenz von MMO047#1/2 ergab
mit einer Identitdt 98,57 %, dass es sich um ein Immunglobulin Kk mit den variablen

Regionen 3-11 handelt.
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4.6 Bestimmung der Diversitat

Um die Diversitat zu bestimmen, wurde die Anzahl der auf der Agar-Platte befindlichen
Bakterienklone ermittelt und die Transformanten pro pg DNA berechnet. Um den
Hintergrund zu bestimmen, wurde zusatzlich ein verdauter und dephosphorilierter Vektor,
ohne Antikérperinsert, transformiert, um den Religationshintergrund zu ermitteln
[Schirrmann und Hust, 2010]. In der Tabelle 34 sind die Diversitdaten nach dem jeweiligen

Klonierungsschritten aufgefthrt.

Tabelle 34: Ermittelte Diversitaten

Ermittlung der Diversitat von MM047
pFB-Fab ycige+Lck

CFU/ug DNA Diversitat Hintergrund in %
1. Klonierungsschritt
Klonierung der HC IgG 4,8*10* 3,4*10* 0,1
2. Klonierungsschritt Die Diversitat des 2. Klonierungsschrittes konnte nicht
Klonierung der LCk ermittelt werden, da die Agarplatten zu bewachsen
waren.

Ermittlung der Diversitat von MM047
PFB-Fab pc igv+Lcx

CFU/ug DNA Diversitat Hintergrund in %
1. Klonierungsschritt 1,1*10° 7,7*10° 0,09
Klonierung der HC IgM
2. Klonierungsschritt 2,2*10° 1,5*10° 0,04

Klonierung der LCk

4.7 Die Titer der Antikbper-Phagenbank

Mit Hilfe der Phagentiterbestimmung kann die Anzahl der infektionsbereiten Phagen in
einer Suspension ermittelt werden. Die in den 10 pl ausgetropfter infizierter
Bakterienkultur gewachsenen Klone wurden ausgezahlt und auf die Anzahl der Phagen in
einem ml Phagensuspension zurtickgerechnet. Somit konnte anschlie@end der Titer
ermittelt werden. Die Ergebnisse der Titer sind in der nachfolgenden Tabelle 35

dargestellt.
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Tabelle 35: Ergebnisse der Titer der Antikdrper-Phagenbanken

Phagenbank Phagentiter [Phagen/ml]
Phagenbank MMO047 IgM + LC K 6,9*10°
Phagenbank MMO047 I1gG + LC k 3,9*10°

5 Diskussion

5.1 Die Generierungen der Antikdrper-Phagenbanken

Das Phage-Display ist eine sehr moderne und zukunftsorientierte Technologie, bei der
das Antikorper-Repertoire, in Form von Fab-Fragmente, auf filamentdsen Bakteriophagen
[Smith, 1985] prasentiert wird.

Die Generierung der Antikdrper-Bibliotheken begann mit der Isolierung von Antikorper-
produzierenden Zellen. Der Spender MM047 war ein Patient mit einem Multiplen Myelom.
Die mononuklearen Spenderzellen des peripheren Blutes wurden mittels Ficollgradienten
separiert. Die mRNA der mononuklearen Zellen wurde in cDNA umgeschrieben, um
anschlie3end die Antikorperfragmente zu amplifizieren. Wie bereits erwahnt, wird in jedem
Klonierungsschritt die ccdB-Kasette durch das entsprechende Antikdrper-Fragment
substituiert. Zunachst wurden die verdauten Amplifikate der HC 1gG oder IgM (Vu, Cpl) in
den verdauten Grundvektor pFB-Fab ligiert und anschlieend Uber Elektroporation in E.
coli DB3.1 transformiert. E. coli DB3.1 ist ein ccdB-resistenter Stamm [Bernard et al.,
1994], welcher trotz des Vorhandenseins der ccdB-Kasette in der Lage ist Klone zu
bilden. Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass nach dem ersten Klonierungsschritt der
Hintergrund, also die religierten Vektoren, aber auch Vektoren mit einer intakten ccdB-
Kasette, kleiner gleich 0,1 % war. Deshalb wird der erste Klonierungsschritt als erfolgreich
angesehen. Im zweiten Klonierungsschritt wurden zunéchst die LC k amplifiziert und um
die Schnittstellen elongiert. Die LCk-Inserts (C., V.) und der Vektor pFB-Fabyc.igcmc-igv
wurden verdaut, ligiert und in E. coli DH10B transformiert. E. coli DH10B ist ein ccdB-
sensitiver Bakterienstamm, welcher nur Klone bildet, wenn kein aktives ccdB-Gen auf
dem Plasmid vorhanden ist. Nach diesem Klonierungsschritt verringerte sich der
Hintergrund auf 0,04 %.

Generiert man Antikdrper-Phagenbanken, so ist die Diversitat diese Bank von grof3er
Bedeutung, um ein moglichst breites Spektrum eines Antikdrperrepertoires zu erhalten,
weshalb auch die Antikbrpergene unabhéngig voneinander in der Vektor kloniert worden
sind. Die Diversitat der Antikbper-Phagenbank pFB-Fab nc ige+ick konnte nicht ermittelt

werden, da die Klonzahlen auf den Agarplatten zu hoch waren. Die Diversitat der
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Inserts

generierten Antikdper-Phagenbank pFB-Fab pc gusick lag bei 1,5*10°. Da das klonierte
Antikorpergen eine ahnliche GroRenordnung wie das ccdB-Gen besal3, wurden die Gute
der Klonierung auf Einzelklonniveau nicht mittels analytischer Restriktionsanalyse
bestimmt, sondern konnte nur mittels Kolonie-PCR untersucht werden. Da alle 10 der
untersuchten Klone beide Antikorperketten enthielten, bestatigte dieser Fund das positive
Ergebnis des zuvor ermittelten geringen Hintergrunds und somit die Gite der Bibliothek.
Die unterschiedliche Bandenstarke der PCR-Amplifikate nach der Kolonie-PCR kann wie
folgt erklart werden: zum einen waren die gepickten Kolonien unterschiedlich grof,
sodass die Ausgangsmaterialkonzentration an DNA fir die PCR als unterschiedlich
angenommen werden konnte. Eine weitere Ursache fir die unterschiedlichen
Bandenstarken im Agarosegel konnte die Verwendung von familien-spezifischen
Primerpools darstellen. Je besser ein Template wahrend der PCR amplifiziert wird, desto
starker ist die Bande im nachfolgenden Agarosegel. Um die Ergebnisse der Kolonie-PCR
zu bestatigen wurden die gepickten Klone anschliel3end mit den spezifischen Primern -96
glll Seq. rv und LMB3-fw sequenziert. Der gepickte Klon MMO047#Klonl tragt beide
Antikdper-Fragmenten in seinem Plasmid, weshalb die Klonierungstrategie als erfolgreich
angesehen werden konnte. Anhand der erhaltenen Sequenzen konnten Antiképer-
Fragmente identifiziert werden. Die variablen Regionen der HC 1gG-Sequenz stimmte zu
94,83 % mit der variablen Region einer bereits registrierten Antikdrpersequenz uberein.
Der Unterschied zur Referenzsequenz erklart sich daraus, dass die analysierte Sequenz
Hypermutationen enthalt. Diese erfolgen nach dem Kontakt der B-Zelle zum
korrespondierenden Antigen und kdnnen zu einer Affinitatssteigerung fihren. Je héher die
Affinitét eines Antikorpers, desto Starker ist das Bindungsverhalten zwischen Antikorper
und Antigen. Die LCk konnte mit einer Identitat von 98,83 % in der variablen Region einer
Referenzsequenz zugeordnet werden. Bei so geringen Unterschieden kann davon
ausgegangen werden, dass hier noch keine Hypermutation stattgefunden hat.
Generiert man Antikorper-Bibliotheken, so ist zu bericksichtigen, dass ein erheblicher
Zeitaufwand fir die Klonierungen, aber auch fir die Analysen der einzelnen

Teilergebnisse bendbtigt wird.

5.2 Restriktionsverdau des Vektors und der Inserts

Wird der Vektor nit den Restriktionsenzymen Sall HF™, Nhel HF™, Miul und Ncol
verdaut, so fallt, zusatzlich zum Vektorbackbone ein 700 bp grofies DNA-Fragment,
welches im Agarosegel zu erkennen ist. Dieses Fragment ist die ccdB-Kasette, die durch

ein AntikOper-Fragment substituiert werden soll. War keine 700er Bande nach dem

42



Zusammenfassung Zusammenfassung und Ausblick

Verdau erkennbar, so wurde die Probe verworfen. Um die Gute des Verdaus zu ermitteln
wurde zudem ein unverdauter Vektor mit auf das Gel aufgetragen. So wurde ersichtlich,
ob das DNA-Fragment vollstandig geschnitten worden war. Diese unverdaute Kontrolle
sollte die lineare, die supercoiled und die zirkulare Konformation des Vektors aufweisen.
Insgesamt wurden 20 pg Vektor mit den Restriktionsenzymen 4,5 h verdaut. Nach der
Gelelektrophorese und anschlieBender Aufreinigung mittels Affinitdtssaule betrug die
Konzentration des Vektors nur noch 20 % der Anfangskonzentration. Das ergibt einen
Gesamtverlust von 80 %, was vor dem Verdau im Hinblick auf die darauf folgenden
Schritten zu beachten war. Allerdings konnte nur so unverdauter und nicht verdauten
Vektoren signifikant unterschieden werden, was fir die Gite der Bibliothek entscheidend
war. Des Weiteren kdnnen Probleme bei dem Verdau von Antikdrper-Inserts auftreten, da
sich verdaute von unverdauten Inserts nur schwer unterscheiden lassen. Die Glte der
Insert-Restriktion spiegelt sich jedoch in der Anzahl die Kolonien nach der Transformation
wieder. Waren ein grof3er Anteil der Inserts vor der Ligation beidseitig verdaut, so erhielt
man nach der Transformation viele Kolonien bei gleichzeitig sehr geringem Hintergrund.
Dies war bei der Generierung der hier vorgestellten Bibliotheken der Fall.

6 Zusammenfassung und Ausblick

6.1 Zusammenfassung

Die Hauptaufgabe bestand in der Etablierung und Generierung von Antikorper-
Phagenbanken aus cDNA eines Multiplen Myelom Patienten. Das Phage-Display von
Antikorperbibliotheken ist eine sehr innovative und zukunftsorientierte Technologie, bei
der das Antikorperrepertoire als Fab-Fragmente auf Bakteriophagen exprimiert wird.
Somit konnen Antikorper-Phagenbanken gegen jegliche Art von Targets selektiert
werden. Fur die Generierungen der Antikorper-Phagenbanken wurden zunéchst
mononukleére Zellen des peripheren Blutes des Spenders isoliert. Hieraus wurde die
MRNA gewonnen und in cDNA mittel Reverse Transkriptase umgeschrieben. Die
schweren Ketten IgG und IgM (V4, C4l) und die leichte Kette Kappa (V., C.) wurden mit
den familien-spezifischen Primern von der cDNA amplifiziert. AnschlieBend wurden die
Antikorper-Amplifikate und der Vektor pFB-Fab mit den Restriktionsenzymen verdaut. Die
Klonierungsstrategie unterlag einem speziellen Selektionsmechanismus und deshalb
musste diese Strategie beachtet werden. Die verdaute schwere Kette (IgG, IgM) wurde
zunéchst in den verdauten und dephosphorilierten Vektor pFB-Fab ligiert. Im zweiten
Klonierungsschritt wurde die verdaute leichte Kette Kappa in den verdauten und

dephosphorilierten Vektor mit der schweren Kette ligiert. Der Erfolg der Klonierung wurde
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mittels Kolonie-PCR untersucht, um anschlie3end die Diversitat des Antikdrperrepertoires
der Bank zu ermitteln. Damit Fab-Fragmente auf Bakteriophagen prasentiert werden,
wurden die Plasmid tragenden Bakterien mit Helferphage infiziert, die Phagen produziert
und nach der Aufreinigung titriert.

Diese Arbeit stellt die Etablierung und Generierung von Antikérper-Phagenbanken aus der
cDNA dar. Das etablierte Verfahren und die generierten Antikbrper-Banken bilden eine

Grundlage fur weiterfihrende Versuche in der Tumorerforschung.

6.2 Ausblick

Die in dieser Arbeit generierten Fab-Phagenbanken bilden das Immunglobulin-Repertoire
eines Myelompatienten und dartber hinaus weitere Kombinationen dessen HC- und LC-
Repertoires ab. In weiterfilhrenden Arbeiten werden diese Bibliotheken genutzt, um per
Phage-Display geeignete Binder gegen Tumor-Antigene des Multiplen Myeloms zu
identifizieren. Diese Binder sollen zukinftig in der Therapie der Erkrankung Verwendung

finden.
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A.1 Restriktionsverdau der zweiten A. Anhang
Klonierung

A. Anhang

A.1 Restriktionsverdau der zweiten Klonierung

Die Abbildung 12 zeigt den Vektor pFB-Fab mit der bereits vorhandenen HC 1gG nach

dem Verdau.
unverdauter
Vektor Marker verdauter Vektor
— — — —
bp

<4—— 10000
<4——6000
<€4—— 3000
<+—700

Abbildung 11: Agarosegelelektrophorese des Restriktionsverdaus von pFB-
Fabhc ige. Es wurden 20 pg Vektor mit den Enzymen Sall-HF™ und Nhel-HF™
verdaut. Pro Spur wurden 20 pl Probe aufgetragen. Die erste Spur zeigt den
unverdauten Vektor in zwei Konformationen. Die Spuren 2-4 zeigt den verdauten
Vektor pFB-Fab nc igc. Als Stardard diente ein 1 kb DNA-Marker.




A.2  Kolonie-PCR A. Anhang

A.2 Kolonie-PCR

In der Abbildung 12 ist die Kolonie-PCR des klonierten Insert HC IgG nach dem 1.
Klonierungsschritt dargestellt.

Gepickte Bakterienkolonien mit der HC 1gG
A

bp

1517 —»
1000 —»
700 —p
500 —»

200 —»p
100 —»

Abbildung 12: Kolonie-PCR des klonierten Insert HC IgG nach dem 1.
Klonierungsschritt. Jede Spur (1-10) enthéalt 20ul des PCR-Produkts einer
separaten Kolonie-PCR. Es wurde ein 100 bp DNA-Marker verwendet.

In der Abbildung 13 ist die Kolonie-PCR des klonierten Insert HC IgM nach dem 1.

Klonierungsschritt dargestellit.

Gepickte Bakterienkolonien mit der HC IgM
A

bp

1517 —»
1000 —»

om0 e GEaal GRENS GCUh) R G R Gecsd

700 —p
500 —»

100 —p

Abbildung 13: Kolonie-PCR des klonierten Insert HC IgM nach dem 1.
Klonierungsschritt. Jede Spur (1-10) enthéalt 20ul des PCR-Produkts einer
separaten Kolonie-PCR. Es wurde ein 100 bp Marker verwendet.




A.3 Die Vektorsequenz pFB-Fab A. Anhang

In der Abbildung 14 ist die Kolonie-PCR der klonierten Insert HC IgM und LC k nach dem

2. Klonierungsschritt dargestelit.

a
) Gepickte Bakterienkolonien mit der LCk
A
~ M N
1517 —»
1000 —p
700 >
500 —»
b)
Gepickte Bakterienkolonien mit der HC IgM
A —
— M o~
bp
1517 —»
1000 —»
700 —»
500 —»
100 —»

Abbildung 14: Kolonie-PCR der klonierten Antikérperinserts HC IgM und
LC k von MMO047 nach dem 2. Klonierungsschritt. Es wurde ein 1%iges
Agarosegel in 1x TAE Puffer und einer Ethidiumbromidkonzentration von
1:10000 zur Uberpriifung der klonierten Inserts verwendet. Jede Spur (1-10)
enthélt 20ul des PCR-Produkts einer separaten Kolonie-PCR. Es wurde ein
100 bp DNA-Marker verwendet.

A.3 Die Vektorsequenz pFB-Fab

TAACGAGTTCATAAGATTTCAAAAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGLC
GATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACG
CAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCG
TATGTTGTGT TCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTAC




A.3 Die Vektorsequenz pFB-Fab A. Anhang

GCCAAGCTTAAGGAGACAGTCATAGTGAAACAAAGCACTATTGCACTGGCACTCTTACCGTTA
CTGTTTACCCCTGTGACAAAGGCGGTCGACTATGCTATGAAGCAGCGTATTACAGTGACAGTT
GACAGCGACAGCTATCAGTTGCTCAAGGCATATATGATGTCAATATCTCCGGTCTGGTAAGCA
CAACCATGCAGAATGAAGCCCGTCGTCTGCGTGCCGAACGCTGGAAAGCGGAAAATCAGGAA
GGGATGGCTGAGGTCGCCCGGTTTATTGAAATGAACGGCTCTTTTGCTGACGAGAACAGGGG
CTGGTGAAATGCAGTTTAAGGTTTACACCTATAAAAGAGAGAGCCGTTATCGTCTGTTTGTGG
ATGTACAGAGTGATATTATTGACACGCCCGGGCGACGG

T
AAATGTCAGGCTCCCTTATACACAGCCAGTCTGCAGGTCGATACAGTAGAAATTACAGAAACT
TTATCACGTTTAGTAAGTATAGAGGCTGAAAATCCAGATGAAGCCGAACGACTTGTAAGAGAA
AAGTATAAGAGTTGTGAAATTGTTCTTGATGCAGATGATTTTCAGGACTATGACACTAGCTAGC
TAACTGAGTAAAAGCTTCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAATACCTATTG
CCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGTATGCTATGAAGC
AGCGTATTACAGTGACAGTTGACAGCGACAGCTATCAGTTGCTCAAGGCATATATGATGTCAA
TATCTCCGGTCTGGTAAGCACAACCATGCAGAATGAAGCCCGTCGTCTGCGTGCCGAACGCT
GGAAAGCGGAAAATCAGGAAGGGATGGCTGAGGTCGCCCGGTTTATTGAAATGAACGGCTCT
TTTGCTGACGAGAACAGGGGCTGGTGAAATGCAGTTTAAGGTTTACACCTATAAAAGAGAGAG
CCGTTATCGTCTGTTTGTGGATGTACAGAGTGATATTATTGACACGCCCGGGCGACGG

TAAATGTCAGGCTCCCTTATACACAGCCAGTCTGCAGGTCGATAC
AGTAGAAATTACAGAAACTTTATCACGTTTAGTAAGTATAGAGGCTGAAAATCCAGATGAAGCC
GAACGACTTGTAAGAGAAAAGTATAAGAGTTGTGAAATTGTTCTTGATGCAGATGATTTTCAGG
ACTATGACACTAACGCGTCATCACCACCATCACCACTAGGGATCCAAAGATATCAGAGCTGAA
ACTGTTGAAAGTTGTTTAGCAAAATCCCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACG
ACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGGCTGTCTGTGGAATGCTACAGGCGTTGTAG
TTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGTTCCTATTGGGCTTGCTATCCCTG
AAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGG
TACTAAACCTCCTGAGTACGGTGATACACCTATTCCGGGCTATACTTATATCAACCCTCTCGAC
GGCACTTATCCGCCTGGTACTGAGCAAAACCCCGCTAATCCTAATCCTTCTCTTGAGGAGTCT
CAGCCTCTTAATACTTTCATGTTTCAGAATAATAGGTTCCGAAATAGGCAGGGGGCATTAACTG
TTTATACGGGCACTGTTACTCAAGGCACTGACCCCGTTAAAACTTATTACCAGTACACTCCTGT
ATCATCAAAAGCCATGTATGACGCTTACTGGAACGGTAAATTCAGAGACTGCGCTTTCCATTCT
GGCTTTAATGAGGATTTATTTGTTTGTGAATATCAAGGCCAATCGTCTGACCTGCCTCAACCTC
CTGTCAATGCTGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTTCTGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGTGGCTC
TGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGG
TTCCGGTGATTTTGATTATGAAAAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGAAAATGC
CGATGAAAACGCGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTCTGTCGCTACTGATTACGG




A.3 Die Vektorsequenz pFB-Fab A. Anhang

TGCTGCTATCGATGGTTTCATTGGTGACGTTTCCGGCCTTGCTAATGGTAATGGTGCTACTGG
TGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAAATGGCTCAAGTCGGTGACGGTGATAATTCACCTTTAATG
AATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCTTTGCCTCAGTCGGTTGAATGTCGCCCTTATGTCTTTGG
CGCTGGTAAACCATATGAATTTTCTATTGATTGTGACAAAATAAACTTATTCCGTGGTGTCTTTG
CGTTTCTTTTATATGTTGCCACCTTTATGTATGTATTTTCGACGTTTGCTAACATACTGCGTAAT
AAGGAGTCTTAATAAGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGG
CGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGA
GGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATG
CGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACGTCAAAGCAACCATAGTA
CGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCT
ACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTC
GCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTA
CGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTG
ATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAA
ACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTT
CGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTA
ACGTTTACAATTTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGC
CCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGC
TTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACC
GAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAAT
AATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTT
ATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAAT
AATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGC
GGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGA
TCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGA
GTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATCAGCACTTTTAAAGTTICTGCTATGTGGCGCGE
TATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATG
ACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAAT
TATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCG
GAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATC
GTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTA
GCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAA
CAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCC
GGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTG
CAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAG
GCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGG
TAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAA
AGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGT
TCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGC
GCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATC
AAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTG




A.3 Die Vektorsequenz pFB-Fab A. Anhang

TCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACC
TCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGT
TGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTG
CACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTAT
GAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGT
CGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCT
GTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAG
CCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGC
TCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGA
GCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCG
GAAGA

ccdB :[575:880 - CW]
ccdB :[1410: 1715 - CW]
glll :[1940 : 3163 - CW]

ccdB-Cassette :[347 : 1062 - CW]

ccdB-Cassette :[1182: 1897 - CW]

M13-fwd :[3190: 3173 - CCW]
M13-rev :[228 : 248 - CW]
ColE1 origin : [6253: 5881 - CW]
F1 ori : [3847 : 3407 - CCW]
M13 origin 1 [3402 : 3857 - CW]
LacZ alpha 1 [3261 : 3329 - CW]

LacO 1 [200 : 222 - CW]

Vi



A.4  Vergleich der verwendeten Zelllinien A. Anhang

Amp prom 1 [4174 : 4202 - CW]
lac 1 [166 : 195 - CW]
6His :[1904 : 1921 - CW]

A.4  Vergleich der verwendeten Zelllinien

Abbildung 15: Vergleich der verwendeten Zelllinien. Dargestellt sind die verwendeten Zelllinien E. coli
DH10B und E. coli DB3.1. Hierbei wurden die E. coli DB3.1 in den Verhéltnissen 1:100 und 1:1000 verdinnt.
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A.5 DNA Marker
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Abbildung 16: Quick-Load® 1 kb DNA Ladder

Base Pairs  Mass (ng)

-1517 45
- 1,200 35
= 1,000 95
— 900 27
- 800 24
- 700 2
- 600 18
- 500517 97
- 400 kL
— 300 28
- 200 e
- 100 48

Abbildung 17: Quick-Load®100 bp DNA Ladder
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