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Zur Antikörpergewinnung wurden IgG-Spender-Repertoires aus Lymphknoten von Hals-
Kopf-Tumorpatienten genutzt. So konnten unabhängige Genpools der variablen Domän-
en der leichten und schweren Ketten (VH/ VL-kappa und VH/ VL-lambda) generiert 
werden.  
Mit diesen Genen transformierte Bakterienzellen wurden auf  Agarplatten aus-
gebreitet und über Nacht kultiviert. Diese transformierten und kultivierten 
E.coli Zellen wurden in einem nächsten Schritt in Glycerol Aliquots bei 
-80 °C gelagert.

Beispielhaft wurden transformierte Proben der Aliquots ausgewählt und im Schüttelkol-
ben kultiviert, bevor eine 10-fache Verdünnung der E.coli Zellen auf Agarplatten über-
führt wurde. 
Von jeder Platte wurden 8 Klone gepickt und weiter über eine Kolonie-PCR, bezüglich 
der Frage, ob sowohl die Gene der schweren, als auch leichten Kette integriert sind, 
analysiert (Fragmentgröße ~ 1kb).

Einführung
Die Gewinnung von vollständig humanen 
Antikörpern mit spezifischen funktionel-
len Eigenschaften, die für medizinische 
Anwendungen genutzt werden können, 
ist ein großes Ziel bei der Entwicklung von 
therapeutischen Antikörpern. Diese Anti-
körper können aus humanen B-Zellen, die 
Kontakt mit einem spezifischen Antigen 
hatten, isoliert werden. 

In dieser Studie wurden B-Zell Reper-
toires aus Lymphknoten von Hals-Kopf-
Tumorpatienten als Quelle zur Klonierung 
der variablen Antikörpergene von Immun-
globulin G (IgG) verwendet. Die Sequenz-
analyse der Antikörper aus den Lymph-
knoten zeigte ein natürlich auftretendes 
Verteilungsmuster von Antikörpersequen-
zen, die alle bekannten variablen Genfa-
milien und die meisten funktionellen Keim-
bahnsequenzen repräsentieren. 
Um die Machbarkeit der Antikörperselek-
tion mit therapeutischem Potential aus 
diesem Repertoire zu zeigen, wurden 
diese Antikörper auf ihre Affinität gegen 
das Zielantigen auf HSV-1 (Herpes-
semplex Viren) infizierten Zellen geprüft. 
Die Mehrheit der scFv (engl.: single chain 
variable Fragment)-Antikörperfragmente 
band mit nanomolarer Affinität an das An-
tigen von HSV-Stämmen. 

Mai 2015

Tabelle 1: Temperaturverlauf des PCR-Zyklus

PCR-Programm Zeit

erste Denaturierung  95 °C   5 min

Denaturierung  95 °C 15 sec

Annealing  51 °C 15 sec

Elonation  72 °C 15 sec

letzte Elonation  72 °C 10 min

Kühlung  4 °C unbegrenzt

Mater ia l  und Methoden 1

35 Zyklen

Tabelle 2: PCR-Ansatz

Volumen

KAPA 2 G Fast Ready Mix 
(Puffer, Polymerase, dNtPs, Gel Loading Dye)

12,5 µl

Primer A 0,5 µl

Primer B 0,5 µl

Template gepickte Einzelkolonie

H2O 11,5 µl

Gesamtvolumen 25,0 µl

Um die Anzahl der in E.coli vollständig exprimierten scFvs zu bestimmen, 
wurde im Anschluss an die  Kolonie-PCR eine Agarose Gelelektrophorese der 
zufällig gepickten Klonen durchgeführt. 
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Diskuss ion
BRAND PCR-Platten (Best.-Nr. 7813 75) eignen sich hervorragend für die Kolonie-PCR. 
Die glatten Welloberflächen minimieren das Anbinden der Reaktanten an die Wellober-
fläche, so dass die PCR-Reaktion vollständig ablaufen kann. Des Weiteren ist das 
hochwertige Polypropylen dieser PCR-Platte frei von PCR-Inhibitoren, die die Aus-
beute reduzieren könnten. Die passend zur PCR-Platte entwickelte Verschlussmatte 
(Best.-Nr. 7814 05) reduziert Verdunstungsverluste auf ein Minimum. 
Unter diesen Voraussetzungen konnten die Antikörperfragmente aller transformierten 
Klone zuverlässig in hoher Ausbeute vervielfältigt und über ein Agarosegel nachgewie-
sen werden. 

Ergebn is
Alle 8 Klone (in Triplikaten) zeigten eine Bande bei einer Fragmentgröße von ~ 1 kb. 
Damit enthalten sie sowohl die Gene der schweren, also auch leichten Kette.  
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Abbildung 1: [rechts]: DNA-Marker (100bp DNA Ladder (N3231) von NEB an Position 1;14 und 27. Das 
1,5%ige Agarosegel lief bei 140 V für 40 Minuten) mit Markerbeschreibung; [links]: Agarosegel (jeweils Tripli-
cate) 

Anschließend wurde die Gleichgewichtskonstante (KD) der Bindung der scFvs mit dem 
Zielantigen HSV-1 infizierter Zellen anhand einer Durchflusszytometrieaffinitätsmessung 
bestimmt. Der KD-Wert lag im nanomolaren Bereich.
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