
bio7

Rheinisch-Westfälisch Technische Hochschule Aachen

Institut für
Molekulare
Biotechnologie

Design, assembly and characterization of
a humanized scFv framework library
Holger Spiegel*, Markus Sack*, Ricarda Finnern§ and Rainer Fischer*,§

*Institute for Molecular Biotechnology, RWTH-Aachen, Worringer Weg 1, 52074 Aachen, Germany, e-mail: spiegel@molbiotech.rwth-aachen.de§Fraunhofer-Institut for Molecular Biology and Applied Ecology IME, Worringer Weg 1, 52074 Aachen, Germany

C D R  G r a f t i n g

C D R  g r a f t i n g  w a s  c h o s e n  t o  h u m a n i z e  t h e  v a r i a b l e
d o m a i n s  o f  t h e  G u y ´ s  1 3 .

T h i s  m e t h o d  t r a n s f e r s  C D R ´ s  o f  a  g i v e n  m u r i n e
a n t i b o d y  o n t o  a  s u i t a b l e  h u m a n  f r a m e w o r k
b a c k b o n e

S e l e c t i o n  o f  t h e  h u m a n  t e m p l a t e  s e q u e n c e
i s  a  c r u i c i a l  s t e p  t o  r e t a i n  b i n d i n g  a c t i v i t y  a n d
c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  a n t i b o d y

C a r e f u l l  a n a l y s i s  o f  t h e  r e l e v a n t  s e q u e n c e s  i s
e s s e n t i a l

2 4  A A  r e s i d u e s  w i t h  k e y  f u n c t i o n s  f o r  t h e

s t r u c t u r a l  i n t e g r i t y  o f  t h e  b a c k b o n e  a n d  t h e

C D R  l o o p  c o n f i r m a t i o n  w e r e  a s s i g n e d

H u m a n  V H / V L  g e r m l i n e  g e n e  s e q u e n c e s  w i t h

a  h i g h  h o m o l o g y  t o  G u y ´ s  1 3  w e r e  s e l e c t e d .

T o  m a x i m i z e  t h e  c h a n c e s  o f  c r e a t i n g  a  f u l l y

f u n c t i o n a l  h u m a n i z e d  v e r s i o n  o f  t h e

a n t i b o d y  w e  d e c i d e d  t o  s y n t h e s i z e  a

f r a m e w o r k  l i b r a r y   c o n t a i n i n g  m o u s e  a n d

h u m a n  r e s i d u e s  a t  t h e  c r i t i c a l  p o s i t i o n s .

C l o n i n g  a n d
E x p r e s s i o n

F u n c t i o n a l  A n a l y s i s

F o c u s e d  L i b r a r y
C o n c e p t

T o  c r e a t e  a  f r a m e w o r k  l i b r a r y  w i t h  m o u s e  d o n o r
a n d  h u m a n  a c c e p t o r  A A ´ s  a t  t h e  c r i t i c a l
p o s i t i o n s ,  d e g e n e r a c i e s  ( w o b b l e s )  h a d  t o  b e
i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  S e q u e n c e .  U s i n g
5 0 % : 5 0 % r a t i o  o f  d e g e n e r a t e  n u c l e o t i d e s  a t  t h e
w o b b l e  p o s i t i o n s  w o u l d  r e s u l t  i n  a  1 : 2 0 0  0 0 0
c h a n c e  t o  f i n d  t h e  f u l l y  h u m a n  m o l e c u l e

B y  u s i n g  a  9 0 % : 1 0 %  r a t i o  w e  s h i f t e d  t h e
p r o b a b i l i t y  t o w a r d s  t h e  h u m a n  s i d e  o f  t h e
m o l e c u l e  p o p u l a t i o n  i n  t h e  l i b r a r y
a n d  b y  t h i s  a  f u l l y  h u m a n i z e d  s c F v  c a n  b e
f o u n d  i n  o n e  o f  1 0  m o l e c u l e s

A f t e r  f u l l  a s s e m b l y  o f  > 5 n g  n a n o g r a m s

o f  t h e  h u m a n i z e d  V L  f r a m e w o r k  l i b r a r y

the molecules were joined with the murine VH by

c o n v e t i o n a l  S O E  P C R  a n d  t h e  h y b r i d  l i b r a r y

was c loned in to  a  bacter ia  express ion  vector

a n d  t r a n s f o r m e d  i n t o  E . c o l i  X L 1  b l u e .

2 x 1 0 6  c l o n e s  w e r e  o b t a i n e d ,  e n o u g h

t o  c o v e r  t h e  5 1 2  d i f f e r e n t  v a r i a t i o n s  o f

the VL framework l ibrary.

I n t r o d u c t i o n
T h e  m u r i n e  m A b  G u y  1 3  b i n d s  t o
t h e  s u r f a c e  p r o t e i n  S A I / I I  o f
S . m u t a n s ,  t h e  m a j o r  c a u s e  o f  d e n t a l
c a r i e s .  U s e d  i n  t o p i c a l  i m m u n o t h e r a p y
t h i s  m A b  p r e v e n t s  r e c o l o n i s a t i o n  o f
t h e  t o o t h  s u r f a c e s  b y  S . m u t a n s  a n d
m e d i a t e s  a  l a s t i n g  p r o t e c t i o n
f r o m  d e n t a l  c a r i e s .

H u m a n i s a t i o n  o f  G u y  1 3  s h o u l d
r e d u c e  t h e  i m m u n o g e n i c i t y  o f  t h e
a n t i b o d y  i n  c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n s
t o  a v o i d  n e g a t i v e  s i d e  e f f e c t s
a n d  e v e n t u a l l y  i n c r e a s e  s t a b i l i t y .

C o n c l u s i o n s  a n d  F u t u r e  P e r s p e c t i v e s

Set Ratio Observed
Ratio

Total Number

Gln>Glu C>G 90%/10% 81%/19% 13
Arg>Ser C>A 50%/50% 60%/40% 13
Ala>Ser G>T 90%/10% 72%/28% 13
Ile>Leu A>C 90%/10% 81%/19% 13
Ser>Ala T>G 90%/10% 100%/0% 13
Glu>Asp/Ser G>C, 50%/50% 60%/40% 13
Phe>Tyr TTC>TAC 50%/50% 72%/28% 13
Gln>His G>C 50%/50% 45%/55% 13
Gln>Gly AGG>GGT 50%/50% 45%/55% 13

R e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n t  d e g e n e r a t e  p o s i t i o n s
i n  t h e  l i b r a r y  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  s e q u e n c i n g .

D i v e r s i t y  o f  t h e  l i b r a r y

C  M  1  1 +  2  2 +  3  3 +  4  4 +  5  5 +

1 2 3 4 5 6 7 8 9 11  12  13 marker

P C R  A s s e m b l y  o f  t h e  V L  F r a m e w o r k  l i b r a r y

A

BC

A

B

C

I - I I    I I I - I V    V - V I    V I I - V I I I    I X - X A  V L  F r a m e w o r k  l i b r a r y  w a s
a s s e m b l e d  i n  4  s u b s e q u e n t
P C R  a m p l i f i c a t i o n  s t e p s  f r o m
1 0  o v e r l a p p i n g  d e g e n e r a t e
o l i g o n u c l e o t i o d e s .

F o r m a t i o n  o f  s i d e p r o d u c t s  w a s
r e d u c e d  b y  m i s m a t c h e s  b e t w e e n
O l i g o s  a n d  O r d e r  o f  t h e  a s s e m b l y
r e a c t i o n s

T o  e n s u r e  t h e  c o m p l e x i t y  o f  t h e
l i b r a r y  a n d  a v o i d  e n r i c h e m e n t
o f  c e r t a i n  s u b s p e c i e s  t h r o u g h
r e a m p l i f i c a t i o n ,  e q u i m o l a r
c o n c e n t r a t i o n s o f  t h e  o l i g o -
n u c l e o t i d e s  w e r e  u s e d .

E x c e s s  o l i g o s  a n d  u n s p e c i f i c
i n t e r m e d i a t e  p r o d u c t s  w e r e
r e m o v e d  b y  c o l u m n  p u r i f i c a t i o n
b e f o r e  u s e  i n  t h e  n e x t  r e a c t i o n .

T h e  s h o w n  d a t a  s u c c e s s f u l l y  p r o v e  t h e  c o n c e p t  o f  c r e a t i n g  a  C D R
g r a f t e d  f r a m e w o r k  l i b r a r y  f o r  h u m a n i z a t i o n  o f  a  m u r i n e  a n t i b o d y ,  b y
d e s i g n ,  a s s e m b l y ,  c l o n i n g  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  h y b r i d
h u m a n i z e d V L  -  m o u s e V H  l i b r a r y .

I n  t h e  f o l l o w i n g  t h e  h u m a n i z e d  V H  l i b r a r y  w i l l  b e  a s s e m b l e d  a n d  j o i n e d  w i t h  t h e  V L  l i b r a r y
t o  s e l e c t  h u m a n i z e d  s c F v ´ s  w i t h  o p t i m a l  b i n d i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  a n d  a  h i g h  n u m b e r  o f
h u m a n  r e s i d u e s .  B i o s a s s a y s  w i l l  f o l l o w  t o  s h o w  t h e  a c t i v i t y  a n d  i m m u n o g e n i c  p o t e n t i a l .
o f  t h e  h u m a n i z e d  m o l e c u l e s

F o u r  c l o n e s  w e r e  r a n d o m l y  p i c k e d  a n d  g r o w n  i n  s m a l l
s c a l e  e x p r e s s i o n  c u l t u r e s .  D e p e n d i n g  o n  t h e  e x p r e s s i o n
p r o t o c o l  p e r i p l a s m i c  e x t r a c t  a n d  s u p e r n a t a n t  w e r e  u s e d
i n  i n d i r e c t  E L I S A  t o  c o n f i r m  b i n d i n g  a c t i v i t y  o f  t h e   s c F v ´ s  t o
t h e  S A I / I I  a n t i g e n .

5  r a n d o m l y  p i c k e d  c l o n e s  w e r e
u s e d  f o r  s m a l l  s c a l e  e x p r e s s i o n .  A f t e r
i n d u c t i o n  a n d  e x p r e s s i o n  t h e  c e l l
p e l l e t s  w e r e  b o i l e d  a n d  r u n  o n  S D S -
P A G E .  T h e  s c F v ´ s  w e r e  v i s u a l i z e d  i n
W e s t e r n  B l o t  b y  d e t e c t i o n  o f  t h e  c m y c
T a g .

7 0 0 b p

3 2 k D

Residue Change Base Change

b e t a  s h e e t s  a n d  l o o p s C D R ´ s

s u r f a c e  a c c e s s a b i l i t y

c a n o n i c a l  c l a s s e sr e s i u d e s  a t  V H - V L  i n t e r f a c e

S t r u c t u r a l  a n d  F u n c t i o n a l
 R e l a t i o n s


